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SUMMARY

Fluogrometric determination of hydrochlorathiczide in body fluids by direct measurement of
thin-leyer chromatographic plates '

Two fluocrometric methods for snalysis of hydrochlorathiazide (HCT} are described uti-
lizing direct measurement of thin-layer plates. The first method employs & modification of
the Bratton—Marshall reaction and is therefaore applicable to zll aromatic primary amines.
Following diazotation and azocoupling of the HCT hydrolysis product, 2 fluorescent group
is addegd to the compaund. For this purpase N-{1-naphthyilethylenediamine is first coupled
with 4<chloro-7-nitrobenzo-2,1.3-oxadiazole. In the second methed, the intrinsic fluores-
cence of underivatized HCT, following its extraction from plasma, urine or saliva, is used. It
is shown that the sznzitivity of this methad iz sufficient for estimating the kinetics following
oral administration of 25 mg HCT.

EINLEFTUNG

Die Bestimmung von {nicht radioaktiv markiertem} Hydrocklorothiazid
(HCT)} in Plasmsz bereitet ausserordentliche Schwierigkeiten. Bisher ist keine
Methode bekannt, die empfindlich genug ist, Blutsptegel, wie sie nach Appiika-
tion therapeutischer Dosen auftrefen, (iber einen ausreichend langen Zeitraum

ZU messern.
In den Jahren 196G und 1961 wurden zwei Methoden verGffentlicht, welche

die Verteilung von radioaktiv markiertem HCT im Organismus untersuchten.
Dsbsi wurde [*H} HCT Ratten [1] bzw. [**CIHCT menschlichen Versuchs-
personen {2} gegeben. Bei einer oralen Gabe von 65 mg [**CHCT wurd?n !)ei

gesunden Versuchspersonen maximale Serumspiegel von "durchschniftlich

. 800 ng HCT/mi Serum gemessen. Der maximale Semmspiegel war nach 4 h er-
* Teilergebnisse der Dissertation M. Schifer, in Vorbereitung.

‘2@ &n den Anforderungen vorn Sonderdrucken gerichtet werden sollen.
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Eine chemische Bestimmungsmethode wurde von Baer et al. 3] fiir Chloro-
thiazid entwickelt und von Yii und Sung {4} fir die Hydrochlorothiazid-Be-
stimmung madifiziert. Sie beruht auf der alkalischen Hydrolyse des Molekils
zu 5-Chloro-2,4-disulfamidoanitin und seiner Bestimmung nach der Bratfon—
Marshall-Reaktion. Nur im Tierversuch kénnen jedoch so hohe Dosen gegeben
werden, dass die Empfindlichkeit fiir die Bestimmung von Serumspiegeln aus-
reicht. Bei Humanversuchen wurde deshalb Urin fraktioniert gesammelt und die
Kinetik anhand der Urinausscheidung bestimm¢ [5].

In letzter Zeit wurden weitere Methoden veroffentlicht, welche durch die
Fortschritte in der Instrumentalanalyse erméaglicht wurden. Bei zwel Methaoden
wird zur Trennung und guantitativen Bestimmung die Gaschromatographie ein-
gesetzt {6, T]. Das Tetramethylderivat wird dabei mit einem Elektroneneinfang-
detektor erfasst. Da jedoch HCT nur ein Halogenatom enth#lt, ist die Empfind-
lichkeit nicht hoher als beim Arbeiten mit einem Flammenionisationsdetektor.
Die Nachweisgrenze liegt daher auch mit 50 ng/mi Plasma noch relativ hoch.
Der Einsatz der Hochdruckfiiissigkeitschromatographie zur Reinigung und die
anschliessende Bestimmung mit einem UV-Detektor [8] ist nur arbeitsmssig
einfacher. Bei Priparaten, die 25 mg HCT oder weniger pro Bosis enthalien®,
reicht sber die Empfindlichkeit ebenfalls nicht aus, um die Plasmaspiegel nach
einer einmaligen Gabe der Einzeldosis zu bestimmen.

Wir stellten uns daher die Aufgabe, eine Methade zu entwickeln, die es er-
laubt, die Kinetik von HCT nach einer einmaligen Gabe von 25 mg zu bestim-
men. Eine ausreichende Empfindlichkeit erwarteten wir von der Anwendung
fluorimetrischer Methoden; fiir Hydroflumethiazid wurde bereits ein empfind-
liches Verfahren beschrieben {2} . Zwei fluorimetrische Verfahren zur Bestim-
mung von HCT in Plasma sollen im folgenden beschrieben werden.

Methode A beruht auf der oben genannten Bratton—RMarshall-Reaktion. Uber
die Diazotierung und Azokupplung des atkalicch hydrolysierten Hydrochloro-
thiazids fiihren wir eine flucreszierende Gruppe ein, indem wir die Kupplungs-
komponente in einer vorgelagerten Reaktion mit 4-Chloro-7-nitrobenzeo-2,1.3-
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Fig. 1. Exzitations- (o} und mxs;xoussnektzum (o} HCT- Umsetzungsp‘:c»dukt nse‘x e
thode A.

Fig. 2. Exzitations- {0} und Emissionsspektrum (=} vor HCT )
* Adelpban—Esidriz® (Ciba}, Dytide® H (RGhm-Pharmal, Esimii® (Cexgy), B!adute

E | (szmp & Dohme}, Resaltex® (R3hm-Pharma).
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oxadiazol {NBD-CI} umsetzen. Ein Teil des Realfionsgemisches wird durch
Diinnschichéchromatographie gereinigt und die Fluoreszenz des Azofarbstoffs
mit einem Chromatogrammspektraiphotometer bei seinem Emissionsmaximum
von 520 nm bestimmt (Fig. 1).

Nach Methaode B wird die native Fluoreszenz des Hydrochlorothiazids nach
dem Bespriihen mit Tridthanolamin-Lésung ausgewertet. {Emissionsmaximum
37Q nm; Fig. 2}. Diese Methode erfordert einen hoheren Reinheitsgrad der
Plasmaextrakie. Da aber der gesamte Extrakt aus 0.5 mi Plasmsa auf die Platte
aufgetragen werden kann, der Arbeitsaufwand fiir die Umsefzung entfgllt und
zudem die Streuung der Ergebnisse geringer ist, zogen wir diese Methode zur
Bestimmung der Plasmaspiegel vor.

EXPERIMENTELLES

Gerdte
Chromatogrammspektralphotometer KM 3 {Carl Zeiss} mit Kompensations-

schreiber Servogor Sb.

Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien sowie die Diinnschichtplatten (Keiselget 60,
chne Fluoreszenzindikator, 2¢ X 2@ cm)} wurden von E. Merck (Darmstadt,
B.R.D.) bezogen. Hydrochlorothiazid stellfe freundlicherweise Rohm-Pharma
{Darmstadt, B.R.D.) zur Verfiigung.

Das fiir die Analysenmethode A benStigte Hydrolyseprodukt stellten wir
selbst im préparativen Massstab durch achtstiindiges Kochen von HCT in 6 N
Natronlauge her. Die L&sung wurde nach beendigter Reaktion angesduert und
mit Essigsfureithylester extrahiert. Durch Einengen und Auskristallisieren er-
hielten wir das reine Hydrolysepradukt (Schmelzpunkt 251°; Literatur: 251—
252° [16]). Seine Identitit wurde durch Infrarotspektroskopie und Elementar-
analyse gesichert.

Das Umsetzungsprodukt von NBD-Cl mit N-{1-Naphthyliithylendiamin,
ebenfalls fiir Methode A, stellten wir nach Vorschrift 2 von Reisch et al.[11]
her: I mMol des Aminsalzes wurde in 5 mi destilliertem Wasser gelGst und die
Base mit 0.5 mt 2 N NaOH in Freiheit gesetzt. Nach Zugabe von I mMol NBD-
Cl in 20 mi Athylacetat wurde das Zweiphasengemisch 6 h geschiittelt. Die or-
ganische Phase wurde abgetrennt und Giber Nacht bei 4° aufbewahrt. Die Kris-
talle wurden abfiltriert und aus Aceton—Wasser umkristallisiert. (Schmelz-
punkt: 198° unter Zersetzung; Strukturbeweis: IR, Massenspektrum, Elemen-
taranalyse}.

Methode A

Erstellung der Eichkurve )

Derigatisierung. Hydrochlorothiazid ¢0.5—20 ug} in Aceton wird zur

- Trockne eingeengt. Der Riickstand wird in & ml 0.25% NaNQO; (geléstin 0.2 N
HCl) aufgenommen. Den Nitritiiberschuss zerstort man durch Zugabe von I mi
'2.5% Ammoniumsulfamidosuifonat-Lsung. Die Azokupplung erfolgt dann in
der sauren L3sung innerhalb ven § min nach Zugabe von 1 ml der 0.1%igen .
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L3sung des fluoreszierenden Naphtylaminderivats in Aceton. In einem Mess-
kolben wird mit Aceton auf ein Volumen von 10.C m! aufgefGlit.

 Chromatographie. Jeweils 30 u! dieser L3sung werden mil einem Desaga-
Mic:oapplicater {10 ul) fir organische Losungen auf Diinnschichiplatien aufge-

tragen. Die Platten werden scfort entwickelf. Flisgemittel: Benzol—Methanol—

Ethylacetat (20:30:100), Laufstrecke 1C¢ cm, Kammersdttigung, Rp = 041,
iberschiissiges Reagenz: Bz = 0.69. Nach dem Trocknen der Platte markiert
mean die Zone der roten Flecken und lisst die Platfen 14 h liegen. Dabei zer-
setzt sich dar rote Farbstoff und es entwickelt sich die gelhe Fluoreszenz. Diese
wird mit dem Chromzatogrammspekiralphotometer gemessen.

Messung. Messanordnung Probe—Monochromator (Pr—i}: Exzitation mit
der Hg-Linie von 436 nm der Quecksilber-Mitteldruckiampe ST 41, mit Quarz-
kondensor; Emissionsmaximum: 520 nm; Spaltbild: 8.5 X 14 mm; Verstarkung
10—100 fach; Hochspannung 2.

Auswertung. Die Flichen unter den Peaks, die in Integratoreinheiten ange-
geben werden, sind der 5-Chlore-2,4 disulfamidoanilin-Menge pro Fleck direkt
proportional. Dabei sind sogar die erhaltenen Ergebnisse auf verschiedenen Plat-
ten gleich, wenn die Zersetzungszeit gleich ist.

Bestimmung von HCT in Plasma

Extraktion. Zu 1—4 ml Plasma, die 50—508 ng HCT enthalten, werden 0.5
ml 2 N HCl sowie eine Spatelspitze Kochsalz gegeben. Mit 25.0 ml Essigsiure-
athylester wird 30 min geschiittelt. Zwanzig Milliliter der organischen Phase
werden zur Trockne eingedampft. ’

Hydrolyse. Zum Riuckstand gibt man 2 mi 5 N NaOH und hydrolysiert 3¢
min im stedenden Wasserbad. Nach Zugabe von 1.5 ml konzentrierter Salzs3ure
extrahiert man mit 10 ml AZthylacetat. Die organische Phase wird mit einer Pas-
teur-Pipette quantitativ abgetronnt und eingedampft.

Derivatisierung. Bie Umsetzung erfolgt wie bei der Erstellung der Eichge-
raden beschrieben, nur werden jeweils 0.1 m! ReagenziGsung zugefiigt und nach
beendigter Reaktion auf ein Volumen von ¢.50 ml aufgefGllt.

Chromatographie, Messung und Auswertung. Mxt einem Microapplicator
(10 ) fr organische L3sungen werden 30 4 pro Fleck aufgetragen. Die Plat-
ten werden zusammen mit den Platten, welche die Eichgerade enthalten, ent-
wickelt. Die Auswertung erfolgt anhand der Exchgemden

kethode B

Nach folgender Arbeitsvorschrift kenn HCT in Plasma, Urin und Speichel be«
stimmt werden. :

Extraktion aus Speickel. Dret Milliliter Speichel werden 10 min bei 2000 g
zentrifugiert, wobei Giyccp‘otexde sedimentieren. Zwei Milliliter der Gberste-
henden kizren f.nsuﬁg warden in ein vgmhhcc@hnm ‘Paagnn-;ufg«: gngahsan und
30 min mit 7 m! EssigsSurefthylester geschiittelt. Zur vollstindigen Phasen-
trennung wird ancchlisssend 5 min zentrifugiert. Der Easigester wird mit einer
Pasteur-Pipetfe abgetrennt und in ein 10-m!-Bechergias gegeben. Die Winde des
Reagenzglases werden mit 0.5 ml Ethylacetat abgespiilt und die Waschflfiesig-
- keit wird mit dem ersten Teil vereinigt. Der Extrakt wird bei me‘

,;; ,fuhr und unter Sti cgstoifb%ssung zur Trocime emaedanp% LR
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Extraktion qus Plasma. Zu 6.5 ml Plasma gibt man 0.5 m! Wasser und schiit-
telt in einem verschliessbaren Reagenzglas 30 min mit 5 ml Toluol. Zur voll-
stindigen Phasentrennung wird & min zentrifugiert. Die organische Phase wird
mit einer Pasteur-Pipette abgenommen und verworfen. Das so gereinigte Plasma
wird analog wie der zenfrifugierfe Speichel weiterverarbeitet.

Extrektion aus Urin. Urin wird 1:5 mit Wasser verdiinnt. Zu I ml dieser
L&sung werden 200 mg NzHCO; gegeben. Die Aufarbeitung erfolgt dann wie es
bet der Extraktion aus Speichel beschrieben wurde.

Chromatographie. Die Ruckst@nde der Extrakfe werden in zwei Tropfen
Athylacetat unter intensivem Schiitteln (REAX I, Heidolph} gelSst. Die gesam-
te Fliissigkeit wird mit einem Fettschmelzpunktsrohrehen punktférmig auf eine
Diinnschichtplatte aufgetragen. Der gleiche Vorgang wird zweimal wiederholt.
Fiir die Eichgerade trigt man 20, 50, 100 und 200 ng HCT —geldst in Acefon
— mit Konstriktionspipetien auf. Die Platte wird mit einem Fon sorgisgltig ge-
trocknet. Die Entwicklung erfolgt nacheinander in zwei verschiedenen Fliess-
mitteln in derselben Richtung: Fliessmittel I: Acefon 70 mi, Laufstrecke I (f}
cm; Fliessmittel II: Essigsfurefthylester 70 mi, Laufstrecke 10 cm. Um HCT

von den mitextrahierten Plasmabestandieilen zu trennen, muss in Fliegsmitiel IT
WALLL WL LE AELL WAL MEQLALiA Wbl & WAL AVA WAL SA Lk Al Mh WL ArilkiNrily P FLote wi S BSR4 w gy

ohne Kammers&ttigung chromatographiert werden. Der Rg-Wert von HCT in
diesem System ist 6.52.

Messung und Auswertung. Nach dem Entwickeln wird die Platte getrocknet
und mit einer 20%igen L3sung von TriZthanolamin in Methanol bespriiht. An-
schliessend wird 45 min mit UV-Licht von 385 nm besfrahlt. Die Messung er-
folgt wieder mit dem Chromatogrammspektralphotometer (Fig. 3}. Messanord-

nung Monachromator—Probe (M—Pr): Exzitation mit der Hg-Linie von 865 nm
dar nnml-nTh.:r.M:ﬂnfﬂruclr!gmnn ST d.f Snaithild: .3 X 8 mm; [—{gchspzn-
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Fig. 3. DEnnschichtchromstogramm (a} und Fluoreszenz intensitits-Ortskurve (b} von 50 ng
H‘.}T aus Plam (Meﬂmde 23

Die Auswemmg erfolgt anhand der Ezchgeraden unter Berlicksichtigung der
erdezﬁndtmgzz?ten fur d;e vexschzedenen Koverﬂusxgkeiﬁen. .
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ERGEBNISSE

Methode A

Die von Bratton und Marshsll 512} beschricbene Reaktion dient zum Nach-
weis prim&rer, arcomatischer Amine. Die Aminogruppe wird mit salpetriger
Sdure dizzotiert und das enfstandene Diazoniumion mit N-{2-Naphthyl)ithyl-
endizmin zu einem roten Farbstoff gekuppelf. Dabei entsteht quantitativ die
p-Verbindung. Die Intensitit der rotenr Farbe kann spekiraiphotometrisch in
der Kiivaetta oder mittels eines Chromatogrammspektralphotometers auf einer
Diinnschichiplatie gemesesr werden. Bei der HCT-Bestimmung muss dieser
Reaktion eine Spaltung des Molekiils vorausgehen, damit die erforderliche pri-
mire, aromatische Ammogn.ppe entsteht. Dies erzielt man durch Erwérmen in

Natronlauge.

c: N+ N -CH— CHp—NH,
;-25.0,5 “sC,t o MSS SO,NH, H2NO,S SONH,

Ein entscheidender Fortschritt wird duzch eine Variation der Kupplungskom-
ponente erzielt, die so beschaffen sein muss, dass ein Azofarbstoff mit fluores-
zierendem Molekiilteil entsteht. Soich ein Reagenz stellfen wir durch Um-
setzung von N-(1-Naphthyl)ithviendiamin mit NBB-Cl her.

4 NH — CHy—CHp— NH 4 \-—mz
7
\0/

NBD-C! gient als Reagenz zum Nachweis primirer und sekundirer sliphati-
scher Amine, mit denen es infensiv gelb fluoreszierende Produkte bildet. Die
priparative Darstellung dieser Verbindungen wurde von Reisch et al. [13] be-
schrieben. Mit eromatischen Aminen resgiert NBD-Cl ebenfalls, die entstehen-
den Farbstoffe fluoreszieren allerdings nicht. Die Empfindlichkeit des Nach-
weises aromatischer Amine ist daher auch um eine Zehnerpotenz geringer als
die Empfindlichkeit beim Nachweis gliphatischer Amine [11L

Kuppelt man das Diazoniumion des HCF-Hydrolyseprodukts mit dem modi-
fizierten, fluoreszierenden Naphthylaminderivet, so erhiit man folgendes Pro-
dukt:

8uﬂ—cﬂz—%——x~m‘§:}-~o—‘,
"o ~
HNOS SO, N N

Trigt men die Losung, die das Kupplungspmdukt enthilt, mit einer Kcnstnk
tiocnspipette punktfSrmig auf eine Dnnschichtplatte auf, sc sind anhand der
Fluareszenz noch Q.6 ng HCT-Hydrolysepredukt szchtb;.: Das eptspricht einer -
Empfindlichkeitssteigerung um das Achtfache gegeniiber der klassischen Brat-
. ton—Marshall-Reaktion, da die Nachweisgrenze fiir den Azofsrbstioff bei § ng
E_;p:o Fieck hegt Beim Auftragen mit einem Micmapphcator kcnsen noch 3 ng,



621

pro Fleck mit dem Chromatogrammspektralphotometer gemessen werden. Die
Eichkurve veriZuft linear im Bereich ven 20—200 ng pro Fleck, die lineare Re-
gression fiir die Eichgerade betrigt 0.9995 (Mittelwert aus zwei gleichzeitip
durchgefiihrten Bestimmungen auf zwei Ditnnschichtplatten).

Methode B
Bei der Auswertung der Eigenfluoreszenz des Hydrochlorathizzids nach der

Messanordnung M—Pr kénnen noch 2 ng HCT pro Fleck gemessen werden. Die
Eichkurve verlauft dann linear bis ca. 500 ng pro Fleck (lineare Regression
©.9993). Durch lingeres Liegen der Plat{e nimmt die Fluoreszenz ab. Sie kann
jedoch durch erneutes Besprithen und Bestrahlen wieder erzeugt werden. Extra-
hiert man HCT aus 2 m! Speichel, so sind noch 5 ngfm! Speichel messbar. Die
Wiederfindungsrate ist unabhingig vom HCT-Gehalt des Speichels, sie betrigt
89% mit einer Standardabweichung von + 8% (n = 8). Fiir die Bestimmung von
HCT in Urin liegt die Wiederfindungsrate bei 30%, die Standardabweichung be-
trdgt £ 4% (2 = 8}. :
Die Wiederfindungsrate fir HCT aus Plasmaz ist ebenfalls vam HCT-Gehalt des
Plasmas unabhZngig. Sie liegt im Bereich von 20—500 ng/m! Plasmsa bei 90%
mit einer Standardabweichung von + 7.2% (n = 8}. Eine exakte Messung ist
wegen mitextrahierter Plasmabestandteile, die ebenfalls fhroreszieren, erst ab
20 ngfml im Plasma moglich. Die vor der eigentlichen chromatographischen
Trennung vorausgehende Entwicklung mit Aceton fihrt zu einer Verringerung
des Fleckdurchmessers vor HCT und damit zu einer erhéhten Empfindlichkeit.

Bestimmung der Hydrochlorothiazid-Kinetik

Um die Anatysenmethode B zu fiberpritfen, wurden im Selbstversuch 25 mg
HET-Substanz eingenommen. Vor der Einnahme sowie innerhalb der ersten
24 h wurden siecben Blutproben entnommen. Das heparinisierte Biut wurde
unter Zusatz von ‘“Trennmittel Merck™ zentrifugiert, das Plasma abgenommen,

ag fmt
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Fig. 4. HCTV iegel neck Einnahrne von 25 mg HCT.
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bei —18° emgefroren und erst unmtteibar vor Ve:suchsbegmn aufgetaut Der
HCT-Gehalt des Plasmas konnte Gber 8 h gemessen werden. Nack 24 h wurde

kein HCT mehr im Plasms gefunden. Der maximale Plasmaspiegel war nach
3.5 b erreicht und befrug 192 ngfm! Plasma (Fig. 4). Dies entspricht den Beob-
achtungen von Anderson et al. [2], die mit !*C markierten HCT gearbeitet
hatten.

DISKUSSION

Die Ergebnisse zeigen, dass die von uns entwickelte Analysenmethede B in
bezug auf die Empfindlichkeit den bisher beskannten Methoden, sofern nicht
radicaktives Malerial verwendet wurde, Giberlegen ist. Sowoh!l mit der Hoch-
druckfitissigkeitschromatographie ale auch mit den beiden gaschromatogra-
phischen Methoden, die eine Nachweisgrenze von 50 ng HCT/m! Plasma haben,
kann nicht Gber einen ausreichend langen Zeifrsum gemessen werden.

Ein gewisses Problem disser Bagtimmungsmethode legt darin, dass die stark
polare Substanz mil unpolaren Exfraktionsmiiteln, die Extrakfe mi{ wenig
Begleitstoffen ergeben, nicht extrahiert werden kann, wihrend polare Extrak-
tionsmittsl, wie z.B. EscigsBureithylester oder 4£-Methyl-2-pentanon, auch an-
dere Plasmebestandicile exirahieren. Arbeitet man nach der angegebenen Vor-
schrift, so ist die Empfindlichkeit gross genug und die Messgenauigkeif ausrei-
chend, dz durch die Chromatcgraphie stirende Substanzen wextgehend abge-
trennt werden.

Der Vorteit der Methode A besteht darin, dass StSrungen durch Flasmabe-
standteile nicht beabachtet werdsn. Jedoch streuen die Ergehnisse fidr die Ex-
traktion von HCT aus Plasma st&rker als bei Methode B. Die Hydrolyse-Reak-
tion verlfiuft bei dem Einsatz nur weniger Nanogramme HCT nicht immer mit
der gewiinschien Reproduzierbarkeit, Es wird vermutet, dsss sich Zwischen-
stufen ausbilden, die zu einem ernecuten Ringschiuss befdhigt sind (14].

Obwohl sie der Methode B in hezug zuf die HCT-Bestimmung unteriegen ist,
wird die Methode A in dieser Arbeit beschrieben, da sie sich nicht nur zur Be-
stimmung alein dieser Substanz eignet: Alle Stoffe, die bereits eine primére,
aromatische Aminogruppe enthalten, oder such solche, die durch einfache che-
mische Umwandlung in prim&re, aromatische Amine Gbsrfiihrt werden konnen,
sind auf diese Weise bestimmbar. Die modifizierte Bratton—Marmshall-Rezaktion
ermdglicht somit die quantitative Bestimmung einer grossen Zshl von Arznei-
stoffen in Plagsma oder anderen Karperfliissigkeiton.

ZUSAMMENFASSUNG

Zwei fluorimetrische Methoden zur Bestimmung von Hydrochlorothiszid
(HCT} durch Auswertung von E}ﬁnns«chxchtch:cmatommen werden beschrie-
ben. Die erste Methode stellt eine meodifizierte Bratfon—MMarshall-Reaktion dar
und ist somit fir slle prim#iren, aromstischen Amine anwendbar. Uber eine Dis-
zollerung und Azokupplung des. HCT-Hydmhrm wird eine finoreszicrende
Cruppe angekniipft. Dazu wird in einer vorgelagerien Reaktion N-{1-Naphthy)-
. athylendiamin mit 4Chloro-T-nitrobenzo-2,1 5-oxadisecl umgesstzt. Im Twai-
. Vften Fall wird die Elgenﬁucreszmz des mc&tdesﬁaﬁmsten H@i‘ mhwaer Ex-‘
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fraktion aus Plasma, Urin oder Speichel ausgewertét Es wird gezeigt, dass die
Empfindlichkeit dieser Methode zur Bestimmung der Kinetik nach oraler Gabe
von 2% mg HCT ausreicht.
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