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Eine chekscke Bestimm~~g~~~etk;haci@ WI&~ VOR &%x et &. 131 fiir C%~XQ- 
tkiztzid entzvickelt und van Pii wad Sung [43 .fi?.r die Hydrcxhforof&iazid-Be- 
stimmung modifTziert. Sic betit auf det &&schen MydroIyse des Molekiils 
zu 5XhIo~2,4-&.s.stidozmS.n UK& seiner Bes%rmnung nach der B&&xx- 
Mirash~-Ke&tion. Xur im Tierversuck k&men @dock so kohe Dosen gege‘ben 

__ - 

werden, dass die EmpfindIickkeit f% die Bestimmung von SerumspiegeIn aus- 
reickt. Bei Hutizxwersucken wurde desk&b Urin fr&tionieti gesammelt und die 
Kinetik z&xmd der Urinzxxssckeidung bestimmt E 51. 

In Ietzter Zeit wurden weitere Metkoden veriiffetitlicht, welche dwck die 
Fortsehritte in der Instrume&&xnaIyse ermEg%ickt &en. Bei zwei Metkoden 
w-i& CUT ?&ennrmg UElce quzmtit&ivern Bestimtiang die Gasekromatogrqhie ein- 
gesetzt ES, 71. Das Tetrznetkyfderivat wird d.&ei mit einem EIektroneneinftzrxg- 
detektor e&s& Da jedoch EST nuz ein Hdogen&xu e&h%, ist die Empfind- 
lichkeit nicht hzher als beim A&&en tit e&em Flammenionis&ionsdetektor. 
Die Nackxveisgrenze Ii& d&xr: suck nit 50 rrg1mI Plasma neck &&iv hoch. 
Der Einsatz der aachdntc~lissig&~omatogrzphie zur Reinigung und die 
urw%&essende Bestimmuxzg mit eiF_en W-Detektut [St ist XIZUI aEbeifsm%.s& 
einfacher. Bei Ptiip~~ten, die 25 mg HCT oder weniger pro Dosis enthaften*, 
reicht aher die Empfmdlickkeit ebenf& nicht aus, Tim die Plasnxxspiege~ naek 
einer einmaligen G&e der EinzeIdosis zu besthrnen. 

Wi stilltern ms d&es die Aufgabe, etie Metbade zu entwiclteln, die es er- 
laubt, C&e Kineti van BCT nack einer einmahigen G&e van 25 mg zu besti- 
men. Eine ausreichende Empfindlickkeit ervzarteten t&r van der Anwendung 
fluorimetrischer Methoden; fi Eiydrofkz.me’thi&d Fnvde bereitz ein empfixd- 
fiches Verffen bescbiehen [Sj _ Zxvei fluorimetrische Verf&ren zur Be&m- 
mung von HCT in PESSIII~! sollen im folgenden beschrieben we&en. 

Methode A berukt suf der o’ben gentmnten BPatton-MzxrshzlLEteaktlon. &xx 
die Dizzzotierung und Azokuppkmg des &&sch hydrolysierten Hydrochfora- 
thiazids fiihren xv& eine fhzoreszierende Gnzppe ein, indem v& die K~pplrmgs- 
komponente in einer voGe&erten E&~&&&XI mit 4-CkIoro-‘Q-&r&e~xt-2,f.,3- 
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NED-421 died ah Reagent mm Nackweis pri.mZrer und sekunm al&kati- 
scker Amine, tit denen es intemiw gelb fluoresziereode l?roda biIdet. Die 
prZpamtive Da&e&mg dieser Verk-hdungen &e VQR Reisck et St. [X3] ke- 
sckrieben. Mit aromatiscken &mizen reagiert Nl3D-G e?xnf&Is, die entbken- 
den Farbstoffe fluoreszieren &erdLngs nickt. Die EmpfGxIIichkeit des Nack- 
weises aromatiscker Amine i.st daker suck urn eisxe Zeknerpotem geringer als 
die E~ofiEndEchkdthcim &:3&w& dinhdkdwr~~~~~ hlP& r-_-__-_---_ -_ -r--------- 

Kuppelt man da.s Dbzoti&on des HCT-EIydxo~yseproduHs mit dem m&i- 
fizierten, fluo:esziere;zden &pktkylamindetat, EO erk% maa f&endes Fm- 
dukt: 
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pro I?Ie& mit dem ChromatogrzmmspeBraIphotometer gem-n vzerden. Die 
Eichkwve vetl&R tinezr im Bereich van Xl--20Q ng pro FIeck, die Iineare Re- 
gression fii die Eichgerade b&r&t 0.9995 (Mittehvert aus zwei gleichzeitig 
durchgefEkrten iSestinnm~en auf zwei lXhn.s&ch~hkkn). 

E3ei der Ausuzerttmg der Eigenffuorezzenz des Hydrochlorothi nach der 
Mewmordnung M-Pr k&men no& 2 ng HCF pro Fleck geme=an we&en. Die 
Eichkurw veedHuft dann iinear bis ca. 500 ng pro Fleck (lineare Regression 
S.SSSS). Durch Kingeres Liegen der Platte nimmt die FIuoreszenz ab. Sic kanrr 
jedoch durch erneutes Bespriihen und I3estmMen wkder erzeugk werden. Extra- 
hiert man HCT aus 2 ml Speichel, so sind noch 5 n&ml SpeicheI messbar. Die 
Wiederfiidrmgsrzte ist unabh&gig vom HCT-Gehait des Speichek@e bet%gt 
99% mit einer Standard&weichung van + 8% (n = 8). Fiir die BeAimmung van 
HCI’ in Urin Iiegt die Wiederfindungrate bet SQQo, die Standardabweichung be- 
t&t f 4% fn = 8). 

Die Wiederfindunga-ate fur HCT aus Plasma ist ebenf&l.s vom HcT-Geh& des 
Plasmas unabhZngig. Sie liegt im Bereich van 20--5Bt) ng/mE Plasma bei 90% 
tit einer Standa&&weichung VOR- fr 1.2% (n = 8). Eine ex&f22 Messung ist 
wegen mitex&ahierter Plasmabestandteeile, die ebenfzdls fnzoreszieren, east eb 
20 n&ml im Plasma mijglich. Die vor der eigentlichen cbromrrtographischen 
Trennang vorausgehende Entwicklung mit Aceton %hrfz zu einer Verringeting 
des FIeckdw&m&sers van HCT und dzmit zu einer erhijhten Empfindlichkeit. 

Urn die Anafysenmethode E zie W-erpriXen, w&en im SeLbstvermrch 25 mg 
HCTSubstanz eingenommen. Vor der Einnahme scwie in.nerhaEb der ersteen 
24 h wurden sieben BEutproben entnommen. Das heparinisierte Biut wurde 
unter Zuatz uon “Trennmittel Merck” zentrif&$ert, ds Rasma abgenommen, 
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