636

deurngi of Chromatography, 143 {1377) 636—63¢2
Biomedical Applications
O Elsevier Scientific Publishing Company, Amsterdam — Printed in The Netherlands

CHROMBIO. 072

Note

Fluorimetrische Rastimmung von Furosemid und 4-Chi0m-5-suifamcyian-
thranilsfure in Plasma durch direkte Auswerfung von Diinnschichtchromate-
grammen *
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Furosemid (Lasix® ) ist eines der am hiufigsiten verwendeten Diuretica.
Jedoch ist bis heute keine Analysenmethode bekannt, die es erfaubt, Furose-
mid und seinen Metaboliten 4-Chloro-5-sulfamoylanthranilsdure (CSA} neben-
einander und mit ausreichender Empfindlichkeit in Plasma zu bestimmen bzw.
2u Zeigen, dass Keine signifikanten Mengen an CSA im Plasma auftreten.
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Die ersten Bestimmungsmethcden wurden von Haid® und Hiussler ver-
offentlicht [1, 2] . Nach Extraction aus Plasma oder Urin mit Ather wird
Furosemid zu CSA hydrolysiert und nach Biazotierung und Kupplung kolo-
rimetrisch bestimmt. Da sowch! Furosemid als auch CSA mit Xther extrahiert
wird, ist es nicht moglich, mit dieser Methods den Gehait des Flasmas an
jedem der heiden Staffe zu bestimmen. Ausserdem beschreibenr HajdG und
Hiussler noch eine fluorimetrische Mikrobestimmung von Furcsemid, die auf
der starken Eigenfluoreszenz des Anthranilsfurederivats beruhf. Auch mit
dieser Méthode wird der Metabolit miterfasst [2]. Beide Methoden haben
nicht die erforderliche Empfindlichkeit, um bei Gabe the*aneuﬁ.sc*ze; ‘Dosen
an menschlichen Versuchspersonen Blntspxegelkurven be‘*tm}men 2. I»:omxen ‘
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Fir die Erzielung einer diuretischen Wirkung sind beim Menschen in der Regel
40 mg Furosemid ausreichend. HajdG und Hiussler messen mit den von ihnen
entwickelten Verfahren die bei Tieren nach Gabe von 5 bis 25 mg/kg auftreten-
den Blutspiegel. Auch bei der Furosemidhestimmung in Urin, Kot, Galle und
Milch sind solch hehe Dosen naotwendig [2].

Ferner findet man bei diesen Analysenverfszhren, insbesondere bei der
fluorimetrischen Methode, hohe und schwankende Blindwerte (0.3 £ 0.1 ug/f
mi}, die sich nachteilig auswirken. Da bei Gabe von 8¢ mg Furosemid an
niichterne Versuchspersonen der maximale Blutspiegel nur 2.2 yug/mi (Furose:
mid und Metabolit gemeinsam erfasst) betrigt {4], kGnnen bei Beriicksichtigung
einer Grundfluoreszenz der Leerprobe, die 6.3 £ 0.1 pg/mi entspricht, vor al-
lem bei geringen Substanzmengen erhebliche Fehler entstehen.

Moaodifikationen der fluorimetrischen Methode wurden von Forrey et al.
{3, 4] und Andreasen et al. [5] beschrieben. Sie fithren zu nur noch schwach
fluoreszierenden Leerwerten. Erfasst werden aber wiederum Furosemid und
CSA zusammen. Forrey et al. fithrten auch die ersten pharmakokinetischen
Untersuchungen am Menschen durch [4}. Der Furosemid-Gehalt des Serums
konnte von thnen nach oraler Gabe von 8¢ mg {iber 4 h gemessen werden.
Ahnliche Ergebnisse erhieiten sie bei Gaben von 3°S markiertem Furosemid.
In der Literatur sind ferner Bestimmungsmethoden beschrieben, welche die
Gaschromatographie [€]oder die Hochdruckfliissigkeitschromatographie [7,8]
verwenden. Die Nachweisgrenzen liegen bei Q.1 ug 6] bzw. I gg/ml [7]. Die
von MacBougall entwickelte Methode [8] erlaubt die Bestimmung von Furo-
semid und CSA nebeneinander. Die Nachweisgrenze liegt alerdings mit 6.2
pgfmi Plasma noch relativ hoch. '

Das von uns entwickelte Verfahren ermoglicht es, Furosemid sowie seinen
Metaboliten, ohne vorherige Reinigung des Plasmas, in einem Arbeifsgang zu
bestimmen. Zur Trennung der beiden Stoffe verwenden wir die Diinnschicht-
chromatographie (DC}. Die Messung erfolgt nach dem Besprithen der Platte mit
einer - Ciftronensiure-Ldsung mit einem Chromatogrammspektralphotometer
{Fig. 1}. Das Emissionsmaximum liegt fir beide Substanzen bei 420 nm.
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Fergte
Chromatogrammspekfraiphotometer KM 3 der Firma Carl Zeiss (Ober-
%ochen, B.R.B.}, mit Kompensatmnsschretber Servogor Sb.

Chomikalien

Die verwendeten Chemikalien und Dimnschfchtplatte'l {Kieselgel 60, otme
Fluoreszenzindikztor, 28 X 20 cm) lHeferte Firma Merck (Darmstadt, B.R.D.).
Metkodzk

Probenvorbereifung und Chramatogrcphe O 50 ml Plasma werden mit 1.60
ml Methanol versefzi. Die gefiiliten Profeine. werden abzentrifugiert und der
Uberstand filtriert. 50.0 gl dieser Losung werden mit einem Linomaten IIE
(Camag, Muttenz, Schweiz) auf eine DC-Platte aufgefragen. Fiir die Eichgerade
trdgt man ausserdem 8.20, 0.590, 1.0, 2.0, 5.0 sowie 10.6 ng Furosemid und
CSA (gelBst in Aceton) pro Fleck auf, Die Platte wird in Chloroform—Essig-
sfuredthylester—Ameisensiure (70:38:5} unter Standardbedingungen ent-
wickelt (Flisssmittel modifiziert nach Lit. 9): Rp-Wert von Furosemid: 0.3
und von CSA: 0.15.

HMessung und Auswertung. Nach dem En"wmkein wird die Platte getrocknet,
zum Aquilibrieren mindestens 3 h liegengelassen und mit einer 10%igen Ldsung
von Cifronensdure in Wasser—Athylenglycol (1:1)} bespritht. Die Messung er-
folgt anschliessend chne erneutes Trocknen der Platte mit dem Chromato-
grammspektralphatometer. Die Platte wird ps_t'aﬂei zur Enthckidngmchtung
mit einer Geschwindigkeit von 100 mm/min bewegt.

Messanordnung: M-Pr (Moﬁcﬂhmmtar-Pmbe}, Exzitation: Hg-Linie von
365 nm der Quecksilber-Mitteldrucklampe ST 41; Emission: Monochromat-
filler M 436; Quarzkondensor; Hochspannung: —400 V; Spaltbild: 1.0 X 8
mm; Verstirkung: 1—100fach. Die Auswertung erfolgt anhand der Eichgeraden
unter Berticksichtigung der Wiederfindungsraten.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Nach Entwicklung mit dem oben beschricbhenen Fliessmittel sind von den
Reinsubstanzen noch 0.1 ng Furosemid und 0.5 ng CSA pro Fleck messbar.
Die Eichgeraden verlaufen linear bis mindestens I pg pro Fleck (lineare Re-
gression 0.8993) und gehen durch den Ursprung des Koordinatensystems.

Trigt man 50 gl des enteiweissten Plasmag auf, so k6nnen nock 10 ng Furo-
semid/m! Plasma gemessen werden. Die Wiederfindungsrate fiir Furosemid
aus Plasms ist unabhingig von dessen Furosemid-Gehalt. Sie betriigt 104% mit
einer Standardabweichung von £4.7% (Zur Ubarpmfung wurden 8 Proben zu
0.5 mi mit 20—1000¢ ng Furosémid nach dem oben beschriebenen Verfahren
aufgearbeitet.} Die untere Nachweisgrenze fir den Metahohte.; heg& bei 65C :gf
mi. Die erderfmdungsrate betrigt 865 £+ T.2% (n = 8},

Die Ergebnisse zeigen, ‘dass dis von uns entwickelte Mef.ncae mt B&t:m
 mung von Furosemid in Plasma den bisher bekannten Verfahren uberigeu ist,
o Sie erlat.b‘ es, mit’ germgem A:be.x&u_wam Fuxos&mxi umi semen Metabsn-'




liten 4-Chloro-5-sulfamoyiznthranilsiure in Plasma zu bestimmen. Bie Nach-
weisgrenze liegt fiir Furossmid dabei um eine Zehnerpotenz niedriger ais bei
der von MacBDougall beschriebenen Methode, bei der als einzige sowohl Furo-
semid als auch sein Metabolit in Plasmea bestimmt werden karnn. Bei der Be-
stimmung mit den anderen fluorimetrischen Verfahren werden immer Furo-
semid und CSA zusammen erfasst.

Es ist ausserdem von besonderer Bedeutung, dass durch die DC-Trennung
alle durch Eigenfluoreszenz stdrenden Plasmabestandteile abgetrennt werden
kénnen. Leerproben (= Plasmaproben ohne zugesetztes Furosemid ader CSA)
zeigen bei den Furosemid und CS4 entsprechenden Egp-Werten keine Fluores-

zenz. Verinderungen in der Zusammensetzung des Plasmas, wie sie z.B. durch
eine Nzhrungsaufnahme verursacht werden, k6nnen demnach nicht durch eine
Schwankung in der Grundfluoreszenz stdren. Der Analysenfehler ist daher
geringer als bei den anderen Verfahren.
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