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. Flufenaminsiiure (N-(m-Trifluormethylphenyl})-anthranilsiure) wird als Anti-
phlogistikum und Antirbeumatikum therapeutisch hiaufig verwendet. Fir die
quantitative Analyse dieses Wirkstoffes wurden bereits mehrere Methoden ent-
wickelt [1—11]..Von diesen eignen sich jedoch nur wenige fiir Messungen des
Flufenaminsduregehaltes -in blolog15chem Material. Die wesenthchen sind
nachstehend angefiibrt. :

Panse et al. [4]} bestzmmten Flufenaminsiure im Ham durch direkte quantl-
tative Diinnschichtchromatographie hei 288 nm in Remission. Eigene Unter-
suchungen ergaben jedoch, dass die Messung in Remission bei einem molaren
Extinktionskoeffizienten von 19108 (I/mol X cm) eine héhere Nachweisgrenze
besitzt als die fluorimetrische Bestimmung und eine direkte Messung der Plas-
maspiegel ohne vorhenge Anre1cherung der Subsmnz durch’ Extraktmn mcht
mdglich ware. = -

Metha und Schulman [5]. bezexchnen d.le natlve Fluoreszenz der Flufen-
aminsiure in organischen Lésungsmitteln fiir Fluoreszenzmessungen als durch-
aus ausreichend, was jedoch in mehreren Arbeiten anderer Autoren, die sich
deshalb um eine Verbesserung der Fluoreszenzeigenschaften z.B. durch Siure-
zusatz bemiihten, angezweifelt wurde.

Zur fluorimetrischen Bestimmung in Losung verwendeten Glatzko i1}, Bu-
chanan et al. [6] sowie Panse et al.[ 7] Tetrachlorkohlenstoff als Losungsmittel.
Die Fluoreszenz der Flufenaminsiure wurde dabei durch Zugabe von Halogen-
essigsduren — teilweise nach vorausgehender Oxidation mit Kahumdmhmmat —
verstirkt.

“Teilergebnime der Dissertation A. Schumacher, in Vorbereitung.
**An den Anforderungen von Sonderdrucken zu richten sind.
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Nach Angaben von Dell und Kutschbach [8] sind als Losungsmittel fiir
Flufenaminsiurebestimmungen solche mit einer Dielekirizitatskonstanten
von Null geeignet, wenn ihner Halogenessigsduren zugesetzt werden.

Gute Ergebnisse erzielten Hattori et al.[9] bei der fluorimetrischen Bestim-
mung der Flufenaminsiure als Aluminiumkomplex. Die Nachweisgrenze lag
bei 4 ng/ml, wobei die Bestimmung allerdings nur in Pufferlésung und nicht
aus Plasma erfolgte. Nachteilig ist hierbei der grosse Arbeitsaufwand, die not-
wendige Elution von der Platte und die Herstellung einer BlindlGsung.

Eine Derivatisierung der Flufenaminsdure zu besser fluoreszierenden Pro-
dukten wurde erstmals von Dell und Kamp [10]durchgefiihrt. Sie setzen
entweder die Substanz mit konzentrierter Schwefelsdure zu gut fluoreszieren-
dem Trifluormethylacridon um oder fiihrten eine Cyclisierungsreaktion mit
Formaldehyd durch.

Mit Formaldehyd cyclisiert Flufenaminsiure zu 1-(m-Trifluormethylphenyl)-
4-oxo0-1,2-dihydro-3,1,4-benzoxazin. Diese Reaktion wird sauer katalysiert
(Fig. 1). Diese Umsetzung benutzien Schmollack und Wenzel [11] zur quanti-
tativen Flufenaminsdurebestimmung. Da hierbei jedoch keine chromatogra-
phische Auftrennung erfolgt, ist die Methode zur Blutspiegelbestimmung der
Flufenaminsiure nicht geeignet.

Die in der Literatur beschriebenen Methoden zind zum Teil nicht selektiv,
da keine Abtrennung von stérenden Begleitsubstanzen erfolgt. In den Fillen,
in denen eine Diinnschichtchromatographie (BC) durchgefiihrt wird, schiliesst
sich eine Elution der Substanz von der Platte vor der Messung an. Ein solches
Verfahren ist arbeitsaufwendig und eventuell mit Fehlern behaftet. Infolge
einer zu hohen Nachweisgrenze sind viele Verfahren wegen der notwendigen
Konzentrierung der Substanz nach Elution aus dem Plasma ebenfalls sehr
arbeitsintensiv. Unser Ziel war es daher, die Flufenaminsiure direkt aus dem
Plasma nach DC-Abtrennung von Metaboliten und Plasmab&etandtellen auf
der Platte zu bestimmen.

Nachdem auf Grund von Vorversuchen die von Dell und Kamp [10] be-
schriebene Umsetzung mit Formaldehyd sich als erfolgversprechend erwiesen
hatte, versuchten wir die Reaktionsbedingungen so zu verbessern, dass: fiir
quantitative Analysen brauchbare Ergebnisse erhalten werden. Dell und Kamp
setzten die Flufenaminsdure nach Chromatographie mit Paraformaldehyd und
konzentrierter Schwefelsdure wihrend 2 h bei 80° um. Wir konnten zeigen,
dass eine Zugabe von Ameisensiure zu den genannten Substanzen die not-
wendige Reaktionszeit auf 45 min verkiirzt, die Fluoreszenzintensitit erhdoht
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Fig. 1. Umsetzung der Flufenaminsiure mit Formaldehyd zu 1-(m Tnﬂuormethylphenyl)-
4-0x0-1,2-dihydro-3,1,4-benzoxazin.
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und die relative Standardabweichung bei einer Bestimmung von 10 ug/ml Plas-
ma von 6.9% auf 1.5% verbessert. Die Nachweisgrenze ist dabei so niedrig, dass
Mengen < 2 ng/Fleck messbar sind. Eine Extraktion aus dem Plasma ist daher
nicht notwendig, die Elution von der Platte entfillt ebenfalls, wodurch das
Verfahren wesentlich vereinfacht wird.

METHODIK

Die zu chromatographierende Losung wird wie folgt hergestellt: Ein Vo-
lumenteil Plasma wird mit zwei Volumenteilen Methanol versetzt und scharf
‘zentrifugiert, wobei das gefillte Eiweiss sedimentiert. Entsprechend der zu er-

wartenden Konzentration werden von der iiberstehenden LoGsung 10—50 ul
strichformig mit dem Linomaten III (Camag) auf Kieselgel-60-Fertigplatten,
20 X 20 cm, ohne Fluoreszenzindikator (Merck, Darmstadt, B.R.D.), auf-
getragen. Bei einer Strichbreite von 10 mm pro Fleck und einem 25-mm-Ab-
stand der dusseren Startlinien vom Plattenrand kdénnen acht Proben und drei
- Standards auf eine Platte aufgetragen werden. Die drei Standards werden durch
Zusatz von Flufenaminsiure zu gepooltem Plasma hergestellt.

Dazu werden 60.0 mg Flufenaminsidure in 100.0 ml Aceton geldst und 1.0
ml dieser Losung wird nochmals auf 10.0 ml verdiinnt, entsprechend einer
Konzeniration von 600.0 ug pro 10.0 ml Aceton. Eine 5.0-ml-Probe dieser
L6sung wird nun durch Einblasen von Stickstoff bis zur Trockne eingeengt,
dann werden 50.0 ml gepooltes Plasma zugegeben. Dadurch ergibt sich eine
Konzentration von 6.0 ug Flufenaminsiure/ml Plasma. Nach Zugabe von zwei
Volumenteilen Methanol und Zentrifugation wird der Uberstand als Standard-
16sung verwendet.

Die DC erfolgt unter Standardbedingungen mit dem Fliessmittel Chloro-
form—Methanol (70:30, v/v) in Ammoniakatmosphire Fliesstrecke 12 cm. In
diesem System wird die Substanz von ihren Metaboliten und Plasmabestand-
teilen getrennt.

In Fig. 2 ist die Fluoreszenzintensitits-Ortskurve des Chromatogramms eines
3.9 ug/ml Flufenaminsiure enthaltenden Plasmas dargestellt.

Nach dem Trocknen der Platfe (ca. 5 min nach der Chromatographle) wird
die Flufenaminsiure mit Formaldehyd umgesetzt. Dabei wird die Platte in eine
Trennkammer gestellt, auf deren Boden ein Glasschiffchen, gefiillt mit 2 g
Paraformaldehyd und 0.25 ml konzentrierter Schwefelsiure, sowie ein Glas-
schiffchen mit 0.1 ml Ameisensiure stehen. Die geschlossene Kammer wird’
fiir 45 min bei 100° in einen Wirmeschrank gestellt. Nach Abkiihlen der Platte
(ca. 10 min nach Herausnahme aus dem Warmeschrank) wird eine direkte
quantitative Messung der Fluoreszenz mit dem Chromatogramm-Spektral-
photometer KM3 der Firma Zeiss vorgenommen. Die Anregung der Fluores-
zenz erfolgt durch die Hg-Linie 365 nm (27.4 X 10° cm ') der Hg-Mittel-
drucklampe St 41 bei einer Spaligr6sse von 1 X 8 mm.

- Wie aus dem abgebildeten Emissionsspektrum des an das Sorbens gebunde-
nen Benzoxazin Derivates (Fig. 3) hervorgeht, liegt das Fluoreszenzmaximum
bei 455 nm. Als Sperrfilter fiir die Exzitationsstrahlung verwendeten wir den
Kantenfilter ¥l 43. -

" Die Intensitit der Emissionsstrahlung wird durch einen Photoelektronen—
vervielfacher gemessen, die Aufzeichnung der Fluoreszenzintensitits-Ortskurve
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Fig. 2. Fluoreszenzintensitits-Ortskurve des Chromatogramms eines 3.9 ug/ml Flufenamin-
sdure enthaltenden Plasmas. Die Plasmaprohe wurde 5 h nach der letzten Einnahme von
200 mg Flufenaminsiure bei einer Erhaltungsdosis von 600 mg pro die gewonnen. Aufge-
tragen wurden 50.0 ul eines Uberstandes von 1.0 mi Plasma und 2.0 ml Methanol. Die Fluo-
reszenzreaktion erfolgie nach der Chromatographie direkt auf der Platte mit Formaldehyd.
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Fig. 3. Emissionsspektrum des Benzoxe.zm-Denvates der Flufenaminsiure. Exzxtatxon. Hg-
Linie 365 nm.

erfolgt durch einen Perkin-Elmer-Recorder 56, Tischgeschwindigkeit 100 mm/
min, Schreibervorschub 120 mm/min. Unter den genannten Bedingungen
besteht in Konzentrationen von 2 bis 200 ng pro Fleck sowohl zwischen den
Hoéhen der aufgezeichneten Fluoreszenzmtenmtats—OrtskuIven und den auf-
getragenen Substanzmengen als auch zwischen den Flichen unter den Orts-
kurven und den aufgetragenen Substanzmengen Linearitit, die Elchkurven
gehen durch den Nullpunkt. Zur Erstellung der Eichgeraden geniigt daher ein
einziger Kurvenpunkt, der zur ErhShung der Genamgkext aus drei Messwerten
ermittelt mrd Be1 unseren Untersuchungen benutzten wu' zur Auswertung d1e
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Hohe- der Fluoreszenzmtenmﬁats-()rtskurven -

Zur Uberpriifung der Methode wurde einer- Versuchsperson eine emmahge
Dosis von 200 mg Flufenaminsiure verabreicht und 6, 12 und 24 h nach der
Einnahme Blut' entnommen. Die Proben wurden, zusammen mit einem 3.0
pg _Flufenaminsiure/ml Plasma enthaltenden Standard, nach der beschriebe-
nen Methode aufgearbeitet. Die - Auftragemenge betrug jeweils 50.0 ul des
Uberstandes der Methanolfallung. Es ergaben sich Blutspiegel von 1.92 ug/ml
nach 6 h und 0.225 pug/ml nach 12 h, Nach 24 h waren nur noch Spuren von
Flufenaminsiure nachweisbar. ,

Die .Bestimmung strende Metaboliten wurden nicht beobachtet. Ein DC-
Fleck im ARg-Bereich von 15 (kRRp von Flufenaminsdure: 37) konnte mit
einem der von Glatzko [1] beschriebenen hydroxylierten” oder konjugierten
Metaboliten identisch sein.

PRAZISION UND RICHTIGKEIT DES VERFAHRENS

Bei der mittleren therapeutischen Tagesdosis von dreimal 200 mg Flufen-
aminsiure werden Blutspiegelmaxima bis 6 pg/ml erreicht. Die Prizision des
Verfahrens wurde daher fiir die Konzentrationen (a) 10.0 ug, (b) 1.0 g, (c)
0.5 ug Flufenaminsiure/m! Plasma bestimmt.

Nach der oben beschriecbenen Methode wurden (]ewells n=8) (a) 10.0 ug,
(b) 1.0 ug, (c¢) 0.5 pg Flufenaminsiure/ml Aceton unter Stickstoff zur - Trockne
eingeengt und in 1.0 ml Plasma aufgenommen. Die Eiweissfillung eriolgte
jeweils mit 2.0 ml Methanol. Aufgetragen wurden dann von der Losung (a)
10 ul, (b) 50 ul, (c) 50 1. :

Die weitere Behandlung der Proben erfolgie wie oben beschrieben, wobei
die Registrierung der Kurven bei Losung a und b mit 0.5 V und bei LGsung ¢
mit 0.2 V Eingangsspannung am Schreiber durchgefiihrt wurden (Ausgang des
KM3 0—1 V).

Die Ergebnisse sind in Tabelle I aufgefiihrt.

TABELLE I
PRAZISION DES VERFAHRENS ZUR BESTIMMUNG VON FLUFENAMINSAURE

Konzentration im Relative Standard-
Testplasma (ug/ml) ahweichung (%)

10.0 1.5
1.0 3.1
0.5 85

Bei den Untersuchungen auf Richtigkeit des Verfahrens, bei denen als
Standard in Methanol—Wasser (2:1) geloste Flufenaminsiure benutzt wurde,
lagen die Wiederfindungsraten iiber 100%, was einerseits durch eine Volumen-
kontraktion des Plasma—Methanol-Gemisches und andererseits durch eine
Volumenverminderung infolge des ausgefallenen Eiweisses erklirt wird. Wird
die urspriingliche im Plasma vorhandene (durch Einwaage bekannte) Flufen-
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aminsiure-Menge auf das Volumen des Plasma—Methanol-Gemisches nach der
Zentrifugation berechnet, so liegt die Wiederfindungsrate etwa bei 100%. =
" Geringe Schwankungen sind bei veriindertem Eiweissgehalt des Plasmas zu
erwarten. Deshalb erschien es am giinstigsten, als Standard gepooltes Plasma
zu benutzen, und dies genauso wie die zu bestimmende Probe zu behandeln.
Dadurch wird der Fehler infolge der Volumenkontraktion ausgeschlossen und
der Fehler durch schwankenden Eiweissgehalt so klein wie méglich gehalten.:
Die vorstehend beschriebene Bestimmungsmethade fiir: Flufenaminsiure
aus Humanplasma ist wegen ihrer einfachen Durchfiihrung und ihres geringen
Zeit- und Arbeitsaufwandes bei hoher. Selektivitit und guter Genamgkelt fur
Relhenuntersuchungen geeignet. :
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