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CHROMBIO_~57 _. 

Nota? .- :. 

Fluorimetrische Bet&bmmmg van Fiufe a “ure aus Plasma durch direkte 
~usw&ungvon ~t&romato&ammen* ’ 

H.E. GBEBLER, E. MISTS &ILEZR** undA:SC-C=R 

Pharmakologisches In+tut~ fiir Naiurzuiese~hafi&r d&r doharm Wolfgang Goethe-Uniter- 
sit& Robert-Mayer-Strabe 7-9.6000 Fnuzkfirt/Maafn (B.R.D.) 

(Eingegangezram 21; OHtober 1977; geiinderte Farssung eingegE&en am 7. Februax 1978) 
:- 

Fhrfemuni&iu.re (N-(m-Trifluormethylpheny&nfbr&J&iure) wird als Anti-~ 
phlogistikum und Antirheumatikum therapeutisch b&fig verwendet: Fiir die 
quantitative Analyse dieses Wrkstoffes wurden bereits mehrere Methoden ent- 
wickelt [l-11] .Von diesen eignen sich jedoch nur wenige fiir Messungen des 
FltieuaminsSuregebaltes -in biologixhem Material. Die wesentlichen siud 
nachstehend aq@ihrt. 

Panse et al. [4] bcsthnmten Fhrfenamins5 ure im Harn durch direkte qua&i- 
tative Diinnschichtchromatograpbie _bei 288 nm in Remission. Eigene Unter- 
suchungen ergaben jedoch, dass die MeSung in Remission bei einem molaren 
Extinktionskoeffizienten von 19168 (I/m01 X cm) eine hiihere Nachweisgretie 
besitzt als die fluorimetrische Be&nmungund.eine.direlrte Messung der PJ.as- 
maspiegel ohne vorherige Anreichcrung der Sub&arm durch Extr&tion nicht 
m+iichwSc. 

Metha und -8chulman [5] bezeicbnen die native -Fluoreszenz der Flufen- 
aminSure in organischen Liisungsm~ ttehr fiir Fluoreszenzmessungen als dnrch- 
aus ausreichend, was jedoch in mehreren Arbeiten anderer Autoren, die sich 
desbalb um eine Verbessenmg der Fluoreszenzeigensch z.B. durqh !?&rre- 
zusatz bemiihten, angezweifelt wurde. 

Zur fiuorimetrischen Besthnmung in Liisung verwendeten Glatzko Cl], Bu- 
chanan et al. [S] sowie Panse et al.[7] Tetracblorkohlenstoff als LZsungsmittel. 
Die Fluoreszenz der FlufenaminsZ ure wurde dabei durch Zugahe von Halogen- 
essigs%uen - teilweise nach-vorausgehender Oxidation mit Kaliumdichromat - 
V&kt. 

l TeiIergebi&se d&~DisertationkSih&acher,in Vorbereitig. I 
l *AndenAnfanferungenvonSonderdruckenzu~~~nsind. . . : 
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Nach Angaben von Dell und Kutschbach [S] sind als I&ungamittel fiir 
Flufenamin&iurebestimmungen solche mit einer Dielektrizit&skonstanten 
von NuII gee&net, wenn ihnen Halogenessigs&ren zugesetzt werden. 

Gute Ergebnisse erzielten Hattori et al. [9] bei der fhxorimetrischen Bestim- 
mung der Fhrfenamins&re als Ahnnini umkomphx Die Nachweisgrenze lag 
bei 4 ng/ml, wobei die Bestimmung allerdings nur in Pufferl&ung und nicht 
aus Plasma erfolgte. Nachteihg ist hierbei der grosse Arbeitsaufwand, die not- 
wendige Elution von der Platte und die Herstellung einer BlindlSsung. 

Eine Derivatisierung der Flufe namin&ue zu besser fhroreszierenden Pro- 
dukten wurde erstmaJ.s von Dell und Ka.mp_[lQ] durchgefiihrt. Sie setzen 
entweder die Substanz mit konzentrierter Schwefels%u-e zu gut fluoreszieren- 
dem Trifluormethylacridon um oder fiihrten eine Cychsierungsreaktion mit 
Formaldehyd durch. 

Mit Formaldehyd cyclisiert Flufenamins5 ure zu l-(m-Trifluormethylphenyl)- 
40x0-1,2-dihydro-3,1,4benzoxazin. Diese Reaktion wird sauer katalysiert 
(Fig. 1). Diese Umsetzung benutzten Schmollack und Wenzel [ll] zur quanti- 
tativen Flufenamins~urebestimmung. Da hierbei jedoch keine chromatogra- 
phische Auftrennung erfolgt, ist die Methode zur Blutspiegelbestimmung der 
Flufenamin&ure nicht gee&net. 

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

Nachdem auf Grund von Vorversuchen die von Dell und Kamp [lo] be- 
schriebene Umsetzung mit Formaldehyd sich a&s erfolgversprechend erwiesen 
hatte, versuchten wir die Reaktionsbedingungen so zu verbessem, dass fiir 
quantitative Analysen brauchbare Ergebnisse erhalten werden. Dell und Kamp 
setzten die Flufenamin&iure nach Chromatographie mit Paraformaldehyd und 
konzentrierter Schwefels%ue w5hrend 2 h bei 80” um. Wir konnten zeigen, 
da& eine Zugabe von Ameisetiure zu den genannten Substanzen die not- 
wendige Reaktionszeit auf 45 min verkiirzt, die Fluoreszenzintensit% erhiiht 

- 

Fig_ 1. Umsetzung der Flufenaminnii ure mit Formaldehyd zu l-(m-‘Iki!fluormethylphenyl)- 
4-oxo-1,2-dihydro-3,1,4-benzoxazin. 
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und die relative. Standardabweichung bei einer Eestinunung von 10 pg/ml Plas- 
ma von 6.9% auf 1.5% verbessert. Die Nachweisgrenze ist dabei so niedrig, dass 
Mengen d 2 ng/Fleck messbar sind. Eine Extraktion aus dem Plasma ist daher 
nicht notwendig, die Elution von der .Platte en-t ebenfalls, wodurch das 
Verfabren wesentlich vereinfacbt winI. 

METHOD= 

Die zu chromatographierende L&sung wird wie folgt hergestellt: Ein Vo- 
lumenteil Plasma wird mit zwei Volumenteilen Methanol versetzt und scharf 
zentrifugiert, wobei das gefiillte Eiweiss sedimentiert. Entsprechend der zu er- 
wartenden Konzentration werden von der ilberstehenden Liisung 10-50 ~1 
strichf5rmig mit dem Linomaten III (Camag) auf Kieselgel-6O_Fertigplatten, 
20 X 20 cm, ohne Fluoreszenzindikator (Merck, Dsrmstadt, B.R.D.), auf- 
getragen. Bei einer Strichbreite von 10 mm pro Fleck und einem 25mm-Ab- 
stand der Zusseren Stsrthnien vom Plattenrand kiinnen acht Proben und drei 
Standards auf eine Platte aufgetragen werden. Die drei Standards werden durch 
Zusatz von Flufenamintiure zu gepooltem Plasma hergestelIt. 

Dazu werden 60.0 mg FlufensminsZure in 100.0 ml Aceton geliist und 1.0 
ml dieser L5sung wird nochmals auf 10.0 ml verdiinnt, entsprechend einer 
Konzentration von 600.0 pg pro 10.0 ml Aceton. Eine 5.~ml-Probe dieser 
Lasung wird nun durch Einblasen von Stick&off bis zur Trockne eingeengt, 
dann werden 50.0 ml gepooltes Plasma zugegeben. Dadurch ergibt sich eine 
Konzentration von 6.0 pg Flufenamin sure/ml Plasma. Nach Zugabe von zwei 
Volumenteilen Methanol und Zentrifugation wird der &x&and als Standard- 
liisung verwendet. 

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

In Fig. 2 ist die Fluoreszenzintensit&-0rtskurve des Chromatogramms eines 
3.9 pg/ml Flufe namin&iure enthaltenden Plasmas dargestellt. 

Nach dem Trocknen der Platte (ca. 5 min nach der C!hromato&aphie) wird 
die Flufenaminsiiure 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 Schwefels%ue, sowie ein Glas- 
schiffchen mit 0.1 ml Ameisetiure stehen. Die geschlossene Kammer wird- 
filr 45 min bei 100” in einen Wiirmeschrank gestellt. Nach Abkiihlen der Platte 
(ca. 10 min nach Herausnahme aus dem WZirmeschrank) 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 run (27.4 X lo3 cm-’ ) der Hg-Mittel- 
drucklampe St 41 hei einer Spaltgrosse von 1.X 8 mm. 

Wie aus. dem abgebildeten Emissionsspektrum des an das Sorbens gebunde- 
nen Benzox&in’ Derivates (Fig. 3) hervorgeht, liegt das Fluoreszenzmaximum 
bei 455 run. Als Sperrfilter fiir _clie Exzitation&rahlung verwendeten wir den 
Kant&S&r F143.. 

Die I&en&t der ~Emissionsstrahlung wird durch einen Photoelektronen- 
vervielfacher gemessen, die Aufzeichnung der Fluoresze&zintensit%s-Grtskurve 
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Fig. 2. Fluoreszenzintensitits-Ortskurve des Chromatogramms eines 3.3 pglml Flufenamin- 
stiure enthaitenden Plasmas. Die Plasmaprobe wurde 5 h nach der let&en Einnahme van 
200 mg FlufeW ure bei_einer Erhaltungsdosis van 600 mg pro die gewonnen. Aufge- 
tragen wurden 50.0 ~1 eines Uberstandes von 1.0 ml Plasma und 2.0 ml MethanoI. Die Fluo- 
reszenzreaktion erfolgte nach der Chromatographie direkt auf der Platte mit Formaldehyd. 
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Fig. 3_ E missio~ektzum &&Benzoxazin-Derivates derFlufensmin&iure. Exzitation: Hg- 
Linie 365.nm. 

erfolgt durch einen Perkin-Elmer-&corder 56, Tischgeschwindigkeit 100 */ 
min, Schreibervorschub 120 mm/min. Unter d&n genannten Bedinguqen 
hesteht in &onzentrationen von 2 his 200 ng pro’ Reck so~ohI zwischtin~d~n 
H’cihen der aufgezeichneten Fluore&enzintensil%s-O&&men und-den auf- 
getragenen Sub stanzmengen als such zwischen de8 ET&hen titer den &s- 
kurven und den aufge&tgenen’Sub stax%Amengen lXnesrit,St, die Eichkurven 
gehen durch den Nullpunk& Zti EM&~ der E&%g&aden ge@g&; @heF ein 
einziger Kurvenpunkt, der zq Erhehung der Genauigk+it aus drej M&we&m 
ermittelt wEI. Bei unseen Untersuch~ungeri benulzten %vir z& Ausvktyg die 
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Hiihe -der FPuoreszenzintensitiits-0rtskurven. 
Zur oberpriifnng. der -Methode wurcie einer -Versuchsperson eine einmalige 

Dosis von 260 _mg Flufenamin&iure verabreicht und 6,12 und 24 h nach der 
Bh& entuommea Die Proben wurden; zusammen mit einem 3-O 

pg_~Fhrfe n&min&iure/ml Hasma enthaltenden Standard, nach der bescbriebe- 
nen Methode aufgearbeitet. Die -Auftragemenge betrug jeweils 50.0 ~1 des 
ijberstandes der Methanolfzillung. Es ergaben sich Bhrtsp&gel von 1.92 pg/ml 
nach 6 h und 0.225 pg/ml nach 12 h. Nach 24 h waren nur noch Spuren von 
Fhrfenamin&rre nachweisbar. 

Die. Bestimm~ s%rende Metaboliten wurden nicht beobachtei. Ein DC- 
Fleck im hRF-Bereich von 15 (hRF von Flufenaminsiiure: 37) kiinnte mit 
einem der von Glatzko [l] beschriebenen hydroxylierten- oder konjugierten 
Metaboliten identisch sein. 

PR-ION UND RICRTIGKEIT DES VERFAHRENS 

Bei der m&leren th&peutischen Tagesdosis von dreimsl 200 mg Fltien- 
amin&iure werden Blutspiegehmxima bis 6 pg/ml erreicht. Die PrCsion des 
Verfahrens wnrde &her fiir die Konzentrationen (a) 10.0 pg, (b) 1.0 pg, (c) 
0.5 pg Flufe namin%Xure/ml Plasma bestimmt. 

Nach der oben beschriebenen Methode wurden (jeweils n=S) (a) 10.0 pg, 
(b) 1.0 pg, (c) 0.5 pg Flufen&ins%re/ml Aceton unter Stick&off zur Trockne 
eingeengt und in 1.0 ml Plasma aufgenommen. Die Eiweissfaung erfolgte 
jeweils mit 2.0 ml Methanol. Aufgetragen wurden dann von der Lijsung (a) 
10 ~1, (b) 50 ~1, (c) 50 ~1. 

Die weitere Behandlung der Proben erfolgte wie oben beschrieben, wobei 
die Registrierung der Kurven bei Liisung a und b mit 0.5 V und bei Lijsung c 
mit 0.2 V Eingangsspannung am Schreiber durchgefiiha wurden (Ausgang des 
KM3 O-l V). 

Die Ergebnisse sind in Tabelle I aufgefiihrk. 

TABELLE I 

PRmISION DES VERFAHRENS ZUR BESTIMMUNG VON FLUFENAMINS~URE 

Konzentration im Relative Standard- 

Testpw (pgld) abweichung (%) 

10.0 1.5 
1.0 3.1 
0.5 8.6 

Bei den Untersuchungen auf Richtigkeit des Verfahrens, bei denen als 
Standard in Methanol-Wasser (2:l) gelijste Flufenaminsiiure benutzt wurde, 
lagen die Wiederfindnngsraten iiber loo%, was einerseits durch eine Volumen- 
konuaktion des Plasma-Methanol-Gemisches und andererseits durch eine 
Vohunenvermiuderung infolge des auSgefa&nen Eiwekses e&l&k wird. Wird 
die urspriingliche im Plasma vorhandene (durch ESnwaage bekannte) Flufen- 



amins%u=e-Menge auf das Volumen des.P ~ethanol+z.uisches nach der 
Zentrifugati& berechnet, sd liegt die Wiederfhidungsrate et%va b&i liX%L 

G@ringe Schwankungen sind bei verZ.udertent Eiweiss&halt d& Plasmas Zu 
erwartea D&Mb erschien es am gCnstigsten, als Standard gepoOltes-Plasmal 
zu benutzen, und dies geuauso wie die zu bestimm&nde Probe zu behandehx. 
Dadurch wird der Fehler iufolge der Volumenkontraktion ausgeschlossen~und 
der Fehler durch sizhwankendbn Eiweissgehalt so klein tie m6glich.gehalten. 

Die vorstehend beschriebene Bestimmuugsmethode fiir FlufenaminsZure 
aus H umanplasxna is& wegen ihrer einfachea Durchfiihrung unci ihres geringen 

Zeit- und Arbeitsaufwaudes bei hoher Selektivitiit und .guter Genauigkeit fiir 
Reihenuntersuchungen &eiguet. 

LFTERATUR 

1 A.J. Glatzko, Ann.Phys. Med. (Suppl.), 9 (1967) 23. 
2 H.iD. Dell und J. Fiedleq F%esenius’ Z. Anal. Chem.. 270 _(1974) 278. 
3 T. Minamiiwa, K. Sakai, N. Hashitani, E. Fukushima und N. Yamagi&i, ChenxPharm. 

1 

Bull., 21(1973) 1632. 
4 P. Panse,P. Zeiller und K.H. Sensch, Arzneim.-Forsch., 24 (1974) 1298. 
5 AC. Mehta und S.G. Schulman, Talanta, 20 (1973) 702. 
6 R.A. Buchanan, G.J. Eaton, S.T. Koeff und A-W. Kinkel, &rr. Ther. Res.. 11 (1969 

1583. 
7 P. Panse. P. Zeiller und K-H. Sensch, Arzneim.-Forsch.,21(1971) 1605. 
8 H.D. Dell und B. Kutschbach, Fresenius’ Z. Anal. Chem., 262 (1972) 356. 
9 Y. Hattori, T. Arai, T. Hori und R. Fujihira, Ghem. Pharm. Bull., 18 (1970) 1063. 

10 M.D. Dell und R_ Ramp. Arch. Parm. (Weinheim). 303 (1970) 785, 
11 W. Schmollack und U. Wenzd, Ph armazie, 29 (1974) 533. 

: 


