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SUMMARY 

Determination of feprazone and one of its metaboliies in human plasma after 
high-performance liquid chromatographic or thin-layer chromatographic 
sepamtion 

Two procedures a&able for pharmacokinetic routine analysis are described for the 
simultaneons determination of fepraxone and one of its metabolitea (DA 3505) in plasma 
samples. After extraction from acidified pIasma feprazone and DA 3505 are determined by 
measuring W absorbance after thin-layer chromatograpbic (TLC) separation (reversed- 
phase TLC plates; methanol-water--formic acid) or high-performance liquid chromato- 
graphic (HPLC) separation (silica gel column; hexane-tetmhydrofuretic acid). Limits 
of detection are 0.1 pg feprazone per ml plasma and 0.2 pg of its metabolite per ml phisma 
using the HPLC method_ Concentrations down to about 0.5 pg/ml plasma of both com- 
pounds can be det ermined using the TLC method. 

EINLEXTUNG 

Bei der Testung von 1,2-Diphenyl-3,5clioxopyraxolidinen, die in 4-Stellung 
einen oder mehrere Isopren-Reste enthalten, wurde als antiinflammatorisch 
und arialgetisch gut wirksame Sub&am das 4Prenyl-1,2diphenyl-3,5dioxo- 
pyraxohdin (Feprazon; Fig. la) gefunden, das im Vergleich zu Phenylbutaxon 
bei Zhnlicher Wirksamkeit einen schwtiheren ulzerogenen Effekt zeigee soll 
u--41- 

Aus Humanurln wurden als wichtigste Metaboliten von Feprazon das 3’-Hy- 
droxyznethylbutenylderivat (DA 3505, M I; siehe Fig_ lb) und das C-Glucu- 

l Teilergebnisse der D&e&ion von H_ Spahn, 1981. 
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Fig_ 1_ Strukturformeln von Feprazon (a) und dem Feprazon-Metaboliten M I (b). 
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Fig_ 2. UV-Absorptionsspektreren VOP Feprazon (a) und dessen Mehboliten DA 3505 (b) 

in n-Hexan-Tetrabydrofran-Eisessig (T80:220:0.5, vlv/v)_ Konzentrationen der aufge- 
tragenen IXsungen: 10 Wml. 

ronic (C46; M II) von Feprazon isoliert; iiber 50% des applizierten Feprazon 
we&en beim Menseben als C-Glucuronid iiber die Nieren ausgescbieden [ 5, 
6). Von Bruchhausen und Geirner [ 71 untersuchten mit Hilfe einer gas&ro- 

matographischen Bestimmungsmethode die Phsnnakokinetik van Feprazon 
nach peroraler Apphkation Feprazon-haltiger Liisungen und Kapseln. Dabei 
wurden Plasmabalbwertszeiten von ca. 22 h gefunden. 

In dieser Arbeit Firer-den zwei Methoden zur quantitativen Bestimmung von 
Feprazon in Plasmaproben beschrieben, bei denen such die gleicbzeitige Be- 
stimmung des 3’-Hydroxy-Derivats maglich ist. Feprazon und such dessen 
Metaboiit DA 3505 k&men sowobl mit einem Cyclohexan-Diethylether- 
ala such mit einem Chloroform-Diisopropylether-Gemisch aus der angetiuer- 
ten Plasmaphase extrabiert werden. Mit Chloroform-Diisopropylether iat 
femer eine “Mikrophasenextmktion”, d_h_ eine Extraktion mit einem geringen 
LZ&ungsmittelvolumen, mbglich. Eine chromatographische Tremmng der 
&.&&mzen selbst sowie von mite-e&n Plasmahestandteilen ist sowohl 
mit hocbleistungsfliissigkeitschromatographischen (HPLC) als such mit diinn- 
scbichtcbromatograpbischen (TLC) Methoden xu erreichen. Die hochleistungs- 
fliissigkeitscbromatographische Bestimmung von Feprazon und DA 3505 er- 
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folgt nach Trennung auf einer Kieselgel 60-S%rle mit eiiiem essigsauren rz- 
Hexan-Tetrahydrofuran-Gemisch als mobiler Phase durch Messung der UV- 
Absorption bei 240 nm (Fig. 2). Die diinnschichtchromatographische Tren- 
nung wird auf RP-S-HPTLC-Platten mit einem sauren WasserMethanol- 
Gemisch als Fliessmittel durchgefiihrt. Die Detektion erfolgt iiber Absorptions- 
messung in Remission bei einer Wellenhinge von 241 nm_ 

EXPERIMENTELLER TEIL 

Gede 
Fliissigkeitschromatograph LC 601, variabler Wellenhingen-Detektor LC 

55, Minigrator M2 (Perkin-Elmer); Servogor Sb-Schreiber. Die Aufnahme der 
Spektren erfolgte mit einem Beckman-Spektralphotometer (Modell24). 

Chromate grams-Spektralphotometer KM 3 der Fa_ Zeiss; Perkin-Elmer- 
Recorder Modell 56; Linomat IIL (Camag) mit Hamilton-Spritze; Tecam@- 
Heizblock mit Stickstoffbegasung. 

Chemikalien 
Die Substanzen Feprazon und DA 3505 wurden von der Fa. Boehringer 

Ingelheim zur Verfiigung gestellt- Die LSsungsmittel und Reagenzien (p.a.- 
Qualitit; nur n-Hexan, Tetrahydrofuran und Chloroform in LiChrosolv@- 
Qua&it) wurden von der Fa. Merck (Darmstadt, B.R.D.) bezogen. 

Als innerer Standard (HPLC) wird das 2,4-Dinitrophenylhydrazon des 
3,4-Dimethoxybenzaldehyds [S, 91, als Extraktionsmittel eine L&ung des 
inneren Standards (25 gg/ml) in einem Gem&h von Chloroform-Diisopropyl- 
ether (1:3, v/v) verwendet. Vom inneren Standard wird eine Stammliisung 
(5 mg in 10 ml Chloroform) hergestellt, die kiihl aufbewahrt wird. 0.5 ml 
der Stammliisung wird mit 2 ml Chloroform gemischt; mit Diisopropylether 
p.a. wird auf 10 ml aufgefiillt (= “Extraktionsmittel” fur die HPLC-Bestim- 
mung). 

Ex frak tion 
HPLC-Bestimmung. 0.5 ml Citratplasma wird mit 0.5 ml 1 N Salz&ure 

und 0.3 ml Extraktionsmittel versetzt, Nach 20-miniitigem Schiitteln werden 
die Phasen durch Zentrifugation getrennt. Die organische Oberphase wird 
sofort chromatographiert oder von der Plasmaphase abgetrennt und in einem 
gut verschliessbaren Gef%ss bis zur Analyse aufbewahrt. 20 ~1 der iiberstehen- 
den Phase werden chromatographiert. 

TLC-Bestimmung. (a) 0.5 ml Plasma wird mit 0.5 ml 1. N Salzs5ure und 
300 ~1 eines Gemisches von Chloroform-Diisopropylether (1:3, v/v; ohne 
Zusatz eines inneren Standards) versetzt- Nach 20-miniitigem Schiitteln wird 
10 min zentrifirgiert. 50 ~1 der iiberstehenden organischen Phase werden 
strichf&mig auf die TLC-Platte aufgetragen. 

(b) 0.5 ml Plasma wird in einem Sovirel@-Glas mit 0.5 ml 1 N Salzs5ure 
und 4 ml eines Gemisches von Cyclohexar-Diethylether (1: 1, v/v) versetzt, 20 
min geschiittelt und danach zentrifugiert. Die organische Phase wird abgetrennt 
und in ein zwe$es Glas iiberfiihrt Der Extraktiwird unter Stickstoffbegasung 
bei 60°C eingedampft; die W&de des Eindaiirpfgeftises werden dabei mit 
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wenig Diethylether abgespiilt. Der verbleibende R&&stand wird mit 300 pl 
Dichlorrnethan aufgenomrnen- 40 ~1 der resultierenden Lijsung werden auf 
die TLC-Platte aufgetragen. 

Chromatogmphie 
I-IPLC. Chromatographische Bedingungen: analytische SZiule der Fa. Knauer 

(mge 250 mm, Innendurchmesser 4.5 mm, Fiillmaterial: LiChrosorb@ Si 
100 (Merck), 7 pm; n-Hexan-Tetrahydrofuran-EssigsZiure rein& (780:220:0_5, 
v/v/v) als mobile Phase; Temperatur: 50°C; Flussrate: 3 ml/min (entsprechend 
einem Druck von 3_45-4.14 MPa); Detektion durch Messung der UV-Absorp- 
tion bei 240 nm (Fig_ 2). 

Als Retentionszeiten wurden 102 set fiir Feprazon und 450 set fiir DA 
3505 gefunden, db. der Peak des Metaboliten erscheint erst nach 7-5 min. 
Zur VerkGzung der Analysenzeiten bei Reihenuntersuchungen ist es miighch, 
jeweils zwei Proben in kurzem Abstand hintereinander zu injizieren (siehe 
Fig. 3), was allerrlings die Werte fiir die Standardabweichung bei der Bestim- 
mung von DA 3505 geringfiigig erh6ht. 

3 
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‘eprazon 

! A- 
Fig_ 3_ Chromato gramme von Feprazon und DA 3505 nach atraktion aus Plasma eines 
Probanden, dem 400 mg Feprazon oral appliziert wurden, und HPLC-Trennung- -Y* 
vcn zwei Plasmaproben. Peaks: 1 = Feprazon, 2 = innerer Standard, 3 = DA 3505 (Schrei- 
berverstZrkung gegeniiber 1 und 2 venehnfacht). 

Fig. 4. Absorptions-Orts-Kuc eines Plasmaextrakts nach diinnschichtchromatographischer 
Trezmung. 1 = PIasmastandard mit 20 yg Feprazon und 5 rg DA 3505 pro ml Plasma. 
2 = Leerplasma. 
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TLC. Die Lijsungen werden mit dem Linomaten III auf reversed-phase- 
Platten aufgetragen. 

Chromatographische Bedingungen: RP8-Platten der Fa. Merck, 5 mm 
Bandbreite beim Auftragen; Methanol-Wasser (de&.)-Ameisensgure (80: 20: 2, 
v/v/v) als Fliessmittel (TLC-Kammer ge&ttigt); 6 cm Laufstrecke; Detektion 
durch Absorptionsmessung in Remission bei 241 run (Deuteriumlampe) bei 
einer Spaltgri%e von 0.5 X 6 mm. 

Fig, 4 zeigt die Absorptions-Orts-Kurve nach Chromatographie eines Plas- 
maextrakts. 

Auswertung 
Bei der HPLC-Bestimmung erfolgt die Auswertung bei Feprazon iiber die 

ausgedruckten Integratoreinheiten (Quotient Feprazon/innerem Standard); 
die nach einmaliger Feprazon-Applikation auftretenden sehr niedrigen Kon- 
zentrationen von DA 3505 werden graphisch iiber die Fhiche unter der Kurve 
(Hijhe mal Halbwertsbreite) ermittelt- 

Nach TLC-Trennung werden die Feprazon-Konzentrationen und die Kon- 
zentrationen des Metaboliten ebenfalls iiber die F&he unter der Kurve er- 
mittelt. Fiir jede TLC-Platte wird eine Eichgerade mit mindestens zwei Plas- 
mastandards erstellt. 

PrEzision und Rich tigkeit 
Zur Untersuchung der Wiederfindung bei einmaliger “Mikrophasenextrak- 

tion” wurde die Plasmaphase em zweites Mal mit dem Extraktionsmittel ex- 
trahiert. Femer wurden auf die TLC-Platte methanolische LSsungen der Sub- 
stanxen aufgetragen. 

Die relativen Standardabweichungen und die Linearitit der Eichgeraden 
wurden mit Plasmastandardliisungen geprilft. 

Bestimmung der Plasmaspiegel von Feprazon und DA 3505 nach einmaliger 
oraler Gabe von Feprazon durch qu&titative TLC 

Binem m%mlichen Probanden wurden 400 mg Feprazon oral appliziert. 
l&or einen Zeitraum von 72 h wurden Blutproben entnommen. Die Plasma- 
gewinnung erfolgte durch Zentrifugation. Die Plasmaproben wurden bis zur 
Analyse bei -18°C gelagert. Die Plasmaspiegel von Feprazon und dessen Hy- 
droxylierungsprodukt DA 3505 wurden diinnschichtchromatographisch nach 
der oben beschriebenen Methode bestimmt. 

Vergleich der TLC- und der HPLC-Methode 
Der Feprazon-CehaIt von Plasmaproben wurde jeweils dilnnschichtchroma- 

tographisch und hochleistungsfliiasigkeitschromatographisch bestimmt. In 
einem Koordinatensystem wurden die mit den beiden Methoden gefundenen 
Konzentrationen gegeneinander aufgetragen. 

ERGEBNISSE 

HPLC-Bestimmung 
Bei Feprazon besteht Linearit% zwischen dem ermittelten Quotienten und 
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den eingesetzten Konzentrationen in dem Bereich von O-80 pg/mi Plasma. 
Die Eichgerade fiir Feprazon wurde mit fiinf Plasmastandardliisungen der 
Kon.zentrationen.70, 50, 10, 5 und 1 pg/ml ermittelt- Die Gerade verlkft 

nahezu durch den Nullpunkt, der Korrelationskoeffizient (r) betrZigt 0.999. 
Da bei dem Feprazon-Metabohten DA 3505 nur sehr niedrige Plasmaspiegel 

zu- erwarten sind, wurde die LinearSit der Eichgeraden bei dieser Substanz 
nur his zu einem Hochstwert von 20 yg/ml Plasma nachgewiesen (r = 0.98). 
Die Nachweisgrenze aus Plasma liegt fiir Feprazon bei 0.1 pg/ml, fiir DA 
3505 bei 0.2 pg/ml. Die Ergebnisse der Bestimmung der relativen Standard- 
abweichung sind in Tabelle I aufgefiihrt. 

T_ABELLE I 

ANGABE DER RELATNEN STANDARDABWEICHUNG (n - 1) BEI DER HPLC-BE- 
STWMUNG VON FEPRAZOhT UND DA 3505 

Konzentration n Standardabweichung 
W/W (b) 

Feprazon 50 11 1.9 
10 12 2-8 

2 13 l-9 
0.8 7 3.0 

DA 3505 10 10 3.5 
5 10 4-9 
1 8 6.9 

Die Wiederfiidungsraten bei einxnaliger Extraktion betragen fiir Feprazon 
und DA 3505 89.9 bzw. 80_5’% (Durch eine zweite Extraktion lassen sich in 
der Plasmaphase noch 10.2% des eingesetzten Feprazon und 19-5s des Meta- 
boliten nachweisen.) Der innere Standard verbleibt zu 98.2% in der organischen 
Oberphase_ 

TLC-Besiimmung 

Die F&hen unter den Kurven sind den vorhandenen Substanzkonzentra- 
tionen direkt proportional; die Eichkurve verhiuft im Bereich von O-70 pg 
Feprazon/ml Plasma annZhemd linear (r = 0.999). 

Die mit der Extmktionsmethode (a) erzielten Wiederfindungsraten ent- 
sprechen den bei der HPLC-Bestimmung fiir die Mikrophasenextraktion er- 
mitt&en We&en_ Bei Methode (b) betr&t die Wiederfindungsrate fiir beide 
Substanzen nahezu 100% (fiir Feprazon 99.2% und fiir DA 3505 98.6%). 

Fiir Feprazon und DA 3505 liegt die Grenze der quantitativen Erfassung 
bei dieser Methode bei etwa 20 ng/Peak (entsprechend 0.45 pg,‘ml Plasma)_ 

In Tabelle II sind die bei verschiedenen Substanzkonzentrationen gefun- 
denen relativen Standardabweichungen aufgefuhrt. 

Die gefundenen Plasmakonzentrationen sind in Fig. 5 halblogarithrnisch 
gegen die Zeit aufgetragen, Jeder Punkt ist ein Mittelwert von mindestens 
zwei getrennten Bestimmungen. Die beirn Vergleich der beiden Methoden 
ennittehen Konzentrationen sind in Fig. 6 gegeneinander aufgetragen. Die 
gefundenen Werten sind alle urn die theoretische Gerade (y = X) verteilt. 
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Fig_ 5. Diinnscbichtchromatograpbiscb bestimmte Plasmaspiegel van Feprazon uud DA 

3505 nach einmaliger oraler Gabe von 400 mg Feprazon (semilogarithmische Auftragung)- 
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Fig_ 6. Vegbich der HPLC- und der TLC-Methode bei der Bestimmung von Fepkzon- 
Plakkaproben. Die dnrcbgezogene Gkrade stellt die ermittelte Regressionsgerade y = 0-94x + 
2.04 dar; die gestricheke Linie ist die theoretische Gerade y = x_ Regressionsrechnung: 
n = 35; r = O-989_ 
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TABELLE II 

RELATIVE STANDARDABWEICHUNG BE1 DER TLC-BESMMMUNG VON FEPRAZON 
UND DA 3505 

Mikrophasenestraktion = Extraktionsmethode (a). 

Konzentration n Standardabweichung 
(pg/ml Plasma) (90) 

Feprazon 50 12 2.1 
25 12 1.9 
10 12 2-7 
5 12 3-l 
1 12 4.9 

DA 3505 20 12 2.3 
10 12 3-l 
5 12 4-2 

Standardabweichung auf einer TLC-Flatte 
Feprazon 50 8 0.4 
DA 3505 10 8 2.2 

DISKUSSION 

-Die Empfindlichkeit und die Genauigkeit der beschriebenen Methoden er- 
mijglichen eine scEzxelIe und exakte Bestimmung des Feprazon-GehaIts von 
Plasrnaproben such bei einmahger therapeutischer Dosierung. Werden Plasma- 
proben untersucht, bei denen hii‘nere Konzentrationen zu erwarten sind (chro- 
nische Gabe), ist vor allem bei der Mikrophasenextraktion eiue Verminderung 
des eingesetzten Fiasmavolumens oder der Zusatz eines grijsseren Volumens 
des Extraktionsmittels erforderlich- Die Vorteile der lMikrophasenext.raktion 
liegen in der sehr schonenden Aufarbeitung, da das Eindampfen des Extrakts 
entf5lIt, sowie einem geringen Zeitaufwand bei der Aufarbeitung von Flasma- 
proben. 

Da die Retentionszeit des Metaboliten verh5ltnismiissig hoch ist, ergibt sich 
bei der HFLC-Trennung eine Verbreiterung des Peaks, die bewirkt, dass dieser 
in geringen Konzentrationen bei normaler Verst5rkung kaum auf dem Regi- 
strierpapier zu erkennen ist und meist such kein Integratorsignal mehr aus&t_ 
Die Konzentration des lMetaboliten in FIasmaproben kann aber graph&h 
(Hohe mal Halbwertsbreite) ermittelt werden, wenn der Schreiberausschlag 
ungef&r urn das Zehnfache vers%rkt wird. Da der Metabolit bei normaler 
Verst5rkereinsteIIung keine nennenswerte Ver%rderung der Basislinie hervor- 
ruft, ist es mijglich, den Feprazon-Gehalt von Flasmaproben rasch zu bestim- 
men; der Metabolit start die Bestimmung nicht, sofem er nicht in ungewShn- 
lich hohen Konzentrationen auftritt Auf diese Weise steht wegen der kurzen 
Retentionszeit von Feprazon und dem irmeren Standard fiir Reihenunter- 
suchungen eiue Met&ode zur Verfiigung, bei der Feprazon-Cehaltsbestim- 
mungen s&r SchnelI durchgefuhrt werden kannen. Der Mijglichkeit der sehr 
schnellen Aufarbeitung durch Mikrophasenextraktion sowohl bei der HFLC- 
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als such bei der TLC-Methode steht eine - verglichen mit der Extraktion mit 
einem grjsseren Lijsungsmittelvolumen - geringere Wiederfindungsrate gegen- 
iiber. Beide Extraktionsverfahren (a und b) und beide chromatographischen 
Verfahren liefem jedoch reproduzierbare Ergebnisse und sind fiir Routine- 
analysen einsetzbar_ 

ZUSAMMENFASSUNG 

Es werden zwei fiir pharmakokinetische Untersuchungen geeignete Ver- 
fahren fiir die gleichzeitige Bestimmung von Feprazon und einem seiner Me_ 
taboliten (DA 3505) in Plasma beschrieben. Nach Extraktion aus angesauertem 
Plasma werden Feprazon und DA 3505 nach diinnschichtchromatographischer 
(RP-SPlatten; Methanol--Wasse~Ameisen&iure) oder hoc_hleistungsfliissigkeits- 
chromatographischer Trennung (Kieselgel-SZuIe; Hexan-Tetrahydrofuran-Es- 
sigsZure) durch Messung der UV-Absorption bestimmt. 

Die Nachweisgrenzen fiir Feprazon und DA 3505 liegen bei dem hochleis- 
tungsfliissigkeitschromatographischen Verfahren bei 0.1 bzw_ 0.2 Erg/ml Plasma, 
bei. der diinnschichtchromatographischen Methode fiir beide Verbindungen 
bei etwa 0.5 pg/ml Plasma. 
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