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Fluorimetrische Bestimmung von Amilorid in Humanplasma mittels
Diinnschichtchromatographie
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(Eingegangen am 19. April 1982)

Obwohl das kaliumretinierende Diuretikum Amilorid (N-Amidino-3,5-
diamino-6-chloropyrazin-carboxamid) schon lange therapeutisch eingesetzt
wird, liegen nur wenige pharmakokinetische Untersuchungen vor. Noch 1979
wurde von der Herstellerfirma in dem Informationsprospekt zu Moduretik®
angegeben, dass bel iiblicher Dosierung der Serumspiegel von Amilorid zu
niedrig sei, um fluorimeirisch erfasst werden zu konnen, Quantitative Be-
stimmungen von Amilorid in Humanplasma wurden daher mit **C-markier-
tem Amilorid durchgefuhrt [1—4]. Fir pharmakokinetische Untersuchun-
gen am Tier wurde ausserdem von Baer et al. [5] eine photometrische Be-
stimmungsmethode beschrieben. Der Wirkstoff wird dabei aus alkalisiertem
Plasma mit Ethylacetat extrahiert und vor der spektralphotometrischen Be-
stimmung in eine saure, wissrige LoOsung riickextrahiert. Die verwendeten
Dosen von 4 mg/kg lagen jedoch wesentlich hdher als die therapeutische Gabe
beim Menschen (Einzeldosis 5—20 mg Amilorid—HCIl). Metaboliten von Amil-
orid wurden bisher nicht gefunden [3, 4, 6].

Wegen der zunehmenden Bedeutung, die kaliumretinierende Diuretika ins-
besondere in Kombination mit Thiaziden zur Hypertoniebehandlung in den
letzten Jahren gewonnen haben, erschien es uns sinnvoll, die Kinetik von
Amilorid genauer z2u untersuchen und dazu eine Bestimmungsmethode zu
entwickeln, die empfindlich genug ist, um Amilorid-Plasmaspiegel beim Men-
schen ohne Verwendung von radioaktiv markiertem Material zu bestimmen.
Bei dem im folgenden ndher beschriebenen Verfashren wird der Wirkstoff
aus alkalisiertern Plasma mit einem n-Butanol—Diisopropylether-Gemisch
extrahiert und der Amiloridgehalt nach chromatographischer Trennung durch
direkte Messung der Nativfluoreszenz auf der Diinnschichtplatte bestimmt.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Gerdte

Chromatogramm-Spektralphotometer KM3 mit Quecksilberdampf-Mittel-
druck-Lampe ST41 der Firma Carl Zeiss; Perkin-Elmer-Recorder Modell 56;
Perkin-Elmer-Integrator Modell M3B; Linomat III der Firma Camag mit 100-
ul Hamilton-Spritze; Tecam-Heizblock mit Stickstoffbegasung.

Chemikalien

Amilorid—HCl-Dihydrat stellte die Firma MSD (Miinchen, B.R.D.) zur
Verfiigung. Die Ldsungsmittel (p.a.-Qualitit) sowie die Diinnschichtchromato-
graphie (DC)-Platten (Kieselgel 60 HPTLC, ohne Fluoreszenzindikator) wurden
von der Firma Merck (Darmstadt, B.R.D.) bezogen. Die Glasgerite wurden
mit Silikonimprignierer der Firmma Roth behandelt.

Extraktion

In einem silikonisierten Sovirel®Glas werden 1.0 ml Plasma mit 0.2 ml
1 N Natronlauge und 5.0 ml eines Gemisches aus n-Butanol und Diisopropyl-
ether (1:1, v/v) versetzt. Nach 60-min Schiitteln wird 10 min scharf zentri-
fugiert. 2.0 ml der Oberphase werden bei 80°C unter Stickstoffbegasung bis
zur Trockene eingeengt; die Glaswinde werden dabei mit 0.2 ml Methanol—
Diisopropylether-Gemisch (3:2, v/v) abgespiilt.

Chromatographie

Der Riickstand wird in 50 ul dieses Losungsmittelgemisches aufgenommen
und 20 ul werden bandférmig (6 mm) auf die DC-Platte aufgetragen. Bei der
Bestimmung von Plasmaproben werden pro Platte drei Plasmastandards auf-
getragen, die ebenso aufgearbeitet werden. Zunichst wird in Ethylacetat chro-
matographiert (Laufstrecke 8 cm, hR; = 0). Anschliessend wird die Platte in
2-Propanol—Diisopropylether—Ammoniak 25% (70:30:10, v/v/v; nach Kam-
mersdttigung) entwickelt (Laufstrecke 8 cm, hR, = 34). Nach dem Trocknen
wird in Paraffin—Cyclohexan (1:2, v/v) getaucht und emneut getrocknet.

Messbedingungen

Zur Fluoreszenzanregung wird die Platte mit Licht der Wellenldnge 365 nm
bestrahlt (Spalt 0.5 X 8 mm). Die Emission durch den M436-Monochromat-
filter wird gemessen (Fig. 1). Die Auswertung erfolgt iiber das Flachenintegral
der Fluoreszenzortskurve.

Prézision und Richtigkeit

Zur Untersuchung der Linearitit des Verfahrens wurden je drei Plasma-
standards mit folgenden Amilorid-Konzentrationen aufgearbeitet: 0.5 ng/ml,
1.0 ng/ml, 2.0 ng/ml, 5.0 ng/ml, 10.0 ng/ml und 50.0 ng/ml. Die Standard-
abweichung wurde mit jeweils acht Plasmastandards gleicher Konzentration
bestimmt. Die Wiederfindungsrate wurde durch den Vergleich einer Lisung
der Amilorid-Base in Methanol-Diisopropylether (3:2, v/v) mit aufgearbelteten
Plasmastandards verschiedener Konzentrationen berechnet
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Fig_ 1. Exzitations- und Emissionsspektren von Amilorid auf einer DC-Platte nach Chroma-

tographie. Abszisse: Wellenlinge in nm; Ordinate: relative Fluoreszenzintensitit in %.
© — — — o, vor dem Tauchvorgang; e—e, nach dem Tauchen in Paraffin—Cyclohexan.

Anwendurg der Methode
Zwei Personen wurden vor dem Frithstlick zwei Tabletten zu je 5 mg Amil-

orid—HCIl appliziert. Venenblut wurde nach 0, 1 bzw. 1.5, 2, 3, 4,5, 6, 8, 12,
24, 48 h entnommen. Das erhaltene Citratplasma wurde bis zur Bestimmung
bei —18°C eingefroren.

ERGEBNISSE

Die Flichen unterden Fluoreszenzortskurven sind den vorhandenen Substanz-
Konzentrationen im Bereich von 0—50 ng/ml direkt proportional. Der Korrela-
tionskoeffizient betrigt 0.999, die Gerade verlduft annihermd durch den Null-
punkt. Die Ergebnisse der Untersuchung der Standardabweichung sind in Tabelle
I angegeben. Die Grenze der quantitativen Erfassung in Plasma liegt bei 0.2 ng/

TABELLE 1
RELATIVE STANDARDABWEICHUNG (n=8) IN ABHANGIGKEIT VON DER AMIL-
ORIDKONZENTRATION

Amilorid-Base  Standardabweichung (SD,,__,)

(ng/ml) (%)
2 3.3
5 3.0

10 25

20 24
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ml. Die Wiederfindungsrate betrigt ca. 62%.
Die gemessenen Plasmaspiegel eines Probanden und eines Patienten mit

Niereninsuffizienz sind in Fig. 2 dargestellt. Die angegebenen Werte sind
Mittelwerte aus mindestens zwei getrennten Bestimmungen [7].
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Fig. 2. Plasmaspiegelkurve von Amilorid nach Applikation von 10 mg Amilorid—HCI an
(o----- o) einen Probanden und (¢ — — — @) einen Patienten mit Niereninsuffizienz.
DISKUSSION

Das vorliegende Verfahren erlaubt es, nicht radioaktiv markiertes Amilorid
in Humanplasma nach einmaliger, therapeutischer Dosierung schnell und ein-—
fach zu bestimmen. Die Linearitit der Bestimmungsmethode erstreckt. sich
iiber einen Bereich von mehr als zwei Zehnerpotenzen. Mitextrahierte Plasma-
bestandteile, die die eigentliche Chromatographie und die anschliessende Aus-
wertung storen, werden durch Vorentwickeln der DC-Platte mit reinem Ethyl-
acetat abgetrennt. Insgesamt erméglicht das Verfahren eine selektive Bestim-
mung des Wirkstoffes (Fig. 3).

Das Tauchen der DC-Platte in Cyclohexan—Parafﬁn erhoht die Fluoreszenz-
intensitit um ca. 80% bei gleichbleibendem Grundrauschen. Auf diese Weise
wird der Messfehler erheblich reduziert und die Empfindlichkeit der Methede
verbessert. Ausserdem bleibt die Grésse des Mess-signals liber lingere Zeit
erhalten. Als Nebeneffekt des Tauchvorganges werden das Exzitations- und das
Emissionsmaximum geringfiigig in den lingerwelligen Bereich verschoben
(Fig. 1). Um eine optimale Reproduzierbarkeit beim Arbeiten mit sehr
kleinen Mengen Amilorid zu erhalten, sollte unbedingt darauf geachtet
werden, dass die Glasgerdte silikonisiert sind, andernfalls kann die Standard-
abweichung erheblich zunehmen. Durch das Arbeiten mit Diinnschichtplatten
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Fig. 3. Fluoreszenzortskurve eines entwickelten Chromatogramms. (a) Leerplasma, (b)
Plasma mit 10 ng/ml Amilorid-Base.

als chromatographischem System ist die Methode auch gut fiir halbquanti-
tative Untersuchungen ohne genaue densifometrische Auswertung geeignet.
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