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_ Diciofenac-Natrium (Voltarene), das Natriurnsalz der o-(Z,&DicNorphe- 
nyl)-sminophenylessig&iure, hat in letzter Zeit grosse Bedeutung in der Rheu- 
matherapie e&n&. 

In der Literatur wurden bisher drei Verfahren zur quantitativen Eestimmung 
dieses Wirkstoffes in biologischem Material beschrieben. Stierlin und Mitarbei- 
ter [l-4] fEhsten die M essungen tit radio&ti markierter Substanz durch. 
Da dabei jedoch such radio&&iv maxkierte Abbauprodukte mitbestimmt wer- 
den und bei phsrmakokinetischen Untersucbungen in gri5sserem -R&men eine 
quantitative Erfsssung nach Einnahme des handelsiibhchen PrZpsrates erfor- 
dericch ist, eignet sich dieses Verfahren nicht fiir Reihenuntersuchungen. 

Geiger et al. 151 entwickelten 1975 ein empfindhches gaschromatograpbi- 
sches Verfabren, das s$ter von mebreren Arbeitigruppen [I, 2,4,6,7] an- 
gewandt wurde. Der Nachteil der Methode besteht in einer komphzierten, Lang- 
wierigen 4-stufigen Extraktion und Derivatisierung der Substanz vor ihrer Be- 
StiUlUlUIlg. 

Von Brombacher et al. [S] wurde 1977 em vereinfachtes Extraktionsverfsh- 
ren fiir die Gsscbromatograpbie sngegeben; insgesamt bleibt aber die Methode 
wegen der erforderlichen Derivatisierung noch immer srbeits- und zeitauf- 
wend& Als Nachweisgrenze werden 100 ng/ml angegeben. 

Wir versuchten &her, eine d” unnschichtcbromatograpbische Methode zu ent- 
wickeln, die bei guter Spezifiti-it und Genauigkeit eine rasche und einfache Er- 
fassung von Diclofensc aus biologischem ~&fate&l ermijglicht. 

fTeiIerge&Csse der Dissertation A_ Schumacher, in Vorbereittung. 
**An derr, die Korrespondenz zu richten ist. 



1.0 ml Plasma wird n$t 0.1 ml 3 N HCI ange&uert und in eine Spritze tit 
Luerlock-Anschluss aufgezogen. Die Spritze wind anschiiessend auf eine SEP- 
PAK C&&&usche (Waters Assoc., Kzinigstein, B.R.D.) aufgesteckt und das 
Plasma durch die Kartusche langsam hindurchgedriickt. Mit 5.0 ml Wasser 
werden hydrophile und anschliessend tit einer M&hung von &hanol-Wasser 
(35:65, v/v) lipopbilere Plasmabestandteile ausgewaschen, Mit 2-Q ml Methanol 
p.A. wird anschliessend die Substanz aus der Kartusche ehzieti, wobei die er- 
&en 0.4 ml, die ais Mischfmktion noch keine Substanz enthalten, verworfen 
werden. 

Die MethanoBaktion wird bei SO” unter Einblasen van Stick&off zur Tmck- 
ne eingeengt, der Riickstand wird anschliessend in 100 ~1 Essi@ure%hylester 
aufgenommen. Davon werden 40 ~1 strichfijrmig mit einem Linomaten III 
(Camag, Muttenz, Schweiz) auf HPTLC-Fer%igplatten KieseIgel-60 Fzs4 mit 
Konzentrierungszone (Merck, Dannstadt, B.R.D.) I.0 X 20 cm aufgetragen. 
Die Strichbreite betigt 5 mm. Bei einem Icm-Abstand der Punkte voneinan- 
der kijnnen 15 Proben und drei Standards auf eine Platte aufgetragen werden. 

Standards werden durch Zusatz von Diclofenac-Natrium zu gepooltem Plas- 
ma hergestellt. Dazu werden 10.0 mg Substanz in 100.0 ml Aceton gel&t und 
0.8 ml dieser L6sung no&m& auf 10.0 ml verdiinnt, entsprechend einer Kon- 
zentration von 80.0 pg Diclofenac-Natium pro 10.0 ml Aceton. 5.0 ml dieser 
LGsung werden durch E&b&en von Stick&off bis zur Trockne eingeengt, 
dann werden 50.0 ml gepooltes Plasma zugegeben. Dadurch ergibt sich eine 
Konzentration von 800.0 ng Diclofenac-Natrium pro 1.0 ml Plasma. 

Nach dem Trocknen der Proben auf der Platte erfolgt die Chromatograpbie 
in dem Fliessmittel DichlormetharrlClpethanol-Tetrahydrofuran (85: 15: 0.5), 
wobei die Substanz bei einer Laufstrecke von 7 cm einen /ZRF-Wert von 64 
be&&. 

Nach der Chromatographie wird die PI&e Gr IO-15 tin unter einer UV- 
Lampe (254 nm) zur Minderung der Untergrundabsorption der Platte be- 
strablt und snschliessend dire& tit dem Chromatogramm-Spektralphotometer 

I 
I,,...,.,,.,, 

27s 2e2 -as 290 2% 298 nm 

Fig. 1. Absorptionsspektrum in Remission VOP Diclofenac nach Chromatographie auf 
ESPTLC-Fertigplatten KieseJgel-60 F,,, mit Konzentrienmgszone (Merck) 10 x 20 cm mit 
Dichlormethan-Methanol-Tetrahydrofmxn (85:15:0.5). 
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KM 3 der Firma Zeiss ausgewe&eL Gemessen wird im AbsorptionSmaximuna: 
auf der Platte van 290 mn (Fig. 1) unter Vemendung einer DeuteriumIampe. 
Messanordnung: Remission Mono&ro~atur-Probe; Sp&grGsse: I X 3.5 mm. 

Die Absorption 0rWnnven werden dumb einen Perkin-Elmer-Recorder 
56 auf&ezeichnet, wobei die Eingangsspmntig am Schreiber entspmchend der 
Konzentration pro Fleck von 1 &is 02 V verrd& werda-kanm Die Tisch- 
geschwkxdigkeit betriigt 20 mn@n, der Schreibemorschub 120 nun/&. 
Die Auswerhng erfolgt iiber die FISthen unter den _AbsorptioHrtskumen_ 

Zur BesWung der Linearit% zwischen den E’IEicherr unter den Absorp- 
tioxs+M&mven und den aufgeeenen Su bstanzmengen wurden Testpl!afimen 
mit 125.0, 250.0, 500.0, 1000.0, 1500.0, 2000.0 und 2500.0 ng Diclofmac- 
Natrium pro ml wemend&. Zur Ermitilung der P&&ion des Verfahrens %mr- 
den, entspre&end der nacb der tbempeutischen Do& van 50 rng im biolo- 
gischen Materiaf zu erwartenden Konzentrationeq pro ml Testplasmz 1500.0, 
750.0 und 200.0 ng Diclofenac-NaZrium mgsetzf. 

Die Umtersuchungen auf RichCgkeit des Verfz&rens mmien mit Liisungen 
van Di~lofenae in Aceton durchgefEh&. 

ERGEBNESSE UND DISKUSSION 

Die Eichkumen geben CILIAI den O-Pun&t. IL&e&t% zwischen d,en F&hen 
unter den Absorptio ns-ortskurven uxd den aufgetragenen Substmengen 
be&&t van 0 his 800 ng Diclofenac pro Fleck (e O-2.0 gg Diclofenac-Natrium 
pro 1.0 ml Plasma). Best;rmmbai sind Mengen < 100 ng.pro ml Plasma. 

l&x mittlere lineare Regressionskoeffizient betrSgtO.996. Zur E&&lhmg der 
Eichgeraden geniigt d&her jeweils ein einziger Kurven~unkt, der zu1’ ErGhung 
der Genazigkei~ aus dr&i Meswerten ermitteIt wird. 

Fii. 2. A.bxptions_Ortskurven der Ciu0matogramme eines Phsmas .ohne Diclofenz- 
N&jr.un und eines Probanden-Plttsmzs ash orrtier C&e VOP 50 mg VoEbren@. zur zeit des 
maximaien BMspiegels 
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Bei einer Konzentration von 1500.0 ng Diclofenac-Natriti pro ml Test- 
pksma betrug die relative Standard&xvei&ng 3.5%, bei .750.0 ng 4% und bei 
200.0 ni;‘srp (Iv = 8). 

Die lGxkr&&.gsmkn ‘be-en, unabhkgigvon’den Konzentrationen der 
Proben ~JI Diclofenac-Natriuxn, ‘75%. 

Zur Uberpriifmg der Methode wurde Versucbspersonen eine einmalige 
Do& von 50 mg DicZofenac-Nafxium oral verabreicht. Die Ergebnisse stimmen 
we%g&end tit den durch gaschromatographische Analysen enthaltenen 
Daten iiberein. In Fig. 2 ist die AbsorptioMrtskurve eines Chromatogmnms 
eines Probanden-Plasmas mr Zeit des maximalen Blutspiegels dargestefit und 
als Vergleich dam die Absorptions-Ort&u.rve des Leerweties, der vor Ein- 
nahme der S&s&am abgenomen wurde. . 
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