512

Journzl of Chromatography, 181 (1980) 512—515

Biomedical Applications
© Eleovier Scientific Publishing Company, Amsterdam Printed in The Netherlands

CHROMBIO. 481

Note

Quantitative Bestimmung von Diclofenac-Natrium aus Plasma durch Absorp-
Honsmessung mit Hilfe der dirckiten Auswertung.von Diinnschichtchromato-

grammen*

ANETTE SCHUMACHER, HEINRICH E. GEISSLER und ERNST MUTSCHLER**

Pharmakologisches Institut fiir Naturwissenschafiler der Johann Wolfgang Goethe-Universi-
tat, Theodor-Stern-Kai 7, Gebéude 75 A, 6000 Frankfurt/Main (B.R.D.)

(Eingegangen am 21. September 1979)

Diclofenac-Natrium (Voltaren®), das Natriumsalz der o-(2,5-Dichlorphe-
nyl)-aminophenylessigsidure, hat in letzter Zeit grosse Bedeutung in der Rheu-
matherapie erlangt.

In der Literatur wurden bisher drei Verfahren zur quantitativer: Bestimmung
dieses Wirkstoffes in biologischem Material beschrieben. Stierlin und Mitarbei-
ter [1—4] fuhrten die Messungen mit radioaktiv markierter Substanz durch.
Da dabei jedoch auch radioaktiv mackierte Abbauprodukte mitbestimmt wer-
den und bei pharmakokinetischen Untersuchungen in grosserem Rahmen eine
quantitative Erfassung nach Einnahme des handelsiiblichen Priparates erfor-
deslich ist, eignet sich dieses Verfzhren nicht fir Reihenuntersuchungen.

Geiger et al. [5] entwickelten 1975 ein empfindliches gaschromatographi-
sches Verfahren, das spdter von mehreren Arbeitsgruppen 1, 2, 4, 6, 7] an-
gewandt wurde. Der Nachteil der Methode besteht in einer komplizierten, lang-
wierigen 4-stufigen Extraktion und Derivatisierung der Substanz vor ihrer Be-
stimmung.

Von Brombacher et al. [8] wurde 1977 ein vereinfachtes Extraktionsverfah-
ren fur die Gaschromatographie angegeben; insgesamt bleibt aber die Methode
wagen der erforderlichen Derivatisierung noch immer arbeits- und zeitauf-
wendig. Als Nachweisgrenze werden 100 ng/ml angegeben.

Wir versuchten daher, eine diinnschichtchromatographische Methode zu ent-
wickeln, die bei guter Spezifitdt und Genauigkeit eine rasche und einfache Er-
fassung von Diclofenac aus biologischem Material ermaglicht.

*Teilergebnisse der Dissertation A. Schumacher, in Vorhereitung.
** An den die Korrespondenz zu richten ist.
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METHODIK

1.0 ml Plasma wird mit 0.1 ml 3 N HCI angesduert und in eine Spritze mit
Luerlock-Anschluss aufgezogen. Die Spritze wird anschliessend auf eine SEP-
PAK C,g-Kartusche (Waters Assoe., Konigstein, B.R.D.) aufgesteckt und das
Plasma durch die Kartusche langsam hindurchgedriickt. Mit 5.0 m! Wasser
werden hydrophile und anschliessend mit einer Mischung von Athanol—Wasser
(35:65, v/v) lipophilere Plasmabestandteile ausgewaschen. Mit 2.0 ml Methanol
p.A. wird anschliessend die Substanz aus der Kartusche eluiert, wobei die er-
sten 0.4 ml, die als Mischfraktion noch keine Substanz enthalten, verworfen
werden. :

. Die Methanolfraktion wird bei 80° unter Einblasen von Stickstoff zur Trock-
ne eingeengt, der Riickstand wird anschliessend in 100 ul Essigsidureithylester
aufgenommen. Davon werden 40 yul strichformig mit einem Linomaten III
(Camag, Muttenz, Schweiz) aui HPTLC-Fertigplatten Kieselgel-60 F,, mit
Konzentrierungszone (Merck, Darmstadt, B.R.D.) 10 X 20 em aufgetragen.
Die Strichbreite betragt 5 mm. Bei einem 1l-cm-Abstand der Punkte voneinan-
der kbnnen 15 Proben und drel Standards auf eine Platte aufgetragen werden.

Standards werden durch Zusaiz von Diclofenac-Natrium zu gepooliem Plas-
ma hergestellt. Dazu werden 10.0 mg Substanz in 100.0 ml Aceton gel6st und
0.8 ml dieser Losung nochmals auf 10.0 ml verdiinnt, entsprechiend einer Kon-
Zentration von 80.0 pg Diclofenac-Natrium pro 10.0 ml Aceton. 5.0 ml dieser
Ldsung werden durch Einblasen von Stickstoff bis zur Trockne eingeengt,
dann werden 50.0 ml gepooltes Plasma zugegeben. Dadurch ergibt sich eine
Konzentration von 809.0 ng Diclofenac-Natfrium pro 1.0 ml Plasma.

Nach dem Trocknen der Proben auf der Platte erfolgt die Chromatographie
in dem Fliessmittel Dichlormethan—Methanol—Tetrahydrofuran (85:15:0.5),
wobei die Substanz bei einer Laufstrecke von 7 cm einen hRgp-Wert von 64
besitzt.

Nach der Chromatographie wird die Platie fiir 10—15 min unter einer UV-
Lampe (254 nm) zur Minderung der Untergrundabsorption der Platte be-
strahlt und anschliessend direkt mit dem Chromatogramm-Spektralphotometer

%
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Fig. 1. Absorptionsspektrum in Remission von Diclofenac nach Chromatographie auf

HPTLC-Fertigplatten Kieselgel-60 F,,, mit Konzentrierungszone (Merck) 10 X 20 em mit
Dichlormethan—Methano!—Tetrahydrofuran (85:15:0.5).
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KM 3 der Firma Zeiss ausgewertet. Gemessen wird im Absorpfionsmaximum
auf der Platte von 230 nm: (Fig. 1) unter Verwendung einer Deuvteriumiampe.
Messanordnung: Remission Monochromator-Probe; Spaltgrasse: 1 X 3.5 mm.

Die Absorptions-Ortskurven werden - durch - einen Perkin-Elmer-Recorder
56 aufgezeichnet, wobei die Eingangsspannung am Schreiber entsprechend der
Konzenfration pro Fleck von 1 bis 0.2 V verindert werden kann. Die Tisch-
geschwindigkeit befrigt 20 mm/min, der Schreibervorschub 120 mm/min.
Die Auswertung erfolgt iiber die Flichen unter den Absorptions—Ortskurven.

Zur Bestimmung der Linearitdt zwischen den Flichen unter den Absorp-
tions—Ortskuzven und den aufgetragenen Substanzmengen wurden Testplasmen
mit 125.0, 250.0, 500.0, 1¢00.0, 1500.0, 2000.0 und 2500.0 ng Diclofenac-
Natrium pro ml verwendet. Zur Ermittlung der Prizision des Verfahrens wur-
den, entsprechend der nzch der therapeutischen Dosis von 50 mg im biolo-
gischen Material zu erwartenden Konzentrationen, pro ml Testplasma 1500.0,
750.0 und 200.0 ng Diclofenac-Natrium zugesetzt.

Die Untersuchungen auf Richtigkeit des Verfabrens wurden mit Losungen
von Diclofenac in Aceton durchgethrt

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die Eichkurven gehen durch den 0-Punkt. Linearitit zwischen den Flichen
unter den Absorptions—Ortskurven und den aufgetragenen Substanzmengen
besteht von O bis 800 ng Diclofenac pro Fleck (2 0—2.0 g Diclofenac-Natrium
pro 1.0 ml Plasma). Bestimmbar sind Mengen < 100 ng pro ml Plasma.

Der mittlere lineare Regressionskoeffizient betrigt 0.996. Zur Erstellung der
Eichgeraden geniigt daher ieweils ein einziger Kurvenpunkt, der zur Erhéhung
der Genazigkeit aus drei Messwerten ermittelt wird.

Fig. 2. Absorptmns—Ortskurven dex Chromatog’ramme einez Plasmas ohne Diclofenae-

Natrium und eines Probanden-Plasmas nach oraler Gabe von 50 mg Voltaren®. zur Zeit des
maximaien Blutspiegels.
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- Bei einer Konzenfration von 1500.0 ng Diclofenac-Natrium pro ml Test-
plasma betrug die relative Standardabweichung 8.5%, bei 750.0 ng 4% und bei
200.0 ni; 5% (N = 8).

Die Wiederfindungsraten befrugen, unabhiingig von den Konzentraﬁonen der
Proben an Diclofenac-Natrium, 75%.

Zur Uberpriifung der Methode wurde Versuchspersonen eine einmalige
Dosis von 50 mg Diclofenac-Natrium oral verabreicht. Die Ergebnisse stimmen
weitgehend mit den durch gaschromatographische Analysen enthaltenen
Daten iiberein. In Fig. 2 ist die Absorptions—Ortskurve eines Chromatogramms
eines Probanden-Plasmas zur Zeit des maximalen Blutspiegels dargestellt und
als Vergleich dazu die Absorptions—Ortskurve des Leerwertes, der vor Ein-
nahme der Substanz abgenommen wurde. :
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