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Note 

Eluorimetrische Bestimmung von Xipamid in biotogischem Ma- tit einem 
neuen FTuoreszenzmagenz 

MARECUS SOBS* und ERNST MIUTSCHLER* 

Pharmakoio&sch~~ hstit~t *fEr Natur&ssenurhaftZer der Johum-Wolfgang-Goethe-Univeversi- 
ta”f TheodrjrStern-Kai 7, 6000 i;hnkfurt/Main (B.R.D.) 

(Eingegqngen am 1. Februar 1980) 

Fk die Bestimmung von X&amid (4-Chlor-5-sulfamoyl-2,6-sahcyloxylidid), 
einem _Saluretikum mit thiazidartiger Wirkung aus der SuHonamidreihe, in 
biologischem Material setzten Hempehnann und Dieker [1] bei pharmakokine- 
tischen Untersuchungen 3sSmarkiertes Xipamid em. Da nur die AktiviCit des 
“*Schwefeh gemessen wird, ist eine sorgf%ige und aufwendige Abtrennung der 
Metabohten notwendig. 

Andem Verfahren fur die Xipamid-Restimmung sind in der Literatur bisher 
nicht beschrieben. Da die oben genannte Methode beziiglich ihrer Anwendbar- 
keit nicht voll befriedigt und die Verwendung von radioaktivem Material nur in 
der Einfiihrungsphase eines Arzneistoffs mSglich ist, versuchten wir eine neue 
Restimmungsmethode fiir Xipamid zu entwickeln. Dazu wurde ein neues, von 
uns synthetisiertes F’luoreszenxreagenz [4-(7-Methoxy-2-oxo-2Hopyra.n 
d-yhnethoxy)-benzoylctiorid] verwendet, iiber dessen Synthese und Eigen- 
schaften an anderer Stelle [2] berichtet wird_ Dieses bildet mit Xipamid em 
BenzoeGure-benzolsulfonylamid, dessen Struktur durch NkZR-Untersuchung 
gesichert wurde. Die Reaktion in Aceton-Kahumcarbonat fGbrt zu emem 
fiuoreszierenden Prod&t, welches nach d” unnschichtchromatographischer 
Abtrennung quantitativ direkt auf der Platte gemessen wird. Das Verfahren 
i&t sich sowohl bei Plasma als such Urin anwenden, 

Die Vorteile der Methode liegen in einem geringen Verbrauch an Analysen- 
material (0.1-l ml), emer niedrigen Nachweisgrenze (< 16 ng/ml), der chro- 
matigraphischen Abtrennung stiirender Be&ux&ile sowie in der einfachen 
HandhaIXmg. 

‘Te3ergebnis.e der Dissertation M_ Sobei, in Vorbereitung. 
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BBP-Cl Xinsmid Xi-BBP 

Chromatugiamm-SpektraEotometer KM 3 (Carl Zeiss, Oberkochen, B-R-D_), 
mit Perkin-Elmer-Recorder 56 und Perkin-Elmer-Integrator M3-B; Linomat III 
Camag; NMR-Perkin-Elmer R 32 90 MHz; IR Acclrlab 2, Beckmann, KBr; 
Schmelzpunk&Bestimmungsapparat B&hi. 

Ckemikdien 
Xipamid stellte fteundlicherweise die Fa. Beiersdorf, Hamburg, B.R.D., zur 

VerfQung. Das Reagent [4-(7-Methoxy-2-oxo-2H-benzopyran-4-yl.methoxy)- 
benzoylchlorid; BBP-Cl] wurde wie in Lit. B.beschrieben synthetisiert. Die rest- 
lichen Chemikalien einschliesslich der D” unnschicht-Fertigplatten (Kieselgel60, 
20 X 20 cm, ohne Fluoreszenzindikator) wurden von E. Merck, Darmstadt, 
B.R.D., bezogen, Als Lijsungsmittel fii die Reagenzlijsung warden -Toluol 
Uvasol= und Aceton UvasolR verwendet. Die anderen Chemikalien hatten den 
Reinheitsgrad p-a. 

200 mg Xipamid (M-G. 354.83), 100 mg BBP-el (M-G_ 344.8) und 500 mg 
NaHC03 werden in 100 ml trockenem Aceton bei Raumtemperatur bis zur 
vijlligen Umsetzung des S&rechlorids geriihrt 13 J. Wenn die Reaktion beendet 
ist, wird zum Sieden erhitzt, abgesaugt, tit heissem Aceton nachgewaschen 
und his zur ersten Triibung eingeengt. Die entstehenden weissen KristaI.Ie 
werden mehrmals aus Aceton, Toluol und Methanol-Wasser (7:3) umkristalli- 
tied_ 

F!lksmiW: Toluoi--EssigsZureethylester (Id, v/v) RF = 0.45. F.P. = 226°C. 
C&Iz,N20&2S: Ber_: C 59-7, H 4-1, N 4.2; Gef.: C 59.85, H 4.36, N 4.4%. 
LH-NMR: DMSO-dS, 6 ppm, TSP; 2.18 (s, 6H, (-CH&); 3.90 (s, 3H, -O- 

CH3); 5.42 (m, 2H, XXI,-); .6.40 (s, XI, -CO-NH-); 6.46 (m, IH, =CH-); 6.76 
(m, IH, Xipa.-C-3); 6.90-7.32 (m, 7H, -C&l&-, -C,H,); 7.75-8.03 (m, 3H, 
Benzopyran 5-,6-,8-H); 8.48 (s, IH, Xipa.C-6); 13.25 (s, IH, -OH). 

IR (cm-‘): 3290 (-OH); 1725 (-CO-O-C); 1650 (-CO-NH-); 1165 (SO,-N)_ 

Reagenzlijsung 
SWGsung: 5 mg BBP-c1 werden in 50 nil Tolud gel&t. Die Liisung ist 

im Ktihlschrank tier Wochen h&bar_ Diese Lijsung~ wird zqr qnwendung I:5 
mit Aceton verdiinnt. Lie& der Gehalt der Probe u&x -100 ng, wird diese 
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Liisung nochmals 1:5 mit Aceton verdunnt. Die verdibmte L&ung ist jeweils 
frisch zu bereiten. Die Konzentration betrZgt 20 bzw. 4 pg S%xechIorid (gleich 
58 bzw. 11.6 nmol) pro ml. 

PIwbenaufarbeiting fEr Plasma und CA-in 
h e-hem verschiieesbaren Sentrifugengias werden 1 (0.1) mf P&ma oder 

Urin mit 1 ml Pufferl&mg pH 5 (Citrat-Natromauge-Puffer, Merck) und 4 ml 
Essigester 141 vemetzt, 1 h maschineR geschiitteh und scharf zentrifugiert. Mit 
einer Pipette werden von der Organischen’Phase 1.0-3.0 ml abgenommen und 
in einem zweiten verschliessbarem G1as unter Stickstoffbegasmg zuz Trochxe 
emgedampft. 

Der Riictid wird in 1-O ml ReagenzIijsu& ge&t, mit einer Spatipitze 
wasserfreiem Na2C03 versetzt und 3 h unter Vermeidung von direktem Licht- 
einfall bei Raumtemperatur gesch5tteR Liegt der GehaIt der Probe iIber 1000 
ng, so ist entsprechend zu verdiinnen. 

Wiederj%ndungsgem fe 
Urn Fehler bei unterschiedlicher Raumtemperatur durch die Fltichtigkeit des 

Essigesters auszugleichen, wird bei jeder probenserie die Wiederfinchmgsrate 
bestimmt_ Zu 1 ml gepooltem LeerpIasma (Leerurin) wird 1 pg Xipamid (0.1 
ml einer L&iung 1 mg auf 100 ml Wasser) zugesetzt. Die Restimmung erfo1g-t 
wie oben beschrieben. 

Mit dem Linomaten III werden 30 JLI der Probe strichfZjrm@ (10 mm) auf 
eine DC-Platte aufgetragen. Pro PlaGe werden acht Proben und, als Standard, 
clreimal 30 ng Xi-BBP (= 16.05 ng Xipamid), in Aceton gel&t, aufgetragen, Die 
Chromatographie erfolgt mit dem Fliessmittel Toluol-Essigester (l:l, v/v) 
unkr KammersZtiigung bei eiuer Laufstrecke von 12 cm. Die entwickelten 
Chromatcgmmme wenien tit Warn&& getrocknet. Der RF-We& betGgtO.45. 

Fiuoreszierende Begieitstoffe, iiberschiissiges Reagenz und die tellweise en& 
standene Carbon&We sind voilkomxnen abgetrennt. 

Die Fluoreszenzmessung erfoIgt in der Anordmmg: Lampe-Monochroma- 
tar-Probe-SekundZrTilterEmpringer_ 

Exzitation: Linie 313 mu der HgMitteIdrucklampe ST 41; Spa&r&se 1.5 
x 8mm. 

- - don: Monochromatfiher M 405 als FaJschhch%Fiher; Verstiirkung 16- 
LOO, Hochspanmmg am FotoelektronenvetieBcher 1, 

Rei hoher VersBrkung muss das Ausgsngssignal fi_ir den hdegrator I:2 oder 
I:4 abgeschwiicht we&en_ Die Messung erfolgt in Fhessrichtung des Chroma- 
togramms bei her Tischgeschwindigkeit von 50 mm/m&r, die A&n&me der 
FluomszenzintensitZ~rtskurve mit einem Papiervorschub von 120 mm/min_ 
Die Bestimmung der slopesensitivity des Integrators wird auf einem Leerfleck 
im unteren Teil desChromatogmmms 30 set lang durchgem. Fig. 1 z&t die 
FluoreszenzintensilZ~rMzurven der Chroma &ogramme eines Plasmas (A) 
mit 100 ng Xipamid pro mI und eines Plasmas (B) ohne X&mid. 
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Fig. 1. Fluoreszenzintensit kurven der Chromatogramme eines Pksmas (A) mit LOO 
ng X&amid pro ml und eines Plasmas (B) ohne Xipamid. 

Auswertmg 
Die Auswe&ung erfolgt iiber die F&hen der Fluoreszenznz-Ortskurven. 

Zwischen den F&hen unter den Kurven und den aufgetragenen Substanz- 
mengen Xipamidumse tzungsprodukt besteht Line&t%, van 1 bis 500 ng pro 
Fleck. Die sich ergebende Gerade geht durch den Nullpunkt des Koordinaten- 
systems. Urn zu zeigen, dass diese Aussage such fiir Plasma bzw. Urin richtig 
is& wurden je dreimal PO0 ng, 500 ng und 1000 ng Xipamid pro ml Plasma 
bzw. Urin bestimmt. Die neun Proben wurden auf einer DC-Platte bestimmt. 
Der Mittelwert aus drei Bestimmungen ergab eine durch den Ursprung des 
Koordinatensystems gehende Gerade. Daraus ergibt sich, dass die Eichgerade 
zur Bestimmung des Geh&es und der Wiede_rfindungsrate aus den Nullpunkt 
und einem einzigen Kurvenpunkt erstellt werden kann_ Dieser v&cd zur Er- 
hijhung der Genauigkeit aus drei Messwerten gemittelt. 

EXGEBNiiE UND DISKUSSION 

Der S%ruk&urbeweis fiir eine Bildung des Benzo&ure-benzolsulfonylamids 
wurde durch NMR-Untersuchung erbracht: Nach Zusatz von 2H+0 liessen sich 
die Signale zweier austauschbarer e_otonen (6.40; 13.25) nachweisen. Das 
dritte bewegliche Proton war infolge Uberlagerung durch andere Si&nale nicht 
identifizierbar. Die FJ&henintegrale verhalten sich wie 1% Bei freier Sulfon- 
amidgnrppe m%ste aber ein Verh%nis von 2:1 auftreten. Der Vergleich der 
Spektren von Xipamid und Xipamidmethylether zeigte, dass das Signal bei 
13.25 ppm dem Proton der freien phenol&hen Hydroxylgruppe von Xi-BBP 
zuzuordnen war. Ein weiterer Hinweis fiir die Substitution an der Sulfonamid- 
appe und damit %_r das Vorliegen der unsubstituierten phenolischen OH- 
Gruppe war die Lage des Signals fiir das Proton an C-3 des Xipamidfragmentes. 
Dieses Proton erscheint bei &nlicher Lage (d = 6.76 ppmj -wie beim Xipamid 
selbst (d = 6.54 ppm). Eine Substitution der freien phenol&hen Hydroxyl- 
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Fig. 2. Exzitations- (a) und J3mksiomspektrum (o-) des Umsetiun~rodnMes Xi-BEP. 

gruppe des Xipamids zum entsprechenden Methylether verschiebt das Signal 
des Protons an C-3 zu wesentlich tieferem Feld (d = 7.50 ppm). 

Zur Bestimmung der P&&ion des Verfahrens wurden wmhiedene Konzen- 
trationen Xipamid gepooltem Leerplasma zugesetzt. Bei einer Konzentration 
vdn 1000 ng Xipamid pro ml Testplasma war die relative Standardabweichung 
O-7%;, bei 100 @ml 2_1% und bei 20 ng/ml6_5% (jeweils n = 8). Die Wieder- 
findungsrate liegt bei 100%. Geringe Schwankungen ergeben s&h durch die 
Fliichtigkeit des Essigesters. Deshalb sol&e bei jeder Bestimmungsserie die 
Wiederfindungsmte mitbestimmt werden, Der G-ehalt der Proben wird dann 
darauf bezogen, 

Die Nachweisgrenze in dem be&hriebenen Verfahren lie& bei < 10 n&ml 
Plasma, wenn die Bestimmung mit maxhnal 1 ml Plasma ausgefiihrt wird. Urn 
tiefer liegende We&e zu erfassen, ist Xipamid aus entsprechend mehr Plasma 
zu extrahieren_ 

Fig. 2. zeigt das Exzitations- und Emissionsspektrum des Umsetztmgspro- 
duktes (Xi-BBP). Die Maxima liegen bei 342 nm und 394 mu_ Die Amegtmg 
mit der 313-nm-Linie liegt in einem relativ ungiinstigen Bereich. Durch Einsatz 
eines Falschlichtfilters mit einer sehr steilen Fianke ki5nnt.e au& mit der 365 
nm-Linie der ST 41 Lampe angeregt und dadurch eine hShere Fluoreszenzaus- 
beute emicht werden. 

Eine Uberpriifung der Bestimmungsmetbode wurde durcb Analyse won Plas- 
ma und Urin zweier gesunder Probanden durchgem. 

Nach einer Venenbh&tntn.ahme (Leerwert) erhi&en die Probanden 80 mg 
Xipamid (2 Tabletten Aquaphop ) oral_ In den darauffolgenden 48 Stunden 
wurden 10 Blutproben entnommen. Das heparinisierte Blut vmrde unter Zusatz 
von “Trennmittel Merck” zentrifugiert, das Plasma abgenommen, bei -18°C 
eingefroren und unmittelbar vor der Bestimmung aufgetaut. Daneben wurde 
iiber 48 Stunden Urin gesammelt. 

Fig. 3 zeigt__die PlasmaspiegelverEiufe der beiden Probanden. Der maxkale _. 
Plasmaspiegel war in 3-0 min erreicht. Fig. 4 gibt die kumulative Urinaus- 
seheidun&urve der Probanden wieder. Nach 48 Stunden (Ende der Beobach- 
tungsdauer) sind 39% bzw. 49_8% der Dais ak unver&dertes Xipamid ausge- 
schieden- Das @ekhzeSig als Hauptiet&ml.it [I] ausges&iedene.Gh&uronid 
wird bei dieser Bestimmung nicht erfasst, 



Fig_ 3. Pkmaspiegelkurven nach or&r Gabe von 80 mg Xipamid; Zeit in Studen in linearer 
I&t.r&eUung und Koazentration in @g/ml in logarithmixher Darstellung. 

&Z- 4. &mdkrte rende Auscheidung van Xipamid nacb oraler Gabe von 80 mg; &it in 
Stuaden. 

Die Ergebnisse zeigen, dass die Metbode gee&net ist, die Plasma- und Uris 
konzentxation auf einfache Weise zu bestimmen. Die Nachweisgreme van 10 
@ml Esst such bei geringer Dosienmg eine &here Bestimmung zu. 

DANK 

H. Knauf, Freiburg, B.R.D., dmken wir fGr die ~erkmung der Proben. 
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