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es denkbar, dafl aufgrund lipophiler oder hydrophiler
Eigenschaften eine gewisse Blut-Liquor Schranke fiir
freie und konjugierte Steroide besteht, wobei Steroid-
sulfatide als lipophile Konjugate gegeniiber den hydro-
philen Steroid-glucuronosiden eine bevorzugte Stellung
einnehmen kénaten.

Was die Identitit der untersuchten Ci4-, C,p- und Cyi-
steroide angeht, so gestatten die angewandten chromato-
graphischen Trennverfahren eine einwandfreie Isolierung
der Einzelverbindungen mit Ausnahme von Pregnenolon

quoten Teilen des gemeinsamen Eluats mittels ge-
eigneter Farbreaktionen bestimmt — die im Verein mit
den mehr oder weniger ‘spezifischen Farbreaktionen
einen ‘ausreichenden qualitativen und quantitativen
Nachweis gewihrleisten sollten.

Hinsichtlich der physiologischen Bedeutung von freien
und konjugierten Steroiden im menschlichen Liquor er-
hebt sich schlieBlich die Frage, ob diesen im Regulations-
mechanismus fiir Steroide innerhalb des Hypophysen-
Nebennierenrinden(Gonaden)-Systems eine bestimmte

und Androsteron — letztere Steroide wurden in ali- Rolle zukommt.
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Zum Nachweis von 5-Cartbamyl-5H-dibenzo [b, f] azepin
im Liquor cerebrospinalis mittels Diinnschichtchromatographie

Von F. ScHEIFFARTH, F. Weist und L. ZicHA

Aus der Mediginischen Klinik der Universitit Erlangen-Niirnberg ( Direktor: Prof. Dr. med. N. Henning)

(Eingegangen am 14. August 1965)

Es wutrde ein empfindliches, diinnschichtchromatographisch&sNachweisverfahren fiir 5-Carbamyl-5 H-dibenzo [b, ]
azepin ausgearbeitet, mit dessen Hilfe es gelang, diese Substanz im Liquor und anderen Korperfliissigkeiten nach-
zuweisen. Zwei im Liquor auftretende Metaboliten des ,, Tegretal®* konnten auBerdem charakterisiert werden.

Auf Grund der vorliegenden Untersuchungsergebnisse zeigt sich eine erhebliche Affinitit des ,,Tegre

“ zum

Hirngewebe, was auch durch den Nachweis dieser Substanz i Leichengehirn unter Beweis gestellt werden konnte.

A sensitive, thin layer chromatographic method for the detection of 5-carbamyl-5H-dibenzo [b, f] azepin was
devised. It was used to demonstrate this substance in cerebrospinal fluid and other body fluids. Furthermore, two
metabolites of “Tegtretal”, which appear in the CSP, were characterised. The experimental results show that
“Tegretal” has a high affinity for brain tissue, which was confirmed by the demonstration of this substance in

post mortem brain.

Eine Reihe von giinstigen therapeutischen Effekten bei
der Behandlung der Epilepsie, der Trigeminusneuralgie
und des Diabetes insipidus im Ablauf einer RSntgenbe-
strahlung von Hypophysentumoren und schlieBlich
auch bei der Hirsutismustherapie (1), lie darauf schlie- -
Ben, daB 5-Carbamyl-5H-dibenzo [b,f] azepin') die
Blut-Liquorschranke zu passieren vermag. Erfahrungs-
gemif sind jedoch die Konzentrationen von Pharmaka
im Liquor oft noch niedriger als im Blut (2), so daB die
Entwicklung sehr empfindlicher Nachweismethoden fiir

1) TeGReTAL®; Herstellerfirma: J. R. Geigy A. G., Basel; Pharma-
Herstellung und Vertrieb fiir Deutschland: Fa. Dr. Katl Thomae
GmbH, Biberach an der Riss.

die Bearbeitung der vorgesehenen Fragestellungen not-
wendig wurde. Die Diinnschichtchromatographie bringt
cinerseits eine untere Bestimmungsgrenze von 0,1 bis
0,001 ug, andererseits hat sie sich auch fiir den quanti-
tativen Nachweis von zahlteichen physiologischen und
pharmakologischen Substanzen sowie zur Isolierung von
Metaboliten bewihtt (3—G6).

Methodik

Fir die dinnschichtchromatographische Auftrennung
kamen die Originalmethode nach StanL (3) sowie
quantitative und priparative Modifikationen zur An-
wendung. Als Sorptionsschicht wurde Kieselgel-G,
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Fa. Merck, Darmstadt mit einem Zusatz von Leucht-
pigment ZS Super, Riedel de Haen, Seelze verwendet.

Tegretal besitzt nach Besprithen mit 70-proz. Perchlos-
siure und anschlieBendem Erhitzen auf 120° fiir 20
Minuten eine derartig grofle spezifische Fluoreszenz, da3
selbst Mengen von 2X10-8 g im filtrierten UV-Licht
bei 360 mu noch nachweisbar sind. Diese Tatsache ge-
stattet es, biologische Fliissigkeiten, wie z. B. Liquor,
direkt ohne irgendwelche Anreicherungs- oder Ex-
traktionsverfahren mittels der Diinnschichtchromato-
graphie auf ihren Gehalt an Tegretal hin zu untersuchen.
Jedoch ist hierbei eine Konzentration von 2 X 10 -7 g/m/
Voraussetzung und stellt die untere Nachweisgrenze
von Tegretal in wenig Begleitstoffe enthaltenden bio-
logischen Flissigkeiten dar. Ist die Konzentration der
bei der chromatographischen Trennung stérenden Be-
gleitstoffe zu hoch, wie z. B. in der Galle, oder liegt jene
von Tegretal unter dem oben angegebenen Wert, so ist
eine Extraktion erforderlich. Von den mehr als 10 ge-
testeten Extraktionsmitteln erscheinen hierbei 1,2-Di-
chlorithan, andere niedrige chlorsubstituierte Kohlen-
wasserstoffe und Athylacetat gleichwertig. Fiir 1,2-Di-
chlorithan sprechen verfahrenstechnische Vorteile, z. B.
sein gegeniiber Wasser niedrigeres spezifisches Gewicht
und gegeniiber Athyalcetat niedrigerer Siedepunkt.
Die nach dreimaligem Ausschiitteln erhaltenen Extrakte
wurden bei 40° unter schwachem Unterdruck zur Trok-
kene eingeengt, in 1,2-Dichlorithan erneut aufgenom-
men und in der jeweils gewiinschten Menge auf ver-
schiedene Diinnschichtplatten aufgetragen und ent-
wickelt. — Von den iiber 70 getesteten Steigmitteln hat
sich schlieBlich Tetrachlorkohlenstoff : Methanol im
Verhiltnis 75:25 am gilinstigsten erwiesen.

Fiir die quantitative Auswertung wurden Bandchro-
matogramme angefertigt, wobei zunichst Reinsubstanz
und Zusatzstoffe am Rande der Diinnschichtplatten der
Lokalisation des Tegtetal und der Metaboliten dienten.
Die so lokalisierten Substanzen wurden. mit 70-proz.
Perchlorsiure aus dem abgekratzten Kieselgel eluiert,
auf 1200 fiir die Dauer von 20 Minuten erhitzt und an-
schlieBend mit dem Zgeissschen Fluoreszenzspektro-
photometer bestimmt. Das Anregungsmaximum lag bei
358 my, das Emissionsmaximum bei 498 my, die Spalt-
breite betrug fiir den Eingangsspalt 0,5, fiir den Emis-
sionsspalt 0,4 cm, die Verstirkung 2/1/7/4. Die Messung
erfolgte gegen einen Reagenzienleerwert. Es hat sich
jedoch gezeigt, daB es fiir die oben beschriebene Be-
stimmungsmethode und die hiermit gewonnene Eich-
kurve ohne EinfluB bleibt, ob zur besseren Lokalisation
von Tegretal und seinen Metaboliten bereits vor dem

Abkratzen und der Elution mit Perchlorsiure angefirbt -

wurde oder nicht. Die Eichkurve fiir beide Veifahren
ist in Abbildung 1 dargestellt. '

Ergebnisse

Mit Hilfe dieses Verfahrens wurden iiber 30 Liquores
nach oraler Applikation von Tegretal in Dosen von 600
bis 1200 mg/Tag auf ihren Gehalt an dieser Substanz
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Abb. 1
Eichkurve fiir 5-Carbamyl-5H-dibenzo([b, f]azepin

g

untersucht. Die Liquorpunktionen erfolgten jeweils
1—144 Stunden nach Verabreichung.

Nach oraler Applikation von 1200 mg Tegretal fand
man sowohl 5-Carbamyl-5H-dibenzo[b, f]azepin als auch
zwei Metaboliten im Liquor. Ry-Werte und Anfirb-
barkeit von Tegretal und seiner Metaboliten sind in
Tabelle 1 zusammengefaBt. Bei der quantitativen Be-
stimmung der Metaboliten wurden zunichst die Werte
auf 5-Carbamyl-5 H-dibenzo[b, f]azepin bezogen, da eine
Identifizierung dieser Substanzen bisher nicht gelang.

Tab. 1
Ryp-Werte des Tegretal und seiner Metabliten. Farbton im UV-Licht
bei 360 my und nach HCIO,-Firbung: griinlich

Substanz Rp-Wert
5-Carbamyl-5H-
dibenzo (b, f)azepin 0,60
Metabolit II 0,50
Metabolit I 0,37

Vergleicht man die Intensititen des Tegretal und seiner
Metaboliten im Einzelfalle, so findet sich eine unter-
schiedliche Menge der einzelnen Komponenten, wobei
sich zunichst keine Beziehungen zwischen der Diagnose
und dem Auftreten der beiden Metaboliten nachweisen
lassen. Der Verbleib des Tegretal und seiner Stoff-
wechselprodukte im Liquor nach Absetzen der Therapie
weist insofern auf eine Bindung im cerebrospinalen

. System hin, als 1. die Konzentration im Liquor zum Teil

iiber der des Blutes liegt, 2. noch 6 Tage nach Behand-
lungsende nachweisbare Mengen im Liquor festzustellen
sind und 3. im Hirngewebe des Sektionspriparates eines
Patienten mit Hilfe qualitativer diinnschichtchromato-
graphischer Methoden Tegretal gefunden werden kann.
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Diskussion

Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse haben ge-
zeigt, daB die Blut-Liquorschranke nicht nur fiir 5-Carb-
amyl-5H-dibenzo[b, f]azepin, sondern auch fiir die zwei
beschriebenen Metaboliten durchgingig sein mufB. Auf
Grund von Beobachtungen, wie sie sich .bei der quali-
tativen diinnschichtchromatographischen Untersuchung
anderer Korperfliissigkeiten, wie Serum, Harn und Galle
ergaben, muB3 angenommen werden, da die beiden
Metaboliten hier ebenfalls vorkommen. Hieriiber, sowie
iber die Pharmakodynamik des Tegtetal, d. h. iiber seine
Konzentration in Blut, Galle, Liquor und Harn in
Abhingigkeit von der Art und dem Zeitpunkt der
Applikation, wird ausfiihrlich an anderer Stelle berich-
tet (1).

Die relativ einfache Methodik und insbesondete ihre
groBe Empfindlichkeit erlauben auBerdem, die Ver-
teilung des Tegretal in Organen, z. B. auch im Hirn,
ohne Anwendung der Isotopentechnik zu bestimmen.
Inwieweit allerdings die zentralen Effekte des Te-
gretal allein auf die Substanz oder auf einen der ent-
standenen Metaboliten zuriickzufiihren sind, muB vor-
erst noch offen bleiben. Die gute Liquorgingigkeit,
sowie die Affinitit zum Hirngewebe und der giinstige
therapeutische Effekt, insbesondere bei Erkrankungen
mit Quellungsprozessen bzw. lokalen Odemreaktionen
im Gehirn, legen die Vermutung nahe, daB Tegretal
einen Permeabilititseffekt in diesem Bereich entfaltet.
Allerdings besitzt diese Annahme nur den Wert einer
Arbeitshypothese. Ihre Giltigkeit bleibt zu beweisen.
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Continuous ““in vivo” registration of bromsulfalein disappearance curves

By J. VErsieck, A. ELEwavuT and F. BARBIER

From the University of Ghent, Policlinic for Internal Medicine ( Director: Prof. Dr. L. Remouchamps)
Akademisch Ziekenhuis, Gent, Belgium

(Eingegangen am 30. Juli 1965)

The reliability of the automated continuous “in vivo” registration of BSP with AutoAnalyzer is tested. Impairment
of dialysis occurs when 0,80 m//min blood is aspirated as recommended by other authors. When a BSP solution
with constant concentration in blood, plasma ot serum is registered making use of this manifold, a progressive
decrease of extinction is obtained and therefore the calculated cohcentration becomes falsely low. It is not impossible

that the same phenomenon can be found with technics for other continuous registrations when relatively great

amounts of blood are aspirated. The performed experiments prove the necessity of using a tube with small delivery
(e. g. 0,32 or 0,16 m//min) for aspiration of sample.

Die Zuverlissigkeit des Verfahtens der automatischen Dauerregistrierung von BSP ,,in vivo* mit dem Auto-
analyzer wird getestet. Eine Verschlechterung der Dialyse entsteht, wenn 0,8 m//Min. Blut aspiriert wird, wie
andere Autoren es empfehlen. Wenn eine BSP-Lésung mit konstanter Konzentration in Blut, Plasma oder Serum
registriert witd mit diesem FlieB-Schema, wird eine progressive Abnahme der Extinktion erhalten, und deshalb
wird die Konzentration filschlich zu niedrig bewertet. Es ist nicht unméglich, daB das gleiche Phinomen auch bei
Techniken fiit andete fortlaufende Registrierungen gefunden werden kann, wenn verhiltnismiBig groBe Blut-
mengen aspiriert werden. Die ausgefiihrten Versuche beweisen die Notwendigkeit, Leitungen zu verwenden,

die kleine Mengen (z. B. 0,32 oder 0,16 m//Min.) fiir die Aspiration der Einzelprobe liefern.

" The automated continuous “in vivo” registration of
bromsulfalein (“BSP”) seems a promising method for
investigation of hepatic function in health and disease.
The object of the present study was to analyse some
factors which can interfere with the reliability of the
method. '

Methods and results

We made use of the AutoAnalyzer manufactured by
Technicon Instruments Corporation. The flow diagram
is represented in figure 1. A flow cuvette of 15 mm light

path being available, a range expander and a double set
of dialysis plates (1) seemed unnecessary when 0,80 m//

_min. sample is aspirated. The former was only used

when the sample flow was reduced to 0,32 or 0,16 m//
min. :

Two different manifolds (one being the unchanged
manifold according to GALLr et al. [1]) — having in
common an identical sample-tube with delivery 0,80 m//
min. but differing by the flow of alkaline reagent!) and

1) _Alkaline reagent : sodium hydroxide 2,0 g; sodium chloride 7,0 g;
sodium p-toluenesulfonate 6,4 g; twice-distilled water 1000 m/.
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