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Verfahren zur Bestimmung von Neuroleptika.

@ Neuroleptika werden bestimmt indem man ein Do-

paminrezeptormaterial, einen radioaktiven Dopamin-
rezeptorbinder und eine Probe menschlicher Kérperfliis-
sigkeit bebriitet. Anschliessend misst man die prozentuale
Hemmung der Bindung der radioaktiven Verbindung an
das Dopaminrezeptormaterial. Unter Verwendung der
gemessenen prozentualen Hemmung bestimmt man die
Konzentration an Neuroleptika in der Korperfliissigkeit.
Die Zubereitung zur Durchfithrung dieses Verfahrens
enthdlt einen radioaktiven Dopaminrezeptorbinder, ein
Neuroleptikum, ein Dopaminrezeptormaterial und
menschliche Kdrperfliissigkeit.

Durch das neue Verfahren kdnnen Neuroleptika in
menschlichen Korperfliissigkeiten wie Blutserum und
Blutplasma auf einfache Weise bestimmt werden, wodurch
die Wahl der individuellen optimalen Dosierung der Neu-
roleptika fiir den einzelnen Patienten erleichtert wird.
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PATENTANSPRUCHE durch gekennzeichnet, dass das Volumen der menschlichen
1. Verfahren zur Bestimmung von Neuroleptika, dadurch Korperfliissigkeit 10% oder weniger des Gesamtvolumens al-
gekennzeichnet, dass man ler Bestandteile ausmacht.
a) Zusammen ein Dopaminrezeptormaterial, einen radio- 14. Mittel zur Durchfiihrung des Verfahrens gemdiss An-
aktiven Dopaminrezeptorbinder und eine Probe menschlicher s spruch 1, enthaltend
Korperfliissigkeit bebriitet; i) einen radioaktiven Dopaminrezeptorbinder;
b) die prozentuale Hemmung der Bindung der radioakti- ii) ein Neuroleptikum;
ven Verbindung an das Dopaminrezeptormaterial misst und iii) ein Dopaminrezeptormaterial und
c) die Konzentration an Neuroleptika in der Korperfliis- iv) menschliche Korperfliissigkeit.
sigkeit, unter Verwendung der gemessenen prozentualen w0 15.Mittel nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet,
Hemmung, bestimmt. dass es als Dopaminrezeptormaterial ein solches aus Sduge-
2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, tierhirngewebe enthélt.
dass man Dopaminrezeptormaterial aus Saugetierhirngewebe 16. Mittel nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet,
verwendet. dass es als Dopaminrezeptormaterial ein solches aus Nucleus
3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 15 audatus-Gewebe vom Kalb enthilt.
dass man Dopaminrezeptormaterial aus Nucleus caudatus 17. Mittel nach einem der Anspriiche 14 bis 16, dadurch
vom Kalb verwendet. gekennzeichnet, dass der radioaktive Dopaminrezeptorbinder
4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch Tritium als Radionuklid enthalt.
gekennzeichnet, dass man einen radioaktiven Dopaminrezep- 18. Mittel nach einem der Anspriiche 14 bis 16, dadurch
torbinder, welcher als Radionuklid Tritium enthalt, ver- 20 gekennzeichnet, dass der radioaktive Dopaminrezeptorbinder
wendet. : 1257 oder 137 als Radionuklid enthélt.
5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch 19. Mittel nach einem der Anspriiche 14 bis 18, dadurch

gekennzeichnet, dass man einen radioaktiven Dopaminrezep- ~ gekennzeichnet, dass es als radioaktiven Dopaminrezeptor-
torbinder verwendet, der als Radionuklid ein Radioisotop binder4- [4-(p-Chlorphenyl)—4-hydroxypiperidino]— 4'fluorbu-

von Jod enthilt. 25 tyrophenon, 1-{1- [3-(p-Fluorbenzoyl)propyl]- 4-piperidyl}-2-
6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, benzimidazolinon, 1{1- [4,4-Bis(p-fluorphenyl)-butyl]- 4-pi-
dass das Radioisotop 12°J oder 1*1Jist. peridyl}-2-benzimidazolinon, 2-Chlor- 10-(3-dimethylamino-
7. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet propyl)phenothiazin, 4-3-2- [Trifluormethyl)thioxanthen-9-
dass das Radioisotop 2 ist. o yliden]- propyl}-1piperazinathanol, 8- [3-(4-F luorbenzoyl)-
8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch 30 propyll- 1-phenyl-1,3 ,8-triazaspirolf4,5]decan-4-on, 8-
gekennzeichnet, dass man als radioaktiven Dopaminrezep- Chlor-11-(4-methyl-piperazinyl)-5H-dibenzo- [b,e}- 1 A-di-

torbinder 4 -[ 4(p-Chlorphenyl)-4-hydroxypiperidino}- -4'-flu- azepin, 10- [2-(1-Methyl-2-piperidyl)athyl]- 2-methylthio)-

orbutyrophenon, 1-{1 | 3-(p-F. luorbenzoyl)propyl]- -4-piperi-  phenothiazin, 10- [3-(4-Methylpiperazin-1-yl)propyl}- 2- -
dyl}-2-benzimidazolinon, 11 -[4,4-Bis(p-fluorphenyl)-butyl}- trifluormethylphenothiazin, 8- [4,4Bis-(p-fluorphenyl)-butyl]-
4-piperidyl}-2-benzimidazolinon, 2-Chlor-10-(3-dimethyl- 35 1-phenyl-1 ,3,8-triazaspiro[4,5]- decan-4-on, 4- [3-(2-Chlorthi-

aminopropyl)-phenothiazin, 4-{3 -[ 2~(Trifluormethyl)-thi- oxanthen-9-yliden)propyl]- 1-piperazinithanol, 2-Chlor-11-
oxanthen-9-yliden]- propyl} -1- piperazindthanol, 8 -[3-(4- (4-methyl-1-piperazinyl)-dibenz[b,f]- 1,4-oxazepin, 4- [3-(2-
Fluorbenzoyl )-propyl}- 1-phenyi-1,3,8-triazaspiro[4,5]- de- Chlorphenothiazin-10-yl)propyl]- 1-piperazindthanol, 4-(2-
can-4-on, 8-Chlor-11-(4-methyl-piperazinyl)-5H-dibenzo - Aminodthyl)pyrocatechol oder 3,4-Dihydroxyaporphin, wel-

[ b,e]- 1,4-diazepin, 10 -[ 2-(1 -Methyl-2-piperidyl)-athyl}- 40 che mit einem Radionuklid markiert sind, enthlt.
2-(methylthio)-phenothiazin, 10 -{ 3-(4-Methylpiperazin -1-

yl)propyl]- 2-trifluormethyl-phenothiazin, 8 -[ 4,4-Bis-(p-flu- 20. Mittel nach einem der Anspriiche 14 bis 16, dadurch
orphenyl)-butylj- 1-phenyl-1,3,8-triazaspiro[4,5]- decan-4-on, gekennzeichnet, dass es als radioaktiven Dopaminrezeptor-
4] 3-(2-Chlorthioxanthen-9-y1iden)propyl]— 1-piperazindth-  binder 3H-1{1- [3-(p-F luorbenzoyl)-propyl]- 4-piperidyl}-2-

anol, 2-Chlor-11-(4-methyl -1- piperazinyl)-dibenz[b,f}- 45 benzimidazolinon, 3H-4- [4-p-Chlorphenyl)-4-hydroxypiper-
1,4-oxazepin, 4 - 3-(2-Chlorphenothiazin-10-yl)propyl}- idino]- 4'fluorbutyrophenon oder *H-8- [3-(4-Fluorbenzoyl)-
1-piperazindthanol, 4-(2-Aminoithyl) pyrocatechol oder propyl]- 1-phenyl-1 3 8-triazaspiro[4,5]decan-4-on-enthalt.
3,4-Dihydroxyaporphin, welche mit einem Radionuklid mar- 21. Mittel nach einem der Anspriiche 14 bis 20, dadurch
kiert sind, verwendet. | gekennzeichnet, dass es als menschliche K drperfliissigkeit
9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch  so Blutserum oder Blutplasma enthilt.

gekennzeichnet, dass man als radioaktives Dopaminrezeptor- 27, Mittel nach einem der Anspriiche 14 bis 21, dadurch
binder 3H -1- {1 -| p-Fluorbenzoyl)propyl}- 4-piperidyl}-2- gekennzeichnet, dass es als Neuroleptikum 4- [4-(p-Chlor-

benzimidazolinon, 3H-4 -[ 4~(p-Chlorphenyl)--4-hydroxypi- phenyl)-4-hydroxypiperidino]- 4 "-fluorbutyrophenon, 1-{1-
peridino]- 4'-fluorbutyrophenon oder *H-8 -[ 3-(4-Fluorben- [4,4-Bis-(p-fluorphenyl)-butyl]- 4-piperidyl}-2-benzimidazol-
zoyl)propyl]- 1-phenyl-1 ,3,8-triazaspiro[4,5]- decan-4-on ver- 55 inon, 2-Chlor-10-(3-dimethylaminopropyl)-phenothiazin,
wendet. 4-3- [2-(Triﬂuormethyl)-phenotiazin-10-y1]propy1}-l -piper-

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch azinithanol, 4-{3- [2-(Triﬂuormethyl)thoxanthen-9-yliden]-
gekennzeichnet, dass man als menschliche Korperfliissigkeit propyl}-1-piperazinithanol, 8- [3-(4-Fluorbenzoyl)-propyl]-
Blutserum, Blutplasma, Urin oder Cerebrospinal-Fliissigkeit ~ 1-phenyl-1 3,8-triazaspiro[4,5]decan-4-on, 8-Chlor-11-(4-
verwendet. 60 methyl-piperazinyl)-SH-dibenzo- [b,e]- 1,4-diazepin, 10-

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch [2-(1-Methyl-2-piperidyl)athyl]- 2-(methylthio)phenothiazin
gekennzeichnet, dass man als menschliche Krperfliissigkeit ~ 10- [3-(4-Methylpiperazin-1-yl)propyll- 2-trifluormethyl-

Blutserum oder Blutplasma verwendet. phenothiazin, 8- [4,4-Bis-(p-fluorphenyl)-butyl]- 1-phen-

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, da- yl-1,3, 8-triazaspiro[4,5]decan-4-on, 4- [3-(2-Chlorthioxan-
durch gekennzeichnet, dass im Schritt a) das Volumen der 65 then-9-yliden) propyl]- 1-piperazindthanol oder 2-Chlor-11-
menschlichen Korperfliissigeit nicht mehr als 15% des Ge- (4-methyl-1-piperazinyl)dibenz[b,f]- 1,4-oxazepin enthilt.
samtvolumens aller Bestandteile ausmacht. 23. Mittel zur Durchfithrung des Verfahrens geméss An-

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, da- spruch 1, bestehend aus :
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a) einem ersten verschlossenen Gefdss mit dem Dopamin-  sigkeit, unter Verwendung der gemessenen prozentualen

rezeptormaterial, Hemmung, bestimmt.

b) einem zweiten verschlossenen Gefiss mit einem radio- Neuroleptika, welche einen grossen Bereich an psychotro-
aktiven Dopaminrezeptorbinder, gegebenenfalls pen Mitteln darstellen, werden manchmal auch als Major

¢) einem dritten verschlossenen Geféss mit einer Stan- 5 Tranquilizer bezeichnet. Die iiblichsten Unterklassen der
dardlsung eines Neurolepticums und gegebenenfalls Neuroleptika sind a) die Phenothiazine und b) die Butyrophe-

d) einem vierten verschlossenen Gefiss mit einer Puffer- none. Diese Mittel werden auf der ganzen Welt in grossem
16sung. Masse zur Behandlung von Schizophrenie, gegen bestimmte

24. Mittel nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, Formen der Depression und als Antiemetika verschrieben.
dass der Inhalt beider Gefiisse a) und b) Iyophilisiert ist. 10 Die erforderliche Dosierung dieser Mittel kann fiir verschie-

25. Mittel nach Anspruch 23 oder 24, dadurch gekenn- dene Patienten stark variieren, was zum Teil auf die beacht-
zeichnet, dass das Dopaminrezeptormaterial aus Siugetier- lichen Unterschiede in der Aufnahme dieser Mittel bei ver-
hirngewebe stammt. schiedenen Individuen zuriickzufiihren ist.

26. Mittel nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, Es wurde seit langem angenommen, dass ein einfaches
dass das Dopaminrezeptormaterial aus Nucleus caudatus Ge- 15 und empfindliches Verfahren zur Bestimmung von Neurolep-
webe vom Kalb stammt. , tika im Blut oder anderen K érpergeweben die Wahl einer op-

27. Mittel nach einem der Anspriiche 23 bis 26, dadurch timalen Dosierung eines bestimmten Mittels, fiir individuelle
gekennzeichnet, dass der radioaktive Dopaminrezeptorbinder ~ Patienten, stark erleichtern wiirde. Dabei ist wichtig, sicher-
Tritium als Radionuklid enthélt. zustellen, dass a) die Patienten einen fiir die therapeutische

28. Mittel nach einem der Anspriiche 23 bis 26, dadurch 20 Wirksamkeit geniigend hohen Gehalt des Mittels im Blut und
gekennzeichnet, dass der radioaktive Dopaminrezeptorbinder  im Gehirn aufweisen und b) der Patient keine héhere Dosis

1357 oder '] als Radionuklid enthilt. des Mittels erhlt, als zur Behandlung der Syptome notwen-
29. Mittel nach einem der Anspriiche 23 bis 28, dadurch dig ist.
gekennzeichnet, dass es als radioaktiven Dopaminrezeptor- Langzeitbehandlungen mit hohen Dosierungen dieser

binder4 -[4-(p-Chlorphenyl)-4-hydroxypiperidino]- 4'-fluor- 25 Mittel werden manchmal von abnormalen motorischen Be-
butyrophenon, 1-{-[3-(p-F luorbenzoyl)propyl]-4-piperidyl-  wegungen, welche als tardive Dyskenesie bezeichnet werden,
2-benzimidazolinon, 1-{1 -[4,4-Bis(p-fluorphenyl)-butyl]- 4- begleitet. Diese entstellende und oft bleibende Nebenwirkung
piperidyl}-2-benzimidazolinon, 2-Chlor-10-(3-dimethylami- wird beispielsweise in The Pharmacological Basis of Thera-

nopropyl)-phenothiazin, 4-{3 -[2-(Trifluormethyl)-thioxan- peutics von Goodman, L.S. and Gilman, A. eds., Macmillian
then-9-yliden]- propyl} -1- piperazinithanol, 8 [3-(4-Fluor- 30 Publishing Co., Inc., New York, 5. Auflage (1975), Seite 169
benzoyl)-propyl] -1- phenyl-1,3,8-triazaspiro[4,5]- decan- beschrieben.

4-on, 8-Chlor-11-(4-methyl-piperazinyl)-SH-dibenzo -[b,e]- Ein Bestimmungsverfahren fiir Neuroleptika in Krper-

1,4-diazepin, 10 -[2-(Methyl-2-piperidyl)-dthyl}- 2-(methyl-  fliissigkeiten sollte im Idealfall fiir alle Neuroleptika anwend-
thio)-phenothiazin 10 -[3-(4-Methylpiperazin -1- yl)propyl]- bar sein. Da Metabolite verwandter Mittel oft auch therapeu-
2-trifluormethyl-phenothiazin, 8 -[4,4-Bis-(p-fluorphenyl)- 35 tische Wirksamkeit zeigen, sollte ein ideales Verfahren die
butyl] -1- phenyl-1,3,8-triazaspiro[4,5]- decan-4-on, 4 -[3- pharmakologisch wirksamen Metabolite, jedoch nicht jene,
(2-Chlorthioxanthen-9-yliden)propyl] -1- piperazinsthanol, die pharmakologisch unwirksam sind, zusétzlich zum ur-
2-Chlor-11-(4-methyl -1- piperazinyl)dibenz{b, f]- 1,4-oxaze- spriinglichen Mittel bestimmen kdnnen.

pin, 4 -[3-(2-Chlorphenothiazin-10-yl)propyl] - 1- piperazin- Die gegenwirtig bekannten Techniken, wie Gas-Fliissig-
dthanol, 4-(2-Aminoéthyl)pyrocatechol oder 3,4-Dihydr- 40 chromatographie, kénnen in klinischen Laboratorien nicht
oxyaporpin, welche mit einem Radionuklid markiert sind, routinemdssig angwendet werden, da sie ziemlich kostspielig
enthdlt. und sehr zeitraubend sind. Ausserdem kénnen diese Techni-
30. Mittel nach einem der Anspriiche 23 bis 26, dadurch ken nur fiir einzelne Mittel, jedoch nicht fiir die ganze Klasse
gekennzeichnet, dass es als radioaktiven Dopaminrezeptor- der Neuroleptika angewendet werden. Weiterhin kénnen mit

binder *H -1- {1 -[3-(p-Fluorbenzoyl)-propyl]- 4-piperidyl}-2- 45 solchen bekannten Verfahren aktive Metabolite nicht spezi-
benzimidazolinon, *H-4 -[4-(p-Chlorphenyl)-4-hydroxypiper-  fisch nachgewiesen werden.
idino]- 4’-fluorbutyrophenon oder 3H-8 -[3-(4-Fluorbenzoyl)- Seit 1962 hat eine Anzahl von indirekten Hinweisen die
propyl] -1- phenyl-1,3,8-triazaspiro[4,5]decan-4-on enthalt. Vermutung nahegelegt, dass die therapeutische Wirksamkeit
von Neuroleptika bei schizophrenen Patienten u.a. auf die
50 Blockierung der Rezeptorstellen fiir Dopamin im Hirn be-
ruht. In keiner dieser Untersuchungen konnten die Forscher

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Be- den Dopaminrezeptor direkt messen.
stimmung von Neuroleptika, sowie Mittel zar Durchfiihrung Unléngst gelang einer Gruppe von Forschern unter Ver-
des Verfahrens. wendung von 3I-I-4-[4-(p-Chlorphenyl)-4-hydroxypiperidino]-

Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung die Be- 55 4-fluorbutyrophenon oder 3H-4-(2-Aminodthyl)pyrocatechol
stimmung von Neuroleptika in menschlichen Kérperfliissig-  den Dopaminrezeptor so zu markieren, dass er direkt gemes-
keiten, beispielsweise in Blutserum, Blutplasma, Urin, Spei- sen werden konnte, siche Snyder et al., Psychopharmacology
chel oder Cerebrospinal-Fliissigkeit. Communications, 1 (6), 663 bis 673 (1975); Enna et al., Na-

ture, 263, 23. September 1976, 338 bis 344 und Seeman et al.,

Die vorliegende Erfindung betrifft daher ein Verfahren 60 Nature, 261, 24. Juni 1976, 717 bis 719. In den gleichen Un-
zur Bestimmung von Neuroleptika, das dadurch gekenn- tersuchungen und in den gleichen Publikationen wurde ge-
zeichnet ist, dass man zeigt, dass die Neuroleptika im Verhdltnis zu ihrer klinischen

a) zusammen ein Dopaminrezeptormaterial, einen radio- ~ Wirksamkeit mit SH-4-(2-Aminodthyl)pyrocatechol und 3H-
aktiven Dopaminrezeptorbinder und eine Probe menschlicher 4-[4-(p-Chlorpheny!)-4-hydroxypiperidino]-4'-fluorbutyro-
Korperfliissigkeit bebriitet; 65 phenon um die Bindung an die Rezeptorstellen konkurrieren,

b) die prozentuale Hemmung der Bindung der radioakti-  wodurch nachgewiesen wurde, dass die therapeutische Wirk-
ven Verbindung an das Dopaminrezeptormaterial misstund ~ samkeit dieser Mittel mit der Blockierung der Dopaminrezep-

¢) die Konzentration an Neuroleptika in der Korperflils-  toren einhergeht.
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Keine dieser Verdffentlichungen iiber den Dopaminrezep- Neuroleptika darstellen, die Dopaminrezeptorstellen nicht
tor enthielt mehr als die Tatsache, dass der Dopaminrezeptor binden.
mit 3H-4—[4-(p-Chlorphenyl)-4-hydroxypiperidino]-4’-fluor- Die vorliegende Erfindung betrifft ein neues Verfahren,
butyrophenon und 3H-4-(2-Aminoithyl)pyrocatechol gemes- welches eine schnelle Bestimmung der Konzentration von
sen werden kann und das Neuroleptika die Bindung von 3H- 5 Neuroleptika in K6rperfliissigkeiten der Patienten erlaubt.

Agenzien an den Rezeptor verhindern. Die in den oben ge- Diese Bestimmung ist bekanntlich sehr wichtig, da bei den
_nannten Publikationen enthaltene Information ergibt kein meisten Patienten eine gewisse vorbestimmte Konzentration
Mittel zur quantitativen Bestimmung von Neuroleptika in des Mittels notwendig ist, um die gewiinschte medizinische

K érperfliissigkeiten von Menschen, da noch eine Anzahlvon  Wirkung zu erzielen. Obwohl die gewiinschte Konzentration
Elementen fiir eine erfolgreiche Bestimmung des Gehaltesan 10 an Neuroleptika im Blut des Patienten bekannt ist, wurde ge-

Neuroleptika notwendig war. funden, dass die Aufnahme der Neuroleptika bei den meisten
Fiir die erfolgreiche Bestimmung des Gehaltes an Neuro-  Patienten recht verschieden ist, wodurch der behandelnde
leptika war es notwendig, die nichtspezifische Wirkung von Arzt keine Sicherheit hat, dass eine bestimmte, dem Patienten

Korperfliissigkeiten auf die Bindungseigenschaften von Dop- verabreichte Dosis an Neuroleptika die gewiinschte Konzen-
aminrezeptoren und Mittel zu deren Verminderung oder Auf- 1s tration im Blut bewirken wird oder nicht. Wie bereits oben er-
hebung zu entdecken. Es war auch notwendig, zu entdecken, ~ wihnt, sind die bekannten Verfahren zur Konzentrationsbe-
dass Neuroleptika, welchen Kérperfliissigkeiten zugegeben stimmung von Neuroleptika zeitraubend und kostspielig,
wurden, in einer Form wiedergewonnen werden konnen, wel-  weshalb ein Bedarf fur ein neues verbessertes Verfahren, wel-
che noch immer mit dem Dopaminrezeptor reagieren konnen.  ches leicht und schnell angewendet werden kann, bestand.
Ausserdem war es notwendig, zu zeigen, dass in Gegenwart 20 Durch dieses Verfahren sollte es moglich werden, dem einzel-
von Korperfliissigkeiten hohere Gehalte an Neuroleptika in nen Patienten die richtige Dosierung zur Erreichung eines
einer vorbestimmbaren Art progressiv stirkere Blockierung heilsamen Effektes, ohne Nebenwirkungen, zu verabreichen.
des Dopaminrezeptors bewirken wiirden. Nur nachdem eine Die vorliegende Erfindung liefert ein solches Verfahren
grossere Anzahl von den genannten Entdeckungen gemacht und basiert teilweise auf der Entdeckung, dass Neuroleptika
wurden, wodurch die nichtspezifischen Wirkungen der Kor- 25 in Korperfliissigkeiten, beispielsweise im Blut des Patienten
perfliissigkeiten auf den Dopaminrezeptor vermindert wur- (Menschen), sich beim Binden an die Dopaminrezeptorstellen
den, konnten die zugegebenen Neuroleptika zuriickgewonnen des Dopaminrezeptormaterials, neben radioaktiven Dop-
werden. Dadurch wurde eine reproduzierbare Erhohung der  aminrezeptorbindern, so erfolgreich behaupten kann, dass
Rezeptorblockierung mit erhdhten Mengen an Neuroleptika  eine genaue Bestimmung der Neuroleptikakonzentration er-
in Korperfliissigkeiten erzielt und die Messung der Neurolep- 30 folgen kann.

tika in K 6rperfliissigkeiten gemdss der vorliegenden Erfin- Die Erfindung beruht teilweise auch auf der Entdeckung,
dung ermdglicht. dass, wenn der Binder und das Arzneimittel wihrend der ge-
Die Untersuchung von Enna and Snyder, J. Neurochem., . wiinschten Zeit auf den Dopaminrezeptor eingewirkt haben
26(1976), 221 bis 224 erscheint auf den ersten Blick fiir die und das Dopaminrezeptormaterial an das Arzneimittel ge-
vorliegende Erfindung von Bedeutung. Diese Veroffentli- 35 bunden wurde, das Arzneimittel und der Binder erfolgreich

chung beschreibt die Verwendung eines GABA-Rezeptorsals ~ vom ungebundenen Arzneimittel und Binder und den K61-
Mittel fiir die Bestimmung von GABA (y-Aminobuttersdure) perfliissigkeiten abgetrennt werden kann, ohne dass die Ge-
im Hirngewebe. Dieses Verfahren kann jedoch nur fiir GABA nauigkeit der Konzentrationsmessung, beeintrichtigt wird.

angewendet werden, da Neuroleptika kaum an den GABA- Nach der Trennung kann der Gehalt an radioaktivem
Rezeptor gebunden werden. Bei der Bindung an den GABA- 40 Dopaminrezeptorbinder in einer iiblichen Vorrichtung zur
Rezeptor zeigen die Major Tranquilizer weniger als 1/1000 Messung der Radioaktivitit, wie beispielsweise einem y -Zdh-
der Aktivitit von GABA, so dass ein Gehalt an Neurolep- ler oder Szintillationszihler, je nach Art des Radionuklids des
tika, wie er in Korperfliissigkeiten von Patienten, denen sie radioaktiven Dopaminrezeptorbinders festgestellt werden
verabreicht wurden, vorkommen, gar nicht nachgewiesen und die Konzentration an Neuroleptika in der Korperflissig-

werden kann. Infolge der begrenzten Empfindlichkeit der ra- 45 keit des Patienten anhand von Vergleichen mit Eichkurven
diologischen GABA-Rezeptormethode konnte nicht erwartet bestimmt werden.

werden, dass mit einem anderen Rezeptor so niedrige Mengen Die Erfindung liefert somit ein Verfahren zur Bestim-

an Neuroleptika, wie sie in den Korperfliissigkeiten von Pa- mung des Neuroleptikagehaltes in Kérperfliissigkeiten von
tienten vorkommen, nachgewiesen werden konnen. Ausser- Patienten, basierend auf der Fhigkeit von Neuroleptika mit
dem ist in eigentlicher klinischer Praxis die fiir die Bestim- 50 radioaktiven Bindern (Liganden) einschliesslich Dopamin-
mung von Arzneimitteln wichtigste Korperfliissigkeit Blut. agonisten und -antagonisten beim Binden an Dopaminrezep-
Plasmaproteine im Blut verhindern die Bindung von GABA torstellen von Dopaminrezeptormaterial zu konkurrieren.
an seinen Rezeptor, so dass aufgrund der GABA-Bestim- In diesem Verfahren vermindern hohere Mengen von
mung man nicht erwarten kann, GABA oder Neuroleptika Neuroleptika und deren pharmakologisch wirksamen Meta-
im Blut mit dem GABA-Rezeptor oder einem anderen Rezep- 55 boliten die Bindung von radioaktivem Binder an das Dop-
tor bestimmen zu kénnen. aminrezeptormaterial.

Die Bestimmung in der Kérperflilssigkeit kann ohne vor-
Gemiiss der vorliegenden Erfindung ist es nunmehr mog- herige Abtrennung des Neuroleptikums erfolgen, d.h. Blut-
lich, Neuroleptika in Blutplasma oder anderen Kdrperfliissig- plasma oder Blutserum kann direkt zur Bestimmung des
Keiten mit einer tausendmal grosseren Empfindlichkeit als mit 6 darin enthaltenen Gehaltes an Neuroleptika verwendet
der GABA-Methode zu bestimmen. Der GABA-Rezeptor werden.

zeigt keine geniigende Affinitét zu bekannten Neuroleptika, Das Dopaminrezeptormaterial kann z.B. aus tierischem
um diese im Patienten zu bestimmen. Somit ist die GABA- Gewebe, welches eine hohe Konzentration an Dopaminrezep-
Methode eingeschriinkt auf die Bestimmung von GABA, eci- toren aufweist, gewonnen werden, beispielsweise aus Nucleus
ner neurohumuralen Mittlersubstanz im Hirn und kann nicht * caudatus und Putamen, Nieren und den oberen Cervicalgan-
zur Messung von klinisch verwendeten Neuroleptika ange- glien und kann von Vogeln oder Sdugetieren stammen, bei-
wendet werden. spielsweise von Rindern, Schweinen, Schafen, Nagetieren

Es wird auch vermutet, dass Arzneimittel, welche keine oder Menschen. Hirngewebe von Sdugetieren wird bevorzugt




und aus praktischen Griinden ist eine der geeignetsten Quel-
len fiir Dopaminrezeptormaterial Kalbshirn, welche leicht
von Schlachthdusern erhalten werden kann.

Das Dopaminrezeptormaterial kann als solches eingesetzt
werden oder es kann nach bekannten Methoden zur Anrei-
cherung von synaptischen Membranen fraktioniert und gege-
benenfalls gewaschen werden.

Dopaminrezeptormaterial kann vorzugsweise als nach
den bekannten Verfahren gefriergetrocknete (lyophilisierte)
Zubereitung in einem Reagenzglas in den Handel gebracht
werden. Es kann an das Innere des Reagenzglases gebunden
werden, so dass der Binder und das Arzneimittel leicht zuge-
geben werden kdnnen.

Als radioaktive Dopaminrezeptorbinder k6nnen radioak-
tiv markierte Verbindungen, wie z.B. Haloperidol (Kurzbe-
zeichnung fiir 4- [4~(p-Chlorphenyl)-4-hydroxypiperidino]-
4'-fluorbutyrophenon); Benperidol (Kurzbezeichnung fiir
1-{1-[3-(p-Fluorbenzoyl)propyl]- 4-piperidyl}-2-benzimid-
azolinon);Pimozid (Kurzbezeichnung fiir 1-{1- [4,4-Bis(p-flu-
orphenyl)-butyl]- 4-piperidyl}-2-benzimidazolinon); Chlor-
promazin (Kurzbezeichnung fiir 2-Chlor-10-(3-dimethylami-
nopropyl)-phenothiazin; Flupenthixol (Kurzbezeichnung fiir
4-[3- [2(Trifluormethyl)thioxanthen-9-yliden]propyl} -1- pi-
perazindthanol); Spiroperidol (Kurzbezeichnung fiir 8- [3-(4-
Fluorbenzoyl)-propyl}- 1-phenyl-1,3,8-triazaspiro[4,5]decan-
4-on); Clozapin (Kurzbezeichnung fiir 8-Chlor-11-(4-methyl-
piperazinyl)-5H-dibenzo- [b,e]- 1,4-diazepin); Thioridazin
(Kurzbezeichnung fiir 10- [2-(1-Methyl-2-piperidyl)ithyl}-
2-(methylthio)phenothiazin); Trifluoperazin (Kurzbezeich-
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Whatman GF/B-Filter filtriert und 2-mal mit 5 ml kalter Puf-
ferlosung gewaschen. Die Filter konnen in einem Fliissig-
keitsszintillationszihler, wie Packard Instruments Auto y-
szintillationsspektrometer Modell 5260, ausgezihlt werden.

s Die spezifische Bindung an den Dopaminrezeptor kann als
der Uberschuss iiber Blindmessungen in Gegenwart von 1yM
Dopamin oder 10 puM (+ )-Butaclamol bestimmt werden, ob-
wohl Blindwerte auch mit einer Anzahl von anderen Substan-
zen, welche an den Dopaminrezeptor gebunden werden, er-

10 halten werden kénnen. Der Ligand kann ein radioaktiver

Dopaminagonist oder -antagonist oder ein Gemisch aus Ago-
nist/Antagonist sein.

Proben von Korperfliissigkeiten, beispielsweise von Urin,
Speichel, Cerebrospinal-Fliissigkeit, Blutplasma oder Blutse-

15 rum, von denen angenommen wird, dass sie Neuroleptika

enthalten, werden den Versuchsfliissigkeiten zugegeben. Die
flissigen Proben konnen ohne vorherige Reinigung eingesetzt
werden. Die Neuroleptika konnen jedoch gewiinschtenfalls
am Anfang gereinigt oder nach einem der zahlreichen chemi-

20 schen Verfahren einschliesslich Extraktion mit Lésungsmit-

tel, Sdulenchromatographie, Adsorption auf besonders be-
handelten Fasern oder anderen chemischen Substanzen oder
nach anderen chemischen Verfahren, welche zur Reinigung
des Neuroleptikums oder zu dessen K onzentrierung geeignet

25 sind, behandelt werden. Der Gehalt an Neuroleptika der

Probe wird durch das Ausmass, durch welches die Bindung
des Dopaminrezeptors an den markierten Liganden ab-
nimmt, bestimmt. Die Werte kdnnen in geeigneten Einheiten
angegeben werden. Das Inkubationsgemisch fiir die Rezep-

nung fiir 10- [3-(4-Methylpiperazin -1- yl)propyl]- 2-trifluor- 30 torbindung kann eine Anzahl verschiedener Additive zu Er-

methylphenothiazin); Fluspirilen (Kurzbezeichnung fiir 8-
[4.4-Bis-(p-fluorphenyl)-butyl]- I-phenyl-1,3,8-triazaspi-
ro[4,5]- decan-4-on); Clopenthixol (Kurzbezeichnung fiir 4-
[3-(2-Chlorthioxanthen-9-yliden)propyl]- 1-piperazinith-
anol); Loxapin Kurzbezeichnung fiir 2-Chlor-11-(4-methyl
-1- piperazinyl)-dibenz[b,f}- 1,4-oxazepin); Perphenazin
(Kurzbezeichnung fiir 4- [3-(2-Chlorphenothiazin-10-yl)-
propyl}- 1-piperazinéthanol); Dopamin (Kurzbezeichnung
fiir 4-(2-Aminoéthyl)pyrocatechol); Apomorphin (Kurzbe-

leichterung der Bindung oder zum Schutz der Arzneimittel
oder der markierten Liganden enthalten. Die Bebriitungstem-
peratur und -dauer kann variieren und die Bebriitung kann
wihrend einer geeigneten Dauer fortgesetzt werden obwohl

35 im allgemeinen die Bebriitung bis zum Erreichen eines

Gleichgewichtszustandes fortgefiihrt wird. Eine geeignete Be-
briitungsdauer kann z.B. irgendwo zwischen 2 Minuten und 4
Stunden liegen. An den Rezeptor gebundene Liganden kon-
nen durch Filtrieren, Zentrifugieren oder nach einer anderen

zeichnung fiir 3,4-Dihydroxyaporhin); Dopaminanaloge und 40 bekannten Methode von nicht gebundenem Liganden ge-

andere Dopaminrezeptorbindeeigenschaften aufweisende
Verbindungen eingesetzt werden.

Im Prinzip werden diese Verbindungen nach iiblichen Me-
thoden mit einem Radionuklid markiert. Eine Liste der ge-
genwirtig iblicherweise in Reagenzien verwendeten Radio-
nuklide, die auch erfindungsgeméss eingesetzt werden k6n-
nen, ist im 1975-Katalog of New England Nuclear Corpora-
tion, Boston, Massachusetts, USA im Index of Radionuclides
auf Seite 80 enthalten. Unter den Radionukliden, welche fiir
die vorliegende Erfindung bevorzugt werden, konnen die
nachfolgenden genannt werden: 3H(Tritium) und die Jodiso-
topen 123, 124, 125§ 1267 128] 129 1307 131] 132) wobei 125]
und "!J bevorzugt werden, insbesondere '] aus Griinden der
Verfiigbarkeit, der Halbwertszeit und der spezifischen Aktiv1-
tit sowie weil radioaktive Jodverbindungen mit einem tibli-
chen y-Zahler, welcher in den Spitilern im allgemeinen bereits
vorhanden ist und von Packard Instruments oder anderen
Firmen in den Handel gebracht wird, bestimmt werden kann.

Die Membranen (Dopaminrezeptormaterial) kdnnen bei
verschiedenen Temperaturen wihrend verschiedenen Zeitriu- 5
men mit einem geeigneten Liganden (Dopaminrezeptorbin-
der) bebriitet werden. Nach einer typischen bevorzugten Aus-
fithrungsform wird *H-Benperidol mit hoher spezifischer Ra-
dioaktivitit (New England Nuclear, Boston, Mass.) mit Nu-
cleaus caudatus- Membranen vom Kalb in einer Pufferlo-
sung, vorzugsweise im pH-Bereich von 6 bis 9, insbesondere
von 7,1 bis 7,9 und optimal von 7,4 bis 7,7, bei 37 °C wihrend
10 Minuten bebriitet und das Gemisch unter Vakuum durch

trennt werden. Selbstverstindlich kénnen auch andere geeig-
nete Filtermaterialien als die zuvor genannten verwendet wer-
den, vorausgesetzt, dass sie das grobkornige Dopaminrezep-
tormaterial, welches radioaktiven Binder und Neuroleptika

45 gebunden enthélt, zuriickhalten kénnen und die Abtrennung

von ungebundenem radioaktivem Binder (Ligand) und
freiem Neuroleptikum erlaubt. Beispiele fiir solche andere ge-
eignete Filtermaterialien sind Milliporfilter verschiedener
Grosse, beispielsweise jene mit 0,6 Mikron Porendurch-

50 esser.

Das Dopaminrezeptormaterial wird wihrend des Bebrii-
tens vorzugsweise mit einer Pufferlosung, wie z.B. Tris-HCl-
Puffer (Sigma Labs., St. Louis, Mo.), mit einem pH-Wert von
7 7 gepuffert. Andere geeignete Pufferlosungen sind beispiels-
3 weise Natriumphosphatpuffer, Glyzinpuffer und HEPES-
Puffer und andere, welche im Bebriitungsgemisch einen be-
vorzugten pH-Wert von 6 bis 9 bewirken, wodurch eine
schnelle Bindung des radioaktiven Dopaminrezeptorbinders
und des Neuroleptikums an das Dopaminrezeptormaterial er-
moglichen.

Die vorliegende Erfindung betrifft somit ein neues und
verbessertes Verfahren fiir die Bestimmung von Neuroleptika
wie Haloperidol, Pimozid, Chlorpromazin, Fluphenanzin,
Flupenthlxol Spiroperidol, Clozapin, Thioridazin, Trifluo-

3 perazin, Fluspirilen, Clopenthixol, Loxapin und anderen,
welche als Dopaminkonkurrenten bekannt sind, in den Kér-
perfliissigkeiten von Menschen.

Das erfindungsgemaésse Verfahren kann beispielsweise
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leicht ansgefiihrt werden, indem man ein Gemisch aus radio-
aktivem Dopaminrezeptorbinder, K orperflilssigkeit, bei- -
spielsweise Blutserum, Blutplasma oder Urin und Dopamin-
rezeptormaterial herstellt, die Radioaktivit4t des an das Dop-
aminrezeptormaterial gebundenen Binders misst und die
Konzentration der Neuroleptika mit Hilfe der Eichkurve be-
stimmt. Die Eichkurve gibt die Konzentration des Neurolep-
tikums in Abhéingigkeit der Bindungshinderung des radioak-
tiven Dopaminrezeptorbinders an das Dopaminrezeptorma-
terial, die durch das Neuroleptikum in der Kdrperfliissigkeit
verursacht wurde, an.

Es wurde gefunden, dass die Konzentration der K6rper-
fliissigkeiten, wie Blutplasma oder Blutserum in der Regel
nicht mehr als 15% des Gesamtvolumens aller Bestandteile
des Versuches im Reagenzglas ausmachen sollten. Plasma-
oder Serumkonzentrationen iiber 15% hemmen die Bindung
der 3H-Liganden an den Dopaminrezeptor, auch wenn kein
Neuroleptikum vorhanden ist, weshalb die Konzentration an
Plasma oder Serum vorzugsweise 10 Volumen-% oder weni-
ger betragen sollte. Konzentrationen iiber 15 Volumen-%
konnten die Giiltigkeit der Resultate mindern. Der Ausdruck
«Gesamtvolumen aller Bestandteile des Versuches» steht fiir
die Summe der Bestandteile im Reagenzglas oder in einem
dhnlichen Gefiss vor dem Waschen und Zugabe der Szintilla-
tionsfliissigkeit.

Vorzugsweise wird fiir den Test mehr als 1 Mikroliter
Korperfliissigkeit wie Blutplasma und Blutserum, eingesetzt.
Diese Menge ist jedoch nicht kritisch und kann bei verbesser-
ter Instrumentierung oder bei Weiterentwicklung der Labor-
technik gedndert werden.

Eine erfindungsgemisse Testpackung zur Durchfiihrung
der Bestimmung besteht aus

a) einem ersten verschlossenen Geféss mit dem Dopamin- .
rezeptormaterial und

b) einem zweiten verschlossenen Gefdss mit dem radioak-
tiven Dopaminrezeptorbinder, wobei der Inhalt der beiden
Gefisse vorzugsweise lyophilisiert ist.

Das Dopaminrezeptormaterial und der radioaktive Dop-
aminrezeptorbinder kdnnen aus den oben genannten Stoffen
ausgewahlt werden. Insbesondere soll eine Testpackung er-
wihnt werden, welche eine Dopaminrezeptormaterial aus
Kalbshirn, beispielsweise Nucleus caudatus vom Kalb, und
als radioaktiven Dopaminrezeptorbinder *H-Spiroperidol
(erhiltlich beispielsweise von The Radiochemical Centre
Limited, Amersham, Grossbritannien) enthilt.

Vorzugsweise enthilt eine solche Testpackung ein drittes
verschlossenes Gefiss c), welches eine Standardidsung eines
Neuroleptikums der weiter oben genannten Gruppe, bei-
spielsweise Haloperidol und gegebenenfalls ein viertes ver-
schlossenes Gefiss d) mit einer Pufferlosung enthilt.

Die vorliegende Erfindung betrifft deshalb auch eine Zu-
bereitung, enthaltend

i) einen radioaktiven Dopaminrezeptorbinder;

ii) ein Neuroleptikum;

iii) ein Dopaminrezeptormaterial und

iv) menschliche K érperfliissigkeit, beispielsweise Blutse-
rum, Blutplasma, Urin, Speichel oder Cerebrospinal-Flissig-
keit, vorzugsweise Blutplasma oder Blutserum.

Die nachfolgenden Beispiele veranschaulichen die Er-
findung.

Beispiel 1
Zu jeder dreifachen Gruppe von 9 Reagenzgldsern wur-
den 1,8 ml Dopaminrezeptormaterial (Gewebepraparation),
enthaltend Striatum von Ratten, hergestellt nach dem Verfah-
ren von Creese et al., Life Sciences, 17 Seiten 993 bis 1002 und
10 000 c.p.m. *H-Haloperidol der spezifischen Aktivitét 8,302
Ci/mMol (New England Nuclear Corporation, Boston,

6

Mass, Mass., USA) und 100 p I von verschiedenen Proben in
nummerierten Reagenzglisern wie nachfolgend aufgefiihrt
zugegeben:

5 Reagenzglas Nr.

1) 100 p. 1 Tris-HCI-Puffer (pH 7,7 bei 25 °C, wie von
Creese et al., Life Sciences, 17 Seiten 993 bis 1002 beschrie-
ben) mit 10> Mol Haloperidol. '

2) 100 p 1 menschliches Blutserum (K-N Enterprises, 7346

10 N. Montecello Avenue, Skokie, Illinois, USA).

3) 10-fache Verdiinnung des genannten menschlichen Se-
rums unter Verwendung des genannten Tris-HCl-Puffers.

4) 10-fache Verdiinnung des Inhaltes von Reagenzgals Nr.
3 im oben genannten Tris-HCl-Puffer.

5) 10-fache Verdiinnung des Inhaltes von Reagenzglas Nr.
4 im genannten Tris-HCI-Puffer.

6) 10 Mol Haloperidol in 100 p 1 von menschlichem Se-
rum wie oben angegeben.

7) 10-fache Verdiinnung des Inhaltes von Reagenzglas Nr.

15

206.

8) 10-fache Verdiinnung des Inhaltes von Reagenzglas Nr.
7.

9) 10-fache Verdiinnung des Inhaites von Reagenzglas Nr.
8.

25 Alle Proben wurden durch Zugabe von Tris-HCI-Puffer

aufein Volumen von 1ml verdiinnt.

Alle Reagenzgldser wurden nun im Wasserbad bei 37°C
wihrend 10 Minuten bebriitet, um die Bindung von Haloperi-
dol und radioaktivem Haloperidol an das Rattengewebe zu
30 bewirken. Nach den 10 Minuten wurde der Inhalt jedes Rea-

genzglases unter Vakuum durch einen Whatman GF/B-Glas-
faserfilter, wie bei Creese et al., Life Sciences, L7, Seiten 993
bis 1002 beschrieben, filtriert. Die Filter wurden zweimal mit
5 ml eiskaltem Tris-HCl-Puffer (pH 7,7 Sigma Labs.) gewa-

35 schen. Die Filter wurden dann zusammen mit 1 ml 1%iger
Natriumdodecylsulfatlésung in Szintillationsfldschchen gege-
ben und wihrend 3 Stunden bei Raumtemperatur (20 °C) be-
lassen, dann wurden 10 ml «Bray’s Scintillant» (New England
Nuclear) in jedes Flischchen gegeben und Tritium durch

40 Szintillationsmessung unter Verwendung eines Packard In-
strumentes Modell 5260 Szintillations-Counter bestimmt.

Figur 1 zeigt die Hemmung der Bindung von *H-Halo-
peridol an das Rattenhirnpriparat dieses Beispieles durch
menschliches Blutserum, bezogen auf p I menschliches

45 Blutserum.

Figur 2 zeigt die Hemmung der Bindung von *H-Halope-
rido! bei verschiedenen Konzentrationen von menschlichem
Blutserum und Haloperidol.

Um die Konzentration an Neuroleptikum (beispielsweise

50 Haloperidol) im Serum des Patienten (Menschen) zu bestim-
men, werden 100 p 1 Serum, welches nach iiblichen Verfahren
aus dem Blut des Patienten abgetrennt wurde, durch das
nachfolgende Verfahren nachgewiesen.

Die 100 p 1 Serum werden mit 20 pl 3H-Haloperidol

55 (10 000 c.p.m.) und 1,8 ml Striatumpriparation der Ratte
vermischt und wihrend 10 Minuten bei 37 °C bebriitet. Da-
nach wird der Inhalt des Reagenzglases unter Vakuum durch
einen Whatman GF/B-Glasfaserfilter filtriert und zweimal
mit 5 ml eiskaltem Tris-HCI-Puffer (pH 7,7) gewaschen. Da-

60 nach wird die prozentuale Hemmung der Bindung von *H-
Haloperidol durch Einbringen des gewaschenen Fiters in ein
Szintillationsfldschchen mit 1 ml 1%iger Natriumdodecylsul-
fatlosung unter Stehenlassen bei Raumtemperatur (20 °C)
wihrend 3 Stunden bestimmt. Danach werden 10 ml «Bray’s

65 Scintillant» zugegeben und Tritium mit einem Szintillations-
zihler, wie oben angegeben, bestimmt.

Die K onzentration von Haloperidol im Serum wird dann
mit Hilfe der Eichkurve in Figur 2 bestimmt. Beispielsweise



wurden ohne Serum des Patienten 10. 000 c.p.m. an das Dop-
aminrezeptormaterial gebundenes *H-Haloperidol gemessen
und in Gegenwart von Serum vom Patienten 2 000 c.p.m..
Dies bedeutet eine 80%ige Hemmung durch das Haloperidol
aus dem Serum des Patienten.

Die Konzentration des Arzneimittels kann dann direkt
aus der Eichkurve in Figur 2 abgelesen werden. In diesem
Falle betrigt die Konzentration an Haloperidol im Serum an-
ndhernd 6 x 10 *Mol. Dieser Wert wird erhalten, indem man
auf der Ordinate den Eichwert von 20% (80%ige Hemmung)
auftrigt, wie durch die gestrichelte Linie gezeigt, und dann
die Haloperidolkonzentration abliest, indem man den

Schnittpunkt der gestrichelten Linie mit der Eichkurve auf die

Abszisse in Figur 2 projiziert.

Durch Verwendung solcher Information wird der Arzt
feststellen kénnen, ob der Medikamentenspiegel im Patienten
innerhalb des gewiinschten therapeutisch wirksamen Berei-
ches liegt. Wenn die Konzentration einer der oben genannten
Neuroleptika bestimmt werden muss, kann eine Eichkurve
wie Figur 2 nach dem Verfahren dieses Beispieles durch Kom-
binieren des anderen Arzneimittels, beispielsweise Pimozid
mit *H-Peridol, Serum und Dopaminrezeptormaterial, bei-
spielsweise Striatum von Ratten, erhalten werden. Die Resul-
tate konnen als Pimoziddquivalente, Haloperidoldquivalente,
Dopaminblockierungskapazitdt oder in einer dem Beniitzer
geeignet erscheinenden Weise definiert werden.

Es ist zu beachten, dass ein einziger radioaktiver Dop-
aminrezeptorbinder, beispielsweise *H-Haloperidol, zur Her-
stellung aller Eichkurven verwendet werden kann.

Bestimmung von Neuroleptika im Plasmaextrakt
A) Verfahren zur Extraktion der Neuroleptika aus Plasma

Es werden 2 ml Blutplasma, enthaltend Neuroleptika, zu

8 ml Heptan mit 5% Isoamylalkohol in 15 ml fassenden ko-
nischen Glasextraktionsrohren gegeben und wihrend 10 Se-
kunden verwirbelt.

0,1 m! 10 N-Natriumhydroxid werden zugegeben, dann
werden die Rohren in Eis gepackt und wihrend 1 Stunde auf
einem mechanischen Schiittelapparat bei missiger Geschwin-
digkeit geschiittelt und 10 Minuten bei 1000 g zentrifugiert.

6 m! der organischen Phase werden entfernt und in ein
Reagenzglas, welches 1,5 ml frisch hergestellte 0,1 %ige As-
korbinsdure enthilt, gegeben. Dann wird mit einer mechani-
schen Schiittelapparatur wihrend 1 Stunde geschiittelt und
wihrend 10 Minuten bei 1000 g zentrifugiert.

Die organische Schicht wird ganz entfernt. Die Askorbin-
sdure wird unverdiinnt und mit Verdiinnungen von 1: 3und
1: 10 bestimmt. Zwischen Askorbinsdure und Heptan bildet
sich oft eine Emulsionsschicht, was durch Einbringen des Ex-
trationsgefiisses in warmes Wasser fiir eine kiirzere Zeit ver-
mindert werden kann.

Unm die tatséchlich durch die Extraktion gewonnene
Menge des einzelnen Arzneimittels zu bestimmen, werden 20
p ! einer 10 Mol Arzneimittellosung zu 2 ml arzneimittel-
freiem Blutplasma gegeben, wodurch eine tatséchliche Plas-
makonzentration von 10”7 Mol resultiert. Das Plasma wird
dann wihrend 10 Minuten bei 37 °C bebriitet, wonach 8 ml
Heptan mit 5% Isoamylalkohol zugegeben werden und wie
oben extrahiert wird.

Jede Bestimmung wird mit einer Eichkurve fiir das be-
stimmte Neuroleptikum ausgewertet. Bestimmte Konzentra-
tionen (beispielsweise 3 x 107°,10°%, 3 x 107, 10'%) von Neu-
roleptika werden anstelle der Askorbinsdureextrakte in Ana-
lysenr6hren gegeben und wie nachfolgend angegeben be-
handelt.

B) Bestimmung der Rezeptorbindung der Plasmaextrakte
1. 100 p13H-Haloperidol (ca. 8000 c.p.m./100 p1) werden
in die Analysenréhren gegeben.
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2. 100 p.1der Standardarzneimittellosung werden zu-
gegeben.

3. 100 p 1 der Plasmaextrakte (unverdiinnt, 1:3, 1:10 oder
1:30 Verdiinnung) werden zugegeben.

s 4. Striatumgewebe von Ratten werden in 100 Volumen
von 0,05 Mol Tris-HCl-Puffer pH 7,7, homogenisiert und
wihrend 10 Minuten bei 15 000 g zentrifugiert.

5. Die iiberstehende Fliissigkeit wird verworfen. Das ver-
dichtete Sediment kann durch Beschallungin 100 Volumen

1ovon 0,05 Mol Tris-HCl-Puffer, pH 7,7, resuspendieren; dann
wird wihrend 10 Minuten wieder zentrifugiert.

6. Die iiberstehende Fliissigkeit wird verworfen. Das ver-
dichtete Sediment wird durch Beschallung in 0,05 Mol Tris-
HCI-Puffer, enthaltend 0,1% Askorbinsiure, 10 p Mol Par-

15 gylin (Kurzbezeichnung fiir N-Methyl-N-(2-propinyl)-benz-
ylamin), 120 mMol Natriumchlorid, 5 mMol Kaliumchlorid,
2 mMol Kalziumchlorid und 1mMol Magnesiumchlorid mit
dem End-pH 7,1 bei 27 °C resuspendiert, wodurch eine Gewe-
bekonzentration von 8 mg/ml erhalten wird.

7. 0,8 ml dieses Homogenates werden in Reagenzgléser
gegeben und wihrend 10 Minuten bei 37 °C bebriitet.

8. Die bebriiteten Proben werden unter Vakuum durch
Whatman GF/B-Filter filtriert und 3-mal mit eiskaltem Tris-
HCI-Puffer gewaschen.

9. Der Filter wird dann in Szintillationsfldschchen aus
Kunststoff, enthaltend 9,0 ml von «Formula 947» (New Eng-
land Nuclear) Szintillationsmischung gegeben.

10. Jedes Flischchen wird wihrend 2 Minuten ausgezéhit.

11. Die Auswertung erfolgt anhand der Eichkurve in Fi-
30 gur 3.

20

25

Beispiel 2
Aliquote Mengen (30 ml) von Plasmaproben von 6 Pa-
tienten, welche mit Haloperidol behandelt worden waren,

35 nachdem sie bei 20 °C eingefroren worden waren, einer Ra-
diorezeptoruntersuchung, entsprechend der in Beispiel 1 be-
schriebenen, unter Verwendung von 3H-Haloperidol als Li-
ganden, unterworfen.

Mit bekannten Mengen von Haloperidol in Gegenwart

40 von Kontrollplasma wurde eine Eichkurve der Verdringung
von H-Haloperidol hergestellt. Frisches Striatum von Ratten
wurde in 100 Volumenteilen 50 mMol Tris-Puffer (pH 7,7 bei
25 °C) mit einem «Sonifier» auf Stufe 4 wihrend 30 Sekunden
beschallt. Das Homogenat wurde 2-mal wihrend 10 Minuten

45 mit 50 000 g (Sorvall RC2-B) zentrifugiert und das zwischen-
zeitlich gebildete Sediment in frischem Puffer wieder homoge-
nisiert. Der zum Schluss erhaltene Riickstand wurde in 125
Volumenteilen frisch zubereitetem 50 mMol Tris-Puffer, ent-
haltend 0,1% Askorbinsiure, 10 p Mol Pargylin, 120 mMol

so Natriumchlorid, 5 mMol Kaliumchlorid, 2 mMol Kalzi-
umchlorid und 1 mMol Magnesiumchlorid mit einem pH-
Wert von 7,1 bei 27 °C resuspendiert. Die Gewebesuspension
wurde wiihrend 10 Minuten bei 37 °C vorbebriitet und fiir die
Verwendung im Versuch wieder in Eis gekiihlt. *H-Haloperi-

s5 dol (15 Ci/mMol, New England Nuclear) wurde in frischer
0,1%iger Askorbinsdure auf 1 nMol verdiinnt. In 12 x 75
mm Glasinkubationsréhren wurden nacheinander 15 p1
Plasma, 100 p 1 *H-Ligand, 100 p 1 Neuroleptikum fiir die
Eichkurve oder die entsprechende Menge Dopamin fiir Blind-

60 versuche oder das Lsungsmittel fiir das Neuroleptikum in
0,1%iger Askorbinsdure gegeben und mit der Gewebesuspen-
sion auf 1 ml aufgefiilit. Die R6hren wurden wihrend 10 Mi-
nuten bei 37 °C bebriitet und schnell unter Vakuum durch
Whatman GF/B-Filter filtriert, 3-mal mit 5 ml eiskaltem 50

65 mMol Tris-Puffer vom pH 7,7 bei 25 °C gespiilt. Der auf dem
Filter zuriickgehaltene *H-Ligand wurde nach einer Lagerung
iiber Nacht in Szintillationsflaschchen, enthaltend NEN
«Formula 947» (New England Nuclear, Boston) oder Hydro-
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mixfluor (Yorktown Laboratories) durch Fliissigszintilla-
tionsspektrometrie ausgezihlt. Die Eichkurve fiir die Ver-
dringung fiir ein bestimmtes Neuroleptikum wurde in Gegen-
wart von gleichen Volumenteilen Kontrollplasma mit End-
konzentrationen an Neuroleptikum von 1/3, 3-fach oder
gleich wie der vorher bestimmte Ci-Wert. Durch logarithmi-
sche Probition wurde die Verdrangungskurve in eine gerade
Linie iibergefiihrt und die prozentuale Hemmung der Bin-
dung des *H-Liganden in die molare Konzentration des Neu-
roleptikums umgerechnet.

Die Resuitate sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tabelle 1
Radiorezeptorversuchswerte fiir haloperidolhaltige
Plasma (Beispiel 3)

Beispiel 3
Fiinf Neuroleptika wurden wihrend 10 Minuten bei 37 °C
vorbebriitet um die fiir die Bindung an Serumproteine bené-
tigte Zeit zur Verfiigung zu stellen, wonach der Gehalt an
5 Neuroleptika bestimmt wurde. Haloperidol (0,1 i Mol), Flu-
phenazin (0,1 pMol), Trifluoperazin (0,1 pMol), Chlorprom-
azin (1 p Mol) und Thioridazin (1 p Mol) wurden bei der ra-
diologischen Analyse vollstindig zuriickgewonnen, mit den
entsprechenden Werten 0,11 + 0,02 pMol (n=6),0,12 +
10 0,01 pMol (n=10), 0,16 & 0,2 pMol (n=6), 1,0 % 0,1 pMol
(n=9%und 1,1 £ 0,2 uMol (n=6). Um die Riickgewinnung der
Neuroleptika aus dem Blut der in vivo behandelten Patienten
zu untersuchen, wurde der Neuroleptikaspiegel im Blut von
vier Patienten, welche orale Dosen von Haloperidol erhielten,
15 sowohl nach der Extraktion mit organischem Losungsmittel
(Heptan/5% Isoamylalkohol zuriickextrahiert in 0,1%iger
Askorbinséure), wodurch alle an Serumprotein gebundenen
Neuroleptika entfernt werden sollten, und durch direkte Zu-

Patient  Dosis Haloperidol Haloperidolgehalt gabe des Serums im Bindungsversuch, wie im oben beschrie-

Nr. (mg/Tag) im Plasma(ng/ml) 20 benen Verfahren, gemessen. Der Neuroleptikaspiegel im
Plasma betrug 10 bis 350 nMol und ergab eine Ubereinstim-

1 20 27 mung in der Grossenordnung von 10%, unabhéngig davon,

2 20 29 ob die Bestimmungen mit oder ohne Extraktion ausgefiihrt

3 10 21 wurde. Dies zeigt, dass die Neuroleptika unerwarteterweise

4 20 31 25 nur lose an Plasmaprotein gebunden sind, so dass sie mit dem

5 10 22 Dopaminrezeptormaterial reagieren konnen, wie das fiir die

6 20 29 erfindungsgemésse Bestimmung notwendig ist.

C 3 Blatt Zeichnungen
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