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Stanovenie lobelinu v biologickych tekutinach

E. HRADSKY, K. BARNA

Katedra lekdrskej chémie Univerzity P. J. Safdrika,
Kosice

Vypracovala sa turbidimetrickd metéda stanovenia lobelinu v biologickom
materidli, t. j. v krvnom sére a v moéi. Metéda je zaloZzend na reakeii tvorby
zékalu lobelinu s Nesslerovym éinidlom. Koncentraénd zavislost 2—20 ug/ml
v moéi a 5—50 pg/ml v krvnom sére je linedrna a v kyslom prostredi Spe-
cifickd. Vysledky merani st v uvedenom koncentraénom rozmedzi pre
biochemické analyzy vyhovujuce a dobre reprodukovatelné.

Za posledné roky sa v literattre objavila zprava bez blizdieho uvedenia
pévodu [1] a praca J. Debefa [2] o pokuse farmakologicky ovplyvnit navyk
na fajéenie podavanim hydrochloridu lobelinu, resp. siranu lobelinu silnym
fajéiarom per os, resp. podkozne.

Na bliz8ie overenie mechanizmu téinku lobelinu sme potrebovali presni met6-
du jeho stanovenia v biologickych tekutinich, najmé v modi a v krvnom sére.
Z literatiry [3—5] je zname, Ze lobelin, ktory ma ketoskupinu konjugovand
s dvojitou vizbou, redukuje sa na ortutovej kvapkovej elektréde. F. Santavy
[4] zistil, Ze lobelin poskytuje pri pH 6—7 polarograficki vlnu. Klasicka
polarografia sa vSak na priame stanovenie lobelinu v biologickych tekutinich
nehodi. Preto sme hladali vhodnii a pomerne jednoduchd metédu stanovenia
lobelinu v biologickych tekutinach.

Pri vypracovani metodiky stanovenia sme vychddzali zo zndmej sku-
todnosti [6], Ze niektoré zliéeniny zo skupiny kurarovych latok, ako je na-
priklad dekametylén-1,10-bis(trimetylaméniumjodid) (dekameténium), dalej
zo skupiny antihistaminik, ako je N-(2-dimetylaminopropyl)fenotiazin (pro-
metazin), tvoria s Nesslerovym &inidlom zékal, ktory sa dé4 vyuzit na ich
stanovenie. Podla [6] podobny zékal dava s Nesslerovym &inidlom aj lobelin.
Tito autori uz merali vplyv pH v oblasti 7—12 na tvorbu zakalu lobelinu
8 Nesslerovym ¢inidlom, &o sme v naSej praci vyuzili na jeho kvantitativne
stanovenie.

Experimentalna 8ast

Chemikadlie a roztoky
Pouzil sa hydrochlorid lobelinu, (Spofa), HgCl, p. a. (Merck), 2 N-NaOH, 109, roztok
HCl v Tadovej kyseline octovej, 0,5 M-NaCl, Nesslerovo éinidlo, pripravené podla [7].
Priprava $tandardného roztoku lobelinw

V alikvotnej ¢asti normélneho mocéu (10 ml) alebo Iudského krvného séra (5ml)
sa rozpustilo tolko hydrochloridu lobelinu, aby sa ziskali roztoky o koncentrdcidch sti-
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pajucich po 2 pg, resp. po 5 ug/ml, v modi od 2 ug/ml-do 20 ug/ml a v krvnom sére od
5 pg/ml do 50 pg/mi.

Cistota lobelinu sa kontrolovala oscilopolarograficky podla [8]. Bod topenia pouZzitého
prepardtu bol 184,1 °C (Kofler).

Stanovenie lobelinu v moci

Do 10 ml derstvo odobratého normédlneho moéu sa pridalo 100 mg tuhého HgCl,
a 1lml 2~-NaOH. Vzniknutd tmavosfarbend zrazenina sa odfiltrovala cez filtraény
papier (Schleicher & Schull, modr4 paska). Do filtratu, ktory je slabo zakaleny, pridali
sa 2ml 10 9% HCl v Tadovej kyseline octovej; po dékladnom premieSani sa ziskal éiry
filtrdt, z ktorého sa odpipetovalo vidy. po 5 ml a pridalo sa 0,2 ml Nesslerovho éinidla.
Vzniknuty zdkal sa zmeral vidy po 20 mindtach na spektrofotometri Spekker (Hilger
H 590) pri 580 nm oproti slepému pokusu, obsahujiicemu moé bez lobelinu, ktory sa
spracoval obdobne ako vzorky obsahujuce lobelin. Premeranim Standardnych vzoriek
modu so stupajicou koneentraciou lobelinu v porovnani so vzorkami toho istého modu
bez pridavku lobelinu (slepy pokus) sa ziskali hodnoty extinkcie, ktoré sa pouzili na
zostrojenie kalibracného grafu (obr. 1).

Ako vidiet z grafu na obr. 1, zdvislost extinkcie od koncentrécie lobelinu v moéi
v uvedenom rozsahu (2—20 pg/ml) je priamkovéd. Pritomnost amoniaku a mocéoviny
podla nasich skusenosti stanovenie nerusi.

Lobelin treba v moéi stanovit do 30 minut, aby nedochddzalo k zjavnému rozkladu
lobelinu na acetofenén. Preto je nevyhnutné pracovat pri laboratérnej teplote, kedze
rozklad lobelinu sa pri vysSej teplote urychluje. Podla naSich skisenosti k zjavnému
rozkladu lobelinu dochddza asi po 1 hodine.

Stanovenie lobelinu v krvnom sére

Hlavnym problémom pri stanoven{ lobelinu v krvnom sére je vhodnéd deproteinécia
séra. Samo Nesslerovo éinidlo ¢iastoéne zrdza krvné bielkoviny, ¢im dochddza aj k strate
lobelinu. Dalej zréZanie pomocou HgCl, déva zakaleny Supernatant. Z tychto dévodov
sme pouzili dialyzadnt deproteindciu modifikovanti podla’[9]. Jej podstata je v tom,
ze vzorky krvného séra sa dialyzuju cez vhodni membrénu, v nasom pripade cez celofén
beznej vyroby, proti 0,5 M-NaCl. Lobelin sa potom stanoyi v alikvotnej éasti dialyzédtu
po okysleni a pridani Nesslerovho &inidla. Pri tomto spdsobe dialyzovania nedochédzalo
v nasich pokusoch k rozkladu lobelinu, ani k jeho strate. Pritomnost amoniaku stanovenie
nerusi, pretoze v ¢erstvej krvi je jeho koncentrdcia takd malé, ze nedochédza ani k reakeii
s Nesslerovym ¢éinidlom. Obdobne to zistili Freund a Lustig (pozri [10]).

Deproteindcia krvného séra

Dialyzovalo sa vidy 5 ml krvného séra za stdleho miedania 24 hodin proti 10 ml
0,5 m-NaCl [9]. Na dialyzu sa pouzili celofénové vrecuska beznej vyroby z jednej vyrobnej
Sarze. Do 5 ml dialyzédtu sa pridal 1 ml 10 9, HCl v ladovej kyseline octovej a 0,2 ml
Nesslgrovho ¢inidla. Po 20 minutach sa vzniknuty zékal zmeral obdobne ako pri stano-
veni lobelinu v modi. Merania sa robili oproti slepému pokusu, pripravenému obdobnou
dialyzou vzoriek krvného séra proti 0,5 M-HCl (bez lobelinu). Na pokusy sa pouzilo
normélne Tudské krvné sérum. Premeranim $tandardnych vzoriek krvného séra so stu-
pajicou koncentrdciou lobelinu v porovnani so vzorkami krvného séra bez pridavku
lobelinu sa zistené hodnoty extinkeie pouZili na zostrojenie kalibradného grafu (obr. 2).
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Z nameranych tdajov vidiet, Zze zédvislost extinkcie od koncentrécie lobelinu v krvnom
sére je v uvedenom rozsahu koncentrdcii 5—50 pg/ml linedrna. Reakcia je Specifické.
Treba pripomenut, ze pridavkom silne alkalického roztoku Nesslerovho ¢&inidla aj pri
stanoveni v modi, aj pri stanoveni v krvnom sére vyslednd reakcia je slabo alkalick&.
Podobne ako zistili G. Moricca a spolupracovnici [6] pri stanoveni dekameténia v bio-
logickych tekutindch, aj pre lobelin plati podla n4sho zistenia, ze reakcia s Nesslerovym
¢inidlom je Specifickéd v alkalickom prostredi.

04 i i 04"
P A
03r 1 03
02r 1 02
o1} 1 01

2 4 6 8 10 12 #% 16 18 20ugh: “T90 15 20 25 30 35 40 45 S0ug/ml

Obr. 1. Zavislost extinkecie od koncentrdacie  Obr. 2. Zavislost extinkcie od koncentrécie
lobelinu v moéi. lobelinu v krvnom sére.

V naSich pokusoch sme pouzili iba Cerstvi krv, ktord podla Parnasa obsahuje len
niekolko stotin mg9, amoniaku. Podla Freunda a Lustiga sa vSak amoniak ned4 v ¢erstvej
krvi, odbielkovanej za studena (dialyza), ani Nesslerovym ¢inidlom dokézat. NaSe ski-
senosti potvrdzuja zistenie tychto autorov [10].

Na overenie presnosti a citlivosti metédy sme premerali rozliéné druhy modu a krvi

Tabulka 1
Porovndvanie presnosti vysledkov stanovenia lobelinu v moéi
|
: . \ : lati
zoria Pridané Zistené - Rﬁil?;g;n& i
mg/ml mg/ml o/ '
’ (4]
[ f 1
1 i 2 2,04 —2.5 i
2 4 4,05 —2,1
3 6 6,07 —1.8
4 8 8,08 +1,5
] 10 10,08 +1,2
6 12 12,07 +1,0
7 14 14,07 —0.8
8 16 16,04 —0.7
9 18 18,05 —0.4
10 20 20,06 —0.3

Kazdé zistend hodnota je priemerom z 10 stanoveni. C'elkovy objem kazdej vzorky
je 5ml.
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s obsahom lobelinu. V sktimanych vzorkdch &erstvo odobratého modu sa vyskytoval
amoniak v nepatrnej koncentrécii. Vysledky pokusov sme zostavili do tab. 1 a 2. Vy-
sledky Statistického spracovania ukazuji dobri koreldciu medzi pridanym a zistenym
mnozstvom lobelinu v moédi a v krvi. Priemernd chyba je -+ 1,2 9% pre stanovenie
v moéi a + 1,4 9 pre stanovenie v krvnom sére, ¢o pre vidsinu biochemickych analyz
je vyhovujtce.

Tabulka 2
Porovndvanie presnosti vysledkov stanovenia lobelinu v krvnom sére
I ,
; ’ P Relativna
Pridané Zistené
Vzorka rovgfetl mgfml chgr/_b&
1 5 5,12 +2,4
2 7 7,15 +2,2
3 | 10 10,21 +2,1
4 15 15,27 +1,8
! a 20 20,30 +1,6
! 6 21 21,32 +1,5
7 30 30,40 +1,2
8 35 35,30 +0,8
9 40 40,30 +0,7
10 50 49,75 —0,5

Kazdé zistend hodnota je priemerom z 10 stanoveni. Celkovy objem kazdej vzorky
je 5 ml.

OIIPEOEJNEHUE JOBEJIIIHA B BUOJOIMYECRHX FRIOROCTAX
9. I'pagcrm, K. bapnra

Kadenpa memunuucKoi xavun Yeusepcurtera II. U, Mlagapuxa,
Kommme

Boi1 padpadoTaH TypOHIMMeTpUUECKUIl MeTOJ ONpeiesicHAs ;100eJMHA B OHOIOTAIECKOM
MaTepHaje, a HMEHHO — B KPOBAHOI CHBODPOTKe I Moye. MeToq ocHOBAaH Ha peakmum obpa-
30BaHHA NOMyTHeHUs JiobenmHa ¢ peaktuBoM Hecciepa. KoHOeHTpammoBEHAs 3aBACHMOCTD
aBasercs oT 2—20 pe/ma B Mode B 5—50 uz/ma B KPOBSIHON CLIBOPOTKE JMHEHHOH. B mie-
JI0UHOI cpefe 3Ta pPeaKIHA ABJIAETCA XapaKTepHOIl mis jgobemnmHa. PesynbTaTs Hm3MepeHnd il
B BHIIENpABeleHHOM HHTepBajle KOHIEHTpPaNuii O0TBevaloT TpeOoBaBHAM OHOXHMHIUECKOTO
aHAJM3a M XOPOIIO BOCIPOM3BOAHMEL.

Omnpenenenne jo6enuHa B Mode: K 10 wa cBexenonyuerHoil Mouu mpmbasisgerca 100 wme
teepgoro HgCl, u 1 ma 2 N-NaOH. lloiryueHHnli ocafpok orgmabTpoBbiBaeTcst. K 5 wa
¢unsrpata mpabasmusercsa 2 sa 10 9, HCl B nexaro# yKeycHO# kmeoTe 1 0,2 MII peaKTHBA
Heccepa. OGpasoBaBmeecs HoMyTHeHHMe M3MmepsieTcsi depe3 20 MEHHYT Ha cIieKTpodoTo-
Metpe npa 580 wm B CpaBHEHHH C AHAJIOTHYHO IPOBENEHHLIM CJIENLIM OIBITOM.

Onpepetene yo6eMEa B KPOBAHOH CLIBOPOTHKE: HPOBOMHUTCA AHAJA3 O M4 KPOBSHOI
ceBOpOTEE ¢ 10 sz 0,5 M-NaCl. K 5 wma nuanusata npmbasiaserca 1 wma 10 9, HCL B meps-
HOHl yKeycHoll kuciote u 0,2 ma peaktaBa Hecciepa. O6pasoBaBmeecs DOMyTHEHAe H3Mep-
AeTcs depe3 20 MEHYT TAaKHM e caMhiM 00pa3oM, KakK B caydae Moun. HyiseBrmM pacTBopoM
CJIYRHT JAHA/IN3MPOBaHHASA CHIBOPOTKA Oe3 so0enmHa.

CpenHsasa oOTHOCHTesdbHast ommOxka uameperusa =+ 1,2 % xma mowm M + 1,4 Y nmma
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KDOBSIHOH CHIBOPOTKM, 9YTO sIBIAETCH AOCTATOYHHIM [T GONBMMECTBA GHOXMMMYECKAX
aHAIA30B. Prelozila T. Dillingerovd

BESTIMMUNG VON LOBELIN IN BIOLOGISCHEN FLUSSIGKEITEN
E. Hradsky, K. Barna

Lehrstuhl fiir medizinische Chemie an der P. J. Saférik-Universitét,
Kosice

Es wurde die turbidimetrische Methode zur Bestimmung von Lobelin in biologischen
Materialien, u.zw. im Blutserum und Harn ausgearbeitet. Die Methode beruht auf
einer Tribungsreaktion des Lobelins mit dem NeBlers Reagenz. Die Konzentrations-
abhéngigkeit im Bereich von 2—20 pg/ml im Harn und im Bereich von 5—350 pg/ml
im Blutserum ist linear; im alkalischen Milieu konnte eine spezifische Konzentrations-
abhéngigkeit festgestellt werden. Die Mefergebnisse sind in den angefithrten Konzen-
trationsbereichen fiir biochemische Analysen befriedigend und gut reproduzierbar.

Bestimmung von Lobelin im Harn: 10 ml von frischem Harn werden mit 100 mg HgCl,
und 1 ml 2 N-NaOH versetzt. Der ausgeschiedene Niederschlag wird abfiltriert. Dem
aliquoten Teil des Filtrats (5 ml) werden 2 ml 109%iger HCl-Losung (im Eisessig) und
0,2 ml vom NeBlers Reagenz hinzugefiigt. Die erzeugte Tritbung wird nach 20 Minuten
mit einem Spektralphotometer bei 580 nm gegen die in analoger Weise hergestellte
Blindlésung gemessen.

Bestimmung von Lobelin im Blutserum: Ein aliquoter Teil des Blutserums (5 ml)
wird gegen 10 ml 0,5 m-NaCl dialysiert. 5 ml des Dialysats werden mit 1 ml 109iger
HCl-Lésung (im Eisessig) und 0,2 ml NeBlers Reagenz versetzt. Die erzeugte Tritbung
wird nach 20 Minuten gegen ein in analoger Weise dialysiertes Serum ohne Lobelin
gemessen.

Der relative Fehler der Lobelinbestimmung im Harn betrdgt 4+ 1,2 % und im
Blutserum + 1,4 %,.

Prelozil M. Liska
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