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84. Uber eine neue Methode zur quantitativen Bestimmung,
Reinheitspriifung und Stabilitéitsmessung von Calcium-Leucovorin
von Hans Suter, Josef Conti, Menasche Litmanowitsch, Albert Grossmann

und Alfred Hedinger
Forschungsinstitut EPROVA Aktiengesellschaft Schaffhausen

(23. I11. 72)

Zusammenfassung. Die Kombination der diinnschichtchromatographischen Auftrennung mit
ciner spektrophotometrischen Auswertung ergibt eine spezifische quantitative Methode zur Be-
stimmung von Ca-Leucovorin. Dicse Methode ergibt prazise Resultate auch bei Anwesenheit von
weiteren Folinaten. Ein speziell gereinigtes Ca-Leucovorin wird als neuer hochaktiver Standard
vorgeschlagen.

1. Einleitung. -
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Ca-Leucovorin, Calcium-folinat, Calciumsalz der 5-Formyl-5,6, 7, 8-tetrahydrofolsiure
C,oH,,CaN;0,-5H,0 Mol.-Gew. 601,6

Die Bedeutung von Ca-Leucovorin als Stoffwechselregulator, insbesondere als
Ubertriger von C,-Einheiten, ist erst in den letzten Jahren intensiver erforscht worden
[1}. In letzter Zeit ist auch die therapeutische Wirkung von Ca-Leucovorin wiederholt
bestitigt worden. Besonderes Interesse fanden die Anwendungen zur Herabsetzung
der Toxizitit von Folsiureantagonisten bei der Krebsbekdmpfung (2] und zur
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Behandlung der megaloblastischen Andmie [3] und von Leberparenchymschéden [4].
Die physiologische Wirkung von Ca-Leucovorin wird gegenwirtig intensiv erforscht.

Die Erarbeitung einer exakten und spezifischen Methode zur Reinheitspriifung
dieses, in kleinsten Mengen biologisch aktiven Stoffes, schien uns notwendig, da die
erhiltlichen Praparate meist nur einen kleinen Gehalt an Ca-Leucovorin aufweisen.
Des weiteren musste eine reine Bezugssubstanz gefunden werden.

Eine kombinierte DC./UV.-Analysenmethode, welche die diinnschichtchromato-
graphische Auftrennung, die Eluierung des Hauptfleckens und die spektrophoto-
metrische quantitative Bestimmung der eluierten Reinsubstanz umfasst, wird in

Abschnitt 4 beschrieben. Dieser Methode kommt im Verglelch zu anderen bekannten
Methoden eine hohe Spezifitit zu.

2. Physikalische Eigenschaften eines Standardpriparates, — Es wurde von uns ein
speziell gereinigtes, chromatographisch einheitliches Priparat von dl/i-Ca-Leucovorin - 5H,
hergestellt, das folgende Analysendaten ergab und durch folgende physikalische Grossen charak-
terisiert ist: ¢ H N,0,Ca-5H,0 Ber. C399 N 16,3 Ca67 H,0150%

Gef. ,,399 ,,162 ,, 66 , 155%

+16,3° (¢ = 1,7% in H,0. Als wasserfreies Ca-Salz gerechnet).
+14,26° (¢ = 3,42% in H,O. Als wasserfreies Ca-Salz gerechnet)).

Optische Drehung: [w]? =
(Nach Lit. [5]: [«]f =
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Fig. 1. Rotations-Dispersion von difL-Ca-Leucovorin (Standard)
Konzentration: 1,7659, (wasserfreies Ca-Salz); Losungsmittel: Wasser
Temperatur: 20° 4 0,1°

Uv. Spektmm in 0,7~ NGOH: Max. 282 nm E;%, = 502; Min. 242 nm E}%, — 105,7;
Verhaltms = 4,75;

in Puffer pH 7,0.- Max.: 287nm EX? = 526; Min.: 243 nm El% = 133; Verha.ltrus

lem lem
(Puffer pH 7,0: 36,08 g Na,HPO,. 2H,04+17,6 g KH,PO, pro Liter).
In der Lit. [5] sind fiir wasserfreie Folinsiure folgende Werte angegeben:
Max. in 0,1~ NaOH (10 mg/1): 282 nm, T = 27,0%, E
vorin « 5H,0 ergibt sich daraus EY% — 4475,

lemn
Min. in 0,1~ NaOH (10 mg/l): 243 nm, T = 75,3%, E = 0,1232; umgerechnet auf Ca-Leuco-
vorin + 5H,0 ergibt sich daraus Ell’ = 97,0. Verhiltnis E Emax 4,62.

E min.

—395

= 0,5686; umgercchnet auf Ca-Leuco-
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0,75 F

0,50 F

0,25 |

Ly 4 s Fig. 2. UV.-Spektrum von di[L-Ca-Leucovorin (Standard)
200 300 nm ¢ = 14,01 mg Ca-Leucovorin. 5H,0/1 (0,1 ~ NaOH, d =1 cm)

IR.-Spektrum (KBr): N—H-Valenzschwingung: Lit. [6] prim. Amine 2,86-3,03 u, sek. Amine
2,86-3,03 u; Gef.: 3,00 u.
C—H-Valenzschwingungen: Lit. [6]: CH,— 3,42-3,50 u, CH— 3,46 u; Gef.: 3,35-3,45 u.

Ausserdem sind in der Lit. [6] folgende Schwingungen angegeben: 6,21-6,45 u, 7,04-7,80 u
(COO—-Valenzschwingung, aliphatisch); 6,06 g (C = O Valenzschwingung arom. sek. Amide);
6,00-6,13 u (C = O Valenzschwingung aliph. tert. Amide); 6,45 u (N—H Deformationsschwin-
gung von sek., Amiden); 6,06-6,29 u und 6,06-5,46 u (N—H Deformationsschwingung von prim.
bzw. sek. Aminen); 6,10-6,17 4 und 6,33-6,41 y (C=C und C=N Ringschwingung in Pyrimidinen
mit NH,- bzw. OH-Substituenten).

Alle die in der Literatur im Bereiche von 6,00-6,41 u fiir wasserfreie Folinsiure angegebenen
Absorptionsbanden liessen sich beim Ca-Leucovorin nicht in einzelne Banden aufldsen, da sie zu
nahe nebeneinander liegen und sich deshalb gegenseitig iiberlappen.
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Fig. 3. IR.-Spektrum von di[L-Ca-Leucovorin (Standard)

3. Bekannte Methoden zur Reinheitsbestimmung von Ca-Leucovorin. 3.1. Direkie
photospektrometrische Messung dev UV .-Absorption in 0,1 N NaOH [7]. Diese Methode erfasst auch
die bei 282 nm absorbierenden, Leucovorin-dhnlichen Nebenprodukte und kann dadurch einen
zu hohen Reinheitsgrad vortauschen. Siehe Gegeniiberstellung der direkt bzw. der mit der kombi-
nierten DC./UV.-Methode gemessenen Werte, Tab. 1.

3.2. Polarographische Gehaltsbestimmung (8] [9]. Diese Methode ergibt gut reproduzierbare
Werte. Allen [8) gibt eine Standardabweichung von A- 2,49 (abs.) fiir die Bestimmung von
Leucovorin an. Nach v. Stackelberg [10] ist die Hohe einer polarographischen Stufe in giinstigen
Fallen auf etwa 29, genau reproduzierbar.
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3.3. Gehalisbestimmung auf Grund der optischen Drehung [9). Fiir eine Gehaltsbestimmung ist
diese Methode allein zu wenig spezifisch, da auch Leucovorin-dhnliche Stoffe optisch aktiv sind.

3.4. Gaschromaiographie. Mehrere Versuche, Leucovorin zu silylieren und dann gaschromato-
graphisch zu analysieren, fithrten nicht zu brauchbaren Ergebnissen.

3.5. Mzikrobiologische Methode. Sauberlich [11] und mehrere andere Autoren {7] [8] [12] {13]
beschreiben die mikrobiologische Gehaltsbestimmung von Ca-Leucovorin. Allen [8] gibt fiir die
mikrobiologische Methode eine Standardabweichung von + 7,49, (abs.) an. Die mikrobiologische
Methode [13] enthilt einige Prozesse, welche nach unseren neueren Stabilititsuntersuchungen
die Genauigkeit dieser Methode beeintrichtigen (vgl. Stabilititsmessungen im Abschnitt 7). Uber
eine verbesserte Methode zur mikrobiologischen Gehaltsbestimmung wird an anderer Stelle be-
richtet.

Tabelle 1. Ca-Leucovorin-Gehalt verschiedener Priparate nach dey divekten spekivometrischen Methode
und nach der kombinierien DC.[UV .-Methode

Priparat Gehalt nach der direkten Gehalt nach der kombinierten Relative
photospektrometrischen DC./UV.-Methode* Abweichung

Messung* bezogen auf die

DC./UV.-Werte

1 43,3% 29,0% +49,39%
2 46,1% 30,7% +50,1%,
3 46,19, 33,6% +37,2%
4 88,3% 80,6% + 9,5%
5 87,5% 80,6% + 8,6%
6 87,5% 80,6% + 8,6%
7 87,5% 80,6% + 8,6%
8 87,5% 80,6% + 8,6%
9 89,29, 82,49%, + 8,29
10 91,5% 84,5%, + 8,3%
11 92,8%, 84,6%, + 9.7%
12 95,0% : 84,89, +12,0%,
13 92,8% 86,0% + 7,9%
14 90,2%, 86,0% + 4.9%
15 101,49, 89,5% +13,39%
16 101,0%, 90,5%, +11,6%
17 98,19, 90,7% + 8,2%
18 97,0% 90,7% + 6,9%
19 95,5% 90,7% + 5,3%
20 101,29, 92,7% + 9.2%

* Standard = 1009,

4. Experimentelle Methodik der quantitativen Ca-Leucovorin-Bestimmung. Diese
gliedert sich in 4 Stufen: Chromatographische Auftrennung (4.1); Markierung des reinen Ca-
Leucovorin-Fleckes (4.2); Eluierung (4.3); photospektrometrische Ausmessung des Eluates (4.4).

4.1. Chromatographische Auftrennung. Tank: Normaler DC.-Chromatographietank mit PVC-
Deckel zur Stickstoffbeluftung. Platten: Schleicher|Schiill DC.-Fertigfolien (Plastik 20X 20 cm)
F 1440 LS 254 Cellulose oder Merck DC.-Aluminiumfolien Cellulose F 254, 20 x 20 cm. Vorberei-
tung dey Plalten: Die DC.-Folien sind auf 2 gegeniiberliegenden Seiten nicht ganz bis zum Rand
beschichtet. Diese 2 Seiten bilden den oberen bzw. unteren Rand der Folie. Im Abstand von 2 cm
zum unteren Folienrand und im gegenseitigen Abstand von 2,5 cm werden 7 Punkte leicht mar-
kiert. 15 cm oberhalb dieser Startpunkte wird eine waagrechte Begrenzungslinie in die Schicht
gekratzt. In der Laufrichtung werden ebenfalls 9 mm links und rechts der Startpunkte Begren-
zungsrillen in die Schicht gekratzt so dass 18 mm breite Laufbahnen mit 5 mm breiten Zwischen-
bahnen entstehen (siche Fig. 4}. Standard: 125 mg reines Ca-Leucovorin - 5H,0 «Standard» {siche
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Abschnitt 2), werden in ein trockenes Messkélbchen eingewogen und mit deion.Wasser auf 5 ml
gebracht. Analysenlosung: 125 mg des zu untersuchenden Ca-Leucovorins werden ebenfalls in
ein 5 ml Messkélbchen eingewogen und mit deion.Wasser auf 5 ml gebracht. Die Lésungen sind
jeweils frisch herzustellen.

Auftragsmenge: 2 mm? pro Fleck, entsprechend 50 ug Ca-Leucovorin « 5H,0, unter N, auf-
tragen. Die Art des Auftragens kann eincn betrichtlichen Fehler verursachen. Auch weisen einige
Pipetten-Fabrikate erhebliche Abweichungen vom Nennvolumen auf. Alle Punkte werden deshalb
mit ein und devselben Mikvopipette aufgetragen. Sehr gute, reproduzierbare Werte werden mit den
Mikrokapillaren «Microcaps» von Drummand Scientific Co. USA erhalten. Eine Serie von 10 aus-
gewogenen «Microcaps» wies eine Standard-Abweichung von nur 0,33%, auf. Die Abweichung voin
Nennvolumen betrug bei der 2 mm3 Microcap 3,9%. Dic Kapillare kann sehr gut auf einwandfreie
Funktionsweise beobachtet werden. Das Microcap wird sorgfiltig mit einem weichen Cellulose-
Tichlein abgewischt und nur leich? auf den Startpunkt aufgesctzt. Staripunkte: 1-3: Standard
(3fach); 4: lcer fiir Blindeluierung; 5-7: Analysenproben (3fach). Laufstrecke: 15 cm. Fliessmilttel:
29 Ca-acetat (Merck) in Wasser, pH 8-9. Laufzeit: ca. 2 Stunden. Schutzgas: Auftragen der
Substanz, Entwickeln und Trocknen unter Stickstoff.

e B T st S et

"

Fig. 4. DC.-Chromatogramm von zwei vevschiedenen Ca-Leucovorinpriparaten

4.2. Markierung des veinen Ca-Leucovovin-Fleches. Markieven: Der Ca-Leucovorin-Haupt-
fleck (Rf ca. 0,7) wird unter der UV.-Lampe bei 254 nm mit einem weichen Bleistift leicht mar-
kiert, so dass sich der Fleck innerhalb einer rechteckigen Fliche von ca. 18 mm Seitenlinge
befindet. Bevor die einzelnen Hauptflecken in Form rechteckiger Pldttchen ausgeschnitten werden,
saubert man die Zone ausserhalb der Markierung durch sorgfiltiges Wegschaben der iiberfliissigen
Celluloseschicht. Spuren der weggeschabten Cellulose werden mit einem Stickstoffstrahl von den
Plattchen weggeblasen, um das Einschleppen allfilliger Nebenflecken zu vermeiden.

Blindwert: Auf cinem Startpunkt (Nr.4) wurde als Kontrolle keine Substanz aufgetragen.
Auf gleicher Héhe mit den Hauptflecken der entwickelten Substanzen wird ebenfalls eine gleich-
grosse rechteckige Zone markiert und ausgeschnitten. Das Eluat dieses Pliattchens dient bei der
spiteren photospektrometrischen Messung als Vergleichslosung (Referenz) der Messlosungen 1-3
und 5-7 dieser DC.-Folie. Alle markierten Flecken besitzen genau die gleichen Ausmasse.

4.3. Eluierung. Eluievtank: Glastank 44 x 24 x 27 cm (Desaga) Glasdeckel mit 2 Bohrungen fiir
die Stickstoffspiillung. 2 Kristallisierschalen mit Wasser fiir die Kammersiattigung. Eluierblock:
Kunststofiblock aus Polyithylen 40,5% 14,0 X 5,0 cm. An den beiden grossen Seitenflichen sind
je 7 Halteklammern fir total 14 Messkélbchen zu 5 m! angebracht. Auf der oberen Stirnseite ist
eine Nut eingefriast. In diese Nut werden 2 Losungsmitteltroge gestellt, wie sie fiir die Sandwich-
Chromatographie verwendet werden. Diese Troge nehmen das Eluiermittel auf.

Priaparievung dev Eluier-Samdwichs: Die aus der Chromatographiefolic ausgeschnittenen
rechteckigen Plattchen mit dem Ca-Lcucovorin-Hauptfleck bzw. Referenzfleck werden mit der
Schichtseite auf die Eluierstreifen gelegt (siehe Fig. 6), auf der Gegenseite mit einem sauberen
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quadratischen Plastik-Plattchen verstirkt und das ganze Sandwich mit 2 Plastik-Clips oder einer
Bitroklammer zusammengeklemmt. DC.-Schicht und Eluierstreifen sollen nicht mit blosser Hand
angefasst werden, Die Verwendung von Baumwollhandschuhen und Pinzette wird empfohlen.

Der schmale Teil der Eluierstreifen wird mit der Pinzette soweit zusammengeklemmt, dass
er in den Hals der 5 ml Messkolbchen passt. Der breite Teil der Eluierstreifen wird 2mal gefalzt
und taucht in einen der Eluiermitteltrége ein (siehe Fig. 5a, 5b).

Elutermittel: Phosphatpuifer pH 7,0 (36,08 g Na,HPO, - 2H,0+ 17,6 g KH,PO, pro Liter).
Eluievzeit: 16 Std.

Fig. 5a Fig. 5b

Eluierstreifen: Chromatographiepapier Schleicher/Schiill 2043 B mgl. In Faserlaufrichtung
geschnitten.

20

60 7 23

Fig. 6

4.4. Photospektrometrische Bestimmung. Die Eluate werden mit Phosphatpuffer pH 7,0 auf
exakt 5 ml gebracht und photospektrometrisch gemessen gegen die Blind-Eluierprobe Nr. 4.
Quarz-Kiivetten (1 cm) verwenden.

Man misst die Extinktion E bei 287 nm.

Im gepriiften Bereich von 21 bis 66 Gamma Ca-Leucovorin pro Chromatographiefleck fanden
wir eine gute Extinktions-Proportionalitit. Die grésste relative Abweichung vom Sollwert betrug
1,7% (alle Analysenoperationen eingeschlossen).

Da bei dieser Methode die Analysensubstanz mit einem Standard-Préparat verglichen wird,
muss man den in Abschnitt 5.2 erwihnten Eluierverlust nicht in Rechnung stellen.

Ea 100

Gehalt = —g—— = .... % CyyHyCaN;0; - 5H,0

Ea = Mittelwert der 3 Extinktionen (Analysenlésung, Punkte 5-7);
Es = Mittelwert der 3 Extinktionen (Standardlésung, Punkte 1-3).
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5. Reproduzierbarkeit der Ca-Leucovorin-Bestimmung. - 5.1. Priifungs-Methodik.
Es wurde die Reproduzierbarkeit der DC./UV.-Analysenmethode (siche Abschnitt 4) mit 2 Stan-
dard-Ca-Leucovorin Proben A und B gepriift. Beide Proben wurden in Pufferlésung pH 7,0 gelost

und ergaben beim Maximum der Lichtabsorption den gleichen E i:{fn = 526 Wert.

Die Losungen (exakt 125,0 mg Standard Ca-Leucovorin - 5H,0 in 5 ml Wasser wurden jeweils
frisch hergestellt und far 2 bis 3 Bestimmungen eingesetzt. Es wurde immer mit demselben aus-
gemessenen Microcap von 1,949 mm3 Inhalt aufgetragen.

In einer dritten Messreihe C wurde der Eluierverlust ermittelt. Dazu wurden die Standard-
Ca-Leucovorin-Proben auf Cellulose-DC.-Plattchen (18 x 18 mm) aufgetragen und okne chromato-
graphische Auftrennung unter gleichen Bedingungen wie in den Abschmitten 4.3 und 4.4 ange-
geben, eluiert. Aus der Differenz zwischen auftragender und eluierter Menge Ca-Leucovorin
ergibt sich der Eluierverlust.

5.2. Evgebnisse.

n = Anzahl Messwerte X = Mittelwert
. (x1—X)? . .. S
s = Standardabweichung Vﬁ— v = Variationskoeffizient T 1009,
Messreihe A Messreihe B Eluierreihe C
Gemessene Gehalt Gemessene Gehalt Gemessene Eluie-
Extinktion % Extinktion % Extinktion rungs-
grad 9%,

0,4976 97,1 0,4962 96,8 0,5058 98,5
0,4921 96,0 0,4921 96,0 0,4989 97,2
0,4962 96,8 0,4828 94,2 0,4989 97,2
0,4962 96,8 0,4949 96,6 0,4989 97,2
0,4921 96,0 0,4976 97,1
0,4908 95,8 0,4935 96,3
0,4949 96,6 0,4989 97,3
0,4976 97,1 0,4976 97,1
0,4921 96,0 0,4962 96,8
0,4976 97,1 0,4942 96,4
0,4921 96,0 0,4949 96,6
0,4921 96,0 0,5017 97,9
0,4989 97,3 0,4976 97,1
0,4976 97,1 0,5045 98,4
0,4935 96,3 0,4976 97,1
0,4976 97,1 0,4976 97,1
0,4976 97,1 0,4962 96,8
0,4962 96,8 0,4935 96,3
0,4935 96,3 0,4949 96,6

0,4949 96,6

0,4828 94,2

0,4802 93,7

0,5072 99,0

0,5100 99,5

0,5045 98,4
X 96,6% x 96,89, x 97,5 %
SA 0,51% Sy 1,35% SE 0,65%
v 0,53%, v 1,40% v 0,679,
n 19 n 25 n 4

2, .2 2 2 .

Stot = VSA+SE = 0,83% Stot = VSB+ s = 1,509, Eluierverlust

100% — 97,5% = 2,5%
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Die relativ kleinen Standardabweichungen weisen auf die gute Reproduzierbarkeit der Bestim-
mungen hin.

Fiir die Messreihe A ergibt sich ein korrigierter Mittelwert von 96,6%, + 2,5%, (mittlerer Eluier-
verlust) = 99,79,. Bei einem Vertrauensbereich von 959, liegt der effektive korrigierte Mittel-
wert mit 95proz. Sicherheit zwischen 98,7 und 99,5%, Gehalt.

Far die Messreihe B ergibt sich ein korrigierter Mittelwert von 96,89, +2,5% = 99,3%. Bei

einem Vertrauensbereich von 959 liegt der effektive korrigierte Mittelwert mit 95proz. Sicherheit
zwischen 98,6 und 99,9% Gehalt.

6. Untersuchung einiger erhiltlicher Priiparate. — Die im Abschnitt 4 beschriebene kom-
binierte DC./UV.-Analysenmethode wurde zur Gehaltsbestimmung einiger kiuflicher Ca-Leuco-
vorin-Qualititen angewendet. Wir fanden folgende Gehalte an CyyH,, CaN,O, - 5H,0:

Musterbezeichnungen:

A B C D E F G H I unser
Standard

44,99, 50,0% | 51,7% | 57.5% | 76,5% | 78,5% | 80,0% | 82,7% | 77,7% 100,0%

A B C D F G I + A B C D F G I +
unser unser
Standard Standard
(UV. 254 nm) (UV. 366 nm)
Fig. 7a Fig. 7b

7. Uber die Stabilitiit von Leucovorin. — Fir die Untersuchungen wurde reines Standard-
Ca-Lencovorin « 5 H;O eingesetzt. Die einzelnen Proben wurden mit Hilfe der kombinierten DC./
UV.-Methode quantitativ bestimmt. Die Resultate sind ausgedriickt in %, unverinderter Sub-
stanz, bezogen auf den Anfangsgehalt = 100%,.

7.1. Kristallisiertes Ca-Leucovorin - 5 H,0. Beim Trocknen der Substanz wihrend 2 Std. bei
100° und 1-2 Torr fanden wir, unter Beriicksichtigung des Trockenverlustes, eine Reduktion des
Gehaltes auf 98,5%.

7.2. Wisserige Leucovorin-Lisungen. Fir diese Versuchsreihe wurde eine Konzentration von
2,5% bezogen anf Ca-Leucovorin - 5 H,O gewihlt. Die Versuchsbedingungen und Resultate sind
in Tabelle 2 aufgefiihrt. Die Stabilititsversuche* bei pH 5,5, 8 Std. bei 20° bzw. 8 Std. bei 90°,
wurden doppelt durchgefithrt.
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85. Geltungsbereich und Mechanismus der durch Silberionen
katalysierten Propargylester-Allenylester-Umlagerung
nach Saucy und Marbet
von Horst Schlossarczyk?!), Willi Sieber?), Manfred Hesse, Hans-Jiirgen Hansen
und Hans Schmid

Organisch-chemisches Institut der Universitit Ziirich
(15.1.73)
Summary. The mechanism of the catalysis of the veversible (propargyl ester) [(allenyl ester) rearvange-

ment (10 <= 11) by silver(I) ioms was investigated, using optically active and diastereoisomeric
esters as well as 14C- and 180-labelling.

R Ag® 1 3
R o N, R¥4
- — 27—
0__0 OYO
R4 R4
10 11

In order to work with crystalline materials, mainly p-nitrobenzoates (10, 11: R* = p—O,N—
—CgH,) were used. In some cases the rearrangement 10 =11 was studied using acetates (R* =
CH,). The alkyl substituents R*, R?, R3, were widely varied (cf. Tables 1, 2). The solvents in which
the rearrangements were performed were in most cases dry chlorobenzene and 969, aqueous

1) Aus der Dissertation von H. Schlossarczyk, Universitit Ziirich 1964 (Ausfiihrung 1959-1962).
2) Aus der Diplomarbeit von W. Sieber, Universitit Ziirich 1969.





