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Dunnschichtchromato~~he Bestimmung von Acylamino%hyl- 
arylsulfonylharrnstoffen hn Serum nach Hydrolyse und ‘Dansylierung 

H. HIJCK 

Imtitut fiir Medizinische und Klinische Chemie der Uniuersitiit Innsbruck, Innsbruck (&ta- 
reichj 

(Eingegmgen am 24 Februar 1978; geiinderte Fassung eingegangen am 10. Mai 1978) 

Zu den wirksamsten oralen Antidiabetika gehoren die AcylaminoZitbyl- 
De&ate von Arylsulfonylharnstoffen wie Glipizid (Glibenese* ), Glibencla- 
mid (Euglucono ), Glisoxepid (Fro-Diabano ) und GlurenornP . Wegen ihrer 
niedrigen Dosis -mit maximalen Serumkonzentrationen von etwa 500 ng/ml 
pro Tablette ist eine direkte diinnschichtchromatograpbische (DC) Bestimmung 
durch Messung der UV-Absorption bzw. der Fluoreszenzlijschung von Leucht- 
stoffschichten wie beim Chlorpropamid [l] nicht mehr miiglich. Eine gas- 
chromatographische (GC) Bestimmung mit Elektroneneinfangdetektion der 
Methylt&luorac+yl- ,odei Methylheptafluorbutyryl-Derivate wie beim Chlor- 
propamid unh Tolbutamid [Z] w&de wegen des grijsscmn Molekulargewichts 
und einer ztitzlichen polaren Gruppe der Acy&mino&hyI-De&ate hiihere 
S2ulentemperaturen erfordern, sodasa sich Probleme hinsichtlich der therm- 
ischen St&lit% ergeben k&r&en. Als weitere, geeignete M&hod&r. bieten 
sich an: Die PyroiysedC (Tolbutamid 131, Tolazamid [4]); die Massenspek- 
trometrie unter Vtirwendung emes stabilen Is&tops aLs innerem Standard (Tol- 
butamid und. seine Metabolite [5] ) und schbesslich die radioimmunologische 
Method& (Glisoxepid [SD. 

Die vor&ende. Method& die sich d&h geringen .apparativen A&wand 
auszeichnet, geht davon .a&, d&s sich die Acylreste der Acylamino~thy&ul- 
fonylh&n&of% selektiv drirch alkalische Hydrolyse abspalten lassen, ohne 
dass dabei die. Sulfonylharnstoffgruppe angegriffen wird. Nach .Neutralisa- 
tion der L&ung wird das. freigesetate Amiri ent.$r&chend der b&w&&en 
Methode zur Beatimmung biogener Amine aua biologischem Materi+ [7~12] 
in ein fluoreszierendes Dansylderivat, libeq$efubrtur@ nach zwei-dhnetiionalen - : ._ ~ __I . . 
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DC-Trennung auf Kieselgel im Nanogrammbereich mittels eines Chromato- 
gramm-Spektralphotometers ausgewertet. -. : : _ - 

Auch eine saure Hydrolyse kann durchgefiihrt werdeti, bei +eIche@eich- 
zeitig dig Acylamino- und die Hamstoffgruppe gespalten werde.n;-: Da wegen 
der grosseren Best&digkeit der Harnstoffgruppe Hngere Reaktionszeiten er- 
forderlich sind, wird die alkalische Spaltung bevorxugt. Ein Nachteil der sau- 
ren Hydrolyse ist such, dass ev. vorhandene aliphatische Hydroxylgruppen, 
Z.B. bei den Metaboliten, unter Bildung isomerer Qlefine eliminiert werden. 

Die Verh5ltnisse der alkalischen und sauren Spaltung werden in Fig. 1 am 
Beispiel von Glipizid dargestellt. Bei der sauren Spaltung entsteht als Zwi- 
schenprodukt N-(4Aminoiithylbenzolsulfonyl)-N’-cyclohexyl-harnstoff, al% 
Endprodukte Cyclohexylamin und 4-Amino%thylben2olsulfonamid. Bei der 
a&al&hen Spaltung tritt nur der N-(4_Amino%hylbenxolsulfonyl)-N’eyclo- 
hexyl-harnstoff auf. 

sauer 
t 

sauer 

alkal isch 

Fig. 1. Spaltung von Glipizid durch same und aikalkche Hydrolyse. 

&IATERIAL 

Geti’te 
Zeiss-Spektralphotometer PMQ II, Camag-Z-Scanner, Goen-Schreib.er RE 

541. 

L&ungen 
1 M Acetatpuffer von pH 4.3, hergestellt aus 1 M NaAc und EssigsZure; 1 

M CarbonatLBicarbonatpuffer van pH 9.5, her&tellt &I.@ 1 M ~B&IHCO, und 
5 N NaOH; Dansylcbloridl6sung: 100 rng Dansylchlorid (Merck, ‘Darmstadt, 
B&D.) in 50 ml Aceton. 

GZipizid-+n&rd. 5 mg Glipizid ,(Pfizer Au&r&, Wien, &te&eich) werden 
in 100 ml Athanol gel&t. 1 ml dieser L&&g wird zur Trockene. abgempft. 
Der Abdampfrilckstand wird nach (b, ) un$ (c) des method&&n Teils hydro- 
ssieit und dansyliert. Der Trockenriickstand des Da&ylderivates_ wird in 1 ml 
.Athanol .gels@. 

: 

MafeizidStandard. 5 mg Mafenid (4-Aminomethylbenzolsulfonamid,~ Bayer- 
Leverkusen) werden in 100 ml &ham+ gel&t. 1 ml dies& -l%sung wird zur 
Trockene abgedampft und der Riickstand nach .(c) des method&hen Tells 
dansyliert Der Trockenriickstand des Dansylderivats wird in 1 ml $thanol 
gel&t. : 

-:.- ._ 
l 

AIlk genannten .Chemikalien haben p-a; Rei.nheit~d:~ 
.’ 

: 

Laufmifte( . -. 
Als Laufinit%el wurden ve&vend& Cycloh~~-Essi~~E~ 
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s.igs&re . .(60;.4@.2); I (B) Cblorofonn_Methanol-EssigsZure (100: 3: I); (C) 
.Cyeloh~~~Essi.g~~e~~h~~~r (70:39). Alle genannten Laufmittel werden 
nach einmaligen Gebmuch verworfen. . : 

Spriihrpittel 
-_ : Als Spriihmittei -w&d e verwendet Isopropanol~TriZthanolnolamid (80~20). 
_, _.- .---- . 

_cjfiE.. .- 

1. &l Senim wird .%I ~eiriem Schiitteltrichter mit 1 ml wasser, 0.2 ml Acetat- 
puffer von pH 4.3 und 5 yl der- Mafenid-StandardKsung verse&, mit 1 X 
10 ml und 1 X 5 ml Chloroform-Isopropanol (lOO:S) extrahiert, die orga- 
nische Phase durch eine Faltenfilter (Selecta Nr. 595-l/2-@ 9 cm) futriert, 
das LSsungsmittel im Luftstrom abgedampft, die GefZsswand mit -1 ml Ace- 
ton nachgespiilt und das Aceton ebenfalls abgedampft. 

(b 1 ) Alkalische Hydrolyse 
Der Extraktionsriickstand wird in 1 ml 5 N NaOH aufgenommen und im 

offenem RShrchen w&end 2 h auf 100” erhitzt. Die gut abgckiihlte L&sung 
wird mit einem durch Titration gegen Phenolphthalein im Blindversuch ermit- 
telten .Volumen HCl 1:1 neutralisiert (0.84 ml). 

(b, ) Saure Hyclmlyse 
Diese wurde durchgefiihrt mit 0.5 ml 50% (v/v) H, SO, ; wobei 6 h auf 100’ 

erhitzt wird. Die gut abgekiiblte Lijsung wird mit einem in Blindversuch er- 
mitt&en Volumen 5 N NaCH neutrahsiert ( 1.85 ml). 

Da unter den hier vorliegenden Reaktionsbedingungen, die durch relativ 
hohe Salzkonzentrationen gekennxeichnet sind, die Dansyherung mit NaHCOJ- 
Puffer unvollst5ndig verlief und sich mit Na, CO, -Puffer wegen des Vorhanden- 
seins der schwach aciden Sulfonamidgruppe bereits em Na-Salz bildet, war es 
notwendig, ein NaHC03 -NaZ CC3 -Puffer einzusetzen: Die neutralisierten 
Lbsungen tierden mit 2 ml NaHCOB -Na&O,-Puffer von pH 9.5 und 2 ml 
Dansylchloridi%ung versetzt und 30 min auf 45” erw&mt. Nach dem Ab- 
kiihlen w&d mit 1 X. 2 ml und 1 X -1 ml Chloroform extrahiert, die untete 
Phase mittels einer-- Pipette abgehoben und durch em- Faltenfiiter (Selecta Nr. 
595-l/2-@ 5.5 cm). in ein spitzes Riihrchen filtriert. Das L&ungsmittel wird 
im Luftstrom abgeblasen. 

(d) D&rennung 
Die Dansylderivate werden in 50 ~1 Chloroform gel&$ und -in Anteilen zu 

5 -yl--unter Zwischentrocknung auf eine DC-Platte (10 X 20 cm; Kieselgel60, 
Merck) unter Einhdtu~ von 2 cm Abstand von den PlatteWindern aufgetra- 
gen.- Bn Abstand van 5 cm- zur- Probe werden auf dieselbe ‘St&e je 5 ~1. Glipi- 
zid- und Mafenid-StandardhWmg mit je 250 ng mcht dansylierter -Substanz 
&ifgetragen_‘,Die ‘Pn$umg erfolgt durch zweidirjnensionale DC im Duxikeln 
zur&hs$ . . tit 4eti L&fu&tel A.. his zum Plattenrand. Z&m ?Frocknen ‘,w&d die 
Pla& 15 min im‘D&kein”&&en~ gelassen; anscbiie&nd w&i mit dem Lauf- 
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mittel B ebenfalls bis zum Plattenrand’ entwickelt, geticknet ‘und’ kr&ig 
mit Isoproptiol-Tri%hanolamin his zur beginnenden Transparenz be@riiht. 
Zum Nachtrocknen wird die Platte 30 min im Dunkeln gelagert. .-. 

(e) Fluoreszenzmessung 
A&egung bei 366 nm, Emission bei 510 nm, ausgeleucht$e FHche: 4 mm 

X- 6 mm,‘ Monochromatorblende ganz g&ffnet, maximale Versti%rkung (3000 
X). ZU~ ErhShuug tier Empfindlichkeit und zur Unterchiickung ~0x1 O-linden- 

schwankungen wird eine zweite Kieselgelplatte unterlegt. Probe, Glipizid-, 
&sserer Mafenid- und innerer Mafenidstandard werden unter der UV-Lampe 
markiert und durch Scannen in der zweiten Eluierungsrichtung aufgenommen. 
Die PeakhShen sind der Reihe nach h,, h,, II, und h, . rn& sei $e aufge- 
tragene Menge an Glipizidstandard (250 ng). 

(f) Berechnung 
Die Glipizidmenge~m,/ml Serum wird wie folgt berechnet 

h,- % 
mx= -wt 

hst m hm. 

EFLGEBNISSE UND DISKUSSION 

Wegen der starken K_onzentrierung des Serumextraktes treten hei eindimen- 
sionaler DC tirende Uberlagerungen auf. Eine volltindige Trennung wird 
durch zweidimensionale DC erreicht *. Eine zus%zliche Reinigung der Serum- 
extmkte durch eine extraktive Methylierung [13-151 scheidet zumindest bei 
der Glipizid-Bestimmung aus, da Pyrazin mit Methyljodid ein quari&es Am- 
moniumsalx bildet, welches sich nicht extrahieren Iiisst. 

ijberlagerungen im Chromatogramm kijnnen such bei henachbarten, voll- 

dindig getrennten Substanzen auftreten, werm zur Erzielung einer grossen 
Empfindlichkeit die DC-PIatte mit einem breiten Lichtbiindel ausgewertet 
wird. Solche, durch eine unvollst&dige optische Auf&ung hervorgerufene 
%erlagerungen werden vermieden, werm stiirende Sub-n unter der UV- 
Lampe abgekratzt werden. Voraussetzung ist, dass fehlende Streulichtanteile 
durch eine unterlegte zweite DC-Platte wieder erg&& werden kiinnen. 

Die mit den Laufmitteln -A, B und C erhalten RF-Werte der drei G.fipizid- 
SpaItproduhe und des Mafenid-Standards sind in Tabelle f aufgefilhrt, ebenso 
die in Frage kommenden mengenm%sig bedeu tsamsten Metabolite, daa ..4- 
mns-hydrowcyclohexyl- und das 3cis-hydroxy-cyclohexyl-De&at, die bei 
der alkali&hen Spaltung in die entsprechenden Hydroxyderivate des N-(4- 
Amino~~hylbenzolsulfonyl)-N’-cyclohexyl-harnstoffs iibergehen, 

Zur Uberpriifung der Linearit% und der Streuung wurden Messungen im 
Bereich von 10-500 ng pro Fleck durchgefiihrt, wobei jede Probe- fiir sich 
hydrolisiert und: dansyliert wurde; Die Auftragung PeakhiiheMenge ergibt 
&ne lineare Beziehung, Der .Variationsko&fizient der Methodeab der Extmk- 
tion bet@gt * 4.3% (9. Bestimmungen im Bereich von 25-500 ng), die Nach- 
weisgrenze I ng/mI Serum und die- Wiederfindung 83 + 3.2% (-5 Proben zu je 

. 
l hnwischen konnte auf eindimebionale DC iibegegangen' werden,..wobei.Ki~~~latten 
mit Konzentrien&g&ne (Merck, _Da+.stadt: 3.R;D.j rind~&the~ (niax. 0;2~_37as%!) tider 
~thel-E~~~reiithylester_Cyclohexa (50:25:25) als Laufmittel ebxge&ztzti~en~’ -- _ . . 
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TABELLE I 

E&ER’i’E VON DANSYLDERIVATEN DER SPALTPRODDKTE VON GLIPIZID Hl’j’D 
SEINER METABOLPPE 

Amill 

N~4-Amino~~ylhenzoIsulfonyl)-N8-(4-~~y~~~~~oh~~t_ 
harm&off 

N-f4-Aminoiithylbenzolsulfonyl)-IV’-(3cis-bydroxycyclohexyl)- 
harm&off 

4-Aminomethylbenzolsulfonamid (Standard) 
4-Aminoithy~benzolsulfonamid 
N-(4-Amin~tbylbenzoRnlfonyl)-N’-e~c~ohexyl-hamstoff 
AmmOniak 

Cyclohexylamin 
Dansylchiorid 

Lallfmittel 
A B* C. 

0.03 0.07 

0.04 0.09 
0.18 0.22 
0.19 0.29 0.01 
0.36 0.40 0.02 
O-43 0.38 0.19 
0.69 0.83 0.49 
0.78 0.89 0.63 

*Die RF-We&e gelten bei zweidimenaionaler DC, vrenn zuvor mit dem Laufmittel A entwik- 
kelt wurde, oder bei eindimensionaler DC mit erhijhten Methanolanteil dee Laufmittela 
(Chloroform-Methanol--Emigsiiure, 100: 5: 1). 

250 ng Glipizid pro ml Serum). 
Die vorliegende Methode eignet sich nicht nur fiir Routinebestimmungen, 

sondern such fiir phqmakokinetische Untersuchungen, die bereits nach der 
radio-tracer Methode mit Cl4 -markiertes Glipizid durchgefiihrt wurden 116, 
171. 
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