533

Joumal of Chromatog'raphy, 146 (197 8) 533—537

-Biomedical Applications - - . .
=) Elsevxer Scientific Pubhshmg Company, Amsterdam Ptmted in The Netherlands
CHROMBIO. 203 -

Note =

Diinnschichtchromatographische Bestimmung von Acylaminoiithyl-
arylsulfonylharnstoffen im Serum nach Hydrolyse und 'Dansylierung -
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(Eingegangen am 24. Februar 1978; gelinderte Fassung eingegangen am 10. Mai 1978)

Zu den wirksamsten oralen Antidiabetika gehdren die Acylaminodthyl-
Derivate von Arylsulfonylharnstoffen wie Glipizid (Glibenese®), Glibencla-
mid (Euglucon®), Glisoxepid (Pro-Diaban®) und Glurenorm®. Wegen ihrer
niedrigen Dosis mit maximalen Serumkonzentrationen von etwa 500 ng/ml
pro Tablette ist eine direkte diinnschichtchromatographische (DC) Bestimmung
durch Messung der UV-Absorption bzw. der Fluoreszenzloschung von Leucht-
stoffschichten wie beim Chlorpropamid [1] nicht mehr mdglich. Eine gas-
chromatographische (GC) Bestimmung mit Elekironeneinfangdetektion der
Methyltrifluoracétyl- oder Methylheptafluorbutyryl-Derivate wie beim Chlor-
propamid und Tolbutamid [2] wiirde wegen des grosseren Molekulargewichts
und einer zusdtzlichen polaren Gruppe der Acylaminodthyl-Derivate hGhere
Sdulenteinperaturen erfordem, sodass sich Probleme hinsichtlich der therm-
ischen Stabilitit ergeben konnten. Als weitere, geeignete Methoden - bieten
sich an: Die Pyrolyse—GC (Tolbutam1d {3], Tolazamid [4]), die Massenspek-
trometrie unter Verwendung eines stabilen Isotops als innerem Standard (Tol-
butamid und seine Metabolite [5] ) und schhessllch die tadmxmmunologlsche
Methode (Ghsoxepld [6).

Die vorhegende Methode ‘die smh durch geringen apparatlven Aufwand
auszeichnet, geht davon aus, dass sich die Acylreste der Acylammoathyl—sul—
fonylharnstoffe selektiv durch alkalische Hydrolyse abspalten lassen, ohne
dass dabei die Sulfonylharnstoffgruppe angegriffen wird. Nach Neutralisa-
tion der Lodsung wird das freigesetzte Amin entsprechend der bewihrten
Methode zur Bestimmung biogener Amine aus biologischem Material [7—12]
m ein. ﬂuoresmezendes Dansyldenvat ubergefuhrt und nach zwel-dunensmnalen
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DC-Trennung auf Kieselgel im Nanogrammberelch mitfels eines Chromato—
gramm-Spektralphotometers ausgewertet.

Auch eine saure Hydrolyse kann durchgeﬁ:hrt werden be1 welcher glelch-
zeitig dié Acylamino- und die Hamstoffgruppe gespalten werden.' Da wegen
der griosseren Bestindigkeit der Harnstoffgruppe lingere Reaktionszeiten er-
forderlich sind, wird die alkalische Spaltung bevorzugt. Ein Nachteil der sau-
ren Hydrolyse ist auch, dass ev. vorhandene aliphatische Hydroxylgruppen,
z.B. bei den Metaboliten, unter Bildung isomerer Olefine eliminiert werden.

Die Verhiltnisse der alkalischen und sauren Spaltung werden in Fig. 1 am
- Beispiel von Glipizid dargestellt. Bei der sauren Spaltung entsteht als Zwi-
schenprodukt N-(4-Aminoidthylbenzolsulfonyl)-N'-cyclohexyl-harnstoff, als
Endprodukte Cyclohexylamin und 4-Aminodthylbenzolsulfonamid. Bei der
alkalischen Spaltung tritt nur der N-(4-Ammoathylbenzolsulfonyl)—N -cyclo-
hexyl-harnstoff auf.
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Fig. 1. Spaltung von Glipizid durch saure und alkalische Hydrolyse.
MATERIAL

Gerdte
Zelss-Spektralphotometer PMQ 11, Camag-Z-Scanner, Goerz-Schrelber RE
541. .

Losungen

1M Acetatpuffer von pH 4.3, hergestellt aus 1 M NaAc und Essigsiiure; 1
M Carbonat—Bicarbonatpuffer von pH 9.5, hergestellt aus 1 M NaHCO;und
5 N NaOH; Dansylchloridlosung: 100 mg Dansylchlond (Merck, Darmstadr,,
B.R.D.) in 50 ml Aceton.

Glipizid-Standard. 5 mg thlZld (Pfizer Austria, Wien, Osterrelch) werden
in 100 ml Athanol geldst. 1 ml dieser Lésung wird zur Trockene abgedampft
Der Abdampfriickstand wird nach (b; ) und (c) des methodischen Teils hydro-
lisiert und dansyliert. Der Trockenruckstand des Dansyldenvates wu'd in 1 ml
Ai:hanol gelost

Mafenid-Standard. 5 mg Mafenid (4—Ammomethylbenzolsulfonam1d Bayer-
Leverkusen) werden in 100 ml Athanol gelost. 1 mi dieser- Losung wird zur
Trockene abgedampft und der Riickstand nach (c) des methodischen Teils
dansyhert. Der Trockenriickstand des Dansyldenvata wn:d m 1 mi Athanol
gelost ]

Alle genannten Chemxkahen haben p.a; Remheltsgrad ) -

Laufmzttel , S : R e ,
Als Laufmittel wurden verwendet: Cyclohexan—Essgsaureathyleste:—Es.
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sigsdure . (60:40:2); (B) . -Chloroform—Methanol—Essigsdure - (100:3:1); (C)
_Cyclohexan—Esmgsaureathylester (70:30). Alle gena.nnten Laufmlttel werden
nach einmaligen Gebrauch verworfen. - : o v v

Sprihmittel
. Als Spruhlmttel wurde verwendet Isopropanol—Tnathanolarmn (80-20)

METHODE

(a) Exfraktzon : . '

1'ml Serum wu'd in einem Schutteltnchter mit 1 mi} wasser 0.2 ml Acetat-
puffer von pH 4.3 und 5 ul der ‘Mafenid-Standardlosung versetzt, mit 1 X
10 ml und 1 X 5 ml Chloroform—Isopropanol (100:8) extrahiert, die orga-
nische Phase durch eine Faltenfilter (Selecta Nr. 595-1/2-@ 9 cm) filtriert,
das Losungsmittel im Luftstrom abgedampft, die Gefisswand mit 1 ml Ace-
ton nachgespiilt und das Aceton ebenfalls abgedampft.

(b, ) Alkalische Hydrolyse

Der Extraktionsriickstand wird in 1 ml 5§ N NaOH aufgenommen und im -
offenem Rohrchen wihrend 2 h auf 100° erhitzt. Die gut abgekiihlte Lsung
wird mit einem durch Titration gegen Phenolphthalein im Blindversuch ermit-
telten Volumen HCl1 1:1 neutrahslert (0.84 ml). :

(b,) Saure Hydmlyse

Diese wurde durchgefithrt mit 0.5 ml 50% ('.'/v) H, SO4, wobei 6 h auf 100‘
erhitzt wird. Die gut abgekiihlte Losung wird mit einem in Bhndversuch er-
mlttelten Volumen 5 N NaOH neutralisiert ( 185 ml) :

(ec) Dansylzerung :

Da unter den hler vorhegenden Reaktlonsbedmgungen dle durch relatlv
hohe Salzkonzentrationen gekennzeichnet sind, die Dansylierung mit NaHCO;-
Puffer unvolistandig verlief und sich mit Na, CO; -Puffer wegen des Vorhanden-
seins der schwach aciden Sulfonamidgruppe bereits ein Na-Salz bildet, war es
notwendig, eini NaHCOj;—Na, CO;-Puffer einzusetzen: . Die neutralisierten
Loésungen werden mit '2 ml' NaHCO; —Na,CO;-Puffer von pH 9.5 und 2 ml
Dansylchloridlésung versetzt und 30 min auf 45° erwidrmt. Nach dem Ab-
kithlen wird - mit- 1 X2 ml und 1 X :1 ml Chloroform extrahiert, die untere
Phase mittels einer Pipette abgehoben und durch ein Falienfilter (Selecta Nr.
595-1/2-0 5.5 cm) in ein spltzes Rohrchen filtriert. Das Losungsmxttel wird

im Luftstrom abgeblasen

(d) DC—Trennung ‘ - ’ :
.~ Die Dansylderivate werden in 50 ul Chloroform gelost und in Antellen zu
5 -ul.unter: Zwischentrocknung auf eine DC-Platte (10 X 20 cm, Kieselgel 60,
Merck) unter Einhaliung von 2 em Abstand von den Plattenrindern aufgetra-
gen. Im Abstand von 5 cm zur Probe werden auf dieselbe Stelle je 5 ul Glipi-
zid- und Mafenid-Standardlésung mit je 250 ng nicht dansylierter - Substanz
'aufgetmgen. Die Trennung erfolgt durch zweidimensionale DC im Dunkeln
“Zuniichst. mit dem Laufmittel A bis zum Plattenrand. Zum Trocknen wird die
Platte 15 min im Dunkeln stehen gelassen, anschliessend wird mit dem Lauf-
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mittel B ebenfalls bis zum Plattenrand entwickelt, getrocknet und’ kriftig
mit Isopropanol—Triithanolamin bis zur beginnenden Transpatenz bespmht.
Zum Nachtrocknen wird die Platte 30 min im Dunkeln gelagert. -

(e) Fluoreszenzmessung

. Anregung bei 366 nm, Emission bei 510 nm, ausgeleuchtete Fliche: 4 mm
X 6 mm, Monochromatorblende ganz gedffnet, maximale Verstarkung (3000
X). Zur Erhdhung der Empfindlichkeit und zur Unterdriickung von 0-Linien-
schwankungen wird eine zweite Kieselgelplatte unterlegt. Probe, Glipizid-,
dusserer Mafenid- und innerer Mafenidstandard werden unter der UV-Lampe
markiert und durch Scannen in der zweiten Eluierungsrichtung aufgenommen.
Die Peakhthen sind der Reihe nach h,, kg, H, und k. mst sei die aufge-
tragene Menge an Glipizidstandard (250 ng). ;

(f) Berechnung
Die Glipizidmenge m, /fml Serum wird wie folgt berechnet
hy- Hpy
mx=—————_mg
hy - hm.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Wegen der starken Konzentrierung des Serumextraktes treten bei eindimen-
sionaler DC storende Uberlagerungen auf. Eine vollstindige Trennung wird
durch zweidimensionale DC erreicht*. Eine zusitzliche Reinigung der Serum-
extrakte durch eine extraktive Methylierung [13—15] scheidet zumindest bei
der Glipizid-Bestimmung aus, da Pyrazin mit Methyljodid ein quan:ares Am-
moniumsalz bildet, welches sich nicht extrahieren lasst.

Uberlagerungen im Chromatogramm k&nnen auch bei benachbarten voll-
stindig getrennten Substanzen auftreten, wenn zur Erzielung einer. grossen
Empfindlichkeit die DC-Platte mit einem breiten Lichtbiindel ausgewertet
wird. Solche, durch eine unvollstindige optische Auflosung hervorgerufene
Uberlagerungen werden vermieden, wenn stérende Substanzen unter der UV-
Lampe abgekratzt werden. Voraussetzung ist, dass fehlende Streulichtanteile
durch eine unterlegte zweite DC-Platte wieder ergidnzt werden konnen.

Die mit den Laufmitteln ‘A, B und C erhalten Rg-Werte der drei Glipizid-
Spaltprodulte und des Mafenid-Standards sind in Tabelle I aufgefiihrt, ebenso
die .in Frage kommenden mengenmiissig bedeutsamsten Metabolite, das 4-
trans-hydroxy-cyclohexyl- und das 3-cis-hydroxy-cyclohexyl-Derivat, die bei
der alkalischen Spaltung in die entsprechenden Hydroxyderivate des N-(4-
Am.moa\.hylbenzolsulfonyl)—N -cyclohexyl-harnstoffs iibergehen. = -

Zur Uberprufung der Linearitit und der Streuung wurden Messungen im
Bereich von 10—500 ng pro Fleck durchgefiihrt, wobei jede Probe- fiir sich
hydrolisiert und:dansyliert wurde. Die Aufiragung PeakhGhe—Menge ergibt
éine lineare Beziehung. Der Variastionskoeffizient der Methode ab der Exirak-
tion betrigt £ 4.3% (9 Bestimmungen im Bereich von:25—500 ng), die Nach-
weisgrenze 1 ng/ml Serum und die»Wiederfindung 83 + 3. 2%' (5 Proben zurie

*Inzwischen konnte auf emdunenswnale DC ubergeg’angen werden, wobex Kxese!gelplatten
mit Konzentrierungszone (Merck, Darmstadt, B.R.D.) und- Ather (max: 0.2% Wasser') oder
Ather—Essxgséureathy!ester—Cyclohexan (50 25 25) a!s Laufmxttel emgesetzt wurden -
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TABELLE I

Rp-WERTE VON DANSYLDERIVATEN DER SPALTPRODUKTE VON GLIPIZID UND
SEINER METABOLITE

Amin : Laufmittel
: ) A B C.

N—( 4 Amlnoathylbenzolsulfonyl)-N' -(4-trans-hydroxycyelohexyl)—

harnstoft - 0.03 0.07
N-(4-Ammoathylbenzolsu]fonyl)-N'-(3-c13-hydroxycyclohexyl)—

harnstoff - 0.04 0.09
4-Aminomethylbenzolsulfonamid (Standard) : ) 0.18 0.22
4-Aminoidthylbenzolsulfonamid 0.19 029 001
N-(4- Ammoathylbenzolsulfonyl)—N’-cyclohexyl-harnstot‘f 0.36 040 002
Ammonisk 043 038 0.19
Cyclohexylamin 069 083 049
Dansylehlorid . - 0.78 0.89 063

*Die Rp-Werte gelten bei zweidimensionaler DC, wenn zuvor mit dem Laufmittel A entwik-
kelt wurde oder bei eindimensionaler DC mit erhohten Methanolanteil des Laufmnttels
(Chlorofom—Methanol—Essxgsaure, 100:5:1).

250 ng Glipizid pro ml Serum).

Die vorliegende Methode eignet sich nicht nur fiir Routinebestimmungen,
sondern auch fiir pharmakokinetische Untersuchungen, die bereits nach der
radio-tracer Methode mit C!¢-markiertes Glipizid durchgefiihrt wurden [16,
17}
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