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Glibenclamid, l- { 4-[ 2-( 5-Chlor-2-methoxybenzamido)-ethyl] -phenylsul- 
fonyl)-3-cyclohexylharnstoff (Fig. 1) stimuliert die Insulinsekretion durch die 
Beta-Zellen des endokrinen Pankreas. Glibenclamid (Maninil@) wird in der 
Regel als Antidiabetikum bei Erwachsenen- und Altersdiabetes eingesetzt. Die 
orale Dosis liegt im allgemeinen zwischen 5 und 10 mg/Tag. 

Cl 

Fig. 1. Glibenclamid. 

Mit Beriicksichtigung in der Literatur beschiebener Methoden sollte eine 
Methode zur quantitativen Bestimmung von Glibenclamid in Humanserum 
gesucht werden. Auf Grund der grossen SelektiviW und Empfindlichkeit 
schien uns mr diesen Zweck die Hochleistungs-Ffissigkeits-Chromatographie 
(HPLC) besonders gee&net zu sein. 

UV-spektrophotometrische [ 11, kolorimetrische und fluorimetrische [ 1, 21 
Methoden sind nicht genug empfindlich bzw. selektiv. Radioimmunologische 
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Untersuchungen 13-71 sind zwar empfindlich, aber bedingt durch auftretende 
Metaboliten nicht spezifisch genug und st~ranfI%llig. Der Einsatz gaschromato- 
graphischer Methoden [8--111 hat sich durch die notwendigen aufwendigen 
Derivatisierungen nicht bewart; ausserdem l&t die Selektivitgt zu wilnschen 
tibrig. Zufriedenstellende Ergebnisse bei pharmakokinetischen Untersuchungen 
am Menschen und Hund inbezug auf Empfindlichkeit, Stijranftiigkeit, Einfach- 
heit und Schnelligkeit werden mit der HPLC erzielt [ 12-171. 

Da bei den in der Literatur beschriebenen Methoden Glibenclamid bzw. 
Tolbutamid (innerer Standard) nicht exakt von Verunreinigungen des Serums, 
die besonders stark bei %lteren Patienten auftreten, abgetrennt werden konnten, 
suchten wir nach einem empfindlichen Verfahren, das gleichzeitig eine exakte 
Trennung des Glibenclamid bzw. Tolutamid such von stark auftretenden 
Verunreinigungen gewtirleistet. 

EXPERlMENTELLER TEIL 

Die Versuche wurden mit dem FKssigkeits-Chromatograph 3 der Firma Pye 
Unicam durchgefiihrt. Die Trennung erfolgte an LiChrosorb RP-18SWen 
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Fig. 2. Absorption von Glibenclamid in mobiler Phase. 
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(250 mm X 4.6 mm I.D.) Merck, PartikelgrGsse 5 pm. Als mobile Phase dienten 
Acetonitril-5 mM Phosphorslure, Acetonitril-Phosphatpuffer pH 6 und 
Acetonitril- ~-~PerchlorsZiure unterschiedlicher Zusammensetzung. Die Fliess- 
geschwindigkeit betrug 2 ml/min. Die Detektion erfolgte bei 230 nm (s. Fig. 2). 
Bei niedrigerer Wellenl%nge [16] konnten wir keine befriedigenden Ergeb- 
nisse erhalten. 

Die Extraktion des Wirkstoffes aus dem Humanserum wurde wie nach- 
stehend beschrieben vorgenommen: 1 ml Serum wird mit 0.5 ml Phosphat- 
puffer (pH 6) and 150 mg 1-Butyl-3-O,-tolylsulfonyl)-harnstoff (Tolbutamid) 
(Fig. 3) als innerer Standard versetzt und zweimal mit je 4 ml Ather-Chloro- 
form (6:2) extrahiert. Die vereinten Extrakte wurden im Luftstrom zur 
Trockne eingeengt und der Riickstand in der mobilen Phase gel&t. Zur Ermitt- 
lung der Empfindlichkeit und der Wiederfindungsrate werden Konzentrations- 
reihen von Glibenclamid im Bereich von 10-300 ng/ml in mobiler Phase (300 
ng Tolbutamid) und nach Extraktion aus Humanserum und Pufferlijsung pH 6 
(150 ng Tolbutamid) bestimmt. 

H,C+ S02-NH-CO-NH-_(CH,),-CH, 

Fig. 3. Tolbutamid. 

ERGEBNISSE 

Im Serumextrakt vorhandene Verunreinigungen lassen sich an LiChrosorb 
RP-18SSiulen mit Acetonitril-12 mM Perchlor&ure (47:53) als mobile Phase 
bei einer Fliessgeschwindigkeit von 2.0 ml/min von Glibenclamid und 
Tolbutamid abtrennen (Fig, 4-6). Nach 9 min Fliesszeit 1Isst man innerhalb 
2 min den Acetonitrilgehalt auf 100% ansteigen (Exponent O.l), anschliessend 
gquilibriert man die S%ule 8 min mit der mobilen Phase. Dieses Trennsystem ist 
dem in der Literatur beschriebenen, bei denen Glibenclamid im wesentlichen an 
Reversed-Phase-S%.rlen isokratisch mit mobilen Phasen die aus Acetonitril- 
Phosphatpuffer oder Phosphors&rre-Gem&hen unterschiedlicher Zusammen- 
setzung bestehen, weit iiberlegen. Glibenclamid und Tolbutamid werden such 
in stark verunreinigten Seren sicher von den Verunreinigungen abgetrennt. 

Die Injektion erfolgt fiber eine 20-~1 Dosierschleife. Die Retentionszeit 
betrggt fiir Tolbutamid etwa 6 min und f& Glibenclamid 13 min. Die Eich- 
kurven von Glibenclamid und aus Serum extrahiertem Glibenclamid sind im 
Bereich von lo-300 ng/ml linear. Die Nachweisgrenze liegt bei 10 ng/ml (Fig. 
7) und ist damit ausreichend zur Ermittlung der Bioverfiigbarkeit von Gliben- 
clamid (Fig. 8). Bei der Extraktion werden 93% des Glibenclamid wiederge- 
funden. Bedingt durch die exakte Abtrennung des tilibenclamid und 
Tolbutamid von Verunreinigungen wurde eine sehr niedrige Standardab- 
weichung, die unter den bisher in der Literatur angegebenen Werten liegt, 
erzielt (Tabelle I). 

Zur Uberpriifung der Methode wurde der Blutspiegel von Glibenclamid bei 
einem %lteren diabetischen Patienten fiber 9 Stunden bestimmt. Der Patient 
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Fig. 4. Chromatogramm vom Kontrollserum. 

Fig. 5. Chromatogramm von Glibenclamid (Gl) und Tolbutamid (To). 

I TO 

Fig. 6. Chromatogramm von Glibenclamid (Gl) und Tolbutamid (To) aus Serum extrahiert. 
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Fig. ‘7. Eichkurven von Glibenclamid aus Puffer extrahiert (0) und Glibenclamid aus Serum 
extrahiert (A). 
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Fig. 8. Bioverfiigbarkeit von Glibenclamid. 

erhielt 5 mg Glibenclamid oral verabreicht (Fig. 8). Die beschriebene Methode 
e&net sich, bedingt durch ihre einfache Probenvorbereitung und relativ schnelle 
Elution fiir Serienanalysen. Sie kann im Rahmen pharmakokinetischer Unter- 
suchungen sehr gut zur Bestimmung von Glibenclamid in Humanseren eingesetzt 
werden, und zeichnet sich durch SelektivitZt, Empfindlichkeit und Prtzision 
aus. 
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TABELLE I 

STANDARDABWEICHUNG BEI DER BESTIMMUNG VON GLIBENCLAMID AUS 
HUMANSERUM 

Vorgegeben Gefunden n s s (%I 
(w/ml) (wzlml) 

10 9.8 4 i 0.957 f 9.8 
20 19.8 6 + 1.329 % 6.7 
40 40.2 6 f 1.329 f 3.3 
80 80.0 6 f 4.940 f 6.2 

120 119.5 6 2 2.258 * 1.9 
160 160.0 6 * 4.655 * 2.9 
200 200.0 6 f 2.608 f 1.3 
240 240.0 6 ? 7.183 f 3.0 
300 300.0 6 f 7.548 f 2.5 
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