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Note

Nachweis von Glibornurid im Serum durch Hochleistungsfliissigkeitschromato-
graphie mit umgekehrten Phasen

KELAUS HARZER

Chemisches Untersuchungsamt der Landeshauptstadt Stutigart, Stafflenbergstrasse 81,
7000 Stutigart I (B.R.D.)

(Eingegangen am 13. November 1979; gednderte Fassung eingegangen am 4. Februar 1989)

Die oralen Antidiabetika, Derivate von Sulfonylharnstoff, sind eine Aliernsa-
tive zur Behandlung mit Insulin bei Altersdiabetes [1]. Zur Bestimmung von
Blutspiegeln werden verwendet fiir Glibornurid die Fliissigkeitsscintillation [2],
fir Glibenclamid eine radioimmunologische Methode [3]. Schlicht et al. [4] be-
schrieben eine gaschromatographische Methode fiir die Antidiabetika Chlor-
propamid, Tolbutamid, Carbutamid, Tolazamid und Glykodiazin. Auch die
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie wurde fiir den Nachweis von Tolbu-
tamid und Chlorpropamid eingesetzt [5].

Unsere Problematik war die Spiegelbestimmung von Glibornurid im Serum
von Patienten mit Aliersdiabetes hei eingeschrinkter Nierenfunktion. Fir die
LOsung dieses Problems haben wir die Hochleistungsfliissigkeitschromatogra-
phie verwendet.

MATERIAL UND METHODEN

Hochleistungsflitssigkeitschromatographie

Gerit: Hewlett-Packard Hochleistungsfliissigkeitschromatograph 1084B mit
variablem UV-Detektor HP 79875 und automatischem Probengeber HP
T9842A.

Sdule: Hibar-Fertigstahlsdule {25 cm X 3 mm) mit Cg; Reverse-Phase-Materi-
al LiChrosorb (10 pm). Laufmittel: Methanol—Wasser (7:3).

Sonstige Bedingungen: Defektion bei 230 nm; Flussgeschwindigkeit 1.5
ml/min; Temperatur des Sdulenraumes: 50°C.
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Serum von Patienten, die therapeutisch Glibornurid erhaiten haben. 1—3 ml
werden mit Phosphatpufier pH 3.0 (23.7 g Na,HPO, - 2 H,0O und 12 ml H;PO,
gelost in 1 1 Wasser) auf 20 ml aufgefiillt und dann auf eine Extraktionssiule
Extrelut® [6] gegeben. Die Siule wird mit 40 m! Dichlormethan—Isopropancl
(85:15) eluiert. Die organische Phase wird eingedampft, in 200 pl Methano!l
aufgenommen und je nach Konzentration 10—50 gl eingespritzt, wobei von
jeder Probe eine Doppelbestimmung durchgefithrt wurde.

Eichung

Die quantitativen Bestimmungen wurden ilber einen externen Standard
durchgefiihrt. Hierfiir wurden Eichlésungen von 9.5 gg/ml und 2 pgfml Glibor-
nurid in Rinderserum hergestellt, die analcg aufgearbeitet wurden. Mit dieser
Art der Auswertung haben wir gute Erfahrungen gemacht. Solite ein interner
Standard benotigt werden, kann hierfiir Gliquidon verwendet werden.

ERGEBNISSE

Fig. 1 zeigt Leerserum, Fig. 2 einen Zusatz von Glibornurid und Gliquidon
zu Serum. Fig. 3 zeigt das Serum eines Patienten mit 1.16 pg/ml Glibornurid
(bestimmt iiber externe Standardisierung) nach Einnahme von 25 mg Glutril™
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Fig. 1. Leerserum. o N 2 4 min
Fig. 2. Zusatz von 2.5 ug/ml Glibornurid (1) und 2.6 zg/ml Glzqutdon (2) zum Serum.
Fig. 3. Patientenserum mit 1.16 ug/ml Glibornurid (1). - ’
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ca. 8 Stunden zuvor. Die Erfassungsgrenze fiir Glibornurid im Serum betrug
unter den beschriebenen Bedingungen 0.5 pg/ml.

Die Eichgerade war von 0.5 pgg/ml bis 5 pgg/ml linear. Die Standardabwei-
chung hetrug 3% (n = 6).

DISKUSSION

Mit der Methode kdnnen ohne weiteres therapeutische Spiegel von Glibornu-
rid erfasst werden, die zwischen 1.6 und 3.4 ugfml liegen [2]. Das Maximum
der UV-Extinktion in Methanol von Glibornurid liegt bei 212 nm. Trotz der
dadurch bedingten geringeren Empfindlichkeit wurde die Wellenldnge 230 nm
gewahli, da bei niedrigen Wellenldngen Storpeaks mit derseiben Retentionszeit
wie Glibomurid auftreten kénnen.
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