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Der racemische Lipidsenker Ciprofibral (1) woo nach ora\er Einmalgabe
Uberwiegend(> 90%) als Glukuronid renal und zu einem geringen Teil auch
bililir ausgeschieden. Dieses aus dem Ham extrahierte Konjugat wird durch
Methylieren der Carboxygruppe und Acetylieren der drei OH-Gruppen der
Glukuronsliurekomponente in das hydrophobe Methyl-(2.3.4-Tri-O-acetyl-J}­
o-g1ucopyran)-uronat IibergefUhrt, das mit Hilfe der HPLC unter Einsatz der
leicht herstellbaren Referenzsubstanz eindeutig identifiziert werden kann.
Infolge der Chiralitlit von 1 resultieren dasGlukuronid undsein hydrophobes
Derivat vom Schrnelzbereich 67-78°C als Diastereomerengemisch. Das letz­
tere konnte analytisch an einer Cyclobond I-Sliule in die beiden Diastereo­

meren getrennt werden.

Pharmacokinetics or Hypolipldemlc Agents, VIO: Unequivocal Deter­

mination or Clprofibrate-O-J}-o-glucuronlde

After an oral single dose Ciprofibrale (1) is eliminated mainly (> 90%) as its
glucuronide renally and to a small amount on the biliary route. This conjuga­
te could be extracted out of the urine of volunteers. By methylation of the
carboxy group andacetylation of the three hydroxy groups of the glucuronic
acid the hydrophobic methyl-(2,3,4-tri-O-acetyl-J}-o-glucopyrano)-uronate
was formed. This derivative could be identified unequivocally by HPLC
using the reference substance which can be obtained easily. Due to the
chirality of 1 its glucuronide and the corresponding hydtophobe derivative
(melting range 67-78°C) are a mixture of diastereomeres. The latter could be
separated analytically into the diastereomeres using a cyclobond l-column.

In Frankreieh"). Belgien und Luxemburg ist seit einigen Jahren als neuer

Lipidsenker dasCiprofibrat (1. Lipano~.F) im Handel. 1 ist im Vergleieh
zu Clofibrat aufgrund von Versuchen mit hyperlipidllmischen Ratten etwa
100 mal wirksarnerl). Es senkt bei hyperlipidlltnischen Patienten sowohl
den Serumtriglycerid- als auch den -cholesterolspiegel bereits effektiv in
einer Dosis von 100 mg/Tag und erhl>ht gleichzeitig den HDL-SpiegeI2).

Die Einrnalgabe pro Tag siehert eine gute Compliance, die erfahrungsge­
mliB bei Mehrfachdosierung schnell abnimmt). Das benzylische C-Atom
von 1 isl chiral, im Handel befindel sich dasRaeemat, Die schwer zugling­
lichen Enantiomeren sind noch nicht beschrieben worden4

).

geben haben. In-vitro-Versuche haben gezeigt, daB 1 durch
lysosomale Enzyme der Dannbakterien vermutlich rasch
zersetzt wird, wahrend es von E.coli-Bakterien mit intakter
Zellwand nieht angegriffen wird",

Glukuronide von Arzneistoffen bzw. von deren Melaboliten werden in
der Biolransformationsforschung im allgemeinen indirekt charakterisien,
indem man zunllchst das nichtglukuronidierte Aglykon extrahiert und dann
nach alkalischerlsaurer/enzymatischer Spaltung den in Freiheit gesetzten
zweiten Anleil Aglykon nachextrahien. Auf die Moglichkeit, Ether- und
Esterglukuronide durch Synthese ihrer hydrophoben Derivate mil scharfen

CI Schmelzpunkten zu charakterisieren, haben wir 1982 erstmals hingewie-
CI~ F\ C(H3 sen9). So gewannen wir dashydrophobe Esterglukuronid der Clofibrinsliure

V\...fo-cr-COOH
durch Umsetzung des Silbersalzes der Sliure mil l-a·Brom-2,3,4·lri.()-ace-

CH3 tyl-glucopyranmethyl-uronat.

Ciprohbrat Diese hydrophoben Glukuronide kl>nnen vorteilhaft als Referenzsubstan-

Der bis vor kurzem widerspriichliche Metabolismus von 1 zen bei chromaiographischen Untersuchungen berangezogen werden. Man

konnte von Oelschlager und Mltarbeitem" durch Versuche geht dabei so vor, daB unbekannte genuine G1ukuronide aus sauer gestell­
mit Referenzsubstanzen an Probanden und freiwilligen Pa- tem Ham oder Plasma mil geeigneten Losungsmltteln extrahlert und durch

tienten im Rahmen der analytischen Moglichkeiten eindeu- Umsetzung mit Diazomethan und nachfolgend mil Acetanhydrid/Pyridin in
Gegenwart von 4-Dimethylaminopyridin als Katalysator hydrophobisiert

tig geklart werden. 1m Gegensatz zu alteren Arbeiten" tritt werden. Inzwischen konnten wir zahlreiehe O-Glukuronide. S-Glukuroni-

nach oraler Gabe im Plasma nur 1 und in geringer Menge de, auch N-Glukuronide von Sulfonamiden auf diesem Weg eindeutig cha­
sein Glukuronid auf, das im Gegensatz zu 1 harnfahig ist, rakterisieren lO). Ferner wurden die G1ukuronide nahezu aller Antirbeumati­

Zu einem geringen Teil wird das Glukuronid auch bililir ka vom Typ der Arylfettsauren so gekennzeichnetll). Die Ausbeuten

exkretiert", wie Versuche mit freiwilligen Patienten, denen schwanken zwischen 2-70% und werden stark bestimml von der Natur des

nach Cholezystektomie ein T-drain eingelegt worden ist, er- Aglykons.

COOMe COOMe 0 r H30-

~
rH30- CH3CN ~O-C-C-O 0 CI

OAe + AgOOC-C
I
-0 Cl • OAe I

AeO Br -AgBr AcO CH3
~ % ~

+) 7. Mill.: H. Oelschlager, K.-H. Hellwich, D. Rothley und W. Schmidt. Sci. Pharm. 57. 367 (1989).
•) Herm Prof. FriJmming mil herzJiehen GlUckwUnschen zum 65. Geburtstag in Verbundenheit gewidmet.
•0) La .Hersteller in Frankreich: boratones Winthrop. 91-98 Bal Yictor-Hago, F-92 I 15 Clichy
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wonnen worden waren, an chiralen Saulen trennen lassen.
Die Trennung gelang uns bei Einsatz von chiralen aus ~y­
c10dextrin besteherden Sliu\en (CyclobondI, Fa. Astec, Whip­
pany, NJIUSA) mit einem Gemisch von CfuOH und lproz,
Triethylammoniumacetatpuffer (TEAA, pH 4.1) (55+45).

Der Vergleich der Chromatogramme A und B (Abb. 2)
deutet u.E. auf Selektionsprozesse im Organismus, die z.B,
auf einer enantioselektiven Glukuronidierung und/oder en­
antioselektiven Ausseheidung des J-Glukuronids beruhen
konnen, Diese Mogllchkeiten werden z.Zt. von uns naher
untersucht.

Dem Fondsder Chemischen Industrie, Frankfurtam Main.und der Deut­
schen Forschungsgemeinschaft, Bonn-GadGodesberg,danken wir flir die
Fllrderung vorstehender Arbeit.

CH3 ~ AC'

+ A900C-?-0-fr"'-J ---'''--+

CH3
~
CO~\1e

OAe
AeO Br

OAe

In vorliegender Untersuchung wurde zur eindeutigen Cha­
rakterisierung des Ciprofibrat-O-~-D-glukuronids dessen
Hydrophob durch Umsetzung des Ag-Salzes von Ciprofi­
brat mit 2-a-Brom-2,3,4-tri-O-acetyl-glucopyran-methyl­
uronat in CH3CN im Ultraschallbad angestrebt:

Wir erhielten in guter Ausbeute (64%) das Gemisch der
beiden Diastereomeren. Es schmolz zwischen 67-78°C, er­
wies sich in der DC [Kieselgel 60 Plastikfolien (Merck)
bzw. HPTLC-Fertigplatten Chir mit Konzentrierungszone
(Merck), FM: Toluol +CH30H (92.5 + 7.5)] als nicht trenn­
bar und zeigte den hRf-Wert 55 bzw. 30. Die Zuckerkompo­
nente verriet sich durch eine blaue Farbung nach Bespriihen
mit Naphthoresorcinolphosphorsaurereagenz und Erwlirmen
im Trockenschrank auf 120°C.

Das MS zeigt M+- eSCI) bei mlz 604, das cr zu mlz 569 und zwei
MolekUle Essigsaure zu mlz 484 verliert.Al1e Inrensltaten sind < 0.5%.die
Signalgruppen enlSprechen denerwartetenIsotopenmustem flirMonochlor­
bzw.Dichlorverbindungen. Der base peak bei mlz = ISS ist dem Fragment
derGlukuronsliure

COOMet;g Zrrun

zuzuordnenl2).
Die Hochauflesung der MultipletlS eines 300 MHz-'H-NMR-Spektrums

zwischen 1.73• 1.79ppm und 1.91 - 1.97ppmgibteindeutigeHinweise flir
das Yorliegen eines Diastereomeren-Gemisches. So treten stall eines Sin­
guletlS zwei SinguletlS bei 1.83und 1.84ppm auf. die der Acetoxygruppe
in 2'-Stel1ung des GlukuronsliurederivalS entsprechen'r", Die bei 1.56 und
1.57ppmerkennbaren 2 SinguletlS mUssen den Methylgruppen am quarta­
ren C-Alomder Ciprofibratkomponente des hydrophoben Glukuronids zu­
geordnet werden und sind charakteristisch fUr die vorliegenden Diastereo­
meren.Bei 1 und seinemEthylestertrill dagegennurein Singulettbei 1.61
bzw. 1.59ppmaufI4).

Die Einsatzmogllchkeiten unserer Methode fUr pharmako­
kinetische Untersuchungen mit 1 erhellt Abb. 1.

Chromatogramm A weist mit einer Retentionszeit von
15.7 min den Peak des nach der Silbersalzmethode syntheti­
sierten hydrophoben I-Glukuronids auf. Er entspricht exakt
dem Peak des nach Extraktion aus dem Probenham durch
Hydrophobisierung erhaltenen I-Glukuronids (Chromato­
gramm B). Eine Trennung in die Diastereomeren trat unter
diesen experimentellen Bedingungen nieht ein (Cls-Eu­
rospher, CH3CN/H20 6 + 4). Chromatogramm C zeigt die
HPLC-Analyse des in gleicher Weise behandelten Hames
des Probanden (Ch.K.) vor Einnahme von 1. Erhalten wurde
das hydrophobe Glukuronid wie folgt: Dem Probanden wur­
den 100 mg 1 als Kapsel verabfolgt, ein Aliquot des 24
h-Sammelhams wurde lyophilisiert. Das Lyophilisat wurde
mit 4N-HCI auf pH 2 gebracht und das I-Glukuronid mit
Ethylacetat extrahiert. Der eingeengte Extrakt wurde in der
oben beschriebenen Weise hydrophobisiert.

Eine offene Frage war schlieBlich noch, ob sieh die diastereo­
meren hydrophoben Glukuronide, die aus 12 h-Sammelham ge-

Inj.

B(Probe)

Inj.

C(Bhndversuch)

~A~
Inj.

Abb. I: Identifizierung des I-Glukuronids Uber sein hydrophobes Derival
(RP-18Sliule)

Experimenteller Teil

Gerlile:

Massenspektrometer: MAT212(90eV). FinniganMAT.-Kemresonanz­
spektrometer: AC 300 (300 MHz), Bruker.- IR-Spektropholometer: 299.
Perkin-Elmer.- UY-Spektrophotometer: DU-70, Beckman.- HPLC: Hoch­
druckpumpe Model 590 bzw. Model 6000 A, Waters; Detektor UYNIS
Filterphotometer, Knauer; Rheodyne Injeklor. 20 ul-Probenschlelfe.
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A (Referenz)
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Inj.

B (Probe nach Derivcttsterunc l

Inj.

C (Blindversuch)

2mln

Inj.
Abb, 2: Trennung der hydrophoben I-Glukuronid-Diastereomeren (Cycle­
bondI-Saule)

1.Syn/h~s~d~rR~/~r~nzsubstan% M~thyl(l''().2-(4-(2,2-Dichlorcyclo­
propyl)-ph~noxy)-2.m~thylpropionyl-2' J' .4'-tri-O-ac~tyl.-{3-D-gluco­
pyranuronat)alsDiast~r~om~r~ng~misch

6-Methyl-2J ,4-/ri-O-acetylderivatederdiastereomeren Euerglukuronide
von Ciprofjbrat(I)

2.76 g (6.97 mMol) Ciprofibratsilbersa1z, dargestelJt nach Wulff und
SchrlJderJ5), wurden in 35 ml destilliertem troekenen CH3CN gel6st und
dieserUlsung 1.81 g (4.56mMo\)Methyl-(2,3,4-Tri-O-acetyl·la-brom·D­
glucopyranuronat), synthetisiert nachBoll~nback et aI.16). in 9 mI CH3CN
unter Licht- und FeuchtigkeitsausschIuB zugesetzt, Der AnsalZ wurdeOber
44 h im UItraschalIbad in Suspension gehalten, bis die Umsetzung abge­
IchlOlsen war(DC·KontrolJe. FMToIuoVMeOH 92.5+7.S). DannfilUiene
man die ausgefallenen Silbersa1zc ab, wusch mit 40 ml destillienem Di­
chlormethan nachund109 dasUllungsmittelamROlationsverdampfer (RV)
« 50"C)abo DerRDckstand wurdein 33 ml trockenem Chloroform und 5.3
g Collidinaufgenommen und 2 h auf 60" erhitzt. Nach ErkaltenfilUierte
man die Ulsung ulld wusch sie 4 mal mit 20 mJ N-HCI und einmal mit
Wasser. Dieorg.Phase wurde nachTrocknen Ober NaZS04 am RVabgezo.
gen « 40") undder resultierende gelbliche Sirupaus Ethanolkristallisiert.
Ausb.1.75g (63%)farbloser Krista\le vomSchmelzbereich 67-78° C.

DC Kieselgel60F2,S40 FMToluoVCH30H 92.5+7.5: hRf55;
DC Kieselgel60F2,54, FMToluoVAceton 100+4: hRf 16;
DC Kieselgel 60 F2,54, FMToluoVEthylacetat 100+ 10:hRf 17:
DCCHIR.FMToluoVEthylacctat 100+ 10:hRf30.
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EI-MS(90 eV), mlz (% reI. Intens, 3'CI)=604 (0.4;~), 569 (0.3: M ­
C\)+, 484 (0.1: M - 2 HAc)". 317 (32: M - Ciprofibrat)", 257 (70)·, 243
(58)··,215 (38)·, 201(40)··, 197(42)·,167 (79)",155 (100)·,127 (64)·.­
Es wurdennurFragmente mit mlz> 120angegeben.

• Glukuronsliurekomponente •• Ciprofibratkomponente
IH-NMR (300 MHz.TMSi,a, ppm): 1.56und 1.57(s, 6H: 2 CH3• C-2):

1.73-1.79 (m, IH; CHrCClz); 1.83und 1.84(I, 3H; AcO,C-2'); 1.91·1.97
(m, IH; CHrCClz): 2.01 (s, 3H: AcO): 2.04 (5, 3H; AcO):2.78-2.84 (m,
IH; CH-CClz): 3.75 (s, 3H; COOMe): 4.20 (d. 1H:J4"5 =9.5 Hz. H-5');
5.15-5.35 (m, 3H; H·2' - H-4'); 5.79(d, IH; J."2· = 8 Hz.H·I·): 6.81-6.86
(m, 2H;aromat.); 7.09-7,12 (m, 2H;aromat.).- UV(CH~N): Amax= 231
nm (e = 7857); 274 nm (e = 497).- IR (KBr,em"):3500 (w: C=O): 3010
(w; C-H Aromat); 2965 (w: CH3): 2865 (w: CH3): 1760(I: C=O); 1615
(m; C=C); 1585 (w; C=C); 1515 (s; C=C); 1445 (m; -CH3); 1375 (s:
CO-CH3): 1250-1225 (5; CO-O. O-Ar); 1175(s); 1080(5; O-C); 1040(s:
O-C);980 (m);900 (m); 840 (m); 810 (m);795 (w); 735 !w); 715 (w); 695
(w); 650em'· (w).

2. Untersuchung vonProbandenharnaufCiprojibralglukuronid

2.1 Nachweisdes Glukuronids

100 ml 24 h-Sammelham eines Probanden, der 100 mg Ciprofibratals
Kapsel eingenommen hane, wurden gefriergetroeknet. Das Lyophilisat
wurde mit 4 N-HCl auf pH 2 angesliuen uOO mil 40 ml frischdestiltienem
Ethylacelal extrahiert. Dieorg, Phasebefreite mannachdemTrocknenund
Filtrieren am RV « 4O"C) vom Solvensund versetzte den RUckstand mit
10 ml einer frisch hergestetlten, ca. 0.5 proz.etherischenDiazomethanl6­
sung (Diazatd-KitR• Fa. Aldrich,Steinheim). Nach IS min wurdeder Ether
unter Nz abgeblasen und dem Rllckstand eine Mischung aus je 2 ml
Acetanhydrid p.a, und Pyridin p.a. und 40 mg 4-Dimelhylaminopyridin
zugefiigt. Nach6 h bei 20°C fiigteman zu dem Ansatz 10 ml Wasserund
extrahiene uber RP-18 Kanuschen (Baker SPE-lO). Nach Waschen mit
0.01 N-HCI undeiner Mischung aus MeOH und0.01 N,HCI(1 + 9) wurde
mit2 ml MeOH eluiert.

Das Solvens wurde unter Nz vertrieben, der Rfickstand in 10 ml 0.1
N-HCI aufgenommen und mit 15 ml n-Hexan extrahlert, Nach emeutem
Venreibendes Ulsungsmittels nahmman den Ruckstand in 2 ml CH3CN
auf. 20 ~I wurdenzur HPLCeingesetzt.- HPLC-Parameter: EluensCH3CN

+ HzO(6 + 4) Isokratisch, RuBrate: I mlJmin, Temp. 20"C, RP-18 SKute
250x 4 mm,5 ~. Detektion: UV 220nm.

22 Nachweisderdiastereomeren Ciprojibratglucuronide

20 ml 12h·Sammelham eines Probanden (Einzcldosis 100mg 1) wurden
mit 4 N-HCI auf pH 2 angesliuert und Ober RP·18-Kanuschen (Baker,
Gro6-Gerau. 500 mg) extrahiert. Es wurde mit 0.1 proz. HCIgewaschen.
Die Elution erfolgtemit I ml MeOH.dasabgeblasen wurde,WeitereDeri­
vatisierung bzw. Aufarbeitung analog 2.1. Der eingedampfle n-Hexanex­
traktwurdein 1ml MeOH + TEAA 1% (pH4.1) (75 + 25) aufgenommen:
20 111 wurden zur HPLC elngesetzt. HPLC·Parameter: Eluens MeOH +
TEAA 1% (pH 4,I) (55 + 45) isokratisch, RuBrate I mVmin, Temp. 20°C.
Cyclobond I-Saule250x 4 mm, 5 ~, Detektion: UV 220nm.- HPLC·Tren­
nung der Diastereomeren (Cyclobond I-SlIule): Kapazitlitsfaktoren k'z =
5.77.k'i =5.38;AuflOsung R=1.33.ReI.Retention a = 1.07.
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