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Eindeutige Charakterisierung des Ciprofibrat-O-B-p-Glukuronids®”
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Der racemische Lipidsenker Ciprofibrat (1) wird nach oraler Einmalgabe
tiberwiegend (> 90%) als Glukuronid renal und zu einem geringen Teil auch
bilidr ausgeschieden. Dieses aus dem Harn extrahierte Konjugat wird durch
Methylieren der Carboxygruppe und Acetylieren der drei OH-Gruppen der
Glukuronsdurekomponente in das hydrophobe Methyl-(2,3,4-Tri-O-acetyl-B-
p-glucopyran)-uronat (ibergefiihrt, das mit Hilfe der HPLC unter Einsatz der
leicht herstellbaren Referenzsubstanz eindeutig identifiziert werden kann.
Infolge der Chiralitit von 1 resultieren das Glukuronid und sein hydrophobes
Derivat vom Schmelzbereich 67-78°C als Diastereomerengemisch. Das letz-
tere konnte analytisch an einer Cyclobond I-Siule in die beiden Diastereo-
meren getrennt werden,

Pharmacokinetics of Hypolipidemic Agents, VIII: Unequivocal Deter-
mination of Ciprofibrate-O-8-p-glucuronide

After an oral single dose Ciprofibrate (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 and acetylation of the three hydroxy groups of the glucuronic
acid the hydrophobic methyl-(2,3,4-tri-O-acetyl-B-D-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 comesponding hydrophobe derivative
(melting range 67-78°C) are a mixture of diastereomeres. The latter could be
separated analytically into the diasiereomeres using a cyclobond I-column.

In Frankreich”™, Belgien und Luxemburg ist seit einigen Jahren als neuer
Lipidsenker das Ciprofibrat (1, Lipanonx,F) im Handel. 1 ist im Vergleich
zu Clofibrat aufgrund von Versuchen mit hyperlipiddmischen Ratten etwa
100 mal wirksamer", Es senki bei hyperlipiddmischen Patienten sowohl
den Serumtriglycerid- als auch den -cholesterolspiegel bereits effektiv in
einer Dosis von 100 mg/Tag und erhbht gleichzeitig den HDL-SpiechZ).
Die Einmalgabe pro Tag sichert eine gute Compliance, die erfahrungsge-
miB bei Mehrfachdosierung schnell abnimmt®, Das benzylische C-Atom
von 1 ist chiral, im Handel befindet sich das Racemat. Die schwer zuging-
lichen Enantiomeren sind noch nicht beschrieben worden®,
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Der bis vor kurzem widerspriichliche Metabolismus von 1
konnte von Oelschliiger und Mitarbeitern® durch Versuche
mit Referenzsubstanzen an Probanden und freiwilligen Pa-
tienten im Rahmen der analytischen Mdglichkeiten eindeu-
tig gekldrt werden. Im Gegensatz zu dlteren Arbeiten® tritt
nach oraler Gabe im Plasma nur 1 und in geringer Menge
sein Glukuronid auf, das im Gegensatz zu 1 harnfihig ist.
Zu einem geringen Teil wird das Glukuronid auch bilidr
exkretient”, wie Versuche mit freiwilligen Patienten, denen
nach Cholezystektomie ein T-drain eingelegt worden ist, er-
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geben haben. In-vitro-Versuche haben gezeigt, daB 1 durch
lysosomale Enzyme der Darmbakterien vermutlich rasch
zersetzt wird, wihrend es von E.coli-Bakterien mit intakter
Zellwand nicht angegriffen wird®,

Glukuronide von Arzneistoffen bzw. von deren Metaboliten werden in
der Biotransformationsforschung im allgemeinen indirekt charakterisiert,
indem man zunfichst das nichiglukuronidierte Aglykon extrahiert und dann
nach alkalischer/saurer/enzymatischer Spaltung den in Freiheit gesetzien
zweiten Anteil Aglykon nachextrahiert. Auf die Moglichkeit, Ether- und
Esterglukuronide durch Synthese ihrer hydrophoben Derivate mit scharfen
Schmelzpunkten zu charakterisieren, haben wir 1982 erstmals hingewie-
sen”. So gewannen wir das hydrophobe Esterglukuronid der Clofibrinsiure
durch Umsetzung des Silbersalzes der Siure mit I-o-Brom-2,3,4-tri-O-ace-
tyl-glucopyranmethyl-uronat.

Diese hydrophoben Glukuronide kénnen vorteilhaft als Referenzsubstan-
zen bei chromatographischen Untersuchungen herangezogen werden. Man
geht dabei so vor, daB unbekannte genuine Glukuronide aus sauer gestell-
tem Harn oder Plasma mit geeigneten Losungsmitieln extrahient und durch
Umsetzung mit Diazomethan und nachfolgend mit Acetanhydrid/Pyridin in
Gegenwan von 4-Dimethylaminopyridin als Katalysator hydrophobisiert
werden. Inzwischen konnten wir zahlreiche O-Glukuronide, S-Glukuroni-
de, auch N-Glukuronide von Sulfonamiden auf diesem Weg eindeutig cha-
rakierisieren'?. Ferner warden die Glukuronide nahezu aller Antirheumati-
ka vom Typ der Arylfettsiuren so gekcnnzeichnet' Y, Die Ausbeuten
schwanken zwischen 2-70% und werden stark bestimmt von der Natur des
Aglykons.
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In vorliegender Untersuchung wurde zur eindeutigen Cha-
rakterisierung des Ciprofibrat-O-f3-D-glukuronids dessen
Hydrophob durch Umsetzung des Ag-Salzes von Ciprofi-
brat mit 2-0-Brom-2,3,4-tri-O-acetyl-glucopyran-methyl-
uronat in CH;CN 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 Firbung nach Bespriihen
mit Naphthoresorcinolphosphorsiurereagenz und Erwirmen
im Trockenschrank auf 120°C.

Das MS zeigt M™ (*°CI) bei m/z 604, das CI zu m/z 569 und zwei
Molekiile Essigsiure zu m/z 484 verliert. Alle Intensitften sind < 0.5%, die
Signalgruppen entsprechen den erwarteten Isotopenmustern fiir Monochlor-

bzw. Dichlorverbindungen. Der base peak bei m/z = 155 ist dem Fragment
der Glukuronsiure
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2uzuordnen'?.

Die Hochaufldsung der Multipletts eines 300 MHz-'H-NMR-Spektrums
zwischen 1.73 - 1.79 ppm und 1.91 - 1.97 ppm gibt eindeutige Hinweise fiir
das Vorliegen eines Diastereomeren-Gemisches. So treten stait eines Sin-
guletts zwei Singuletts bei .83 und 1.84 ppm auf, die der Acetoxygruppe
in 2’-Stellung des Glukuronsiurederivats enlsprechenm. Die bei 1.56 und
1.57 ppm erkennbaren 2 Singuletts miissen den Methylgruppen am quarti-
ren C-Atom der Ciprofibratkomponente des hydrophoben Glukuronids zu-
geordnet werden und sind charakteristisch fiir die vorliegenden Diastereo-
meren. Bei 1 und seinem Ethylester tritt dagegen nur ein Singulett bei 1.61
bzw. 1.59 ppm auf'¥.

Die Einsatzmdglichkeiten unserer Methode fiir 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 1-Glukuronids auf. Er entspricht exakt
dem Peak des nach Extraktion aus dem Probenharn durch
Hydrophobisierung erhaltenen 1-Glukuronids (Chromato-
gramm B). Eine Trennung in die Diastereomeren trat unter
diesen experimentellen Bedingungen nicht ein (Cg-Eu-
rospher, CH3CN/H;0 6 + 4). Chromatogramm C zeigt die
HPLC-Analyse des in gleicher Weise behandelten Harnes
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-HCl auf pH 2 gebracht und das 1-Glukuronid mit
Ethylacetat extrahiert. Der eingeengte Extrakt wurde in der
oben beschriebenen Weise hydrophobisiert.

Eine offene Frage war schlieBlich noch, ob sich die diastereo-
meren hydrophoben Glukuronide, die aus 12 h-Sammethamn ge-
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wonnen worden waren, an chiralen Siulen trennen lassen.
Die Trennung gelang uns bei Einsatz von chiralen aus B-Cy-
clodextrin bestehenden Séulen (Cyclobond I, Fa. Astec, Whip-
pany, NJ/USA) mit einem Gemisch von CH30H und 1proz.
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 Ausscheidung des 1-Glukuronids beruhen
konnen. Diese Moglichkeiten werden z.Zt. von uns niher
untersucht.

Dem Fonds der Chemischen Industrie, Frankfurt am Main, und der Deut-
schen Forschungsgemeinschaft, Bonn-Gad Godesberg, danken wir fiir die
Forderung vorstehender Arbeit.
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Abb, 1: Identifizierung des 1-Glukuronids iber sein hydrophobes Derivat
(RP-18 Siule)

Experimenteller Teil

Gerdte:

Massenspektrometer: MAT 212 (90 eV), Finnigan MAT.- Kernresonanz-
spektrometer: AC 300 (300 MHz), Bruker.- IR-Spektrophotometer: 299,
Perkin-Elmer.- UV-Spektrophotometer: DU-70, Beckman.- HPLC: Hoch-
druckpumpe Model 590 bzw. Model 6000 A, Waters; Detektor UV/VIS
Filterphotometer, Knauer; Rheodyne Injektor, 20 pl-Probenschleife,

Arch. Pharm. (Weinheim) 324, 505-508 (1991}



Pharmakokinetik von Lipidsenkern

A (Referenz)

Inj.

B (Probe nach Derivatisierung)

C (Blindversuch)

Inj.
Abb. 2: Trennung der hydrophoben 1-Glukuronid-Diastereomeren (Cyclo-
bond I-Séule)

1. Synthese der Referenzsubstanz Meshyl(1'-0-2-(4-(2 2-Dichlorcyclo-
propyl)-phenoxy)-2-methylpropionyl-2’ 3' 4 -tri-O-acetyl-P-D-gluco-
pyranuronat) als Diastereomerengemisch

6-Methyl-2 3 4-tri-O-acetylderivate der diastereomeren Esterglukuronide
von Ciprofibras (1)

2.16 g (6.97 mMol) Ciprofibratsilbersalz, dargestellt nach Wulff und
Schréder'®, wurden in 35 ml destilliertem trockenen CH3CN geldst und
dieser Lisung 1.81 g (4.56 mMol) Methyl-(2,3,4-Tri-O-acetyl-1a-brom-D-
glucopyranuronat), synthetisiert nach Bollenback et al.'®, in 9 ml CH,ON
unter Licht- und FeuchtigkeitsausschluB zugesetzt. Der Ansatz wurde ilber
44 h im Ultraschallbad in Suspension gehalten, bis die Umsetzung abge-
schlossen war (DC-Kontrolle, FM Toluol/MeOH 92.5 + 7.5). Dann filtrierte
man die ausgefalienen Silbersalze ab, wusch mit 40 mil destilliertem Di-
chlormethan nach und zog das LOsungsmittel am Rotationsverdampfer (RV)
(< 50°C) ab. Der Riickstand wurde in 33 ml rockenem Chloroform und 5.3
g Collidin aufgenommen und 2 h auf 60° erhitzt. Nach Erkalten filtrierte
man die L8sung und wusch sie 4 mal mit 20 m! N-HCl und einmal mit
Wasser. Die org. Phase wurde nach Trocknen ilber Na,50O4 am RV abgezo-
gen (< 40°) und der resultierende gelbliche Sirup aus Ethanol kristallisiert.
Ausb. 1.75 g (63%) farbloser Kristalle vom Schmelzbereich 67-78 ° C,

DC Kieselgel 60 Fagy, FM Toluol/CH3OH 92.5 + 7.5: hRf 55;

DC Kieselgel 60 Fzs4, FM Toluol/Aceton 100 + 4: hRf 16;

DC Kieselgel 60 Fy54, FM Toluol/Ethylacetat 100 + 10: hRf 17;

DC CHIR, FM Toluol/Ethylacetat 100 + 10: hRf 30,
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EI-MS (90 eV), m/z (% rel. Intens. °Cl) = 604 (0.4; M™), 569 (0.3; M -
Cl)*, 484 (0.1; M - 2 HAQ)", 317 (32; M - Ciprofibrat)*, 257 (70)", 243
(58)", 215 (38)", 201 (40)"", 197 (42", 167 (79)"", 155 (100)", 127 (64)' .-
Es wurden nur Fragmente mit m/z > 120 angegeben.

* Glukuronsiurekomponente * Ciprofibratkomponente

'H-NMR (300 MHz, TMSi, 8, ppm): 1.56 und 1.57 (s, 6H: 2 CH;, C-2);
1.73-1.79 (m, 1H; CH,-CCl,); 1.83 und 1.84 (s, 3H; AcO, C-2*); 1.91-1.97
(m, 1H; CHx-CCly); 2.01 (s, 3H; AcO); 2.04 (s, 3H; AcO); 2.78-2.84 (m,
1H; CH-CCly); 3.75 (s, 3H; COOMe); 4.20 (d, 1H; J,".s” = 9.5 Hz, H-5"%
5.15-5.35 (m, 3H; H-2' - H-4'); 579 (d, 1H; J;" >’ = 8 Hz, H-1"); 6.81-6.86
(m, 2H; aromat.); 7.09-7.12 (m, 2H; aromat.).- UV (CH;CN): A max = 231
nm (e = 7857); 274 nm (e = 497).- IR (KBr, cm™"): 3500 (w; C=O): 3010
(w; C-H Aromat); 2965 (w; CHj); 2865 (w; CH;); 1760 (s; C=0); 1615
(m; C=C); 1585 (w; C=C); 1515 (s; C=C); 1445 (m; -CH;); 1375 (s:
CO-CH,;): 1250-1225 (s; CO-O, O-Ar); 1175 (s); 1080 (s; O-C); 1040 (s;
0-C); 980 (m); 900 (m); 840 (m); 810 (m); 795 (w); 735 (w); T15 (w); 695
(w); 650 cm™! (w).

2. Untersuchung von Probandenharn auf Ciprofibratglukuronid
2.1 Nachweis des Glukuronids

100 ml 24 h-Sammelharn eines Probanden, der 100 mg Ciprofibrat als
Kapsel eingenommen hatte, wurden gefriergetrocknet. Das Lyophilisat
wurde mit 4 N-HCt auf pH 2 angesiiuert und mit 40 ml frisch destillieriem
Ethylacetat extrahiert. Die org, Phase befreite man nach dem Trocknen und
Filtrieren am RV (< 40°C) vom Solvens und versetzte den Riickstand mit
10 ml einer frisch hergestellten, ca. 0.5 proz. etherischen Diazomethanls-
sung (Diazald-Kit®, Fa. Aldrich, Sieinheim). Nach 15 min wurde der Ether
unter N, abgeblasen und dem Riickstand eine Mischung aus je 2 ml
Acetanhydrid p.a. und Pyridin p.a. und 40 mg 4-Dimethylaminopyridin
zugefiigt. Nach 6 h bei 20°C fligte man zu dem Ansatz 10 ml Wasser und
extrahierte iiber RP-18 Kartuschen (Baker SPE-10). Nach Waschen mit
0.01 N-HCI und einer Mischung aus MeOH und 0.01 N-HCI (1 +9) wurde
mit 2 ml MeOH eluiert.

Das Solvens wurde unter N; vertrieben, der Rickstand in 10 ml 0.1
N-HC! aufgenommen und mit 15 ml n-Hexan extrahiert. Nach erneutem
Vertreiben des Losungsmittels nahm man den Riickstand in 2 ml CH;CN
auf. 20 pl wurden zur HPLC eingesetzt.- HPLC-Parameter: Eluens CH;CN
+ H;0 (6 + 4) isokratisch, FluBrate: 1 ml/min, Temp. 20°C, RP-18 Siule
250 x 4 mm, 5 p, Detektion: UV 220 nm.

2.2 Nachweis der diastereomeren Ciprofibratglucuronide

20 ml 12 h-Sammelham eines Probanden (Einzeldosis 100 mg 1) wurden
mit 4 N-HCI auf pH 2 angesiuert und Uber RP-18-Kartuschen (Baker,
GroB-Gerau, 500 mg) extrahiert. Es wurde mit 0.1 proz. HCI gewaschen.
Die Elution erfolgte mit 1 m| MeOH, das abgeblasen wurde. Weitere Deri-
vatisierung bzw. Aufarbeitung analog 2.1. Der eingedampfie n-Hexanex-
trakt wurde in 1 m} MeOH + TEAA 1% (pH 4.1) (75 + 25) aufgenommen;
20 pl wurden zur HPLC eingesetzt. HPLC-Parameter: Eluens MeOH +
TEAA 1% (pH 4,1) (55 + 45) isokratisch, FluBrate 1 mi/min, Temp. 20°C,
Cyclobond I-Sule 250 x 4 mm, S g, Detektion: UV 220 nm.- HPLC-Tren-
nung der Diastereomeren (Cyclobond I-S#ule): Kapazitiisfaktoren k’z =
5.77,k’; = 5.38; Aufldsung R = 1.33, Rel. Retention a = 1.07.
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