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de Saulendurchmesser
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FE Flacheneinheiten

GC Gaschromatographie
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NMR Nuclear Magnetic Resonance

RP Reversed Phase (Umkehrphase)
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1 Einleitung und Zielsetzung

1.1 Regulatorische Anforderungen an die Stabilitdat von Arzneistoffen und an

die pharmazeutische Analytik

Bei der Entwicklung neuer Arzneimittel hat deren Sicherheit fiir den Patienten eine
zentrale Bedeutung. Dementsprechend muss durch so genannte Stabilitdtsstudien si-
chergestellt werden, dass sich die Qualitdt eines einmal hergestellten Pridparates wéah-
rend der Lagerung nicht verdndert. Die Anforderungen an die Qualitdt von neuen Arz-
neistoffen, die in Europa, den USA und Japan zugelassen werden, sind durch die
Richtlinien der ICH geregelt, die in nationales Recht umgesetzt werden. Darin enthalten
sind allgemeine Vorgaben fiir Stabilitatspriifungen [1], die wahrend der Entwicklung von
neuen Arzneistoffen durchgefiihrt werden. Die Priifungen sollen Verdnderungen aufzei-
gen, die wihrend der Lagerung entstehen und Einfluss auf die Qualitit, die Wirksamkeit
und die Unbedenklichkeit des Arzneistoffes haben. Die Richtlinie empfiehlt, chemische,
physikalische, biologische und mikrobiologische Parameter zu betrachten. Zur Datener-
hebung werden sogenannte validierte stabilititsindizierende analytische Methoden an-
gewendet. Anhand der Daten sollen die Lagerbedingungen, Nachpriifungsintervalle und

Laufzeiten des Arzneistoffs festgelegt werden.

In den Richtlinien [1] wird zwischen Stresstests und formalen Stabilitdtsstudien unter-
schieden. Mittels Stresstests konnen mogliche Abbauprodukte und -wege identifiziert
werden. Das Thema Stresstest wird in dieser Arbeit in Kapitel 1.4 noch detaillierter be-
handelt. Die formalen Stabilitdtsstudien liefern den Nachweis, dass Spezifikationen nach
Ablauf festgelegter Lagerzeiten innerhalb der empfohlenen Lagerbedingungen eingehal-
ten werden. Eine Spezifikation [2] ist eine Liste von Parametern, in der bezogen auf ana-
lytische Methoden geeignete Akzeptanzkriterien zusammengefasst sind. Sie charakteri-
siert den Arzneistoff und sichert seine Qualitdt im Hinblick auf seine Unbedenklichkeit
und Wirksamkeit. In einer Spezifikation werden unter anderem Priifparameter und
Grenzen fiir Aussehen, Identitdt, Gehalt und Verunreinigungen des Arzneistoffs festge-
legt. Es wird in Freigabe- und Laufzeitspezifikationen unterschieden. Die Laufzeitspezi-
fikationen orientieren sich an den Freigabespezifikationen, konnen aber z. B. im Gehalt
weiter gesetzte Grenzen enthalten. Verunreinigungen konnen in drei Klassen unterteilt
werden [3]. Die erste Klasse bilden die organischen Verunreinigungen. Sie sind fliichtig

oder nicht fliichtig und stammen aus dem Herstellungsprozess oder entstehen wahrend
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1 Einleitung und Zielsetzung

der Lagerung des Arzneistoffs. Zu ihnen zdhlen Ausgangsstoffe, Nebenprodukte, Zwi-
schenprodukte, Abbauprodukte, Reagenzien, Liganden und Katalysatoren. Die zweite
Klasse stellen die anorganischen Verunreinigungen dar. Sie sind normalerweise bekannt
und identifiziert. Dazu zdhlen ebenfalls Reagenzien, Liganden und Katalysatoren sowie
Schwermetalle und andere Metalle, anorganische Salze und andere Materialien. Die
dritte Klasse bilden die Restlosemittel, die sowohl organisch als auch anorganisch sein
konnen. Der Umgang mit Restlosemitteln wird in einer separaten Richtlinie [4] geregelt.
Zur Uberwachung der organischen Verunreinigungen wird (basierend auf der maxima-
len Tagesdosis des Arzneistoffs) zwischen Berichtsgrenzen, Identifikationsgrenzen und

Qualifizierungsgrenzen [s. Tab. 1] unterschieden [3].

Tab. 1: Grenzen fiir organische Verunreinigungen in neuen Arzneistoffen [3]

Maximale Tagesdosis Berichtsgrenze Identifikationsgrenze Qualifizierungsgrenze
0.10 % oder Einnahme von 0.15 % oder Einnahme von
<2g/Tag 0.05 % 1.0 mg pro Tag (kleinere 1.0 mg pro Tag (kleinere Gren-
Grenze gilt) ze gilt)
>2g/Tag 0.03 % 0.05 % 0.05 %

Alle Verunreinigungen, deren prozentualer Anteil groBBer als die Berichtsgrenze ist, miis-
sen berichtet werden. Ist der Anteil groBer als die Identifikationsgrenze, muss die Struk-
tur dieser Substanz aufgekldart werden. Wenn die Qualifizierungsgrenze iiberschritten
wird, muss die biologische Unbedenklichkeit fiir den spezifizierten Gehalt der Verunrei-
nigung nachgewiesen werden. Alle Abbauprodukte, die wihrend der formalen Stabili-
tdtsstudien entstehen und die Identifikationsgrenze iiberschreiten, miissen ebenfalls
identifiziert werden. Diese Grenzen gelten nicht fiir toxische Verunreinigungen, bei de-
nen die Grenze deutlich kleiner sein kann. In der EMEA CHMP Richtlinie [5] wird emp-
fohlen, genotoxische Verunreinigungen zu kontrollieren und eine substanzspezifische
Risikoabschédtzung durchzufiithren. Die Grenze fiir unbekannte toxische Substanzen liegt
bei 1.5 pg pro Tag. Davon sind wegen ihres hohen toxischen Potenzials Aflatoxin-

dhnliche Substanzen, N-Nitroso und Azoxyverbindungen ausgenommen.

In regulatorischen Stabilitdtsstudien [1] werden mindestens drei Chargen untersucht.
Sie sollen die gleiche Qualitdt wie die Chargen der Klinikmuster und der Marktprodukte
haben. Die primédre Verpackung muss die spédtere Lagerung und Transportform simulie-
ren. Die Chargen werden verschiedenen Lagerbedingungen ausgesetzt, um die thermi-

sche Stabilitit des Stoffes und seine Empfindlichkeit gegeniiber Feuchtigkeit zu priifen.




1.1 Regulatorische Anforderungen an die Stabilitat von Arzneistoffen und an die pharmazeutische Analytik

Es sollen extreme Bedingungen simuliert werden, die wiahrend des Lagerns, Verschif-
fens und des anschlieBenden Gebrauchs auftreten konnen. Dabei wird zwischen drei

Lagerbedingungen [s. Tab. 2] unterschieden [1].

Tab. 2: Lagerbedingungen der Chargen in den regulatorischen Stabilitdtsstudien

Lagerbedingung Klimazone Temperatur ReIatl\;?glL(l:!fi:feuch- Lagerzeit
. ) lund Il 25°C 60 % mindestens 12 Mo-
Langzeitlagerbedingung nate
lhund IV 30 °C 65 %
Beschleunigte Lagerbedingungen ) o o .
(beschleunigte Stabilitatstests) -V 40°C 75 % mlndestertwes 6 Mona-
Mittlere Lagerbedingung lund Il 30°C 65 %

Die mittlere Lagerbedingung wird aber nur angewendet, wenn nach sechs Monaten
deutliche Verdnderungen bei den beschleunigten Lagerbedingungen aufgetreten sind.
Zur Bewertung des Effekts bei kurzfristiger Exposition des Arzneistoffs oberhalb der
empfohlenen Lagertemperatur dienen die Daten der beschleunigten und mittleren La-
gerbedingungen. Die Priifintervalle fiir die Langzeitlagerung betragen im ersten Jahr
alle drei Monate, im zweiten Jahr alle sechs Monate und anschlieBend meist jiahrlich, je

nachdem wie die jeweiligen Nachpriifintervalle es festlegen.

Weiterhin ist die Priifung der Photostabilitdt des Arzneistoffes ein integraler Bestandteil
der Stabilitdtsstudien, der in einer separaten ICH-Richtlinie [6] geregelt ist. Diese Richt-
linie unterscheidet fiir die Photostabilitdtstests zwischen Stresstests und Bestdtigungs-
studien. Stresstests werden in der Entwicklungsphase des Arzneistoffs durchgefiihrt,
untersuchen dessen generelle Photostabilitdit und versuchen Abbauwege zu erkldren.
Bestitigungsstudien zeigen die Photostabilitit des Stoffes unter standardisierten Bedin-
gungen. Diese Tests werden nur an einer Charge durchgefiihrt. Das Ziel der Studie ist
die Identifizierung der Notwendigkeit bei lichtinstabilen Stoffen, vorbeugende vor Licht
schiitzende Mafnahmen in der Herstellung oder Formulierung des Arzneistoffs zu tref-

fen, sowie eine geeignete Verpackung zu wéahlen.

Das Stabilitdtsprogramm von Arzneistoffformulierungen leitet sich von den Ergebnissen
fiir den Wirkstoff ab und ist ebenfalls durch entsprechende Richtlinien [1] geregelt. Fiir
diese Priifungen werden drei Chargen einer Rezeptur bzw. Dosis verwendet, von denen

in der Regel zwei dem pilot-scale entsprechen. Die Formulierungen sollen nach Lage-
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rung in der primiren Marktverpackung untersucht werden. Die Priifungen und Anforde-
rungen sind mit denen des Arzneistoffs vergleichbar. Bei Formulierungen werden meist
noch zusétzliche Priifungen wie z. B. visuelle Priifungen, Priifungen an Konservierungs-

mitteln und Freisetzungsuntersuchungen durchgefiihrt.

1.2 Stabilitatsindizierende Methoden im Kontext der Entwicklung neuer Arz-

neistoffe

Eine stabilititsindizierende Methode ist ein analytisches Verfahren, das den Wirkstoff
genau quantifiziert, wobei Abbauprodukte, Syntheseverunreinigungen, Hilfsstoffe oder
andere potenzielle Verunreinigungen nicht mit dem Signal des Wirkstoffs interferieren
sollen [7]. Eine Methode wird auch als stabilitdtsindizierend betrachtet, wenn sie signifi-

kante Zersetzungsprodukte genau quantifiziert [7].

1.2.1  Anforderungen an stabilitatsindizierende Methoden

Es ist wichtig, die Verunreinigungen eines neuen Wirkstoffs zu charakterisieren, um den
Patienten vor unerwiinschten Nebenwirkungen zu schiitzen. Wahrend der Entwicklung
eines neuen Arzneistoffs kann sich dessen Verunreinigungsprofil &ndern. Dies kann
durch Anderungen in der Synthese oder den Wechsel der Hersteller von Ausgangsstoffen
verursacht werden. Die analytische Methode muss in jedem Fall den Wirkstoff von sei-
nen Verunreinigungen trennen und quantifizieren. Zu Beginn einer Methodenentwick-
lung ist es wichtig festzulegen, welche chemischen Verbindungen getrennt und quantifi-
ziert werden miissen. Um die Entscheidung hinsichtlich der Methodenwahl zu
erleichtern, wird empfohlen, schon zu Beginn der Entwicklung Stresstests durchzufiih-
ren, um Schliisselzersetzungsprodukte zu identifizieren [8]. In den Proben soll der Wirk-
stoff nur max. zu 5-20 % zersetzt sein [7]. Die Proben sollen vorwiegend primére Ab-
bauprodukte enthalten. Primédre Abbauprodukte sind groBer oder gleich 10 % des
gesamten Abbaus. Auf Grundlage dieser Schliisselzersetzungsprodukte wird die stabili-
tdtsindizierende analytische Methode iiberpriift und bestétigt [8]. In der ICH Richtlinie
[3] wird gefordert, dass die entsprechenden Nachweisgrenzen der Methode nicht groBer

oder gleich der Berichtsgrenze sein diirfen.
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1.2.2  Selektivitat und die Entwicklung orthogonaler Methoden

Die Methode sollte hoch selektiv sein, weil insbesondere zu Beginn der Methodenent-
wicklung die chemischen und physikalischen Eigenschaften eines neuen Wirkstoffs
meist noch nicht vollstindig bekannt sind und die Synthese noch nicht komplett kontrol-
liert wird. Die Sicherheit der klinischen Versuche des Arzneistoffs hingt daher von der
Féahigkeit der analytischen Methode ab, unbekannte Verunreinigungen zu detektieren
und zu quantifizieren [9]. Das Verunreinigungsprofil eines Wirkstoffs kann sehr komplex
sein. In diesem Fall ist es schwer, alle Verunreinigungen vom Wirkstoff abzutrennen und
eine addquate Auflosung aller Substanzen zu garantieren [10]. Die Entwicklung ortho-
gonaler chromatographischer Methoden erhoht die Selektivitdt, Peakkapazitit und Auf-
l6sungsleistung, um damit die Abbauprodukte von den Verunreinigungen des Wirkstoffs
sicher zu unterscheiden [11]. Die Methoden sind demzufolge ein Schliisselaspekt fiir die

Detektion und Trennung von Verunreinigungen [10].

Das Wort ,,orthogonal® stammt aus dem Griechischen und bedeutet rechtwinklig. [12].
Zwei Geraden sind orthogonal, wenn der Winkel zwischen ihnen 90° betrdgt und ihr
Kosinus gleich Null ist. Im iibertragenen Sinne sind damit linear unabhédngige Systeme
oder auch analytische Methoden gemeint. Allerdings wird der Begriff orthogonal in der
pharmazeutischen Analytik nicht im strikt mathematischen Sinn verwendet [13]. Hierbei
sind Methoden orthogonal, wenn sie einen deutlichen Selektivitatsunterschied aufzeigen.
Das Prinzip dhnelt den mehrdimensionalen Trennsystemen, weil die Dimensionen un-
abhéngig sind und nicht miteinander korrelieren [10]. Aufgrund des Selektivitdtsunter-
schiedes kann jede Methode das Verunreinigungsprofil unterschiedlich auftrennen. Das
bedeutet, dass die Methoden verschiedene Verunreinigungen erfassen konnen. Somit
ergdnzen sie sich in ihrem Informationsgehalt. Orthogonale Methoden kénnen auch zur
Validierung bestehender analytischer Methoden angewendet werden. Zeigt die orthogo-
nale Methode vergleichbare Ergebnisse hinsichtlich der Zusammensetzung der Probe,
so ist die Selektivitit der bestehenden Methode bestétigt. Zusédtzlich kann damit auch
die Peakreinheit belegt werden. Sie spielt eine wichtige Rolle in der Methodenentwick-
lung. Die Verunreinigungen haben oft dhnliche Strukturen und Eigenschaften wie der
Wirkstoff und konnen somit zusammen mit dem Wirkstoff oder anderen Verunreinigun-

gen eluieren.

In der Literatur sind zwei Strategien zur Entwicklung orthogonaler Methoden fiir die

vollstandige Charakterisierung von Arzneistoffen beschrieben:

5



1 Einleitung und Zielsetzung

Die erste Option ist die ,wahre“ orthogonale Strategie, die so bezeichnet wird, weil die
Selektivitdtsunterschiede der analytischen Methoden auf alternierenden Trennmecha-
nismen und Detektionssystemen beruhen [10]. Das konnen analytische Methoden wie
z. B. LC-Methoden, CE-Methoden, SFC-Methoden oder GC-Methoden sein. Diese konnen
dariiberhinaus mit verschiedenen Detektionssystemen wie z. B. UV, ELSD, CLND, CAD
und MS oder auch NMR kombiniert sein. In den ICH Richtlinien [2] wird ebenfalls emp-
fohlen, fiir die Identifizierung des Arzneistoffs zwei chromatographische Methoden zu
nutzen, die auf verschiedenen Trennprinzipien beruhen oder Tests innerhalb eines Ver-

fahrens zu kombinieren, um strukturahnliche Substanzen abzutrennen.

Die zweite Option fiir die Entwicklung orthogonaler Systeme ist die Maximierung der
Selektivitdtsunterschiede durch Modifikationen von HPLC-Methoden [10]. Hierbei sind
die Systeme HPLC-Methoden, die durch eine stationdre und mobile Phase definiert sind.
HPLC ist eine bekannte und etablierte chromatographische Technik zur Analyse von Ver-
unreinigungen in der pharmazeutischen Industrie [11,14]. Zwei chromatographische
Methoden sind orthogonal, wenn die Systeme deutlich unterschiedliche Selektivitdten
besitzen, weil die Retention der zu bestimmenden Stoffe auf verschiedenen Mechanis-
men, Wechselwirkungen oder Substanzeigenschaften der Eluenten bzw. stationdren
Phasen (z. B. verschieden geladene eluierte Substanzen) beruht [13-19]. Die Variation
der stationdren Phase, der organischen mobilen Phase oder des pH-Wertes der wéssri-

gen mobilen Phase hat den groften Einfluss auf die Orthogonalitit [15,16].

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit stellen orthogonale Systeme immer zwei HPLC-
bzw. zwei UPLC-Methoden mit definierten mobilen und stationdren Phasen dar, die un-

terschiedliche Selektivititen aufweisen.

In der Literatur werden verschiedene Wege zur Bestimmung der Orthogonalitit be-
schrieben. Liu [20] beschreibt eine geometrische Methode zur Messung der Orthogonali-
tdt und der praktischen Peakkapazitit von zweidimensionalen Systemen. Er verwendet
Korrelationsmatrizen. Die Korrelation berechnet sich aus dem Kosinus der Einheitsvek-
toren der Retentionsdaten. Eine weitere Moglichkeit zur Bestimmung der Orthogonalitét
ist die Anwendung chemometrischer Methoden. Die Chemometrie ist eine chemische
Teildisziplin, die mathematische und statistische Verfahren z. B. fiir die Auswertung ana-
lytischer Daten oder zum Planen chemischer Experimente verwendet. E. van Gyseghem
untersucht verschiedene chemometrische Methoden zur Identifizierung von orthogona-

len und &dhnlichen chromatographischen HPLC-Systemen. Sie vergleicht verschiedene
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1.2 Stabilitatsindizierende Methoden im Kontext der Entwicklung neuer Arzneistoffe

hierarchische Clusteralgorithmen wie single linkage, complete linkage, unweighted-
average-linkage und weighted-average-linkage [18]. Bei diesen wéhlt sie als Distanz 1-

|7|, wobei r der Pearson-Korrelationskoeffizient zwischen den Retentionsfaktoren zweier

Systeme ist. Fiir die Algorithmen centroid linkage und Ward’s Methode ist die Distanz
zwischen den Systemen (Objekten) die euklidische Distanz. Weiterhin betrachtet sie den
Kennard / Stone-Algorithmus [13], univariate und auto-associative multivariate Regres-
sionshdume (AAMRT) [14] sowie generalisierte paarweise Korrelationsmethoden
(GPCM). Als Visualisierungstechnik verwendet sie Dendrogramme und Color maps
[13,14,16-19]. In [17] beschreibt sie auch die PCA und OPTICS (Clusteralgorithmus, der
auf der Datendichte basiert [21]). E. van Gyseghem zeigt, dass der hierarchische Cluste-
ralgorithmus weighted-average-linkage mit dem Unéhnlichkeitsmal3 1-|r| (Weighted Pair
Group Method algorithm (WPGMA)) und den Visualisierungstechniken Dendrogramm
und Color map die bevorzugte Methode zur Identifizierung von orthogonalen und &hnli-
chen chromatographischen Systemen ist. AuBerdem legt E. van Gyseghem eine Grenze
fir die Unterscheidung zwischen dhnlichen und orthogonalen Systemen im Dendro-
gramm fest. Als Undhnlichkeitsmal3 wéhlt sie 1-|r|=0.4, d. h., alle Systeme, die im
Dendrogramm in Clustern mit einer Distanz kleiner 0.4 agglomeriert sind, werden als
dhnlich betrachtet. Ist ihre Distanz > 0.4, dann sind sie orthogonal [18]. Das Ziel von E.
vanGyseghem ist es, Gruppen von orthogonalen Systemen mit guter Trennleistung zu
identifizieren. Die Systeme konnen dann als Initialbedingung fiir die Methodenentwick-
lung neuer Arzneistoffe oder als Startbedingungen fiir die Entwicklung einer finalen

Trennmethode fiir die spiate Entwicklung verwendet werden.

Ein anderer Ansatzpunkt fiir die Entwicklung orthogonaler Systeme ist in [22] von J.
Pellett beschrieben. Hier wird von einer bereits bestehenden HPLC-Methode ausgegan-
gen, und es wird versucht, dazu eine orthogonale Methode zu entwickeln. Dabei wird
zuerst der organische Teil der mobilen Phase verdndert und dann eine HPLC-Saule ge-
wihlt, die eine andere Selektivitdt hat. Dafiir wird eine Datenbank (Column Match®) ge-
nutzt. Sie enthédlt ca. 300 HPLC-S&dulen und schldgt dem Anwender Phasen vor, die ent-
weder eine dhnliche Selektivitdt haben oder eine deutlich andere Selektivitiat verglichen
mit der vorgegebenen Phase aufweisen. Die Datenbank enthélt fiinf Selektivitdtsparame-
ter zu jeder Sdule und errechnet daraus fiir jeweils zwei Sdulen einen sogenannten Fs-
Wert [23,24]. Je groBBer dieser Wert ist, desto unterschiedlicher sind die Trennprinzipien
der stationdren Phasen. Der F,-Wert ist die berechnete Distanz zwischen den zwei Sdu-
len in einem fiinfdimensionalen Raum, der durch die fiinf Selektivititsparameter der

einzelnen Sdulen aufgespannt wird. Die Selektivititsparameter werden experimentell
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bestimmt. Sie setzen sich aus der Hydrophobizitdt (H), dem sterischen Widerstand gegen
das Eindringen sperriger geloster Molekiile in die stationdre Phase (S*), der Wasser-
stoffbriickenbindung durch Sdulenaziditat (A), Wasserstoffbriickenbindung (Basizitéat) (B)
und der Kationenaustauschaktivitit an dissoziierten Silanolgruppen (C) zusammen [23-
28]. Als nichster Schritt werden verschiedene HPLC-Laufe gefahren, die in die Software
DryLab® eingegeben werden. Die Software optimiert die Laufe und schligt eine finale
Trennmethode vor. Der Grad der Orthogonalitdt wird durch das Bestimmtheitsmaf [r?]
tiberpriift. Der Wert sollte moglichst klein sein. Er wird aus den logarithmierten Retenti-
onsfaktoren der Systeme berechnet. Weiterhin sollte fiir alle Peakpaare eine addquate
Trennleistung mit der orthogonalen Methode gewéahrleistet werden [22]. Falls nicht alle
Peaks getrennt sind, konnen zusétzlich noch der pH-Wert, der Gradient, die Temperatur

oder die stationdre Phase gedndert werden.

1.3 Chemometrische Methoden zur Identifizierung orthogonaler chroma-

tographischer Systeme

Wie bereits in Kapitel 1.2.2 erwédhnt, gibt es verschiedene chemometrische Methoden
zur Identifizierung orthogonaler chromatographischer Systeme. In diesem Kapitel wird
die in dieser Arbeit verwendete Vorgehensweise ndher beschrieben. Die chemometri-
sche Auswertung der chromatographischen Daten orientiert sich an einer von E. vanGy-
seghem publizierten Methode [13,14,16-19]. Sie besteht aus zwei Schritten, die im fol-

genden genauer beschrieben werden.

1.3.1 Hierarchische Clusteranalyse

Die hierarchische Clusteranalyse ist eine Klassifizierungsmethode. Sie gruppiert die Ob-
jekte durch hierarchische Aggregation. Die Objekte werden in verschiedenen Clustern
entsprechend ihres Abstandes zueinander bzw. ihrer Ahnlichkeit zusammengefasst [29].
Das Ziel ist die Clusterbildung von dhnlichen Objekten. Diese haben definitionsgemaf3
einen kleinen Abstand zueinander und bilden ein Cluster. Unterschiedliche Objekte ha-
ben einen groferen Abstand und befinden sich demzufolge in anderen Clustern [30]. Die
agglomerative Clusterung beginnt mit Einzelobjekten und fusioniert sie zu gro3eren Ob-
jektgruppen [29]. D. h., die Clusterbildung beginnt mit den zwei Objekten, die den
kleinsten Abstand zueinander haben, und ist beendet, wenn alle Objekte des Datensat-

zes zu einem groBen Cluster fusioniert sind.
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Im ersten Schritt der chemometrischen Auswertung der chromatographischen Daten
wird eine Clusteranalyse durchgefiihrt. Die Objekte stellen die einzelnen chroma-
tographischen Systeme dar. Die Variablen entsprechen den Retentionsfaktoren & (s. Glei-
chung 1.1) [31] der eluierten Substanzen auf den jeweiligen Systemen. Die k-Werte kon-
nen auch als normierte Retentionszeiten betrachtet werden, weil die jeweilige
Retentionszeit der Substanz bezogen auf die Totzeit des jeweiligen Chromatogramms

normiert wird. Das gewéhlte Undhnlichkeitsmall zwischen den Objekten ist 1-|r|, wobei

r dem Bravais-Pearson-Korrelationskoeffizienten (s. Gleichung 1.2) [32] (Werte von -1
bis +1) entspricht. Dieses Unédhnlichkeitsmal} stellt die Distanz zwischen den Objekten
bzw. Systemen dar. Es ist gleichzeitig auch das Maf fiir den Grad der Orthogonalitit
zweier Systeme. Das bedeutet, je groBer der Selektivitdtsunterschied zweier Systeme ist,
desto groBer ist ihre Distanz. Demzufolge weisen Systeme mit einer groBen Distanz ei-
nen hohen Grad der Orthogonalitdt auf. Dagegen besitzen Systeme mit einer kleinen
Distanz eine dhnliche Selektivitdt und sind in einem Cluster agglomeriert. Bezogen auf
den |r|-Wert bedeutet das, dass orthogonale Systeme eine geringe Korrelation ihrer k-
Werte aufweisen und somit einen kleinen |r|-Wert haben. Hingegen ist der |r|-Wert bei
dhnlichen Systemen grof3, weil ihre k-Werte hoch korreliert sind. Die Abb. 1 zeigt die

Korrelation zwischen jeweils zwei Systemen im kartesischen Koordinatensystem.
t,—t
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1 Einleitung und Zielsetzung

r=0.517

k-Werte von System B
e
k-Werte von System D

0 2 4 6 8 10 12 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
k-Werte von System A k-Werte von System C

Abb. 1: System A und B (links) haben eine dhnliche Selektivitdt und sind somit hoch korreliert. System C und D (rechts)
haben unterschiedliche Selektivitat und zeigen eine schwache Korrelation. Der Grad der Orthogonalitat ist demzufolge
hoch.

Der Korrelationskoeffizient ist ein Maf} fiir den linearen Zusammenhang. Weisen Syste-
me eine hohe Korrelation auf, wie die Systeme A und B in Abb. 1, dann liegen die Vari-
ablen anndhernd auf einer Geraden. Wiirden die Variablen genau auf einer Geraden
verlaufen, dann wiirde ein perfekter positiver oder negativer linearer Zusammenhang
zwischen den Systemen bestehen und die r-Werte wiirden +1 oder -1 ergeben. Das tritt
z. B. auf, wenn die Systeme mit sich selbst korreliert sind. Dies entsprache dem héochs-
ten Grad an Korrelation. Die Systeme C und D in Abb. 1 sind schwach korreliert und
haben einen hohen Grad an Orthogonalitit. Demzufolge ist der r-Wert klein und die Va-
riablen bilden eine Punktewolke im Koordinatensystem. Ergibt der Korrelationskoeffi-
zient gleich null, bestiinde kein linearer Zusammenhang zwischen den Systemen. Das
bedeutet aber keinesfalls, dass die Systeme voneinander unabhéngig sind. Es konnte
beispielsweise ein perfekter quadratischer Zusammenhang zwischen den Variablen be-
stehen [33].

Der Korrelationskoeffizient kann nur zwischen zwei Objekten bestimmt werden. Demzu-
folge wird fiir die Berechnung der Distanz zwischen zwei Clustern oder einem Objekt
und einem Cluster ein Fusionierungsalgorithmus genutzt. Es wird das unweighted-
average-linkage Verfahren verwendet. Dabei tritt keine Deformierung des Clusters auf.
Es entstehen zum Teil kleine Cluster mit Ausreil3ern. Zur Gewichtung der Clusterabstdn-
de [d] wird die Zahl [n] der Objekte in einem Cluster verwendet. Der Clusterabstand

zwischen einem Cluster A und B berechnet sich wie folgt [29]:
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1.4 Stresstests in der Entwicklung neuer Arzneistoffe

n n
d; =—2d, +—=2dg;mit n=n,+ng (1.3)
n n

Grafisch wird die Clusteranalyse durch ein Dendrogramm (z. B. Abb. 5) dargestellt. Es
handelt sich dabei um ein Baumdiagramm, in dem sich die Reihenfolge, in der die Ob-
jekte zu einem Cluster vereint werden, erkennen ldsst. Weiterhin ist die Distanz zwi-
schen den jeweils zusammengefassten Clustern an einer links stehenden Skala ablesbar
[33].

1.3.2  Color map

Der zweite Schritt der chemometrischen Auswertung ist die Generierung einer Color
map. Die Color map (z. B. Abb. 6) dient als Visualisierungswerkzeug zur Identifizierung
orthogonaler und dhnlicher Systeme [13,14,16-19]. Die Color map ist eine symmetrische
Korrelationsmatrix. Das bedeutet, dass die Werte an einer Diagonalen gespiegelt sind.
Somit enthélt eine Color map jeden Korrelationswert eines Systempaares doppelt. Da-
von ausgenommen sind die Werte der Diagonalen. Diese betragen immer Eins, weil dort
jedes System mit sich selbst korreliert ist. Die Korrelationsmatrix wird auch als r-Color
map bezeichnet, weil sie aus den Betrdgen der Korrelationskoeffizienten der Systeme
besteht. Diese geben den Grad der Korrelation zwischen den Systemen an. Wiirde die
Matrix aus den Werten 1-|r|] bestehen, dann entspriache sie der Distanzmatrix der
Clusteranalyse. Zur Visualisierung sind die Betrige des Korrelationskoeffizienten in der
Color map durch Farben kodiert. Die Farbskala verlduft von rot (hoch korreliert) iiber
orange, gelb, griin bis blau (schwach korreliert). Demzufolge sind Systempaare mit 4hn-
licher Selektivitdt rot gefarbt und Systempaare mit dem groBten Selektivitdtsunterschied
sind dunkelblau gefdrbt. Die Systeme in der Color map haben die gleiche Reihenfolge
wie im Dendrogramm. Aufgrund dieser Reihenfolge sind die einzelnen Cluster aus dem
Dendrogramm als rot gefarbte Flichen erkennbar. Diese strukturierte Anordnung ver-

einfacht die Auswertung der Matrix.
1.4 Stresstests in der Entwicklung neuer Arzneistoffe

Stresstests spielen eine wichtige Rolle in der Entwicklung neuer Arzneistoffe. Die Durch-
fiihrung von Stresstests soll mégliche Abbauprodukte von Wirkstoffen und Formulierun-
gen simulieren, die wiahrend der Lagerung entstehen konnten. Die Stabilitdt des Arznei-

stoffes und seiner Formulierung besser beurteilen zu konnen und somit die
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1 Einleitung und Zielsetzung

Methodenentwicklung zu erleichtern, sind die Ziele [7]. Die stereochemische Stabilitit
des Arzneistoffes, sowie physikalische und chemische Eigenschaften wichtiger Kristall-
formen und der Aspekt der Massenbilanz stehen nicht in direktem Zusammenhang mit
der Durchfiihrung von Stresstests, sollten aber beriicksichtigt werden [7,34,35]. Die Er-
gebnisse der Stresstests tragen zur Bestdtigung der stabilitdtsindizierenden analytischen
Methode und zur Identifizierung von Abbauprodukten und -wegen bei. Weiterhin liefern
sie Aussagen iiber die intrinsische Stabilitit des Wirkstoffmolekiils und helfen bei der
Unterscheidung und Strukturaufklarung von mit dem Wirkstoff verwandten und nicht
verwandten Abbauprodukten und Verunreinigungen die z.B. durch Reaktionen mit
Hilfsstoffen entstehen konnen [1,7,34,36].

In den Richtlinien ist keine detaillierte Anleitung zur Durchfiihrung von Stresstests vor-
gegeben. Diese ist abhdngig von der Art des Arzneistoffs und der Formulierung. Es wird
lediglich gefordert, die Substanz thermischer Belastung (in 10 °C Schritten), erhdhter
Luftfeuchtigkeit, geeignetem oxidativen und photolytischen Stress auszusetzen sowie die

Hydrolyseempfindlichkeit iber einen weiten pH-Bereich zu testen [1].

In einer Benchmarkingstudie [37] wurden 20 Unternehmen zu ihrer Durchfiihrung von
Stresstests befragt. Das Ergebnis zeigt eine groB3e Variation der Reagenzien und Kon-
zentrationen filir die oxidativen Tests, der Auswahl des pH-Bereiches fiir den Test der
Hydrolyseempfindlichkeit, sowie generell verwendete Temperaturen in den Tests und die
Dauer des Stresstests. Die Unternehmen legen die Zersetzung des Wirkstoffes von 5-
20 % als Endpunkt des Versuches fest. Dieses recht uneinheitliche Ergebnis ist bedenk-
lich, weil der Stresstest ein kritischer Punkt in der Entwicklung ist und einen deutlichen

Einfluss auf die Qualitdt der analytischen Methode hat [37].

Stresstests sollten sowohl mit dem Wirkstoff als auch mit der Formulierung durchge-
fiihrt werden. Der Wirkstoff ist dabei als Feststoff und als Losung oder Suspension zu
testen [7]. Tests mit der Formulierung liefern Informationen iiber Wechselwirkungen mit
Hilfsstoffen und die Unterscheidung von nicht substanzverwandten Abbauprodukten. Es
wird in der Regel nur eine Charge des Wirkstoffs gestresst [1]. Die Hauptquelle fiir Ab-
bauprodukte in der Bulkware des Wirkstoffes und der Formulierung entsteht durch
chemische Instabilitit des Wirkstoffes. Diese Produkte bilden sich widhrend der Herstel-
lung, Isolierung, Reinigung, Trocknung, Lagerung, Transport und durch Wechselwirkun-
gen mit anderen chemischen Stoffen in der Formulierung [38]. Die Tests sollten wieder-

holt werden, wenn sich die Methode, das Herstellverfahren oder die Formulierung
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

dndert [7]. Die Versuchsbedingungen sollten auBerhalb der ICH-Bedingungen fiir die
beschleunigten Stabilitdtsstudien liegen [1,7,34-36,39]. Jedoch sollten die Bedingungen
nicht zu drastisch gewéhlt sein, weil sie sonst zu irrelevanten Abbauprodukten oder zu
sekundédren Zersetzungsprodukten fiihren konnten [35,40]. Letztere entstehen durch

Folgereaktionen der primédren Abbauprodukte.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden hydrolytische und diverse oxidative Stresstests mit

dem gelosten Wirkstoff durchgefiihrt.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Ein wichtiger aber auch kritischer Punkt in der Entwicklung neuer Arzneistoffe ist eine
komplette Identifizierung des Verunreinigungsprofils des Wirkstoffes und der Formulie-
rung. Das stellt hohe Anforderungen an die Selektivitdt der analytischen Methode. Die
HPLC ist das meist verwendete chromatographische Verfahren in der pharmazeutischen
Industrie fiir die Entwicklung stabilitdtsindizierender Methoden. Sie kann mit diversen
Detektoren gekoppelt sein. Am géingigsten ist eine Kopplung mit UV-Absorptions-
Detektoren. Die Entwicklung orthogonaler chromatographischer Methoden und die
Durchfithrung von Stresstests sind ideale Konzepte zur Bestédtigung oder Verbesserung

der Trennleistung und der damit verbundenen Selektivitdt der Methode.

Die Grundidee der Arbeit ist die Entwicklung eines neuen empirischen Konzeptes (s.

Abb. 2) zur Vorgehensweise in der Methodenentwicklung neuer Arzneistoffe.

13



1 Einleitung und Zielsetzung

Entwicklung von Color maps zur Identifizierung orthogonaler
und stabilitdtsindizierender HPLC-Methoden oder UPLC-
Methoden

eModellsubstanzen: Sulfonamide

A

Anwendung der Color maps auf zwei Arzneistoffkandidaten

*ASTAR (HPLC-Methoden)
*BAY (UPLC-Methoden)

A 4

[ Durchfiihrung verschiedener Stresstests J

*ASTAR (oxidativ)
*BAY (oxidativ, hydrolytisch)

A

Vergleich der Abbaumuster relevanter Abbauprodukte aus
den Proben der Stresstests mit Mustern von
langzeitgelagerten Formulierungen

*BAY

A 4

Pradiktabilitdt von Abbaumustern aus Langzeitexposition
mit Hilfe von Stresstests

Abb. 2: Etappen des Konzeptes zur Methodenentwicklung neuer Arzneistoffe

In der ersten Etappe des Konzeptes sollen orthogonale chromatographische Systeme mit

polaren organischen Modellsubstanzen wie z. B. den Sulfonamiden entwickelt werden.

Der Grad des Selektivititsunterschiedes bzw. der Orthogonalitdt zwischen den Systemen

wurde mittels des Bravais-Pearson-Korrelationskoeffizienten bestimmt und in einer Co-

lor map visualisiert. Diese Color map kann auch als Basis-Color map bezeichnet werden,

weil sie als Grundlage verwendet wird, um eine orthogonale chromatographische Me-

thode zu einer bereits bestehenden chromatographischen Methode eines Arzneistoffs zu

entwickeln. In der Arbeit wurden zwei Color maps entwickelt. Die Erste beruht auf

HPLC-Systemen und die zweite auf UPLC-Systemen.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

In der zweiten Etappe wird die Anwendung der Basis-Color maps zur Entwicklung or-

thogonaler chromatographischer Systeme an zwei Arzneistoffkandidaten demonstriert.

In der dritten Etappe werden hydrolytische und verschiedene oxidative Stresstests an
den zwei Entwicklungssubstanzen durchgefiihrt und anschlieBend mit den orthogonalen
chromatographischen Methoden analysiert. Dadurch sollen die Vorteile einerseits der
Verwendung von verschiedenen Reagenzien fiir den oxidativen Stress und andererseits

einer Anwendung orthogonaler Methoden deutlich werden.

In der vierten und der daraus resultierenden fiinften Etappe werden zusétzlich Formu-
lierungen, die unter beschleunigten Lagerbedingungen und bei 5 °C tber 39 Monate
eingelagert waren, untersucht. Diese Proben werden mit dem TOF-MS detektiert. Die
MS-Daten werden mit einem speziellen Softwareelement ausgewertet. Die Software ist
in der Lage, sehr kleine Signale aus dem Rauschen der MS-Daten zu filtern. Somit wur-
den die relevanten Massen identifiziert, deren Signal wahrend der Lagerung zunahm.
Das Ziel war ein Vergleich der Abbaumuster der Stresstests und der eingelagerten For-
mulierungen, um die Vorhersagekraft der Stresstests in Hinblick auf relevante Abbau-

muster von Langzeitstabilititsmustern zu beurteilen.
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2 Entwicklung orthogonaler chromatographischer Systeme

Das nachfolgende Kapitel beschreibt zwei Methodenscreenings zur Identifizierung or-
thogonaler und auch dhnlicher chromatographischer Systeme mit einer Color map. Ein
Methodenscreening umfasst die Durchfiihrung mehrerer chromatographischer Laufe
mit unterschiedlichen stationdren und mobilen Phasen, den sogenannten Systemen. Auf
den Systemen wird immer das gleiche Gemisch getrennt, um die Selektivitdtsunter-
schiede der Systeme zu beurteilen. Weiterhin wird die jeweilige Anwendung der ent-
standenen Color map zur Entwicklung einer orthogonalen Methode an zwei Entwick-
lungssubstanzen  demonstriert. Die verwendeten Gerdte, Materialien und

Softwareelemente sind im Anhang tabellarisch dargestellt.

2.1 Methodenscreening fiir die Identifizierung orthogonaler chromatographi-

scher Systeme fiir HPLC

Die HPLC ist das bevorzugte chromatographische Verfahren in der Arzneistoffanalytik
von kleinen Molekiilen. Das Methodenscreening wurde mit RP-Phasen und mittels einer
HPLC-DAD Anlage durchgefiihrt. Die detektierten Peaks in den Chromatogrammen wur-

den mit Spektrenbibliotheken verglichen und dementsprechend zugeordnet.
2.1.1  Auswahl der Modellsubstanzen

Die polaren Modellsubstanzen im Screening sollen Arzneistoff-Verunreinigungsprofile
simulieren. Sie sollen zur Gruppe der kleinen Molekiile gehoren, dhnliche Strukturen
haben und ein Chromophor besitzen, um sie mit UV-Detektion erfassen zu konnen. Die
14 ausgewdhlten Substanzen [s. Tab. 3] erfiillen diese Voraussetzungen. Acht Substan-
zen (Sulfanilamid, Sulfacetamid, Dapson, Sulfaguanidin, Sulfamethazin, Sulfisomidin,
Sulfadiazin, Sulfamerazin) gehoren zur Arzneistoffgruppe der Sulfonamid-
Chemotherapeutika und haben mit Ausnahme des Dapsons die gleiche Grundstruktur [s.
Abb. 3]. Es sind Amide der Sulfanilsdure. Dapson gehort zu den Sulfonen und kann als
phenyloges Sulfonamid betrachtet werden. Die bakteriostatische Wirkung der Sulfona-
mide beruht auf der Sulfonamidgruppe und der in p-Stellung befindlichen Aminogruppe.
Es wurden auch Substanzen gefunden, die sulfonamidartig wirken, aber strukturell ab-
weichen. Sulfonamide sind Folsdureantagonisten. Sie hemmen kompetitiv die Folsdure-

biosynthese in Mikroorganismen sowie die Zellatmung [41]. Es wird zwischen kurz-,
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2.1 Methodenscreening fir die Identifizierung orthogonaler chromatographischer Systeme fir HPLC

mittel- und langwirksamen Sulfonamiden unterschieden. 4-
Acetamidobenzenesulfonamid gehort nicht zu den Sulfonamid-Chemotherapeutika si-

muliert aber ein an Position R2 acetyliertes Produkt [s. Abb. 3] von Sulfanilamid.

i
Ri—NH@ﬁ—NH-Rz
o)

Abb. 3: Allgemeine Strukturformel der Sulfonamide

Die Sulfanilsdure ist die Sulfonsdure der Sulfonamide. Sie hat keine pharmakologische
Bedeutung. Die vier kleinen aromatischen Amine [s. Tab. 3] 6a-9a (2-Amino-4,6-
dimethylpyrimidin, 4-Amino-2,6-dimethylpyrimidin, 2-Aminopyrimidin und 2-Amino-4-
methylpyrimidin) sind die aromatischen Reste (R:) [s. Abb. 3] der dazugehorigen Sulfo-

namide. Die Strukturen der Modellsubstanzen sind im Anhang [s. Tab. A-2] aufgefiihrt.

Tab. 3: Modellsubstanzen des Methodenscreenings fiir HPLC-Systeme

Substanzname Bezeichnung pKs-Werte molare Masse
im Screening | (berechnet mit ADC/Labs)| in g/mol
Sulfanilsaure 1 3.01 173.19
I 10.10
Sulfanilamid 2 185 214.24
. 5.62
Sulfacetamid 3 093 214.25
1.24
Dapson 4 093 172.21
. 11.22
Sulfaguanidin 5 188 250.28
. 7.45
Sulfamethazin 6 195 214.24
2-Amino-4,6-dimethylpyrimidin 6a 4.68 278.33
. - 7.35
Sulfisomidin 7 354 95.1
4-Amino-2,6-dimethylpyrimidin 7a 6.46 264.31
o 6.5
Sulfadiazin 8 164 278.33
2-Aminopyrimidin 8a 3.86 109.13
. 6.98
Sulfamerazin 9 164 248.31
2-Amino-4-methylpyrimidin 9a 4.18 123.16
4-Acetamidobenzenesulfonamid 10 1948687 123.16
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2 Entwicklung orthogonaler chromatographischer Systeme

Die ausgewdhlten Modellsubstanzen haben unterschiedliche Polaritdten und sind geeig-
net, Wirkstoff-Verunreinigungsprofile zu simulieren. In einem realen Arzneistoff-
Verunreinigungsprofil haben die Substanzen auch unterschiedliche Polarititen. Z. B.
haben die durch Oxidation oder Hydrolyse entstanden Abbauprodukte des Arzneistoffs
eine andere Polaritit als das Arzneistoffmolekiil. Weiterhin weisen viele Verunreinigun-

gen und Abbauprodukte Strukturdhnlichkeiten mit dem Wirkstoff auf.

2.1.2 Auswahl der HPLC-Saulen

Fir das Screening wurden aus weltweit mehr als 700 kommerziell erhéltlichen RP-
Phasen [25] zehn ausgewdhlt. Die Phasen sollten sich in ihrer Sdulenchemie unterschei-

den, um ein moglichst groBes Selektivitdtsspektrum fiir das Screening zu erhalten.

In der Literatur [23,24,26-28,42-51] gibt es mehre Ansédtze und Studien zur Charakteri-
sierung und Klassifizierung von silicabasierten RP-Phasen. Die Sdulenauswahl in dieser
Arbeit orientiert sich an einer Studie von Kromidas [25,52], liber Vergleich und Auswahl
von kommerziellen HPLC RP-Sdulen. In Abb. 4 wird die historische Entwicklung von RP-
Sdulen dargestellt. Im Laufe der Entwicklung hat sich die Reproduzierbarkeit, Qualitit
und Stabilitdt der Sdulenmaterialien stark verbessert. Durch Erhohung der Stabilitdt der
Materialen sind viele RP-Phasen jetzt auch bei basischen pH-Werten einsetzbar. Deshalb
wurden im Methodenscreening ausschlieflich RP-Sdulen der dritten Generation ver-

wendet.
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1970er Jahre

1980er Jahre

1990er Jahre bis heute

Erste Generation (Typ 1)

* nicht-endcapped/endcapped

© metallionenkontaminiert

o polarer (plus evtl. hydrophober)
Charakter

Zweite Generation (Typ 2)

Materialien mit
weiterhin eher polarem
Charakter (Typ 2a)

Hydrophobe Materialien
(Typ 2b)
eendcappte Phasen

egeringe Metallionenkonzentration
ehydrophober Charakter

Dritte Generation (Typ 3)

polare RP-Phasen
(Typ 3a)

o "embedded phases”

* hydrophiles Endcapping

o polare Gruppen auf der
Oberflache usw.

Hydrophobe RP-Phasen
(Typ 3b)

estarke Belegung
ePolymerschicht
Briickenbindung usw.

Spezialphasen (Typ 4)

Graphit
Polymerphasen

Hybridphasen
Monolithen usw.

Abb. 4: Historische Entwicklung von HPLC-RP-Materialien [53]

Das Methodenscreening beinhaltet eine grofe Bandbreite verschiedener RP-Saulen.
Kromidas [25] teilt die Sdulen entsprechend ihrer Phasentypen (hydrophob bis polar) in
vier Gruppen ein: hydrophobe Phasen, ,polare“ Phasen aus der Gruppe der Hydropho-
ben, ,hydrophobe” aus der Gruppe der Polaren und polare Phasen. Zusétzlich zeigt er
auch eine Klassifizierung der RP-Sdulen entsprechend ihrer Retentionsmechanismen.
Die in Tab. 4 gewédhlten Phasen stellen ein reprédsentatives Spektrum aus den von Kro-
midas vorgeschlagenen Einteilungen dar. Fiinf (S1, S2, S6, S7, S8) von den hier einge-

setzten zehn Phasen hatte er auch in seiner urspriinglichen Studie verwendet.
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Tab. 4: Im Methodenscreening verwendete HPLC-RP-Saulen

::ilér:t?:g; Saulenname Materialeigenschaften Klasse
S1 Chromlith Perfomance hydrophobe monolithische Saule Hydrop.hobe Phase
(Spezialphasen)
S2 Atlantis dC18 Geringe Belegung, hydrophober plus pola- Mittel polare Phase
rer Charakter
S3 Hypersil Gold PFP Fluorphase Polare Phase
s4 BetaMax Acid C12-Phase mit eingebetteter Harnstoff- Polare Phase
Gruppe
S5 YMC-Pack Cyano Cyano-Propyl-Phase Polare Phase
S6 YMC-Pack Pro C18 RS Besonders Hydrophob Hydrophobe Phase
S7 SynergiMAX-RP stark hydrophobe Phase Hydrophobe Phase
Hybridmaterial mit Silicium-Ethan- Polare Phase (Spezial-
S8 xBridgeShield RP 18 Gruppen, stark hydrophil (Carbamt-Gruppe P
) phasen)
eingebettet)
. Hybridmaterial mit siliciumorganischer Polare Phase (Spezial-
59 Gemini Hexyl Phenyl Schicht, (Phenyl Hexyl) phasen)
S10 Cogent Bidentate C18™ Hydridphase Hydrop.hobe Phase
(Spezialphasen)

Die Auswahl beinhaltet hydrophobe Phasen in verschiedenen Abstufungen (S6, S7), eine
mittlere polare Phase (S2), polare Phasen (S3, S4, S5) und hydrophobe (S1, S10) als auch
polare (S8, S9) Spezialphasen. Weiterhin weisen die Phasen Porendurchmesser von 60 A
bis 175 A, unterschiedliche Kohlenstoffgehalte und unterschiedliche spezifische Ober-
flichen auf. Diese drei Eigenschaften haben den gréf3ten Einfluss auf die Retention und
das Trennverhalten [25]. Die Sdulen haben dhnliche Dimensionen (Linge, Durchmesser
und PartikelgroBe), damit die Chromatogramme untereinander besser vergleichbar sind.
Weitere Kennzahlen der verwendeten RP-Sdulen sind im Anhang tabellarisch darge-
stellt.
2.1.3  Analytische Bedingungen

Die analytischen Rahmenbedingungen fiir das Methodenscreening sollten fiir alle Sdulen
moglichst dhnlich sein, damit die Ergebnisse vergleichbar sind. D. h., alle Laufe wurden
auf der gleichen HPLC-DAD Anlage gefahren und alle Proben wurden aus den jeweils
gleichen Vials injiziert. Die Proben wurden im Autosampler bei 10°C gekiihlt, um ihre
Haltbarkeit zu erhohen. Es wurden je flinf Sdulen in einem separaten Sdulenofen bei
20°C temperiert. Die Sdulen waren im Ofen {iber ein externes Motorschaltventil an einen

Kontaktschluss des Autosamplers mit der Anlage verbunden. Die Schaltung wurde iiber
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2.1 Methodenscreening fir die Identifizierung orthogonaler chromatographischer Systeme fir HPLC

die Software gesteuert. Fiir die Auswertung des Screenings wurden nur die Retentions-
daten der Substanzen verwendet. Die Peakflichen in den Chromatogramme waren nicht

relevant, da auf eine Quantifizierung verzichtet wurde.

Probenvorbereitung

Als Losemittel der Substanzen kamen Methanol, Acetonitril und Wasser infrage. Es wur-
den keine weiteren Losemittel oder Puffer verwendet, um zusitzliche Signale (System-
peaks) in den Chromatogrammen zu vermeiden. Nach Losungsversuchen stellte sich das
Losemittelgemisch Methanol/Wasser (60/40 (V/V)) als geeignet fiir alle 14 Substanzen
heraus. Die max. Konzentration der Substanzen in den Proben richtete sich nach der
Hohe der Absorption bei 240 nm. Das Signal sollte im linearen Bereich des Detektors

(max 1.2 AU (Absorption Units) laut Qualifizierungsunterlagen des Detektors) liegen.

Zunachst wurden Stammlosungen [s. Tab. 5] der Einzelsubstanzen hergestellt. IThre Kon-
zentration betrug 1 mg/ml. Bei Bedarf wurden sie im Ultraschallbad vollstandig in Lo-

sung gebracht.

Tab. 5: Stammldsung der Einzelsubstanzen

Einwaage Losungsmittel Injektionsvolumen

10 mg auf 10 ml | 60/40 (Methanol/Wasser) (V/V) 1l

Nach Injektion eines Gesamtgemisches (alle 14 Substanzen) war die Peakzuordnung
aufgrund von Koelutionen einiger Substanzen nicht eindeutig. Zusatzlich hatten die
Substanzen wegen ihrer Strukturdhnlichkeit auch &hnliche UV-Spektren. Somit war
auch die Zuordnung tiber einen DAD schwierig. Eine Einzelinjektion aller Substanzen
auf allen Sdulen hétte einen erheblichen Zeitaufwand bedeutet. Daher wurden vier Mi-
schungen und das Gesamtgemisch injiziert. Die Zusammensetzung der Mischungen
richtete sich nach dem Elutionsverhalten der Substanzen. Es wurde versucht die Mi-
schung so zu wéahlen, dass eine Peakiiberlappung moglichst vermieden wurde und die

Substanzen iiber ihre Spektren eindeutig zuzuordnen waren.

Aus den Stammlosungen wurden vier Mischungen und ein Gesamtgemisch [s. Tab. 6]
hergestellt. In Mischung [-IV wurden jeweils 450 pl der einzelnen Stammlosung in ein

Vial pipettiert. bei Mischung II und IV wurden noch je 450 pl Losemittel dazu pipettiert.
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2 Entwicklung orthogonaler chromatographischer Systeme

Das Gesamtvolumen pro Vial betrug somit 1800 pl. Fiir das Gesamtgemisch wurden je
128 pl jeder Stammlésung in ein Vial pipettiert. Somit betrug sein Gesamtvolumen

1792 yl.

Tab. 6: Zusammensetzung der Gemische

Name des Gemisches | Zusammensetzung Injektionsvolumen

Sulfanilamid

Sulfacetamid

Mischung |
Sulfamerazin

4-Acetamidobenzenesulfonamid

Sulfamethazin

Mischung I 2-Aminopyrimidin

2-Amino-4-methylpyrimidin

4.l
Sulfanilsaure

Dapson
Mischung Ill P

4-Amino-2,6-dimethylpyrimidin

Sulfadiazin

Sulfaguanidin

Mischung IV 2-Amino-4,6-dimethylpyrimidine

Sulfisomidin

Gesamtgemisch alle 14 Substanzen 7 ul

Das Injektionsvolumen der Stammlésungen als auch das von Mischung [-IV wurde so
gewdhlt, dass immer 1 pg je Substanz auf die Sdule gegeben wurde. Im Fall des Ge-

samtgemisches wurden 0.5 pg je Substanz auf die Sdule gebracht.

HPLC-DAD-System

Die Laufe erfolgten grundsétzlich bei den gleichen chromatographischen Bedingungen
[s. Tab. 7]. Bei S1 und S10 wurde die Flussrate verdoppelt, weil diese Sdulen einen gro-

Beren Innendurchmesser hatten. Dabei wurde lediglich darauf geachtet, dass alle Sub-

stanzen innerhalb von zehn Minuten eluieren.
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2.1 Methodenscreening fir die Identifizierung orthogonaler chromatographischer Systeme fir HPLC

Tab. 7: Chromatographische Bedingungen des HPLC-Methodenscreenings

Gradient 5-95 % (B)
Laufzeit 10 min
Aquilibrierzeit 10 min

0.6 ml/min (Saule 2 - 9)

Fluss 1.2 ml/min (Saule 1, 10)

Saulentemperatur 20 °C

Wellenlédngenbereich (DAD) | 210-400 nm

Detektionswellenldnge 240 nm

Im Verlauf des Screenings wurden insgesamt fiinf Spektrendatenbanken im Bereich von
210-400 nm erstellt. Dazu wurde jede Substanz in jedem der fiinf Eluenten der Scree-
ningldufe 1-5 [s. Tab. 8] einzeln auf nur einer Séule injiziert und ihr UV-Spektrum auf-
genommen. Die Datenbanken wurden dann zur Auswertung der jeweiligen Scree-
ningldufe verwendet. Die Spektrendatenbank, die mit den Eluenten des Laufes 3 erstellt
wurde, eignete sich auch fiir die Auswertung der Laufe des Screeninglaufes 6 [s. Tab. 8].
Von jedem Chromatogramm wurde das gesamte DAD-Spektrum von 210-400 nm aufge-

nommen.

2.1.4  Aufbau und Durchfiihrung des Screenings

Die Eluenten sollten ebenso fiir eine MS-Detektion geeignet sein, weshalb nur mobile
Phasen mit fliichtigen Puffern und geringer Salz- bzw. Pufferkonzentration verwendet
wurden. Zuerst wurden die ersten fiinf Sdulen S1-S5 in den externen Sdulenofen einge-
baut. Es wurden vier Screeningldaufe (1, 2, 4, 5) [s. Tab. 8] unter den Bedingungen gefah-
ren. Auf jede Sdule wurden bei jedem Lauf acht Injektionen gegeben. Die ersten drei
Injektionen waren immer Blankinjektionen bestehend aus dem Losemittel (Metha-
nol/Wasser). Sie dienten zur Bestimmung der Totzeit des Laufes und zur Uberpriifung
der Eluenten, des Gradienten und der Sdule. Hat der jeweilige Lauf Systempeaks auf-
grund der Eluenten erzeugt, waren sie im Blank zu sehen. Eventuelle Verunreinigungen
oder Verschleppungen auf der Sdule wurden sichtbar. Zusétzlich dienten diese Injektio-
nen zum Einlaufen des Gradienten. Danach folgten die Injektionen der fiinf Gemische.
Bevor die fiinf Sdulen getauscht wurden, sind sie mit einer Acetonitril/Wasser-Mischung

(70/30 (V/V)) pufferfrei gespiilt worden, um sie zu lagern.
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2 Entwicklung orthogonaler chromatographischer Systeme

Tab. 8: Eluenten des Methodenscreenings

Screeninglauf | Eluent A (wassrige Phase) pH-Wert Eluent B (organi- | Verwendete Bezeich-
sche Phase) Saulen nung

1 Ammoniumacetat 10 mM 6.8 Methanol S1-S10 M7

2 0.1 % Ameisensaure (V/V) 2.7 Methanol S1-S10 M3

3 Ammonlumblc_arbonatpgffer 10 mM 90 Methanol $6-510 MO
(Einstellung mit Ammoniak)

4 Ammoniumacetat 10 mM 6.8 Acetonitril S1-S10 A7

5 0.1 % Ameisensaure (V/V) 2.7 Acetonitril S1-S10 A3

6 Ammonlumblc_arbonatpgffer 10 mM 90 Acetonitril $6-510 A9
(Einstellung mit Ammoniak)

Auf den Sdulen S6-S10 wurden zunéchst ebenfalls die vier Screeningldufe (1, 2, 4, 5) mit
je acht Injektionen pro Sdule gefahren. Danach wurden die neutralen und sauren Eluen-
ten A gegen den basischen Eluenten A und Wasser getauscht. Zuletzt wurden die basi-
schen Screeninglaufe (3, 6) gefahren und nach jedem Laufe wurden die Sdulen mit Ace-
tonitril/Wasser (70/30 (V/V)) gespiilt. Die ersten fiinf Sdulen sind nicht stabil bei
basischen pH-Werten und wurden daher nicht fiir die Screeningliufe 3 und 6 verwen-

det.

2.1.5  Chemometrische Auswertung

Es wurden die 50 Chromatogramme des Gesamtgemisches fiir die chemometrische Aus-
wertung des Methodenscreenings verwendet. Zuerst wurden mithilfe der Spektrenda-
tenbanken, die Peaks in den Chromatogrammen der vier Gemische, den einzelnen Sub-
stanzen zugeordnet. Danach wurden die Retentionszeiten der Substanzen ermittelt und

die zugehorigen k-Werte errechnet.

Als erster Schritt erfolgte die Clusteranalyse wie in Kapitel 1.3.1 beschrieben. Die k-
Werte entsprechen den normierten Retentionszeiten und stellen die Variablen der
Clusteranalyse dar. Die 50 Chromatogramme sind die dazugehorigen Objekte, die durch
die Variablen definiert sind. Die Abb. 5 zeigt das Dendrogramm der Clusteranalyse des
HPLC-Methodenscreenings. Das Dendrogramm bildet einen Zwischenschritt fiir die Ge-

nerierung der Color map und wird fiir die spitere Auswertung nicht bendtigt.

Im Dendrogramm sind dhnliche Systeme in einem Cluster aggregiert. In Abb. 5 sind drei

Cluster (A, B, C) erkennbar. Die Gruppierung in drei Cluster ist anhand der Baumstruk-
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2.1 Methodenscreening fir die Identifizierung orthogonaler chromatographischer Systeme fir HPLC

tur des Dendrogramms festgelegt worden. Das Cluster A besteht ausschlieBlich aus sau-

ren Systemen und enthélt (mit Ausnahme des Systems 2) alle sauren Systeme des Scree-

nings.

Demzufolge bewirkt ein saurer pH-Wert der mobilen Phase auf den RP-Sdulen

eine dhnliche Auftrennung der Substanzen, weil ihr Selektivititsunterschied verloren

geht. Das System 2 unterscheidet sich von allen anderen Systemen und kann keinem

Cluster richtig zugeordnet werden, das trifft analog auf die Systeme 32 und 39 zu. Im

Cluster B befinden sich die basischen und neutralen Systeme von S10. Die Sdule S10

nimmt somit eine Sonderstellung ein, weil sie ein separates Cluster fiir diese pH-Werte

bildet. Im Cluster C befinden sich die restlichen neutralen und basischen Systeme des

Screenings. Die neutralen und basischen Eluenten, sowohl Methanol als auch Aceto-

nitril,
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HPLC-Systeme

Abb. 5: Dendrogramm der 50 HPLC-Systeme

Der zweite Schritt der chemometrischen Auswertung ist die in Kapitel 1.3.2 beschriebe-

ne Visualisierung der orthogonalen und dhnlichen Systeme mit einer Color map. Abb. 6
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2 Entwicklung orthogonaler chromatographischer Systeme

zeigt die Color map zum Dendrogramm in Abb. 5. Die Tab. 9 stellt die Legende der
HPLC-Systeme der Color map dar. In der Color map sind ebenfalls die drei im
Dendrogramm beschriebenen Cluster A, B und C zu erkennen. Die Betrdge des Korrela-
tionskoeffizienten sind das MaB der Ahnlichkeit bzw. Unéhnlichkeit der Systeme. Er ist
entsprechend der rechts stehenden Farbskala kodiert. Die hohe Korrelation der Systeme
in jedem Cluster wird durch die Rotfarbung deutlich. In der Color map sind auch Syste-
me mit kleiner Korrelation gut erkennbar. Die Blaufirbung ldsst erkennen, dass alle Sys-
teme im Cluster B einen groBen Selektivititsunterschied im Vergleich zu den Systemen

in Cluster A zeigen. Der Grad der Orthogonalitdt wird durch die Farben deutlich.

Color map der HPLC-Systeme

HPLC-Systeme

Farbskala der |r|-Werte

3249181914164046 4 101231 8 3734254328@22 24847503917202935382341 1.911131533423621 5272644 3 307 24

HPLC-Systeme

Abb. 6: Color map der 50 HPLC-Systeme

Zur Veranschaulichung der Selektivititsunterschiede wurden drei Systeme (pink um-
randet in Abb. 6 und hervorgehoben in Tab. 9) ausgewéhlt. Die orthogonalen Systeme
sind die Systeme 28 und 45. Sie sind niedrig korreliert und ihr |r|-Wert ist demnach blau

gefarbt. Das System 45 wurde im Dendrogramm dem Cluster B und das System 28 dem
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2.1 Methodenscreening fir die Identifizierung orthogonaler chromatographischer Systeme fir HPLC

Cluster A zu geordnet. Die Systeme 28 und 6 sind dagegen hoch korreliert, mit einem rot
gefirbten |r|-Wert. Beide stammen aus dem Cluster A und haben eine dhnliche Selektivi-

tat.

Tab. 9: Legende der HPLC-Color map

Coormap © | System Coormap | S¥tem

1 S1_Chromolith Performance_A7 26 S6_YMC-PackPro C18RS_M9

2 S1_Chromolith Performance_A3 27 S7_SynergiMAX-RP_A7

3 S1_Chromolith Performance_M7 28 S7_SynergiMAX-RP_A3

4 S1_Chromolith Performance_M3 29 S7_SynergiMAX-RP_A9

5 S2_Atlantis dC18_A7 30 S7_SynergiMAX-RP_M7

6 S2_Atlantis dC18_A3 31 S7_SynergiMAX-RP_M3

7 S2_Atlantis dC18_M7 32 S7_SynergiMAX-RP_M9

8 S2_Atlantis dC18_M3 33 S8_x-BridgeShield RP18_A7

9 S3_Hypersil Gold PFP_A7 34 S8_x-BridgeShield RP18_A3

10 S3_Hypersil Gold PFP_A3 35 S8 x-BridgeShield RP18_A9

11 S3_Hypersil Gold PFP_M7 36 S8_x-BridgeShield RP18_M7

12 S3_Hypersil Gold PFP_M3 37 S8_x-BridgeShield RP18_M3

13 S4_BetaMaxAcid_A7 38 S8_x-BridgeShield RP18_M9

14 S4_BetaMaxAcid_A3 39 S9_Gemin Hexyl Phenyl_A7

15 S4_BetaMaxAcid_M7 40 S9_Gemin Hexyl Phenyl_A3

16 S4_BetaMaxAcid_M3 41 S9_Gemin Hexyl Phenyl_A9

17 S5_YMC-PackCyano_A7 42 S9_Gemin Hexyl Phenyl_M7

18 S5_YMC-PackCyano_A3 43 S9_Gemin Hexyl Phenyl_M3

19 S5_YMC-PackCyano_M3 44 S9_Gemin Hexyl Phenyl_M9

20 S5_YMC-PackCyano_M7 45 S10_CogentBidentateC18™_A7
21 S6_YMC-PackPro C18RS_A7 46 S10_CogentBidentateC18™_A3
22 S6_YMC-PackPro C18RS_A3 47 S10_CogentBidentateC18™_A9
23 S6_YMC-PackPro C18RS_A9 48 S10_CogentBidentateC18™_M7
24 S6_YMC-PackPro C18RS_M7 49 S10_CogentBidentateC18™_M3
25 S6_YMC-PackPro C18RS_M3 50 S10_CogentBidentateC18™_M9
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2 Entwicklung orthogonaler chromatographischer Systeme

28_S7_SynergiMAXRP_A3

8 45_510_CogentBidentateC18_A7

k-Werte
3

6_52_AtlantisdC18_A3

k-Werte

Abb. 7: Matrix der Streudiagramme der Systeme 28, 45 und 6. Blau ist das Streudiagramm der orthogonalen Systeme 28
und 45. Rot ist das Streudiagramm der dhnlichen Systeme 28 und 6.

Die Abb. 7 stellt die Streudiagramme der zwei Systempaare dar. Das orthogonale Paar
zeigt eine Punktewolke. Das ist ein Hinweis auf eine geringe Korrelation. Die k-Werte
des dhnlichen Systempaares liegen im Diagramm anndhernd auf einer Geraden, was auf

eine hohe Korrelation hindeutet.

Die Abb. 8 und Abb. 9 zeigen die Chromatogramme der Systempaare. Die Elutionsrei-
henfolge der Substanzen dndert sich bei den orthogonalen Systemen deutlich [s. Abb. 8].
Dies zeigt den Selektivitdtsunterschied der Systeme. Im System 28 koeluieren die pola-
ren Substanzen 1, 6a, 7a, 8a und 9a zu Beginn des Chromatogramms. Diese Substanzen
werden in der sauren mobilen Phase nicht retardiert. Jedoch zeigen 6a-9a eine deutli-
che Retardierung in System 45. Weiterhin kommt es zu einer Trennung der Substanzen
3 und 10 in System 45 und die Substanzen 8 und 7 zeigen einen Elutionswechsel. Die
dhnlichen Systeme in Abb. 8 zeigen die gleiche Peakreihenfolge. In beiden Systemen
tiberlappen in der Elutionsreihenfolge dieselben Substanzen. Diese Systeme weisen eine

sehr dhnliche Selektivitat auf.
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Abb. 8: Chromatogramme der orthogonalen Systeme 28 und 45
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Abb. 9: Chromatogramme der dhnlichen Systeme 28 und 6

Fiir die Systeme im Screening wurden keine optimierten Methoden verwendet. D. h.,
dass alle Systeme mit denselben Gradienten gelaufen sind, ohne alle Substanzen von-
einander zu trennen. Der ndchste Schritt nach der Identifizierung der orthogonalen Sys-
teme war die Optimierung der Systeme hinsichtlich ihrer Trennleistung. Um den Selekti-
vitdtsunterschied der Systeme zu erhalten, durften die Eluenten der mobilen Phase

dabei nicht verandert werden.
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2 Entwicklung orthogonaler chromatographischer Systeme

Tab. 10: Chromatographische Bedingungen der orthogonalen Systeme nach der Optimierung

System 45 System 28
3 min: 3-5 % (B)
Gradient 3-70 % (B) Stufengradient 4 min: 5-30 % (B)
3 min: 30-60 % (B)
Laufzeit 10 min Laufzeit 10 min
Aquilibrierzeit 10 min Aquilibrierzeit 10 min
Fluss 0.6 ml/min Fluss 0.6 ml/min
Saulentemperatur 45 °C Saulentemperatur 20°C
Wellenlédngenbereich (DAD) | 210-400 nm Wellenléngenbereich (DAD) | 210-400 nm
Detektionswellenlénge 240 nm Detektionswellenlédnge 240 nm

Durch die Anderung des Gradienten und der Sdulentemperatur wurden die in Tab. 10
dargestellten chromatographischen Bedingungen fiir die orthogonalen Systeme 45 und
28 erhalten. In Abb. 10 sind die aus den Optimierungsschritten resultierenden Chroma-

togramme dargestellt.
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Abb. 10: Optimierte Chromatogramme der orthogonalen Systeme 28 und 45

Durch die Optimierung konnte eine verbesserte Trennleistung der Systeme erzielt wer-
den. In System 45 konnten die Substanzen 8a und 9 getrennt werden. Die Peaks sind
zwar nicht alle basisliniengetrennt, aber es wurden alle 14 Peaks zumindest angetrennt.
Im System 28 konnten die Substanzen 3 und 10 mit dem Stufengradienten getrennt
werden. Jedoch wurden 6a und 7a sowie 8a und 9a nicht getrennt. Sie eluierten sogar
noch vor dem Totzeitpeak. Die Substanz 1 eluierte in der Totzeit. Trotzdem konnte das

Chromatogramm unter diesen Bedingungen als optimiert betrachtet werden, weil nur
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Arzneistoffkandidaten mit etablierter HPLC-Analytik

eine Anderung des pH-Wertes des Eluenten eine Retardierung dieser Substanzen bewir-
ken konnte. Es kann sehr zeitaufwendig sein, zwei orthogonale Systeme zu entwickeln,
die beide eine optimale Trennleistung zeigen. Dies ist nicht notwendig, wenn ein System
eine gute Trennleistung zeigt. Das orthogonale System muss zur Bestdtigung der Selekti-
vitidt keine optimale Trennung der Peaks aufweisen. In dem oben gezeigten Beispiel war
System 45 das optimale System mit einer durchschnittlich besseren Auflésung fiir alle
Substanzen. Jedoch zeigte System 28 eine bessere Auflosung fiir die Substanzen 7 und
10 sowie 5 und 2 als System 45. Insgesamt sind alle Peaks, abgesehen von den koeluier-

ten Peaks am Anfang des Chromatogrammes, basisliniengetrennt.

2.2 Anwendung der HPLC-Color map fiir die Entwicklung einer orthogonalen

Methode eines Arzneistoffkandidaten mit etablierter HPLC-Analytik

Das Kapitel zeigt die Anwendung der aus 50 HPLC-Systemen bestehenden Color map [s.
Abb. 6]. Sie wurde als Basis fiir die Auswahl verschiedener HPLC-Systeme zur Entwick-
lung einer zweiten orthogonalen HPLC-Methode fiir einen Arzneistoffkandidaten mit
etablierter HPLC-Analytik verwendet.

2.2.1 Arzneistoffkandidat und etablierte Methode

ASTAR [s. Abb. 11] war ein Arzneistoffkandidat mit teilweise bekanntem Verunreini-
gungsprofil [s. Tab. 11] und einer etablierten HPLC-Analytik [s. Tab. 12] mit UV-
Detektion bei 254 nm. ASTAR gehorte zu den kleinen Molekilen und hatte eine gewisse
Polaritdt aufgrund seiner Heteroatome. Alle elf Verunreinigungen konnten durch MS-
Detektion eindeutig zugeordnet werden. Von VU1, VU2, VU5, VU7 und VU9 waren die
Summenformel und die Struktur identifiziert, wohingegen von VU3, VU4, VU6, VUS,
VU10 und VU11 lediglich der ionisierte Molekiilpeak ([M+H]*) bekannt war.
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Abb. 11: Strukturformel von ASTAR [54]

Tab. 11: Verunreinigungen von ASTAR

Name Summenformel Molare Masse in g/mol
ASTAR C24H2s5N70; 443.51
VU1 C21H20N6O 372.43
Vu2 CisH1aN4O 266.30
Vu3 unbekannt 549
VU4 unbekannt 620
VU5 Ca3H23N7O; 429.48
VU6 unbekannt 841
Vu7 CasH27N70; 457.54
VU8 unbekannt 430
VU9 C24H24N6O3 444.50
vu10 unbekannt 562
VU11 unbekannt 664

ASTAR befand sich noch in einem frithen Stadium der Entwicklung. Die Ausarbeitung
der Wirkstoffsynthese war noch nicht abgeschlossen und das Verunreinigungsprofil
noch nicht vollstandig charakterisiert. Die Abb. 10 zeigt das Chromatogramm der etab-
lierten HPLC-Analytik.
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Arzneistoffkandidaten mit etablierter HPLC-Analytik

Tab. 12: Etablierte HPLC-Analytik von ASTAR

Einwaage 2 mg auf 10 ml
Losungsmittel 1 : 1 (Ammoniumacetatpuffer 20mM pH 5 (Eisessig) : Acetonitril)
Saule YMC- Pack Pro C18 RS, 3 pm, 150 x 4.6 mm
Mobile Phase A.: Ammomgmacetatpuffer 20 mM pH 5 (Einstellung mit Eisessig)
B: Acetonitril
Gradient 10- 80 % (B)
Laufzeit 30 min
Aquilibrierzeit 10 min
Fluss 1.0 ml/min
Saulentemperatur 20°C
Wellenlangenbereich (DAD) | 190-600 nm
Detektionswellenlénge 254 nm
Injektionsvolumen 10 pl
l.Oe-3:
8.0e-4
6 06_4: 11.96
4.0e-4:
2.0e-47
-2.136e-103
-2.0e-4:
35.89
-4.0e-4% 1422
-64Oe-4:
-8.0e-43
= -1.0e-3]
< 3
-1.2e-34
-1.4e-35
-1.6e-35
-l.Be-3:
-2.0e-35
-2.2e-35
-2.4e-3: 14.51
-2.6e-35
-248e-?;

T A S PN

Lvur | vz | wus [ vua | astar | wus [ vus [ wur [wus | wuri | wus | wuio |

Abb. 12: Chromatogramm der etablierten HPLC-Methode von ASTAR

Der Hauptpeak wurde im Chromatogrammausschnitt nicht in voller Hohe dargestellt,
weil das Verunreinigungsprofil der Substanz im Mittelpunkt stand. Die unbeschrifteten

Peaks sind Systempeaks, die z. B. durch den Gradienten und den Eluenten entstehen.
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2 Entwicklung orthogonaler chromatographischer Systeme

Sie waren in der Blankinjektion ebenfalls zu sehen und gehorten somit nicht zum Ver-

unreinigungsprofil. Deshalb waren sie fiir die Auswertung nicht relevant.

2.2.2  Verwendung der Color map fiir die Auswahl der HPLC-Systeme

Die etablierte HPLC-Methode von ASTAR sollte hinsichtlich ihrer Selektivitdt tiberpriift
werden. Dazu wurde eine orthogonale HPLC-Methode entwickelt. Ausgangspunkte wa-
ren zum einen die etablierte HPLC-Methode und zum anderen die Color map, die die
Selektivitdtsunterschiede von 50 HPLC-Systemen darstellte. Nun sollte ihre Anwendbar-

keit auf ASTAR gepriift werden.

Die RP-Phase der etablierten Methode wurde auch im HPLC-Methodenscreening ver-
wendet. Die RP-Sdule S6 des Screenings hatte allerdings kleinere Dimensionen als die
RP-Sdule der etablierten Methode von ASTAR. Weiterhin wurden andere Eluenten als im
HPLC-Methodenscreening verwendet. Somit war das HPLC-System von ASTAR mit kei-
nem HPLC-System der Color map direkt vergleichbar. Der erste Schritt war deshalb die
Bestimmung eines dhnlichen Systems. Der Eluent A der ASTAR-Methode war auf pH 5
eingestellt. Im Screening wurden aber nur pH 2.7 und pH 6.8 verwendet. Die Entschei-
dung, welcher pH-Werte fiir die weitere Betrachtung giinstiger wére, fiel auf den pH 6.8,
weil er ndher am pH 5 liegt als an pH 2.7. Demzufolge wurde das System 21 dem
ASTAR-System gleichgesetzt. Die HPLC-Systeme wurden nun so ausgewdhlt, dass sie
einen moglichst grofen Selektivititsunterschied zu System 21 in der Color map [s. Abb.
13] zeigten. Die Abb. 14 zeigt einen vertikalen Schnitt durch die Color map an der Stelle
des Systems 21. In dieser Darstellung sind die selektierten Systeme mit den kleinsten |r|-

Werten (Ausnahme System 12) hervorgehoben (pink).
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Color map der HPLC-Systeme

HPLC-Systeme

Farbskala der |r|]-Werte

3249181914164046 4 101231 8 3734254328 6 22 2 454847503917202935382341 1 9 1113153342365 2726443307 24

HPLC-Systeme

Abb. 13: Die markierten Systeme (vertikal) zeigen mit Ausnahme des Systems 12 den groBten Selektivitatsunterschied
zum System 21 (horizontal).
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Abb. 14: Vertikaler Schnitt durch die Color map [s. Abb. 13] an der Stelle des etablierten Systems 21. Die selektierten
Systeme aus der Color map sind markiert (pink).

System 21 zeigt in der Color map [s. Abb. 13] nur gegeniiber dem System 32 einen sehr
groBBen Selektivititsunterschied (blau). Um eine groBBere Auswahl an moglichen orthogo-
nalen Systemen zu erhalten, wurden auch fiinf stirker korrelierte Systeme (dunkelgriin)
ausgewdhlt. Zuséatzlich wurde das System 12 in die Auswahl aufgenommen. Die Phase
S3 des Systems weist eine andere Selektivitit als die anderen gewédhlten Phasen auf.
Jedoch ist der Korrelationskoeffizient der Systeme 12 und 21 in der Color map hellgriin
gefdarbt. Somit zeigt dieses System den geringsten Selektivitdtsunterschied zum System
21. Die Aufnahme des Systems in die Auswahl priift die Eignung der Color map als
Grundlage zur Identifizierung moglicher orthogonale Systeme zu einem bereits beste-
henden System. Ihre Anwendung wire bedenklich, wenn sich System 12 nun als das
System mit dem groften Selektivititsunterschied zum ASTAR-System herausstellen
wiirde. Die Betrdage der Korrelationskoeffizienten der gewéhlten Systeme sind in Tab. 13

aufgefiihrt.
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Tab. 13: Legende der markierten System in der Color map Abb. 13

Bezeichnung in Color map | System JrFWerte mit System 21

21 S6_YMC-PackPro C18RS_A7 1

32 S7_SynergiMAX-RP_M9 0.213
14 S4_BetaMaxAcid_A3 0.536
16 S4_BetaMaxAcid_M3 0.569
40 S9_Gemin Hexyl Phenyl_A3 0.546
12 S3_Hypersil Gold PFP_M3 0.666
47 S10_CogentBidentateC18™_A9 0.492
50 S10_CogentBidentateC18™_M9 0.439

Die Systeme 47 und 50 wiesen zwar in der Color map den gréBten Selektivitdtsunter-
schied nach dem System 32 auf, aber sie wurden fiir die Entwicklung der orthogonalen
Methode nicht berticksichtigt. Diese Systeme bestanden aus der gleichen RP-Saule (S10),
und die Chromatogramme der Systeme zeigten fiir ASTAR keine Trennung der einzelnen
Verunreinigungen. Die Selektivitit konnte nicht weiter verbessert werden und daher
wurde diese RP-Phase ausgeschlossen. Die Abb. 15 stellt die Streudiagramme der fiinf

verbliebenen Systeme in Form einer symmetrischen Matrix dar.
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21_56_YMCPackProC18RS_A7

32_57_SynergMAXRP_M9

o ° 14_54_BetaMaxAcid_A3

k-Werte

16_54_BetaMaxAcid_M3

40_59_GeminHexylPhenyl_A3

12_S3_HypersilGoldPFP_M3

k-Werte

Abb. 15: Matrix der Streudiagramme der Systeme 21, 32, 14, 16, 40, 12. Die Diagramme sind mit den gleichen Farben
wie in der Color map markiert.

Alle markierten Diagramme der Abb. 15 zeigen eine Punktewolke. D. h., dass die k-
Werte gering korreliert sind, und der Grad der Orthogonalitdt der Systeme zum System
21 groB ist. Um eine orthogonale Methode fiir ASTAR zu entwickeln, wurde ein Scree-
ning mit den fiinf ausgewéhlten Systemen durchgefiihrt. ASTAR wurde auf allen Syste-
men analysiert und die Retentionszeiten fiir das gesamte Verunreinigungsprofil wurden

ausgewertet.

2.2.3  Analytische Screeningbedingungen

Fir die Auswertung der Chromatogramme im Screening mit ASTAR war eine DAD-
Detektion nicht ausreichend. Die Erstellung einer Spektrendatenbank war nicht moglich,
weil nicht alle Verunreinigungen als Substanzen verfiighar waren. Die UV-Spektren der
Verunreinigungen in den Chromatogrammen von ASTAR waren nicht geeignet, weil die

Peaks z. T. iiberlappten oder die Intensitdten zu gering waren. Aus diesen Griinden wur-

38



2.2 Anwendung der HPLC-Color map fir die Entwicklung einer orthogonalen Methode eines

Arzneistoffkandidaten mit etablierter HPLC-Analytik

de das Screening auf einer HPLC-Anlage gekoppelt mit einem TOF-MS durchgefiihrt. Die
Ionisierung erfolgte mittels Elektrospray (positiv). Die Peaks konnten eindeutig iber ihre
bekannten ionisierten Molekiilpeaks [M+H]*, Kaliumaddukte [M+K]* oder Ammoniu-
maddukte [M+NH4]* zu geordnet werden. Zuséatzlich wurden die Proben aber auch mit
einem DAD detektiert. Einerseits sollten die erfassten Signale im UV-Chromatogramm
bestétigt werden und andererseits wird die UV-Detektion in der Routineanalytik ange-
wendet und soll auch nach Entwicklung und Optimierung der orthogonalen Systeme

genutzt werden.

Der technische Aufbau des Screenings war dhnlich wie im Methodenscreening [s. Kapi-
tel 2.1.4]. Es wurden die gleiche Sdulenschaltung sowie der gleiche Sdulenofen verwen-
det. Der Autosampler der Anlage war nicht temperierbar und somit lagerten die Proben
bei Raumtemperatur. Im Screening mit ASTAR erhielten die Systeme zur Vereinfachung
einen neuen Systemnamen und eine neue Nummer, siehe Tab. 14. Das System 1 war die
etablierte HPLC-Methode von ASTAR und die Systeme 2-6 entsprachen den ausgewéhl-
ten Systemen der Color map. Es wurden die gleichen Sdulen wie im Methodenscreening
verwendet. Der saure wissrige Eluent der mobilen Phase der Systeme 2-5 unterschied
sich vom Eluenten des Methodenscreenings. Fiir das Screening von ASTAR wurde ein
10mMAmmoniumformiatpuffer gewéhlt. Sein pH-Wert entsprach jedoch anndhernd
dem des Methodenscreenings. Die mobile Phase des Systems 6 bestand aus den Eluen-

ten des Methodenscreenings [s. Tab. 15].

Tab. 14: Neue Bezeichnung der Systeme im Screening mit ASTAR

System (alt) System (neu) Systemnummer im Screening
S6_YMC-PackPro C18RS_A7 | YMC_ref_Ac_pH5_20 1
S4_BetaMaxAcid_A3 BetaMax_Ac_pH3_20 2
S9_Gemin Hexyl Phenyl_A3 | Phenyl_Ac_pH3_20 3
S3_Hypersil Gold PFP_M3 | PFP_Ac_pH3_20 4
S4_BetaMaxAcid_M3 BetaMax_Me_pH3_45 5
S7_SynergiMAX-RP_M9 MaxRP_Me_pH9_45 6
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Tab. 15: Eluenten des Screening mit ASTAR

System | Eluent A (wéssrige Phase) pH-Wert Eluent B (organische Phase)
1 Ammomumacgtatpuffer 20 mM (Einstel- 5 Acetonitril
lung mit Eisessig)
>4 Ammomumfolrmmt”puffer 10 mM (Einstel- 3 Acetonitril
lung mit Ameisensaure)
5 Ammomumfolrmmt”puffer 10 mM (Einstel- 3 Methanol
lung mit Ameisensaure)
6 Ammomur_nbmarbonatpuffer 10 mM (Ein- 9 Methanol
stellung mit Ammoniak)

Die chromatographischen Bedingungen [s. Tab. 16, Tab. 17] unterschieden sich bedingt
durch die unterschiedlichen mobilen Phasen. Fiir die Skalierung der Flussrate (System

2-6) wurden die Sdulenquerschnitte normiert [s. Gleichung 1.4] [55]:

2 2
(d,)*/(d,)*xF, =F, (1.9)
di bzw. d2: Sdulendurchmesser in mm; F1 bzw. F2: Flussrate in ml/min

Die Laufzeit von 30 min war fiir alle Systeme gleich. Die Systeme 2-4 hatten, wie auch
das etablierte System 1, Acetonitril als organische Phase,. Deshalb hatten diese vier Sys-
teme die gleiche Sdulentemperatur von 20 °C. Die Systeme 5 und 6 hatten Methanol als
organischen Eluenten. Ihre Sdulentemperatur betrug 45 °C. Diese Temperatur wurde
gewdahlt, weil wihrend der Methodenentwicklung fiir die etablierte Methode auch Me-
thoden mit Methanol getestet wurden. Dabei stellte sich die Sdulentemperatur von 45 °C
als vorteilhaft heraus. Die Gradienten der Systeme wurden so gewihlt, dass alle Verun-
reinigungen in der Laufzeit angemessen eluierten. Dabei war es nicht erforderlich, dass
sich alle Verunreinigungen voneinander trennten. Das Injektionsvolumen der Systeme 2-
6 wurde ebenfalls verringert, sodass eine ausreichende Intensitdt der Signale erzielt

wurde. Weiterhin wurde der Fluss vor dem Einlass in die MS-Quelle gesplittet.
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Tab. 16: Analytische Bedingungen fiir die Systeme 1- 4

System 1 System 2- 4

Gradient 10-80 % (B) Gradient 10-75 % (B)
Laufzeit 30 min Laufzeit 30 min
Aquilibrierzeit 10 min Aquilibrierzeit 10 min
Flussrate 1.0 ml/min Flussrate 0.43 ml/min
Saulentemperatur 20°C Saulentemperatur 20 °C
Wellenldangenbereich (DAD) | 190-600 nm Wellenldangenbereich (DAD) | 190-600 nm
Detektionswellenlénge 254 nm Detektionswellenldnge 254 nm

ESI positiv [M+HT*, [IM+K]*, [M+NHa]* ESI positiv [M+H]*, IM+K]*, [M+NHa]*
Injektionsvolumen 20 ul Injektionsvolumen 15
Tab. 17: Analytische Bedingungen fiir die Systeme 5 und 6

System 5 System 6
Gradient 20-85 % (B) Gradient 30-85 % (B)
Laufzeit 30 min Laufzeit 30 min
Aquilibrierzeit 10 min Aquilibrierzeit 10 min
Flussrate 0.43 ml/min Flussrate 0.43 ml/min
Saulentemperatur 45 °C Saulentemperatur 45 °C
Wellenldangenbereich (DAD) | 190-600 nm Wellenldangenbereich (DAD) | 190-600 nm
Detektionswellenlénge 254 nm Detektionswellenldnge 254 nm

ESI positiv

[M+HJ*, [M+K]*, [M+NHa4]*

ESI positiv

[M+HT*, [M+K]*, [M+NHa]*

Injektionsvolumen

15 ul

Injektionsvolumen

15 ul

Die MS-Bedingungen sind in der Tab. 18 aufgelistet. Sie wurden fiir die Hauptsubstanz

ASTAR optimiert und es wurde angenommen, dass sich die Verunreinigungen aufgrund

der strukturellen Verwandtschaft unter diesen MS-Bedingungen &hnlich verhalten wie

ASTAR.
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Tab. 18: MS-Bedingungen fiir das Screening

lonisierungsmodus ESI positiv
Zerstaubergas [I/h] ca. 100
Desolvatationsgas [I/h] ca. 1000

Kapillarspannung [V]

4000 (System 1-4)

3500 (System 5, 6)

Konusspannung (Sample Cone) [V]

20

Aperture Spannung [V] 7
Scandauer [s] 0.5
Massenbereich [m/z] 100-1000
Desolvatationstemperatur [°C] 350
Quellentemperatur [°C] 110

2.24  Chemometrische Auswertung

Das Ziel der chemometrischen Auswertung war die Identifizierung eines orthogonalen
Systems zum bereits bestehenden System 1. Die chemometrische Auswertung des
Screenings erfolgte wie in Kapitel 1.3 beschrieben in zwei Schritten. Der erste Schritt
war die Generierung eines Dendrogramms [s. Abb. 16] aus den Retentionsfaktoren der
fiinf Systeme (2-6), sowie des etablierten Systems 1. Jedes System war durch den k-Wert
von ASTAR und den zehn k-Werten seiner Verunreinigungen definiert. Die Verunreini-
gung VU3 konnte nicht in allen Systemen eindeutig detektiert werden und wurde des-

halb von der Clusteranalyse ausgeschlossen. Die Peakzuordnung erfolgte ausschlieBlich

iiber die ESI-Spektren.
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Abb. 16: Dendrogramm der sechs HPLC-Systeme vom Screening mit ASTAR

Im Dendrogramm sind zwei Cluster zu erkennen. Das System 6 nimmt eine Sonderstel-
lung ein und das System 4 bildet mit System 1 ein Cluster. Es wird vermutet, dass Sys-
tem 6 zu allen Systemen den groBten Selektivitdtsunterschied zeigen miisste und somit

auch das orthogonale System zum etablierten System 1 wére.
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Abb. 17: Color map des Screening mit ASTAR

Jedoch wurde in der Color map [s. Abb. 17] deutlich, dass System 2 das gesuchte ortho-
gonale System zum System 1 war. Alle Systeme zeigten generell eine hohere Korrelation
mit den Systemen 1 und 4 (keine blauen Felder). Die Sonderstellung von System 6 war
durch seine geringe Korrelation mit den Systemen 2, 3 und 5 zu erkldren. In Abb. 18

sind die relevanten Streudiagramme der fiinf Systeme dargestellt.
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Abb. 18: Matrix der Streudiagramme der Systeme 1-6. Die Diagramme sind mit den gleichen Farben wie in der Color
map von ASTAR markiert.

Die Systeme waren hoher korreliert als die ehemaligen Systeme der HPLC-Color map [s.
Tab. 13]. Dieses Ergebnis war nicht tiberraschend, weil die Strukturdhnlichkeit sowie
die damit verbundenen Substanzeigenschaften bei ASTAR und seinen Verunreinigungen

groBer waren als bei den Sulfonamiden.

2.2.5  Optimierung des orthogonalen Systems

Durch Optimierung der chromatographischen Bedingungen konnte die Selektivitidt des
Systems 2 aus dem Screening verbessert werden. Dabei blieben die Eluenten gleich, um
den Selektivititsunterschied zu erhalten. Es erfolgte eine Anderung des Gradienten, der
Flussrate und der Sdulentemperatur [s. Tab. 19]. Die MS-Bedingungen wurden nicht
verdndert. Die Abb. 19 zeigt die aus der Optimierung resultierenden Chromatogramme

der orthogonalen Systeme.
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Tab. 19: Analytische Bedingungen nach der Optimierung

System 1 System 2
Gradient 10-80 % (B) Gradient 5-70 % (B)
Laufzeit 30 min Laufzeit 30 min
Aquilibrierzeit 10 min Aquilibrierzeit 10 min
Flussrate 1.0 ml/min Flussrate 0.6 ml/min
Saulentemperatur 20°C Saulentemperatur 45 °C
Wellenlédngenbereich (DAD) | 190-600 nm Wellenldngenbereich (DAD) | 190-600 nm
Detektionswellenlénge 254 nm Detektionswellenldnge 254 nm
ESI positiv [M+HT¥, [IM+KT*, [M+NHa]* ESI positiv [M+HT*, [IM+KT]*, [M+NHa]*

Injektionsvolumen

20 ul
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15l

System 2: BetaMax_Ac_pH3_20

5.0e-4
5.
-1.831e-10:
2
-5.0e-4
-1.0e-3
-1.5e-3
-2.0e-3
-2A5€3 29.10
1 [ wua [ vus [ vua | astar | vus | vue | wur [ vus | vur | vus | wuio W
16.13, / /
] System 1: YMC_ref_Ac_pH5_20
5.0e-4
-1.831e-10]
-5.0e-4
jun) 4
<
-1.0e-34
-1.5e-3 15.67
-2.0e-31

1451

-2.5e-3

T T T T T T T T T T
10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00

tin min

Abb. 19: Chromatogramme der orthogonalen Systeme von ASTAR

In den Chromatogrammen ist eine unterschiedliche Elutionsreihenfolge zu erkennen.
Die Peakpaare VU6 und VU7 sowie VU11 und VU9 konnten mit der orthogonalen Me-
thode getrennt werden. Allerdings liegt VU7 in diesem System unter dem Hauptpeak.
Jedoch spielt das bei einer MS-Detektion keine Rolle, weil VU7 eindeutig neben dem

Hauptpeak identifiziert werden kann. Die Peakflichen in den UV-Chromatogrammen
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sind unterschiedlich grof3, weil die Substanzen bei den verschiedenen Eluenten der Sys-
teme andere Extinktionskoeffizienten haben. Die Fldchen sind nicht vergleichbar. Glei-
ches trifft auch auf die MS-Spektren zu. Die Substanzen lassen sich in Abhédngigkeit des
Eluenten unterschiedlich gut ionisieren und erzeugen somit unterschiedliche Intensita-
ten. Somit konnen einige Substanzen gut und andere nur schlecht detektiert werden,

weil sie nur sehr schwache Signale im MS erzeugen.

2.3 Methodenscreening fiir die Identifizierung orthogonaler chromatographi-

scher Systeme fiir die UPLC

Dieses Kapitel beschreibt das Methodenscreening zur Identifizierung orthogonaler
UPLC-Systeme. Das allgemeine Vorgehen orientiert sich am Methodenscreening fiir
HPLC-Systeme [s. Kapitel 2.1]. Die UPLC-Analytik bietet durch hohen Durchsatz (kurze
Analysenzeiten), hohe Produktivitdt (hohe Bodenzahl) und hohe Auflosung (grof3e Peak-
kapazitdt) Vorteile gegeniiber der konventionellen HPLC-Analytik [56]. Das wird durch
Verwendung spezieller RP-Sdulen mit PartikelgroBen kleiner 2 pym bei hoher linearer
Stromungsgeschwindigkeit ermdoglicht. Die UPLC-Anlage unterscheidet sich damit in
ihrer Leistungsfahigkeit von herkémmlichen HPLC-Anlagen. Sie kann bei Driicken von
bis zu 1000 bar gefahren werden, was eine wesentliche Voraussetzung fiir die Ausnut-
zung des Potenzials der kleinen Partikel ist. Weiterhin hat die Anlage ein sehr kleines
Systemvolumen von ca. 80 pl. Auch die Detektoren, die mit der UPLC gekoppelt sind,
sind diesen Bedingungen angepasst. Sie haben hohe Datenaquisitionsraten und kurze

Umschaltzeiten.

2.3.1 Auswahl der Modellsubstanzen

Die Modellsubstanzen sollten ebenfalls ein Arzneistoff-Verunreinigungsprofil simulieren.
Dafiir wurden zehn Substanzen [s. Tab. 20] aus den 14 Substanzen [s. Tab. 3] des HPLC-
Screenings [s. Kapitel 2.1.1] ausgewéhlt. Das UPLC-Screening wurde auf einer UPLC-
DAD-MS Anlage durchgefiihrt. Die Substanzen wurden hinsichtlich ihrer Ionisierbarkeit
(ESI positiv) ausgewdhlt. Sie sollten eindeutig mit MS-Detektion identifiziert werden
konnen. Eine Zuordnung der Peaks mittels UV-Spektrendatenbank war aufgrund der

verwendeten Software nicht moglich.
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Tab. 20: Modellsubstanzen des Methodenscreenings fiir UPLC-Systeme

Substanzname :?T‘fz;c':::r:rrzg moil:rge/:]lljlsse [M+H]*
Sulfacetamid 3 214.0412 215.0490
Dapson 4 248.0619 249.0698
Sulfaguanidin 5 214.0524 215.0603
Sulfamethazin 6 278.0837 279.0916
2-Amino-4,6-dimethylpyrimidin 6a 123.0796 124.0875
Sulfisomidin 7 278.0837 279.0916
4-Amino-2,6-dimethylpyrimidin 7a 123.0796 124.0875
Sulfadiazin 8 250.0524 251.0603

Sulfamerazin 9 264.31 265.31
4-Acetamidobenzenesulfonamid 10 214.0412 215.0490

2.3.2 Auswahl der UPLC-S&ulen

Momentan ist die Auswahl kommerziell erhéltlicher UPLC-RP-Phasen im Vergleich zu
HPLC-RP-Phasen deutlich geringer. Das Charakteristische an UPLC-Phasen sind die sehr
kleinen Partikeldurchmesser (< 2 pym). Die Auswahl [s. Tab. 21] umfasst ein breites
Spektrum an unterschiedlichen Phasenselektivititen. Auch die UPLC-Phasen lassen sich
wie in Kapitel 2.1.2 beschrieben in verschiedene Klassen einteilen. Die Sdulenmateria-
lien stammen alle aus der dritten Generation [s. Abb. 4]. Fast alle Materialen sind eben-
falls als HPLC-Phasen erhiltlich (ausgenommen S10). Die BEH-Sadulen (S2, S3, S5) ha-
ben das gleiche Hybridmaterial wie die xBridge-Sdulen aus dem HPLC-

Methodenscreening [s. Tab. 4].
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Tab. 21: Im Methodenscreening verwendete UPLC-RP-Saulen

rS\:::Igenbezelch- Saulenname Materialeigenschaften Klasse
. Hydrophober und polarer Charakter .

S1 Hypersil Gold durch freie Silanol-Gruppen Mittel polare Phase
Hybridmaterial mit Silicium-Ethan-

2 BEH Shield RP18 Gruppen, stark hydrophil (Carba- ' Polare Phase (Spezial-
matgruppe eingebettet, monofunktional |phase)
gebunden)
Hybridmaterial mit Silicium-Ethan-

S3 BEH C18 Gruppen, stark trifunktional gebundenes Hydrqplh%be Phase
Cio (Spezialphase)

S4 YMC-UltraHT Pro C18 Stark hydrophobe Oberflache Hydrophobe Phase
Hybridmaterial mit Silicium-Ethan- Polare Phase (Spezial-

S5 BEH Phenyl Gruppen, stark hydrophil, trifunktional P

phase)

gebundenes Ce-Phenyl

6 Zorbax SB-CN Sterisch geschiitzte Phase mit Cyano- Polare Phase
Gruppe

S7 Zorbax Extent-C18 Bruickenbindungen Hydrqphobe Phase

(Spezialphase)

S8 Hypersil Gold PFP Fluorphase Polare Phase

S9 Hypersil Gold aq hydrophiles endcapping Polare Phase

$10 HSS T3 Trifunktional gebunden reines Silicamate- I\/Iitte! polare Phase
rial (Spezialphase)

Insgesamt beinhaltet die UPLC-Sdulenauswahl RP-Phasen und Spezialphasen unter-
schiedlicher Selektivitit. Somit sind die Auswahlkriterien mit denen des HPLC-
Methodenscreenings vergleichbar. Weiterhin haben alle UPLC-Saulen die gleiche Dimen-
sion (50 mm x 2.1 mm), aber unterschiedliche Porendurchmesser, Oberflichenbede-
ckung und Kohlenstoffgehalt. Im Anhang (s. Tab. A-3) sind diese Eigenschaften tabella-
risch dargestellt.

2.3.3  Analytische Bedingungen

Die analytischen Bedingungen fiir das Methodenscreening sollten wieder fiir alle Sdulen
dhnlich sein. Die Proben wurden auf einer UPLC-MS Anlage mit zusdtzlichem DAD ana-
lysiert. Das Massenspektrometer war ein TOF-MS mit zwei Analysenmodi, dem soge-
nannten V-Modus und dem W-Modus. Im V Modus wurden die Molekiile im Reflektron
nur einmal reflektiert, wohingegen sie im W-Modus zweimal reflektiert wurden. Der V-
Modus war deshalb empfindlicher und der W-Modus hatte eine bessere Auflésung und

fiihrte daher zu schirferen Signalen. Im Screening wurde aus diesem Grund der W-

Modus verwendet. Die Proben lagerten widhrend des Screenings bei 10 °C im Auto-
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2 Entwicklung orthogonaler chromatographischer Systeme

sampler, um ihre Haltbarkeit zu erh6hen. Im UPLC-Screening simulierte das Substanz-
gemisch die Konzentrationsverhéltnisse eines Arzneistoff-Verunreinigungsprofils. Sulfa-
diazin (Substanz 8) stellte dabei die Hauptsubstanz dar, die anderen neun Substanzen
die Verunreinigungen. Die Peakzuordnung erfolgte ausschlieBlich tiber die Massenspekt-

ren und die Auswertung erfolgte nur qualitativ.

Probenvorbereitung

Die Substanzen wurden wie in Kapitel 2.1.3 beschrieben in Methanol-Wasser gelost. Es
wurden drei Mischungen (I-II) [s. Tab. 22] hergestellt, weil einige Substanzen die glei-
chen Massen hatten und somit nicht eindeutig zugeordnet werden konnten. Sulfadiazin
wurde als Hauptsubstanz gewéhlt, weil sie im HPLC-Screening eine gute Peakform zeig-
te, auf allen Systemen retardiert wurde und die molare Masse im mittleren Bereich der
zehn  Substanzen lag. Das Gesamtgemisch simulierte das  Arzneistoft-
Verunreinigungsprofil. Jede der neun Substanzen stellte eine einprozentige Verunreini-
gung dar. Es wurden Stammlosungen von 1 mg/ml von jeder Substanz hergestellt. Fiir
die Herstellung der Mischungen wurden je 200 pl der jeweiligen Stammlosung in ein
Vial gegeben und fiir Mischung I und III wurden die Vials mit Losungsmittel auf 1000 pl
aufgefiillt. Das Gesamtgemisch wurde in einem 10 ml Messkolben hergestellt, in dem
10 mg Sulfadiazin vorgelegt wurden und dann 0.1 ml der neun Stammlosungen dazu

pipettiert wurden und im Anschluss auf 10 ml mit Losungsmittel aufgefiillt wurde.
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Tab. 22: Zusammensetzung der Gemische fiir das UPLC-Screening

Zusammensetzung

Injektionsvolumen

Mischung |

Sulfacetamid

Sulfadiazin

Sulfamerazin

Dapson

4-Amino-2,6-dimethylpyrimidin

Mischung II

Sulfaguanidin

4-Acetamidobenzenesulfonamid

2-Amino-4,6-dimethylpyrimidin

Sulfisomidin

Sulfamethazin

Mischung Ill

4-Acetamidobenzenesulfonamid

Sulfamethazin

Gesamtgemisch

Sulfadiazin (1 mg/ml)
Restlichen Substanzen (0.01 mg/ml)

2 ul

UPLC-DAD-MS

Fiir alle Laufe im Screening wurden die gleichen analytischen Bedingungen [s. Tab. 23]

verwendet. Die MS-Bedingungen [s. Tab. 24] wurden mit Sulfadiazin optimiert. An-

schlieBend wurde gepriift, ob die anderen Substanzen auch ausreichend ionisiert wur-

den. Der Fluss wurde vor dem Einlass in das Interface des MS-Detektors gesplittet. Von

jedem Lauf wurde zusétzlich ein DAD-Spektrum von 200-500 nm aufgezeichnet.

Tab. 23: Analytische Bedingung im Screening

Gradient 3-30 % (B)
Laufzeit 3 min
Aquilibrierzeit 1 min

Fluss 0.5 ml/min
Saulentemperatur 45 °C
Wellenléangenbereich (DAD) | 200-500 nm
Detektionswellenlénge 240 nm

ESI positiv [M+H]*
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Tab. 24: MS-Bedingungen im Screening

lonisierungsmodus ESI positiv
Analysenmodus W-Modus
Zerstaubergas [I/h] 60
Desolvatationsgas [I/h] 1000
Kapillarspannung [V] 3500

Konusspannung (Sample Cone) [V] 30

Aperture 1 Spannung [V] 5
Scandauer [s] 0.1
Massenbereich [m/z] 100-1000
Desolvatationstemperatur [°C] 400
Quellentemperatur [°C] 110

23.4  Aufbau und Durchfiihrung des Screenings

Im UPLC-Screening wurden dieselben Eluenten verwendet wie im HPLC-Screening. In
Tab. 25 sind die verwendeten Eluenten aufgelistet. Da die Sdulen S4, S6, S8 und S10 bei
pH 9 nicht stabil sind, wurden sie nicht fiir die Liufe 3 und 6 verwendet. Die UPLC-
Anlage verfiigte iiber einen Sdulenofen mit integriertem Schaltventil, so konnten vier

Séulen in einer Serie getestet werden.

Tab. 25: Eluenten des UPLC-Screenings

S.cree- Eluent A (wéssrige Phase) pH-Wert Eluent B (organische Vtzrwendete Bezeich-

ninglauf Phase) Saulen nung

1 Ammoniumacetat 10 mM 6.8 Methanol S1-S10 M7

2 0.1 % Ameisensaure (V/V) 2.7 Methanol S1-S10 M3
Ammoniumbicarbonatpuffer 10 mM S1,S2, S3, S5,

3 (Einstellung mit Ammoniak) 9.0 Methanol S7, 59 M9

4 Ammoniumacetat 10 mM 6.8 Acetonitril S1-S10 A7

5 0.1 % Ameisensaure (V/V) 2.7 Acetonitril S1-S10 A3
Ammoniumbicarbonatpuffer 10 mM . S1,S2, S3, S5,

6 (Einstellung mit Ammoniak) 9.0 Acetonitri S7,S9 A9

Die Injektion der jeweiligen Probe erfolgte immer aus den gleichen Vials. Auf jede Saule
wurden pro Lauf acht Proben injiziert. Die ersten drei Injektionen waren Blankinjektio-
nen des Losemittels, gefolgt von zwei Injektionen des Gesamtgemisches und dann je
einer Injektion der drei Mischungen. Nach den Screeningliufen wurden die Sdulen mit
Acetonitril/Wasser (70/30 (V/V)) gespiilt.
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Das Screening begann mit den sauren und neutralen Laufen auf S4, S6, S8 und S10.
Dann folgten, nach dem Austausch der Sdulen, die soeben genannten Ldufe auf dem
Sdulen S1, S2, S3 und S5. Als néchstes wurden der basische Puffer angehidngt und die
Liufe 3 und 6 gefahren. Zuletzt erfolgte der Einbau der Sdulen S7 und S9 fiir die Laufe
3 und 6. Im Anschluss wurde wieder die saure und neutrale Phase fiir die restlichen
Laufe 1, 2, 4 und 5 angehdngt. Die Peakzuordnung erfolgte iiber die entsprechenden

Massensignale der Mischungen (I-11I).

235 Chemometrische Auswertung

Die Identifizierung und Visualisierung orthogonaler UPLC-Systeme erfolgte {iber die in
Kapitel 1.3 beschriebenen Schritte. Fiir die chemometrische Auswertung des Metho-
denscreenings wurden die zehn Retentionsfaktoren der 52 Chromatogramme verwen-

det. Jedes Chromatogramm entsprach einem UPLC-System.

Abb. 20 zeigt das aus dem ersten Schritt der chemometrischen Auswertung resultieren-
de Dendrogramm der Clusteranalyse. Im Dendrogramm sind drei Cluster (A, B, C) er-
kennbar. Sie resultieren aus seiner Baumstruktur. Im Cluster A befinden sich alle sau-
ren, in B alle neutralen und in C fast alle basischen Systeme. Das basische System 15
nimmt eine Sonderstellung ein. An dieser Gruppierung wird deutlich, dass der pH-Wert
den grofSten Einfluss auf den Selektivitdtsunterschied der Systeme hat. Die sauren Sys-
teme sind untereinander am &hnlichsten, da sie die kleinsten Distanzen haben. Die

neutralen und auch die basischen Systeme lassen sich nochmals unterteilen.
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Dendrogramm
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Abb. 20: Dendrogramm der 52 UPLC-Systeme

Die Abb. 21 zeigt die Color map des zweiten Schrittes der chemometrischen Auswer-

tung. Die Legende der Systeme der Color map ist in Tab. 26 aufgelistet. In der Color map

sind wieder die drei Cluster A, B und C zu erkennen. Weiterhin lasst sich der Grad der

Korrelation bzw. der Orthogonalitit anhand der Farben in der Color map ablesen. Im

HPLC-Screening sind die Systeme mit einem hoheren Grad an Orthogonalitdt enthalten

als im UPLC-Screening. Das wird an der Farbskala sichtbar. Der kleinste |r|-Wert des

HPLC-Screenings ist 0.02, wohingegen er im UPLC-Screening 0.12 betragt.
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Color map der UPLC-Systeme

-

UPLC-Systeme

Abb. 21: Color map der 52 UPLC-Systeme
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2 Entwicklung orthogonaler chromatographischer Systeme

Tab. 26: Legende der UPLC-Color map

Coormap | S¥stem Colormap © | |System
1 S1_Hypersil Gold_A7 27 S5_BEH Phenyl_M3
2 S1_Hypersil Gold_A3 28 S5_BEH Phenyl_M9
3 S1_Hypersil Gold_A9 29 S6_Zorbax SB-CN_A7
4 S1_Hypersil Gold_M7 30 S6_Zorbax SB-CN_A3
5 S1_Hypersil Gold_M3 31 S6_Zorbax SB-CN_M7
6 S1_Hypersil Gold_M9 32 S6_Zorbax SB-CN_M3
7 S2_BEH Shield RP18_A7 33 S7_Zorbax Extent-C18_A7
8 S2_BEH Shield RP18_A3 34 S7_Zorbax Extent-C18_A3
9 S2_BEH Shield RP18_A9 35 S7_Zorbax Extent-C18_A9
10 S2_BEH Shield RP18_M7 36 S7_Zorbax Extent-C18_M7
[N S2_BEH Shield RP18_M3 37 S7_Zorbax Extent-C18_M3
12 S2_BEH Shield RP18_M9 38 S7_Zorbax Extent-C18_M9
13 S3_BEH C18_A7 39 S8_Hypersil Gold PFP_A7
14 S3_BEH C18_A3 40 S8_Hypersil Gold PFP_A3
15 S3_BEH C18_A9 41 S8_Hypersil Gold PFP_M7
16 S3_BEH C18_M7 42 S8_Hypersil Gold PFP_M3
17 S3_BEH C18_M3 43 S9_Hypersil Gold ag_A7
18 S3_BEH C18_M9 44 S9_Hypersil Gold ag_A3
19 S4_YMC-UltraHT ProC18_A7 45 S9_Hypersil Gold ag_A9
20 S4_YMC-UltraHT ProC18_A3 46 S9_Hypersil Gold ag_M7
21 S4_YMC-UltraHT ProC18_M7 47 S9_Hypersil Gold ag_M3
22 S4_YMC-UltraHT ProC18_M3 48 S9_Hypersil Gold ag_M9
23 S5_BEH Phenyl_A7 49 S10_HSST3_A7
24 S5_BEH Phenyl_A3 50 S10_HSST3_A3
25 S5_BEH Phenyl_A9 51 S10_HSST3_M7
26 S5_BEH Phenyl_M7 52 S10_HSST3_M3

Zur Veranschaulichung der Selektivitdtsunterschiede zweier UPLC-Systeme wurde je ein
Beispiel fiir orthogonale Systeme und eines fiir &hnliche Systeme aus der Color map
ausgewdhlt. Sie sind farblich hervorgehoben [s. Abb. 21 und Tab. 26]. Die Systeme 20
und 48 weisen grofle Selektivititsunterschiede auf. In der Color map ist ihr |r|-Wert blau
gefarbt. Die Abb. 22 zeigt die Chromatogramme dieser zwei Systeme. Die Chroma-
togramme haben eine unterschiedliche Elutionsreihenfolge, bedingt durch den Selektivi-
tdtsunterschied der Systeme. System 48 gehort ins Cluster C und System 20 ins Cluster
A. Im sauren System 20 eluieren die polaren Substanzen 7a und 6a in der Totzeit des
Chromatogramms. Das gleiche Verhalten zeigten sie auch in sauren HPLC-Systemen [s.

Abb. 8 und Abb. 9]. Im basischen System 48 werden sie retardiert. Substanz 3, 8 und 5
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eluieren dort allerdings mit der Totzeit. Die Chromatogramme der dhnlichen Systeme 2
und 20 sind in Abb. 23 dargestellt. Sie haben die gleiche Elutionsreihenfolge mit Aus-
nahme der Substanzen 7 und 10. Diese Systeme sind hoch korreliert. Ihr Korrelations-
koeffizient in der Color map ist rot gefarbt. Beides sind saure Systeme aus dem Cluster
A. Sie haben dhnliche Selektivititen. Die Abb. 24 zeigt die Streudiagramme der orthogo-
nalen und dhnlichen Systeme. Sie verdeutlichen noch einmal der Grad der Korrelation.
Die Retentionsfaktoren der orthogonalen Systeme bilden eine Punktewolke und die Re-

tentionsfaktoren der &hnlichen Systeme bilden fast eine Gerade im Streudiagramm.
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Abb. 22: Chromatogramme der orthogonalen UPLC-Systeme 20 und 48
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S1_Hypersil Gold_A3

AU

-2.0e-.

S4_YMC-UltraHT ProC18_A3
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>
g
T J

tin min

Abb. 23: Chromatogramme der dhnlichen UPLC-Systeme 20 und 2
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Abb. 24: Matrix der Streudiagramme der Systeme 20, 48 und 2. Blau ist das Streudiagramm der orthogonalen Systeme
20 und 48. Rot ist das Streudiagramm der dhnlichen Systeme 20 und 2.
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2.4 Anwendung der UPLC-Color map fiir die Entwicklung einer orthogonalen

Methode eines Arzneistoffkandidaten mit etablierter HPLC-Analytik

In diesem Kapitel wird die Anwendung der UPLC-Color map [s. Abb. 21] fiir die Ent-
wicklung einer orthogonalen UPLC-Methode anhand eines Arzneistoffkandidaten de-
monstriert. Fiir die Entwicklungssubstanz existierte bereits eine etablierte HPLC-
Analytik. Nach Adaption der HPLC-Methode auf eine UPLC-Methode wurden auf Basis
der Color map orthogonale Systeme identifiziert und fiir die Entwicklung einer orthogo-
nalen UPLC-Methode verwendet.

2.4.1 Arzneistoffkandidat und etablierte HPLC-Methode

Fiir den Arzneistoffkandidaten BAY existierten ein bekanntes Verunreinigungsprofil und
eine etablierte HPLC-Methode [s. Tab. 27]. Die Struktur und alle damit verbundenen In-
formationen des Arzneistoffkandidaten (z. B. molare Masse) diirfen nicht veréffentlicht
werden [57]. Die HPLC-Methode wurde unter Beriicksichtigung von acht zu dem Zeit-
punkt bekannten und isolierten Verunreinigungen (VU1-VUS8) entwickelt. Die wéssrige
mobile Phase enthielt Phosphorsdure und war nicht fliichtig. Sie diente auch als Lo-

sungsmittel fiir die Substanz. Detektiert wurde mittels UV-Detektor bei 210 nm.

Tab. 27: Etablierte HPLC-Methode von BAY

Einwaage 1 mg auf 10 ml
Lésunasmittel 20 % Acetonitril
9 80 % Wasser pH 1.60 (pH-Einstellung mit 85 % Phosphorsaure)
Saule Symmetry C18, 3.5 ym, 100 x 4.6 mm, 100 A
. - H H 0, =
Mobile Phase A.. Wasser pH 1.60 (pH-Einstellung mit 85 % Phosphorsaure)
B: Acetonitril
20 min: 15-27 % (B)
Stufengradient 5 min: 27-60 %
2 min: 60 %
Laufzeit 27 min
Equilibrierzeit 5 min
Fluss 1.5 ml/min
Saulentemperatur 50 °C
Detektionswellenldnge | 210 nm
Injektionsvolumen 5l
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24.2  Methodenadaptation: Entwicklung einer UPLC-Methode mit fliichtiger mobiler Phase
Eine Voraussetzung fiir die Anwendung der UPLC-Color map war eine bereits bestehen-
de UPLC-Methode. Weiterhin sollte fiir die Detektion ein Massenspektrometer verwendet
werden. Diese Kriterien erforderten eine Methodenadaption der etablierten HPLC-
Methode. In der kiinftigen UPLC-Methode sollten nur fliichtige Losemittel verwendet
werden. Es wurde dieselbe UPLC-MS Anlage wie in Kapitel 2.3.3 verwendet.

Im ersten Schritt der Adaptation wurde eine UPLC-Sadule mit dhnlicher Selektivitat, wie
die HPLC-Sédule gewdhlt. Es gab keine UPLC-Phase mit demselben Sdulenmaterial. Die
Symmetry C18 ist eine hydrophobe C18 Phase der dritten Generation. Aus dem UPLC-
Screening wurden drei hydrophobe Saulen (S3, S7, S10) [s. Tab. 28] ausgewéhlt. Die
Phasen hatten unterschiedliche Porendurchmesser, spezifische Oberflichen und Kohlen-

stoffgehélter.

Tab. 28: Phaseneigenschaften der hydrophoben HPLC- und UPLC-Saulen

Ssule Porendurchmesser [A] [Srﬁczelz;;ische Oberflache ;(cc:)ZI]enstoffgehalt
Symmetry C18 100 335 19

BEH C18 (S3) 130 185 18

Zorbax Extent-C18 (S57) 80 180 Keine Angaben
HSS Column T3 (S10) 100 Keine Angaben Keine Angaben

Als néachster Schritt musste die Phosphorsdure in der etablierten Methode, mit der ein
pH-Wert von 1.60 eingestellt wurde, durch eine fliichtige Substanz ersetzt werden. Hau-
fig verwendete fliichtige Sduren sind: Ameisensdure, Essigsdure und Trifluoressigsidure
(TFA). Die starkste Sdure war TFA. Sie wurde anstelle der Phosphorsaure fiir die wéss-
rige mobile Phase und als Losungsmittel eingesetzt. Die Konzentration der TFA als mo-
bile Phase fiir eine MS-Detektion ist begrenzt (0.02-0.1 %) [58], weil sie auch eine lonen-
suppression hervorrufen kann. Der pH-Wert konnte daher nur auf 1.74 eingestellt
werden. Die TFA-Konzentration betrug ca. 0.15 %. Die MS-Bedingungen [s. Tab. 29]
wurden mit einer Identitdatslosung (ID-Losung) optimiert. Sie enthielt 0.1 mg/ml BAY und
je 0.0005 mg/ml der acht Verunreinigungen. Das Signal von VU3 zeigte dabei eine sehr
schlechte Intensitit, deshalb wurden VU3 separat gelost und die MS-Bedingungen noch-
mals optimiert. Es wurde versucht, die Bedingungen so einzustellen, dass alle Substan-

zen ein deutliches Signal im ESI-Spektrum zeigten.
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Tab. 29: MS-Bedingungen fiir BAY

lonisierungsmodus ESI positiv
Analysenmodus W Modus
Zerstaubergas [I/h] 30
Desolvatationsgas [I/h] 800
Kapillarspannung [V] 3000
Konusspannung (Sample Cone) [V] 8
Aperture 1 Spannung [V] 30
Scandauer [s] 0.1
Massenbereich [m/z] 100-1000
Desolvatationstemperatur [°C] 350
Quellentemperatur [°C] 100

Der Stufengradient der HPLC-Methode wurde zunédchst mit einem Programm der Firma
Waters geometrisch skaliert. Danach wurde die ID-Lésung auf der BEH C18 Phase ge-
testet und der Gradient derart angepasst, das alle Verunreinigungen zu sehen und mog-
lichst vom Hauptpeak abgetrennt waren. Die Substanzen zeigten eine andere Elutions-
reihenfolge als in der etablierten HPLC-Methode, weil TFA verwendet wurde und auch
ein anderer pH-Wert eingestellt war. Als Detektionswellenlinge wurden 260 nm ge-
waéhlt. Die Chromatogramme der HPLC- und der UPLC-Methode waren somit nicht mehr
direkt vergleichbar. Alle drei UPLC-Sdulen wurden mit dieser Methode getestet. Die Zor-
bax Extent-C18 Sédule zeigte dabei die beste Trennung und wurde als UPLC-Saule fiir die
neue etablierte Methode ausgewdhlt. Auf der BEH C18 Sdule war VU4 mit einem
Systempeak koeluiert und auf der HSS T3 Sidule waren VU5 und VU6 koeluiert. Der Gra-
dient wurde nun abschlieBend optimiert. In Tab. 30 sind die finalen analytischen Bedin-

gungen, die auch im anschlieBenden Screening verwendet wurden, aufgelistet.
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2 Entwicklung orthogonaler chromatographischer Systeme

Tab. 30: Analytische Bedingungen fiir BAY im Screening

Einwaage 1 mg auf 10 ml

20 % Acetonitril

Losungsmittel 80 % 0.15 % Trifluoressigsaure (pH-Wert 1.74)

Saule Zorbax Extent-C18, 50 x 2.1 mm, 1.8 ym
] o = . i
Mobile Phase A.. 0.15 /o Trﬁluoresmgsaure (pH-Wert 1.74)
B: Acetonitril
. 8.3 min: 15-80 % (B)
Stufengradient 1 min: 80 %
Laufzeit 9.3 min
Equilibrierzeit 0.7 min
Fluss 0.6 ml/min
Saulentemperatur 50 °C

Wellenlédngenbereich (DAD) | 210-500 nm

Detektionswellenlénge 260 nm
ESI positiv [M+H]*
Injektionsvolumen 2.5yl

2.43  Verwendung der Color map fiir die Auswahl der UPLC-Systeme

Die UPLC-Color map [s. Abb. 21] wurde als Basis fiir die Entwicklung eines orthogona-
len UPLC-Systems genutzt. Die in Kapitel 2.4.2 entwickelte UPLC-Methode stellte die
etablierte Methode dar, fiir die eine orthogonale Methode entwickelt werden sollte. Diese
Methode wird dem sauren System 34 des UPLC-Screenings gleichgesetzt. Diese Vorge-
hensweise entspricht der in Kapitel 2.2.2 beschriebenen Systematik zur Identifizierung
der orthogonalen HPLC-Systeme aus der HPLC-Color map. In der Color map [s. Abb. 25]
sind die 19 ausgewdhlten Systeme mit dem groeren Selektivitdtsunterschied (dunkel-
griin) zum System 34 pink markiert. Die Abb. 26 zeigt den vertikalen Schnitt durch die
Color map an der Stelle des Systems 34. In der Darstellung wird noch einmal sichtbar,
dass die 19 selektierten Systeme (pink markiert) einen kleinen |r|-Wert mit dem etablier-
ten System aufweisen. In Tab. 31 sind die dazu gehorigen Betrdge der Korrelationskoef-

fizienten aufgelistet.
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Color map der UPLC-Systeme
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Abb. 25: Die markierten Systeme (vertikal) zeigen den gréBten Selektivitatsunterschied zum System 34 (horizontal).
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Abb. 26: Vertikaler Schnitt durch die Color map [s. Abb. 25] an der Stelle des etablierten Systems 34. Die 19 selektierten
Systeme aus der Color map sind markiert (pink).
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Tab. 31: Markierte UPLC-System aus der Color map Abb. 25

Bezeichnung in Color map System JrFWerte mit System 34

34 S7_Zorbax Extent-C18_A3 1

3 S1_Hypersil Gold_A9 0.501
4 S1_Hypersil Gold_M7 0.537
6 S1_Hypersil Gold_M9 0.336
9 S2_BEH Shield RP18_A9 0.572
12 S2_BEH Shield RP18_M9 0.474
15 S3_BEH C18_A9 0.493
16 S3_BEH C18_M7 0.541
18 S3_BEH C18_M9 0.348
21 S4_YMC-UltraHT ProC18_M7 0.545
25 S5_BEH Phenyl_A9 0.576
28 S5_BEH Phenyl_M9 0.512
35 S7_Zorbax Extent-C18_A9 0.474
36 S7_Zorbax Extent-C18_M7 0.516
38 S7_Zorbax Extent-C18_M9 0.287
41 S8_Hypersil Gold PFP_M7 0.627
45 S9_Hypersil Gold ag_A9 0.390
46 S9_Hypersil Gold ag_M7 0.504
48 S9_Hypersil Gold ag_M9 0.209
51 S10_HSST3_M7 0.526
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Analytische Screeningbedingungen

Im Screening erhielten die 20 Systeme neue Systemnamen und Systemnummern [s. Tab.

32]. Die analytischen Bedingungen fiir die 19 Systeme (2-20) waren dieselben wie fiir

das etablierte System 1 [s. Tab. 30]. Fiir das Screening wurde die ID-Losung verwendet.

Die Eluenten des Screenings sind in Tab. 33 aufgefiihrt. Fiir die Systeme 2-20 entspra-

chen sie denen des UPLC-Screenings [s. Tab. 25]. Auf jedem System wurden vier Proben

injiziert. Die ersten zwei Injektionen waren Blanklosungen und die anderen zwei waren

ID-Losungen. Die Peakzuordnung erfolgte ausschlieBlich tiber die MS-Spektren.
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Tab. 32: Neue Bezeichnung der Systeme im Screening mit BAY

System (alt) System (neu) Systemnummer im Screening
S7_Zorbax Extent-C18_A3 Zorbax Extent-C18_A2 1

S1_Hypersil Gold_A9 Hypersil Gold_A9 2

S1_Hypersil Gold_M7 Hypersil Gold_M7 3

S1_Hypersil Gold_M9 Hypersil Gold_M9 4

S2_BEH Shield RP18_A9 BEH Shield RP18_A9 5

S2_BEH Shield RP18_M9 BEH Shield RP18_M9 6

S3_BEH C18_A9 BEH C18_A9 7

S3_BEH C18_M7 BEH C18_M7 8

S3_BEH C18_M9 BEH C18_M9 9
S4_YMC-UltraHT ProC18_M7 | YMC-UltraHT ProC18_M7 10

S5_BEH Phenyl_A9 BEH Phenyl_A9 11

S5_BEH Phenyl_M9 BEH Phenyl_M9 12

S7_Zorbax Extent-C18_A9 Zorbax Extent-C18_A9 13

S7_Zorbax Extent-C18_M7 | Zorbax Extent-C18_M7 14

S7_Zorbax Extent-C18_M9 | Zorbax Extent-C18_M9 15

S8_Hypersil Gold PFP_M7 Hypersil Gold PFP_M7 16

S9_Hypersil Gold ag_A9 Hypersil Gold ag_A9 17

S9_Hypersil Gold ag_M7 Hypersil Gold ag_M7 18

S9_Hypersil Gold ag_M9 Hypersil Gold ag_M9 19
S10_HSST3_M7 HSST3_M7 20

Tab. 33: Eluenten des Screenings mit BAY

System Eluent A (wassrige Phase) \r;vl-tla-rt Eluent B (organische Phase)
1 0.15 % Trifluoressigsaure 1.74 Acetonitril
3,8,10, 14, 16, 18,20 | Ammoniumacetat 10 mM 6.8 Methanol
4,6,9,12,15, 19 éﬁ?}g;ﬂg%ﬁfgﬁﬂﬂ?r 10mM 190 |Methanol
2,5,7,11,13,17 éﬁ?}g;ﬂg%ﬁfgﬁﬂﬂ?r 10mM oo | Acetonitri
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Fiir die chemometrische Auswertung wurden die neun Retentionsfaktoren von BAY und
seinen acht Verunreinigungen auf den 20 Systemen verwendet. Sie erfolgte in zwei
Schritten [s. Kapitel 1.3]. Die Abb. 27 zeigt das Dendrogramm der Clusteranalyse. Das

etablierte System 1 befindet sich in keinem Cluster. Es hat die groffte Distanz im

Chemometrische Auswertung
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Dendrogramm und somit auch den grof3ten Selektivititsunterschied zu allen anderen
Systemen. Dies entspricht den Erwartungen, da ja aus der UPLC-Color map orthogonale

Systeme ausgewdahlt wurden.
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Abb. 27: Dendrogramm der 20 UPLC-Systeme des BAY-Screenings

Die Abb. 28 zeigt die aus dem Dendrogramm resultierende Color map. Auf der Farbska-
la wird deutlich, dass alle Systeme der Color map relativ hoch korreliert sind. Der
kleinste |r|-Wert der Korrelationsmatrix betrdagt 0.895. Das System 6 wurde als das Sys-
tem mit dem hochsten Grad an Orthogonalitdt zum System 1 in der Map identifiziert.
Jedoch war die Substanz VU3 komplett mit dem Hauptpeak koeluiert und VU6 war
ebenfalls z. T. koeluiert mit BAY. Das System 10 war das nédchst gering korrelierte Sys-
tem zum System 1 in der Color map. VU3 war in diesem System leicht angetrennt vom
Hauptpeak und VU6 sogar basisliniengetrennt. In Abb. 29 sind die Streudiagramme und

die Betrdge der Korrelationskoeffizienten der beiden Systeme dargestellt.
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Abb. 28: Color map der 20 UPLC-Systeme des BAY-Screening
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Abb. 29: Matrix der Streudiagramme der Systeme 1, 6 und 10. Die Diagramme sind mit den gleichen Farben wie in der
Color map von BAY (s. Abb- 25) markiert
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Die Streudiagramme von System 6 und 1 sowie 10 und 1 waren sehr dhnlich. Demzu-
folge sind auch die Chromatogramme der Systeme &hnlich. Aufgrund der besseren
Trennleistung wurde das System 10 als orthogonales System ausgewdhlt und chroma-

tographisch optimiert.

2.4.6  Optimierung der orthogonalen Systeme

Die orthogonalen Systeme wurden hinsichtlich ihrer Analysenzeit und Trennleistung
optimiert [s. Tab. 34]. Die MS-Bedingungen sind beibehalten worden. Die Systeme haben
eine Analysenzeit von 5 min einschlieBlich der Aquilibrierzeit. In Abb. 30 sind Chroma-
togramme der optimierten Systeme bei 260 nm zu sehen. In beiden Systemen eluiert
VUS8 unter dem Hauptpeak und VU3 eluiert in System 10 in der Flanke des Hauptpeaks.
Die Signale der Substanzen lassen sich aber eindeutig in den MS-Spektren vom Haupt-
peak unterscheiden. Deshalb sind diese Trennprobleme im UV-Chromatogramm akzep-

tabel. Die unbeschrifteten Peaks in den Chromatogrammen sind Systempeaks.

Tab. 34: Optimierte analytische Bedingungen der orthogonalen Systeme

System1: Zorbax Extent-C18_A2 System10: YMC-UltraHT ProC18_M7
2 min: 33-47 % (B)
Gradient 20-45 % (B) Stufengradient 2 min: 47-85 % (B)
0.3 min: 85-33 % (B)
Laufzeit 4 min Laufzeit 4.3 min
Aquilibrierzeit 1 min Aquilibrierzeit 0.7 min
Fluss 0.6 ml/min Fluss 0.6 ml/min
Saulentemperatur 50 °C Saulentemperatur 50 °C
Wellenléangenbereich (DAD) 200-500 nm Wellenléangenbereich (DAD) 200-500 nm
Detektionswellenlénge 260 nm Detektionswellenldnge 260 nm
ESI positiv [M+H]* ESI positiv [M+H]*
Injektionsvolumen 2.5l Injektionsvolumen 2.5yl
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Abb. 30: Chromatogramme der optimierten orthogonalen Systeme der ID-L6sung

2.4.7  Uberpriifung der orthogonalen Methoden mit einer verunreinigten Charge des Arznei-

stoffkandidaten

Zur Uberpriifung und Bestitigung der orthogonalen Methoden wurde eine verunreinigte
Charge von BAY verwendet. In dieser Charge sind alle Verunreinigungen in hoheren
Konzentrationen vorhanden als in anderen Chargen. Sie wird aufgrund ihres Verwen-
dungszwecks auch als Tox-Charge bezeichnet. In Abb. 31 sind die Chromatogramme
dargestellt. VU3, VU8, VU5 und VU4 haben eine geringere Konzentration als in der ID-
Losung. Ihre Signale sind sehr klein und im UV-Chromatogramm von System 1 ist VU3
neben VU1 nicht zu erkennen. Deutlich zu erkennen ist ein zuséatzlicher Peak (P1) in
System 10. Dem Peak kann auch ein Massensignal zugeordnet werden. Dieses Massen-
signal befindet sich im System 1 unter VU6. D. h. diese zusétzliche neue Verunreinigung
P1 koeluiert mit VU6 in System 1, aber sie ist basisliniengetrennt im orthogonalen Sys-
tem 10. Das ist eine Bestdtigung der Selektivitdtsunterschiede der Systeme und des Vor-

teils von orthogonalen Systemen.
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Abb. 31: Chromatogramme der orthogonalen Systeme der Tox-Charge mit neuer Verunreinigung P1
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3 Stresstests

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der verschiedenen oxidativen Stresstests und
die Anwendung der orthogonalen Systeme am Arzneistoffkandidaten ASTAR vorgestellt.
Weiterhin wurden hydrolytische und oxidative Tests mit BAY durchgefiihrt und ebenfalls
mit den orthogonalen Methoden analysiert. Um relevante Abbauprodukte zu identifizie-
ren, die wahrend der Lagerung zunehmen, wurden zusitzlich eingelagerte Formulie-
rungen von BAY analysiert und mittels eines Softwareelements (MetaboLynx) ausgewer-
tet. Die Software war geeignet, sehr kleine Massensignale aus dem Rauschen zu filtern.
Die Ergebnisse wurden mit den Stresstestdaten verglichen, um die Pradiktabilitdt der
Tests in Bezug auf relevante Abbauprodukte besser zu beurteilen. Die verwendeten Ge-

riate, Materialien und Softwareelemente sind im Anhang tabellarisch dargestellt.

3.1 Oxidative Stresstests

Die oxidativen Stresstests sind ein Bestandteil des in Kapitel 1.4 beschriebenen Stress-
tests. Die oxidative Zersetzung von Arzneistoffen kann auf verschiedenen Mechanismen
beruhen. Es gibt z. B. spontane Autoxidationen, radikalindizierte Autoxidationen und
Oxidationen aufgrund eines Elektronentransfers [36]. Diese Reaktionen werden oft von
Verunreinigungen katalysiert. Durch verschiedene Reagenzien konnen in oxidativen

Stresstests unterschiedliche Mechanismen simuliert werden.

3.1.1 Auswahl des Arzneistoffkandidaten

Fir die Untersuchung verschiedener oxidativer Stresstests wurde ASTAR ausgewaihlt.
Nach der Durchfithrung von Tests mit Wasserstoffperoxid war bekannt, dass ASTAR oxi-
dationsempfindlich ist. Diese Tests zeigten eine starke Zersetzung der Hauptsubstanz
sowie aller Verunreinigungen. Jedoch stellte sich VU2 in anschlieBenden toxikologischen
Untersuchungen als relevantes Zersetzungsprodukt heraus [59]. Die Zunahme von VU2
beruhte vermutlich auf der Oxidation von ASTAR. Diese Reaktion konnte aber nicht in

den Tests mit Wasserstoffperoxid simuliert werden.
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3.1 Oxidative Stresstests

3.1.2  Auswahl der Reagenzien und Bedingungen fiir Stresstests

Fiir den oxidativen Stresstest werden in der Literatur mehrere Reagenzien vorgeschla-
gen. In dieser Arbeit wurde eine Auswahl von bekannten Reagenzien getroffen [s. Tab.
35]. Die Konzentration von ASTAR wiahrend der Tests war 1 mg/ml. Es wurden zwei
Radikalstarter verwendet, um die radikalische Autoxidation zu simulieren. AIBN ist ein
wasserunloslicher und ABAP ein wasserloslicher Initiator. Zum Stoppen der Reaktion
wurde Hydrochinon verwendet. Fiir die Simulation der Oxidation mit Peroxiden wurde
Wasserstoffperoxid mit einer Konzentration von 3 % im wéssrigen und organischen Mi-
lieu und Fenton-Reagenz in drei Konzentrationen verwendet. Je zwei anorganische und
organische Schwermetallsalze wurden zur Simulation von Metallionen indizierten Oxi-
dation genutzt, und das Reagenz Rose Bengal simulierte eine Photooxidation mit Singu-
lettsauerstoff als Oxidans. Weiterhin wurde ein Gemisch aus Tween® 80 und Eisen(II)-
Ionen verwendet, welches Peroxiradikale generierte [60]. Diese Radikale werden auch
mit den Radikalstartern (AIBN und ABAP) gebildet und spielen bei der Oxidation von
Arzneistoffen eine wichtige Rolle. Tween® 80 ist der Handelsname von Polysorbat 80.
Das ist ein hdufig verwendeter Hilfsstoff in der Arzneistoffformulierung. Er ist mit orga-
nischen Hydroperxidgruppen verunreinigt. Diese Peroxidverunreinigungen bildeten mit
Eisen(II)-Ionen Peroxiradikale, die fiir die Stressreaktion genutzt wurden. Die in der Li-
teratur aufgefithrten Reaktionsbedingungen fiir die Tests waren sehr unterschiedlich.
Die Konzentrationen und Temperaturen in den Tests sowie die Probenahmezeitpunkte

wurden anhand der erwarteten Reaktionsverlaufe gewéhlt.
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Tab. 35: Verwendete Reagenzien fiir den oxidativen Stresstest mit ASTAR

Oxidativer Stress | Nr. |Referenz Reagenz stressbedin- | Probenahme-
gungen zeitpunkte
[7,8,36,37,40,60 1,2,3,5,6,7,
1 65] AIBN 1542 mol% 24 h
Radikalstarter 50 mol%
mo
2 [8,36,61,64,66,67] | ABAP ° %74h > 24, 26,
100 mol%
[7,8,3540,60,62 wassrig 1,4,5, 24, 26
3 |65,6769] 3 % H.0: ; 28,48, 72 h
organisch
W, toff] id
asserstotiperoxt Fenton-Reagenz: 1mM/03 %
4 [7,36,61] (Eisen(ll)-Sulfat Hep- |5 mM /0.3 % . 3,4,8,24h
tahydrat/H,0,) 40 °C dunkel
5mM/3 %
Eisen(ll)-Chlorid-
Hexahydrat
Eisen(ll)-
) Acetylacetonat 3,5,824
Schwermetallsalze |5 [36'39,61,62,64] 1000 ppm A
. 48 h, 14 d
Kupfer(ll)-Nitrat
Trihydrat
Kupfer(ll)-
Acetylacetonat
10000-
Singulettsauerstoff |6 [7,36,38,61,70] Rose Bengal 0.1 mg/ml 20000 Ix (Licht- ;gn—i% 40, 50,
schrank)
Tween® 80 10 % Ruhren bei
® 3+ _
Tween® 80 /Fe 7 [60] Eisen(lll)-Chlorid- Raumtempera- |2, 6, 24 h
10 mM tur
Hexahydrat

3.1.3  Experimentelle Durchfiihrung

Die Reaktionen Nr. 1-7 [s. Tab. 35] wurden jeweils an verschiedenen Tagen durchgefiihrt
und analysiert. Der Probenzug erfolgte fiir alle Losungen auf gleiche Weise. Es wurden
0.4 ml entnommen und dann im Vial auf 1.8 ml mit Wasser/Acetonitril (50/50 (V/V))
aufgefiillt. Im Fall der Radikalstarter wurde vor der Analyse zusétzlich noch die Hydro-
chinonlésung zugegeben. Von der Stresslosung wurden immer zwei Proben gleichzeitig
gezogen. Um eine weitere Zersetzung der zweiten Probe bis zur Analyse mit der ortho-
gonalen Methode zu verhindern, wurde sie im Kiihlschrank aufbewahrt. Die Referenz-
proben wurden immer aus dem gleichen Vial auf beide Systeme injiziert. Die Reaktionen
Nr. 1-5 [s. Tab. 35] wurden in 10mlReagenzgldasern durchgefiihrt. Sie befanden sich in
einem Heizblock bei 40 °C und waren mit einem Glasstopfen verschlossen. Wahrend der
Reaktion waren sie zum Lichtschutz mit Alufolie umwickelt. Die Reagenzgliaser waren
mit 6 ml Losung befiillt. Die Reaktion Nr. 6 fand im Lichtschrank in 20ml-

Szintillationsvials statt. Die Reaktion Nr. 7 wurde in 50mlErlenmeyerkolben durchge-
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fithrt. Fiir die Reaktionen (1-6) wurden ASTAR-Stamml6sungen verwendet. Zur Herstel-
lung der Stammlosungen wurde Wasser anstelle des Ammoniumacetatpuffers verwen-
det, um den eventuellen Einfluss des Puffers in der Reaktion auszuschlieBen. ASTAR
wurde in Acetonitril bzw. Wasser/Acetonitril (50/50 (V/V)) gelost. Die jeweilige Stammlo-
sung wurde flir die Reaktionen Nr. 1-6 zur Herstellung der Stresslosung und der Refe-
renzlosung verwendet. Es wurden zu allen Reaktionen Referenz- und Kontrolllésungen
angesetzt. Die Kontrolllosungen bestanden aus den Stressreagenzien ohne die Zugabe
von ASTAR. Alle Referenzlosungen wurden wie Stresslosungen behandelt und bestanden
wie die dazugehorige Stresstestlosung aus derselben ASTAR-Losung. Im Folgenden wer-
den die Zusammensetzung und Durchfiihrung der einzelnen Stressreaktion genauer

beschrieben.

Radikalstarter (INr: 1-2)

Urspriinglich sollte die Kinetik bei den Stressreaktionen mit den Radikalstartern be-
trachtet werden. Deshalb wurde durch Zugabe von einer Hydrochinonlésung nach dem
Probenzug die Reaktion gestoppt, um eine unerwiinschte Fortfithrung in den HPLC-Vials
auszuschlieBen. Hydrochinon war ein Radikalfanger, der iiberschiissige Radikale abfan-
gen sollte. Das Molverhéltnis von Hydrochinon zu AIBN betrug 1:1 und bei ABAP 2:1.
Die Kinetik wurde jedoch nicht untersucht, weil letztendlich keine quantitative Auswer-
tung durchgefiihrt wurde. Somit war die Anwesenheit von Hydrochinon in den Proben
nicht relevant. Eine detaillierte Zusammensetzung der Stress- und Referenzlosungen
befindet sind in Tab. 36.

Tab. 36: Zusammensetzung der Losungen fiir die Stressreaktionen mit AIBN und ABAP

. . Referenzlésungen ASTAR
Stresslosungen in ml .
inml
Losemittel
AIBN ABAP
AIBN ABAP
1542 mol% | 100 mol% |50 mol%
AIBN (22.8 mg/ml) Acetonitril 1.5 -
ABAP (12.22 mg/ml) | Wasser 0.3 0.15
Acetonitril 3 3
ASTAR (2 mg/ml)
Wasser/Acetonitril (50/50 (V/V)) 3 3 3
. . Wasser/Acetonitril (50/50 (V/V)) 1.5 3
Losemittel
Wasser 2.7 2.85 3
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Wasserstoffoeroxid (Nr. 3-4)

Wasserstoffperoxid hatte in den Stresslosungen eine Konzentration von 3 %. In der Lite-
ratur werden Konzentrationen von 0.3-3 % empfohlen. Es wurden zwei Stresslosungen
hergestellt. Sie unterschieden sich in ihrem Wasseranteil. Dadurch wurde die Oxidation
im waéssrigen und im organischen Milieu simuliert. Dazu wurde eine wéssrige Was-
serstoffperoxidlosung (30 %) einmal mit Acetonitril und einmal mit Wasser auf 6 % ver-
diinnt. Eine detaillierte Zusammensetzung der Stress- und Referenzlosungen befindet
sich in Tab. 37.

Tab. 37: Zusammensetzung der Losungen fiir die Stressreaktionen mit Wasserstoffperoxid

. . Stresslosung in ml B .
Losemittel Referenzl6sung ASTAR in ml
wassrig organisch

Wasser 3
6 % H.0:

Acetonitril 3
ASTAR (4 mg/ml) | Wasser/Acetonitril (50/50 (V/V)) 1.5
ASTAR (2 mg/ml) | Acetonitril 3 3
Losemittel Wasser 1.5 3

In der Literatur sind keine genauen Angaben fiir eine geeignete Konzentration des Fen-
tonReagenzes wiahrend des Stresstests angegeben. Es werden lediglich Konzentrations-
bereiche vorgeschlagen. Fiir Wasserstoffperoxid wird eine Konzentration von 0.3-3 %
und fiir die Eisen(II)-lonen wird 1-5 mM empfohlen. Im Stresstest mit ASTAR wurden
drei Konzentrationen verwendet. Zur Herstellung der verwendeten Wasserstoffperoxid-
losung (9 %) wurde eine wissrige Wasserstoffperoxidlosung (30 %) mit Was-
ser/Acetonitril (50/50 (V/V)) verdiinnt. Die Stresslosung wurde mit verdiinnter Salzsdure
angesiduert, um ein fiir die Reaktion erforderliches saures Milieu zu schaffen. Die Zu-

sammensetzung der Losungen ist in Tab. 38 genauer aufgefiihrt.
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Tab. 38: Zusammensetzung der Losungen fiir die Stressreaktionen mit Fenton-Reagenz

L Stresslésung in ml Referenzlosung
Losemittel ASTAR in ml
1TmM/03% | 5mM/03% | 5mM/3%

Eisen(ll)-Sulfat

Heptahydrat Wasser 0.4 2 2

(5 mM)

9 % H:0: 0.2 0.2 2 -
ASTAR (3 mg/ml) Wasser/Acetonitril (50/50 (V/V)) 2 2 2 2
Losemittel 3.4 1.8 4

Schwermetallsalze (N1 5)

Fiir die Stressreaktion mit den Schwermetallsalzen wurden organische und anorgani-
sche Salze ausgewihlt. Die 2000 ppm Schwermetallionenlésungen wurden iiber einen
Verdiinnungsschritt hergestellt. Zuerst wurde eine 100 ml Stammlosung hergestellt.
Dann wurde 0.1 ml der Stammlosung auf 10 ml zu 2000 ppm verdiinnt. Die weitere Zu-

sammensetzung der Losungen ist in Tab. 39 aufgefiihrt.

Tab. 39: Zusammensetzung der Losungen fiir die Stressreaktionen mit den Schwermetallsalzen

Stresslosung in ml
- Referenzl6sung
Losemittel Fe3+ Cu?t ASTAR in ml
anorganisch | organisch | anorganisch | organisch

Eisen(lll)-Chlorid-
Hexahydrat (2000 ppm) Wasser 3
Eisen(lll)- L

Wasser/Acetonitril
Acetylacetonat 3
(2000 ppm) (50/50 (V/V))
Kupfer(ll)-Nitrat Tri-
hydrat (2000 ppm) Wasser 3
zzz:;:;lclc)e-tona t Wasser/Acetonitril L 3

V

(2000 ppm) (50/50 (V/V))
ASTAR (2 mg/ml) Wasser/Acetonitril 3 3 3 3 3
Losemlttel (50/50 (VN)) . - . . 3

Singulettsauerstoff (Vr. 6)

Fiir die Simulation der Oxidation mit Singulettsauerstoff wurde das Reagenz Rose Ben-

gal als Sensitizer eingesetzt. Die Entstehung von Singulettsauerstoff wurde im Wellen-
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langenbereich des sichtbaren Lichts bei einer Intensitdt von 10000-20000 Ix angeregt.
Die Losungen waren in Szintillationsvials abgefiillt und wurden im Lichtschrank gela-
gert. Sie waren mit teflonbeschichteten Plastikkappen verschlossen und wurden wéh-
rend der Reaktion auf den Kopf gestellt, damit das Licht auch von oben einstrahlen
konnte. Im Schrank herrschte wiahrend der Exposition eine konstante Temperatur von
20 °C. Die Dunkelkontrollen von ASTAR, Rose Bengal und ASTAR mit Rose Bengal lager-
ten auch im Lichtschrank. Die Vials waren mit Alufolie umwickelt. Die Zusammenset-

zung der Losungen ist in Tab. 40 aufgefiihrt.

Tab. 40: Zusammensetzung der Losungen fiir die Stressreaktionen mit Rose Bengal

Losemittel Stresslosung in ml | Referenzlosung ASTAR in ml
Rose Bengal (0.2 mg/ml) 5
ASTAR (2 mg/ml) Wasser/Acetonitril (50/50 (V/V)) 5 5
Losemittel 5

Tween® 80 und Eisen(ll|)-lonen (Nr: 7)

Die Reaktionen mit Tween® 80 und Eisen(IlI)-Ionen mit und ohne ASTAR fanden in
50 ml Erlenmeyerkolben statt. Die zwei Kolben standen wéhrend der Reaktion offen
und die Losungen wurden mit einem Magnetrithrer geriihrt. Fiir diese Stressreaktion
wurde weder eine ASTAR-Stammlésung noch eine Referenzlosung mit ASTAR verwen-
det. Als Referenz wurde in diesem Fall die Probe der Stresslosung zum Zeitpunkt null
verwendet. Im ersten Schritt wurden 25 ml zehnprozentige wéssrige Tween®-Losung in
beide Kolben vorgelegt. Dazu wurde Tween® 80 unter Riihren in Wasser gelost, bis sich
Luftblasen (Schaum) bildeten. Als ndchstes wurden 25 mg ASTAR unter Rithren im Kol-
ben der Stresslosung aufgelost und dann wurden je 67.6 mg Eisen(II)-Chlorid-

Hexahydrat in beiden Kolben gelost.

3.1.4  Analytische Bedingungen

Die Proben wurden mit den orthogonalen HPLC-Systemen auf eine HPLC-DAD-MS Anla-
ge analysiert. Es wurde dieselbe Anlage wie in Kapitel 2.2.3 verwendet. Als analytische

Bedingungen wurden die RP-Sdulen und Einstellungen [s. Tab. 19] der Methodenent-
wicklung von ASTAR [s. Kapitel 2.2] angewandst.
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3.1.5  Ergebnisse

Generell ist zu sagen, dass ASTAR eine recht oxidationsempfindliche Substanz ist und
z. T. sehr stark mit den Reagenzien reagiert hat. Es sind zahlreiche unbekannte Massen-
signale als Folge der Reaktionen detektiert worden. Die Signale konnten jedoch nicht
eindeutig in beiden Systemen gefunden oder zugeordnet werden. Die Intensititen der
Signale waren aufgrund der verschiedenen analytischen Bedingungen der beiden Sys-
teme unterschiedlich. Daher kam es vor, dass ein Signal nur in einem System gefunden
wurde. In dem orthogonalen System war z. B. die Intensitdt zu gering oder das Signal
war mit einem groBeren Signal koeluiert. Dann kam es zur lonensuppression und somit
war das Signal vom Rauschen nicht zu unterscheiden. Hinzu kam, dass ASTAR instabil
ist, d. h., es zersetzte sich bei Lagerung im Licht, bei Warme und in Losung. Dieses Ver-
halten war deutlich in den Referenzproben von ASTAR zu erkennen, die nach dem Pro-
benzug bei Raumtemperatur im Autosampler lagerten. Die Proben konnten auf beiden
Systemen nicht zeitnah vermessen werden. Deshalb konnte eine weitere Zersetzung

wahrend der Lagerung im Kiihlschrank oder Autosampler nicht ausgeschlossen werden.

Das Ziel des oxidativen Stresstests war es, relevante Abbauprodukte zu identifizieren.
Zur Beurteilung der verschiedenen oxidativen Stresstests wurde nur das Verhalten der
VU2 betrachtet. VU2 war eine bekannte Verunreinigung sowie ein relevantes Abbaupro-
dukt, das wiahrend der Lagerung zunahm. Es wurde vermutet, dass die Bildung von VU2
auf einer Oxidation beruhte. Diese Vermutung konnte durch die oxidativen Stresstests
bestétigt werden. Dazu wurden nur die Proben ausgewertet, bei denen ASTAR zu 5-
20 % zersetzt war. Dieser Zersetzungsgrad wird im allgemeinen als Endpunkt des
Stresstests gewihlt, weil starker zersetzte Proben meist irrelevante Abbauprodukte ent-
halten. Die Ergebnisse des Tests beruhen auf Einfachmessungen und wurden nicht
quantifiziert. Sie sollten lediglich Tendenzen der Reaktionen aufzeigen. Die Flachen von
ASTAR stammten aus dem UV-Chromatogramm bei 254 nm. Die Auswertung des Mas-
senchromatogramms hétte zu nicht reproduzierbaren Ergebnissen gefiihrt, weil die
Konzentration von ASTAR sehr hoch gewéhlt wurde, um auch Verunreinigungen in sehr
kleinen Konzentrationen erfassen zu konnen. Die Flichen von VU2 stammten jedoch
aus dem Massenchromatogramm des ionisierten Molekiilions (M + H *) von VUZ2. Alle
Flichen wurden durch automatische Integration erhalten. Z. T. wurden die Peaks manu-
ell nachintegriert. Die Zahlenwerte der Flaichenangaben von ASTAR und VU2 waren auf-
grund der verschieden analytischen Bedingungen der Systeme auf dem System 2 immer

groBer und deshalb nicht mit denen von System 1 vergleichbar. Auch Die Flichenwerte
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von VU2 der einzelnen Stressproben waren auf dem gleichen System nicht vergleichbar,
weil die Proben verschiedene Ionen (Reagenzien) enthielten und an verschiedenen Ta-

gen vermessen wurden.

Die Ergebnisse [s. Tab. 41] zeigten, dass nicht alle Stressreaktionen die relative Intensi-
tdt von VU2 erhohten. In Tab. 41 wurden relative Intensititen von ASTAR als auch von
VU2 angegeben. Sie bezogen sich bei den Probennr. 1-6 [s. Tab. 41] auf die Referenz-
probe von ASTAR zum Zeitpunkt Null. Fiir die Probennr. 7 [s. Tab. 35] bezogen sich die
Werte auf die Werte der Probe zum Zeitpunkt Null. Die Probennr. 4 und 7 [s. Tab. 35]
wurden nur auf dem System 1 gemessen. Die Proben erzeugten viele Massensignale. Die
Reaktion mit Fenton-Reagenz war sehr unselektiv und fiihrte vermutlich zu irrelevanten
Abbauprodukten. Die Probe mit Tween® 80 zeigte ein sehr groBes Rauschen im MS. Auf-
grund der vorhergehenden Untersuchungen ist davon auszugehen, dass weitere Mes-

sungen zu keinem Erkenntnisgewinn gefiihrt hatten.

Tab. 41: Relative Intensitat von VU2 in den oxidativen Stresstests

YMC_ref_Ac_pH5_20 BetaMax_Ac_pH3_20
(System 1) (System 2)
Probennah- . - - -
Stressreagenz Probennr. . Relative Flachen- . Relative Flachen- .
mezeitpunkt Intensitat | einheiten I:te;:?i‘tlgt Intensitat | einheiten |§$2§'i‘t'§t
ASTAR% (MS) von VU2Y% ASTAR% (MS) von VU2Y%
(254 nm) VU2 ° (254 nm) VU2 °
AIBN (1542 mol %) 1 5h 109 71 580 89 974 414
ABAP (50 mol %) 2 24 h 84 133 847 91 2360 1035
Wasserstoffperoxid 3a 1h 30 4 29 43 80 110
in Wasser
Wasserstoffperoxid 3b 1h 57 8 48 68 97 134
in Acetonitril
Fenton-Reagenz . . .
(1 mM /0.3 %) 4 5h 84 318 949 Keine Angaben (wurde nicht analysiert)
Schwermetallsalze 5a-d 14d 88-103 41-48 256-295 83-90 298-328 130-143
Singulettsauerstoff 6 50 min 90 314 2703 87 1462 905
Tween® 80 und Fe3* 7 6h 98 2175 408 Keine Angaben (wurde nicht analysiert)

Eine deutliche Zunahme der relativen Intensitdt von VU2 wurde in den Probennr. 1, 2, 4,
6 und 7 [s. Tab. 41] detektiert. In der Probennr. 1 [s. Tab. 41] auf System 1 scheint sich
ASTAR wiahrend der Reaktion nicht zersetzt zu haben. Das kann auf eine Pipettierunge-
nauigkeit bei der Probennahme zuriickzufiihren sein, diese ist aber fiir die Auswertung

des Versuches nicht relevant. Daher bestand keine Veranlassung das Experiment zu
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wiederholen. Die Injektion der Referenzprobe (Lagerung bei Raumtemperatur im Auto-
sampler) fiir das System 2 erfolgte aus dem gleichen Vial wie fiir das System 1. Die Mes-
sung auf dem System 2 zeigt jedoch eine Zersetzung von ASTAR. Die Probe fiir diese
Messung war separat in ein Vial pipettiert worden und wurde im Gegensatz zur Refe-
renzprobe im Kiihlschrank gelagert, um einer weiteren Zersetzung vorzubeugen. Die
Ergebnisse der Tests mit den Schwermetallsalzen [s. Probennr. 5 in Tab. 41] wurden
zusammengefasst. Diese Proben zeigten zwar eine Zunahme, aber diese entsprach der
Zunahme von VU2 in den Referenzproben von ASTAR nach einer Reaktionszeit von 14
Tagen. Die Probennr. 3a und 3b [s. Tab. 41] mit Wasserstoffperoxid zeigten eine extreme
Zersetzung von ASTAR. Die Zersetzung war im wéssrigen Milieu stdrker als im organi-
schen Milieu. Mit dem System 1 wurde eine starke Zersetzung von VU2 mit Wasserstoff-
peroxid detektiert, wohingegen mit dem System 2 weder eine deutliche Zunahme noch
eine Zersetzung von VU2 detektiert wurde. Dieses Ergebnis kann an dieser Stelle ein-
deutig nicht erkldrt werden. Vermutlich bildet sich auch bei dieser Reaktion VU2. Es
wird aber weiter zu irrelevanten Abbauprodukten zersetzt. Allein mit dieser Stressreak-
tion wére die Relevanz von VU2 nicht zu erkennen. In Fall von ASTAR war es wichtig,
weitere Stressreaktionen wie z. B. die Reaktion mit den Radikalstartern durchzufiihren,

um die Bedeutung von VU2 als relevantes Abbauprodukt richtig einzuschéitzen.

In Abb. 32 sind exemplarisch drei UV-Chromatogramme des Systems 1 des Stresstests
mit ABAP dargestellt. In den Chromatogrammen sind nur die Peaks der bekannten Ver-
unreinigungen beschriftet. Es ist eine deutliche Zunahme von VU2 im Chromatogramm
C zu erkennen (pink markiert). VU1 gehort ebenfalls zu den relevanten Verunreinigun-
gen, weil es im Chromatogramm C stark zunahm. Jedoch scheint seine Bildung nicht auf
einer Oxidation zu beruhen, weil VU1 auch im Chromatogramm B der Referenzprobe
stark anstieg. Worauf die Bildung tatsdchlich beruht, musste in dieser Arbeit nicht wei-

ter untersucht werden.
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Abb. 32: Chromatogramme von System 1 des Stresstests mit ABAP. Chromatogramm A ist die Referenzprobe von ASTAR
zum Zeitpunkt Null. Chromatogramm B ist die Referenzprobe von ASTAR und Hydrochinon nach 24 h und Chroma-
togramm C ist die Stressprobe mit ABAP nach 24 h.

In Abb. 33 sind die Chromatogramme von System 1 des Stresstests mit Wasserstoffpero-
xid im wéssrigen Milieu dargestellt. Der Peak von VU2 (pink markiert) scheint im UV-
Chromatogramm B grof8er zu sein. Jedoch nimmt die relative Intensitdt von VU2 deut-
lich ab [s. Tab. 41]. Dieses Ergebnis ldsst sich durch eine Koelution von VU2 mit einem
unbekannten Signal erkldren. Das Signal ist deutlich im MS-Spektrum zu erkennen [s.
Abb. 34]. VU1 zersetzt sich in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid. In der Referenzpro-
be (Chromatogramm A) ist VU1 deutlich grofer als in der Referenzprobe bei ABAP. Das
ist auf eine lingere Standzeit der Probe vor der Analyse zuriickzufithren. In den Chro-
matogrammen der Abb. 32 und Abb. 33 sind nur die bekannten Verunreinigungen ge-
kennzeichnet. Z. T. sind die Peaks der Chromatogramme B und C mit unbekannten Ab-

bauprodukten koeluiert.
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Abb. 33: Chromatogramme von System 1 des Stresstests mit Wasserstoffperoxid im wassrigen Milieu. Chromatogramm
A ist die Referenzprobe von ASTAR zum Zeitpunkt t=0. Chromatogramm B ist die Stressprobe mit Wasserstoffperoxid

nach 1 h.
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Abb. 34: Massenspektrum von VU2 des Chromatogramm B (pink markiert) aus Abb. 33
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3.1.6  Anwendung orthogonaler Systeme zur Interpretation von Stresstestdaten

Die Anwendung orthogonaler Systeme kann die Interpretation der Stresstestdaten er-
leichtern. Der Selektivititsunterschied der Systeme fiihrt zu verschiedenen Elutions-
mustern einer Probe. Demzufolge kdnnten in einem System z. B. zwei Substanzen koelu-
iert sein und nur als einzelner Peak erfasst werden. Hingegen kénnten diese Substanzen
im orthogonalen System mit erhohter Wahrscheinlichkeit anders retardiert werden und
dann zwei Peaks bilden. Weiterhin ist die Intensitidt eines Peaks in Abhéngigkeit der
analytischen Bedingungen unterschiedlich. Deshalb konnten auch relevante Abbaupro-
dukte evtl. aufgrund ihres schwachen Signals in einem System iibersehen werden. Das

Signal kann im orthogonalen System jedoch deutlich groBer sein.

Zur Veranschaulichung wurden exemplarisch drei unbekannte Abbauprodukte (P1, P2
und P3) von ASTAR aus dem Stresstest mit ABAP (Probe nach 24 h) ausgewéhlt. In den
Stressproben sind noch deutlich mehr unbekannte Signale detektiert worden. Die Zu-
ordnung der drei Peaks erfolgte iiber das MS-Spektrum und das Massenchroma-
togramm. Das bedeutet, dass zwischen den orthogonalen Systemen die Peaks iiber die
MS-Spektren zugeordnet wurden. Im einzelnen System wurde der Peak im UV-
Chromatogramm {iiber die Retentionszeit des Peaks im Massenchromatogramm identifi-
ziert. Die Struktur der Substanzen wurde nicht weiter aufgekldrt. Uber die Relevanz der
Abbauprodukte konnte keine Aussage getroffen werden, weil dazu die Daten der Lang-
zeitstabilitdt fehlten. In Abb. 35 sind die Chromatogramme der orthogonalen Systeme
dargestellt. Alle bekannten Verunreinigungen sowie die drei unbekannten Abbauproduk-
te wurden gekennzeichnet. Die ESI-Spektren der einzelnen Abbauprodukte in den or-
thogonalen Systemen sind in den Abb. 36, Abb. 37 und Abb. 38 abgebildet. Beim Ver-
gleich der Spektren ist die Koelution des Abbauproduktes mit jeweils einer bekannten
Verunreinigung in jeweils einem System erkennbar, wohingegen im orthogonalen Sys-
tem keine Koelution vorliegt. P1 wurde im System 1 von anderen Verunreinigungen ab-
getrennt. Es hatte ein deutliches Signal sowohl im UV-Chromatogramm als auch im MS-
Spektrum. Im System 2 eluierte P1 als Schulter der Hauptsubstanz und war mit VU7
koeluiert. Dadurch erschien VU7 im UV-Chromatogramm groBer. P2 eluierte im System
1 als Schulter von VU4 und im System 2 als Schulter von VU10. Es war in keinem Sys-
tem basisliniengetrennt. P3 war im System 1 mit VU6 koeluiert, so das VU6 im UV-
Chromatogramm grofer erschien. Im System 2 war P3 ein deutliches Signal sowohl im

UV-Chromatogramm als auch im MS-Spektrum, und es war basisliniengetrennt.
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Abb. 35: Chromatogramme der orthogonalen Systeme der 24hProbe des Stresstests mit ABAP. Die drei unbekannten
Abbauprodukte (P1-P3) sind pink markiert.
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Abb. 36: ESI-Spektren von P1 auf den orthogonalen Systemen
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Abb. 37: ESI-Spektren von P2 auf den orthogonalen Systemen
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Abb. 38: ESI-Spektren von P3 auf den orthogonalen Systemen
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3.2 Vergleich von Stresstestdaten mit Stabilitatsdaten von Formulierungen

Das Ziel von Stresstests ist zum einen die Beurteilung der Stabilitdt von Arzneistoffen
und zum anderen die Identifizierung von relevanten Abbauprodukten. Im Rahmen die-
ser Arbeit wurden unbekannte und bekannte Verunreinigungen bzw. Abbauprodukte,
die sich wiahrend der Lagerung bildeten oder angestiegen waren, als relevant betrachtet.
Um die Relevanz eines Peaks in den Stresstestproben wirklich beurteilen zu kénnen,
wurden zwei Formulierungen untersucht, die unter verschiedenen Bedingungen einge-

lagert waren. Die Ergebnisse wurden dann mit den Stresstestproben verglichen.

3.2.1 Auswahl des Arzneistoffkandidaten

Fiir den Stresstest wurde die Entwicklungssubstanz BAY ausgewdhlt. Es war bekannt,
dass BAY eine sehr stabile Substanz ist [71]. In der Annahme, dass in Gegenwart von
Verunreinigungen ein vermehrter Abbau der Substanz erfolgen kann, wurde die stirker
verunreinigte Tox-Charge gestresst. Weiterhin existierten von BAY eingelagerte Formu-
lierungen und Placebotabletten, die ebenfalls fiir eine Analyse zur Verfiigung standen.
Die Formulierung hatte zwei unterschiedliche Dosierungen und wurde 39 Monate bei
drei verschiedenen Lagerbedingungen eingelagert [s. Tab. 42]. Die Filmtabletten wurden

in einer 45mIHDPE-Flasche gelagert.

Tab. 42: Lagerbedingungen der Formulierungen von BAY

) . Bedingung 1 Bedingung 2 Bedingung 3
Formulierun Dosierung in
9 mg T in °C (Kiihl- .. relative Luftfeuchtigkeit = relative Luftfeuchtigkeit
Tin°C X Tin°C X

schrank) in % in %

Tablette A 0.5
5 25 60 40 75

Tablette B 2.5

3.2.2  Auswahl der Reagenzien und Bedingungen fiir den Stresstest mit BAY

Der oxidative Stresstest wurde mit denselben Reagenzien durchgefiihrt wie bei ASTAR
[s. Kapitel 3.1.2]. Die Konzentrationen und Bedingungen der Tests [s. Tab. 43] mit BAY
unterschieden sich z. T. von den Bedingungen der Tests mit ASTAR [s. Tab. 35]. Es wur-
den nur die Reaktionen durchgefiihrt, von denen vermutet wurde, dass die Reaktions-

stirke angemessen war. Demzufolge wurden extreme Bedingungen z.B. von Fenton-
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Reagenz und den Radikalstartern weggelassen. Zuséatzlich wurde BAY noch einem

hydrolytischen Stresstest unterzogen.

Tab. 43: Reagenzien und Bedingungen fiir den Stresstest mit BAY

Nr. Reagenz Stressbedingungen Probenahmezeit-

punkte
10 mol% 0,8,24,48h
1 AIBN
. 50 mol% 0,2,4,8,24h
Radikalstarter
10 mol% oC | - 0,8,24,48h
5 ABAP mol% 40 rCe;meirzatljgsglas
50 mol% 9enzg 0,2,4,8, 24h
wassri
3 3 % Hx0: 9 0,1,2,4,8,24h
organisch
Wasserstoffperoxid 1TmM/0.3 %
P Fenton-Reagenz: ° 40 °C und Raum-
4 (Eisen(ll)-Sulfat Hepta- temperatur im Braun-| 0, 1,2,4,8,24h
hydrat/H.0) glasreagenzglas
5mM/0.3 %

Eisen(lll)-Chlorid-Hexahydrat

Eisen(lll)-Acetylacetonat oC | .

Schwermetallsalze 5 (i y 1000 ppm 40 r(é;meirzaLljgsglas 0,24,48h
Kupfer(ll)-Nitrat Trihydrat 9enzg
Kupfer(ll)-Acetylacetonat

Singulettsauerstoff 6 Rose Bengal 0.1 mg/ml 18_?&2552%?10@')( 0, 15, 30, 60 min

Tween® 80 10 % { i -
Tween® 80 und Fe3* 7 i RUT:; b:rlal,?jfm 0,1,2,4,824h
Eisen(lll)-Chlorid-Hexahydrat 10 mM P
Hydrolyse 8 HCl TN 40 °C im Braunglas- | 0,1, 2,4, 8, 24,
9 NaOH N reagenzglas 30h

3.2.3  Experimentelle Durchfiihrung des Stresstests

Die Konzentration von BAY betrug wahrend der Reaktionen [s. Tab. 43] Nr. 1-6, 8 und 9
immer 1.0 mg/ml. Fiir die Reaktion Nr. 7 betrug die Konzentration 0.5 mg/ml. Alle Re-
aktionen auBler Nr. 6 und 7 fanden in 10mlBraunglasreagenzglasern im Heizblock bei
40 °C statt. Die Halfte der Stresslosungen von Nr. 4 wurde bei Raumtemperatur ge-
stresst. Fiir die Reaktionen Nr. 1-3, 5, 6, 8 und 9 wurde die gleiche Stammldsung von
BAY fiir die Herstellung der Stresslosungen verwendet. Sie hatte eine Konzentration von
2.0 mg/ml. Dazu wurde BAY in Acetonitril/Wasser (20/80 (V/V)) gelost. Anstatt der
0.15 %igen TFA-Losung wurde Wasser verwendet, um zusétzliche, durch den niedrigen
pHWert bedingte Reaktionen auszuschlieBen. Weiterhin wurden nur zwei BAY-

Referenzlosungen verwendet. Sie wurden ebenfalls aus der Stammlésung hergestellt. Sie

88




3.2 Vergleich von Stresstestdaten mit Stabilitatsdaten von Formulierungen

setzten sich aus 3 ml Stammlosung und 3 ml Acetonitril bzw. Wasser zusammen. Die
BAY-Stammldsung fiir Nr. 4 wurde mit Acetonitril/0.15 % TFA (20/80 (V/V)) hergestellt,
weil die Reaktion einen sauren pHWert erforderte. Sie wurde zur Herstellung der Stress-
losungen und einer Referenzlosung verwendet. Die Herstellung der Stresslosungen der
Reaktionen Nr. 1-7 entsprach weitestgehend der in Kapitel 3.1.3 beschrieben Vorge-
hensweise. Weiterhin wurden auch Referenz- bzw. Kontrolllosungen der Reagenzien
hergestellt und analysiert. Im Unterschied zum Stresstest mit ASTAR wurde beim Stress-
test mit den Radikalstartern kein Hydrochinon nach dem Probenzug dazugegeben und
die zwei Reagenzien wurden jeweils in zwei Molverhéltnissen eingesetzt. Die Zusam-

mensetzung der hydrolytischen Stresslosungen ist in Tab. 44 aufgefiihrt.

Tab. 44: Zusammensetzung der hydrolytischen Stressldsungen

T Stresslésung in ml
Losemittel
1NHCI | 1NNaOH
2 N Hcl 3
Wasser
2 N NaOH 3
2.0 mg/ml BAY-Stammldsung Acetonitril/Wasser (20/80 (V/V)) 3 3

Die Probennahme war fiir die Reaktionen Nr. 1-6, 8 und 9 gleich. Es wurden 100 pl in
ein Braunglasvial pipettiert und mit Acetonitril/0.15 % TFA (20/80 (V/V)) auf 1000 pl
aufgefiillt. Bei der Reaktion Nr. 7 wurden 200 pl Probe gezogen und auf 1000 ul aufge-
fiilllt. Somit hatte BAY wihrend der Analyse eine Konzentration von 0.1 mg/ml. Es wurde
zu jedem Zeitpunkt immer nur eine Probe gezogen. Die Vials wurden bis zur Analyse im

Kiihlschrank gelagert.

3.24  Analytische Bedingungen

Die Proben des Stresstests wurden mit den orthogonalen Systemen 1 und 10 [s. Tab. 34]
auf der UPLC-DAD-MS Anlage analysiert. Es wurde die gleiche UPLC-DAD-MS Anlage
wie in 2.3.3 verwendet. Das Injektionsvolumen wurde allerdings auf 4 pl erhoht, weil
die zu erwartenden Peaks aufgrund der Stabilitit der Substanz sehr klein waren. Die
Stresslosungen und Referenzlosungen mit BAY wurden jeweils zweimal auf jedem Sys-
tem injiziert. Die Kontrolllosungen der Reagenzien wurden nur einmal injiziert. Die In-
jektionen erfolgten fiir beide Systeme immer aus dem gleichen Vial. Wahrend der Analy-

se wurden die Vials bei 10 °C im Autosampler gekiihlt.
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Zusitzlich wurden Proben der Formulierungen aus Tab. 42 und Placebotabletten mit
den orthogonalen Systemen vermessen. Dazu wurden eine entsprechende Anzahl von
Filmtabletten in einen Messkolben gegeben [s. Tab. 45], der zu ca. 70 % mit Aceto-
nitril/0.15 % TFA (20/80 (V/V)) aufgefiillt wurde. Der Kolben wurde ca. 1 h auf einem
Laborschiittler geschiittelt, bis die Tabletten vollstindig zerfallen waren. Dann wurden
der Kolben aufgefiillt und die Losung zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde in ein
Vial gefiillt und vermessen. Die Konzentration von BAY betrug 0.1 mg/ml. Es wurde

zweimal je System aus demselben Vial injiziert.

Tab. 45: Herstellung der Probeldsung der Tabletten

Formulierung Anzahl der Tabletten | Messkolben in ml

Tablette A 5 25
Tablette B 4 100
Placebo 2 20

Die MS-Bedingungen fiir die Systeme wurden nicht verdndert. Sie sind in Tab. 29 aufge-
fithrt. Fiir die Auswertung der MS-Daten ist ein spezielles Softwareelement (Metabo-
Lynx) verwendet worden. Das Tool bendétigte zur Berechnung genaue Daten mit einer
sehr hohen Massengenauigkeit, um Massenchromatogramme in 0.05 Da-Schritten zu
screenen. Das wurde durch die Bestimmung der exakten Masse erreicht. Diese Bestim-
mung war nur auf der UPLC-DAD-MS-Anlage moglich. Dazu wurde wahrend der Mes-
sung liber eine externe Pumpe mit einem Fluss von 10 pl/min eine Referenzlosung iiber
den Referenzsprayer eingespriiht. Die Messung der Analyt- und der Referenzl6sung er-
folgte im Wechsel, d. h., bei jedem fiinften Scan wurde die Referenzlosung vermessen.
Als Referenzsubstanz wurde Folsdure gewéahlt. Dazu wurde 20 mg Folsdure Dihydrat in
Acetonitril /Wasser (50/50 (V/V)) gelost. Die Referenzsubstanz wurde durch die soge-
nannte LockMasse und die attenuierte Masse definiert. Die LockMasse war das '*C-
Isotop des ionisierten Molekiils (M+H)* und die attenuierte Masse war das ionisierte Mo-
lekiil (M+H)* der Folsdure. Die Referenzsubstanz fungierte als eine Art innerer Standard.
Die MS-Bedingungen [s. Tab. 46] fiir die Referenzlosung wurden mit Hilfe der Software
ermittelt. Vor der Messung wurde der MS-Detektor kalibriert. Die Software ermittelte die
exakte Masse durch Abgleich der Massen gegen die Referenzsubstanz. Aufgrund der
sehr hohen Massengenauigkeit war es auch moglich, genaue Summenformeln zu be-

rechnen.
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Tab. 46: MS-Einstellungen der Referenzlésung

Scanfrequenz 5

Konusspannung (Sample Cone) [V] |8

Referenz Aperture 1 Spannung [V] |14

3.2.5  Ergebnisse

Um die Stressproben hinsichtlich ihrer Relevanz und Aussagekraft beurteilen zu kon-
nen, mussten relevante Peaks bzw. Massen in den Stabilitdtsproben identifiziert werden.
Die Stabilitdtsproben wurden mit MetabolLynx ausgewertet. Das ist ein Softwareelement
der MS-Software MassLynx. Es wurde fiir eine automatische Auswertung von Metabo-
lismusdaten entwickelt. MetaboLynx ist ein spektraler/chromatographischer Suchalgo-
rithmus. Er ist in der Lage, Massensignale mit sehr kleinen Intensitdten zu identifizie-
ren. Vor der Auswertung muss eine Kontrollprobe und mindestens eine Analytprobe
benannt werden. Wahrend der Auswertung werden alle Massenchromatogramme der
Analytprobe mit denen der Kontrollprobe verglichen, um Systempeaks oder durch die
Matrix bedingte Signale zu erkennen. Es werden nur die Signale in der Analytprobe er-
fasst, die nicht in der Kontrollprobe vorkommen. Weiterhin muss eine sogenannte Pa-
rent mass vorgegeben werden. Sie ist die BezugsgroBBe zur Interpretation der gefunde-
nen Massen (Metaboliten) in den Analytproben. MetaboLynx unterscheidet zwischen
erwarteten (bekannten) und unerwarteten (unbekannten) Metaboliten. Die bekannten
Metabolite werden in der MetaboLynx Methode in Form von Summenformeln vorgege-
ben. Zusédtzlich werden auch unbekannte Signale (Metabolite) erfasst. In der Methode

wird eine Vielzahl von Parametern eingestellt.

Die MS-Daten der Proben waren keine Metabolismusdaten. Demzufolge wurden auch
keine Metabolite erfasst und die Massensignale konnten nicht mit der Software interpre-
tiert werden. Anstelle des Arzneistoffs wurde lediglich ein Kohlenstoffatom als Parent
mass vorgegeben. Fiir die Auswertung der Stabilititsproben wurden die Injektionen der
Placebotabletten als Kontrolle verwendet. Die Analytproben waren die Proben der einge-
lagerten Tabletten A und B. Es wurden die MS-Daten jeweils beider Systeme ausgewer-
tet. Die bekannten acht Verunreinigungen und die Hauptsubstanz BAY waren die erwar-
teten Metabolite. Dazu wurden die neun Summenformeln um ein Kohlenstoffatom
(Parent mass) reduziert und die entsprechende Retentionszeit der Substanz in die Meta-

boLynx Methode eingegeben. Fiir jedes System wurde eine separate Methode geschrie-
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ben. Zur Uberpriifung der Einstellung der Methodenparameter wurde auch jeweils eine
Injektion der ID-Losung prozessiert. In dieser Injektion mussten alle bekannten Verun-
reinigungen erfasst werden. Eine ausreichende Empfindlichkeit der Methode wurde mit
den Injektionen der Tabletten A und B fiir die Bedingungen 2 und 3 [s. Tab. 42] {iber-
priift. Es war bekannt, dass VU3 eine relevante Verunreinigung war. Somit musste sie in
diesen Proben detektiert werden. VU3 war nur in sehr geringen Konzentrationen vor-
handen und zeigte eine schlechte Empfindlichkeit im Massenspektrometer. Deshalb
wurden die Parameter fiir das Rauschen sehr klein gewéhlt, um das Signal zu erfassen.
Das hatte zur Folge, dass nach der Prozessierung sehr viele Signale aus dem Rauschen
als unbekannte Metabolite deklariert wurden. Deshalb mussten die Ergebnisse einzeln
gepriift werden, um wirkliche unbekannte Metabolite zu identifizieren. Dieser Prozess
war sehr zeitaufwendig. Im Folgenden werden nur Signale betrachtet, die wihrend der
Lagerung angestiegen waren. Die Signale mussten mindestens einen Flichenwert von
0.1 FE haben. D. h., alle Signale, die kleiner bzw. konstant geblieben waren, wurden
nicht beriicksichtigt. Die unter Bedingung 1 gelagerten Proben wurden hierbei als Refe-
renzproben betrachtet. Die Proben der Bedingung 3 simulierten die Proben am Ende
der Lagerung. Als Zwischenwert dienten die Proben der Bedingung 2. Die Proben wur-

den nicht quantitativ ausgewertet.

BAY hat sich als sehr stabile Substanz erwiesen. Alle relevanten Abbauprodukte, die im
Rahmen der Auswertung mit MetaboLynx detektiert wurden, lagen in sehr geringen
Konzentrationen vor. Die Ergebnisse demonstrieren die Eignung der Software, sehr
kleine relevante Signale aus dem Rauschen der Daten zu filtern. Es wurden 13 relevante
Abbauprodukte erfasst, die in den Stabilititsmustern zunahmen. Diese lieBen sich in
drei Gruppen einteilen. Die erste Gruppe bestand aus drei bekannten Verunreinigungen
(VU1, VU3 und VUG6). Die zweite Gruppe enthielt unbekannte Abbauprodukte, die mit
M1-M4 bezeichnet wurden. Sie waren z. T. auch in den Stresslosungen erfasst worden.
Die dritte Gruppe beinhaltete unbekannte Abbauprodukte, die mit F1-F6 bezeichnet
wurden. Diese wurden ausschlieBlich in den Stabilitdtsmustern detektiert. In den fol-
genden Tabellen [s. Tab. 47-49] wurden die relevanten Abbauprodukte und ihre relative
Verdnderung wahrend der Lagerung bzw. Stressreaktion bezogen auf eine Probe zum
Zeitpunkt Null aufgelistet. War das Abbauprodukt zum Zeitpunkt Null noch nicht vor-
handen, wurde ein Flichenwert von 0.1 FE als Bezugswert festgelegt. Die Flichen der
Abbauprodukte in den Stresstestdaten und Stabilitdtsmustern wurden mit dem Soft-
wareelement QuanLynx ermittelt. In der Prozessierungsmethode wurden die gesuchten

Massen und Retentionszeiten vorgegeben. Die Werte stammten aus der Auswertung der
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Stabilitdtsmuster mit MetaboLynx. Die Flachen von BAY wurden ebenfalls mit QuanLynx
bestimmt, dazu wurde der BAY-Peak im UV-Chromatogramm bei 260 nm integriert. Das
Signal im Massenchromatogramm konnte nicht verwendet werden, weil es sehr grof
war und zu nicht reproduzierbaren Ergebnissen gefiihrt hétte. In den Tabellen wurde
nur die Tablette A aufgefiihrt. Die Tablette B zeigte in diesem Fall ein vergleichbares
Verunreinigungsprofil. Sie unterschied sich lediglich in ihrer Dosierung. Weiterhin wur-
den die Stressreaktionen hervorgehoben (fett), die einen deutlichen Anstieg des Abbau-
produkts zeigten und somit zur Pradiktabilitdt relevanter Abbauprodukte geeignet wa-
ren. Stressreaktionen, die keine Verdnderungen des Verunreinigungsprofils zeigten oder
eine sehr starke Zersetzung von BAY aufwiesen, waren nicht relevant und wurden nicht
in den Ergebnistabellen 45-47 aufgelistet. Die drei Referenzproben zum Zeitpunkt null
der Tox-Charge sind blau hervorgehoben. Anhand groBerer Flichenwerte der bekann-
ten Verunreinigungen (VU1, VU3, VU6) wird bestétigt, dass die Tox-Charge von vornher-
ein starker verunreinigt war als die BAY-Charge, die fiir die Formulierungen verwendet
wurde. Demzufolge konnten die Flaichenangaben der Abbauprodukte in den Stresspro-

ben nicht direkt mit denen in der Formulierung verglichen werden.
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Gruppe 1 der relevanten Abbauprodukte von BAY

Tab. 47
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BAY

inigungen in

Gruppe 2 der relevanten Verunrei

Tab. 48
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3 Stresstests

Tab. 49: Gruppe 3 der relevanten Verunreinigungen in BAY

Formulierung / | Lagerbedi li Fligsiem) F2(55em1) F3(5emi) Fdisyciemi) F5(5,ctem1) F6is semi)
Stresslosung Probenahme [t [min] Fléche [FE] % (relativ) | t [min] Fléche [FE] % (relativ) | t [min] Fléche [FE] % (relativ) | t; [min] Flache [FE] % (relativ)] t [min] Flache [FE] % (relativ) | t [min] Flache [FE] % (relativ)
1 221 0.49 100
Tablette A 2 091 1.02 1024 1.27 0.15 151 221 1.25 253
3 0.91 7.82 7815 1.27 1.67 1670 221 1.83 370 0.61 0.48 478 2.01 0.59 589 0.75 0.57 565
Formulierung / | Lagerbedi li Fligysemio) F2i55em10) F3(55emi0) Fd(systemio) F5(5ystemio) F6(5,5tem10)
Stresslosung Probenahme [t [min]  Flache % (relativ)] t: [min] ~ Flache % (relativ) |t [min]  Flache % (relativ) | t [min] ~ Flache % (relativ)] t, [min] ~ Flache % (relativ)| t, [min] ~ Flache % (relativ)
1 391 0.39 87
Tablette A 2 292 0.80 798 393 0.79 178
3 3.69 2.94 2942 2.93 6.61 6613 3.93 1.44 324 1.74 1.67 1668 3.34 0.83 829 1.95 0.88 881

Eine deutliche Zunahme der bekannten Verunreinigungen der Gruppe 1 [s. Tab. 47]
konnte mit den oxidativen Stresstests nicht gezeigt werden. Nur die Hydrolyse mit NaOH
fiihrte zu einer Erhohung aller drei Verunreinigungen. Die Hydrolyse generierte viele
irrelevante Abbauprodukte und war sehr unselektiv. Die Fliche von BAY hatte sich im
Laufe der Reaktion erh6ht. Vermutlich waren eine oder mehrere unbekannte Substan-
zen unter dem Hauptpeak eluiert. Dieses Phdnomen fithrte evtl. zu einer lonensuppres-

sion und demzufolge wurden die Substanzen nicht mittels MS erfasst.

Die relevanten Verunreinigungen der Gruppe 2 [s. Tab. 48] wurden ebenfalls mit einigen
Stressreagenzien generiert. M1 wurde mit den Radikalstartern erzeugt. Die Konzentrati-
on von M1 in den Stresslosungen war allerdings kleiner als in den Formulierungen.
Spuren von M2 konnten mit Kupfer(I[)-Acetylacetonat erzeugt werden. M3 war die Ver-
unreinigung mit der grof3ten Flache und sie wurde in deutlichen Konzentrationen mit
Wasserstoffperoxid und Fenton-Reagenz erzeugt. In deutlich geringerer Konzentration
ist sie auch bei den Reaktionen mit den Radikalstartern und Eisen(III)-Chlorid Hexa-
hydrat erfasst worden. Diese Konzentrationen waren jedoch zu vernachldssigen. M4
wurde ebenfalls mit Wasserstoffperoxid und Fenton-Reagenz in deutlichen Konzentrati-

onen erzeugt.

Die relevanten Verunreinigungen der Gruppe 3 [s. Tab. 49] wurden nur in den Formulie-
rungen erfasst. IThre Entstehung kann mit den verwendeten Hilfsstoffen zusammenhén-
gen. Die Abb. 39 zeigt die UV-Chromatogramme der orthogonalen Systeme der Tablette
A mit der Lagerbedingung 3.
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3.2 Vergleich von Stresstestdaten mit Stabilitatsdaten von Formulierungen

BAY VU2

System 10: YMC-UltraHT ProC18_M7

AU
|

‘VUGHM1“MZ“F5‘ ‘F3‘

System 1: Zorbax Extent-C18_A2

AU

tin min

Abb. 39: UV-Chromatogramme der orthogonalen Systeme der Tablette A mit der Lagerbedingung 3

In den Chromatogrammen wird deutlich, wie klein die Signale waren. Zusétzlich koelu-
ierten die Substanzen zum Teil mit anderen (bekannte oder unbekannte) Verunreinigun-
gen. Z. B. koeluierte M2 in beiden Systemen mit jeweils anderen Substanzen. Weiterhin
zeigten die Verunreinigungen im MS und UV unterschiedliche Empfindlichkeiten. F4
hatte ein starkes Signal im UV. Im MS war es jedoch sehr schwach. Das Signal von F3
hingegen war im MS etwas starker als F4, aber im UV war es kaum sichtbar. Die Verun-
reinigung M4 zeigte im UV ein deutliches Signal, aber es war keine Peakreinheit gege-
ben. M3 gab auch im UV ein deutliches Signal, allerdings war es im System 10 mit P1
koeluiert. Im System 1 eluiert es zur gleichen Zeit wie VU5, aber in der BAY-Charge der
Formulierung war die Verunreinigung nicht enthalten. Die Tox-Charge enthielt VU5, je-
doch wurde keine Zunahme von VU5 erfasst. M3 bildete sich im Laufe der Lagerung
bzw. im Verlauf der Reaktionen Nr. 3 und 4. In den Chromatogrammen von 3 und 4 war
M3 in System 1 mit VU5 koeluiert. Die Abb. 40 zeigt die Chromatogramme von Was-
serstoffperoxid, AIBN und Tablette A. Im Chromatogramm C ist deutlich zu erkennen,

dass sich viele nicht relevante Produkte wahrend der Reaktion mit Wasserstoffperoxid
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3 Stresstests

gebildet haben. Beim Vergleich der Retentionszeiten (Chromatogramm A und C) kénnte
vermutet werden, dass sich noch weitere relevante Verunreinigungen gebildet haben.
Diese Vermutung wurde aber durch den Vergleich der Massenspektren widerlegt. Wei-
terhin ist ein deutliches Signal von M3 im Chromatogramm A und C detektiert worden.
In der Reaktion mit AIBN wurde das Produkt nicht gebildet (siehe Chromatogramm B).
Es bildete sich aber in sehr geringen Mengen M1. Das Signal war aber nur im Mas-

senchromatogramm sichtbar, weil M1 mit VU6 koeluierte.

‘\/U3HVU1 Hvue‘ ‘BAY‘ ‘vuz‘ ‘vu7‘

AU

T
1.40
tin min

Abb. 40: UV-Chromatogramme des Systems 1 von Chromatogramm A: Probe der Tablette A nach Lagerung unter Bedin-
gung 3. Chromatogramm B: Stresslosung von AIBN 50 mol% nach 24 h. Chromatogramm C: Stresslésung von 3 % H202
(wassrig) nach 2 h.

Die Stressproben mit dem Fenton-Reagenz fiihrten ebenfalls zu vielen irrelevanten Ab-
bauprodukten. In den Reaktionen 6-8 und den Reaktionen der Schwermetallsalzen [s.

Tab. 43] wurden relevante Verunreinigungen nicht detektiert.
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4 Zusammenfassende Diskussion und Ausblick

4.1 Entwicklung orthogonaler chromatographischer Systeme

Ein Ziel dieser Arbeit war es, eine generelle Vorgehensweise fiir die Entwicklung ortho-
gonaler chromatographischer Systeme zu einer bereits etablierten chromatographischen
Methode aufzuzeigen. Die chromatographischen Methoden hdngen von den Eigenschaf-
ten der zu trennenden Stoffe ab. Es konnte die schrittweise Entwicklung von orthogona-
len Methoden anhand einer Substanzklasse gezeigt werden. Wiahrend der Entwicklung

stand die Praktikabilitdt im Vordergrund.

Als Modellsubstanzen wurden die Sulfonamide gewéhlt. Sie gehoren zu den kleinen Mo-
lekiilen, besitzen ein chromophores System und lassen sich deshalb mittels UV-
Detektoren erfassen. Die unterschiedlichen Sdure-Base-Eigenschaften dieser Molekiile
spiegeln sich in ihren pKs-Werten wieder. Daraus resultiert ein verschiedenartiger Pro-
tonierungsgrad der Substanzen bei entsprechendem pH-Wert der Losung. Der verschie-
denartige Protonierungsgrad spielt eine entscheidende Rolle fiir die Selektivitdt der
chromatographischen Systeme. Zunédchst wurde mit den Modellsubstanzen eine Color
map entwickelt. Sie kann auch als Basis-Color map bezeichnet werden. Sie setzte sich
aus verschiedenen HPLC- bzw. UPLC-Systemen zusammen und visualisierte den Selekti-
vitdtsunterschied der Systeme durch die gefarbten |r|-Werte, die auf der Korrelation der
Retentionsfaktoren der Substanzen auf den Systemen basierten. Die Selektivitdtsunter-
schiede beruhen einserseits auf dem Einsatz verschiedener Sdulenmaterialien, organi-
scher Eluenten und andererseits auf der Verwendung unterschiedlicher Puffersysteme
des wissrigen Eluenten. Sdulentemperatur und Gradient wurden bewusst konstant ge-
halten. Thre Verdnderung hétte ebenfalls einen— obgleich geringeren - Einfluss auf die
Selektivitidt. Jedoch haben die stationdre Phase und der pH-Wert der mobilen Phase den
grofBten Einfluss auf die Selektivitdt in der Gradientenelution [16,17]. Die Sdulen wurden

auch hinsichtlich ihrer Fahigkeit, polare Substanzen zu trennen, ausgewahlt.

Im HPLC-Methodenscreening waren unterschiedlichere Sdulen verwendet worden als
im UPLC-Methodenscreening. Dieser Sachverhalt wurde in den Dendrogrammen deut-
lich. Mit den UPLC-Systemen bildeten sich die Cluster [s. Abb. 20] entsprechend der pH-
Werte der wissrigen Eluenten, wohingegen die Cluster [s. Abb. 5] im Dendrogramm der

HPLC-Systeme sich anders zusammensetzten. Hier spielte auch das Sdulenmaterial eine
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4 Zusammenfassende Diskussion und Ausblick

groBBere Rolle. Das Cluster B bestand aus Systemen einer Sdule (S10). Diese Systeme
hatten einen groferen Selektivitdtsunterschied zu anderen Systemen, d. h., die |[r|-Werte
waren kleiner. Im UPLC-Screening war dieses Sdulenmaterial nicht verfiighar. E. vanGy-
seghem [16] beobachtete ebenfalls, dass spezielle Sdulenmaterialien die Orthogonalitdt
erhohen. Bei ihren Beobachtungen handelte es sich um auf Zirkonium basierende Siu-
len. Weiterhin bestitigte sie, dass der organische Eluent und die Temperatur einen ge-
ringeren Einfluss auf die Selektivitit haben. Sie entwickelte Dendrogramme und Color
maps mit der Absicht, eine Gruppe von orthogonalen Systemen fiir die Methodenent-

wicklung zu identifizieren. Dafiir verwendete sie zwei Gruppen von Substanzen.

Die erste Gruppe bestand aus 68 Substanzen, die sich in ihren Strukturen (funktionale
Gruppen, Ringstrukturen, Molgewichte), pKs- und logP- Werten sowie pharmakologi-
schen Klassen unterschieden. Die zweite Gruppe setzte sich aus 15 strukturdhnlichen
Substanzen zusammen. Mit beiden Gruppen wurden dhnliche Gruppen von orthogona-
len Systemen identifiziert. Sie variierte in den HPLC-Methoden fiir eine Sdule auch die
Temperatur. Weiterhin nutzte sie verschiedene Puffer und Gradienten. Diese Ergebnisse
von E. vanGyseghem bestéatigten die Wahl strukturdhnlicher Modellsubstanzen wie den
Sulfonamiden fiir die Generierung der Basis-Color map im Rahmen dieser Arbeit. Die
Modellsubstanzen zeigen jedoch einen grof3eren Strukturunterschied als die spéter ver-
wendeten Arzneistoffkandidaten (ASTAR und BAY) und ihre Verunreinigungen. Das wird
in der Skalierung der |r|-Werte der Color maps deutlich. Die Basis-Color maps beinhal-
ten Systempaare mit deutlich kleineren |r|-Werten als die Color maps der Arzneistoff-
kandidaten. Die orthogonalen chromatographischen Systeme zeigen einen groferen
Selektivititsunterschied bzw. Grad der Orthogonalitit, je groBer der Unterschied der

Eigenschaften der zu trennenden Substanzen ist.

Die Generierung des Dendrogramms ist besonders bei groBen Datensétzen vorteilhaft.
Nach seinem Vorbild werden die Systeme in der Color map sortiert und bilden Cluster.
Somit wird die Color map iibersichtlich und Gruppen von dhnlichen und orthogonalen

Systemen werden sichtbar.

Im néchsten Schritt wurde die Basis-Color map auf Arzneistoffkandidaten und ihre Ver-
unreinigungen angewandt. Die Stoffe gehorten wie die Modellsubstanzen zu den kleinen
Molekiilen und waren hinreichend UV-aktiv. Weiterhin wurde eine teilweise Ionisierbar-
keit der unbekannten Substanzen angenommen. Das unterschiedliche Elutionsverhalten

der Substanzen bei verschiedenen pH-Werten war eine Voraussetzung fiir die Anwend-
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4.1 Entwicklung orthogonaler chromatographischer Systeme

barkeit der Basis-Color map. Fiir die Arzneistoftkandidaten sollte jeweils eine orthogo-
nale Methode zu einer bereits etablierten chromatographischen Methode entwickelt
werden. Die Basis-Color map vereinfacht die Auswahl der moglichen orthogonalen Sys-
teme, indem eine gezielte Vorauswahl aus den Systemen der Color map getroffen wer-
den kann. Zuerst erfolgt die Festlegung eines Systems in der Basis-Color map, das als
etabliertes System betrachtet wird. Das ist ein kritischer Punkt in der Anwendung der
Color map, weil mit diesem System die mdoglichen orthogonalen Systeme fiir das nach-
folgende Screening mit dem Arzneistoffkandidaten bestimmt werden. Bei der Festlegung
des Systems in der Basis-Color map wurden nur das Sdulenmaterial, der pH-Wert des
waéssrigen Eluenten und der organische Eluent beriicksichtigt. Die Art und Konzentrati-
on des Puffers des vorgegebenen etablierten Systems wurden nicht betrachtet, weil die-
se Parameter einen geringeren Einfluss auf die Selektivitdt der Systeme haben. Durch
diese Vorgehensweise wird auch das Spektrum der Anwendbarkeit der Color map ver-
groBert. Fiir die Basis-Color map wurden z. B. nur fliichtige Puffer verwendet. Jedoch
wird die Art des Puffers aber fiir die Anwendung der Basis-Color map nicht beriicksich-
tigt. Somit kann sie auch fiir Arzneistoffkandidaten verwendet werden, die eine etablier-

te Methode mit nicht fliichtigen Puffern (z. B. Phosphatpuffer) aufweisen.

In der Arbeit wurde das jeweilige etablierte System in der Bais-Color map mit gleichem
oder dhnlichem Phasenmaterial und mit d4hnlichem pH-Wert wie beim etablierten Sys-
tem des Arzneistoffkandidaten gewdéhlt. Im Beispiel mit ASTAR [s. Kapitel 2.2.2] war
zwar dasselbe Sdulenmaterial verfiigbar, aber der pH-Wert der wéssrigen Phase sowie
die Konzentration des Puffers waren in der Color map nicht verwendet worden. Fiir BAY
[s. Kapitel 2.4] waren weder das Sdulenmaterial noch der pH-Wert oder die Pufferart
des wiéssrigen Eluenten verfiigbar. In beiden Féllen wurde trotzdem ein etabliertes Sys-
tem in der jeweiligen Basis-Color map festgelegt. Im Fall von ASTAR wurde sich dem
urspriinglichen pH-Wert des etablierten Systems angenédhert. Fiir ASTAR als auch fiir
BAY wire es moglich, mehrere etablierte Systeme in der Basis-Color map festzulegen.
Dies hétte zur Folge, dass auch mehrere mogliche orthogonale Systeme identifiziert
wiirden und das anschlieBende Methodenscreening komplexer ausfallen wiirde. Das Ziel
bei der Entwicklung des Konzeptes zur Identifizierung orthogonaler Systeme war es
aber, moglichst einfach und schnell ein orthogonales System zu entwickeln. Dabei war
es nicht wichtig, ob dieses System auch das System mit dem groften Selektivitdtsunter-
schied zum etablierten System war. Demzufolge wurde, um die Zeit zusédtzlicher Analy-
sen zu sparen, nur ein etabliertes System in der Basis-Color map fiir die Auswahl mogli-

cher orthogonaler Systeme festgelegt.
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4 Zusammenfassende Diskussion und Ausblick

Im dauffolgenden Schritt wurden die identifizierten Systeme fiir ein individuelles Scree-
ning mit dem Arzneistoffkandidaten und seinen Verunreinigungen eingesetzt. Hier er-
folgte eine grobe Anpassung der Methoden. Alle Substanzen sollen in der Laufzeit eluie-
ren, jedoch miissen die Peaks noch nicht vollstindig voneinander getrennt sein. Fiir die
Auswertung des Screenings ist es aber wichtig, dass die bekannten Verunreinigungen,
den Peaks in den Chromatogrammen durch geeignete Detektion zugeordnet werden
konnen. Die Auswertung der erzeugten Color map aus dem Screening fithrte dann zu
der gesuchten orthogonalen Methode. Im letzten Schritt erfolgt erst die Optimierung
hinsichtlich einer ausreichenden Trennung der Substanzen. Das erhaltene orthogonale
System wurde auf der Grundlage der empirisch entwickelten Basis-Color map identifi-

ziert.

In der Arbeit wurde gezeigt, dass es moglich ist, orthogonale Systeme zu einem bereits
etablierten chromatographischen System auf Grundlage einer Basis-Color map in drei
Schritten zu entwickeln. Im ersten Schritt wird wie vorher beschrieben ein etabliertes
System, welches dem bestehenden System des Arzneistoffs entsprechen soll, in der Co-
lor map festgelegt. Damit werden mogliche orthogonale Systeme zu diesem System in
der Basis-Color map identifiziert. Im zweiten Schritt werden die identifizierten Systeme
einem individuellen Screening mit dem Arzneistoffkandidaten unterzogen und chemo-
metrisch ausgewertet. In der entstandenen Color map wird nun das am besten geeigne-
te orthogonale System identifiziert. Im dritten Schritt wird das orthogonale System hin-
sichtlich seiner Trennleistung optimiert. Es ist durchaus denkbar, dass eine Optimierung
nur eingeschriankt moglich ist, weil die mobile Phase des Systems nicht verdndert wer-
den kann. Diese Einschrankung ist aber zuldssig, weil bereits ein etabliertes System
existiert. Das orthogonale System dient als zusitzliche Uberpriifung der Selektivitit des
etablierten Systems. AuBBerdem ist es vorteilhaft bei der Beurteilung von Stabilitdtsmus-

tern und Stresstests [s. Kapitel 3.1.6].

Die Systeme der Basis-Color maps miissen nicht validiert oder hinsichtlich ihrer Ro-
bustheit untersucht werden. Das ist fiir ihre Anwendung im Rahmen dieser Arbeit nicht
notig, weil sie nur eine Zwischenstufe darstellen, aus der weitere Systeme entwickelt
werden. Somit werden sie nicht direkt fiir die Methodenentwicklung genutzt. Der Selek-
tivitdtsunterschied der Systeme in der Color map wird nicht durch Robustheit und Vali-

dierung beeinflusst.
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4.1 Entwicklung orthogonaler chromatographischer Systeme

Der Korrelationskoeffizient spielt eine wichtige Rolle fiir die Beurteilung des Selektivi-
tiatsunterschieds in der Color map. Er ist das MaB fiir die Ahnlichkeit bzw. Unéhnlichkeit
der Systeme. Ein kleiner Korrelationskoeffizient bedeutet eine geringe Korrelation der
Systeme. Er sagt aber nichts iiber die Trennleistung der Systeme aus. Demzufolge kann
z. B. das System A eine geringe Korrelation mit dem etablierten System aufweisen als
das System B. Jedoch zeigt System A eine schlechte Trennleistung, wohingegen die Auf-
l6sung der Peaks mit System B durch einfache Optimierungsschritte verbessert werden
kann. In diesem Fall wiirde das System B als orthogonales System zum etablierten Sys-
tem ausgewdhlt werden, weil eine schnelle und effiziente Entwicklung von orthogonalen
Systemen im Vordergrund steht. Daher sollten die Chromatogramme des Screenings fiir
die Beurteilung der Eignung als orthogonales System immer mit einbezogen werden.
Weiterhin ldsst sich auch kein Grenzwert, ab dem zwei Systeme als orthogonal betrach-
tet werden konnen, fiir den Korrelationskoeffizienten festlegen. Wie klein der Korrelati-
onskoeffizient der orthogonalen Systeme ist, hingt sehr stark von den zu trennenden
Substanzen ab. Je dhnlicher die Strukturen der Substanzen sind, desto weniger Selekti-
vitdtsunterschiede haben die Systeme und desto grofer ist der Korrelationskoeffizient.
Das wird bei dem Vergleich der Korrelationskoeffizienten und den daraus resultieren-

den Color maps deutlich.

Mit den Sulfonamiden entstehen orthogonale Systeme mit sehr kleinen Korrelationsko-
effizienten ([r|= 0.02 oder |r|=0.12). Diese Substanzen haben zwar dhnliche Strukturen,
aber sie variieren stirker als die Strukturen realer Wirkstoff-Verunreinigungsprofile.
Das zeigt sich im Vergleich zum Methodenscreening von ASTAR und seinen Verunreini-
gungen. Aus diesem Screening resultieren stirker korrelierte Systeme als beim Scree-
ning der Sulfonamide, weil die Substanzen vermutlich strukturdhnlicher sind. Das ent-
wickelte orthogonale System 2 aus dem Screening von ASTAR korreliert mit dem
bestehenden System 1 sogar bei einem Wert von |r|=0.63. Dieser Korrelationskoeffizient
wire in der Basis-Color map der Sulfonamide hellgriin gefdarbt, weil dort Systempaare
mit deutlich kleineren |r|-Werten vorkommen. Trotzdem hat das System 2 eine andere
Selektivitit als das System 1 und wird als orthogonal angesehen. Der Selektivitdtsunter-
schied wird in der verdnderten Elutionsreihenfolge der Peaks deutlich. Das ist ein ent-
scheidendes Kriterium fiir die Eignung der orthogonalen Methode. Dadurch werden mit
der orthogonalen Methode unbekannte Peaks sichtbar, die in der etablierten Methode

mit anderen Peaks koeluiert waren.
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4 Zusammenfassende Diskussion und Ausblick

Fiir BAY und seine Verunreinigungen trifft Ahnliches zu wie fiir ASTAR, nur dass die
Systeme des Methodenscreenings noch stirker korrelieren und der Korrelationskoeffi-
zient der orthogonalen Systeme einen Wert von 0.907 hat. Dieser Wert wére in der Sul-
fonamid Color map sogar rot gefarbt. D. h., die Systeme sind sich sehr dhnlich. Im Fall
von BAY ist der Selektivititsunterschied des Systems zum etablierten System von BAY
jedoch ausreichend, um eine Verdnderung der Peakreihenfolge zu bewirken. Der erfor-
derliche Grad der Orthogonalitat zweier Systeme ist somit nicht mit Zahlenwerten defi-
nierbar. Fiir die zwei Arzneistoffkandidaten ASTAR und BAY konnen vermutlich auch
andere Systeme entwickelt werden, die einen hoheren Grad an Orthogonalitdt aufweisen
und auch eine ausreichende Trennleistung erzielen konnten. Jedoch bestand das Ziel in
dieser Arbeit darin, ein Konzept zu entwickeln und in der Praxis zu verifizieren, mit
dem systematisch und mit tiberschaubarem Aufwand eine zu einem bestehenden Sys-

tem orthogonale chromatographische Methode gefunden werden kann.

Ob der Korrelationskoeffizient das optimale MaB} fiir den Grad der Orthogonalitidt zweier
Systeme ist, bleibt noch zu priifen. Es ist bekannt, dass er anfallig fiir Ausreifler ist. Das
sollte seine Eignung jedoch nicht beeinflussen, weil die Werte der normierten Retenti-
onszeiten keine Ausreiler im mathematischen Sinne darstellen. Die Retentionszeit einer
Substanz sollte sich auf einem System nur geringfiigig d&ndern und somit wéren alle
Werte, die in die Korrelation eingehen, reproduzierbar. Jedoch kann ein kleiner Koeffi-
zient erzeugt werden, obwohl sich die Peakreihenfolge nur geringfiigig dndert, wenn
eine oder zwei Substanzen stark unterschiedliche Retentionszeiten aufweisen. Ander-
seits kann auch ein groBer Wert errechnet werden, obwohl sich bei vielen Peaks die
Reihenfolge geringfiigig dndert. Diese Eigenschaft des Korrelationskoeffizienten wére
jedoch nicht zu erkennen. Sie spielt aber vermutlich keine groB3e Rolle bei Substanzen
wie z. B. BAY und seinen Verunreinigungen, bei denen generell alle Systeme starker kor-
reliert sind. Ein anderes alternatives Mal3 fiir die Orthogonalitdt wire die Bestimmung
des Kosinus' des Winkels zwischen den Systemen. Das ist der Kosinus des Winkels der
Vektoren die sich aus den Retentionsfaktoren zusammensetzen wiirden. Es wére ein
geometrisches Mall und wiirde den Fehler des Korrelationskoeffizienten nicht aufwei-

sen. Sein Vorteil und die Anwendbarkeit miissen jedoch noch gepriift werden.

Die entwickelten Basis-Color maps konnen durch weitere Systeme ergénzt werden. Da-
zu konnten zusétzliche Sdulenmaterialien oder auch andere mobile Phasen verwendet
werden. Somit kann die Auswahl von Systemen erweitert werden. Weiterhin kénnen fiir

spezifische Stoffklassen, wie z. B. Steroide oder nicht ionisierbare Substanzen, neue Ba-

104



4.2 Stresstests

sis-Color maps entwickelt werden. Die besonderen Eigenschaften der Stoffklasse sollten
dann auch bei der Auswahl der verwendeten Sdulenmaterialien und mobilen Phasen
beriicksichtigt werden. Es wire auch denkbar, die Entwicklung orthogonaler Systeme
mittels Basis-Color maps in die automatisierte Methodenentwicklung (z. B. Chrom-
Sword® [25]) zu integrieren. D. h., zuerst wiirden orthogonale Systeme in der Basis-
Color map identifiziert werden. Als ndchster Schritt wiirde das Methodenscreening der
Systeme erfolgen. Dieser Schritt konnte bereits mit ChromSword® stattfinden. Nach
Identifizierung des orthogonalen Systems wiirde dann die Optimierung der Methode
ebenso mit ChromSword® durchgefiihrt werden. Diese Vorgehensweise wire sehr effek-
tiv, weil durch Anwendung der Color map die Auswahl der moglichen Systeme stark
eingeschrankt ist und durch ChromSword® die finale Optimierung des Systems zeitspa-
rend und effizient erfolgt. Damit ist die Color map ein sehr gutes Hilfsmittel fiir die Me-

thodenentwicklung in der HPLC.

4.2 Stresstests

Ein Ziel der Arbeit war es, den Vorteil der Verwendung verschiedener oxidativer Rea-
genzien im Stresstest aufzuzeigen. Im Folgenden werden die einzelnen Stressreaktionen

diskutiert.

Das am hdufigsten eingesetzte Oxidans ist Wasserstoffperoxid. Der Oxidationsmecha-
nismus ist ionisch und die entstehenden Abbauprodukte erscheinen in Langzeitstabili-
téatstests oft als Abbauprodukte in sehr kleinen Konzentrationen [36]. Bestimmte Struk-
turen werden jedoch besonders gut mit Wasserstoffperoxid oxidiert. Dazu gehoéren N-
Oxide, Sulfoxide, Sulfone oder Amine [36]. Wasserstoffperoxid ist nicht geeignet, um Re-
aktionen mit molekularem Sauerstoff oder radikalische Kettenreaktion (z. B. Autoxidati-
on) vorherzusagen [61]. In geringen Konzentrationen konnen sich auch Hydroxylradika-
le bilden. Thre Reaktionen sind sehr unselektive starke Wasserstoffatomabspalter [60]
und fithren meist zu irrelevanten Abbauprodukten. Die Verwendung von Wasserstoffpe-
roxid sollte aber auf jeden Fall genutzt werden, weil auch viele Hilfsstoffe mit Peroxiden
verunreinigt sein konnen. Im Rahmen der Arbeit wurde es in einer Konzentration von
3 % in zwei verschiedenen Milieus eingesetzt. Zum einem wurde ein moglichst wéssri-
ges und zum anderen ein moglichst organisches Milieu gewéhlt, wodurch die verschie-
dene Loslichkeiten der entstehenden Produkte beriicksichtigt werden sollten. Mit beiden
Arzneistoffkandidaten fiihrte die Reaktion zu zahlreichen irrelevanten Abbauprodukten.
Bei ASTAR waren sowohl der Abbau als auch die Vielzahl der entstandenen Abbaupro-
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dukte stirker ausgeprigt als bei BAY, weil es oxidationsempfindlicher war. Die Haupt-
substanz hatte sich sehr stark zersetzt und auch die relevante Verunreinigung VU2 war
abgebaut. Die verschiedenen Milieus (wéssrig oder organisch) spielten in dem Fall keine
Rolle. Es wire daher zu empfehlen, ein mittleres Milieu fiir diese Reaktion zu wahlen.
Bei BAY fiihrte die Reaktion mit Wasserstoffperoxid neben zahlreichen irrelevanten Pro-
dukten auch zu relevanten Produkten [s. Tab. 48]. Ob die Reaktion auch bei ASTAR zu
relevanten Abbauprodukten gefiihrt hat, bleibt ungeklart, weil zu dem Zeitpunkt keine
Langzeitstabilitatsmuster zur Verfiigung standen und somit die relevanten Abbaupro-

dukte nicht bekannt waren.

Das Peroxyradikal spielt eine groB3e Rolle fiir die radikalische Oxidation von Arzneistof-
fen. Es wird auch als ,natiirliches” Oxidans bezeichnet [36]. Um diese Reaktion zu simu-
lieren, wurden die Radikalstarter AIBN und das wasserlosliche ABAP verwendet. Das
Hydroxylradikal bzw. Alkoxylradikale ist reaktiver als das Peroxyradikal. Es reagiert mit
C-H Bindungen mit Bindungsenergien kleiner oder gleich 105 kcal/mol. Dazu gehort die
Mehrheit aller C-H-Bindungen mit Ausnahme der aromatischen und olefinischen C-H
Bindungen. Das Peroxyradikal reagiert hingegen nur mit C-H Bindungen mit Bindungs-
energien kleiner oder gleich 89 kcal/mol. Somit ist es wesentlich selektiver [60]. Da-
durch lieBen sich auch die Ergebnisse des Stresstests mit ASTAR und den Radikalstar-
tern erkldren. Die Entstehung von VU2 beruht vermutlich auf einer radikalischen
Oxidation der benzylischen Gruppe [s. Abb. 41]. Die C-H-Bindungsenergie ist
84 kcal/mol [60].

H/[“\ \“/\ '|-\ \”/““\

N o] N o]
Benzylische Gruppe Z y Z
=

Abb. 41: Vermutliche Entstehung von VU2: Radikalische Oxidation der benzylischen Gruppe von ASTAR
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Beide Radikalstarter fiihrten zu einer Erhohung der Konzentration von VU2. Die Zu-
nahme von VU2 war mit ABAP etwas stirker als mit AIBN. Bei BAY wurden ebenfalls,
wenn auch in sehr geringen Konzentrationen, relevante Abbauprodukte mit den Radi-
kalstartern erzeugt. In dem Fall waren die Konzentrationen der Produkte mit AIBN ge-
ringfiigig grofer. Es waren jedoch andere Abbauprodukte als in der Reaktion mit H»0,
entstanden. Durch die Verwendung beider Radikalstarter im Stresstest konnen die ge-
fundenen Abbauprodukte gegenseitig bestdtigt werden. Es wire durchaus denkbar, dass
sie eine unterschiedliche Konzentrationsverteilung in den Reaktionen haben. In dieser
Arbeit hat sich die Konzentration von 50 mol% Radikalstarter wihrend der Reaktion als
geeignet fiir eine addquate Zersetzung des Wirkstoffs zur Simulation relevanter Abbau-

produkte erwiesen.

Die Verwendung von Tween® 80 und Eisen(IlI)-Ionen im Stresstest ist eine weitere Mog-
lichkeit, um Peroxyradikale zu erzeugen [60]. Die Reaktion fiihrte auch bei ASTAR, ver-
mutlich aufgrund der Peroxyradikale, zu einer deutlichen Zunahme von VU2. Jedoch hat
sie bei BAY keine relevanten Abbauprodukte erzeugt. In [60] empfiehlt P. A. Harmon,
zusitzlich Reaktionen mit AIBN durchzufiihren, weil die Abbauprodukte eine unter-
schiedliche Konzentrationsverteilung aufweisen. Somit konnen beide Reaktionen ergin-
zend sein. Vermutlich ist die geringe Konzentration der relevanten Abbauprodukte der
Grund, warum sie bei BAY mit Tween® 80 nicht detektiert wurden. Tween® 80 ist ein
komplexes Gemisch und erzeugt im MS aufgrund der zahlreichen Massensignale ein
deutliches Rauschen. Deshalb kann die Auswertung von sehr kleinen Signalen in den
MS-Daten erschwert sein. Im UV-Chromatogramm ist dies kein Problem, weil Polysorbat

nicht UV-aktiv ist.

Eine weitere Reaktion im Stresstest war die Reaktion mit dem Fenton-Reagenz. Das
Fenton-Reagenz ist eine Mischung aus Wasserstoffperoxid und Eisen(I)-lonen im sau-
ren Milieu. Es bewirkt eine radikalische Oxidation, in der Wasserstoffperoxid durch die
Metallionen katalysiert wird. Das eigentliche Oxidans ist das sehr reaktive Hydroxylra-
dikal [36]. Es ist wie schon oben beschrieben sehr unselektiv und fiihrt zu irrelevanten
Abbauprodukten. Das wurde auch in Stresstests bestdtigt. Bei ASTAR fiihrte die Reakti-
on sehr schnell zu einer starken Zersetzung der Probe. Es bildete sich zwar VU2 in gro-
Berer Konzentration, aber die Relevanz war in Anbetracht der zahlreichen neuen Ab-
bauprodukte nicht zu erkennen. Bei BAY kam es ebenfalls zu einem deutlichen Abbau
der Hauptsubstanz und zur Bildung vieler irrelevanter Abbauprodukte. Es wurden die-

selben relevanten Abbauprodukte gebildet, die auch mit Wasserstoffperoxid entstanden
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waren. Allerdings war die Probe insgesamt viel stirker zersetzt. Daher ist der Stresstest
mit Fenton-Reagenz im Allgemeinen nicht zu empfehlen, weil sich die Proben zu stark

zersetzt haben und zu keiner zusétzlichen Informationen gefiihrt haben.

Die Stressreaktion mit den Schwermetallsalzen und Komplexen sollte Metallionen kata-
lysierte Oxidationen simulieren. Es wurden zum einen die anorganischen Salze und zum
anderen organische Komplexe verwendet. Sie waren besser im organischen Losemittel
16slich [36]. Eisen(Ill)- und Kupfer(Il)-Ionen kommen ubiquitdr vor und sind typische
Autoxidationskatalysatoren [36]. Arzneistoffe konnen mit Schwermetallionen in sehr
geringen Konzentrationen verunreinigt sein. Weiterhin lassen sich aktive Methylengrup-
pen und elektronenreiche Gruppen leicht durch Schwermetallionen oxidieren. Deshalb
hat dieser Stresstest auch eine gewisse Relevanz und zudem ist er leicht durchfiihrbar
[36]. Im Beispiel von ASTAR fiihrte er allerdings zu keinen neuen Erkenntnissen. Die
Substanz reagierte nicht mit den Schwermetallionen. Mit BAY allerdings entstanden
sehr geringe Mengen von relevanten Abbauprodukten mit Kupfer(II)-Acetylacetonat und
Eisen(IIl)-Chlorid. Das Abbauprodukt, das bei der Reaktion mit dem Kupferkomplex ent-
stand, wurde bei keiner anderen Reaktion gebildet. Das ldsst vermuten, dass dieser Re-
aktion ein anderer Mechanismus zugrunde liegen konnte. Vermutlich bildet sich das
Produkt auch mit dem Kupfersalz, aber ist aufgrund seiner geringen Konzentration

nicht detektiert worden.

Die Reaktion mit Rose Bengal simuliert die Oxidation mit Singulettsauerstoff. Rose Ben-
gal fungiert dabei als Photosensitizer. Singulettsauerstoff kann auch in thermischen Re-
aktionen gebildet werden [36]. Bei ASTAR fiihrte die Reaktion mit Rose Bengal zu einer

deutlichen Zunahme von VU2, wohingegen bei BAY diese Reaktion keine Rolle gespielte.

Die Durchfiihrung von Stresstests kann sehr aufwendig sein. Deshalb wére eine Auto-
matisierung z. B. mit einem Syntheseroboter vorteilhaft. Es ist auch vorstellbar, alle Re-
aktionen bis auf die mit Tween® 80 und Rose Bengal im Autosampler einer HPLC-Anlage
mit vorgegebener Injektionszeit durchzufiihren. D. h. die Stresslosungen und Referenz-
l6sungen befinden sich in Vials, die zur Reaktion bei der entsprechenden Temperatur im
Autosampler gelagert werden. Die Probe wiirde gleich analysiert werden kénnen und es
wirde keine zeitliche Verzogerung zwischen Probenahme und Analyse entstehen. Aller-
dings wiirde die Reaktion im Mikroma@stab (ca. 1.8 ml Losung pro Vial) stattfinden.
Somit wiirde die Verdiinnung der Probe mit Losemittel wegfallen und die Konzentratio-

nen der Reagenzien wiahrend der Reaktion waren auch geringer. Ob eine Automatisie-
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rung des oxidativen Stresstests in der vorgeschlagenen Vorgehensweise moglich ist,

miisste daher gepriift werden.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass in jedem Fall oxidative Stresstests mit Wasserstoff-
peroxid, Radikalstartern und Schwermetallionen durchgefithrt werden sollten. Diese
Reaktionen konnen Aufschluss iiber die Oxidationsempfindlichkeit einer Substanz ge-
ben, weil sie verschiedene relevante Reaktionen simulieren. Die Reaktionen mit
Tween® 80 und Rose Bengal konnten zusétzlich im préaparativen MafBstab durchgefiihrt
werden, um die Isolierung eines Abbauproduktes zu vereinfachen und die Struktur oder
den Reaktionsmechanismus aufzukldren. Es ist wichtig, darauf zu achten, dass die Re-
aktionsbedingungen mild sind. D.h., der Endpunkt der Reaktion sollte nach 10-
20 % iger Zersetzung des Hauptproduktes gewédhlt werden, um relevante Abbauproduk-
te zu simulieren. Es gibt keinen universell einsetzbaren Stresstest. Der Grund fiir irrele-
vante Abbauprodukte ist die unterschiedliche Thermodynamik der Stressreaktionen

verglichen mit Reaktionen, die unter realen Lagerbedingungen auftreten [39].

Ein anderer Aspekt in Bezug auf Stresstests ist ihre analytische Durchfithrung und Aus-
wertung. Es ist bekannt, dass die Kombination von UV oder DAD- und MS-Detektion
sehr vorteilhaft fiir die Auswertung der Stresstests ist [72], da es sich um technologisch
orthogonale Detektionssysteme unterschiedlicher Selektivitit handelt. Im MS werden
auch Substanzen erfasst, die keine chromophoren Strukturen haben. Weiterhin sind
nicht alle Substanzen, die UV-akiv sind, auch im MS sichtbar. Die zwei Detektions-
methoden ergdnzen sich und bestdtigen somit die gefunden unbekannten Abbauproduk-

te.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine spezielle Software (MetabolLynx) zur Identifizie-
rung von relevanten Abbauprodukten in eingelagerten Formulierungen verwendet. Me-
taboLynx ist besonders geeignet, um unbekannte und bekannte Substanzen in sehr klei-
nen Konzentrationen zu erfassen [72]. Diese Substanzen sind im UV- oder
Massenchromatogramm nicht ohne weiteres sichtbar. MetaboLynx scannt die Daten in
sehr kleinen Massenschritten (0.05 Da) und vergleicht die Signale der Kontrollprobe
unter Beriicksichtigung des m/z Verhéltnisses der Intensitdt und der Retentionszeit mit
denen der Analytprobe. Somit werden die Signale sehr effektiv aus dem Rauschen gefil-
tert. In den eingelagerten Formulierungen von BAY konnten auf diese Weise relevante
Abbauprodukte, die sich wiahrend der Lagerung bildeten, in sehr geringen Konzentrati-

onen bestimmt werden. Durch die Anwendung der orthogonalen Methoden wurden die
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Abbauprodukte zusétzlich bestétigt. Das war sehr wichtig, weil mit MetaboLynx zahlrei-
che Massensignale integriert wurden, die aber meist nicht relevant waren und zum Rau-
schen gehorten. Durch Vergleich der gefundenen Signale in beiden Systemen konnten

die relevanten Massensignale identifiziert werden.

Generell hat sich herausgestellt, dass sowohl die orthogonalen Systeme von ASTAR als
auch die von BAY fiir die Interpretation der Stressdaten vorteilhaft waren. Bei ASTAR
wird dieser Sachverhalt in Abb. 35 deutlich. Die unbekannten Produkte P1-P3 eluieren
in den Systemen in unterschiedlicher Reihenfolge und sind teilweise mit verschiedenen
Massensignalen koeluiert. Durch die Wiederfindung der Signale in beiden Systemen
wird das Signal bestétigt. Uber die Relevanz der Massensignale fiir die Langzeitstabilitit
kann fiir ASTAR keine Aussage gemacht werden, weil keine eingelagerten Muster der
Substanz oder seiner Formulierung fiir eine Analyse zur Verfiigung standen. Die Not-
wendigkeit der Untersuchung dieser Muster ist bei BAY deutlich geworden. Obwohl BAY
eine sehr stabile Substanz ist, konnten in den Stresstests mit einigen Reagenzien mehre-
re unbekannte Signale detektiert werden. Die Relevanz der einzelnen Signale fiir die
Langzeitstabilitit ist aber erst nach der Analyse der Stabilititsmuster mit MetaboLynx
und anschlieBendem Vergleich dieser Signale mit den Signalen der Stresstests veran-
schaulicht worden. Die Abb. 42 zeigt schematisch die Ubereinstimmungen zwischen den
durchgefiihrten Stresstests und den Stabilititsmustern von BAY, in Bezug auf relevante

Abbauprodukte, die in den Stabilitdtsmustern mit MetaboLynx erfasst wurden.
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Abb. 42: Vergleich der schematisierten Chromatogramme eines Stabilitdtsmusters mit Chromatogrammen der Stress-
testproben von BAY. In den Chromatogrammen sind nur die relevanten Abbauprodukte dargestellt, die mit MetaboLynx
erfasst wurden.

In dem Schema wird deutlich, dass ein bis drei von insgesamt 13 relevanten Abbaupro-
dukten mit einem Stresstest erzeugt werden konnten. VU1, VU3 und VU6 waren be-
kannte Verunreinigungen, deren Zunahme wéahrend der Lagerung aber nur mit NaOH
erreicht wurde. Von den verbliebenen zehn unbekannten relevanten Abbauprodukten
konnten nur vier Produkte (M1-M4) in den Stresstests simuliert werden. Ein Grund da-
fiir war, dass nur die oxidativen Stresstests und zwei hydrolytische Tests durchgefiihrt
wurden. D. h., es wurde nur ein begrenzter Teil an moglichen Stresstests durchgefiihrt.
Des Weiteren ist nur der Arzneistoffkandidat als Substanz und nicht in der Formulie-
rung gestresst worden. In den einzelnen Stresstestproben wurden jedoch auch z.T.
zahlreiche andere Massensignale erfasst (diese sind nicht im Schema dargestellt). D. h.,
ein groBer Anteil an unbekannten Massensignalen in den Stressdaten war fiir die Lang-
zeitstabilitdt nicht relevant. Weiterhin war erkennbar, dass nicht alle relevanten Abbau-
produkte von BAY durch Stresstests identifiziert wurden. Die gefundenen unbekannten
Abbauprodukte F1-F6 konnten von Reaktionen mit den verwendeten Hilfsstoffen und
BAY herriithren oder auch direkte Abbauprodukte der Hilfsstoffe sein. Das kann durch
(N
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Analyse von eingelagerten oder auch gestressten Placebotabletten tiberpriift werden. Die
Vorhersage der Stabilitidt der Formulierung ist somit durch den alleinigen Stresstest des
Wirkstoffs nicht realisierbar [7]. Insgesamt gesehen ist es jedoch gelungen, das Abbau-
muster aus den Stabilitdtsproben partiell mit den angewandten Stresstests zu reprodu-

zieren.

Durch die Identifizierung der relevanten Abbauprodukte in den Stresstestproben besteht
die Moglichkeit, die Abbauprodukte mit diesen Reaktionen gezielt in groBBeren Mengen
zu erzeugen und anschliefend, nach Isolation mit praparativer HPLC, die Struktur auf-

zukldren.

Die Software MetabolLynx ist zwar ein sehr effektives Werkzeug zur Identifizierung rele-
vanter Abbauprodukte in geringen Konzentrationen, ist aber fiir die Anwendung in der
Routineanalytik nicht geeignet. Die Prozessierung der Daten ist sehr zeitaufwendig. Wei-
terhin miissen die Parameter der Prozessiermethode von MetaboLynx fiir jede Probe
einzeln optimiert werden. Die Ergebnisse von MetaboLynx miissten zusdtzlich noch ma-
nuell gepriift werden, weil viele Signale zwar erkannt, aber nicht automatisch berichtet
werden. Ebenso werden viele Signale aus dem Rauschen integriert, die dann wieder
manuell aus den Ergebnissen entfernt werden miissen. Eine Anwendung der Software
auf die Stressproben wire jedoch sehr zeitaufwendig, weil aller Voraussicht nach nur
wenige Massensignale in den Stressproben fiir die Langzeitstabilitit eine Rolle spielen.
Es ist daher empfehlenswert, die Stresstestdaten nach Identifizierung der relevanten
Abbauprodukte mittels Stabilitditsmustern noch einmal gezielt auf diese Abbauprodukte
hin zu untersuchen (z. B. mit QuanLynx). Denn es ist durchaus denkbar, dass die Signale
bei erstmaliger Auswertung der Daten ibersehen wurden, weil sie zu klein oder mit an-
deren Signalen koeluierten und es zur lonensuppression kam. Dieses Vorgehen setzt
allerdings eine MS-Detektion der Stresstestproben voraus. Trotz der Nachteile von Me-
taboLynx wire die Anwendung in Kombination mit orthogonalen Systemen zur effekti-

ven Identifizierung relevanter Abbauprodukte in Stabilititsmustern denkbar.
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In diese Arbeit wurde ein neuartiges Konzept zur Vorgehensweise in der Methodenent-
wicklung neuer Arzneistoffe vorgestellt und anhand von zwei Arzneistoffkandidaten in

der Praxis tiberpriift, wie folgende Abbildung verdeutlicht:

[ Entwicklung einer Basis Color map mit Modellsubstanzen ]

Anwendung der Basis Color map auf einen
Arzneistoffkandidaten zur systematischen Entwicklung einer
orthogonalen Methode zu einer etablierten Methode

Durchfithrung verschiedener z.B. oxidativer Stresstests
eWasserstoffperoxid
*Radikalstarter
eSchwermetallionen
und Auswertung der Proben mit den orthogonalen Methoden

A

Analyse von Stabilitdtsmustern zur Identifizierung relevanter
Abbauprodukte und Abgleich der Produkte in den Proben der
Stresstests

Abb. 43: Konzept zur Methodenentwicklung neuer Arzneistoffe

Das Konzept setzt sich aus zwei Teilen zusammen. Im ersten Teil wird mit Hilfe von Mo-
dellsubstanzen ein HPLC-Methodenscreening durchgefiihrt und mit chemometrischen
Methoden ausgewertet. Das Ergebnis ist eine sogenannte Basis-Color map, die dhnliche
und orthogonale Systeme abbildet. Sie wird nun als Hilfsmittel fiir die Methodenent-
wicklung eines orthogonalen Systems zu einem etablierten System eines Arzneistoffs
und seinen Verunreinigungen verwendet. Mit der Basis-Color map werden mdogliche or-
thogonale Systeme zum etablierten System selektiert. Aus diesen Systemen wird nach
einem individuellen Methodenscreening und anschlieBender chemometrischer Auswer-
tung ein geeignetes orthogonales System identifiziert und optimiert. Auf diese Weise
kann schnell und systematisch ein orthogonales System mit deutlich anderer Selektivitét

als das etablierte System entwickelt werden.

Im zweiten Teil des Konzepts werden verschiedene Stresstests mit Arzneistoffkandida-
ten durchgefiihrt und mit den zuvor entwickelten orthogonalen Methoden ausgewertet.

Insbesondere wurden verschiedene Reagenzien fiir den oxidativen Stresstest betrachtet.
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Als Ergebnis zur Uberpriifung der Oxidationsempfindlichkeit von Arzneistoffen wird die
Durchfiihrung verschiedener oxidativer Stresstests, die auf unterschiedlichen Reakti-
onsmechanismen beruhen, empfohlen. Dazu zdhlen Tests mit Wasserstoffperoxid, Radi-
kalstartern und Schwermetallionen. Einen universellen Stresstest fiir alle Arzneistoffe,
der die relevanten Abbauprodukte simuliert, gibt es jedoch nicht. Die Anwendung hoch
selektiver Methoden bei Stressproben stellt sicher, dass bei reguldren Stabilitdtsstudien
mit hoher Wahrscheinlichkeit alle realen Abbauprodukte erfasst werden. Zur Beurtei-
lung der Relevanz der entstandenen Abbauprodukte im Stresstest wurden eingelagerte
Stabilitdtsmuster untersucht und mit den Stressproben verglichen. Die Auswertung der
MS-Daten der Stabilitditsmuster erfolgte mit einer speziellen Software (MetaboLynx), die
in der Lage war, sehr kleine Massensignale aus dem Rauschen zu filtern. Somit wurden
relevante Abbauprodukte, die wihrend der Lagerung zunahmen, identifiziert. Diese Ab-
bauprodukte konnten mit beiden orthogonalen Systemen erfasst werden und ihre Rele-
vanz wurde somit bestétigt. Sie wurden teilweise in den Stressproben detektiert und
konnten nun gezielt mit den jeweiligen Reaktionen erzeugt und danach isoliert und cha-

rakterisiert werden.
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass es mit dieser Arbeit gelungen ist zu zeigen,

dass mit der vorgestellten Vorgehensweise Hinweise auf die Langzeitstabilitit und auf

das Abbaumuster von Arzneistoffen in Formulierungen erzielt werden konnen.
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6 Abstract

In this thesis a new concept was presented as an approach for the method development

of new drug products. It was verified and reduced to practice with two drug candidates.

The concept consists of two main parts. In the first part a HPLC-method screening is
performed with the help of model substances. The screening is evaluated with chemom-
etric methods, which are resulting in a so called Basic Color map visualizing similar and
orthogonal systems. The Color map is an implement for the method development of or-
thogonal systems based on an established system of a drug product and its impurities. A
subset of orthogonal systems is selected referring to the Basic Color map. After an indi-
vidual method screening of these systems and chemometric evaluation an appropriate
orthogonal system is identified and optimised. Following this approach it is possible to
develop an orthogonal system with a distinct different selectivity compared to the estab-

lished system fast and systematically.

In the second part of the concept different stress tests are performed with drug candi-
dates and evaluated with orthogonal methods, which are developed beforehand. Par-
ticularly different reagents for oxidative stress testing are considered. As a result for the
examination of the oxidative susceptibility of drug products, the performance of different
oxidative stress tests is recommended. These stress tests are based on different reaction
mechanisms. Tests with hydrogen peroxide, radical initiators and heavy metal ions are
counted among the commonly used oxidative stress tests. An universal stress test for all
drug products which simulates relevant degradation products does not exist. The appli-
cation of high selective methods for stress samples ensures that in regular stability stud-
ies every real degradation product is covered. For estimation of the relevance of arising
degradation products during stress test, stored stability samples were analysed and
compared with the stress test samples. The evaluation of the MS-data is carried out with
a special software (MetaboLynx). This software is able to filter very small mass signals
from threshold signals. Therefore relevant degradation products, which increase during
storage are identified. These degradation products are detected with both orthogonal
methods. In this way the products are verified. In parts some products are recovered in
the stress samples and can be detected and reproduced with the respective reagent. Af-

terwards they can be isolated and characterised.
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6 Abstract

In summary, the present work shows that the described approach is capable to provide
indications concerning long term stability and degradation profiles of active pharmaceu-

tical ingredients and drug products.
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Anhang

Tab. A-1: Hersteller der Modellsubstanzen fiir HPLC- und UPLC-Methodenscreening

Bezeich-
Substanz . hung Cas.-Nr. Geohalt Chargennr. Hersteller / Lieferant
im Scree- [%]
ning
Sulfanilsaure 1 121-57-3 98-102 LOT 106Q1
Sulfanilamid 2 63-74-1 98 LOT D6322C Alfa Aesar GmbH & Co KG; Karls-
Sulfacetamid 3 144-80-9 98 LOT J6817A ruhe, Deutschland
Dapson 4 80-08-0 98 LOT H3388A
Sulfaguanidin 5 57-67-0 | 99, 030K0629 Sigma-Aldrich Chemie GmbH;
Deutschland
. 35762-
Sulfamethazin 6 76-6 99 LOT D7312A Alfa Aesar GmbH & Co KG; Karls-
ruhe, Deutschland
2-Amino-4,6-dimethylpyrimidin 6a 767-15-7 98 LOT J4808A
Sulfisomidin 7 515-64-0 | 98 LGEo1-gL | ABCR GmbH & Co KG, Karlsruhe,
Deutschland
4-Amino-2,6-dimethylpyrimidin 7a 461-98-3 98 LOT 10117648
. Alfa Aesar GmbH & Co KG; Karls-
Sulfadiazin 8 68-35-9 99 LOT F6945A ruhe. Deutschland
2-Aminopyrimidin 8a 109-12-6 98 LOT 10113623
Sulfamerazin 9 127-79-7| 98 | LOT 10108433 | ABCR GmbH & Co KG; Karlsruhe,
Deutschland
2-Amino-4-methylpyrimidin 9% | 108-52-1| 98 | LOT 10000110 | AlfaAesar GmbH & Co KG; Karls-
ruhe, Deutschland
4- 10 121-61-9 98 L FBVO1-BL ABCR GmbH & Co KG; Karlsruhe,

Acetamidobenzenesulfonamid

Deutschland
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Anhang

Tab. A-2: Strukturformeln der Modellsubstanzen

Substanz

Strukturformel

Sulfanilsaure

N Il
Sulfanilamid HZN*H NH,
(o)
i
. < > q
Sulfacetamid e ] N}“
le] CH,
(o)
o)

Dapson

Sulfaguanidin

CHg NH
2
Sulfamethazin | TSN N
HiC S\
CH,
2-Amino-4,6-dimethylpyrimidin | \)N\
HC N N,
HC NH /O
3 / N
— YU
Sulfisomidin Ny N O
he
CH3
HsC = NH,
\
4-Amino-2,6-dimethylpyrimidin NN
CH,
o]
NH*Q—@*NHZ
Sulfadiazin n—{ &
\ /"
4<NH2
2-Aminopyrimidin N=
W,
NH,

Sulfamerazin

Hy N NH N\
@
2-Amino-4-methylpyrimidin
HyC N)\NHZ
HaC
o >:O
4-Acetamidobenzenesulfonamid ; N—Q—QNH
T
o
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Anhang

Tab. A-3: RP-Saulen des HPLC-Methodenscreenings

|2:z-e Poren- :iF;S;: Kohlen-
. . L dc dp Ve Endcap- durch- stoff- Hersteller /
zeich | Saulenname Ober- .
[mm] [mm] | [pm] | [ml] ped messer . gehalt Lieferant
nung. Al flache (%]
[m*/g]
Chromolith Merck KGaA;
S1 100 4.6 1.06 ja 130 300 18 Darmstadt,
Performance
Deutschland
Atlantis . Waters Corp.;
S2 ic1s 100 3 3 0.45 ja 100 330 12 Milford, USA
Hypersil , Thermo Fisher
53 Gold PFP 100 3 3 0.45 ja 175 220 10 Scientific Inc,;
BetaMax . Waltham,
S4 Acid 100 3 5 0.45 ja 60 540 15 USA
YMC-Pack . YMC Europe
S5 Cyano 100 3 3 0.45 ja 120 k. A 7 GmbH; Dins-
YMC-Pack . laken,
56 Pro C18 RS 100 3 3 0.45 Ja 80 kA 22 Deutschland
Phenome- Phenomenex
$7 | nexSynergi | 100 3 4 | 045 ja 80 475 15 Ltf" ﬁSChaf'
MAX-RP enburg,
Deutschland
x-Bridge , Waters Corp.;
S8 Shield RP 18 100 3 3.5 | 0.45 ja 135 185 16.6 Milford, USA
Phenomenex
Gemini . Ltd.; Aschaf-
S9 Hexyl Phenyl 100 3 3 0.45 ja 110 375 14 fenburg,
Deutschland
MicroSolv
Cogent Technology
S10 Bidentate 100 4.6 4 1.06 k. A 100 k. A k. A. Corporation;
C18™ Eatontown,
USA
Tab. A-4: RP-Saulen des UPLC-Methodenscreenings
jenbe Poren- | (L | Ko
. - L d. dp End- durch- lenstoff Hersteller /
zeich | Saulenname Ve [ml] Ober- .
[mm] [mm] | [pm] capped | messer " ge-halt Lieferant
nung Al flache [C%)]
[m?g] °
Thermo Fisher
Hypersil . Scientific Inc,;
S1 Gold 50 2.1 1.9 0.110 ja 175 220 10 Waltham,
USA
sp | BEHShield g 50 7 [ o110 | ja 130 185 17 | Waters Corp.;
RP18 Milford, USA
S3 BEH C18 50 2.1 1.7 0.110 ja 130 185 18 '
YMC- GmbH, Dine
S4 UltraHT Pro 50 2 2 0.100 ja 120 330 17 laken
c18 Deutschland
S5 | BEHPhenyl | 50 | 21 | 1.7 | 0110 | ja 130 185 15 | Waters Corp;
) ) ) Milford, USA
s6 | Zo0axSB- 5o | 59 | 18 | 0110 | nein 80 kA | ka | AglentTech-
CN nologies;
Zorbax . Waldbronn,
S7 Extent-C18 50 2.1 1.8 | 0.110 ja 80 180 Deutschland
Hypersil , Thermo Fisher
58 Gold PFP >0 21 19 | 0110 1a 175 kA 8 Scientific Inc,;
Hypersil ja (hy- Waltham,
S9 Gold aq 50 2.1 1.9 0.110 drophil) 175 k. A k. A. USA
HSS Column . Waters Corp.;
S10 3 50 2.1 1.8 0.110 ja 100 k. A. k. A. Milford, USA
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ing

Retentionsfaktoren des HPLC-Methodenscreeni

Tab. A-5
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Anhang

ing

Retentionsfaktoren des UPLC-Methodenscreen

Tab. A-6
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Anhang

Tab. A-7: Retentionsfaktoren des HPLC-Methodenscreenings mit ASTAR

System ASTAR | VU1 Vu2 vu4 VU5 VU6 Vu7 Vus8 VU9 vu10 | Vu11
YMC_ref_AC_pH5_20| 6.514 | 4588 | 5.634 | 6.306 | 6.958 | 7.153 | 7.213 | 7.417 | 8.185 | 8.375 | 8.130
BetaMax_Ac_pH3_20 | 7.596 | 6.645 | 10.461 | 5.745 | 10.035 | 8.908 | 8.348 | 12.177 | 13.262 | 9.518 | 16.411
Phenyl_Ac_pH3_20 | 5.483 | 4.845 | 6.169 | 4512 | 6.116 | 6.406 | 5937 | 7.531 | 8.285 | 6.546 | 9.304
PFP_Ac_pH3_20 5673 | 5.273 | 4995 | 5.641 | 5932 | 7.491 | 6.450 | 6.623 | 7.182 | 7.177 | 8.341
BetaMax_Me_pH3_45| 4.961 | 3.010 | 6.263 | 3.898 | 7.693 | 7.220 | 5.966 | 8.605 | 9.405 | 7.137 | 11.571
MaxRP_Me_pH9_45 | 8.071 | 7.320 | 4.178 | 9.523 | 8.878 | 9.909 | 8.975 | 8.376 | 9.457 | 10.843 | 10.091
Tab. A-8: Retentionsfaktoren des UPLC-Methodenscreenings mit BAY

System BAY VU1 vu2 vu3 vu4 VU5 VU6 vu7 vus8

Zorbax Extent-C18_A2 | 15.321 | 11.679 | 22.643 | 11.286 | 28.679 | 12.607 | 12.929 | 23.500 | 15.000
Hypersil Gold_A9 14.250 | 11.607 | 17.750 | 14.214 | 23.429 | 11.607 | 14.643 | 17.536 | 13.964
Hypersil Gold_M7 16.250 | 13.607 | 19.750 | 16.214 | 25.429 | 13.607 | 16.643 | 19.536 | 15.964
Hypersil Gold_M9 14.250 | 11.607 | 17.750 | 13.821 | 23.464 | 11.607 | 14.393 | 17.500 | 13.964
BEH Shield RP18_A9 7.857 6.036 | 10.357 | 6.321 17.821 | 5.643 6.964 | 10.500 | 7.464
BEH Shield RP18_M9 13.821 | 11.179 | 17.036 | 14.214 | 25.857 | 11.286 | 14.679 | 17.143 | 13.536

BEH C18_A9 7.857 6.107 | 10.679 | 6.071 16.429 | 5.607 6.643 | 10.500 | 7.500
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Anhang

Tab. A-9: Eingesetzte Substanzen und Eluenten in der Chromatographie

Material

Verwendung

Hersteller / Lieferant

Ammoniumacetat

Herstellung Eluenten bzw. Lésemittel
fir HPLC oder UPLC-Analytik

Merck KGaA; Darmstadt, Deutschland

Ammoniumhydrogencarbonat

Ameisensaure (50 %)

Ammoniaklésung (25 %)

Herstellung Eluenten fur HPLC oder
UPLC-Analytik

Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Deutsch-
land

Merck KGaA; Darmstadt, Deutschland

Eisessig

Herstellung Eluenten und Losemittel fur
HPLC-Analytik

Merck KGaA; Darmstadt, Deutschland

Ammoniumformiat

Herstellung Eluenten fur HPLC-Analytik

Trifluoressigsaure (98 %)

Herstellung Eluenten und Losemittel fur
UPLC-Analytik

Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Deutsch-
land

Wasser aus Millipore Anlage

Herstellung Eluenten und Losemittel fur
HPLC-Analytik

Millipore Corporation; Billericay, USA

Wasser ULC/MS

Herstellung Eluenten und Losemittel fur

Biosolve B.V.; Valkenswaard, Niederlan-

UPLC-Analytik de
Acetonitril Chromasolv® fiir Flissig- Herstellung Eluenten und Losemittel fir | Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Deutsch-
keitschromatographie HPLC-Analytik land

Acetonitril LC-MS

Herstellung Eluenten und Losemittel fur
UPLC-Analytik

Biosolve B.V.; Valkenswaard, Niederlan-
de

LiChrosolv®, Methanol fur Flissig-
keitschromatographie

Herstellung Eluenten und Losemittel fur
HPLC-Analytik

Merck KGaA; Darmstadt, Deutschland

Methanol absolute ULC/MS

Herstellung Eluenten und Losemittel fur
UPLC-Analytik

Biosolve B.V.; Valkenswaard, Niederlan-
de

Folsaure Dihydrat

Referenzsubstanz fir die exakte Masse-
bestimmung mit der UPLC-DAD-MS
Anlage

Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Deutsch-
land

Tab. A-10: Eingesetzte Substanzen fiir den Stresstest

Material

Hersteller / Lieferant

2,2"-Azobis-(2-aminopropan) (ABAP)

2,2"-Azobisisobutyronitril (AIBN)

Rose Bengale

Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Deutschland

Eisen(lll)-Acetylacetonat

ABCR GmbH & Co KG; Karlsruhe, Deutschland

Kupfer(ll)-Acetylacetonat

Alfa Aesar GmbH & Co KG; Karlsruhe, Deutschland

Wasserstoffperoxid

Eisen(lll)- Chlorid-Hexahydrat

Kupfer(ll)nitrat Trihydrat

Merck KGaA; Darmstadt, Deutschland

Tween® 80

Merck Schuchardt OHG; Hohenbrunn, Deutschland
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Tab. A-11: Verwendete Gerate

Gerat

Typ

Hersteller/ Lieferant

Saulenofen und Schaltventil fiir die Screeninglaufe

Externer Saulenofen

Jetstream 2

VDS Optilab Chromatographietechnik
GmbH; Berlin, Deutschland

Motorschaltventil

LATEK-HMV-6-DUO

LATEK; Eppelheim, Deutschland

HPLC-DAD-Anlag

e fiir das HPLC-Methodenscreening mit den Sulfonamiden

HPLC 1100 Serie
Dioden-Array-Detektor G1315A
Autosampler / Thermostat G1329A/G13308B
Bindre Pumpe G1312A
Micro Vacuum Degaser G1379A

Agilent Technologies; Waldbronn,
Deutschland

HPLC-DAD-MS-Anlage fiir das HPLC-Methodenscreening mit ASTAR und den Stresstest

Agilent Technologies; Waldbronn,
Deutschland

HPLC 1100 Serie
Autosampler G1313A
HPLC 1200 Serie
Dioden-Array G1315B
Quarterndre Pumpe G1311A
Micro Vacuum Degaser G1322A
Massenspektrometer (TOF-MS) Micromass LCT

Waters Corp.; Milford, USA

UPLC-DAD-MS-Anlage fiir das UPLC-Methodenscreening mit den Sulfonamiden, BAY und den Stresstests

Acquity™ UPLC System

Dioden Array Detektor

PDA Manager

Saulenofen mit Schaltventil

Column Manager

Temperierbarer Autosampler

Sample Manager

Binare Pumpe mit Degaser

Binary Solvent Manager

Massenspektrometer (TOF-MS)

LCT Premier XE

Waters Corp.; Milford, USA

Lock Spray Pumpe

Rheos 2200

Flux Instruments AG; Reinach, Schweiz

Sonstige verwendete Gerate

Zentrifuge Labofuge A Heraeus; Disseldorf, Deutschland
Lichtschrank (Photostabilitatstest- Votsch Industrietechnik; Balingen,
VP 500-L
schrank) Deutschland

Laborschittler KS 501 Digital IKA-Werke GmbH & Co.; Staufen,

Deutschland

Ultraschallbad

Bandelin Sonorex Super RK 510 H

Schalltec GmbH & Co.; Morfelden-
Walldorf, Deutschland

Einkanal Eppendorfpipetten

Research Pro

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH;
Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Analysenwaage

AT261

Mikrowaage

MT 5

Mettler-Toledo GmbH; Greifensee,
Schweiz

Labor-pH-Meter

765 Calimatic®

Knick Elektronische Messgerate
GmbH & Co. KG; Deutschland

pH-Elektrode

Sen Tix 61

WTW Wissenschaftlich-Technische
Werkstatten GmbH; Weilheim, Deutsch-
land
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Tab. A-12: Verwendete Software

Software

Anwendung

ACD/pKa DB Version 9.03 (ACD/Labs)

Bestimmung der pKs-Werte der Sulfonamide

Empower 2 (Waters)

HPLC-Methodenscreening der Sulfonamide

MassLynx Version 4.1 (Waters)

HPLC-Methodenscreening von ASTAR, UPLC-Methodenscreening
Sulfonamide und BAY und Analyse der Stresstests

QuanLynx (MassLynx Plug-in)

Auswertung der MS-Daten

Metabolynx (MassLynx Plug-in)

Auswertung des Stresstests mit BAY

R Version 2.7.1

Chemometrische Auswertung

WinEdit

Editor fur R
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