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IGF-Nr.: 14842 N Laufzeit: 01.08.2006 — 30.04.2009

Thema: Methodische Weiterentwicklung und Anwendung der quantitativen
NMR-Spektroskopie fiir die pharmazeutische Analytik von Arzneistof-
fen

Zusammenfassung

Um die Qualitéit eines Arzneistoffs sicherzustellen, ist es heute aufgrund der Globalisierung der
Markte und des REACH-Systems von umso grofter Bedeutung, orthogonale Methoden zur Qua-
litétskontrolle einzusetzen. Zu den etablierten Routineverfahren wie HPLC und GC ist die quan-
titative NMR (QNMR) eine solche Methode. Die allgemeine Anwendung der gNMR als Verfah-
ren mittels eines internen Standrads ist jedoch limitiert (Losungsmittelprobleme, komplexe Viel-
linienspektren des Analyten). Eine Losung dieses Problems wiirde hier die Méglichkeit der An-
wendung der externen Standardisierung sowie der ERETIC-Technik (Electronic Reference to
access in vivo concentrations) bringen.

Bei der Bearbeitung des Projekts zeigte sich, dass die patentierte und vom Hersteller vertriebene
ERETIC-Technik mit Einspeisung des elektronischen Kalibriersignals iiber die C13-Spule nicht
ausreichend robust ist. Die Weiterentwicklung der ERETIC-Technik iiber die Einspeisung direkt
in den Protonen-Empfénger lieferte hingegen ein geeignetes, ausreichend robustes Verfahren. An
insgesamt 4 ausgesuchten, flir die pharmazeutische Analytik relevanten Arzneistoffen (Coder-
gocrinmesilat, Clomifencitrat, Flupentixoldihydrochlorid und Atracuriumbesilat) wurde die met-
rologische Qualitét, und damit die Eignung fir die pharmazeutische Analytik, der quantitativen
hochauflésenden 'H- und beispielhaft auch der "’F-NMR untersucht. Bei allen Substanzen wur-
den die im Rahmen des Projekts an die gNMR gestellten Forderungen (Messunsicherheit < 2 %)
erfillt. Zur Gewéhrleistung der Robustheit der Methode wurden verschiedenste Einflussgrofien
wie Temperatur, Abstimmen des Probenkopfes, Optimieren der spektralen Auflosung, Analyt-
Konzentration, Magnetfeldstirken, NMR-Rohrchen-Qualitéiten, usw. systematisch evaluiert und
optimale Messbedingungen festgehalten. Jedoch erforderte diese Weiterentwicklung einen nicht
unerheblichen Zeitaufwand, so dass die im Projektantrag vorgesehenen Studien zur 2D-NMR,
Organisation eines Ringversuches sowie die Evaluierung von Computermethoden fiir die auto-
matische Auswertung von NMR-Spektren mit zeitlich nicht mehr méglich waren.

Aufgrund der aktuellen Situation Ende 2007 (800 Patienten in Amerika an schweren Nebenwir-
kungen erkrankt) wurde zusétzlich die Substanzklasse der Heparine mit ins Programm aufge-
nommen. Hier wurde ein NMR-Verfahren entwickelt, mit dem erstmalig der erfolgreiche Nach-
weis und die erfolgreiche Quantifizierung von iibersulfatiertem Chondroitinsulfat und Dermatan-
sulfat in Heparin akurat und préizise moglich ist. Parallel dazu wurden erfolgreich orthogonale
CE- und HPLC-Verfahren erarbeitet, um die NMR-Ergebnisse in ihrer Richtigkeit zu unterstiit-
zen.

Somit steht den klein- und mittelstindigen Herstellern von Arzneimitteln mit der QNMR bei
Anwendung der ERETIC-Technik ein universelles Verfahren zur Verfiigung, mit dem sie norm-
konform die Qualitdt ihrer Arzneistoffe mit Hilfe zweier orthogonaler Verfahren kontrollieren
konnen. Dieses fiihrt zu einer effizienteren Qualitéitskontrolle ihrer Produkte. Ferner kann dieses
Verfahren als Referenzverfahren eingesetzt werden, um die vorhandenen, routinemiBig einge-
setzten chromatographischen Verfahren in den kmUs zu kalibrieren, zu verbessern und evtl. neue
Anwendungsfelder zu eréffnen. Somit erfahren auch diejenigen kmU einen Wettbewerbsvorteil,
die kein NMR-Spektrometer besitzen bzw. sich leisten kénnen. Dienstleister, die die ERETIC-
Technik zur quantitativen Anwendung der NMR mit in ihr Repertoire aufnehmen, sparen an
Kosten fiir Beschaffung und Lagerung von priméren und sekundiren Referenzsubstanzen.

Die Bewertung des Projekts lautet daher:

»Das Ziel des Vorhabens wurde zum Teil erreicht.*
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1 Motivation und Problemstellung

Zum Schutze der Verbraucher werden an Arzneimittel strenge Anforderungen hinsichtlich
Qualitit, Wirksamkeit und Unbedenklichkeit gestellt. In Deutschland werden diese durch das
deutsche Arzneimittelgesetz (AMG) festgelegt [1] und mit Hilfe der in den Europdischen
Arzneibiichern (Ph. Eur.) definierten Methoden iiberpriift. Dabei erfolgt die Bestimmung der
Reinheit und der Art der Inhaltsstoffe generell mit chromatographischen Methoden, wie
Hochleistungs-Fliissig-Chromatographie (HPLC) oder Gaschromatographie (GC). Diese in
den Arzneibiichern beschriebenen Methoden sind jedoch stetes auf einen bestimmten, meist
den zum Zeitpunkt der Zulassung géngigen Syntheseweg des Arzneistoffes abgestimmt. Wird
der Herstellungsweg spéter verdndert, ist zwar seine Zulassung nicht in Frage gestellt, es kann
aber dennoch ein verdndertes Verunreinigungsprofil auftreten, was dann méglicherweise
erhebliche Probleme bei der Qualititskontrolle nach sich zieht. Der Nachweis neuer
Verunreinigungen ist im Rahmen der routinemiBigen Qualitiitskontrolle nach Ph. Eur. dann
nicht mehr sichergestellt. Diese Problematik spielt vor allem bei fermentativ hergestellten
Arzneistoffen wie z. B. Aminoglykosid- und Makrolid-Antibiotika eine entscheidende Rolle.
Hier konnen bereits geringste Verdnderungen im Herstellungs- oder Aufreinigungsprozess die
Zusammensetzung des Arzneistoffes erheblich beeinflussen. Die in den Arzneibiichern
beschriebenen Evaluationsmethoden sind hiufig selbst bei gleich bleibender Qualitit nur
teilweise geeignet, diese zu kontrollieren. Noch viel schwieriger ist es, suboptimale Produkte
quantitativ zu charakterisieren. Hinzu kommt, dass aufgrund der Globalisierung der Mirkte
Arzneistoffe nur noch selten von der Firma hergestellt werden, die die Substanz erstmals auf
den Markt gebracht hat. So werden z. B. ca. 80 % aller Antibiotika vor allem in Indien und
China hergestellt. Nicht immer werden in diesen Lindern die in Europa geltenden
Qualitétsstandards eingehalten. Auch die Audits der europiischen Zulassungsbehdrden sind
keine Garantie fiir eine gleich bleibende Qualitit, da die Uberpriifingen natiirlich nur
punktuell durchgefiihrt werden kénnen.

Dies betrifft vor allem klein- und mittelsténdische Hersteller von Arzneimitteln (kmUs), die
aufgrund ihrer Laborausstattung fiir die Qualitétskontrolle ihrer Arzneistoffe im Allgemeinen
nur chromatographische Verfahren einsetzen kénnen. Sie sind somit nicht in der Lage, z. B.
aufgrund eines abweichenden Herstellungs- bzw. Aufreinigungsprozesses eingetretene
Verdnderungen in der Zusammensetzung ihrer zugelieferten Rohstoffe zu erkennen. Dies

fihrt immer wieder zu Fehlproduktionen und Kundenreklamationen. In Diskussionen mit
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kmUs, die solche Arzneimittel herstellen, stellte sich heraus, dass man mit den dort_etab]ienen
chromatographischen Verfahren in vielen Fillen prinzipiell iiberhaupt nicht in der Lage ist,
alle mit Hilfe der heute meist noch viel aufwindigeren spektroskopischen Methoden durchaus
identifizierbaren Nebenkomponenten z.B. fermentativ hergestellter Arzneistoffe zu
detektieren. Diesem Fehlen geeigneter Analysenverfahren stehen jedoch die immer strengen
Richtlinien zum Schutz der Verbraucher gegeniiber. Damit ist es den klein- und
mittelstdndischen Herstellern auch nicht moglich, den strengen Auflagen des 2003 europaweit
in Kraft getretenen REACH-Systems akkurat nachzukommen, das die zentrale Erfassung von
chemischen Substanzen mit einem jéhrlichen Umsatz von mehr als 10 Tonnen regelt [2].
Denn hierfiir ist eine genaue Charakterisierung auch aller darin vorliegenden Nebenprodukte
notwendig. Dies fiihrt zu einem deutlich Wettbewerbsnachteil fiir die kmUs.

Um die Qualitit eines Arzneistoffes und damit auch die der hieraus hergestellten Arzneimittel
sicherzustellen, ist es somit erforderlich, im Rahmen der Qualitiitskontrolle zusitzlich zur
Chromatographie so genannte ,,orthogonale* Methoden einzusetzen. Hierbei handelt es sich
um Methoden, die sich in ihrer Funktionsweise von der Chromatographie unterscheiden, d. h.
deren Ergebnisse unabhéngig voneinander sind.

Die Kernresonanz-Spektroskopie (NMR) gehort zu den wichtigsten spektroskopischen
Methoden zur Strukturaufklérung in der analytischen Chemie. Selbst geringste Anderungen in
der chemischen Struktur sind mit ihr erkennbar. Daher wird sie in jedem forschenden Labor,
aber auch bei Herstellern von chemischen Substanzen routinemiBig zur Strukturaufklirung
und qualitativen Kontrolle eingesetzt. Auch in der pharmazeutischen Analytik wird die NMR-
Spektroskopie zur Charakterisierung rege verwendet und ist ferner fester Bestandteil von
Validierungsprotokollen fiir pharmazeutische Produkte. Die NMR-Spektroskopie liefert
dartiber hinaus auch quantitative Aussagen. Bei Verwendung einer Referenzsubstanz mit
bekanntem Reinheitsgrad konnen AbsolutgréBen wie Gehalt, Reinheit oder Konzentration
bestimmt werden. Vor allem in den letzten Jahren stieg die Zahl der Anwendungen der
quantitativen NMR-Spektroskopie (QNMR) in der chemischen, vor allem aber in der
pharmazeutischen Analytik drastisch an. Dies liegt u. a. daran, dass mit heutigen modernen
NMR-Spektrometern aufgrund der hohen Magnetfeldstirken und der homogenen
Magnetfelder Nachweisgrenzen und Messunsicherheiten erreicht werden, die den
Anforderungen der chemischen und pharmazeutischen Analytik entsprechen. Dieses konnte
im vorangegangenen AiF-Vorhaben (AiF-Projekt Nr. 13843) bei der Gehaltsbestimmung von
pharmazeutischen Referenzsubstanzen mittels gNMR durch Interne Standardisierung

eindeutig gezeigt werden. Im Vergleich zu den bisher routineméBig eingesetzten Methoden
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bietet die qNMR die Vorteile, dass (i) sie orthogonal zu chromatographischen Verfahren ist,
(ii) verschiedene Substanzen keine unterschiedlichen Responsefaktoren aufweisen (die durch
Integration bestimmte Signalflédche ist direkt proportional zur Anzahl der vorliegenden
Molekiile) und (iii) die Richtigkeit der Analysewerte durch die Riickfithrung der Ergebnisse
auf SI-Einheiten gewéhrleistet ist (Prinzip der ,,priméren Methoden® [3]). Die Ergebnisse des
AiF-Projektes 13843 zeigten jedoch auch, dass eine Vielzahl von Referenzsubstanzen
notwendig ist, um fiir die Analyse eines jeden Arzneistoffes einen geeigneten Internen
Standard einsetzen zu konnen. Wechselwirkungen zwischen Analyt und Standard,
Uberlagerungen von Resonanzsignalen im Spektrum, aber auch das Problem eines geeigneten
Losungsmittels, in dem Analyt und Standard gleichermaBen 16slich sind, behindern die
universelle Anwendung dieses ansonsten exzellenten Verfahrens zur Reinheitsbestimmung.
Eine Moglichkeit, um diese Probleme zu 18sen, ist die getrennte NMR-Messung von Analyt
und Standard. Dieses Verfahren wird als Externe Standardisierung bezeichnet. Hier kommt es
zu keinen Interaktionen zwischen beiden, und auch das Problem der Uberlagerungen von
Analyt- und Standard-Resonanzsignalen ist nicht mehr gegeben. Dadurch kann die Anzahl der
notwendigen Referenzsubstanzen auf ein Minimum reduziert werden. Das Problem ist dann
jedoch zu gewéhrleisten, dass die Signalintensitéiten der beiden nun unabhingig voneinander
aufgenommenen NMR-Spektren dennoch direkt miteinander verglichen werden diirfen.
Dieser Aspekt hat bisher die routinemiBige praktische Anwendung der Externen
Standardisierung weitestgehend verhindert, im Bereich der Arzneimittel und -stoffe ist diese
Anwendung der qgNMR sogar ginzlich unbekannt.

Optimal wire es, wenn man den Vorteil der Internen Standardisierung (Vergleich der
Signalintensitéten innerhalb nur eines einzigen Spektrums) mit den Vorteilen der Externen
Standardisierung (keine Wechselwirkungen und Signaliiberlagerungen zwischen Analyt- und
Standard-Signalen) kombinieren koénnte. Mit der Einfiilhrung der ERETIC-Technik
(Electronic Reference To Access In Vivo Concentrations) im Jahr 1998 scheint ein wichtiger
Schritt in diese Richtung erfolgt zu sein [4-6]. Durch die Verwendung eines elektronischen
Kalibriersignals, welches in Intensitit, Linienbreite und Signallage beliebig an das NMR-
Spektrum des Analyten angepasst werden kann, besteht vollige Handlungsfreiheit fiir die
quantitative Auswertung. Bei diesem hochst innovativen Ansatz werden die Signalintensitéten
von Analyt- und Standardlosung auf das Kalibriersignal jeweils intern referenziert. Der
Abgleich zwischen den beiden Spektren erfolgt mittels des ERETIC-Signals, welches bei
beiden Messungen in gleicher Art und Weise eingestrahlt wurde. Die in der Literatur

beschriebenen Standardabweichungen dieser Technik von ca. 1 % sind fiir die
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pharmazeutische Analytik grundsitzlich akzeptabel. Eine umfangreiche Evaluierung dieser
Technik fiir die Charakterisierung von Arzneistoffen steht jedoch noch aus.

Mit der erfolgreichen Etablierung der ERETIC-Technik fiir die pharmazeutische Analytik von
Arzneistoffen wiren die klein- und mittelstindischen Hersteller von Arzneimitteln somit bei
ihrer Qualitétskontrolle erstmals in der Lage, Abweichungen in der Zusammensetzung der
Arzneistoffe, hervorgerufen z. B. durch Anderungen des Herstellungs- oder Aufbereitungs-
prozesses, nicht nur vage festzustellen, sondern sogar zu quantifizieren. Ebenso kdnnten sie
damit normkonform ihre Arzneistoffe mittels zweier voneinander unabhingiger Verfahren

charakterisieren.

2 Grundlagen der quantitativen NMR

Die Kernresonanzspektroskopie (NMR) ist eine der wichtigsten und am weitesten verbreiteten
Methoden zur Strukturaufklirung von fliissigen oder gelosten Substanzen. Ihre
ausgezeichneten selektiven Féhigkeiten in der Strukturanalytik haben sie in fast jedem
forschenden chemischen Labor unabkémmlich gemacht. Dariiber hinaus entwickelt sich die
hochaufldsende 'H-NMR-Spektroskopie immer mehr zu einer unverzichtbaren Methode auch
fiir die quantitative Analytik, vor allem im pharmazeutischen Bereich. Die gegenwirtigen
Applikationen der gNMR-Spektroskopie in der pharmazeutischen Analytik sind in einer Serie
von Ubersichtsartikeln [7-9] dargestellt worden. Dabei z#hlt die Gehaltsbestimmung von
Natur- und Arzneistoffen zu den wichtigsten Anwendungen der gNMR im Pharmabereich.
Bei der 'H-NMR-Spektroskopie werden selektiv alle Protonen der zu untersuchenden
Probenldsung mittels eines Radiofrequenz-Impulses angeregt. Das daraus resultierende NMR-
Spektrum zeigt eine Vielzahl an Resonanzlinien, die aufgrund der unterschiedlichen
chemischen Umgebungen der einzelnen Protonen innerhalb eines Molekiils (also einer
Substanz) verschiedene chemische Verschiebungen im Spektrum aufweisen. Die normierte
Intensitét eines jeden Signals (Fliche eines Signals unter Beriicksichtigung der Anzahl der
Protonen der zu diesem Signal zugehérigen Struktureinheit) ist dabei direkt proportional zur
Stoffmenge der Substanz in der Probe. Umso mehr ist es von groBer Bedeutung, dass die
Responsefaktoren fiir alle Signale innerhalb eines Spektrums, und damit auch fiir alle
Substanzen, identisch sind [12]. Daraus ergibt sich einer der wichtigsten Vorteile der qNMR
gegeniiber chromatographischen Methoden: Aus dem normierten Intensitéitsverhiltnis zweier
Resonanzsignale, die jeweils zu einer Substanz A bzw. B gehéren, kann direkt und ohne
Kalibrierung das Stoffmengenverhiltnis der beiden Substanzen berechnet werden. Diese
8



Tatsache ist die Grundlage aller quantitativen Messungen. In anderen Worten: Die NMR ist
zwar intrinsisch quantitativ, das Spektrum aber liefert nur relative Aussagen, wie z. B. die

Bestimmung von Stoffmengenanteilen oder —fraktionen.

Um so genannte Absolutgroflen wie Gehalt, Reinheit oder Konzentration mit der NMR-
Spektroskopie zu bestimmen, muss eine Kalibrierung mittels einer Referenzsubstanz erfolgen.
Da die Methode jedoch wie erldutert linear ist, reicht eine Ein-Punkt-Kalibrierung aus, d. h.
eine komplette Kalibrierkurve ist hierfiir nicht notwendig. Dieser Standard kann entweder
direkt zu der zu untersuchenden Probensubstanz dazu gewogen werden (Interner Standard)
oder aber separat gemessen werden. Letzteres wird als Externe Standardisierung bezeichnet.
Generell hat sich die Anwendung der Internen Standardisierung bei der gNMR durchgesetzt,
da sie von der Handhabung und vom Zeitaufwand (nur eine Messung) deutlich einfacher zu
praktizieren ist. Umfangreiche Evaluierungsstudien der qNMR bei Verwendung eines
Internen Standards zu Gehalts- und Reinheitsbestimmungen belegen, dass das Verfahren
linear, robust, spezifisch und selektiv ist [8,10,11]. Die dabei ermittelten Messunsicherheiten
von maximal 1 % sind vergleichbar mit denen der heute routinemiBig angewendeten
Verfahren der Chromatographie. Fiir pharmazeutische Referenzmaterialen konnte im AiF-
Projekt Nr. 13843 erfolgreich der Nachweis erbracht werden, dass die gNMR die strengen
Richtlinien der pharmazeutischen Analytik hinsichtlich Priizision und Richtigkeit prinzipiell
erfillt. Dieses Projekt zeigte aber auch die Grenzen der Internen Standardisierung auf.
Speziell bei komplizierten Molekiilen erhilt man sehr linienreiche und komplexe 'H-NMR-
Spektren, bei denen trotz der i. A. sehr guten Auflésung die Auswahl eines geeigneten
Internen Standards schwierig ist. So sind bei der Wahl einer geeigneten Referenzsubstanz
Uberlagerungen der auszuwertenden Signale von Analyt und Standard im Spektrum zu
vermeiden. AuBlerdem ist ein Losungsmittel notwendig, in dem sich die Probe ohne
Wechselwirkungen mit dem Standard 16sen lasst. Es ist also fiir die Interne Standardisierung
eine Vielzahl an Referenzsubstanzen zu bevorraten, um je nach Analysenprobe einen
geeigneten Standard einsetzen zu konnen. Ebenso kann dieses Verfahren nicht angewendet
werden, wenn eine Kontamination der Analysenprobe vermieden werden soll. Abhilfe liefert

hier die Anwendung der Externen Standardisierung.

2.1 Externe Standardisierung

Bei der Verwendung eines Externen Standards zur Gehaltsbestimmung mittels gNMR werden
zwei Losungen hergestellt, eine mit der zu untersuchenden Probe, die andere mit der
Referenzsubstanz. Man kann zwischen zwei Vorgehensweisen der Externen Standardisierung
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unterscheiden. Im ersten Fall werden die Probe- und Standardlésung in je ein NMR-Réhrchen
tiberfiihrt und anschliefend separat gemessen. Dabei ist es von grofler Bedeutung, dass beide
Spektren unter identischen Bedingungen aufgenommen werden. Darunter ist zu verstehen,
dass fiir beide Proben die Abstimmung des Probenkopfes in #hnlicher Weise erfolgt und die
gleichen Aufnahmeparameter verwendet werden. Bei der zweiten Variante wird eine mit einer

Standardlésung gefiillte Kapillare im Messréhrchen platziert (Abbildung 2-1).

Kalibrierlésung

N\
Ce==

Referenzlosung

Abbildung 2-1: Schema eines Messrohrehens, das mit einer Kapillare fiir den Externen Standard versehen ist.

Diese Option hat im Gegensatz zur ersten Variante den Vorteil, dass nur ein Spektrum
aufgenommen werden muss. Hingegen kann hierbei das Problem einer méglichen
Uberlagerung der Resonanzlinien von Analyt und Standard nicht behoben werden. Aus
diesem Grund wird generell bei der QNMR mittels eines Externen Standards die Variante 1
angewendet. Die Tatsache, dass nur mit dieser Variante alle oben beschrieben Probleme der
Internen Standardisierung behoben werden kénnen, macht diese Methode so attraktiv, dass
der damit verbundene doppelte Zeitaufwand zur Aufnahme von zwei Spektren (Probe und
Standard) gerne in Kauf genommen wird. In der Literatur finden sich dennoch nur wenige
praktische Anwendungsbeispiele [12,13]. Dies liegt u. a. daran, dass der Vergleich der
Intensitéten zweier Spektren, auch wenn sie mit identischen Aufnahmeparametern gemessen
wurden, nicht trivial ist. Einflussgrofien wie z. B. die Abstimmung des Probenkopfes auf die
jeweilige Probe, die Qualitdt der verwendeten NMR-R&hrchen [14] oder unterschiedliche
Losungsmittel kénnen bei Nichtbeachtung zu Fehlern bei der Quantifizierung fiihren.

2.2 ERETIC-Methode

Als alternative Methode zu den Externen Standards wurde 1998 das ERETIC-Verfahren
(Electronic Reference To Access In Vivo Concentrations) [4,5] publiziert. Diese Technik
basiert im Prinzip auf der Verwendung eines Internen Standards. In diesem Fall wird jedoch
der chemische Standard durch ein elektronisch erzeugtes Signal ersetzt, welches beliebig im

Spektrum platziert werden kann. Somit kann es zu keinen Uberlagerungen mit den
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Resonanzlinien der Analysensubstanz oder zu Wechselwirkungen kommen. Durch Wahl der
Parameter kann die Intensitdt und die Linienbreite des ERETIC-Signals an die iibrigen
Signale im Spekirum angepasst werden. Dieses elektronisch erzeugte Signal muss jedoch
ebenfalls kalibriert werden. Hierzu ist ein Externer Standard notwendig, gegen den das
ERETIC-Signal unter identischen Aufnahmeparametern méglichst zeitnah kalibriert wird.
Somit kann man dieses Verfahren als Kombination beider Standardisierungsvarianten
ansehen, bei der man sich der Vorteile beider Methoden bedient. Zurzeit befindet sich die
ERETIC-Technik bei der Fa. Bruker im Versuchsstadium und erlaubt gegenwirtig
Langzeitstabilitdten von ca. 1-3 %.

Die physikalische Funktionsweise der ERETIC-Technik kann vereinfacht wie folgt
beschrieben werden: In einem Frequenzgenerator wird ein sinusformiges Hochfrequenz-
Signal erzeugt, welches mit einem ebenfalls in einem Frequenzgenerator erzeugten
Niederfrequenzsignal (exponentiell abfallend) multipliziert wird. Diese kiinstlich erzeugte,
zeitlich abfallende Sinusschwingung entspricht der NMR-Response eines simulierten Kerns.
Man spricht daher auch von einem pseudo-FID (Free Induction Decay, freier
Induktionsabfall). Dieses Signal wird anschlieBend wihrend der Aufnahmezeit dem
eigentlichen Responsesignal der Probe iiberlagert. Bei der in der Literatur beschriebenen und
bisher verwendeten Konfiguration wird das ERETIC-Signal iiber die 13C-Spule: des
Probenkopfes eingestrahlt und anschliefend zusammen mit den Protonensignalen der Probe

tiber die Protonenspule empfangen (Abbildung 2-2).
1 H 13C

- ERETIC
< J <>l 13C @ : Oszilloskop

> H

Abbildung 2-2: Original ERETIC-Konfiguration,

Diese Konfiguration weist jedoch einige Probleme auf:
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o Die C-Spule ist bauartbedingt auf das Senden von '*C-Signalen (hier 100 MHz)
ausgelegt und kann somit nicht auf die Protonenfrequenz von hier 400 MHz des
ERETIC-Signals abgestimmt werden.

o Das ERETIC-Signal wird iiber den Probenkopf gesendet und ist deshalb von allen
Komponenten der Messanordnung (Probe, Probenkopf, Probenrohr) abhiingig. Das hat
den Vorteil, dass Einfliisse, die das gesamte Messsystem beeintréichtigen, in gleichem
Malfle das ERETIC-Signal und die Analytsignale betreffen, aber den Nachteil, dass

mehr Fehlerquellen bestehen.

Die Gehaltsbestimmung bei Anwendung der ERETIC-Technik erfolgt in #hnlicher Weise wie
bei der Externen Standardisierung. Mittels einer Ein-Punkt-Kalibrierung gegen einen
Externen Standard wird zuerst fiir eine festgelegte Intensitét des ERETIC-Signals (definiert
durch entsprechende Impulsleistung des ERETIC-Senders) ein simulierter Kerngehalt

bestimmt:
— IERE'I'IC N.S‘rd
Reperie = K '?'m (1)
RERETIC: Simulierter Kerngehalt in mol-g
Ky Festgelegter Gehalt eines Kalibrierstandards g-g”
I Intensitét
Nsua: Anzahl der Protonen, die der Struktureinheit des

herangezogenen Signals zuzuordnen ist
Mgy Molare Masse des Standards
Anschliefend wird die Analysenprobe unter denselben Aufnahmebedingungen wie zum
Zeitpunkt der Kalibrierung gemessen. Mit Hilfe folgender Gleichung kann dann der Gehalt

jeder Komponente in der Probe anhand eines ausreichend selektiven Signals bestimmt

werden:
1 M
K, = ngpepye - —2 'N_A 2
ERETIC A
Ky Gehalt des Analyten in der Probe in g-g”
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3 Methodenentwicklung und Evaluierung von ERETIC

Ausgangspunkt dieses Projekt waren Probleme, die bei der Internen Standardisierung fiir
quantitative NMR-Messungen im vorangegangenen AiF-Vorhaben 13843 deutlich geworden
waren. Um diese zu 16sen, sollte die Anwendbarkeit der 1998 verdffentlichten ERETIC-
Technik fiir die pharmazeutische Analytik untersucht werden. Eine systematische Evaluierung
sollte die Robustheit und die Messunsicherheit dieser Methode bestimmen. Mit Hilfe von
gravimetrisch hergestellten Modellosungen wurden die wichtigsten Einflussgréfien wie z. B.
Temperatur, Qualitdt der NMR-R&hrchen, Konzentration, Abstimmung des Probenkopfes
sowie Variation des Analyten bei Beibehaltung der Kalibriersubstanz untersucht und auf ihren
Einfluss auf die Richtigkeit der Analysenergebnisse bewertet. Im Verlaufe des Projektes
zeigte jedoch die systematische Evaluierung, dass die ERETIC-Technik, so wie sie von der
Fa. Bruker verkauft wird und in der Literatur publiziert ist, tatsichlich nicht robust ist. So
verursachen z. B. schon Anderungen der Analytkonzentration oder ein Wechsel des Analyten
falsche Resultate. Ebenso ist die duflerst sorgfiltige Abstimmung des Probenkopfes an die
jeweilige Messprobe ein Muss fiir korrekte Messergebnisse. Dieser Parameter ist jedoch in
der Praxis nie so exakt einstellbar. Aus diesem Grunde wurden in Zusammenarbeit mit der
Herstellerfirma Bruker BioSpin zwei weitere Varianten entwickelt, die der
Originalkonfiguration im Rahmen der Evaluierung gegeniibergestellt wurden. Bei der Version
1HV1 wird das ERETIC-Signal unter Umgehung aller Spulen direkt in den Empfinger
eingekoppelt,

I3

40dB [~ ERETIC

Abbildung 3-1: Uberarbeitete ERETIC-Konfiguration (1HV1).
wihrend bei Version 1HV2 das ERETIC-Signal iiber die Protonenspule des Probenkopfes

gesendet und empfangen wird.
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3

Abbildung 3-2: ERETIC-Konfiguration (1HV2).

@ ERETIC
N

A 4

<! ;—><>1H

Im Verlauf des Projektes zeigte die Evaluierung der drei Varianten, dass nur die
Konfiguration 1HV1 (Einspeisung des ERETIC-Signals direkt in den Empfinger) die
notwendige Robustheit aufweist, die es fiir einen spiteren Routinebetrieb benétigt. Die mit
dieser Methode erreichte Messunsicherheit von 1 %, bestimmt durch Mehrfachmessungen an
verschiedenen Modelllosungen, ist akzeptabel fiir die pharmazeutische Analytik von
Arzneistoffen. Im Folgenden werden die Ergebnisse detailliert dargestellt und diskutiert.

3.1 Experimentelle Parameter

Alle Messungen wurden, sofern nicht anders beschrieben, an einem Bruker DMX 400
Spektrometer (By=9,4 T; (‘H) = 400,13 MHz) mit einem tbi-Probenkopf (Inverser Triple-
Breitband-Probenkopf) bei Temperierung auf 303 K durchgefiihrt.

Die Versuche zur Variation der Impulszeit p1 wurden untemperiert mit folgenden Parametern
durchgefiihrt: ns =4; td = 16 k; sw=5 ppm; aq =4 s; d1 =60 s; rg = 256; pll = 5,0 dB. Die
Impulszeit pl wurde von 7,5 ps bis 11,5 ps in 0,1 us Schritten variiert. Als Probe fand eine
entgaste und zugeschmolzene Standardprobe von 3 % CHCl; und 0,2 % TMS in Aceton-dg
mit einer longitudinalen Relaxationszeit (7;) von 187,3 s (nach inversion recovery bestimmt)
Verwendung.

Die Versuche zur Reproduzierbarkeit der Spektrenbearbeitung wurden anhand der
temperierten Langzeitversuche der Originalkonfiguration und der Konfiguration 1HV1
durchgefiihrt (siehe unten).

Die Parameter bei der Untersuchung auf Abhingigkeit von der Qualitit des verwendeten
Rohrchens lauteten: ns=8; td=64k; sw=16ppm; aq=3,4s; dl=60s; rg=64;
pl12=10dB; pl =2,33 ps; pll =2,9dB; 02=-1 ppm. Bei der Variation der ERETIC-
Impulsleistung wurde pl12 entsprechend der in der Auswertungstabelle angegebenen Werte

variiert.
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Die erste Untersuchung zur Langzeitstabilitit wurde noch ohne Temperierung und mit
folgenden Parametern durchgefiihrt: ns=16; td =64 k; sw=16 ppm; aq=5s; d1 =120s;
1g=64; pll12=3dB; pl=9,0ps; pll=50dB; 02=-1ppm. Die darauf folgenden
Langzeituntersuchungen wurden mit den Parametern: ns=38; td=128k; sw=16 ppm;
aq=10s; dl=60s; 1g=64, pli2=3dB; pl=9,0pus; pll=5,0dB; o02=-1ppm
durchgefithrt. Dadurch konnte die Dauer einer Messung von 30 min auf 10 min gesenkt
werden. Bei allen Messungen unter Temperierung hatten die Proben 10 min Zeit, um die
Temperatur auf 303 K anzugleichen.

Die Vorversuche zur Abhingigkeit vom Tuning wurden mit folgenden Parametern
vorgenommen: ns=8; td=64k; sw=15ppm; aq=3,6s; d1=60s; rg=4; pl12=0 dB;
pl =725 ps; pll =2,9dB; 02 =—1 ppm. Fiir den erweiterten Test auf Abhingigkeit vom
Tuning unter Verwendung der integrierten Methode wurde ns=4 gesetzt, die restlichen
Parameter blieben unveréndert. Zur Bestimmung der Gehalte lauteten die Parameter ns = 8;
td =128 k; sw = 16 ppm; aq = 10 5; d1 = 60 5; rg = 64; pl12 =3 dB; p1 = 9,0 ps; pll1 =5,0 dB;
02=—1ppm. Bei der Gehaltsbestimmung im Routinebetrieb wurde ns=4 gesetzt. Die

restlichen Parameter blieben unverindert.

3.2 Substanzen

Als Substanzen fiir die Modelllssungen wurden Referenzsubstanzen ausgewihlt, deren
Reinheiten bereits zuvor auf ein zertifiziertes Referenzmaterial (Benzoesiure, CRM350a,

NIST) zuriickgefiihrt worden waren.

Tabelle 3-1: Die Reinheit der verwendeten Substanzen wurde auf ein zertifiziertes Referenzmaterial

zuriickgefiihrt.

Substanz Reinheit
Maleinsdure 99,91 %
Trioxan 99,6 %
Dimethylsulfon | 99,5 %

Fir die Untersuchung der Auswirkungen der ERETIC-Impulsleistung wurden vier
Modellldsungen von Maleinsdure in DMSO-ds mit unterschiedlichen Gehalten gravimetrisch

hergestellt:
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Tabelle 3-2: Einwaagen der Proben zur Untersuchung des Einflusses des Probenréhrchens und der ERETIC-
Impulsleistung )

Probe | Mmuteinsiure iN Mg Mpmso in g Gehalt in g-g”
1 484,83 15,17950  0,0309
2 18,06 1,19317 0,0149
3 15,93 2,97583 0,0053
4 11,27 5,14084 0,0022

Die Probe 1 wurde auflerdem bei der Evaluierung des Einflusses der Qualitit verschiedener
NMR-Réhrchen sowie zur Kalibrierung der ersten Konzentrationsbestimmungen verwendet.
Bei den ersten Versuchen zur Untersuchung des Einflusses der Spektrometerabstimmung fand
eine Standardprobe von 10 % Ethylenbenzol in CDCl; Verwendung.

Die Uberprifung der Robustheit der ERETIC-Technik, wenn unterschiedliche
Analytkonzentrationen oder verschiedene Analyten vorliegen, wurde an den folgenden

gravimetrisch hergestellten Modellldsungen durchgefiihrt:

Tabelle 3-3: Einwaagen zur Gehaltsbestimmung. Mal100 bis Mal10 sind Lsungen von Maleinséure, Trioxan ist
eine Losung von Trioxan und Sulfon ist eine Lésung von Dimethylsulfon, alle in 2 ml DMSO.

Probe | manayinmg mpmsoing Gehalt in g-g’
Mal100 | 100,02 2,38316 0,0402
Mal50 | 49,35 2,38631 0,0202
Mal20 | 20,31 2,38246 0,0085
Mall0 |9,94 2,38179 0,0042
Trioxan | 50,69 2,37032 0,0209
Sulfon | 51,07 2,37296 0,0210

Die Probe Mal50 wurde ebenfalls bei der Gehaltsbestimmung zur Kalibrierung verwendet.
Auflerdem wurden alle Versuche zur Langzeitstabilitit und zur Abhingigkeiten von Faktoren
wie Temperatur und Abstimmung des Spektrometers anhand dieser Probe durchgefiihrt.
Sémtliche Proben wurden 30 Minuten im Ultraschallbad bei 30 °C geldst und bis zu einer
Fiillhdhe von ca. 8 cm (vollsténdiger sichtbarer Bereich) in 5 mm NMR-R&hrchen vom Typ
Schott® Scientific gefiillt. Alle gefiillten Probenrdhrchen wurden mit handelsiiblichen Teflon-
Kappen geschlossen und mit Parafilm (American National Can™) versiegelt.
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3.3 Ergebnisse
3.3.1 Abhéngigkeit der Signalintensitit von der Impulszeit

Die Intensitét der NMR-Signale wird vom Auslenkungswinkel beeinflusst [15-17]. Da die
quantitative NMR-Spektroskopie unmittelbar von der Genauigkeit der Signalintensititen
abhéngig ist, musste die Stérke des Einflusses von Abweichungen des Impulswinkels von 90°
auf die Signalintensitit {iberpriift werden. In der theoretischen Betrachtung geht man davon
aus, dass ein 180°-Impuls genau die doppelte Zeit eines 90°-Impulses beansprucht. Da ein
Nulldurchgang genauer ermittelt werden kann als ein Maximum, wird hiufig der 180°-Impuls
bestimmt. Fiir die {ibrigen Werte geht die Theorie davon aus, dass die Signalintensitit in
Abhingigkeit vom Impulswinkel — und damit von der Impulszeit — einer Sinuskurve folgt.

I, =sin(8) 3)

L. relative, auf eins als Maximum normierte Intensitit

& Impulswinkel, linear von der Impulszeit abhéngig
Die Impulswinkel und -zeiten sind dabei linear voneinander abhéingig. Die Richtigkeit dieser
Aussagen wurde an einer Chloroformprobe in Aceton-dg iiberpriift. Zuerst wurde der 90°-
Impuls iiber die Bestimmung des 180°-Nulldurchganges grob zu 9,5 ps berechnet.
Anschlieflend wurde die Impulszeit systematisch in 0,1 ps-Schritten im Bereich von 7,5 ps bis
zu 11,5 ps variiert. Die Signalintensititen der erhaltenen Spektren wurden zueinander ins
Verhiltnis gesetzt. Durch Bilden des Arcussinus der auf eins als Maximum normierten

relativen Intensitéten konnte der 90°-Impuls viel genauer bestimmt werden.
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Abbildung 3-3: Bestimmung des 90°-Impulses.



Die Werte fiir diese Gerade wurden mit Hilfe der folgenden Formeln ermittelt:

I I
@ =sin™ (I—"]—) bzw. 8 =180—sin™ [L’J 4)

max max

Ipr:  Signalintensitét bei einer bestimmten Impulszeit pl
Inax: Maximale Signalintensitéit in der Messreihe (zur
Normierung)
Hierbei dient die zweite Variante der Gleichung zur Bestimmung des Impulswinkels fiir
Werte nach dem Maximum. Aus der Steigung von 9,24° us™ kann die Impulszeit fiir einen
90°-Impuls von 9,74 ps ermittelt werden.
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Abbildung 3-4: Ubereinstimmung der experimentellen Werte und der Theorie.

Es zeigte sich, dass die Bestimmung des 90°-Impulses iiber den 180°-Impuls (Nulldurchgang)
bei der gleichen Anzahl an Messungen zwar eine schnelle, dafiir aber nicht sehr genaue
Methode ist. Hier ist es naturgemiB genauer, aber auch zeitaufwindiger, den 90°-Impuls in
vielen Messungen direkt zu bestimmen. Aus diesem Grunde wurde von der Firma Bruker
BioSpin eine Pulssequenztechnik entwickelt, die es ermdglicht, mit geringstem Zeitaufwand
den 90°-Impuls akkurat zu bestimmen. Diese Pulssequenz wird von Bruker als ,,pulscal®
bezeichnet.

Es konnte gleichzeitig festgestellt werden, dass die Intensititen im gesamten untersuchten
Bereich von 69°-106° (7,5 ps - 11,5 ps) analog der Theorie einer Sinusfunktion folgen. Diese
Erkenntnis macht es moglich, einmal bestimmte Werte leicht nachtriglich auf das erwartete

Maximum zu korrigieren und damit vergleichbar zu machen.
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3.3.2 Reproduzierbarkeit der Spektrenbearbeitung

Aus der Literatur ist bekannt, dass die Integrale der Signale stark von der Spektrenbearbeitung
und damit ebenso stark von der Person abhingen, welche die Auswertung durchfiihrt [10,12].
Wie stark diese personenbezogene Ungenauigkeit bei der Verwendung der publizierten
Konfiguration der ERETIC-Methode ist, wurde an einer Messreihe mit Mehrfachmessungen
einer Probe (Mal50) bei Temperierung auf 303 K untersucht. Verglichen wurden die
Ergebnisse zweier Bearbeiter bei der unabhingigen Auswertung einer Langzeitmessung.

Dabei wichen die Resultate um bis zu 0,4 % voneinander ab.

17 13 19 25 31 37 43 49 55 61 67 73 79 85 91 97 103 109 115

Abbildung 3-5: Relative Abweichung der Messwerte zweier Bearbeiter voneinander, ohne vorherige Absprache

der Bearbeitungsprozedur.
Dabei ist zu vermerken, dass die Standardabweichungen innerhalb einer Messreihe von je
einem Bearbeiter dhnliche Werte aufweisen: 0,26 % bzw. 0,25 %. Daraus folgt, dass die
Auswertungen fiir sich betrachtet in ihrer Aussagekraft gleichwertig sind und aufgrund dieser
Informationen keine Aussage dariiber getroffen werden kann, welche Bearbeitung richtig oder
falsch ist. Zur Verbesserung wurde eine einheitliche Bearbeitungsprozedur eingefiihrt:
1. Fourier-Transformation zuziiglich einer exponentiellen Korrektur fiir den FID.
2. Manuelle Phasenkorrektur des zu untersuchenden Analytsignals als Phase nullter
Ordnung.
3. Manuelle Phasenkorrektur aller andren Signale, unter Ignorierung des ERETIC-
Signals, mit der Phase erster Ordnung.
4. Automatische Phasenkorrektur des ERETIC-Signals mit dem iiberarbeiteten
ereticphase-Makro.
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5. Eventuelle manuelle Nachkorrektur der ERETIC-Phase, falls erforderlich und méglich
(Funktioniert nur, wenn nur ein Analytsignal ausgewertet werden soll. Sonst miissen
alle zu untersuchenden Signale einzeln korrigiert werden).

6. Manuelle Basislinienkorrektur iiber den Bereich, innerhalb dessen Integrale bestimmt
werden sollen, durch Anpassen eines Polynoms fiinften Grades.

7. Integration innerhalb festgelegter Grenzen, wobei die Intensitit des ERETIC-Signals
als 1 kalibriert wird.

3.3.3 Das liberarbeitete ereticphase-Makro

Das ERETIC-Signal ist héufig zu den NMR-Signalen phasenverschoben. Deshalb kann das
ERETIC-Signal nicht gleichzeitig mit den NMR-Signalen phasenkorrigiert werden.
StandardméBig bietet Bruker hierfiir ein Makro an, welches den Bereich im Spektrum, in
welchem sich das ERETIC-Signal befindet, separiert und getrennt phasenkorrigiert. Diese
automatische Phasenkorrektur erfolgt allerdings nicht immer exakt genug und erfordert
deshalb manchmal eine manuelle Nachkorrektur. Die Genauigkeit der automatischen
Phasenkorrektur konnte in einem ersten Schritt verbessert werden, indem der Bereich, den das
Makro fiir die Phasenkorrektur betrachtet, vergrofert wurde. Ein weiteres Problem des
Makros ist, dass es der Phasenkorrektur eine automatische Basislinienkorrektur folgen lasst.
Dadurch wird eine manuelle Nachbearbeitung der Phase, falls erforderlich, stark erschwert
und sehr ungenau. Diese automatische Basislinienkorrektur wurde aus dem Makro entfernt.

Die Uberarbeitung des Makros sowie die einheitlichen Prozedur zur Spektrenbearbeitung

fiihrten zu einer deutlichen Verbesserung der Ubereinstimmung der Ergebnisse.
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Abbildung 3-6: Relative Abweichung der Messwerte zweier Bearbeiter voneinander, bei Einhaltung der
beschriebenen Prozedur zur Spektrenbearbeitung,
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Beide Bearbeiter erzielten nun eine relative Standardabweichung von 0,14 % tber alle
Spektren, wobei die Abweichungen zwischen den Ergebnissen beider Bearbeiter nur noch
maximal 0,2 % betrugen. Das Vorgehen und die subjektive Einschitzung des Bearbeiters bei
manuellen Operationen wie der Phasenkorrektur bleiben jedoch ein Unsicherheitsfaktor. Es
empfiehlt sich daher weiterhin, dass eine Messreihe immer vollstindig von einer Person
ausgewertet wird, um Systematiken bei der Bearbeitung identisch zu halten und so den

Spektrenvergleich zu erleichtern.

3.3.4 Abhangigkeit vom verwendeten NMR-R6hrchen

Probenrdhrchen fiir die NMR-Spektroskopie werden von den verschiedenen Herstellern in
unterschiedlichen Qualititen angeboten. Eine hohe Qualitit bedeutet in diesem Fall eine
geringe Variation der Innendurchmesser, damit konstante Volumina und vergleichbare
Signalintensititen. Der Innendurchmesser bestimmt, wie viele Spins bei einem Impuls
angeregt und detektiert werden kdnnen. Einige Anbieter wie Schott machen Angaben zu den
Variationsbreiten der Innendurchmesser ihrer Produkte. Wo diese Angaben jedoch fehlen, ist
eine Vorhersage der Reproduzierbarkeit und Standardabweichung von Ergebnissen nicht
moglich,

Verglichen wurden die 5 mm NMR-Réhrchentypen Schott Economy (Eco), Schott
Professional (Pro), Schott Scientific (Sci), Wilmad scl 505 ps, Wilmad scl 507 pp und Norrel
507 hp. Es wurden jeweils identische Losungen von Maleinsiure in DMSO (Probe 1) in je
finf Rohrchen jeden Typs abgefiillt und nacheinander bei immer nem optimierten

Geriteeinstellungen mit der originalen ERETIC-Konfiguration gemessen.
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Abbildung 3-7: Ausmal der Standardabweichung im Verhiltnis zur Abweichung der einzelnen Réhrchen
untereinander.

Der Vergleich zeigt, dass die relativen Standardabweichungen fiir die resultierende

Signalintensitét I MalERETIC (Intensitét des Maleinsauresignals relativ zu der des ERETIC-
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Signals) geringer wird, je hoher die vom Hersteller angegebene Giite des NMR-Réhrchentyps
ist (Abbildung 3-7). Am besten sind die Ergebnisse fiir die Typen Schott Scientific und
Wilmad scl 505 ps. Aufgrund ihrer guten Ergebnisse wurden fiir alle weiteren Messungen
NMR-Réhrchen vom Typ Schott Scientific verwendet.

3.3.5 Abhangigkeit von der Temperatur

Die Langzeitmessungen wurden stets mit einer Losung von 50 mg Maleinsidure in 2 ml
deuteriertem Dimethylsulfoxid (DMSO-dg) (Mal50) durchgefiihrt. Zur besseren
Veranschaulichung der beobachtbaren Entwicklung wurden alle Intensititen normiert (Z,,q,=1)
und die Diagramme identisch skaliert. Die einzelnen Datenpunkte wurden miteinander
verbunden, die Verbindungen entsprechen jedoch keinen realen Messwerten oder
mathematischen Interpolationen, sondern dienen ausschlieBlich dazu, die Entwicklung besser

erkennen zu kénnen.

3.3.5.1 Originalkonfiguration (ERETIC-Signal iiber die *C-Spule)

Bei den ersten Experimenten zur Bestimmung der Stabilitit der mittels ERETIC ermittelten
Signalintensitéten in der Originalkonfiguration konnte ein Anstieg des ERETIC-Signals iiber
Nacht mit anschlieBender Riickentwicklung beobachtet werden (Abbildung 3-11). Hingegen
blieb das Signal der Maleinsdure vergleichsweise stabil. Somit ergibt sich fiir das

Intensitétsverhéltnis Maleinsdure/ERETIC eine relative Standardabweichung von 1,4 %.
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Abbildung 3-8: Mehrfachmessung von Mal50 iiber Nacht.

Aufgrund der niedrigen Nachttemperatur wurde vermutet, dass es sich bei der beobachteten

systematischen Entwicklung der Signalintensitdten um einen Temperatureffekt handelt. Um
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dies zu Uberpriifen, wurde das Spektrometer mit einem Thermoelement ausgestattet.
Hierdurch wird eine konstante Temperatur im Probenkopf erzielt. Bei der wiederholten
Messung traten zwei Effekte deutlich hervor (Abbildung 3-9). Dabei wurden die Messzeiten

der einzelnen Experimente von 120 s auf 60 s verkiirzt.
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Abbildung 3-9: Mehrfachmessung von Mal50 bei Temperierung auf 303 K.

Der Trend, welcher in der vorangegangenen Messung aufirat, findet nur noch sehr viel
schwécher statt. Das hat zur Folge, dass sich die relativen Standardabweichungen der
Intensitdt des Maleinsduresignals relativ zum ERETIC-Signal bzw. des ERETIC-Signals
selbst auf 0,3 % bzw. 0,5 % verbesserten. Aulerdem zeigt sich aufgrund von verkiirzten
Messzeiten eine neu auftretende alternierende Schwankung der Intensitéiten aller gemessenen
Signale.

Dazu kénnen zwei Erkldrungsmodelle diskutiert werden. Erstens kann sich durch thermisches
Verformen der Spulen im Probenkopf oder anderer Teile der Messeinrichtung deren
Induktivitit indern. Zweitens steigt bei niedriger Temperatur die Dichte des Losemittels. So
werden im Messbereich mehr Spins angeregt, was wiederum intensivere Signale zur Folge
hat. Die Tatsache, dass der beobachtete Einfluss beim untemperierten Experiment auf das
ERETIC-Referenzsignal stirker ausgeprdgt ist als auf das Analytsignal, ist nur durch
temperaturbedingte Verdnderung der Messeinrichtung zu erkléren. Denn eine Veréinderung
der Dichte der Probe kann sich nur auf die Intensitit des Maleins#uresignals auswirken, nicht
aber auf das ERETIC-Signal. Letzteres ist nimlich von der Probe unabhingig. Um zu
tiberpriifen, ob die Verdnderungen tatsdchlich von der Temperatur und nicht von Parametern
wie z. B. dem Lufistrom abhéngen, wurde erneut eine Langzeitstudie durchgefiihrt. Dieses

Mal war das Thermoelement zwar installiert, aber nicht eingeschaltet. Dadurch ist das fiir die
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Anbringung des Thermoelements vorgesehene Loch geschlossen und es kann keine Luft

durch das Spektrometer stromen (im Gegensatz zur ersten Messreihe.)
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Abbildung 3-10: Entwicklung der beobachteten NMR-Signale im geschlossenen Spektrometer iiber Nacht.

Auch bei dieser Messreihe konnte wieder eine Entwicklung der Signalintensititen beobachtet
werden (Abbildung 3-10). Erstaunlich ist, dass der Trend fiir das ERETIC-Signal jedoch in
entgegen gesetzter Richtung zu dem ersten Experiment (Abbildung 3-8) ist. Dieses deutete
sich jedoch bereits schon bei der temperierten Messung an (Abbildung 3-9). Zudem wird bei
den beiden letzten Versuchsreihen eine zeitliche Verinderung der Intensitit des
Maleinsduresignals (I Mal) beobachtet. Im urspriinglichen Experiment mit unkontrollierten
Luftstrdmungen und Temperaturschwankungen war dies jedoch nicht der Fall. Daraus kann
geschlossen werden, dass die Luftstromung und damit verbundene Temperaturunterschiede
bzw. unterschiedlich schnell erfolgende Temperaturausgleiche innerhalb des Probenkopfes
cbenfalls eine Rolle spielen. Offensichtlich sind die Komponenten des Messsystems
unterschiedlich stark den Luftstrémungen ausgesetzt. Mit den Lufistromungen kommt damit
auch der Raumtemperatur eine wichtige Rolle zu. Ferner fillt auf, dass die Periodizitiit des

Schwankens in den letzten beiden Versuchsreihen identisch ist (Abbildung 3-11).
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Abbildung 3-11: Alternieren der ERETIC-Signale unter unterschiedlichen Bedingungen bei
Wiederholungsmessungen. (Ausschnitte aus den bereits gezeigten Abbildungen zum besseren Vergleich).

Diese Schwankungen konnen jedoch nicht durch das eingebaute Thermoelement ausgeldst
worden sein, da in einem der beiden Fille nicht geheizt wurde. Trotzdem ist ein genaueres
Beleuchten dieser Einflussgrofe erforderlich, um sie besser einschétzen zu kénnen. Zu diesem
Zweck wurde die Temperatur im Probenkopf gezielt variiert, ohne das Tuning und Matching
oder den Shimzustand wieder anzupassen. Dadurch konnte eine ungewollte Verinderung der
Temperatur im Probenkopf am besten simuliert werden. Hierbei wurden die Signalintensititen
bei den unterschiedlichen Temperaturen direkt miteinander verglichen (Abbildung 3-12). Um
statistische Betrachtungen zu ermdglichen, wurden je sechs Wiederholungsmessungen

durchgefiihrt.

1,0100

1,0000 H—
\:\\1

0,9900
\ —e— | MBIERETIC
0,9800 T T
\\i —s— | Mal
0,9700 = | ERETIC

0,9600

0,9500 T T T
297 299 301 303

Tempereatur in K

Abbildung 3-12: Verénderung der Intensititen und die dazugehérigen Standardabweichungen in der Probe
Mal50 bei unterschiedlichen Temperaturen.
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Der gesamte Verlauf entspricht dem beobachteten Fall eines geschlossenen, nicht
temperierten Spektrometers, sofern in diesem die Temperatur ansteigt. Das beobachtete
Ausmal des Temperaturanstiegs im Probenkopf wiirde allerdings nicht ausreichen, um die
Stérke der beobachteten Entwicklung zu erkliren. Hierfir hétte ein Temperaturanstieg von ca.
4 °C erfolgen miissen. Der beobachtete Effekt, dass die Intensitit des ERETIC-Signals bei
niedriger Temperatur groBer ausfillt, entspricht tendenziell den Erwartungen fiir eine kalte
Nacht, wie sie im ersten Fall vorherrschte. Die alternierende Schwankung der Signalintensitit
kann damit allerdings noch nicht erklirt werden. Zudem wurde in der ersten Langzeitstudie
keine Abhéngigkeit des Maleinsiuresignals beobachtet. Eine kontinuierliche Ijberwachung
der Temperatur im Probenkopf bei einem normalen Messbetrieb ohne Temperierung der
Probe zeigte nur minimale, nicht zyklische Veridnderungen der Temperatur im Bereich von
0,4 °C. Das kann die schnelle und starke Intensitétsschwankung nicht erkliren. Die nahe
liegende Folgerung ist, dass nicht die Temperatur im Probenkopf, sondermn die
Raumtemperatur die entscheidende Rolle spielt. Tatsdchlich konnte bei einer einstiindigen
Temperaturmessung im normalen Messbetrieb des Spektrometers eine Schwankung der
Raumtemperatur am Spektrometer im 12 min-Rhythmus um 3 °C beobachtet werden

(Messung alle 2 min).
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Abbildung 3-13: Schwankung der Raumtemperatur in der Nihe des Spektrometers.

Das kann direkt auf den Arbeitszyklus der Klimaanlage zuriickgefiihrt werden und erkliirt das
beobachtete Alternieren aller Signalintensititen. Auferdem reicht die Stirke dieser
Schwankungen aus, um auch die Stirke der beobachteten Intensititsdrift in den

vorangegangenen Messungen zu erméglichen.
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3.3.5.2 Konfiguration 1HV1 (ERETIC-Signal direkt in den Empfénger)

Auch die Variante, in welcher das ERETIC-Signal direkt in den Empfinger eingespeist wird,
unterliegt den oben beschriebenen Schwankungen und langfristigen Abweichungen.
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Abbildung 3-14: Verlauf der Messwerte der Konfiguration 1HV1 bei Wiederholungsmessungen iiber Nacht bei
Temperierung des Probenkopfes auf 303 K.

Hier weist das auf die Intensitit des ERETIC-Signals normierte Maleinsiuresignal eine
relative Standardabweichung von 0,14 % auf, berechnet iiber alle Messwerte. Fiir das
ERETIC-Signal selbst ergibt sich eine relative Standardabweichung von 0,6 %. Im Vergleich
zur Studie bei der Originalkonfiguration unter identischen Bedingungen (Abbildung 3-9) ist
die Standardabweichung fiir das normiert Maleinséure kleiner geworden, obwohl die des
ERETIC-Signals schlechter geworden ist. Dies kann nur durch die verénderte Konfiguration,
Einspeisung des ERETIC-Signals direkt in den Empfinger, erklart werden. Anscheinend
wirken sich die Temperatureffekte auf die Intensitiiten der ERETIC-Signale in #hnlicher
Weise aus wie auf die der Maleinséuresignale. Dadurch heben sich die Schwankungen
gegenseitig auf und die Streuung der Messwerte wird fiir das Verhiltnis der beiden Signale

insgesamt klein.

3.3.6.3 Konfiguration 1HV2 (ERETIC-Signal iiber die 'H-Spule)

Diese Konfiguration unterlag bei allen durchgefiihrten Versuchen starken Schwankungen.
Deshalb wurde auf eine Auswertung der Untersuchungen zur Langzeitstabilitit verzichtet.

Auf diese Instabilitit wird in den folgenden Kapiteln genauer eingegangen.
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Vergleicht man nun die Ergebnisse miteinander, lassen sich folgende Erkenntnisse zum
Temperatureinfluss auf die Signalintensitt feststellen:
 Die Standardabweichung des ERETIC-Signals nimmt bei Temperierung zu. Hingegen
nimmt die der normierten Signalintensitiiten I Malgreric nimmt ab.
e Das Alternieren der Intensitéten ist bei Temperierung des Probenkopfs auf 303 K
stirker ausgeprégt als im untemperierten Fall (ca. 298 K).
* Die Periodizitét des Schwankens der Signalintensitéten in den Spektren stimmt gut mit

der Periodizitit der Schwankung der Raumtemperatur iiberein.

Die hier beschriebenen Effekte treten sowohl bei der Originalkonfiguration als auch bei der
Konfiguration 1HV1 auf. Das Ausma@ ist &hnlich. Man kann davon ausgehen, dass es sich um
ein komplexeres Problem handelt, das nicht nur den Probenkopf, sondern das gesamte
Messsystem betrifft. Nur das kann erkléren, warum die Temperaturabhingigkeit auch bei den
ERETIC-Signalen der Konfiguration 1HV1 aufritt, die den Probenkopf gar nicht passieren.
Allerdings betrifft das Problem im Falle der Konfiguration 1HV1 alle iibertragenen

Intensitéten gleichermaBen, mit der Folge, dass sie relativ zueinander gesehen stabil sind.

3.3.6 Abhéangigkeit vom Tuning und Matching

Fiir quantitative Messungen ist es unbedingt erforderlich, dass der Messimpuls immer gleich
stark eingestrahlt und aufgenommen wird. Nur so kann gewihrleistet werden, dass die
erhaltenen Spektren vergleichbar sind. Zu diesem Zweck muss die Spule im Probenkopf ideal
auf die Probe eingestellt werden. Dieses erfolgt iiber zwei regelbare Kondensatoren

(Abbildung 3-15) und wird als so genanntes ,, Tuning® und »Matching bezeichnet.
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Abbildung 3-15: Prinzipieller Aufbau einer Spule im Probenkopf eines NMR-Spektrometers. Der Anschluss
erfolgt iiber ein Koaxialkabel. Uber den regelbaren Kondensator C,, erfolgt das Matching, iiber den regelbaren

Kondensator C; das Tuning,.
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Beim Matching wird die Impedanz der Spule an die Impedanz des Koaxialkabels angepasst,
da es sonst zu Reflexionen am Anschluss und damit zu Leistungsminderungen und
Resonanzerscheinungen kommen kann. Beim Tuning wird der Schwingkreis der Spule an die
genaue Resonanzfrequenz der jeweiligen Probe angepasst. Dieser Abgleich muss fiir jede
Probe und jedes Losemittel neu vorgenommen werden. Die aktuellen Einstellungen kénnen
auf zwei Arten nachverfolgt werden [18]. Das Spektrometer verfiigt iiber ein integriertes
System, um den aktuellen Zustand wiederzugeben. Hierbei wird an einer rf-Briicke (ein
Bauteil der Hochfrequenztechnik zur Messung von Impedanzen, analog einer
Wheatstoneschen Briicke zur Messung von Widerstéinden) ein Testsender, der kontinuierlich
einen bestimmten Frequenzbereich durchléufi, der entsprechende Empfinger und der
abzustimmende Probenkopf angebracht. Als Referenz findet eine bekannte Impedanz (meist
50 Q) Verwendung. Wenn die Impedanz der Spule im Probenkopf mit der vorgegebenen
Impedanz libereinstimmt, ist das gemessene Signal minimal. Diese Methode ist jedoch nicht
genau genug, da hier eine optimale Impedanz von 50 Q vorausgesetzt wird, welche im
Realfall aber variieren kann. In der Durchfithrung ist diese Methode jedoch einfacher als die
zweite Variante, da der Effekt von Tuning und Matching separat ersichtlich ist. Exakter
werden die Ergebnisse, wenn ein dem ecigentlichen Messimpuls entsprechendes Signal
verwendet wird und die tatsichlich reflektierte Impulsleistung als von der Spule
zuriickgeworfene Spannung mittels Oszilloskop verfolgt wird. Hierbei ist mehr Ubung
erforderlich, um das Signal zu minimieren, da im Detektor keine offensichtliche
Unterscheidung des Effektes von Tuning und Matching zu erkennen ist. Auf einem dieser
Wege muss jedoch die Spule an jede Probe neu angepasst werden. Fiir die quantitative NMR-
Spektroskopie ist hierbei unbedingt erforderlich, dass die durch nicht optimales Tuning und
Matching (100 % Aufnahme des Impulses wird nie erreicht) verlorene Impulsleistung fiir jede
Messung identisch ist, da die Signalintensitit im Spektrum direkt davon abhingt. Es ist in
diesem Fall sogar wichtiger, in einer Messreihe gute, identische Einstellungen zu treffen, als
fiir jede einzelne Probe die optimalen Einstellungen zu finden.

In welchem Ausmal} die Spektren der drei Konfigurationen vom Tuning abhéingen, wurde in
einer Reihe von Messungen anhand der beiden genannten Tuning-Methoden mit
unterschiedlichen Proben untersucht. Zum Vergleich wurden alle Signalintensititen einer
Konfiguration auf die maximale Intensitit 1 normiert.

Beim Tuning, unter Verwendung der integrierten Methode, beobachtet man bei der

Originalkonfiguration und bei der Konfiguration 1HV? eine starke Variation der Intensititen
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des Maleinsduresignals in Abhingigkeit vom ERETIC-Signal, im Gegensatz zur

Konfiguration 1HV1 (Abbildung 3-16):
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Abbildung 3-16: Abhéngigkeit der Signalintensitit vom Tuning iiber das im Spektrometer integrierte System bei
allen drei untersuchten ERETIC-Konfigurationen.

Hingegen bleiben die Signalintensitdten fiir die Maleinséure bei allen Konfigurationen relativ
stabil (Abbildung 3-17). Die dabei im geringen MaBe aufiretenden Schwankungen haben
jedoch fiir alle Konfigurationen auch das gleiche AusmaB. Daher wurde fiir die weiteren
Stabilitdtsuntersuchungen nur das ERETIC-Signal herangezogen (Abbildung 3-18). Das hat
zudem den Vorteil, dass auf diesem Weg auch mehrere Proben unterschiedlicher
Konzentrationen und mit unterschiedlichen Analyten miteinander verglichen werden kénnen.

Voraussetzung dafiir ist aber ein probenunabhingiges ERETIC-Signal.
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Abbildung 3-17: Abhéngigkeit der Intensitit des Maleinséuresignals vom Tuning bei allen drei Konfigurationen.
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Abbildung 3-18: Abhéngigkeit der Intensitit des ERETIC-Signals vom Tuning bei allen drei Konfigurationen.

Fiihrt man das Tuning und Matching mit Hilfe eines Oszilloskops durch, beobachtet man eine
deutliche Verbesserung der Signalstabilitdt fiir die Originalkonfiguration und eine leichte
Verbesserung bei der Konfiguration 1HV1. Das gilt selbst dann, wenn die Probe nach jeder
Messung gewechselt und die Einstellungen fiir das Tuning neu vorgenommen werden, wie es
bei der Gehaltsbestimmung der Fall ist (Abbildung 3-19).

Die Werte fiir die Intensitit des ERETIC-Signals bei der Konfiguration 1HV2 schwanken
tiber einen Bereich von unter 1 bis iiber 3 und werden deshalb separat in Abbildung 3-20

dargestellt.
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Abbildung 3-19: Abhingigkeit der Intensitit des ERETIC-Signals der Originalkonfiguration und der
Konfiguration 1HV1 vom Tuning und Matching iiber die reflektierte Impulsleistung bei stindigem
Probenwechsel.
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Abbildung 3-20: Abhingigkeit der Intensitit des ERETIC-Signals der Konfiguration 1HV2 vom Tuning und
Matching iiber die reflektierte Impulsleistung bei stéindigem Probenwechsel.

Damit konnte gezeigt werden, dass mit der Konfiguration 1HV1 eine Variante entwickelt
wurde, bei der die Messwerte in einem deutlich geringeren Ma vom Tuning und Matching
abhdngen, als bei den anderen betrachteten Konfigurationen. Das ldsst sich darauf
zuriickfiihren, dass in diesem Fall das ERETIC-Signal nicht die Spule passiert und simtliche
Einstellungen an dieser Stelle keinen direkten Einfluss auf das Signal ausiiben konnen. Die
Einstellungen der Protonenspule betreffen nur die Analytsignale, und das im selben Ausmal
fiir alle drei Konfigurationen.

Die beobachteten Effekte auf das Analytsignal stimmen somit auch bei allen Konfigurationen

IHV1 zeigt die beiden

iberein. Die Konfiguration besten Ergebnisse. Bei
Abstimmungsmethoden wurden konstante Ergebnisse mit niedrigen Standardabweichungen
erhalten, d. h. die Konfiguration weist eine groBe Toleranz im Hinblick auf Tuningfehler auf,
Hingegen verwendet die Originalkonfiguration die Protonenspule fiir das Empfangen des
ERETIC-Signals und weist dementsprechend auch eine diesbeziigliche Abhéingigkeit auf. Im
Falle der Konfiguration 1HV2 {ibt die Protonenspule sowohl beim Senden als auch beim
Empfangen einen Einfluss auf das ERETIC-Signal aus. Entsprechend stark schwanken die so
erzeugten Signalintensitéten. Jedoch wird die daraus resultierende Standardabweichung
geringer, je schlechter das Tuning und Matching, also je gréBer die reflektierte Leistung ist

(Abbildung 3-21).
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Abbildung 3-21: Abhiingigkeit der relativen Standardabeichung der Intensitit des Maleinsduresignals normiert
auf das ERETIC-Signal von der reflektierten Impulsleitung im Falle der Konfiguration 1HV2.

Der in Abbildung 3-21 gezeigte Verlauf ist nachvollziehbar, da der Verlauf mit der so
genannten ,,Wobble-Kurve* (geriteinterne Abstimmung, Abbildung 3-22) iibereinstimmt. In
der Nihe des Minimums ist der Betrag der Steigung der reflektierten Leistung am groBten.
Somit haben bereits geringe Tuningfehler in diesem Bereich einen starken Einfluss auf die
gemessene Signalintensitit. Hingegen wirken sich bei geniigend Abstand zum Minimum

Abstimmungsfehler nur im geringen Mafe auf die gemessenen Signalintensitéiten aus.

rel. Intensitat

Optimale Frequenz v

Abbildung 3-22: Schematischer Verlauf der Wobble-Kurve, wie sie beim Abstimmen iiber die integrierte
Methode verwendet wird.

Der Verlauf dieser Kurve hat natiirlich auch fiir das Abstimmen iiber die reflektierte

Impulsleistung seine Giiltigkeit.

3.3.7 Anwendbarkeit zur Gehaltsbestimmung

Ziel dieses Projektes war es zu zeigen, dass die ERETIC-Methode dafiir geeignet ist, zur
Gehaltsbestimmung im Standardbetrieb eingesetzt zu werden. Dazu muss sie auch bei

stindigem Probenwechsel und immer nen erfolgendem Abstimmen des Spektrometers
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vergleichbare Ergebnisse liefern. Nach diesem Gesichtspunkt wurden alle drei ERETIC-
Konfigurationen auf die Lésungen Mal10, Mal20, Mal50 und Mal100 angewendet, die immer
nach jeder Messung ausgewechselt wurden. Bei jedem Probenwechsel mussten das Tuning
und Matching sowie der Shimzustand nachgestellt werden. Die beiden besten
Konfigurationen (Originalkonfiguration und 1HV1) wurden auBerdem verwendet, um die
Gehalte unterschiedlicher Substanzen (Trioxan bzw. Sulfon) bei gleich bleibendem
Losungsmittel zu bestimmen. In allen Fillen wurde die Probe Mal50 zur Kalibrierung
verwendet.

Die Versuche zur Gehaltsbestimmung wurden zweimal durchgefiihrt. Beim ersten Durchgang
erfolgte die Abstimmung des Spektrometers unter optimalen Bedingungen mittels Oszilloskop
(Tabelle 3-3). Beim zweiten wurde die integrierte Methode verwendet (Tabelle 3-4), um die

Anwendbarkeit als Standardmethode im Laboralltag zu testen.

Tabelle 3-3: Ergebnisse der Gehaltsmessungen mit allen drei Konfigurationen unter Abstimmung mit Hilfe eines
Osziloskops. Die Probe Mal50 diente zur Kalibrierung,

Original 1HV1 1HV2

Abw% RSD Abw% RSD Abw% RSD
Mal100 -1,1% 1,5% =1,1 % 0,14% |—444% 21,8%
Mal50 - 0,6 % - 0,25% |- 19,8 %
Mal20 0,8 % 0,8 % 0,22 % 0,15% |[22,6% 12,4 %
Mall0 0,8 % 1,3% 1,0 % 0,26 % | 49,8 % 10,9 %
Sulfon 53 % 0,4 % 0,9 % 0,15%
Trioxan 8,4 % 0,3 % -0,06% 0,13%

Diese Versuche zur Gehaltsbestimmung haben deutliche Unterschiede zwischen den
einzelnen Methoden aufgezeigt. Sowohl die Originalkonfiguration als auch die Konfiguration
1HV1 liefern bei optimaler Abstimmung iiber die reflektierte Impulsleistung gute Ergebnisse,
wenn die Kalibrierung des ERETIC-Signals mit derselben Substanz erfolgte (Tabelle 3-3).
Dabei sind die mit der Originalkonfiguration erzielten relativen Standardabweichung (0,6 % -
1,5 %) generell groBer als die, die mit der Konfiguration 1HV1 erreicht wurden (0,14 % -
0,26 %). In einem zweiten Schritt wurde der realistische Fall nachgestellt, dass die zur
Kalibrierung verwendete Referenzsubstanz nicht identisch ist mit dem Analyten. Hier zeigten
sich fir beide Konfigurationen deutliche Unterschiede. Wihrend die Methode 1HV1 auch

hier gute Ergebnisse mit geringen Standardabweichungen liefert, weichen die mittels
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Originalkonfiguration bestimmten Gehalte zu stark vom gravimetrischen Referenzwert ab (bis
zu 9 %).

Die Konfiguration 1HV2 hat sich bei Abstimmung iiber die reflektierte Impulsleistung als
ginzlich ungeeignet erwiesen. Die damit ermittelten Gehalte weichen bis zu 50 % von den
gravimetrisch bestimmten Gehalten ab, und auch die relativen Standardabweichungen der
einzelnen Messwerte liegen zwischen 11 % und 22 %. Deshalb wurde sie nicht auf die Proben
Trioxan und Sulfon angewendet.

Wird unter Verwendung des integrierten Systems, welches bei Routinemessungen verwendet
wird, abgestimmt, zeigen sich fiir die Originalkonfiguration und die Konfiguration 1HV1
schlechtere Ergebnisse als vorher (Tabelle 3-4).

Tabelle 3-4: Ergebnisse der Gehaltsmessungen mit allen drei Konfigurationen unter Abstimmung mit Hilfe der
integrierten Methode. Die Probe Mal50 diente zur Kalibrierung,

Original 1HV1 1HV2

Abw%  RSD Abw%  RSD Abw% RSD
Mall00 | -04% 7,3 % -09% 03% 17,4 % 24,7 %
Mal50 | - 5,5 % - 0,4 % : 3,1%
Mal20 | 0,6 % 5,0 % 0,4 % 028% |—55% 2,9 %
Mall0 |-34%  46% 1,0 % 025% |-42% 3,3%
Sulfon |-1,9%  55% -03% 0,11% |-9,0% 8,6 %
Trioxan | —4,7% 24 % 0,3 % 04% | -1,7% 5,4 %

Ebenso verwundert es nicht, dass dieser Effekt bei der Originalkonfiguration stirker
ausgepragt ist, da bei dieser das ERETIC-Signal von den Einstellungen der Spule abhingt. Im
Gegensatz dazu liefert die Variante 1HV2 hier bessere Ergebnisse als bei Abstimmung mit
Hilfe eines Osziloskops. Dieser Effekt ist dadurch zu erkléren, dass die Abstimmung des
Probenkopfes mittels der integrierten Methode ungenauer ist. Dieses fiihrt zu groBeren
Werten der reflektierten Impulsleistungen und somit zu geringeren Standardabweichungen.
Hierdurch kénnen die Gehalte zwar genauer bestimmt werden, die Messunsicherheit dieser
Methode (im Sinne von Richtigkeit und Prizision) ist jedoch signifikant héher als bei den
anderen Konfigurationen. Triigt man den bestimmten Gehalt aller vier Maleinsaureproben
gegen den vorgegebenen Gehalt auf, kann eine Aussage ilber die Linearitit der
Konfigurationen bei der Verwendung der unterschiedlichen Abstimmungsmethoden gemacht
werden (Abbildungen 3-23 und 3-24).

35



0,080

0,070
0,060

0,050 ¢ 1HV1

0,040 P 1HV2
Original

Dbt / —— Optimal
0,020 .
0,010 —

0,000 T . T
0,000 0,010 0,020 0,030 0,040 0,050

gravimetrischer Gehalt in g-g”

experimenteler Gehaltin g-g*

Abbildung 3-23: Linearitiit der Gehaltsmessung von vier Maleinsiureproben mit allen drei Konfigurationen beim
optimalen Abstimmen iiber die reflektierte Impulsleistung.
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Abbildung 3-24: Linearitit der Gehaltsmessung von vier Maleinséureproben mit allen drei Konfigurationen beim
Abstimmen nach der Standardmethode.

Sowohl fiir die Originalkonfiguration als auch fiir die Konfiguration 1HV1 wurden fiir beide
Abstimmungsmethoden hohe Linearititen im untersuchten Gehaltsbereich von 4,15 mg-g™ bis
40,24 mg-g" beobachtet. Hingegen zeigt die Konfiguration 1HV2 keine ausreichende
Linearitét. In Tabelle 3-5 sind die berechneten BestimmtheitsmaBe dargestellt.

Tabelle 3-5: BestimmtheitsmaB (R%) aller Konfigurationen fiir die Aufiragung der mittels ERETIC bestimmten
Gehalte gegen den wahren Gehalt.

Konfiguration | Optimalbedingungen Standardbedingungen
Original 0,99997 0,99997
1HV1 0,99998 0,99998
1HV2 0,96041 0,98646
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Somit kénnen die Konfiguration 1HV1 und die Originalkonfiguration im gesamten

untersuchten Bereich fiir die gNMR mit hoher Genauigkeit und Linearitiit verwendet werden.

3.4 Diskussion und Zusammenfassung

Im Rahmen der Evaluierung einer Methode werden die EinflussgroBen aller Parameter
beleuchtet, um Arbeitsvorschrifien und Hinweise formulieren zu konnen, die international
vergleichbare Ergebnisse von Messungen erméglichen. Mit dieser Arbeit wurden zwei neue
Konfigurationen der ERETIC-Methode vorgestellt und getestet. Wihrend bei der
Originalkonfiguration das ERETIC-Signal iiber die *C-Spule eingestrahlt wird, verwendet
die neue Konfiguration 1HV?2 dafiir die Protonenspule. Damit wird das Problem vermieden,
dass die *C-Spule nur auf 100 MHz abgestimmt werden kann, das ERETIC-Signal aber ein
Protonensignal von 400 MHz ist. Einfliisse durch die Probe bleiben hier beriicksichtigt, da das
Signal tatsdchlich in den Probenkopf gesendet wird. Dagegen vermeidet die Konfiguration
1HV1 alle Einfliisse des Probenkopfes und der Probe auf das ERETIC-Signal, indem dieses
direkt in den Empfénger eingekoppelt wird.
Alle drei Konfigurationen wurden darauf angewendet, die Gehalte in unterschiedlich
konzentrierten Proben von Maleinséure und von unterschiedlichen Analyten (Trioxan und
Dimethylsulfon) gleicher Konzentration zu bestimmen. Die in dieser Arbeit erzielten
prozentualen Abweichungen des mit der Originalkonfiguration bestimmten Gehalts sind mit
den Werten in der Literatur vergleichbar [4]. Dort wurden im Betrag fiir die prozentuale
Abweichung Werte im Bereich von 0,7 % - 1,1 % erzielt (hier: 0,8 % - 1,1 %). Allerdings
muss bei dieser Konfiguration mit der Substanz kalibriert werden, die spiter gemessen wird.
Andernfalls treten signifikante Abweichungen der ermittelten Gehalte von 5,3 % fiir Sulfon
bzw. 8,4 % fiir Trioxan auf, verglichen zu den gravimetrischen Referenzwerten.
In der Realitét ist es aber nicht immer moglich, den Analyten zur Kalibrierung zu verwenden.
Deshalb ist eine der wichtigsten Verbesserungen, die mit der Einfiihrung der Konfiguration
IHV1 gelungen ist, dass Kalibrierstandard und Analyt unterschiedliche Substanzen sein
kénnen. Die Abweichungen der Gehalte von Sulfon bzw. Trioxan betragen hier nur noch
0,9 % bzw. 0,06 %. Gleichzeitig bewegen sich die Abweichungen fiir identische Substanzen
im Bereich von 0,2 % - 1,1 %. Die in der Literatur angegebene Gleichung zur Berechnung des
Gehalts wurde angepasst, da diese nicht geeignet war, Ergebnisse fiir Messungen mit
unterschiedlichen Substanzen zu liefern. Mit der Einfithrung von Konfiguration 1HV1 ist es
aullerdem gelungen, die relative Standardabweichung aller Messungen mit ERETIC von
0,3 %-1,5 % auf 0,13 % - 0,26 % zu senken.
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Damit ist die ERETIC-Methode mit der Konfiguration 1HV1 eine wertvolle Alternative zu
Internen Standards. Das gilt insbesondere fiir die Fille, in denen die Probe nicht kontaminiert
werden darf, die Gefahr einer Wechselwirkung besteht oder kein geeigneter Interner Standard
zur Verfligung steht. Aufgrund der Unabhéngigkeit dieser neuen Konfiguration von der Spule
im Probenkopf sind Anwendungen fiir alle Kerne denkbar. Hierfiir muss das kiinstlich
generierte ERETIC-Signal nur an die magnetischen Eigenschaften des jeweiligen Kerns
(Resonanzfrequenz, Relaxationszeit) angepasst werden, um direkt in den Empfinger
gekoppelt zu werden. Der technische Aufwand fiir die Umsetzung der Konfiguration 1HV1 ist
derselbe, wie fiir die Originalkonfiguration; die Generierung des ERETIC-Signals erfolgt auf
identischem Weg,

In der Literatur wird in der Regel nicht beschrieben, wie jeweils die Abstimmung des
Spektrometers erfolgt ist. Deshalb muss davon ausgegangen werden, dass die integrierte
Standard-Methode Verwendung findet. Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass das
Abstimmen iiber die reflektierte Impulsleistung genauer ist [18]. Es wurde gezeigt, dass das
fiir die Originalkonfiguration in besonderem Mafle zutrifft. Da hierfiir aber noch keine
standardmiBige Implementierung erfolgt ist und diese Methode hiufig als schwierig
empfunden wird, bleiben derartig durchgefiihrte Arbeiten wohl noch die Ausnahme. Bei
Verwendung der Konfiguration 1HV1 kann das Spektrometer auch mit Standardmethoden
abgestimmt werden, da die Ergebnisse nur geringfligig ungenauer sind, als beim Abstimmen
tiber die reflektierte Impulsleistung. Die prozentuale Abweichung bleibt ungefihr gleich
(0,3 % - 1,0 %), die relative Standardabweichung steigt lediglich auf 0,11 % - 0,4 %. Dagegen
steigt die relative Standardabweichung der Originalkonfiguration beim Abstimmen iiber die
Standardmethode auf 2,4 % - 7,3 % an. Fiir einen Routinebetrieb empfiehlt sich somit die
Verwendung der neuen Konfiguration 1HV1, da sie beziiglich der Spektrometerabstimmung
wesentlich robuster ist als die Originalkonfiguration. Die ebenfalls untersuchte Konfiguration
1HV2 zeigt sehr stark abweichende Ergebnisse bei der Konzentrationsbestimmung und
unterliegt zusétzlich einer hohen Standardabweichung. Sie ist daher nicht zur Anwendung
geeignet.

Viele neuere Spektrometer sind inzwischen standardméBig temperiert. m Rahmen der hier
angestellten Langzeituntersuchungen wurde gezeigt, dass das auch notwendig ist, da die
ERETIC-Methode sehr stark von der Temperatur abhingt. Die hier dargestellten Ergebnisse
zeigen aber auch, dass es nicht reicht, nur den Probenkopf zu temperieren. Vielmehr ist eine

konstante Temperierung des ganzen Spektrometerraumes notwendig, da die Elektronik
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ebenfalls eine Abhingigkeit von der Temperatur aufweist. Dieser Effekt ist unabhéngig von
der gewdhlten Konfiguration, mit der das ERETIC-Signal iibermittelt wird.

Der Effekt von Impulswinkel und -zeit ist allgemein bekannt [16,17] und die Kenntnis des
90°-Impulses ist eine grundlegende Voraussetzung der meisten NMR-Experimente [19]. Das
Ergebnis der hier angestellten Untersuchungen ist, dass Abweichungen der gemessenen
Intensititen durch einen falsch gewdhlten 90°-Impuls mathematisch korrigiert werden
kénnen.

Eine Abhingigkeit der ermittelten Intensitiiten vom Bearbeiter einer Messreihe ist schon
héufig beobachtet worden [10,20]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Prozedur entworfen
und eingefiihrt, die fiir die hier durchgefiihrten Messungen eine Verbesserung der
Reproduzierbarkeit mit sich brachte. Diese beriicksichtigt die Reihenfolge der Anwendung
automatischer ~Bearbeitungsschritte und gibt vor, an welchen Stellen manuelle
Bearbeitungsschritte erlaubt bzw. notwendig sind. Aulerdem wurde das Makro, welches die
Phase des ERETIC-Signals automatisch korrigiert, verbessert. Die prozentualen
Abweichungen der von zwei Personen ermittelten Intensititen sind damit sowohl im
Durchschnitt als auch in ihren Maxima deutlich geringer als ohne die vorgestellte Vorschrift.
Der subjektive Faktor Mensch bleibt zwar nach wie vor eine wichtiger Unsicherheitsfaktor,
aber mit der Einfithrung der hier vorgestellten Prozedur fillt der Beitrag deutlich geringer aus.
In jeder Arbeit zur NMR-Spektroskopie ist es eine Selbstverstindlichkeit, dass genaue
Angaben zu den Eigenschaften des verwendeten Spektrometers gemacht werden. Hier konnte
gezeigt werden, dass fiir die quantitative NMR-Spektroskopie nicht nur das Spektrometer,
sondern auch das verwendete ProbenrShrchen von Bedeutung ist. Derartige Angaben finden
sich zwar schon in einigen Arbeiten, vor allem in Arbeiten zu Externen Standards (z. B. [12]),
jedoch bei weitem nicht in allen. Zudem sind bisher keine Arbeiten erschienen, die den
Einfluss des Probenrdhrchens auf das ERETIC-Signal untersuchen und mit den Einfliissen des
Réhrchens auf die Probe in Relation setzen. In der Literatur zur ERETIC-Methode [5,6] wird
das ERETIC-Signal als Interner Standard angenommen. Da die ERETIC-Methode aber mit
einer externen Kalibrierung arbeitet, sind solche Untersuchungen von Wichtigkeit. Es wurde
hier gezeigt, dass die Wahl von Probenrhrchen mit einer geringen Variation der
Innendurchmesser (wie Schott Scientific und Wilmad scl 505 ps) tatsdchlich zu einer
Verbesserung der Standardabweichung der Messung fiihrt.

Zusammenfassend ist es gelungen, die sich als nicht robuste Original-ERETIC-Technik derart

weiterzuentwickeln, so dass nun eine fiir die Routine ausreichend robuste und mit einer
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geringen Messunsicherheit behaftete Variante fiir die Bestimmung von AbsolutgroBen zur
Verfligung steht. Hierbei erfolgt die Einkopplung des ERETIC-Signals direkt in den
Protonenempfanger (Variante 1IHV1).

4 Quantifizierung von Arzneistoffen

Nach der erfolgreichen Evaluierung der ERETIC-Technik mittels Modell-Lsungen sollte die
Variante 1HV1 an realen Arzneistoffen auf ihre Praxistauglichkeit ausgetestet und ihre
Genauigkeit (Richtigkeit und Prézision) bestimmt werden. Parallel dazu sollte die traditionelle
Technik der Externen Standardisierung (zwei NMR-Rohrchen) evaluiert und die Ergebnisse
mit den Resultaten der qNMR mittels Interner Standardisierung und validierter HPLC-
Methoden auf ihre Richtigkeit iiberpriift werden.

4.1 Auswahl der untersuchten Arzneistoff

Im Rahmen des Projektes wurde der Schwerpunkt auf die quantitative Analyse komplexer
Arzneistoffgemische wie beispielsweise Naturstoffe und Mehrkomponentengemische gelegt.
Diese weisen aufgrund komplexer Kopplungsmuster und Uberlappungen von Signalen
verschiedener Komponenten eines Gemisches meist komplizierte Viellinien-NMR-Spektren
auf.

Im Zuge der Arzneistoffauswahl wurden das Europidische Arzneibuch (Ph. Eur. 5.0) und
dessen Nachtrige auf komplexe Arzneistoffgemische hin niher untersucht. Aus einer Vielzahl
von Arzneistoffen wurden Substanzgemische ausgewihlt, die aus mindestens zwei
verschiedenen Komponenten bestehen und im Idealfall in einem #quimolaren Verhiltnis
vorliegen. Ausgeschlossen wurden Gemische mit einem Hauptkomponentenanteil von
deutlich iiber 90 % bzw. Gemische mit Nebenkomponenten, deren Gehalt deutlich unter 2 %
liegt. Die ausgewdhlten Arzneistoffe wurden in zwei groBe Gruppen unterteilt; die erste
Gruppe zeigt geometrische Isomere, d.h. Arzneistoffe mit E/Z-, cis/trans- und
exo/endo-Isomerie, die zweite Gruppe beinhaltet Arzneistoffgemische mit chemisch
dhnlichen Komponenten, die geringe strukturelle Unterschiede aufweisen. In Tabelle 4-1 sind

die ausgewihlten Substanzen zusammengefasst.
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Tabelle 4-1: Zusammenstellung der ausgewahlten Arzneistoffe.

Geometrische Isomere Gemische hoher struktureller Ahnlichkeit
) Flupentixoldihydrochlorid Codergocrinmesilat
E/Z-Isomerie
Clomifencitrat Spectinomycindihydrochlorid-Pentahydrat
) . Phytomenadion Teicoplanin
cis/trans-lsomerie
Atracuriumbesilat Heparin-Natrium

exofendo-lsomerie | lohexol

Im Anschluss wurde fiir die ausgewidhlten Arzneistoffgemische eine intensive
Literaturrecherche hinsichtlich NMR-Untersuchungen und orthogonaler
Quantifizierungsmethoden mittels chromatographischer oder elektrophoretischer Verfahren
wie beispielsweise HPLC oder Kapillarelektrophorese durchgefiihrt. Im Rahmen eines grofien
Screenings wurden alle Arzneistoffe mittels NMR-Spektroskopie unter dem Gesichtspunkt
der eindeutigen Signalzuordnung und Festlegung auswertbarer Signale niher untersucht,
Voraussetzung  fiir  die  quantitative Bestimmung einer Substanz  mittels
1H-NL[R-Spektroslcopiae ist neben einer vollstindigen Basislinientrennung der Signale die
eindeutige Zuordnung der zu integrierenden Signale; zusitzlich muss mittels weiterer ein- und
zweidimensionaler NMR-Techniken sichergestellt werden, dass das auszuwertende
Analytensignal frei von Signalen anderer Komponenten bzw. Verunreinigungen ist. Fiir die
quantitative Auswertung werden solche Signale ausgeschlossen, die zu mehr als einer
Komponente gehdren und somit nicht vollsténdig voneinander separiert sind. Durch den
Einsatz von Lésungsmitteln bzw. Losungsmittelgemischen unterschiedlicher Eigenschaften
konnte fiir die meisten Arzneistoffgemische eine vollstindige Separation der zu
integrierenden Signale erreicht werden.

Die Mitglieder des projektbegleitenden Ausschusses beschlossen, anhand von vier Substanzen
die Eignung der quantitativen NMR-Spektroskopie hinsichtlich Interner und Externer
Standardisierungsmethoden im Vergleich zu routinemiBig eingesetzten Verfahren wie
beispielsweise HPLC ndher aufzuzeigen. Im Folgenden soll fiir die nicht weiter untersuchten

Substanzen eine kurze Zusammenfassung der erzielten Ergebnisse gegeben werden.

4.1.1 Phytomenadion

Phytomenadion gehort zur Gruppe der K-Vitamine und liegt in natiirlich vorkommender Form
als cis/trans-Gemisch vor; der Anteil des trans-Isomers iiberwiegt (Abbildung 4-1). Als
Nebenkomponente erlaubt das Europdische Arzneibuch in geringen Konzentrationen ein

Epoxid-Derivat, das trans-Epoxyphytomenadion.
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Abbildung 4-1: Chemische Struktur von trans-Phytomenadion.

Phytomenadion, eine klare, intensiv gelb gefirbte, viskose, olige Fliissigkeit zeigt in eher
apolaren Losungsmitteln wie Chloroform und Benzol eine hohe Léslichkeit; in polaren
Losungsmitteln ist Vitamin K; praktisch unloslich. Im Rahmen des Screenings wurde der
Analyt in apolaren Losungsmitteln wie CDCl; und CgDg mittels 'H—NMR-Spekh'oskopie
néher untersucht. In beiden Loésungsmitteln kann eine Signalseparation der Protonen der
Methylgruppe in Position 3° fiir cis- und trans-Phytomenadion erreicht werden. Experimente
in CDCl; zeigen im Vergleich zu C¢Dg als Losungsmittel deutlich bessere Trennergebnisse;
eine vollstindige Basislinientrennung wird erzielt (Abbildung 4.2). In den beiden
untersuchten Phytomenadion-Chargen konnte mittels lH—NMR—Spektroskopie kein
trans-Epoxyphytomenadion nachgewiesen werden. Um die Eignung der Methode hinsichtlich
einer simultanen Identifizierung und quantitativen Bestimmung der Epoxid-Komponente zu
iiberpriifen, wurde der Analyt mit trans-Epoxyphytomenadion gespikt. Experimente in CDCl;
zeigen fir die Nebenkomponente deutlich separierte Signale (nicht abgebildet), so dass eine
Aussage iiber die Anwesenheit von trans-Epoxyphytomenadion getroffen werden kann; eine
vollstindige Basislinientrennung der Signale der Methylgruppe in Position 3¢ der drei

Komponenten wird aufgrund leichter Signaliiberlagerungen jedoch nicht erreicht.
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Abbildung 4-2: '"H-NMR-Spektrum von Phytomenadion in CDCl,

4.1.2 Spectinomycindihydrochlorid-Pentahydrat

Spectinomycindihydrochlorid-Pentahydrat setzt sich zusammen aus der Hauptkomponente
Spectinomycin und der Nebenkomponente (4R)-Dihydrospectinomycin, die die gleiche
mikrobiologische Aktivitit aufweist. Die beiden Komponenten unterscheiden sich in ihrer
chemischen Struktur unwesentlich; wihrend die Hauptkomponente in Position 4 eine Keto-
Gruppe besitzt, ist bei der Nebenkomponente das entsprechende Kohlenstoffatom mit einer
OH-Gruppe in R-Konfiguration substituiert (Abbildung 4-3).

H
H H H
_N : 0] O._.CH,
H,C &
* 2 HCI* 5 H,0
HO 17078
CH,

IIIO

HN_
Abbildung 4-3: Chemische Struktur von Spectinomycindihydrochlorid-Pentahydrat,
In der Ph. Eur. 5.4 wurde im Rahmen einer Monographieiiberarbeitung der maximale Gehalt
der Nebenkomponente von héchstens 1,0 % auf 9,0 % erhoht. Die im Handel erhiltlichen

Spectinomycin-Chargen wiesen jedoch sehr geringe Mengen an (4R)-Dihydrospectinomycin

auf. Zudem erlaubt das Europiische Arzneibuch eine Reihe weiterer, strukturell sehr
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dhnlicher Verunreinigungen, so dass eine eindeutige Zuordnung der entsprechenden

Resonanzen der Nebenkomponente im 1H-NI\/[R—Spfaktrum erschwert wird.

4.1.3 lohexol

In Iohexol, einem Réntgenkontrastmittel, ist aufgrund der volumindsen Tod-Substituenten die
freie Drehbarkeit der Acetamidbindung stark eingeschrinkt, so dass je nach Lage der
Methylgruppe zwischen exo- und endo-Isomeren unterschieden werden kann
(Abbildung 4-4). Bei Raumtemperatur iiberwiegt das exo-Isomer, das entsprechende endo-

Isomer liegt zu etwa 20 % vor.

OH

Abbildung 4-4: Chemische Struktur von Iohexol.

lH-NMR—EXpBI‘iante in polaren Losungsmitteln wie D,O und DMSO-ds zeigen fiir die
beiden Isomere deutliche Unterschiede in den chemischen Verschiebungen der Protonen der
Methylgruppe (Abbildung 4-5). Auch mittels l‘a’C-NI\/[R-Spektroskopie kann eine vollstindige
Separation der '*C-NMR-Signale der Methylgruppe erzielt werden. Nach Integration der
entsprechenden Spektren wird das in der Literatur angegebene Isomerenverhiltnis von etwa
80:20 erreicht [21]. Die Zusammensetzung der beiden Isomere ist vor allem von der
Temperatur und dem L&sungsmittel abhéngig, so dass ein quantitativer Vergleich mittels

NMR-Spektroskopie und HPLC nur unter definierten Bedingungen méglich ist.
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Abbildung 4-5: lI-I-l\}'l\/IR—Spektrum von Iohexol in D,O bei einer Temperatur von 300 K. Zudem ist die
Signalregion des *C-NMR-Spektrums der beiden CH;-Resonanzen von Iohexol als VergroBerung eingefiigt.

4.1.4 Teicoplanin

Teicoplanin ist ein Gemisch aus sechs strukturell sehr dhnlichen Glycopeptid-Komponenten,
die sich in den Fettsdureresten am N-Acylglucosaminteil unterscheiden (Abbildung 4-6).

Im Rahmen des Screenings zeigte sich, dass eine Bestimmung des Glycopeptid-Gemisches
mittels "H-NMR-Spektroskopie aufgrund starker Signaliiberlagerungen im Fettsdurebereich
nicht mdglich ist. Alternativ wurde die Substanz mittels '*C-NMR-Spektroskopie niher
untersucht, da die Resonanzen der Fettsiurereste sich deutlich von den chemischen
Verschiebungen der Kohlenstoffatome des Peptid- und aromatischen Grundgeriistes
unterscheiden. Experimente in D;O und DMSO-dg lieferten selbst bei hohen
Teicoplanin-Einwaagen und langen Messzeiten am 400 MHz-Spektrometer aufgrund sehr

geringer Signalintensitéiten keine quantitativ auswertbaren Spektren.
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Abbildung 4-6: Chemische Struktur von Teicoplanin. Die sechste Komponente A; stellt ein Hydrolyseprodukt
dar.

4.2 Experimentelle Parameter

Alle NMR-Messungen an der Forschungsstelle Wiirzburg wurden an einem Bruker Avance
400 MHz Spektrometer, ausgeriistet mit einem BBO-Messkopf, durchgefiihrt. Folgende
Parameter wurden, sofern nicht anders beschrieben, verwendet: Impulswinkel=90°,
Datenpunkte=64 k, Aufnahmezeit=5,1 s, Spektrale Breite=16 ppm, Temperatur=300 K.

An der Forschungsstelle DKI standen zwei NMR-Spektrometer zur Verfiigung. Die ERETIC-
Messungen erfolgten an einem Bruker Avance 400 MHz, BBI-Messkopf mit folgenden
Parametern: Impulswinkel=90°C, Datenpunkte=64 k, Spektrale Breite=16 ppm, Anzahl der
akkumulierten Experimente (ns)=32, Impulsabstand=10,1 s (Analyt) bzw. 60,1 s
(Kalibriersubstanz), Einstrahlfrequenz des ERETIC-Kalibriersignals=-400 Hz, Impulsstirke
des ERETIC-Signals (Démpfung)=78 dB, Aufnahmezeit=5,1 s, Temperatur=300 K.

Die Messungen mittels Internem und Externem Standard erfolgten an einem Varian Mercury-
VX 400 MHz Spektrometer und einem Inverse Detection-Probenkopfs. Folgende Parameter
wurden verwendet: Impulswinkel=90°, Datenpunkte=64 k, Aufnahmezeit= 5,1, Spektrale
Breite=16 ppm, Temperatur= 298 K.

Nach Aufnahme des NMR-Spektrums wurden die Phase sowie die Basislinie sorgfiltig
manuell korrigiert und die zur Quantifizierung herangezogenen Signale manuell integriert.
Die absoluten Gehalte der Arzneistoffe wurde mit Hilfe des zugesetzten Internen oder
Externen Standards deklarierten Gehalts ermittelt und die Zusammensetzung des

Mehrkomponentengemisches mittels Normalisierung bestimmt.
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4.3 Interne und Externe Standards

Zur Bestimmung des absoluten Gehalts von Arzneistoffen mittels 1H-NMR-Spe:k‘trosl‘:opie
wird ein Interner oder Externer Standard definierter Reinheit zugesetzt. Zum Einsatz kamen
verschiedene in der Literatur beschriebene Substanzen wie beispielsweise Maleinsiure,
1,3,5-Tricarboxybenzol und 2,5-Dimethylfuran, die sich in der Regel durch ein oder zwei
Singuletts in signalfreien Regionen auszeichnen [8]. Ein entscheidender Nachteil dieser
Substanzen ist ihre deutlich erhéhte T)-Zeit (etwa 4-10s) der zur Quantifizierung
herangezogenen Signale im Vergleich zu den hier untersuchten Mehrkomponentengemischen
(etwa 1-3 s). Aus diesen hohen 7;-Zeiten resultieren deutlich verldngerte Messzeiten von bis
zu iber einer Stunde pro Probe. Im Rahmen der routineméBigen Durchfithrung sollte eine
Analysendauer von maximal 30 Minuten nicht iiberschritten werden. Zudem ist aufgrund des
teilweise niedrigen Molekulargewichts dieser Substanzen eine direkte Einwaage nicht
moglich, so dass mit Stammi&sungen gearbeitet werden muss.

Substanzen wie beispielsweise 4-Dimethylaminobenzoesiureethylester, Thymol und
Nicotinamid weisen im Vergleich zu den oben beschriebenen Standards stark verkiirzte
Ti-Zeiten auf. Zudem sind fiir diese Referenzsubstanzen mehrere Signale im
'"H-NMR-Spektrum detektierbar und ihr Molekulargewicht ist im Vergleich zu den in der
Literatur beschriebenen Standardsubstanzen deutlich erhoht, was eine direkte Einwaage

ermoglicht.

4.4 Codergocrinmesilat

4.4.1 Struktur

Codergocrinmesilat, ein Gemisch aus drei Dihydroergopeptidalkaloiden im Verhiltnis 1:1:1,
besteht aus Dihydroergocornin (Cor), Dihydroergocristin (Cr) und Dihydroergocryptin.
Dihydroergocryptin liegt in zwei stereoisomeren Formen vor, dem a-Dihydroergocryptin (o)
und B-Dihydroergocryptin (B). Die vier Komponenten weisen eine grofe strukturelle
Ahnlichkeit auf; sie unterscheiden sich einzig in ihrer Seitenkette in Position 5°
(Abbildung 4-7).
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Codergocrinmesilat -R Gehalt

Dihydroergocomin Cor _< 30,0-35,0 %
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o) B-Dihydroergocryptin B —\_CHS 10,0-13,0%

Abbildung 4-7: Chemische Struktur des Mehrkomponentengemisches Codergocrinmesilat.

4.4.2 'H-NMR-Spektroskopie

4.4.2.1 Optimierung des Lésungsmittels

Fir eine optimale Trennung der Signale der vier Codergocrinmesilat-Komponenten wurde
eine Vielzahl an Losungsmitteln bzw. Ldsungsmittelgemischen unterschiedlicher
Eigenschafien eingesetzt (Tabelle 4-2), um den Einfluss des jeweiligen Losungsmittels auf die

chemische Verschiebung bestimmter Protonen aufzeigen zu konnen.

Tabelle 4-2: Eingesetzte Losungsmittel fiir die Signalseparation von Codergocrinmesilat sowie dessen
Léslichkeit im jeweiligen Lésungsmittel.

i : apolare LM polare LM
Léslichkeit
aromatisch nicht-aromatisch protisch aprotisch
: CDCl;
gering CsDs *CD,Cl, D0
hoch CD-;0D DMSO-dg

Codergocrinmesilat ist in Methanol, Aceton und DMSO vollstindig loslich. In
Losungsmitteln wie Wasser, Acetonitril, Chloroform, Dichlormethan und Benzol zeigt die
Substanz eine sehr geringe Loslichkeit. Somit werden fiir eine vollstindige Loslichkeit des
Analyten geringe Mengen an DMSO-dg bzw. CD;0D zugesetzt.

Voraussetzung fiir die quantitative Bestimmung eines Stoffes mittels NMR-Spektroskopie ist
die eindeutige Zuordnung der zu integrierenden Signale. Fiir die Zuordnung der Signale in
den 'H- bzw. C-NMR-Spektren wurden zusitzlich DEPT-, COSY-, HMQC- und HMBC-
Experimente durchgefiihrt.
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Erste Experimente in DMSO-d¢ zeigen, dass eine Bestimmung der vier Komponenten von
Codergocrinmesilat aufgrund der unterschiedlichen Seitenketten in Position 5¢ nicht méglich
ist. In Folge starker Signaliiberlagerungen der CH-, CH,- und CH;-Gruppen (Abbildung 4-
8: CHy) sowie der aromatischen Protonen von Dihydroergocristin eignen sich diese Signale

nicht zur Quantifizierung.

H5-Region Cor
Cr ap
465 4.55  4.45  4.35 opm CHy

Abbildung 4-8: "H-NMR-Spektrum von Codergocrinmesilat in DMSO-ds.

Erste Messungen in DMSO-ds zeigen jedoch, dass die Signale des Protons in Position 5¢ fiir
die Quantifizierung mittels NMR-Spektroskopie geeignet sind. Die Signale der Protonen in
Position 5° von Dihydroergocornin und Dihydroergocristin sind basisliniengetrennt, einzig die
Signale von o~ und B-Dihydroergocryptin iiberlappen (Abbildung 4-8: VergroBerung). Ziel ist
es, durch Anderung des Losungsmittels eine optimale Trennung der H5¢-Signale der vier
Komponenten zu erzielen.

Der Einsatz von CD30D oder D,O anstelle von DMSQ-d; fiihrt zu keiner Verbesserung der
Signalseparation der Protonen in Position 5°; die entsprechenden Signale von a- und
B-Dihydroergocryptin  iiberlappen, die H5‘-Resonanzen von Dihydroergocomin und

Dihydroergocristin sind deutlich als Duplett und Triplett zu erkennen (Abbildung 4-9a).
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Verwendet man CD;0D, wird keine vollsténdige Basislinientrennung zwischen dem HOD-
Signal von CD3;0D und der Dihydroergocristin-Resonanz erreicht; beim Einsatz von D,O
tiberlappt das Losungsmittelsignal mit dem Triplett von Dihydrorgocristin. Der Einsatz von
DMSO-ds als Losungsmittel ist zu bevorzugen, da dieses, im Gegensatz zu den beiden
anderen polaren Lésungsmitteln, nicht zu stérenden Ldsungsmittelsignalen in der H5¢-Region
fithrt,

Beim Einsatz von CDCIl; ist eine Trennung der Protonen in Position 5° von «- und
B-Dihydroergocryptin = sichtbar. Die H5°-Signale von Dihydroergocornin  und
Dihydroergocristin sind vollstindig basisliniengetrennt. Variiert man nun den Anteil des
Losungsvermittlers DMSO-ds im Losungsmittelgemisch, beobachtet man eine umso bessere
Trennung der H5‘-Signale von - und B-Dihydroergocryptin, je geringer der Anteil an
DMSO-ds gewdhlt wird (Abbildung 4-9b). Eine vollstindige Basislinientrennung der
H5°-Signale von o- und B-Dihydroergocryptin kann jedoch nicht erreicht werden. Der
Austausch von DMSO-ds gegen CD;OD als Losungsvermittler liefert vergleichbare
Ergebnisse.

Ahnliche lH-Nl\/[R-Spcaktren erhilt man, wenn CDCl; gegen CD,Cl; ersetzt wird; es wird
keine Verbesserung der Signalseparation gegeniiber CDCl; erreicht.

Beim Einsatz von Cg¢Ds-Losungsmittelgemischen mit geringen Anteilen an DMSO-d¢ kann
eine Trennung der H5‘-Resonanzen von o- und B-Dihydroergocryptin erzielt werden
(Abbildung 4-9c¢). Bedingt durch CsDs wird das H5°-Signal von a-Dihydroergocryptin relativ
zu den anderen Resonanzen des Protons in Position 5¢ tieffeld-verschoben. Unter
Verwendung von Losungsmittelgemischen mit geringen Anteilen an DMSO-dg ist eine
Uberlappung der H5‘-Signale von a-Dihydroergocryptin und Dihydroergocristin - zu
beobachten. Erhéht man nun den Anteil an DMSO-dg schrittweise, wird das Signal von
a-Dihydroergocryptin relativ zu den anderen Resonanzen hochfeld-verschoben, bis sich die
H5¢-Signale von a- und B-Dihydroergocryptin ab einem gewissen Mischungsverhiltnis der
beiden Losungsmittel wieder {iberlagern. Die optimale Signalseparation der vier
Komponenten von Codergocrinmesilat wird unter Verwendung einer Mischung von C¢Dg und
DMSO-dgim Verhéltnis 10:1 (v/v) erzielt.

Ein &hnliches Trennverhalten wird beim Einsatz von CD;OD als Ldsungsvermittler
beobachtet, jedoch zeigen gleiche Mischungsverhiltnisse einen unterschiedlichen Einfluss auf
die Trennung der Komponenten. So ist bei Losungsmittelgemischen von C¢Dg und CD;0D
im Verhéltnis 1:1 (v/v) eine vollstindige Signaltrennung der vier Komponenten erkennbar,

wiéhrend mit DMSO-ds als Lésungsvermittler die Signale von o- und B-Dihydroergocryptin
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tiberlappen. Aufgrund der Lage des stérenden HOD-Signals von CD;OD in der H5‘-Region

werden Losungsmittelgemische von CsDs und DMSO-dg bevorzugt.

DMSO-de MSOH-d4
a)
Cor
Cor
Cr a,p
Cr a,B
H,O
470465460 435 430 445 440 435 430 | GBS 450 485 480 435 450 155 G0 455 450 ave wep
(ppm) ppm)
CDCEaZDMSO*ds
b)
7.5:1 Cor 30:1 Cor
Cr a B Cr a B
vvvvvvv T : FLAEERE By i o T T L LA L L S B S [ B B B B B R B Bt B S B e B S |
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Abbildung 4-9: 'H-NMR-Teilspektren der H5’-Region von Codergocrinmesilat (400 MHz), geordnet nach
verbesserter Signalseparation, fiir folgende L&sungsmittel: a) DMSO-dg (links), Methanol-d, (rechts),
b) CDCl;:DMSO-dg, c) CgDg:DMSO-ds. Eine optimale Signaltrennung wird in C4Ds:DMSO-dg im Verhiltnis
10:1 (v/v) erzielt. Beim Einsatz von Lsungsmittelgemischen sind die entsprechenden Mischungsverhiltnisse
angegeben.

4.4.2.2 Quantitative Bestimmung von Codergocrinmesilat mittels Internem und
Externem Standard

Zur Quantifizierung von Codergocrinmesilat wurde 4-Dimethylaminobenzoeséureethylester
als geeigneter Interner und Externer Standard ermittelt; fiir die Integration wird das
Quartettsignal der CH,-Protonen herangezogen. Diese Resonanz liegt in einer signalfreien
Region in direkter Nachbarschaft zu den H5¢-Signalen des Analyten. Alternativ kann das
Duplett der beiden aromatischen Protonen in Position 3 und 5 integriert werden; diese
Resonanz weist &hnlich kurze T;-Zeiten auf und wird hier im Rahmen des
Richtigkeitsnachweises durch einen direkten Vergleich der beiden Signalintensitiiten

verwendet (Tabelle 4-3).
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Tabelle 4-3: Auflistung der entsprechenden T-Zeiten der zur Quantifizierung herangezogenen Signale von
Codergocrinmesilat und des Internen Standards 4-Dimethylaminobenzoeséureethylester (DMABE).”

Proton Arzneistoff T-Zeit ASins Protonen Interner Standard Ti-Zeit1Sins

Codergocrinmesilat H5' 1,3 DMABE CH;-Signal 27

Das Mischungsverhiltnis von Analyt zu Standard wird so gewihlt, dass die zur Integration
herangezogenen Signale dhnliche Intensititen aufweisen (Abb. 4-10).

CH,-Signal
DMABE
Cor 2 ‘L
3 0" cH,
HSC\ a
H.C d
Cr a B
e e T e et R [ T — -
4.9 4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 4.3 4.2 4.1  ppm

Abbildung 4-10: 1H-NMR~TeiIspektrum der H5'-Region von Codergocrinmesilat mit dem zur Integration
herangezogenen Signal des Internen Standards 4-Dimethylaminobenzoeséureethylester (Verhéltnis
Analyt/Standard 15:1, 400 MHz, CgDg-DMSO-dg 10:1 (v/v)).

Zur Quantifizierung des Mehrkomponentengemisches Codergocrinmesilat mittels Internem
Standard wurden sechs bzw. fiinf unabhéngige Einwaagen des Analyten und des Internen
bzw. Externen Standards DMABE (99,6 % (g/g)) mittels Einfachbestimmung am
NMR-Spektrometer analysiert..

Die Anzahl der Scans (ns=64) wurde so gewihlt, dass das Signal-Rausch-Verhiltnis des
H5-Signals von -Dihydroergocryptin mindestens 250:1 betriigt; somit liegt die
Messunsicherheit der Signalintegration deutlich unter 1% [22]. Die Impulswiederholzeit
wurde zu 13,6 s (Repetition time = 5*T)) gesetzt.

4.4.2.3 Quantitative Bestimmung von Codergocrinmesilat mittels ERETIC

Als Kalibriersubstanz fiir das ERETIC-Signal wurde das zertifizierte Referenzmaterial (ZRM)
Benzoesdure verwendet (ca. 10mg ZRM in 0,7 ml Lésungsmittel). Fiinf voneinander

unabhéingige Einwaagen von ca. 10 mg Analyt in 0,7 ml Losungsmittel wurden jeweils einmal
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gemessen und gegen das ERETIC-Signal (-1.1 ppm) ausgewertet. Die herangezogenen
Integrale sind in Abbildung 4-11 dargestellt.
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Abbildung 4-11: IH—NMR-Spektrenausziige der relevanten Signale zur Integration.

Zur Absicherung der Ergebnisse wurden fiinf unabhiingige Finwaagen von je ca. 10 mg

Codergocrinmesilat und 10 mg Benzoeséure als Internem Standard je einmal gemessen,

4.4.3 "C-NMR-Spektroskopie

In der Literatur ist beschrieben, dass die Alkaloid-Zusammensetzung von Codergocrinmesilat
mittels ’C-NMR-Spektrokopie iiber den Vergleich der Signalintensititen des
Kohlenstoffatoms C5¢ analysiert werden kann [23].

Eine vollstindige Signalseparation des Kohlenstoffatoms in Position 5¢ der vier Komponenten
von Codergocrinmesilat kann in Losungsmitteln wie DMSO-dgs sowie Gemischen von CDCl;

bzw. Benzol-dg mit DMSO-ds als Losungsvermittler erreicht werden (Abbildung 4-12).

54



Cor

Cr

st cmsamncigtd o

60 59 58 57 56 55 54 53 ppm

Abbildung 4-12: *C-NMR-Teilspektrum der C5‘-Region von Codergocrinmesilat in DMSO-d.

Aufgrund des Kem-Overhauser-Effekts (NOE), der im Zusammenhang mit den
'H-Entkopplungstechniken in der ' C-NMR-Spektroskopie beobachtet wird, ist die
Integration der 13C-Si,c:\;nale und ein anschliefender Vergleich von Intensititen nicht direkt
méglich, da dieses Phéinomen die Intensitét eines Signals um bis zu 200% erhohen kann [19].
Die Grundvoraussetzung fiir quantitatives Arbeiten ist somit nicht mehr erfiillt und der
Einsatz der 3 C-NMR-Spektroskopie auf dem Gebiet der quantitativen Analyse limitiert.

Am vorliegenden Beispiel Codergocrinmesilat wird im Rahmen der quantitativen
Bestimmung fiir jede der vier Komponenten das Signal des Kohlenstoffatoms in Position 5¢
integriert. Unter der Annahme, dass die Signalintensitit des C5‘-Atoms fiir alle Komponenten
in gleicher Weise durch den NOE beeinflusst wird, kann eine quantitative Aussage iiber die
Alkaloid-Zusammensetzung getroffen werden.

Zur Quantifizierung von Codergocrinmesilat mittels *C-NMR-Spektroskopie wurden vier
unabhingige Einwaagen des Analyten in DMSO-ds bzw. CDCl; mit geringen Anteilen an
DMSO-ds im Verhiltnis 7,5:1 (v/v) gelost und mittels Einfachbestimmung am
NMR-Spektrometer analysiert. Nach manueller Korrektur von Phase und Basislinie wurden
die entsprechenden Signale integriert. Die Zusammensetzung des

Mehrkomponentengemisches wurde mittels Normalisierung bestimmt.

444 HPLC
4.4.4.1 Arzneibuchanalytik von Codergocrinmesilat

Zur Gehaltsbestimmung des Mehrkomponentengemisches Codergocrinmesilat wird im

Amerikanischen Arzneibuch (USP) eine isokratische Trennmethode auf octadecylsilyliertem
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Séulenmaterial vorgeschrieben [24]. Die mobile Phase besteht aus einer Mischung von
Wasser, Acetonitril und Triethylamin im Verhiltnis 80/20/2,5 (v/v/v)). Die vier Komponenten
werden mit einer RP18-Sdule (300 x 4,0 mm, 5 pm) bei einer Flussrate von 1,0 ml/min
getrennt und bei einer Wellenldnge von 280 nm detektiert. Die Komponenten eluieren in
folgender Reihenfolge: Dihydroergocornin, a-Dihydroergocryptin, Dihydroergocristin und
B-Dihydroergocryptin (Abbildung 4-13). Fiir die Eignung des Testsystems setzt die USP
folgende Kriterien: Auflésung zwischen zwei aufeinanderfolgenden Peaks, Symmetriefaktor
und theoretische Bodenzahl fiir definierte Peaks sowie eine maximale relative
Standardabweichung bei wiederholter Injektion fest. Die Quantifizierung erfolgt mittels
»Externer-Standard“-Methode unter Verwendung einer Referenzsubstanz. Der prozentuale

Anteil der einzelnen Alkaloide wird mittels Normalisierungsverfahren berechnet.
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Abbildung 4-13: HPLC-Chromatogramm von Codergocrinmesilat nach USP 31. HPLC-Bedingungen: Gerit:
Agilent HPLC (Serie1200); Saule: Hypersil Gold (150 x 4,6 mm, 5 pm); mobile Phase: Wasser, Acetonitril und
Triethylamin im Verhiltnis 80/20/2,5 (v/v/v); Fluss: 1,0 ml/min; Injektion: 20 pl; Detektion: 280 nm;
Probenkonzentration: 1,0 mg/ml. Peakzuordnung: Cor: Dihydroergocornin, «: a-Dihydroergocryptin, Cr:
Dihydroergocristin, B: p-Dihydroergocryptin.

Das  Europdische = Arzneibuch  bestimmt die  Alkaloid-Zusammensetzung  in
Codergocrinmesilat ~ mittels ~ HPLC;  ausgewertet wird mit Hilfe des
Normalisierungsverfahrens. Der Gesamtgehalt der Alkaloidmesilate wird weiterhin als
schwache Kationensiure mit NaOH-MaBldsung unter potentiometrischer Endpunktanzeige
bestimmt.

Die HPLC-Trennmethode des Ph. Eur. 6.0 dhnelt stark der oben beschriebenen quantitativen
Bestimmungsmethode des USP; als mobile Phase wird ebenfalls eine Mischung aus Wasser,
Acetonitril und Triethylamin verwendet, allerdings in einer anderen quantitativen

Zusammensetzung (75/25/2,5 (v/v/v)). Aufgrund des leicht erhShten Acetonitril-Anteils kann
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die Chromatographiedauer im Vergleich zur USP-Methode verkiirzt werden, jedoch wird eine
Verringerung der Auflésung zwischen zwei aufeinander folgenden Peaks beobachtet; die im
Rahmen des Eignungstests geforderte Auflésung von mindestens 3,0 wird erreicht. Am
Beispiel des Codergocrinmesilat-Musters der Firma Shire soll gezeigt werden, dass beide
Methoden mit Hilfe des Normalisierungsverfahrens vergleichbare FErgebnisse liefern
(Tabelle 4-4).

Tabelle 4-4: Ergebnisse der Alkaloid-Zusammensetzung des Codergocrinmesilat-Shire-Musters mittels HPLC
nach Ph. Eur. 6.0 und USP 31 unter Angabe der jeweiligen Standardabweichung.

Codergocrinmesilat Shire Cor [%] a [%] Cr [%] B [%]
Ph. Eur. 6.0 35,1+0,1 22,4%0,1 31,4+0,1 11,101
USP 31 34,7+ 0,1 229+0,1 31,3+0,1 11,1+ 0,1

Fiir die quantitative Analyse des Gesamtgehalts beider Muster wurde aufgrund der deutlich
besseren Aufldsung die Methode des USP ausgewihlt.

4.4.4.2 Quantitative Bestimmung von Codergocrinmesilat mittels HPLC

Zur Quantifizierung von Codergocrinmesilat wurden fiir beide Arzneistoffmuster jeweils
sechs unabhingige Einwaagen des Analyten und der zertifizierten Referenzsubstanz mittels
Dreifachbestimmung an der HPLC nach USP analysiert. Die geforderten
Systemeignungskriterien wurden erfiillt, so dass eine quantitative Auswertung méglich war
(Tabelle 4-5).

Tabelle 4-5: Systemeignungskriterien nach USP 31, bestimmt mit einer Referenzlésung von Codergocrinmesilat
CRS.

Systemeignungskriterium Vorgabe USP 31 ermittelter Wert
Auflosung zwischen a und Cr =1,35 4,4
Auflésung zwischen Cr und B 21,0 7,2
Symmetriefaktor des B-Peaks <25 1.1
theoretische Bodenzahl des B-Peaks =950 9230

relative Standardabweichung bei

0,
wiederholter Injektion £1.5% 0,1°%

Die Bestimmung des absoluten Gehalts von Codergocrinmesilat wurde mit Hilfe einer
zertifizierten Referenzsubstanz (USP Ergoloid Mesylates RS: 96,55 % (g/g)) nach Externer
Standardisierung  bestimmt. Gleichzeitig  erfolgte die  Bestimmung  der

Alkaloid-Zusammensetzung mittels Normalisierungsverfahren.
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4.4.5 Vergleich der Ergebnisse NMR-Spektroskopie versus HPLC
4.4.5.1 Ergebnisse der absoluten Bestimmungsmethode

Der absolute Gehalt von Codergocrinmesilat wurde mittels IH-NMR—Spektrosl&:opie und
HPLC bestimmt. Die Quantifizierung mittels NMR-Spektroskopie erfolgte durch Zusatz eines
Internen Standards; eingesetzt wurden hier zertifizierte Substanzen mit deklariertem Gehalt
wie 4-Dimethylaminobenzoeséureethylester und Benzoesdure. Zudem wurde der Gehalt
mittels Externer Standardisierung unter Verwendung von DMABE als Referenzsubstanz
sowie des elektronisch erzeugten Kalibriersignals (ERETIC) bestimmt. Um eine Aussage iiber
die Richtigkeit dieser ermittelten Ergebnisse treffen zu kénnen, wurde die Quantifizierung mit
einem zweiten, unabhéngigen Verfahren, der HPLC, durchgefiihrt. Eingesetzt wurde hier die
in der aktuellen Monographie des USP beschriebene Methode (siehe 4.4.4.1), die validiert ist
und somit als richtig gilt. Tabelle 4-6 fasst die Ergebnisse der Gehaltsbestimmung von
Codergocrinmesilat mittels NMR-Spektroskopie und HPLC zusammen.

Die zwei Arzneistoff-Muster wurden an beiden Forschungsstellen mittels Interner
Standardisierung am NMR-Spektrometer vermessen; eingesetzt wurden zertifizierte
Referenzsubstanzen, die sich in der Linge ihrer T;-Zeiten deutlich voneinander
unterscheiden. Der Gesamtgehalt des Mehrkomponentengemisches zeigt beim Einsatz der
langsam relaxierenden Benzoesiure eine deutliche Ubereinstimmung mit den entsprechenden
Ergebnissen, die mit Hilfe des kurz relaxierenden Standards 4-Dimethylaminobenzoeséure-
ethylester erzielt wurden; die Dauer der Relaxationszeit T; zeigt somit keinen signifikanten
Einfluss auf die Messergebnisse.

Vergleicht man die ermittelten 'H-NMR-Ergebnisse mittels Interner Standardisierung mit den
Ergebnissen unter Einsatz des Externen Standards DMABE, zeigt sich eine deutliche
Ubereinstimmung der Messergebnisse beider NMR-Verfahren,

Am vorliegenden Beispiel konnte aufgezeigt werden, dass die Quantifizierung von
Codergocrinmesilat mittels 'H-NI\/I]%Spektroskopi& als orthogonale Methode zu routinemiBig
eingesetzten Verfahren wie HPLC bezeichnet werden kann.

Zudem konnte gezeigt werden, dass die Ergebnisse der Externen Standardisierung mit Hilfe
des elektronisch erzeugten Kalibriersignals (ERETIC) innerhalb des geforderten
Toleranzbereiches von + 2 % relativer Abweichung beziiglich des HPLC-Referenzwertes

liegen; das ERETIC-Verfahren ist somit zur quantitativen Analyse von Codergocrinmesilat
geeignet.
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Tabelle 4-6: Zusammenstellung der Ergebnisse mittels NMR-Spektroskopie — Interne Standardisierung (IS) mit
DMABE bzw. Benzoesiure, Externe Standardisierung (ES) mit DMABE sowie ERETIC — und ‘HPLC unter
Angabe des absoluten Gehalts von Codergocrinmesilat (MW; in % (g/g)) und der entsprechenden relativen
Standardabweichung (RSD; in %). Beide Muster wurden an beiden Forschungsstelien mittels Internem Standard
analysiert (Universitit Wiirzburg' und DKI?).

Codergocrinmesilat Shire Cor [%] al %] Cr [%] B | oy [%?Eha;: S
IS DMABE' 32,4 21,5 31,1 10,5 95,5 0,1
IS Benzoes&ure? 31,9 21,8 30,8 10,6 95,1 0,2
ES DMABE 32,2 21,6 31,2 10,8 95,8 0,5
ERETIC 32,2 21,8 30,7 10,9 95,6 0,2
HPLC 33,4 21,9 30,1 10,6 96,0 0,5
Codergocrinmesilat Novartis | Cor [%] a [%] Cr [%] BRR | {%(]33“32 i
IS DMABE' 32,2 21,5 32,3 10,8 96,8 0,1
IS Benzoesiure? 31,3 21,4 33,1 10,9 96,7 0,2
ES DMABE 31,4 21,3 33,0 10,9 96,6 0,4
ERETIC 31,8 21,8 32,0 10,7 96,4 0,3
HPLC 32,9 22,0 30,8 10,8 96,5 0,5

4.4.5.2 Ergebnisse der relativen Bestimmungsmethode

Die Europdische sowie Amerikanische Pharmacopoeia fordern die quantitative Bestimmung
der Zusammensetzung des Mehrkomponentengemisches mittels HPLC; ausgewertet wird mit
Hilfe des Normalisierungsverfahrens [25].

Aufgrund der direkten Proportionalitit zwischen der Intensitéit eines Signals und der zur
Resonanzlinie beitragenden Kernanzahl in der NMR-Spektroskopie kann direkt das
Verhiltnis zweier Komponenten zueinander bestimmt werden. Dieses Verfahren stellt somit
eine der wichtigsten Bestimmungsmethoden zur quantitativen Analyse der Verhiltnisse von
Isomeren, Diastereomeren und Enantiomeren sowie der Zusammensetzung von
Mehrkomponentengemischen dar.

Am Beispiel von Codergocrinmesilat sollte nun niher untersucht werden, ob die Ergebnisse
der NMR-Spektroskopie mittels Normalisierungsverfahren zu denen konventioneller
Verfahren wie HPLC vergleichbar sind. Dafiir wurden die 'H- und *C-NMR-Spektren sowie
die entsprechenden HPLC-Chromatogramme von Codergocrinmesilat zusitzlich mittels
Normalisierung ausgewertet. Die entsprechenden Ergebnisse sind fiir beide Arzneistoffmuster

in Tabelle 4-7 zusammengefasst.
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Tabelle 4-7: Zusammenfassung der Ergebnisse mittels NMR- -Spektroskopie und HPLC unter Angabe der
prozentualen Alkaloid-Zusammensetzung von Codergocrinmesilat nach Normalisierung unter “Angabe der
jeweiligen Standardabweichung.

Codergocrinmesilat Shire Cor [%] a [%] Cr[%] B [%]

'H-NMR 34,9 +0,1 22,7+0,1 31,3+ 0,1 11,1+ 0,1
BC.NMR 348+0,2 224+05 31,7+0,3 11,1+0,2
HPLC 34,7+ 0,1 22,9+ 0,1 31,3+ 0,1 11,1+ 0,1
Codergocrinmesilat Novartis Cor [%] a [%] Cr [%] B [%]

"H-NMR 34,3+0,1 22,4+0,2 32,0+0,2 11,3+ 0,1
HPLC 34,2+0,4 22,8+0,2 31,9+ 0,3 11,1+ 0,1

Am vorliegenden Beispiel konnte gezeigt werden, dass die ermittelten Ergebnisse beider
Verfahren {ibereinstimmen. Wahrend der Aufnahme der "C-NMR-Spekiren wurde im
Zusammenhang mit der 1H—Breitbandentkopplung das Auftreten des NOE beobachtet, der in
diesem Fall vernachlissigt werden konnte. Die Ergebnisse dieser zeitaufwendigen Technik
zeigen ebenfalls eine hohe Ubereinstimmung mit den HPLC-Referenzwerten.

Die NMR-Spektroskopie stellt somit auf dem Gebiet der Quantifizierung mit Hilfe des
Normalisierungsverfahrens eine gute Alternative zu den konventionellen Verfahren wie

beispielsweise HPLC dar.

4.5 Clomifencitrat
4.5.1 Struktur

Clomifencitrat, ein Triphenylethylen-Derivat, liegt aufgrund der unterschiedlichen riumlichen
Anordnung des Chlorsubstituenten beziiglich der Doppelbindung als E- und Z-Isomer zu etwa
gleichen Teilen vor (Abbildung 4-14).

O\/\N/\C O O O\/\N/\CH

QI ., @ S

» HOoC™ X “COOH O » HoOoC” X COOH

HO COOCH HO COOH

Abbildung 4-14: Chemische Struktur von Clomifencitrat: Z-Isomer (links) und E-Isomer (rechts).
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4.5.2 "H-NMR-Spektroskopie
4.56.2.1 Optimierung des Lésungsmittels

In der Literatur ist beschrieben, dass die beiden Isomere von Triphenylethylen-Derivaten im
aromatischen Bereich hinsichtlich ihrer chemischen Verschiebung deutliche Unterschiede
aufweisen [26]. Wihrend die ortho- und metastiindigen Protonen des substituierten Aromaten
des E-Isomeres relativ zu den restlichen aromatischen Protonen deutlich hochfeld-verschoben
sind und basisliniengetrennt vorliegen, werden die entsprechenden Protonensignale des
Z-Isomers tieffeld-verschoben und iiberlappen teilweise mit anderen Signalen. Eigene
NMR-Messungen von Clomifencitrat in DMSO-ds konnten diese Ergebnisse bestitigen
(Abbildung 4-15, VergroBerung).

Erste Messungen in DMSO-ds =zeigen, dass eine quantitative Bestimmung des
Isomerengemisches mittels der Signale der Protonen der Seitenkette moglich ist
(Abbildung 4-15). Wihrend die Protonen in Position1 der beiden Isomere deutlich
basisliniengetrennte Signale aufweisen, unterscheiden sich die Resonanzen der Protonen von
E- und Z-Clomifencitrat mit steigender Entfernung zum aromatischen System nur noch
geringfiigig.

aromatische Region

CH,
4
z Citrat
7.4 7‘.3 7.2 T3 'i'il] 6.9 6.8 Ppm
3-CH,
1-CH,
7 E 2-CH,
T E X i i | ' i i i | i v i i T ' T i [ T 4 2 | % ¥ B [ = 4 T LI |

4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Abbildung 4-15: '"H-NMR-Spektrum von Clomifencitrat in DMSO-ds (400 MHz).
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Im Zuge der Methodenentwicklung wurde der Einfluss des Losungsmittels auf die
Signalseparation der sekundéiren Protonen in Position 1 sowie der aromatischen Protonen

néher untersucht (Tabelle 4-8).

Tabelle 4-8 Eingesetzte Losungsmittel fiir die Signalseparation von Clomifencitrat sowie dessen Léslichkeit im
jeweiligen Losungsmittel.

ik : apolare LM polare LM
Léslichkeit
aromatisch nicht-aromatisch protisch aprotisch
gering CsDs CDCl, D,0
hoch CD,0D DMSO-dg

Clomifencitrat ist in Methanol und DMSO vollstiindig 1slich. In Losungsmitteln wie Wasser,
Chloroform und Benzol zeigt die Substanz eine sehr geringe Loslichkeit. Somit wurden zur
vollstindigen Ldsung des Analyten geringe Mengen an Methanol als Losungsvermittler
zugesetzt.

Der Einsatz von CD3;0D zeigt keinen Unterschied in der Signalseparation der Protonen in
Position 1 gegeniiber DMSO-ds; die beiden Tripletts sind vollsténdig basisliniengetrennt
(Abbildung 4-16d unten). Beim Einsatz von D,0O wird im Gegensatz zu den anderen beiden
polaren Losungsmitteln keine vollstdndige Signalseparation erzielt (Abbildung 4-16d oben);
zusitzlich wird eine erhebliche Signalverbreiterung beobachtet.

Der Wechsel von polaren zu apolaren Losungsmitteln wie CDCl; zeigt keine verbesserte
Signaltrennung der Protonen in Position 1 (Abbildung 4-16a); aufgrund der schlechten
Loslichkeit des Analyten in CDCl3 wird CD3;0D als Losungsvermittler zugesetzt. Die beiden
Resonanzen weisen einen Unterschied von etwa 53 Hz in ihren chemischen Verschiebungen

auf; dies ist vergleichbar mit den Messungen in DMSO-dg und CD3;0D (55 Hz).
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apolare Losungsmittel

nicht aromatisch aromatisch
a) b}
425 ' 4:4 i di] I 4:2 I 411 ‘ 4:0 ' ELB ‘ 3:8 T
CDCl3:CD50D (30:1 viv) CsDg:CD30D (15:1 viv)

polare Losungsmittel

aprotisch protisch

c) d)

4.25 4.15 4,05 3.95

D,0:CD,0D (5:1 viv)

T T T T T T T T
4.35 4.25 4.15 4.05

DMSO-dg

CDs0D

Abbildung 4-16:'H-NMR-Teilspektren der HI1-Region von Clomifencitrat (400 MHz), geordnet nach Losungsmittelgruppen
unterschiedlicher Eigenschaften: a) CDCl;:CD;0D, b) C¢Ds:CDyOD, c) DMSO-d; und d) D,0-CD;0D (oben), CD;0D
(unten). Eine optimale Signaltrennung wird in DMSQ-dg im Verhilinis erzielt. Beim Einsatz von Ldsungsmittelgemischen

sind die entsprechenden Mischungsverhiiltnisse angegeben.

Beim Einsatz von CsDs mit geringen Mengen an CD3;0D als Losungsvermittler wird ebenfalls
eine Basislinientrennung der beiden H1-Signale erzielt (Abbildung 4-16). Aufgrund der
unvollstindigen Loslichkeit der Substanz in C¢Dg miissen je nach Clomifencitratkonzentration
unterschiedliche Anteile an CD30D als Losungsvermittler zugesetzt werden, was den Einsatz
von C¢Dg als Losungsmittel limitiert. Des Weiteren sind die Triplett-Signale nicht aufgel6st.

In einem zweiten Schritt wurde der Einfluss des Losungsmittels auf die Signalseparation von
E- und Z-Clomifencitrat im aromatischen Bereich niher untersucht (Abbildung 4-17). Die
Messungen in D,0 wurden nicht beriicksichtigt. In den restlichen Lésungsmitteln sind die

zum Sauerstoff ortho-stéindigen Protonen des Phenoxyringes des E-Isomers (E,) relativ zu den
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anderen aromatischen Signalen hochfeld-verschoben und vollstindig basisliniengetrennt, und
somit zur Quantifizierung geeignet. In den beiden apolaren Losungsmitteln CDCls und C¢Ds
sowie CD;OD ist der aromatische Bereich des IH—Nl\/IR-Spektrums durch starke
Signaliiberlagerungen der beiden Isomere gekennzeichnet; fiir Z-Clomifencitrat findet man
kein vollstindig separiertes Signal zur Integration. Einzig beim Einsatz von DMSO-d; liegen

fiir beide Isomere vollstindig getrennte Signale im aromatischen Bereich vor.

el

CDC1,:CD,0D Jﬂﬂ/ﬂm UJJNLJM)WML s M
 MeOHa M/ d\\ _A_ )ULWELAM

Abbildung 4-17: '"H-NMR-Teilspektren des aromatischen Bereiches von Clomifencitrat aufgenommen in unterschiedlichen

Lasungsmitteln bzw. Losungsmittelgemischen.

Eine optimale Signalseparation der beiden geometrischen Isomere wird in DMSO-d; erzielt.
Zur Quantifizierung von Clomifencitrat werden Signale der Protonen in Position 1
herangezogen. Die Richtigkeit dieser Methode kann durch einen Vergleich der
Signalintensititen zwischen aromatischen und aliphatischen Protonen fiir beide Isomere

bestimmt werden.

4.5.2.2 Quanititative Bestimmung von Clomifencitrat mittels Internem und Externem
Standard

Zur Bestimmung des absoluten Gehalts von Clomifencitrat mittels 1H—NMR-Spe:lﬂ:roskopie
wurden Nicotinamid und Thymol als geeignete Interne Standards ermittelt (Tabelle 4-9).
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Tabelle 4-9: Auflistung der entsprechenden T)-Zeiten der zur Quantifizierun
Clomifencitrat und der getesteten Internen Standards.

g heranpezogenen Signale von

Protonen Arzneistoff Tq1-Zeit AS [s] Protonen Interner Standard T4-Zeit 1S [s]
Clomifencitrat H1 0,3 Nicotinamid H2 2,6
Clomifencitrat aromat. H 1,1-16 Thymol 5-CH, 1,3

Die quantitative Bestimmung unter Zusatz von Thymol kann durch Integration des vollstindig
separierten OH-Signals bzw. der Resonanz der Methylgruppe in Position 5 erfolgen.
Nicotinamid zeigt zwei Signale, die aufgrund ihrer Signallage im Spektrum zur quantitativen
Auswertung geeignet sind. Bedingt durch eine kiirzere T)-Zeit des Protons in Position 2 im
Vergleich zum Proton in Position 6 (T; ~ 3,2 s), wird das Integral der H2-Resonanz bestimmt.
Das Mischungsverhiltnis von Analyt zu Standard wurde so gewihlt, dass die zur Integration
herangezogenen Signale dhnliche Intensitéiten aufweisen (Abbildung 4-18). Beim Einsatz von
Thymol als Internem Standard betrégt das Verhéltnis von Analyt zu Standard etwa 10:1,
wohingegen beim Einsatz von Nicotinamid etwa 3,5 Teile Clomifencitrat auf einen Teil
Standard entfallen. Um den Wigefehler moglichst gering zu halten, wurde im Rahmen der

quantitativen Bestimmung von Clomifencitrat mit Nicotinamid als Internem Standard

gearbeitet.
o H1-Region E
z
| X" “NH,
Nic &\, =2
N

H2 ~ aromat. H

Nic *iﬁ

H6 4.l45 ' 4.l35 i 4.I25 I 4.I15 ‘ 4.I05 ' .ppm
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Abbildung 4-18: 'H-NMR-Teilspektrum von Clomifencitrat mit dem zur Integration herangezogenen Signal des
Internen Standards Nicotinamid (Nic) (Verhiltnis Analyt/Standard 3,5:1, 400 MHz, DMSO-dy).

Zur Quantifizierung des Isomerengemisches Clomifencitrat wurden sechs unabhingige

Einwaagen des Analyten nach Zusatz des Internen Standards Nicotinamid (99,5 % (g/g)) bzw.
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funf unabhéingige Einwaagen des Analyten bei Verwendung von Thymol (99,0 % (g/g)) als
Externen Standards mittels Einfachbestimmung am NMR-Spektrometer analysiert. Das
geforderte Signal-Rausch-Verhiltnis von mindestens 250:1 wird bei 32 akkumulierten Scans

und einem Impulsabstand von 20,1 s deutlich iiberschritten.

4.5.2.3 Quantitative Bestimmung von Clomifencitrat mittels ERETIC
Zur Kalibrierung des elektronischen ERETIC-Signal wurde eine Lésung aus ca. 10 mg ZRM

Benzoesdure in 0,7 ml Losungsmittel verwendet. Die eigentliche Analyse des Analyten
erfolgte durch Einfachmessungen von fiinf voneinander unabhéngigen Einwaagen von jeweils
ca. 10 mg Analyt in 0,7 ml Losungsmittel. Das NMR-Spektrum zur Auswertung gegen das
ERETIC-Signal ist in Abbildung 4-19 dargestellt.

T
-05 ~0.6 =0.7 ppm

e o ——

= n -

Abbildung 4-19: [H-N'MR—Spektrenauszﬁge der relevanten Signale zur Integration.
Ferner wurden fiinf unabhingige Einwaagen von je ca. 10 mg Clomifencitrat und 10 mg

Benzoesdure zur Auswertung iiber die Interne Standardisierung vermessen, um die Richtigkeit
der ERETIC-Messwerte zu gewihrleisten.

4.5.3 HPLC

4.56.3.1 Arzneibuchanalytik von Clomifencitrat

Zur Gehaltsbestimmung des E/Z-Isomerengemisches Clomifencitrat wird im Amerikanischen
Arzneibuch (USP) eine isokratische Trennmethode auf butylsilyliertem S#ulenmaterial
vorgeschrieben [27]. Die mobile Phase besteht aus einer Mischung aus Methanol, Wasser und

Triethylamin im Verhéltnis 55/45/0,3 (v/v/v) und wird mit Phosphorsiure auf einen pH-Wert

von 2,5 eingestellt. Die zwei Isomere werden mit einer RP4-Siule (250 x 4,6 mm, 5 pm) bei
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einer Flussrate von 1,0 ml/min getrennt, die Detektion erfolgt bei einer Wellenldnge von
233 nm. Die beiden Isomere eluieren in folgender Reihenfolge: Z-Clomifencitrat,
E-Clomifencitrat (Abbildung 4-20). Fiir die Uberpriifung der Systemeignung setzt die USP
die Kriterien Auflosung zwischen zwei aufeinanderfolgende Peaks, Symmetriefaktor und
theoretischen Bodenzahl sowie maximale relative Standardabweichung bei dreifacher
Injektion fest.

Die Quantifizierung von Clomifencitrat erfolgt mittels Externer Standardisierung unter
Verwendung einer Referenzsubstanz.

mAU Z E

70 7
60 7
50'3
40

30

20

5 10 15 20 25 30 35  min

Abbildung 4-20: HPLC-Chromatogramm des E/Z-Isomerengemisches Clomifencitrat nach USP 31.
Bedingungen: Gerdt: Agilent HPLC (Serie1200); Siule: BetaBasic-4 (250 x 4,6 mm, 5 pm); mobile Phase:
Methanol, Wasser und Triethylamin (eingestellt mit Phosphorsiure auf einen pH-Wert von 2,5) im Verhiltnis
55/45/0,3 (viv/v); Fluss: 1,0 ml/min; Injektion: 50 pl; Detektion: 233 nm; Probenkonzentration: 0,05 mg/ml.
Peakzuordnung: Z: Z-Clomifencitrat, E: E-Clomifencitrat.

4.5.3.2 Quantitative Bestimmung von Clomifencitrat mittels HPLC

Zur Quantifizierung von Clomifencitrat wurden sechs unabhingige Einwaagen des Analyten
sowie der zertifizierten Referenzsubstanz mittels Dreifachbestimmung an der HPLC nach
USP analysiert. Die geforderten Systemeignungskriterien wurden erfiillt, so dass eine
quantitative Auswertung moglich war (Tabelle 4-10).

Tabelle 4-10: Systemeignungskriterien nach USP 31, bestimmt mit einer Referenzlésung aus Clomifencitrat.

Systemeignungskriterium Vorgabe USP 31 ermittelter Wert
Auflésung zwischen E- und Z-Isomer =15 6,8
Symmetriefaktor des E-Peaks £3,0 0,7
theoretische Bodenzahl des E-Peaks > 2000 10922

relative Standardabweichung bei

9 o
wiederholter Injektion £20% 0,2 %
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Die Bestimmung des absoluten Gehalts von Clomifencitrat wurde mit Hilfe einer
zertifizierten Referenzsubstanz (USP Clomiphene Citrate RS 99,2 % (g/g)) mittels Externer
Standardisierung  durchgefiihrt.  Gleichzeitig  erfolgte die  Bestimmung  des

Isomerenverhiltnisses mittels Normalisierungsverfahren.

4.5.4 Vergleich der Ergebnisse 1H-NMR—Spektroskopie versus HPLC
4.5.4.1 Ergebnisse der absoluten Bestimmungsmethode

Der absolute Gehalt von Clomifencitrat wurde mittels "H-NMR-Spektroskopie und HPLC
bestimmt. Die Quantifizierung mittels NMR-Spekiroskopie erfolgte durch Zusatz eines
Internen Standards; eingesetzt wurden hier zertifizierte Substanzen mit deklariertem Gehalt
wie Nicotinamid und Benzoesiure. Zudem wurde der Gehalt mittels FExterner
Standardisierung unter Verwendung von Thymol als Referenzsubstanz sowie des elektronisch
erzeugten Kalibriersignals (ERETIC) bestimmt. Um eine Aussage iiber die Richtigkeit der
ermittelten Ergebnisse treffen zu konnen, wurde die Quantifizierung mit einem zweiten,
unabhéngigen Verfahren, der HPLC, durchgefiihrt. Fingesetzt wurde hier die Methode der
aktuellen Monographie des USP; diese ist validiert und gilt somit als richtig. Tabelle 4-11
fasst die Ergebnisse der Quantifizierung des Isomerengemisches Clomifencitrat mittels
NMR-Spektroskopie und HPLC zusammen.

Tabelle 4-11: Zusammenstellung der Ergebnisse mittels NMR-Spektroskopie - Interne
Standardisierung (IS) mit Nicotinamid bzw. Benzoes&ure, Externe Standardisierung (ES) mit Thymol
sowie ERETIC — und HPLC unter Angabe des absoluten Gehalts von Clomifencitrat {Clom MW;
in % (g/g)) und der entsprechenden relativen Standardabweichung (RSD; in %). Die Charge wurde an
beiden Forschungsstellen mittels Internem Standard analysiert (Universitét Wiirzburg und DKI).

Hehi ; ; : : Gehalt
Clomifencitrat Z-Clomifencitrat [%] E-Clomifencitrat [%] MW [%] RSD [%]
IS Nicotinamid’ 41,3 56,1 97,4 0,3
IS Benzoes3ure? 41,3 55,8 97,1 0,5
ES Thymol 41,5 55,5 96,9 0,6
ERETIC ' 41,2 54,8 96,0 0,6
HPLC 40,7 56,4 97,1 0,5

Der Arzneistoff wurde an beiden Forschungsstellen mittels lH-NMR-Spektroskopie: unter
Zugabe eines Internen Standards analysiert. Eingesetzt wurden hierfiir zwei zertifizierte
Referenzsubstanzen, die sich in der Linge ihrer T,-Zeiten deutlich voneinander
unterscheiden; wihrend Nicotinamid kurze Ty-Zeiten aufweist, ist fir die Benzoesdure die

Relaxationszeit deutlich langer. Unter Beriicksichtigung der optimalen NMR-Messparameter
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wurden flir beide Standardsubstanzen vergleichbare FErgebnisse erzielt; die Dauer der
Relaxationszeit T hat somit keinen signifikanten Einfluss auf das Messergebnis.

Vergleicht man die ermittelten "H-NMR-Ergebnisse unter Zugabe eines Internen Standards
mit den Ergebnissen der Externen Standardisierung mit Thymol, zeigt sich eine deutliche
Ubereinstimmung der Messergebnisse beider Verfahren.

Am vorliegenden Beispiel konnte aufgezeigt werden, dass die Quantifizierung von
Clomifencitrat mittels lH—NMR—Spektroskopie durch den Einsatz von Internen bzw. Externen
Standardsubstanzen eine orthogonale Methode zu konventionell eingesetzten Techniken wie
HPLC darstellt.

Zudem konnte gezeigt werden, dass die Ergebnisse der Externen Standardisierung mit Hilfe
des elektronisch erzeugten Kalibiersignals (ERETIC) deutlich innerhalb des geforderten
Toleranzbereiches von + 2 % relativer Abweichung liegen und somit korrekte Werte erhalten

werden.

4.5.4.2 Ergebnisse der relativen Bestimmungsmethode

Die 'H-NMR-Spekiroskopie bietet die Méglichkeit, durch direkten Vergleich der
Signalintensitéten, den prozentualen Anteil einzelner Komponenten im Arzneistoffgemisch
quantitativ zu bestimmen. Am Beispiel von Clomifencitrat soll zusitzlich néher untersucht
werden, ob mit Hilfe des Normalisierungsverfahrens vergleichbare Ergebnisse zwischen
NMR-Spektroskopie und konventionellen Verfahren wie HPLC erzielt werden. Dafiir wurden
die "H-NMR-Spekiren sowie die entsprechenden HPLC-Chromatogramme von Clomifencitrat
zusitzlich mittels Normalisierung ausgewertet. Die entsprechenden Ergebnisse sind in

Tabelle 4-12 zusammengefasst.

Tabelle 4-12: Zusammenfassung der Ergebnisse mittels NMR-Spektroskopie und HPLC unter Angabe der
prozentualen Anteile der beiden Isomere von Clomifencitrat nach Normalisierung unter Angabe der jeweiligen
Standardabweichung.

Clomifencitrat Z-Clomifencitrat [%] E-Clomifencitrat [%]
'H-NMR 41,2+0,1 58,8 + 0,1
HPLC 41,8+ 0,1 58,1+ 0,1

Am vorliegenden Beispiel konnte aufgezeigt werden, dass die NMR-Spektroskopie auf dem
Gebiet der Quantifizierung mit Hilfe des Normalisierungsverfahrens eine gute Alternative zu
routineméBig eingesetzten Verfahren wie HPLC darstellt.
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4.6 Flupentixoldihydrochiorid
4.6.1 Struktur

Flupentixoldihydrochlorid, ein Thioxanthen-Derivat, zihlt zur Gruppe der geometrischen

Isomere und liegt zu etwa gleichen Teilen als E- und Z-Flupentixol vor (Abbildung 4-21).

HO\/\N

+* 2HCI

Abbildung 4-21: Chemische Struktur von Flupentixol-2HCI: E-Isomer (links), Z-Isomer (rechts).

4.6.2 "H-NMR-Spektroskopie
4.6.2.1 Optimierung des Lésungsmittels

Fiir eine optimale Trennung der Signale der zwei Isomere von Flupentixoldihydrochlorid
wurden eine Vielzahl an Losungsmitteln und Lésungsmittelgemischen unterschiedlicher
Eigenschaften eingesetzt (Tabelle 4-13), um den Einfluss des jeweiligen Losungsmittels auf

die chemische Verschiebung bestimmter Protonen aufzeigen zu kénnen.

Tabelle 4-13: Eingesetzte Losungsmittel fiir die Signalseparation von Flupentixoldihydrochlorid, sowie dessen
Loslichkeit im jeweiligen Lsungsmittel.

i : apolare LM polare LM
Loslichkeit
aromatisch nicht-aromatisch protisch aprotisch
: CeDe
gering Toluol-ds CDCl; ACN-d,
D,0
hoch CDLOD DMSO-d;

Flupentixol-2HCI ist in Wasser, Methanol und DMSO vollstindig 15slich. In Lésungsmitteln
wie Acetonitril, Chloroform, Toluol und Benzol zeigt die Substanz eine sehr geringe
Laslichkeit. Deshalb wurden fiir eine vollstindige Loslichkeit des Analyten geringe Mengen
an CD3;0D bzw. DMSO-dg zugesetzt.

Erste Messungen in D,O zeigen, welche Protonen fiir die quantitative Bestimmung von
Flupentixol-2HC] geeignet sind. Die chemischen Verschiebungen der Protonen der
Seitenkette weisen fiir die beiden Isomere nur geringfiigige Unterschiede auf, zudem ist diese

Region durch Signaliiberlagerungen gekennzeichnet. Die aromatische Region im Spektrum
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eignet sich infolge starker Signaliiberlagerungen ebenfalls nicht zur quantitativen
Bestimmung. Einzig das Signal des Protons in Position 1 des E-Isomers ist relativ zu den
restlichen — aromatischen Signalen deutlich tieffeld-verschoben und  vollstindig
basisliniengetrennt. Erste Messungen in DO zeigen jedoch, dass die Signale des Protons in
Position 1° fir die Quantifizierung mittels NMR-Spektroskopie geeignet sind
(Abbildung 4-22). Die Resonanzen des Protons in Position 1¢° der beiden Isomere
unterscheiden sich deutlich voneinander, jedoch sind die beiden Tripletts nicht vollstindig
basisliniengetrennt. Ziel ist es, durch Anderung des Losungsmittels eine optimale Trennung

der H1‘-Signale von E- und Z-Flupentixoldihydrochlorid zu erzielen.

Seitenkette
T L 1
aromat. H
——
H1 H1'
E ZIE
o
T [] T T T T I ] T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 ppm

Abbildung 4-22: "H-NMR-Spektrum von Flupentixoldihydrochlorid in D,0O (400 MHz).

Der Einsatz von CD;0D zeigt keinen Unterschied in der Signalseparation der Protonen in
Position 1° gegeniiber D,0; die beiden H1‘-Signale sind nicht vollstindig basisliniengetrennt
(Abbildung 4-23b).

Beim Einsatz von polaren, aprotischen Losungsmitteln wie Acetonitril-d; oder DMSO-dg ist
aufgrund der sehr dhnlichen chemischen Verschiebungen der beiden H1‘-Resonanzen die
Triplettsignalform infolge starker Signaliiberlagerung nicht mehr zu erkennen
(Abbildung 4-23a).

Eine vollstindige Basislinientrennung der beiden H1¢-Signale wird beim Einsatz von CDCl;
mit geringen Mengen an CD;OD bzw. DMSO-d¢ als Losungsvermittler erzielt
(Abbildung 4-23c). Jedoch sind hier vor allem im aromatischen Bereich zusitzliche Signale
geringer Intensitét sichtbar, die auf eine Wechselwirkung zwischen Analyt und Losungsmittel

hindeuten.
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Beim Einsatz von Toluol-dg-Losungsmittelgemischen mit CD;0D als Losungsvermittler kann
eine vollstindige Trennung der Signale in Position 1° erzielt werden (Abbildung 4-23d). Die
Signalseparation zeigt ein robustes Verhalten hinsichtlich der Variation des CD;0D-Anteils.
Eine optimale Signalseparation von E- und Z-Flupentixol wird in Toluol-dg-
CD;0D-Lésungsmittelsgemischen im Verhéltnis 5:1 (v/v) erzielt.

Ahnliche 'H-NIVER-Spektren erhilt man nach Austausch von Toluol-dg gegen CsDs. Jedoch ist
der Einsatz von Toluol-dg als Losungsmittel zu bevorzugen, da die Triplettform der beiden

H1*-Signale in C¢D¢-Gemischen nicht mehr vollsténdig zu erkennen ist (nicht dargestellt).

DMSO-d; ACN-d3:D,0 (15:1 viv)
a) ZIE Z/E
6.I15 6.‘10 6.i05 Ippm 6..05 5:00 5:95 5:90 pprl'll
D,O A CD,0D
b) z E Z E
5-'95 5.I90 5.'85 p'pm 5:05 6:00 5:95 ‘ppm
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CDCl,:CD;0D (6,5:1 viv) Toluol-dg:CD;0D (5:1 viv)
c) 7 E d) z E
5:85 5:80 5.175 5:70 PF_'H'[! I 5:80 . 5:70 ' 5:60 I pplm

Abbildung 4-23: 1H-I\l'l\/l]i’.—'l‘eils;:nektrum der H1*-Region von Flupentixoldihydrochlorid (400 MHz), geordnet
nach verbesserter Signalseparation, fiir folgende L&sungsmittel: a) DMSO-d; (links), ACN-d;:D,0 (rechts), b)
D,0 (links), CD;0D (rechts), c) CDCl;:CD;0D, d) Toluol-dg:DMSO-ds. Eine optimale Signaltrennung wird in
Toluol-dg:CD;0D 5:1 (v/v) erzielt. Beim Einsatz von Losungsmittelgemischen sind die entsprechenden
Mischungsverhiltnisse angegeben.

4.6.2.2 Quantitative Bestimmung von Flupentixol-2HCI mittels Internem und
Externem Standard

Zur Bestimmung des absoluten Gehalts von Flupentixol-2HC] mittels 'H-NMR-
Spektroskopie wurden verschiedene Interne Standards niher untersucht, die aufgrund ihrer
vollstandigen Ldslichkeit im verwendeten Losungsmittelgemisch, ihrer Signallage im
'"H-NMR-Spektrum und ihrer kurzen Tj-Zeit fiir die Quantifizierung geeignet sind. Dabei
wurde 4-Dimethylaminobenzoesdureethylester als geeigneter Interner Standard ermittelt; fiir
die Integration wird das Signal der aromatischen Protonen H3/HS5 herangezogen. Diese
Resonanz liegt in einer signalfreien Region in direkter Nachbarschaft zu den H1¢-Signalen
des Analyten. Alternativ kann das Duplett der beiden aromatischen Protonen in Position 2 und
6 integriert werden, aufgrund der deutlich lingeren T)-Zeit (T; >> 2,5 s) wird die Messdauer
pro Probe erhoht (Tabelle 4-14).

Tabelle 4-14: Auflistung der entsprechenden T,-Zeiten der zur Quantifizierung herangezogenen Signale von
Flupentixol-2HC] und des Internen Standards 4-Dimethylaminobenzoesaureethylester (DMABE).

Proton Arzneistoff Tq-Zeit AS [s] Protonen Interner Standard Ti-Zeit IS [s]
Flupentixol H1* 0,9

Hpentixo DMABE H3/H5 2,5
Flupentixol aromat. H 1,2
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Das Verhiltnis von Analyt zu Standard wird so gewshlt, dass die zur Integration
herangezogenen Signale dhnliche Intensititen aufweisen (Abbildung 4-24). Beim Einsatz von
DMABE als Interner Standard betréigt das Verhéltnis von Analyt zu Standard etwa 10:1.

0
N2 E-H1 2
3 0" cH, ——
HSC\ i} 3
/N 5
H,C $ L
H3/H5

DMABE T T T T T T T T T T T

6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 6.0 5.9 5.8 5.7 5.6 5.5 ppm

Abbildung 4-24: "H-NMR-Teilspektrum von Flupentixoldihydrochlorid mit dem zur Integration herangezogenen
Signal des Internen Standards 4-Dimethylaminobenzoesiureethylester (DMABE) (Verhiltnis Analyt/Standard
10:1, 400 MHz, Toluol-dg:CD30D 5:1 (v/v)).

Zur Quantifizierung des Isomerengemisches Flupentixol-2HC] wurden sechs bzw. fiinf
unabhéngige Einwaagen des Analyten nach Zusatz des Internen bzw. bei Verwendung des
Externen  Standards  4-Dimethylaminobenzoesiureethylester (99,6 % (g/g))  mittels
Einfachbestimmung am NMR-Spektrometer analysiert. Das Signal-Rausch-Verhiltnis der
H1‘-Resonanz von E-Flupentixol-2HCI liegt mit etwa 400:1 {iber dem geforderten Grenzwert
(Anzahl der Scans=64, Impulsabstand=12,8 s).

4.6.2.3 Quanititative Bestimmung von Flupentixol-2HCI mittels ERETIC
Als Kalibriersubstanz fiir das ERETIC-Signal wurde Maleinséure verwendet (ca. 10 mg

Maleinséure in 0,7 ml Losungsmittel). Fiinf voneinander unabhéngige Einwaagen von ca.
10 mg Analyt in 0,7 ml Lésungsmittel wurden jeweils einmal gemessen und gegen das
ERETIC-Signal ausgewertet (Abbildung 4-25).
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Abbildung 4-25: 'H-NMR-Spckh’cnausziige der relevanten Signale zur Integration.

Die Richtigkeit der Resultate der ERETIC-Messung wurde mittels Interner Standardisierung
parallel Uberpriift. Hierzu wurden fiinf unabhingige Einwaagen von je ca. 10mg

Flupentixoldihydrochlorid und 10 mg Maleins3ure als Internem Standard je einmal gemessen.

4.6.3 "“F-NMR-Spektroskopie

Neben der lH-NI\/[R-Spektroskopie eignet sich die Detektion von '°F-Kernen aufgrund der
natiirlichen '’F-Haufigkeit von 100 % und einer nahezu gleichen NMR-Empfindlichkeit
ebenfalls zur quantitativen Analyse [28]. Aufgrund der geringen Verbreitung von
fluorhaltigen Substanzen spielt die 19F-NMR—Spf:ktroskopie jedoch eine untergeordnete Rolle.
Ein grofler Vorteil dieser Methode ist ihr wesentlich groBerer Verschiebungsbereich von bis
zu 1200 ppm im Vergleich zur lH-Nl’\/[R-Spektrosokopie. Die "F-NMR-Spektren sind im
Allgemeinen viel einfacher als die entsprechenden Protonenspektren, da nur '"F-Kerne
detektiert werden koénnen, die sich in ihren chemischen Verschiebungen meist deutlich
unterscheiden; Signaliiberlagerungen treten somit selten auf, wodurch eine einfache und

genaue Integration ermoglicht wird,

4.6.3.1 Optimierung des Lésungsmittels

In der Literatur wird beschrieben, dass die Konzentration des aktiven Z-Isomers im
menschlichen Serum selektiv mittels 19F—NI\/[R—Spektrsokopie quantitativ erfasst werden
kann; als Losungsmittel der Wahl wird eine Mischung aus ACN-d; und CD30D im Verhiltnis
2:1 v/v eingesetzt [29].
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Um den Einfluss des Losungsmittels auf die chemischen Verschiebungen der Fluoratome
néher zu untersuchen, wurde eine Vielzahl an Losungsmitteln bzw. Losungsmittelgemischen

unterschiedlicher Eigenschaften eingesetzt (Tabelle 4-15).

Tabelle 4-15: Eingesetzte Losungsmittel fiir die Signalseparation von Flupentixoldihydrochlorid, sowie dessen
Laslichkeit im jeweiligen Lésungsmittel.

5t : apolare LM polare LM
Léslichkeit ;
aromatisch nicht-aromatisch protisch Aprotisch
gering CDCl, ACN-d;
D,0
DMSO-d
hoch CD,0D 5

Beim Einsatz von DO wird eine Signalseparation der beiden Singuletts erzielt
(Abbildung 4-26a); die beiden Resonanzen weisen einen Unterschied von etwa 15 Hz in ihren
chemischen Verschiebungen auf. Fiir eine genaue und leicht durchfiihrbare Integration der
Signale wire jedoch eine bessere Trennung von Vorteil.
Eine deutliche Verbesserung der Signaltrennung wird beim Wechsel des Losungsmittels zu
CD;0D beobachtet (Abbildung 4-26b); hier wird eine vollstindige Basislinientrennung von
Z- und E-Flupentixol erzielt. Die Differenz der chemischen Verschiebungen betriigt etwa
84 Hz.
Beim Einsatz von aprotischen Losungsmitteln wie DMSO-dg zeigt sich im Vergleich zu
Experimenten in DO eine deutlich verbesserte Signalseparation, jedoch weisen die beiden
Singuletts deutliche Unterschiede in Signalform und —hohe auf (Abbildung 4-26¢). Wihrend
die Resonanz des E-Isomers eine scharfe Signalform zeigt, ist das Z-Signal stark verbreitert.
Die Linienbreite des Z-Isomers bei halber Signalamplitude betriigt in DMSO-ds 8,6 Hz,
wihrend die entsprechende Halbwertsbreite bei Experimenten in D,0 bei 2,3 Hz liegt. Durch
den Zusatz geringer Mengen an D;O beobachtet man eine deutliche Verringerung der
Halbwertsbreite des Z-Signals. Experimente in DMSQ-D,0-Gemischen im Verhiltnis
7,5:1 (v/v) liefern Fluorsignale mit vergleichbaren Halbwertsbreiten fiir E- und Z-Flupentixol
(Abbildung 4-26c: rotes Spektrum). Bedingt durch den Zusatz an D;O wird das Z-Signal
relativ zur E-Resonanz hochfeld-verschoben.
Ahnliche ""F-NMR-Spektren erhdlt man beim Finsatz von ACN-d; im Vergleich zu
DMSO-D,0-Lésungsmittelgemischen (Abbildung 4-26d). Aufgrund der geringen Laslichkeit
des Analyten in ACN-d; werden geringe Mengen an D,O als Lsungsvermittler zugesetzt.
Beim Einsatz von apolaren Lésungsmitteln wie CDCl; wird eine #hnliche Signaltrennung wie
in aprotischen Losungsmitteln mit geringen Mengen an D,0 beobachtet. Jedoch werden hier
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zwel zusitzliche Signale geringer Intensitit detektiert (Abbildung 4-26€); auch in
'"H-NMR-Experimenten sind in CDCl3-CD;0D-Lésungsmittelgemischen zusitzliche Signale
sichtbar.

Eine optimale Separation der Fluorsignale von Z- und E-Flupentixol-2HCl wird unter

Verwendung von CD;0D erzielt.

polare Lésungsmittel
a) zZ E b) E
Z
protisch
-s1l.as ! -51|.95 I -62[.05 l ppnl\ ~63I.55 i -63}.65 [ -GJI.'IE ' pn:n
D0 CD30D
c) E d) E
z
aprotisch
2)
! —GII:.EE l —GDI.GS I —GOI.'JE p[;m ! -EZI.EO ' -EZI.SD ' -GZI.'IU I['.\1:\rn
DMSO-dg/ DMSO-dgD,0 ACN-dzD,0 (15:1 viv)
apolare Lésungsmittel
e) E
Z
mCh,t zusétzliche Signale
aromatisch
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Abbildung 4-26: ""F-NMR-Spektren von Flupentixol-2HCI (400 MHz), geordnet nach Losungsmitteln
unterschiedlicher ~ Eigenschaften: a)D,0, b)CD;0D, c) 1) DMSO-d,, 2) rot: DMSO-d¢:D,0 7,5:1 (v/v),
d) ACN-d3:D,0 und e) CDCl;:CD3OD. Eine optimale Signaltrennung der beiden Isomere wird in CD;0D
erzielt. Beim Einsatz von Lésungsmittelgemischen sind die entsprechenden Mischungsverhiltnisse angegeben,
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4.6.3.2 Interner Standard

Zur  Bestimmung des  absoluten  Gehalts von  Flupentixol-2HCl  mittels
19F—NMR—Speldcroskopie wird ein Interner Standard definierter Reinheit zugesetzt. In der
Literatur werden vor allem Substanzklassen wie aromatische Fluorkohlenwasserstoffe (z. B.
4-Fluortoluol, 4-Trifluormethylbenaldehyd) oder anorganische fluorhaltige Verbindungen
eingesetzt [30]. Diese unterscheiden sich in ihrer chemischen Struktur und ihrem
Molekulargewicht hiufig von den zu bestimmenden Arzneistoffen und zeigen im wissrigen
Milieu meist eine geringe Loslichkeit bzw. aufgrund der sehr groBen Verschiebungsbereiche
von bis zu 1200 ppm deutliche Unterschiede in ihrer chemischen Verschiebung im Vergleich
zur untersuchten Substanz.

Zur Bestimmung des absoluten Gehalts von Flupentixol-2HC] mittels F-NMR-
Spektroskopie wurden verschiedene Interne Standards ausgewdhlt und niher untersucht, die
folgende Auswahlkriterien erfiillen: die Referenzsubstanz muss vollstéindig im ausgewiihlten
Losungsmittel 16slich sein, Analyt und Standard sollen #hnliche chemische Verschiebungen
und T;-Zeiten aufweisen, und die Standardsubstanz soll ein hohes Molekulargewicht
aufweisen, um eine direkte Einwaage zu erméglichen.

Drei strukturell unterschiedliche Arzneistoffe mit ein bzw. zwei Trifluormethylsubstituenten
wurden néher untersucht. Das Fluorsignal von Fluphenazindihydrochlorid weist aufgrund
seiner hohen strukturellen Ahnlichkeit zum zu untersuchenden Analyt eine &hnliche
chemische Verschiebung wie das Signal des E-Isomers auf, eine vollstindige
Basislinientrennung wird nicht erreicht (Abbildung4-27). Die Resonanzen von
Fluvoxaminmaleat und Flecainidacetat sind relativ zu den Flupentixolsignalen

hochfeld-verschoben und vollstéindig basisliniengetrennt.
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Abbildung 4-27: "F-NMR-Spektrum von Flupentixol-2HCI mit den drei ngher untersuchten Internen Standards
Fluphenazin-2HCI (Fluph), Fluvoxaminmaleat (Fim) und Flecainidacetat (Flec) (400 MHz, DD;OD).

Als geeignete Interne Standards wurden Fluvoxaminmaleat und Flecainidacetat ermittelt. Die
Referenzsubstanzen weisen wie der Analyt kurze T;-Zeiten auf (Tabelle 4-16). Das Verhiltnis
von Analyt zu Standard betréigt in beiden Fillen etwa 2:1.

Tabelle 4-16: Auflistung der entsprechenden T)-Zeiten der zur Quantifizierung herangezogenen Signale von
Flupentixol-2HCI und verschiedener Interner Standards.

Proton Arzneistoff Tq-Zeit AS [s] Protonen Interner Standard T-Zeit IS [s]
Flupentixol 1,3 Fluvoxaminmaleat 1.3
- 1,5
Flecainidacetat
1,7

4.6.4 Quantitative Bestimmung von Flupentixol-2HCI mittels Internem Standard

Zur Quantifizierung des Isomerengemisches Flupentixol-2HC] wurden fiinf unabhingige
Einwaagen des Analyten nach Zusatz des Internen Standards Fluvoxaminmaleat
(99,5 % (g/g)) mittels Einfachbestimmung am NMR-Spektrometer analysiert. Tabelle 4-17
fasst die wichtigsten Messparameter zusammen. Die Anzahl der Scans wurde so gewihlt, dass
das Signal-Rausch-Verhéltnis des Fluor-Signals von Z-Flupentixol-2HCI mindestens 300:1
betrégt; unter diesen Bedingungen liegt die Messunsicherheit der Signalintegration deutlich
unter 1 % [22].
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Tabelle 4-17: Zusammenstellung der Messparameter fiir die quantitative Bestimmung von F]upentmol—ZHC]
(Probenkonzentration 4 mg/ml).

Parameter Aufnahme

Spekirometer, NMR-Messkopf E{E:Ehé‘;ﬂgifwo MHz Spektrometer,
Impulswinkel a0°

Datenpunkte 64 K

Anzahl der Scans 32 — S/N (Z) ~ 800:1

Spektrale Breite 30 ppm

Aufnahmezeit (Acquisition time) 58s

Impulsabstand (Repetition time (RT =5 - T,)) 98s

Temperatur 300K

Nach Aufnahme des NMR-Spektrums wurden die Phase sowie die Basislinie manuell
korrigiert und die zur Quantifizierung herangezogenen Signale manuell integriert. Der
absolute Gehalt von Flupentixol-2HC] wurde mit Hilfe des zugesetzten Internen Standards
deklarierten Gehalts ermittelt und die prozentualen Anteile der beiden Isomere mittels

Normalisierung bestimmt.

46.5 HPLC
4.6.5.1 Arzneibuchanalytik von Flupentixoldihydrochlorid

Zur Gehaltsbestimmung des E/Z-Isomerengemisches Flupentixoldihydrochlorid wird im
Europdischen Arzneibuch (Ph. Eur.) das pharmakologisch aktive Z-Isomer mittels
Normalphasenchromatographie quantitativ erfasst [31]. Die mobile Phase besteht aus einer
Mischung aus Wasser, konzentrierter Ammoniakidsung R, 2-Propanol und Heptan im
Verhiltnis 2/4/150/850 (v/v/v/v). Die beiden Isomere werden an einer unmodifizierten
Kieselgelphase (250 x 4,0 mm, 5 pm) bei einer Flussrate von 1,5 ml/min getrennt und bei
einer Wellenldnge von 254 nm detektiert. Zur Uberpriifung der Systemeignung wird die
Referenzldsung mit Flupentixoldihydrochlorid CRS vermessen und die Bedingungen
gegebenenfalls so verdndert, dass die Aufldsung zwischen dem Z-Flupentixol-Peak und dem
E-Isomer-Peak mindestens 3,0 betrdgt (Abbildung 4-28). Der Gehalt des Z-Isomers wird mit

Hilfe des deklarierten Gehalts an Z-Isomer in der Referenzsubstanz bestimmt.
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Abbildung 4-28: HPLC-Chromatogramm des E/Z-Isomerengemisches Flupentixoldihydrochlorid nach
Ph. Eur. 6.0. HPLC-Bedingungen: Gerit: Agilent HPLC (Serie1200); Siule Betasil Silica-100 (250 x 4,0 mm,
5 um); mobile Phase: Wasser, konzentrierte Ammoniakldsung R, 2-Propanol und Heptan im Verhiltnis

2/4/150/850 (v/v/viv); Fluss: 1,5 ml/min; Injektion: 20 pl; Detektion: 254 nm; Probenkonzentration: 0,4 mg/ml.
Peakzuordnung: Z: Z-Flupentixol-2HCI, E: E-Flupentixol-2HC].

4.6.5.2 Quantitative Bestimmung von Flupentixol-2HC! mittels HPLC

Zur Quantifizierung von Flupentixoldihydrochlorid wurden sechs unabhéngige Einwaagen
des Analyten sowie der zertifizierten Referenzsubstanz mittels Dreifachbestimmung an der
HPLC nach Ph. Eur. 6.0 analysiert. Das geforderte Systemeignungskriterium wurde erfiillt, so

dass eine quantitative Auswertung moglich war (Tabelle 4-18).

Tabelle 4-18: Systemeignungskriterien nach Ph. Fur. 6.0, bestimmt mit einer Referenzlésung aus
Flupentixoldihydrochlorid CRS.

Systemeignungskriterium Vorgabe Ph. Eur. 6.0 ermittelter Wert

Aufidsung zwischen E- und Z-lsomer >3,0 5,6

Die Bestimmung des absoluten Gehalts von Flupentixoldihydrochlorid sowie der beiden
Isomere wurde mit Hilfe einer zertifizierten Referenzsubstanz
(Flupentixoldihydrochlorid CRS; Z-Isomer 43,6 % (g/g)) mittels Externer Standardisierung
bestimmt. Gleichzeitig erfolgte die Bestimmung des Isomerenverhiltnisses mittels

Normalisierungsverfahren.
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4.6.6 Vergleich der Ergebnisse NMR versus HPLC
4.6.6.1 Ergebnisse der absoluten Bestimmungsmethode

Der absolute Gehalt von Flupentixol-2HCl wurde mittels 1H-N'MR~Spektroskopie,
'"F.NMR-Spektroskopie ~ sowie HPLC bestimmt. Die Quantifizierung  mittels
NMR-Spektroskopie erfolgte zum einen durch Zusatz eines Internen Standards; eingesetzt
wurden hier zertifizierte Substanzen mit deklariertem Gehalt wie Maleinsiure und
4-Dimethylaminobenzoesiureethylester fiir die Bestimmung mittels 'H—NMR-Spektroskopie
und Fluvoxaminmaleat fiir die quantitative Bestimmung mittels l9F-N'MR—Spektroskopie.
Zudem wurde der Gehalt mittels Externer Standardisierung unter Verwendung von
4-Dimethylaminobenzoesdureethylester ~als 'H-NMR-Referenzsubstanz  sowie  des
elektronisch erzeugten Kalibriersignals (ERETIC) bestimmt. Um eine Aussage iiber die
Richtigkeit der ermittelten Ergebnisse treffen zu konnen, wurde die Quantifizierung mit
einem zweiten, unabhéingigen Verfahren, der HPLC, durchgefiihrt. Eingesetzt wurde hier die
Methode der aktuellen Monographie des Ph. Eur. 6.0, die validiert ist und somit als richtig
gilt. In Tabelle 4-19 werden die Ergebnisse der Quantifizierung von Flupentixol-2HC] mit

NMR-Spektroskopie und HPLC zusammengefasst.

Tabelle 4-19: Zusammenstellung der Ergebnisse mittels lH—NMR—Spt=:l~:i:rosl'c01:|ie — Interne Standardisierung (IS)
mit DMABE bzw. Maleinsiure, Externe Standardisierung (ES) mit DMABE sowie ERETIC -
"’F-NMR-Spektroskopie unter Zusatz des Internen Standards Fluvoxaminmaleat (Flm) und HPLC unter Angabe
des absoluten Gehalts von Flupentixol-2HCI (MW; in% (g/g)) und der entsprechenden relativen
Standardabweichung (RSD; in %). Die Charge wurde an beiden Forschungsstellen mittels Internem Standard
analysiert (Universitit Wiirzburg' und DKT?).

Flupentixol-2HCI Z-Flupentixol [%] E-Flupentixol [%] MW [% ?eha:; SD [%]
'H-NMR IS DMABE' 41,7 49,8 91,5 0,2
'H-NMR IS Maleins&ure? 41,7 49,4 91,1 0,3
'H-NMR ES DMABE 41,5 49,3 90,8 0,5
'H-NMR ERETIC 42,0 49,4 91,4 0,8
F-NMR IS FIm 41,8 50,0 91,8 0,3
HPLC 412 50,7 91,9 0,2

Flupentixol-2HCI] wurde an beiden Forschungsstellen mittels '"H-NMR-Spektroskopie unter
Zusatz eines Internen Standards analysiert, die sich deutlich in der Linge ihrer T;-Zeiten
voneinander unterscheiden. Wihrend DMABE é&hnlich kurze Ti-Zeiten wie der Analyt
aufweist, ist fiir die Maleinsédure die Relaxationszeit deutlich verlingert. Am vorliegenden
Beispiel konnte aufgezeigt werden, dass die Linge der RelaxationszeitT; keinen
signifikanten Einfluss auf das Messergebnis hat. Zudem wurde bei der Detektion anderer

NMR-aktiver Kerne wie z. B. "Fluor und anschlieBender quantitativer Auswertung mittels
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Intener Standardisierung eine hohe Ubereinstimmung mit den entsprechenden
'H-NMR-Ergebnissen beobachtet.

Vergleicht man die ermittelten "H-NMR-Ergebnisse unter Zugabe eines Internen Standards
mit den Ergebnissen der Externen Standardisierung mit DMABE, zeigt sich ebenfalls eine
deutliche Ubereinstimmung der Messergebnisse beider Methoden.

Am vorliegenden Beispiel konnte aufgezeigt werden, dass die Quantifizierung von
Flupentixol-2HCI mittels NMR-Spektroskopie durch den Einsatz von Internen bzw. Externen
Standardsubstanzen eine orthogonale Methode zu konventionell eingesetzten Techniken wie
HPLC darstellt.

Zudem konnte gezeigt werden, dass die Ergebnisse der Externen Standardisierung mit Hilfe
des elekironisch erzeugten Kalibiersignals (ERETIC) innerhalb des geforderten
Toleranzbereiches von + 2 % relativer Abweichung liegen und somit korrekte Werte erhalten

werden.

4.6.6.2 Ergebnisse der relativen Bestimmungsmethode

Die NMR-Spektroskopie bietet die Moglichkeit, durch direkten Vergleich der
Signalintensititen zueinander, den prozentualen Anteil einzelner Komponenten im
Arzneistoffgemisch quantitativ zu bestimmen. Am Beispiel von Flupentixol-2HC] soll n#her
untersucht werden, ob mit Hilfe des Normalisierungsverfahrens vergleichbare Ergebnisse
zwischen NMR-Spektroskopie und konventionellen Verfahren wie HPLC erzielt werden.
Dafur wurden die NMR-Spektren sowie die entsprechenden HPLC-Chromatogramme von
Flupentixol-2HC] zusétzlich mittels Normalisierung ausgewertet. Die entsprechenden
Ergebnisse sind in Tabelle 4-20 zusammengefasst.

Tabelle 4-20: Zusammenfassung der Ergebnisse mittels NMR-Spektroskopie und HPLC unter Angabe der
prozentualen Anteile der beiden Isomere von Flupentixol-2HCI nach Normalisierung.

Flupentixol-2HCI Z-Flupentixol-2HCI [%] E-Flupentixol-2HCI [%]
"H-NMR 456+ 0,1 54,4 + 0,1
YF.NMR 455+ 0,2 54,5+ 0,2
HPLC 448+ 0,1 55,2 + 0,1

Am vorliegenden Beispiel Flupentixol-2HCI konnte aufgezeigt werden, dass mit Hilfe des
Normalisierungsverfahrens bei der Detektion unterschiedlicher NMR-aktiver Kerne
vergleichbare Ergebnisse erzielt werden. Vergleicht man die NMR-Resultate mit den

entsprechenden HPLC-Ergebnissen, liefern beide Verfahren #hnliche Werte. Jedoch wird
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aufgrund der unsymmetrischen Peakformen von Z- und E-Flupentixol, welche ein
ausgeprégtes Tailing zeigen, die Integration der Peaks erschwert.

4.7 Atracuriumbesilat
4.7.1 Struktur

Atracuriumbesilat besitzt pro Tetrahydropapverin-Einheit zwei chirale Zentren; am
Kohlenstoff-Atom in Position 1 sowie am dazu benachbarten Stickstoff. Je nach Lage der
sperrigen Substituenten beziiglich der C;-N-Bindung unterscheidet man drei geometrische

Isomere: cis-cis-, cis-trans- sowie trans-trans-Atracuriumbesilat (Abbildung 4-29).

MeO OMe
MeO OMe
MeO ,\)-L J\/\ OMe
MeO Oy OMe

X2

Abbildung 4-29: Chemische Struktur von Atracuriumbesilat,

4.7.2 "H-NMR-Spektroskopie
4.7.2.1 Optimierung des Loésungsmittels
In der Literatur ist beschrieben, dass sowohl die 'H-NMR- als auch die

13C-NMR-Spel«:f:roskopie eine Bestimmung des cis-trans-Verhiltnisses von Atracuriumbesilat
erlaubt; die ermittelten Ergebnisse sind mit den entsprechenden der HPLC vergleichbar [32].
Die quantitative Auswertung des 1H—N"MR-Spcktrums erfolgt {iber die Signale des
aromatischen Protons in Position 8; die entsprechenden chemischen Verschiebungen von cis-
und trans-Atracuriumbesilat unterscheiden sich deutlich. Im "C-NMR-Spektrum sind die
Kohlenstoffsignale der cis- und trans-Komponenten der am quaternéren Stickstoff sitzenden
Methylgruppe deutlich voneinander separiert. Experimente in CDCl; erlauben zudem eine
Differenzierung von cis-cis- und cis-trans-Atracuriumbesilat iiber das cis-Signal des Protons
in Posititon 8; die entsprechenden trans-Resonanzen sind dagegen weniger gut aufgeldst und
zeigen eine deutliche Signaliiberlagerung. Im Folgenden soll der Einfluss unterschiedlicher
Losungsmitte] auf die Lage der H8-Resonanzen im 'H-NMR-Spektrum niher aufgezeigt

werden.
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Erste Messungen in CDCl; konnten die in der Literatur aufgezeigten Ergebnisse beziiglich der
Signalseparation des Protons in Position8 sowie die Angaben des geforderten
cis-trans-Verhéltnisses von etwa 3:1 bestitigen (Abbildung 4-30c).

Atracuriumbesilat ist in Chloroform, Acetonitril, DMSO, Methanol und Wasser vollstdndig
16slich; in Benzol zeigt der Analyt eine geringe Loslichkeit und muss mit geringen Mengen an
CDCl; als Lésungsvermittler versetzt werden.

Experimente in den polaren Losungsmitteln DMSO-dg, ACN-d3, D,O und CD;0D zeigen im
'H-NMR-Spektrum zwei deutlich voneinander abgetrennte H8-Signale, die den
entsprechenden cis- und trans-Komponenten zugeordnet werden kénnen (Abbildung 4-30a);
eine Signalseparation der drei Isomere in cis-cis-, cis-trans- und trans-trans-Atracuriumbesilat
wird jedoch nicht erreicht. Beim Einsatz von D;0 bzw. D,O-ACN-d;-Gemischen zeigt sich
im aliphatischen Bereich des Spektrums fiir die Protonen in Position 22 und 23 eine
Signalaufspaltung in die drei Einzelisomere; eine vollstindige Basislinientrennung der
entsprechenden Signale wird jedoch nicht erzielt (nicht gezeigt).

Beim Einsatz von CDCli;-Gemischen mit unterschiedlichen Mengen an CgDg kann eine
verbesserte Separation der trans-Signale des Protons in Position8 in die jeweiligen
trans-trans- und  cis-trans-Isomere  erreicht werden. Hohe Cg¢Ds-Anteile im
Losungsmittelgemisch  (CDCl3:CeDs 1:3 (v/v)) filhren zu einer Uberlagerung der
trans-Resonanzen (Abbildung 4-30b); wird der Anteil an C¢Dg schrittweise gesenkt, wird das
trans-trans-Signal tieffeld-verschoben und eine Separation der beiden trans-Signale erreicht
(Abbildung 4-30d). Beim Einsatz von CDCl;-C¢Ds-Losungsmittelgemischen im Verhiltnis
4:1(v/v) wird eine Trennung der H8-Signale in cis-cis-, cis-trans- und
trans-trans-Atracuriumbesilat erreicht; aufgrund der fehlenden Basislinientrennung ist die
Integration jedoch fehlerbehaftet. Ahnliche "H-NMR-Spektren erhilt man, wenn CgDg gegen
Toluol-dg ersetzt wird, jedoch wird auch hier keine Verbesserung der Signalseparation
gegeniiber CDCl3-C4Dg-Gemischen erreicht.

Im Rahmen von Robustheitsmessungen zeigt sich, dass die Konzentration des Analyten vor
allem auf die Signalseparation der trans-H8-Resonanzen einen erheblichen Einfluss besitzt; je
geringer die Atracuriumbesilat-Konzentration gewihlt wird, desto besser sind die beiden

Signale getrennt.
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Abbildung 4-30: 'H-NMR-Teilspektrum der H8-Region von Atracuriumbesilat (400 MHz), geordnet nach
verbesserter Signalseparation, fiir folgende Losungsmittel: a) DMSO-dg; (links), ACN-d; (rechts), b)
CDCl;:CeDg 1:3 (v/v), ¢) CDCl;, d) CDClL:C¢Dg4:1 (v/v). Eine optimale Signaltrennung wird in
CDCl5:C¢Dg 4:1 (v/v) erzielt.
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4.7.2.2 Quantitative Bestimmung von Atracuriumbesilat mittels Internem und
Externem Standard

Zur Bestimmung des absoluten Gehalts von Atfracuriumbesilat mittels 'H-NMR-
Spektroskopie wurden verschiedene Interne Standards néher untersucht, die aufgrund ihrer
vollstindigen Loslichkeit im verwendeten L&sungsmittelgemisch, ihrer Signallage im
"H-NMR-Spektrum und ihrer kurzen T;-Zeit fiir die Quantifizierung geeignet sind. Dabei
wurde Thymol als geeigneter Interner Standard ermittelt (Tabelle 4-22).

Tabelle 4-22: Auflistung der entsprechenden T,-Zeiten der zur Quantifizierung herangezogenen Signale von
Atracuriumbesilat und des Internen Standards Thymol.

Proton Arzneistoff T1-Zeit AS [s] Protonen Interner Standard Tq-Zeit IS [s]

Atracuriumbesilat H8 0,7 Thymal 5-CHj 1,9

Das Verhdltnis von Analyt zu Standard wird so gewihlt, dass die zur Integration
herangezogenen Signale &hnliche Intensititen aufweisen (Abbildung 4-31). Beim Einsatz von
Thymol als Interner Standard betrégt das Verhiltnis von Analyt zu Standard etwa 20:1.

,L Thymol
H3
5
OH
H8 H,C” ~CH,
!_l—l
cis/ trans

UL T !
5 6.0 5.5 5.

MR TTTTTT T T T P R
8.0 .5 7.0 6.

0O 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm
Abbildung 4-31: [H—NMR-Spektmm von Atracuriumbesilat mit Thymol als Internem Standard (Verhiltnis

Analyt/Standard 20:1, CDCl3:C¢Dg 4:1 (v/v)). Die zur Integration herangezogenen Signale von Analyt und
Standard sind markiert.

Zur Quantifizierung von Atracuriumbesilat wurden drei unabhiingige Einwaagen des
Analyten nach Zusatz des Internen Standards Thymol (99,9 % (g/g)) bzw. bei Verwendung
des Externen Standards Benzoesiure mittels Einfachbestimmung am NMR-Spektrometer
analysiert. Das  geforderte  Signal-Rausch-Verhiltnis der H8-Resonanz  von
trans-trans-Atracuriumbesilat wird nach 128 akkumulierten Einzelexperimenten mit etwa
250:1 erreicht; der Impulsabstand betrug 10,3 s.
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4.7.2.3 Quantitative Bestimmung von Atracuriumbesilat mittels ERETIC

Als Kalibriersubstanz fiir das ERETIC-Signal wurde das ZRM Benzoesdure verwendet (ca.
10 mg ZRM in 0,7 ml Losungsmittel). Fiinf voneinander unabhingige Einwaagen von ca.
10 mg Analyt in 0,7 ml Lsungsmittel wurden jeweils einmal gemessen und gegen das
ERETIC-Signal ausgewertet (Abbildung 4-32).
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Abbildung 4-32: 'H—NMR-Speku'enauszﬁge der relevanten Signale zur Integration.

Zur Absicherung der Ergebnisse wurden fiinf unabhiingige Einwaagen von je ca. 10 mg

Atracuriumbesilat und 10 mg Benzeoséure als Internem Standard je einmal gemessen.

4.7.3 HPLC
4.7.3.1 Arzneibuchanalytik von Atracuriumbesilat

Zur Gehaltsbestimmung des Isomerengemisches Atracuriumbesilat wird sowohl im
Européischen Arzneibuch als auch im Amerikanischen Arzneibuch eine Trennmethode auf
octadecylsilyliertem Séulenmaterial unter Gradientenelution vorgeschrieben [33,34]. Die
mobile Phase besteht aus einer Mischung aus Methanol, Acetonitril und
Kaliumdihydrogenphosphatpuffer (10,2 g/1), welcher zuvor mit Phosphorsiure auf einen
pH-Wert von 3,1 eingestellt wurde. Die drei Isomere werden mit einer RP18-Siule
(250 x 4,6 mm, 5 um) bei einer Flussrate von 1 ml/min getrennt, die Detektion erfolgt bei
einer Wellenlénge von 280 nm. Die Isomere eluieren in folgender Reihenfolge: trans-
trans-Isomer, cis-trans-Isomer und cis-cis-Isomer von Atracuriumbesilat (Abbildung 4-33).

Zur Uberpriifung der Systemeignung werden die Mindestauflosung zwischen zwei
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aufeinanderfolgenden Hauptpeaks von Atracuriumbesilat, sowie die maximale relative
Standardabweichung bei wiederholter Injektion der Atracuriumbesilat-Referenzlésung,
gefordert. Die Quantifizierung erfolgt mittels Externer Standardisierung unter Verwendung
einer Referenzsubstanz.
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Abbildung 4-33: HPLC-Chromatogramm des Isomerengemisches Atracuriumbesilat nach Ph. Eur. 6.0.
HPLC-Bedingugnen: Geriit: Agilent HPLC (Serie1200); Saule: Hypersil Gold (250 x 4,6 mm, 5 pm); mobile
Phase: Methanol, Acetonitril und Kaliumdihydrogenphosphatpuffer (10,2 g/l; eingestellt mit Phosphorséure auf
einen pH-Wert von 3,1); Gradientenelution, Fluss: 1,0 ml/min; Injektion: 20 nl; Detektion: 280 nm;
Probenkonzentration: 1,0 mg/ml.  Peakzuordnung: tt: trans-trans-Atracuriumbesilat, ct: cis-trans-
Afracuriumbeislat, cc: cis-cis-Atracuriumbesilat.

4.7.3.2 Quaniitative Bestimmung von Atracuriumbesilat mittels HPLC

Zur Quantifizierung von Atracuriumbesilat wurden fiir das Muster von Hexal fiinf
unabhéngige Einwaagen des Analyten und der zertifizierten Referenzsubstanz, sowie fiir die
Atracuriumbesilat-Charge  von = GSK  drei  unabhingige Finwaagen  mittels
Dreifachbestimmung an der HPLC nach der Monographievorschrift des Europiischen
Arzneibuches analysiert. Die geforderten Systemeignungskriterien wurden erfiillt, so dass

eine quantitative Auswertung moglich war (Tabelle 4-22).

Tabelle 4-22: Systemeignungskriterien nach Ph. Eur. 6.0' bzw. USP 312, bestimmt mit einer Referenzlésung von
Atracuriumbesilat CRS,

Systemeignungskriterium Vorgabe Ph. Eur. 6.0, USP 312 ermittelter Wert
Aufldsung zwischen tt- und ct-lsomer z 1,?; 2,5
Aufldsung zwischen ct- und cc-lsomer ; 1'?; 1,9
relative Standardabweichung bei <2.0 % 0,1 %

wiederholter Injektion
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Die Bestimmung des absoluten Gehalts von Atracuriumbesilat wurde mit Hilfe einer
zertifizierten ~Referenzsubstanz — (Atracuriumbesilat CRS 98,9 % (g/g)) nach  Externer
Standardisierung bestimmt. Gleichzeitig erfolgte die Bestimmung des Isomerenverhiltnisses

mittels Normalisierungsverfahren.

4.7.4 Vergleich der Ergebnisse NMR versus HPLC

Der absolute Gehalt von Atracuriumbesilat wurde mittels 1H-N'MR-—S}::ektroskopie und HPLC
bestimmt. Die Quantifizierung mittels NMR-Spektroskopie erfolgte durch den Zusatz von
Thymol als Internem Standard. Zudem wurde der Gehalt mittels Externer Standardisierung
unter Verwendung von Benzoesiure als Referenzsubstanz sowie des elektronisch erzeugten
Kalibriersignals (ERETIC) bestimmt. Um eine Aussage iiber die Richtigkeit der ermittelten
Ergebnisse treffen zu konnen, wurde die Quantifizierung mit einem zweiten, unabhéngigen
Verfahren, der HPLC, durchgefiihrt. Eingesetzt wurde hier die Methode der aktuellen
Monographie des Europdischen Arzneibuches; diese ist validiert und liefert somit richtige
Werte. Tabelle 4-23 fasst die Ergebnisse der Quantifizierung von Atracuriumbesilat mittels

NMR-Spektroskopie und HPLC zusammen.

Tabelle 4-23: Zusammenstellung der Ergebnisse mittels 1H—NMR-Spoakiros.kopie — Interne Standardisierung (IS)
mit Thymol, Externe Standardisierung (ES) mit Benzoesdure sowie ERETIC — und HPLC unter Angabe des
absoluten Gehalts Atracuriumbesilat (MW; in % (g/g)) und der entsprechenden relativen Standardabweichung
(RSD; in %). Zusitzlich wurden die prozentualen Anteile der Isomere mittels Normalisierung bestimmt.

Muster GSK cis-cis [%] cis-trans [%] trans-trans [%] Gehat

MW [%] RSD [%]
IS Thymol 52,2 34,8 6,5 93,5 0,2
ES 52,4 36,2 6,0 94,6
ERETIC 51,6 35,6 59 93,1
HPLC 53,7 34,0 5,5 93,2 0,3
Naormalisierung IS 55,8 37,2 7.0
Normalisierung ES 55,4 38,2 6,3
Normalisierung HPLC 57,6 36,5 59

Die verschiedenen Bestimmungsmethoden liefern vergleichbare Ergebnisse beziiglich des
Gesamtgehalts von Atracuriumbesilat; es sind jedoch starke Schwankungen im Gehalt der
Einzelkomponenten erkennbar. Die Abweichungen der "H-NMR-Ergebnisse im Vergleich zu
den HPLC-Referenzwerten beruhen vor allem auf der unvollstéandigen Signalseparation der
Protonen in Position8. Die HPLC-Experimente erfiillen dagegen die geforderten
Systemeignungskriterien und gelten somit als valide. Messungen an Spektrometern

unterschiedlicher Feldstirke (400, 500 und 600 MHz) zeigten, dass die Intensitiiten eines
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definierten Signals bei der Untersuchung derselben Atracuriumbesilatprobe bei gleichen
Integrationsbereichen aufgrund unterschiedlich starker Signaliiberlagerungen deutliche
Unterschiede im Integral aufweisen (Abbildung 4-34).

cC

600 MHz

500 MHz

6.0 5.8 5.6 ppm

Abbildung 4-34: 'H-NMR-Teilspektren der HB-Region von Afracuriumbesilat, aufgenommen an
NMR-Spektrometern unterschiedlicher Feldstirke.

Eine quantitative Analyse hinsichtlich der Zusammensetzung von Atracuriumbesilat mittels
Normalisierung ist aufgrund der unvollstindigen Signalseparation nicht geeignet; die
NMR-Ergebnisse zeigen sowohl untereinander als auch im Vergleich zu den
HPLC-Ergebnissen deutliche Abweichungen.

Bei der Bestimmung des Gehalts von Atracuriumbesilat wird die Gesamtfliche der einzelnen
Signale in Relation zum entsprechenden Signal des Internen Standards bzw. des elektronisch
erzeugten Kalibriersignals (ERETIC) gesetzt. Eine unvollstindige Trennung der Signale in
Position 8 beeinflusst somit das Ergebnis des Gesamtgehalts von Atracuriumbesilat nicht.
Eine quantitative Aussage beziiglich des Gehalts des Analyts kann mittels
NMR-Spektroskopie nach Zusatz eines Internen Standards bekannter Reinheit und mittels
Externer Standardisierung mit Hilfe des elektronisch erzeugten Kalibriersignals (ERETIC)
getroffen werden; die Ergebnisse beider NMR-Verfahren liegen innerhalb des geforderten
Toleranzbereiches im Vergleich zu den entsprechenden HPLC-Resultaten und liefern somit

korrekte Werte.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Ubertragung des an Modellsystemen
evaluierten Verfahrens der Anwendung der ERETIC-Technik auf die hier untersuchten realen
Arzneistoffe erfolgreich verlief. QNMR-Messungen mittels Internem oder Externem Standard
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sowie mittels ERETIC liefern iibereinstimmende Ergebnisse. Die Richtigkeit der Resultate
wurde zusitzlich durch die Ergebnisse von validierten HPLC-Verfahren bestitigt. Die von der
pharmazeutischen Analytik geforderte maximale Messunsicherheit von + 2 % konnte bei allen
Varianten der gNMR eingehalten werden.

Am  Beispiel von Codergocrinmesilat wurden Leitfiden (im Sinne von
Standardarbeitsanweisungen) erarbeitet fiir quantitative NMR-Analysen mittels Internem
Standard sowie bei Anwendung der ERETIC-Technik (siehe Anhang).

5 Heparin-Natrium

Ende 2007 traten in Amerika nach intravendser Gabe von unfraktioniertem Heparin
schwerwiegende Nebenwirkung bei iiber 800 Patienten auf. Ausgeldst waren diese durch
Heparin, welches mit {ibersulfatiertem Chondroitinsulfat verunreinigt war [35]. Diese
Verunreinigung konnte mit den Nachweismethoden der damals aktuellen Monographie des
Européischen Arzneibuches (Ph. Eur. 5.0) nicht erfasst werden [36]. Durch den Einsatz der
NMR-Spektroskopie und Kapillarelektrophorese (CE) gelang es, OSCS sowie weitere
natiirlich vorkommende Verunreinigungen wie Dermatansulfat und Chondroitinsulfat A/C
qualitativ bzw. quantitativ in Heparin zu erfassen. Im Rahmen der Identitétspriifung von
niedermolekularen Heparinen wie beispielsweise FEnoxaparin-Natrium schreibt das
Europiische Arzneibuch bereits die Untersuchung mittels NMR-Spektroskopie vor [37]; hier
erfolgt ein visueller Vergleich des *C-NMR-Spektrums der zu untersuchenden Heparin-Probe
mit dem entsprechenden CRS-Spektrum. Zusitzlich ist eine Unterscheidung der
verschiedenen Niedermolekularen Heparin mittels 3 C-NMR-Spektroskopie moglich.
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5.1 Struktur

Heparin und mogliche Verunreinigungen wie iibersulfatiertes Chondroitinsulfat (OSCS),
Dermatansulfat (DS) und Chondroitinsulfat A/C (CS A/C) gehéren zur Gruppe der
sulfatierten Glucosaminglycane. Die Polysaccharide weisen eine hohe strukturelle

Ahnlichkeit auf, sie unterscheiden sich einzig in der Zusammensetzung der

Disaccharid-Einheiten und in ihrem Sulfatierungsgrad (Abbildung 5-1).

a) GH,0SONa b) CH,OH
Na0SO | o
0 )
i Na CO,Na
~ OH
~
Lo NHSONa : NHCOCH,
_n | osopa s
c) CH,OR' d) CH,OR?
CO,Na coNa RO | g
o o
1
d AR
NHCOCH, : NHCOCH,
—In | OR? n

Abbildung 5-1: Chemische Struktur von Heparin (a), Dermatansulfat (b), Chondroitinsulfat A/C (c) und
OSCS (d). Fiir Chondroitinsulfat A ist der Rest R sulfatiert, fiir Chondroitinsulfat C ist R¢ sulfatiert, Fiir OSCS
steht R'-R* stellvertretend fiir die NaSO;-Reste.

5.2 Charakterisierung der untersuchten Heparin-Chargen

Im Rahmen der Heparin-Untersuchungen wurden insgesamt 208 Chargen Heparin-Natrium
verschiedener Hersteller und Lieferanten des internationalen Marktes mittels
H-NMR-Spektroskopie [38], Kapillarelektrophorese [39,40] und HPLC [41] im Hinblick auf

ihr Verunreinigungsprofil niher analysiert. Alle Verfahren ermdglichen eine Einteilung der
untersuchten Chargen in die folgenden vier Hauptgruppen:

e reines Heparin

e Heparin + Dermatansulfat

e Heparin + iibersulfatiertes Chondroitinsulfat

e Heparin + iibersulfatiertes Chondroitinsulfat + Dermatansulfat.
Die Kontamination der verunreinigten Heparin-Proben variiert stark zwischen sehr geringen

Mengen an OSCS bzw. DS von deutlich unter 1% bis hin zu einem hohen
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Verunreinigungsanteil von etwa 25%. Eine Detektion der natiirlich vorkommenden
Verunreinigung CS A/C in den untersuchten Chargen wurde nicht beobachtet. In Tabelle 5-1
ist die Klassifizierung der Heparin-Chargen zusammengefasst.

Tabelle 5-1: Einteilung der untersuchten Heparin-Chargen nach Analyse mittels CE, HPLC und
"H-NMR-Spektroskopie.

"H-NMR CE [39] CE [40] HPLC
Heparin sauber a0 66 30 32
Hep + DS 87 60 52 53
Hep + OSCS 6 4 4 5
Hep + OSCS + DS 25 11 17 13
Heparin-Chargen 208 141 103 103

Die Einteilung der untersuchten Heparin-Chargen in die vier Hauptgruppen zeigt fiir
alle Verfahren eine deutliche Ubereinstimmung. Aufgrund der starken
Peakiiberlagerungen in der von der FDA beschriebenen CE-Methode [39] konnen
jedoch geringe Mengen an OSCS oder DS nicht erfasst werden; Experimente mittels
'H-NMR-Spektroskopie, HPLC und CE [40] ermdglichen aufgrund einer verbesserten
Signal- bzw. Peakseparation einen Nachweis von etwa 0,1 % OSCS, zudem liegt die
Detektionsgrenze fiir DS deutlich unter 1 %.

Abbildung 5-2 zeigt fiir jede der vier Hauptgruppen ein repriisentatives lH—NI\/]IR—Spe:lctrum,
Chromatogramm und Elektropherogramm. Zur Charakterisierung der Heparin-Chargen
mittels IH-Nl\/IR—Spek’frcnskopie wurde die N-Acetyl-Region herangezogen.
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5.3 'H-NMR-Spektroskopie
5.3.1 Signalzuordnung

Der Identitatsnachweis von Heparin und mdglichen Verunreinigungen wie OSCS,
Dermatansulfat und Chondroitinsulfat A/C ist aufgrund der unterschiedlichen chemischen
Verschiebungen des N-Acetyl-Signals moglich [38]. Die entsprechenden Signale kénnen im
lH—NI\/IR-Spektrum bei 2,04 ppm (CS A/C), 2,05 ppm (Heparin), 2,08 ppm (DS) sowie
2,15 ppm (OSCS) detektiert werden (Abbildung 5-3).

Der Fingerprint-Bereich ist durch starke Signaliiberlagerungen gekennzeichnet; in stark
kontaminierten Heparin-Chargen ist eine Identifizierung von OSCS und DS ebenfalls iiber

entsprechende Signale im Fingerprint méglich.

OSCSs h

DS

Heparin

CSA/C

T T [ e e e S e e e [ A [T S A T [T e
235 230 225 220 215 210 205 200 195 190 1.85 ppm
Abbildung 5-3: 'H-NMR-Teilspektren der N-Acetyl-Region von Heparin und seinen méglichen
Verunreinigungen (400 MHz, D,0, 315 K).

5.3.2 Quantitative Bestimmung von OSCS mittels 1H~NMR-Spe:ktroksopie

Wie bereits erwdhnt ist eine quantitative Analyse von Arzneistoffen mittels
NMR-Spektroskopie durch einen direkten Vergleich von Signalintensititen mdglich. Eine
quantitative Auswertung nach dem Normalisierungsverfahren erfordert einzig die Kenntnis
der zur Resonanzlinie beitragenden Kernanzahl. Durch Zusatz eines Internen Standards
bekannter Reinheit oder mittels Externer Standardisierung kann durch den Bezug auf eine
Referenzsubstanz eine absolute Messgrofle wie beispielsweise der Gehalt ermittelt werden.
Neben Signalintensitit, Kernanzahl, Reinheit des Standards und Einwaage von Analyt und

Standard muss das Molekulargewicht der untersuchten Verbindung bekannt sein [9].
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Heparin ist ein komplexes Gemisch aus polyanionischen Disacchariden mit einer groflen
Streuung in der molekularen Masse in Abhéngigkeit von Herkunft und Gewinnung. Neben
der stark variierenden Kettenlinge zeigen sich deutliche Unterschiede in der
Disaccharidverteilung und dem Sulfatierungsgrads pro Tetrasaccharideinheit. Eine
quantitative Bestimmung von komplexen Naturstoffen wie beispielsweise Heparin erschwert
bzw. limitiet den Einsatz der NMR-Spektroskopie mittels Interner und Externer
Standardisierung.

Im Folgenden werden verschiedene Méglichkeiten aufgezeigt, um den Gehalt an OSCS in
Heparin mittels NMR-Spektroskopie zu bestimmen.

Fiir eine quantitative Analyse wird das N-Acetylsignal von Heparin und OSCS beriicksichtigt
(Abbildung 5-4). Die Bestimmung von OSCS in Heparin kann mittels
]H—NMR-Spektroskopie durch Vergleich von Signalintensititen (5.3.2.1) bzw. Signalh&hen
(5.3.2.2) durchgefiihrt werden [42].

Heparin

0scs

2.30 2.20 2.10 2.00 ppm

Wi

AR EE R RN R R I e B e TR i F S B
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 ppm

| ; ) \_'_J
Fingerprint N-Acetyl-Region

Abbildung 5-4: 1H-N'l\/IR-Spel{trum von OSCS verunreinigtem Heparin (400 MHz, 315 K, D,0).

Weitere Verunreinigungen wie beispielsweise Acetat oder Restlésungsmittel wie Ethanol und
Aceton werden bei dieser Bestimmungsmethode nicht beriicksichtigt. Eine weitere
Moglichkeit fiir eine quantitative Erfassung der Kontaminante OSCS kann durch

Standard-Addition erfolgen. Bei diesem zeitintensivem Verfahren werden unterschiedliche
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Konzentrationen OSCS-Reinsubstanz zur untersuchten Heparinprobe gespikt und mittels

Linearer Regression der anfingliche Gehalt an OSCS bestimmt [38].

5.3.2.1 Quantitative Bestimmung von OSCS mittels Signalintegration

Zur quantitativen Bestimmung von OSCS in Heparin werden die Signalintensititen der
N-Acetylsignale von Analyt und Kontaminante [42] mittels manueller Integration ermittelt
und im ersten Schritt fiber das Normalisierungsverfahren die Flichenprozente an OSCS
bestimmt. Da in Heparin im Vergleich zu OSCS durchschnittlich nur jeder fiinfte Stickstoff
acetyliert ist, wird zur Bestimmung der Molprozent (X) von OSCS der zuvor ermittelte Wert
(Flichenprozente) mit dem Faktor5 korrigiert. Unter Beriicksichtigung des
Molekulargewichts der verschiedenen Disaccharid-Einheiten von OSCS (809 g/mol) und
Heparin (637 g/mol) kénnen mittels unten aufgefiihrter Formel die Gewichtsprozente von

OSCS in Heparin quantitativ erfasst werden:

X -809
100

0SCS (%)= 809y + (100—1) 637 (10)

Zur Quantifizierung von OSCS in Heparin wurden sechs unabhéngige Finwaagen des
Analyten mittels Einfachbestimmung am NMR-Spektrometer analysiert. Tabelle 5-2 fasst die
wichtigsten Messparameter zusammen. Die Anzahl der Scans wurde so gewihlt, dass das
Signal-Rausch-Verhiltnis der N-Acetyl-Resonanz von Heparin mindestens 1000:1 betrigt;
somit ist eine Detektion von bis zu 0,1 % OSCS in Heparin méglich [38].

Tabelle 5-2: Zusammenstellung der Messparameter fiir die quantitative Bestimmung von Heparin
(Probenkonzentration 40 mg/700 pl).

Parameter

Spektrometer, NMR-Messkopf gg’g?&g::;gsfmo MHz Spekirometer,
Impulswinkel ap°

Datenpunkte 64 K

Anzahl der Scans 32 — S/N (Heparin CHs) ~ 1200:1
Spekirale Breite 16 ppm

Aufnahmezeit (Acquisition time) 51s

Impulsabstand (Repetition time (RT =5 T,)) 10,0 s

Temperatur 300 K
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Nach Korrektur von Phase und Basislinie wurden die beiden N-Acetylsignale von OSCS
(2,15 ppm = 0,02 ppm) und Heparin (2,05 ppm + 0,01 ppm) manuell integriert und der
Gehalt an OSCS nach oben beschriebener Formel bestimmt.

5.3.2.2 Quantitative Bestimmung von OSCS mittels Signalhéhen

Zur quantitativen Bestimmung von OSCS in Heparin werden die Signalhthen der beiden
N-Acetyl-Signale ermittelt, um anschlieend das Verhiltnis der SignalhShen zu bestimmen
[42]. Fir die Hohenbestimmung wird fiir beide Signale von einer gemeinsamen Basislinie
ausgegangen. Aufgrund des unterschiedlichen Acetylierungsgrades am Stickstoff von Heparin
und OSCS sowie einer unvollstindigen Signalseparation muss das ermittelte
Signalhhenverhiltnis mit einem Response Faktor (RF) von 0,047 korrigiert werden [42].
Dieser Faktor wurde zuvor mit Hilfe eines Spike-Experimentes von OSCS zu einer reinen
Heparinprobe ermittelt. Der Gehalt an OSCS in Heparin wird nach folgender Formel

bestimmt:

Hohe 0SCS
Hohe Heparin - RF (11)

0S5CS (%) =

Zur Quantifizierung von OSCS in Heparin werden die Signalhéhen der N-Acetyl-Resonanzen
von Heparin und OSCS bestimmt und der Gehalt an OSCS nach oben beschriebener Formel

ermittelt.

5.3.2.3 Quantitative Bestimmung von OSCS mittels Internem Standard

Aufgrund des geringen Anteils an OSCS in Heparin wurde eine Nicotinamid-Stamml&sung
(4,16 mg Nicotinamid in 1657,60 mg D,0) hergestellt. Fiinf unabhingige Einwaagen zu je ca.
10 mg Heparin und ca. 90 mg Nicotinamid-Stammlésung (Interner Standard) wurden in je
0,7ml D,O geldst und homogenisiert. Einfachmessungen mittels optimierter Parameter
(Impulsabstand = 60 s, Aufnahmezeit=35s, Spektrale Breite = 16 ppm, Datenpunkte = 64 k,
Anzahl der Scans = 1440) wurden zur Auswertung des OSCS-Gehalts herangezogen. Die
Basislinie des OSCS-Signals bei 2,15 ppm, welches auf der Flanke des Heparin-Signals sitzt,
wurde sorgfiltig korrigiert. Die fiir die Auswertung relavanten Bereiche des so erhaltenen
'H-NMR-Spektrums sind ausschnittsweise in Abbildung 5-5 dargestellt.
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Abbildung 5-5: Fiir die quantitative Auswertung relevanten Ausschnitte des 1H-N'MR-Spektrl.uns von Heparin
mit OSCS.

5.4 Kapillarelektrophorese
Der Einsatz der Kapillarelektrophorese (CE) im Rahmen der Reinheitsuntersuchung von

Heparin bietet aufgrund des unterschiedlichen Ladungs-zu-Grdfen-Verhiltnisses eine weitere
Méglichkeit, verwandte Substanzen wie OSCS und DS qualitativ bzw. quantitativ zu erfassen.
Im vierten Nachtrag des FEuropdischen Arzneibuches (Ph. Fur.6.0) wurde die
Reinheitspriifung von Heparin u. a. durch kapillarelektrophoretische Untersuchungen ergiinzt
[43]; eingesetzt wurde hier eine von der FDA vorgeschlagene CE-Methode, die eine
Unterscheidung zwischen Heparin und mdglichen Verunreinigungen wie OSCS und DS
erlaubt [44]. Die Trennung der polyanionischen Substanzen erfolgt in einer Quarzkapillare,
die einen Innendurchmesser von 50 pum, eine Gesamtlinge von 64,5 cm und eine effektive
Lange von 56cm aufweist. Der Hintergrundelektrolyt besteht aus 36 mM
Natriumdihydrogenphosphatpuffer, der zuvor mit Phosphorsiure auf einen pH-Wert von 3,5
eingestellt wurde. Zur Herstellung der Probeldsung werden etwa 10 mg Heparin in 1 ml
Milli-Q-Wasser geldst, mittels eines Celluloseacetat-Membranfilters (0,22pum) filtriert und
unter hydrodynamischer Injektion bei einem Druck von 50 mbar iiber eine Zeitspanne von
10 s injiziert. Die Trennung der Polysaccharide erfolgt bei einer Temperatur von 25 °C, die
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Detektion bei einer Wellenldnge von 200 nm. Die Migration der beiden Komponenten erfolgt
in folgender Reihenfolge: OSCS, Heparin (Abbildung 5-6). Zwischen zwei CE-Liufen wird
die Kapillare zuerst fiir zwei Minuten mit Milli-Q-Wasser und anschlieBend fiir zwei Minuten
mit Trennpuffer gespiilt. Eine quantitative Auswertung der Elektropherogramme ist aufgrund
der starken Peakiiberlagerungen nicht méoglich; die von der FDA beschriebene CE-Methode
dient einzig als schnell durchzufithrendes Screeningverfahren, welches eine Unterscheidung
zwischen nicht-kontaminiertem und kontaminiertem Material erlaubt. OSCS-Peaks geringer
Konzentration werden jedoch vom breiten Heparinpeak iiberdeckt und somit nicht erfasst.

Eine Quantifizierung ist damit nicht mdglich.

0SCS Hep

mAu \

2.5 1

0 2 4 6 8 10 12 min
Abbildung 5-6: CE-Elektropherogramm von Heparin mit OSCS. CE-Bedingungen: Gerét: Beckman Coulter
P/ACE MDQ, Kapillare: Quarzkapillare, 64,5cm Gesamtlinge, 56cm effektive Linge, 50 pm;
Elektrolytlésung: 36 mM Phosphatpuffer pH 3,5; Spannung: 30 kV; Injektion: 50 mbar, 10 s; Temperatur: 25°C;

Detektion: 200 nm; Probenkonzentration: 10 mg/ml. Peakzuordnung: Hep: Heparin, OSCS: iibersulfatiertes
Chondroitinsulfat.

Im Rahmen der Methodenoptimierung wurden von uns der Elektrolyt und die
Pufferkonzentration verdndert, Kapillaren mit unterschiedlichen Innendurchmessern
eingesetzt, die Messtemperatur, die Probenkonzentration und das Injektionsvolumen variiert.
Die Gruppe von Somsen publizierte die bisher beste CE-Methode [41]. CE-Experimente unter
optimierten Bedingungen zeigen eine deutliche Verbesserung der Peakseparation von
Heparin, OSCS und DS, zudem konnte die Nachweisgrenze von OSCS und DS im Vergleich
zur FDA-Methode deutlich gesenkt werden. Die Trennung von Analyt und Kontaminante
erfolgt mit Hilfe einer Quarzkapillare mit einer Gesamtlinge von 60 c¢m, einer effektiven
Lange von 50 cm und einem Innendurchmesser von 25 pm bei einer Temperatur von 35°C.
Als Hintergrundelektrolyt wird ein hochmolarer Trispuffer (850 mM) eingesetzt, der zuvor

mit Phosphorsdure auf einen pH-Wert von 3,0 eingestellt wurde. Zur Herstellung der
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Probel6sung werden etwa 50 mg Heparin in 1 ml Milli-Q-Wasser gel6st und bei einem Druck
von 2 psi iiber eine Zeitdauer von 48 s injiziert. Aufgrund des hohen Injektionsvolumens der
hochkonzentrierten Heparinlosung kann trotz der schwachen UV-Absorption bei einer
Wellenlidnge von 200 nm eine Nachweisgrenze von etwa 0,1 % OSCS erreicht werden. Die
Migration der beiden Komponenten erfolgt in folgender Reihenfolge: OSCS, Heparin
(Abbildung 5-7). Zu Beginn der Messung wird die Kapillare im Zuge der Konditionierung fiir
30 Minuten mit 1 M NaOH-Lésung und anschlieBend fiir 10 Minuten mit Milli-Q Wasser bei
einem Druck von 50 psi gespiilt. Zwischen zwei CE-Léufen wird die Quarzkapillare zuerst fiir

5 Minuten mit Milli-Q Wasser und anschlieSend fiir zwei Minuten mit Trennpuffer gespiilt.
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Abbildung 5-7: CE-Elektropherogramm von Heparin mit OSCS. CE-Bedingungen: Geriit; Beckmann Coulter
P/ACE MDQ, Kapillare: Quarzkapillare, 60 cm Gesamtlinge, 50 cm effektive Linge, 25 pm; Elektrolytldsung:
850 mM Tris-Puffer pH 3,0; Spannung: 30 kV; Injektion: 2,0 psi, 48 s; Temperatur: 35°C; Detektion: 200 nm;
Probenkonzentration: 50 mg/ml. Peakzuordnung: Hep: Heparin, OSCS: iibersulfatiertes Chondroitinsul fat.

5.5 HPLC
5.5.1 Quantitative Bestimmung von OSCS mittels HPLC

Zur Gehaltsbestimmung von OSCS in Heparin wird die von der Firma Sanofi-Aventis
erarbeitete Trennmethode mittels Anionenaustauschchromatographie durchgefiihrt [45]. Die
mobile Phase A besteht aus einem 2,5mM Natriumdihydrogenphosphat-Puffer, fiir die
mobile Phase B wird Natriumperchlorat (1 M) zum Phosphatpuffer zugesetzt; beide Puffer
werden mit Phosphorsiure auf einen pH-Wert von 3,0 eingestellt. Heparin und OSCS werden
mit einer SAX-S#ule bei einer Flussrate von 0,22 ml/min unter Gradientenelution bei einer
Temperatur von 40°C getrennt. Das Trennprinzip der Anionenaustauschchromatographie
basiert auf der Wechselwirkung der stark negativ geladenen Polysaccharide mit den

quaterndren Hydroxyalkylammoniumgruppen der stationiren Phase. Die Detektion erfol gt bei
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einer Wellenlinge von 202nm. Die beiden Verbindungen eluieren nach folgender
Reihenfolge: Heparin, OSCS (Abbildung 5-8). Aufgrund der komplexen Molekiilstruktur
dieser Glucosaminoglycane werden sehr breite Peaks im HPLC-Chromatogramm beobachtet;
eine vollstdndige Basislinientrennung der beiden Verbindungen wird nicht erreicht. Die
quantitative Bestimmung von OSCS kann mittels Externer Standardisierung gegen eine
OSCS-Referenzsubstanz bekannter Reinheit erfolgen oder analog zur OSCS-Bestimmung
mittels lH—NI\/]R-Spektroskopie unter Beriicksichtigung der Molekularmassen (siehe 5.3.2.1).
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Abbildung 5-8: HPLC-Chromatogramm von Heparin mit OSCS. HPLC-Bedingungen: Gerit: Agilent HPLC
(Serie1100); Séule: Dionex IonPac AS 11 2 x 250 mm, Vorsiule: Dionex IonPac AG 11 2 x 50 mm; mobile
Phase: (A) 2,5 mM NaH,PO,-Puffer pH 3,0, (B) 2,5 mM NaH,PO,/1 M NaClO,-Puffer pH 3,0; Temperatur:
40°C; Fluss: 0,22 ml/min; Injektion: 10 ul; Detektion: 202 nm; Probenkonzentration: 20 mg/ml. Peakzuordnung:
Hep: Heparin, OSCS: iibersulfatiertes Chondroitinsulfat.

Zur Quantifizierung von OSCS in Heparin wurden fiinf unabhingige Einwaagen des Analyten
mittels Doppelbestimmung an der HPLC analysiert.

5.6 Vergleich der Ergebnisse 1rH-NMR—S;:aekt‘roskopie versus HPLC
Der Gehalt an OSCS in Heparin wurde mittels 'H-va[R-Spektroskopie und HPLC bestimmt.

Die Quantifizierung erfolgte zum einen mittels Interner und Externer Standardisierung, zum
anderen mit Hilfe des Normalisierungsverfahrens.

Der absoluten Gehalt von OSCS wurde mittels NMR-Spektroskopie nach Zusatz von
Nicotinamid als Internem Standard bestimmt, als orthogonales Verfahren wurde die
quantitative Analyse mittels Externer Standardisierung unter Einsatz von OSCS-Reinsubstanz
an der HPLC durchgefiihrt.

Die quantitative Auswertung der ]H-NMR-Spektren mittels Normalisierung erfolgte {iber

einen direkten Vergleich von Signalintensititen unter Beriicksichtigung der molekularen
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Masse der Disaccharid-Einheiten von Heparin und OSCS, sowie iiber einen Vergleich der
Signalhdhen der N-Acetyl-Resonanzen von Analyt und Kontaminante. Zusitzlich wurden die
entsprechenden HPLC-Chromatogramme unter Beriicksichtigung des Molekulargewichtes der
Disaccharid-Einheiten mit Hilfe des Normalisierungsverfahrens ausgewertet.

Die durch Integration der Signale ermittelten NMR-Ergebnisse unterscheiden sich von den
Ergebnissen, die sich auf Basis der Signalhdhe ergeben (Tabelle 5-3). Aufgrund der
unvollstindigen Separation der beiden N-Acetyl-Signale ist die Integration stark
fehlerbehaftet; ~ zusitzlich wird das Ergebnis durch die Abschitzung des
N-Acetylierungsgrades in Heparin beeinflusst. Im Zuge eines vom EDQM organisierten
Ringversuches zur Quantifizierung von OSCS mittels 1H-NI\/[R-Spelcroskopie zeigte sich,
dass die Vorbearbeitung des Spektrums sowie die anschlieBende Integration von
iiberlappenden Signalen stark vom jeweiligen Experimentator abhingig sind [42]. Zudem
konnte im Rahmen des Ringversuches gezeigt werden, dass bei der Vermessung von OSCS-
gespikten Heparin-Proben bekannten Gehalts die Methode iiber die Messung der Signalhhen
genauere Ergebnisse liefert als nach Integration der entsprechenden Resonanzen. Die
Referenzmethode mittels HPLC liefert vergleichbare FErgebnisse beziiglich des
NMR-Experimentes nach Vergleich der Signalhdhen zwischen Heparin und OSCS
(Tabelle 5-3).

Gegeniiber HPLC ist die NMR-Methode zu bevorzugen; eine vollstindige
Basislinientrennung der beiden Peaks wird mittels HPLC nicht erreicht, zudem sind im
Chromatogramm sehr breite Peaks sowie eine ansteigende Basislinie vorhanden, welche die
Integrationsergebnisse beeinflussen. Die Quantifizierung mittels HPLC ist mit einer Laufzeit
von etwa 75 Minuten pro Probe im Vergleich zum NMR-Verfahren sehr zeitaufwendig.
Zudem erfordert die HPLC im Gegensatz zur NMR-Spektroskopie eine Mehrfachbestimmung
der Probe und eine Agquilibrierung der Siule. Des Weiteren kénnen UV-inaktive
Verunreinigungen wie Acetat, Ethanol oder Aceton mittels 1H-NMR—Spektlros]:copie zusitzlich
identifiziert und quantifiziert werden.

Eine quantitative NMR-Bestimmung von OSCS und Heparin mittels Interner bzw. Externer
Standardisierung ist aufgrund des unbekannten Molekulargewichtes nicht geeignet. Die
Ergebnisse der Internen Standardisierung unter Beriicksichtigung des Molekulargewichtes der
Disaccharid-Einheit von OSCS unterscheiden sich deutlich von den HPLC-Werten nach
Externer Standardisierung mit OSCS-Reinsubstanz (Tabelle 5-3).
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Die oben beschriebenen NMR-Methoden, ausgewertet mittels Normalisierungsverfahren,
stellen eine gute Alternative zur Interner bzw. Externer Standardisierung dar, welche in der
Heparin-Analytik nur bedingt einsetzbar sind.

Tabelle 5-3: Zusammenfassung der Ergebnisse der OSCS-Bestimmung (OSCS, in % (g/g)) erzielt mittels
NMR-Spektroskopie und HPLC ~ Interne Standardisierung (IS) mit Nicotinamid, Externe Standardisierung (ES)
mit OSCS sowie Normalisierungsverfahren (N) — unter Angabe der Standardabweichung (SD) und relativen
Standardabweichung (RSD; in %).

OSCS in Heparin Methode OSCS [%] SD RSD [%]
"H-NMR IS —_ 1,4 0,1 3,0
HPLC ES 3.2 0,2 5,1
"H-NMR Intensitat 3,2 0,1 2.8
'H-NMR Hahe N 4,0 0,1 1,9
HPLC Normalisierung 4.0 0,1 2,7

6 Weitere im Projektantrag vorgesehene Arbeitspakete

Im Projektantrag war noch die Bearbeitung der folgenden Arbeitspakete vorgesehen: (i)
Einsatz der ERETIC-Technik fiir quantitative 2D-NMR-Experimente, (ii) Organisation und
Auswertung eines nationalen Ringversuchs und (iii) Evaluierung von Computermethoden
(Amix und Unscrambler™) zur automatisierten Auswertung von NMR-Spektren im
Routinebetrieb.

Die inakzeptabel geringe Robustheit der Original-ERETIC-Technik machte eine
zeitaufwendige Modifikation dieser Technik (sowohl seitens der Forschungsinstitute als auch
der Herstellerfirma Bruker BioSpin) und eine akkurate Evaluierung notwendig. Auch bis kurz
vor Ende des Projektzeitraums zeigten sich noch Probleme bei Verwendung von
leichtfliichtigen LGsungsmitteln, die sowohl bei der ERETIC-Technik als auch bei der
Externen Standardisierung mit zwei NMR-Réhrchen zu gravierenden Abweichungen fiihrten.
Erst Anfang 2009 konnte diese Problematik geldst werden, so dass nun beide Verfahren
unabhéngig vom zu verwendenden Losungsmittel, fiir die Quantifizierung eingesetzt werden
konnen. Solange keine erfolgreiche Evaluierung unter Beriicksichtigung aller méglichen
Storeinfliisse dieser Technik an ausgewihlten Arzneistoffen vorlag, war es nicht sinnvoll,
einen Ringversuch zu organisieren. Zudem kommt die Tatsache, dass es sich bei der ERETIC-
Technik als auch bei der Anwendung Externer Standards um Methoden handelt, die zurzeit
nicht routineméBig in NMR-Laboratorien eingesetzt werden. Aus diesen Griinden wiire ein

erfolgreiches Abschlieflen eines solchen Ringversuchs nicht denkbar gewesen.
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Die Ubertragung der weiterentwickelten ERETIC-Technik von der 'H—NIV[R-Sp(—;_-ktroskopie
auf die 2D-NMR-Technik war somit zeitlich nicht mehr akkurat méglich. Ebenso konnte
daher auch die Evaluierung der automatisierten quantitativen Auswertung von NMR-Spektren
mittels Computermethoden nicht mehr erfolgen. Hinsichtlich des letzten Punktes ist jedoch

ein neues Projekt bereits in Planung,

7 Zusammenfassung der Ergebnisse und kmU-Relavanz

Zur Qualititskontrolle von Arzneistoffen und -mitteln werden in der pharmazeutischen
Analytik routineméBig chromatographischen Methoden eingesetzt. Aus Kostengriinden
werden heute jedoch Arzneistoffe vielfach in Billiglohnlindern wie Indien und China
hergestellt, d. h. Lindern, in denen nicht immer die in Europa gelten Qualitéitsstandards
eingehalten werden. So kann es vorkommen, dass Herstellungs- oder Aufreinigungsprozesse
gedndert werden, was zu einer erheblichen Veréinderung der Zusammensetzung des
Arzneistoffes filhrt. Oftmals ist es dann mit den in den Arzneibiichern definierten
chromatographischen Methoden nicht mdglich, neue Verunreinigungen bei der
Qualititskontrolle zu identifizieren. Diese Problematik wurde bereits mehrfach von klein- und
mittelstindigen Herstellern von Arzneimitteln an die FAH herangetragen und gemeinsam
diskutiert. Inhaltsstoffe, die mit spektroskopischen Methoden identifiziert werden, kénnen
nicht immer mit den chromatographischen Techniken separiert werden. Aus diesem Grunde
werden heute spektroskopische Methoden zur Strukturaufklérung bei Validierungsstudien von
Arzneistoffen herangezogen. Hierbei ist besonders die Kernresonanzspektroskopie (NMR)
hervorzuheben. Aufgrund ihrer exzellenten Selektivitiit ist sie in der Lage, selbst geringste
Unterschiede in der chemischen Struktur aufzuzeigen. Dass sie dariiber hinaus auch fiir die
Quantifizierung von Referenzsubstanzen eingesetzt werden kann, wurde im Rahmen des AiF-
Projekts 13843 N eindeutig gezeigt. Entsprechend den Anforderungen der pharmazeutischen
Analytik wurden mit Hilfe eines Internen Standards die Gehalte einer Reihe von pflanzlichen
Referenzsubstanzen quantitativ bestimmt. Dabei wurden sowohl die Leistungsfihigkeit der
gNMR als ibr Potential als weitere Methode zur Qualitdtskontrolle mehrfach vom
projektbegleitenden Ausschuss (PA) hervorgehoben. Andererseits zeigten sich beim AiF-
Projekt 13843 auch die Grenzen der Anwendbarkeit der Internen Standardisierung, welche
vom PA detailliert diskutiert wurden. Dabei kam die Frage auf, ob nicht die gNMR mit Hilfe
der Externen Standardisierung universell in der pharmazeutischen Analytik angewendet
werden konnte. Somit wiirde zur Qualititskontrolle eine zweite, von den

106



chromatographischen Methoden unabhéngige Technik zur Verfiigung stehen. Dariiber hinaus
wire man dann in der Lage, neue Verunreinigungen nachzuweisen, zu identifizieren und zu
quantifizieren.

Die Losung dieser Fragestellung war das Ziel des vorliegenden Forschungsvorhabens. Hierzu
musste die Anwendbarkeit der Externen Standardisierung bei der gNMR zur Gehalts-
bestimmung von Arzneistoffen in der pharmazeutischen Analytik evaluiert werden.
Insbesondere sollte dabei der Einsatz eines elektronisch erzeugten Kalibriersignals (ERETIC)
anstelle stofflicher Standards untersucht werden. Diese héchst innovative Technik ist zwar
schon seit 1998 bekannt, hat sich bisher jedoch noch nicht in der chemischen als auch
pharmazeutischen Analytik durchgesetzt. Somit wére mit der Etablierung dieser Technik im
Pharmabereich ein wichtiger und innovativer Schritt in Richtung Wettbewerbsvorteil auf den
globalen Mirkten getan. Fiir die Laufzeit des vorliegenden Vorhabens stellte die
Herstellerfirma Bruker BioSpin GmbH die ERETIC-Technik zur Verfiigung. Nach
erfolgreicher Installation wurde sie zuerst anhand von Modellsystemen (Maleinsiure in
DMSO-dg, 1,3,5-Trioxan in DMSO-ds und Dimethylsulfon in DMSO-ds) systematisch
evaluiert. Dabei zeigte sich bereits, dass die ERETIC-Technik, so wie sie in der Literatur
beschrieben und von Bruker ausgeliefert wird, nicht ausreichend robust ist. Unterschiedliche
Abstimmungsgrade des Probenkopfes (wie sie in der Routine generell vorkommen), eine
Anderungen der Analytenkonzentration oder die Verwendung eines Kalibrierstandards, der
nicht identisch ist mit dem zu untersuchenden Analyten, fithrten sofort zu falschen Resultaten.
Eine universelle Anwendung dieser ERETIC-Technik, wie sie das Ziel dieses Vorhabens war,
war somit nicht mdglich. Erst die Weiterentwicklung der ERETIC-Technik in
Zusammenarbeit mit der Herstellerfirma Bruker BioSpin lieferte eine in weiten Bereichen
robuste Variante. Hierbei wird das elektronische Kalibriersignal nicht mehr iiber eine Spule
im Probenkopf eingespeist, sondern direkt beim Protonenempfinger detektiert. Im Gegensatz
zur Originalkonfiguration kann nun jeder beliebige Kalibrierstandard unabhingig von der zu
untersuchenden Substanz verwendet werden. Jedoch muss der 90°-Anregungsimpuls fiir jede
Probe bestimmt und fiir eine konstante Temperierung des Probenkopfes und des Raumes
gesorgt werden, um akkurate Messergebnisse zu erzielen. Diese Erkenntnisse wurden
anschlieBend auf Realproben iibertragen. Die Gehaltsbestimmungen von ausgewihlten
Arzneistoffen ~ (Codergocrinmesilat,  Clomifencitrat, Flupentixoldihydrochlorid  und
Atracuriumbesilat) mittels der ERETIC-Technik lieferten korrekte Ergebnisse. Parallel dazu
wurde die traditionelle Variante der Externen Standardisiering an denselben Proben

systematisch evaluiert. Auch hierbei wurden vergleichbare Ergebnisse erzielt. Dabei erfolgte
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die Uberpriifung der Richtigkeit der NMR-Resultate sowohl mittels validierter HPLC-
Verfahren als auch mit der quantitativen NMR unter Verwendung eines Internen Standards.
Die dabei erreichten Messunsicherheiten von < 2 % liegen innerhalb des geforderten
Toleranzbereiches.

Als im Jahr 2007 ca. 800 Menschen in den USA an schweren Nebenwirkungen bei
Medikation mit Heparin erkrankten, und sémtliche in den Arzneibiichern beschriebenen
Methoden nicht in der Lage waren, libersulfatiertes Chondroitinsulfat und Dermatansulfat von
Heparin zu separieren, wurde in Ubereinstimmung mit dem PA diese Problemstellung mit in
das Aufgabenspektrum dieses Vorhabens aufgenommen. An iiber 200 verschiedenen Heparin-
Chargen wurde systematisch nach Losungswegen fiir den Nachweis und die Quantifizierung
dieser beiden Substanzen in Heparin geforscht. SchlieBlich gelang es erstmals, mit der 'H-
NMR beide Komponenten im 'H-NMR-Spektrum nachzuweisen und mit Hilfe eines
ausgearbeiteten Normalisierungsverfahrens akkurat zu quantifizieren.

Insgesamt zeigen die in diesem vorliegenden Vorhaben erarbeiteten FErgebnisse auf
eindrucksvolle Weise, wie leistungsstark und aussagekriftig die quantitative 'H-NMR-
Spektroskopie fiir die Gehaltsbestimmung von Arzneistoffen in der pharmazeutischen
Analytik ist. Daher wurde zum Ende der Laufzeit des Projektes am 12. Februar 2009 seitens
der FAH eine Informationsveranstaltung organisiert, auf der u. a. die im vorliegenden Projekt
erzielten Ergebnisse vorgestellt und mit den Teilnehmern aus Industrie,
Forschungseinrichtungen, Dienstleistungsanbietern und Behérden ausgiebig diskutiert wurden
(Programm und Liste der Teilnehmer siche Anhang). Somit ist zu erwarten, dass die gNMR
zukiinftig sowohl mittels der ERETIC-Technik als auch der Externen Standardisierung bei
Validierungsstudien, bei der Qualitéitskontrolle und auch bei der Schadensanalytik eingesetzt
wird. Damit wird es den klein- und mittelstindigen Unternehmen nunmehr erméglicht, ihre
Arzneistoffe besser zu charakterisieren. Denn die hier weiterentwickelten Methoden kénnen
nun dazu verwendet werden, die Resultate der chromatographischen Verfahren im Rahmen
der Qualititssicherung durch eine unabhingige Methode zu iiberpriifen. Durch eine
Verbesserung der Qualitéitskontrolle kénnen dann fehlerhafte Gehaltsbestimmungen und
somit Fehlproduktionen vermieden werden. Die somit abgewendeten finanziellen Verluste
bedeuten zwangsldufig eine Steigerung der Wettbewerbsfahigkeit der Unternehmen. So
werteten z.B. die Mitglieder des PA, die als Arzneimittelhersteller bereits iiber ein NMR-
Spektrometer verfiigen oder im Dienstleistungsgewerbe titig sind, die Ubernahme der
Ergebnisse in ihre eigene Laborpraxis als auBerordentlich wertvoll. Nach ihrer Meinung
lassen die unkomplizierte Handhabbarkeit als auch die hohe Robustheit beider hier
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untersuchten Techniken (ERETIC und Externe Standardisierung) generell eine gute
Aufnahme in die Laborpraxis erwarten. Sie wiesen ferner darauf hin, dass mittels der
Externen Standardisierung und vor allem mit der ERETIC-Technik insgesamt nun eine
grofiere Anwendungsbreite der quantitativen NMR in der pharmazeutischen Analytik zur
Analyse von Arzneistoffen méoglich ist. Jedoch wurden von kmU-Seite die zurzeit noch hohen
Anschaffungskosten der ERETIC-Technik hervorgehoben. Bei der Frage nach der
Notwendigkeit der Anschaffung der ERETIC-Technik, wenn mit einem Externen chemischen
Kalibriersignal iibereinstimmende Ergebnisse erzielt werden kénnen, kam man
libereinstimmend zum Fazit, dass bei den hier untersuchten Anwendungen der gNMR die
Anwendung der Externen Standardisierung zwar ausreichend ist, fiir den Routinebetrieb mit
hohem Probendurchsatz die Vergleichbarkeit der einzelnen Spektren mit einem internen
Referenzsignal genauer ist. Dies ist vor allem dann wichtig, wenn die Untersuchungen unter
GLP- und GMP-Bedingungen erfolgen miissen. Zudem ist damit zu rechnen, dass mit
steigender Nachfrage der Preis fiir die ERETIC-Technik geringer wird.

Ein weiterer wichtiger Wettbewerbsvorteil fiir die kmUs, die ein NMR-Spektrometer besitzen
oder sich anschaffen wollen, ergibt sich aus der Tatsache, dass die Etablierung der Externen
Standardisierung bzw. der ERETIC-Technik zu einer deutlichen Einsparung an Kosten fiir die
Beschaffung und Lagerung von notwendigen Referenzsubstanzen fiihrt. Dies ist umso
wichtiger, als dass durch Einfilhrung des REACH-Systems zukiinftig  einige
Referenzsubstanzen nur noch schwerer bzw. deutlich teurer als heute verfiigbar sein werden.
Und dies betrifft nicht nur die gNMR mittels Interner Standardisierung, sondern vor allem
auch die chromatographischen Methoden, die zur Kalibrierung Referenzsubstanzen mit
hohem Reinheitsgrad bendtigt. Alternativ zu den dann sehr teuren Referenzsubstanzen kann
die qNMR als Referenzverfahren nun universal zur Kalibrierung von chromatographischen
Verfahren eingesetzt werden. Somit kénnen kmUs dann ihre chromatographischen Anlagen
besser nutzen und ihre Produkte besser charakterisieren.

Andererseits muss aber auch erwihnt werden, dass die NMR-Spektroskopie eine sehr teure
Methode vor allem in der Anschaffung ist. Und es ist nicht zu erwarten, dass aufgrund der
hier erzielten Ergebnisse sich nun alle klein- und mittelstindige Hersteller von Arzneistoffen
und -mitteln ein NMR-Spektrometer anschaffen werden. Doch auch fiir diese kmUs sind die
Resultate von hoher wirtschaftlicher Bedeutung sind. Denn viele dieser kmUs lassen schon
heute ihre Arzneistoffe extern mittels NMR qualitativ charakterisieren. Und viele dieser
externen Dienstleistungsanbieter fithren bieten schon heute quantitative NMR-Messungen als

Dienstleistung an. Somit haben dann auch diese kmUs erstmalig die Moglichkeit, mittels
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externer qNMR-Messung ihre Qualitdtskontrollen bei Arzneistoffe durch eine zweite
unabhéngige Methode zu verbessern. Dieses ist je nach jdhrlichem Probenumfang deutlich
glnstiger, als sich ein neues NMR-Spektrometer zu kaufen und zu betreiben.

Folglich haben also kmU, die quantitative NMR-Analysen als Dienstleistung anbieten,
ebenfalls mit einem wirtschaftlichen Zugewinn als auch mit einem Wettbewerbsvorteil zu
rechnen, da sie diese gNMR-Verfahren mit in ihren Angebotskatalog aufnehmen kénnen.
Ebenfalls profitieren auch die klein- und mittelstindigen Lieferanten von NMR-Zubehor
(z. B. Notwendigkeit von qualitativ hochwertigen NMR-Rohrchen zur Anwendung der
qNMR mittels Externer Standardisierung bzw. ERETIC-Technik) und diejenigen kmUs, die
Hardware und Zubehor von chromatographischen Anlagen vertreiben. Denn die bessere
Ausnutzung von HPLC- und GC-Verfahren zur Qualititskontrolle von Arzneistoffen in der
pharmazeutischen Analytik wird sich durch einen entsprechenden Bedarf an solchen
Techniken und Zubehérteilen ebenfalls widerspiegeln.

Abschlieflend sei noch zu bemerken, dass die hier erzielten Ergebnisse sich nicht nur auf die
Produkte aus dem Pharmabereich beziehen. Sie kdnnen auch allgemeingiiltig auf andere
Bereiche wie z. B. Agrartechnik, Kosmetik, Lebensmittelindustrie, etc. iibertragen werden.
Somit erfahren auch die kmUs aus diesen Branchen einen Wettbewerbsvorteil, wenn sie die
gNMR zur Qualitéitskontrolle ihrer Rohstoffe und Produkte einsetzen.

Der Einsatz der im Rahmen dieses Vorhabens beschéftigten Mitarbeiter erfolgte entsprechend
den Erfordernissen der zu leistenden Arbeit. Die geleistete wissenschaftliche Arbeit war

notwendig und angemessen.
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9 Anhang

9.1 Allgemeiner Leitfaden (Interner Standard)
Quantitative Bestimmung eines Mehrkomponentengemisches mittels

1H-Nl\!lR-Spektroskopie bei Verwendung eines Internen Standards am Beispiel

von Codergocrinmesilat

1. Zweck
Dieser Leitfaden definiert die wichtigsten Anforderungen beim Einsatz der

1H-NI\/IR—Spektrosokopie im Rahmen der quantitativen Analytik von Arzneistoffen.

2. Einsatzbereich
Quantitative Bestimmung eines Mehrkomponentengemisches mittels "H-NMR-

Spektroskopie.

3. Gerite

Bruker Avance 400 MHz-Spektrometer

4. Material und Chemikalien

4.1. Material
¢ NMR-R&hrchen 5 mm, 527-PP-7 (Wilmard Lab Glass)
e Praparateglas
o Mikroliter-Pipette 100 pl, 1000 pl und 5000 pl

4.2. Chemikalien
o deuterierte Lésungsmittel wie DMSO-ds, CD30D, D,O, CDCls, CD,Cl,,
CeDs

5. Methodenentwicklung

Voraussetzung fir die quantitative Bestimmung mittels 'H-NMR-Spektroskopie ist
eine vollsténdige Basislinientrennung der zu integrierenden Signale. Zudem muss
mittels weiterer ein- und zweidimensionaler NMR-Experimente (1D: °C, DEPT sowie
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2D: COSY, HMQC, HMBC) sichergestellt werden, dass die auszuwertenden

Resonanzen frei von Signalen von Verunreinigungen sind.

5.1. Optimierung des Lésungsmittels

Losungsmittel unterschiedlicher Eigenschaften (apolar < polar, protisch « aprotisch,
aromatisch < nicht aromatisch) zeigen einen unterschiedlichen Einfluss auf die
chemische Verschiebung bestimmter Signale. Somit kann durch den Austausch
eines LOsungsmittels eine Verbesserung der Signalseparation erzielt werden.
Aufgrund der Schwerléslichkeit des Analyten in bestimmten Lésungsmitteln ist haufig
die Zugabe geringer Mengen eines Losungsvermittlers notwendig; zudem kann
durch eine Variation der Lésungsmittelzusammensetzung eine Trennung der Signale
erreicht werden.

Am vorliegenden Beispiel konnte in polaren L&sungsmitteln keine vollstindige
Separation der beiden H5'-Signale von a- und B-Dihydroergocryptin erreicht werden.
Beim Einsatz apolarer, nicht aromatischer Lésungsmittel konnte eine verbesserte
Trennung der beiden Signale erzielt werden. Aufgrund der Schwerloslichkeit des
Analyten in CDCl; wurden geringe Mengen an DMSO-ds als Ldsungsvermittler
zugegeben; man beobachtet eine umso bessere Trennung der H5'-Signale je
geringer der Anteil an DMSO-ds gewahlt wurde. In aromatischen Lésungsmitteln wie
CeéDs kann eine deutliche Trennung der H5-Resonanzen von ao- und
B-Dihydroergocryptin beobachtet werden; erhéht man nun den Anteil an DMSO-dg
schrittweise, wird unter Verwendung einer Mischung von CgDg und DMSO-dg im
Verhaltnis 10:1 (v/v) eine vollstindige Basislinientrennung der vier H5'-Signale
erzielt.

5.2. Interner Standard
Um fir die quantitative Bestimmung des Analyten einen geeigneten Internen
Standard auszuwéhlen, werden verschiedene Substanzen, die folgende Kriterien
erfullen, getestet:
» vollstandige LGslichkeit des Internen Standards im eingesetzten Lésungsmittel
bzw. Losungsmittelgemisch

e Signale des Internen Standards in signalfreien Regionen im *H-NMR-Spektrum
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e kurze T;-Zeit des zur Integration herangezogenen Signals. )
Das Mischungsverhéltnis von Analyt zu Standard wird so gewahlt, dass die zur

Integration herangezogenen Signale ahnliche Intensititen aufweisen.

5.3. Parametereinstellungen
e Anzahl der Scans
Die Anzahl der Scans sollte so gewahlt werden, dass das Signal-Rausch-
Verhaltnis (S/N) des auszuwertenden Signals mit der geringsten Signalhthe
mindestens 250:1 betragt. Das Rauschen wird in einer signalfreien Region {iber

mindestens 200 Hz bestimmit.

e Spektrale Breite
Die Spekirale Breite des 'H-NMR-Spektrums wird so gewahlt, dass zur
spektralen Breite der Probe auf jeder Seite des Spekirums etwa 3 ppm
hinzugefiigt werden.

e Anregungsfrequenz

Die Anregungsfrequenz wird in die Mitte des Spektrums gelegt.

e Impulsabstand (Repetition time)
Im Rahmen einer quantitativen Bestimmung mittels 1H-NI\/lR-Spei—:troskc:pie
muss die Rickkehr des Spinsystems in den Gleichgewichtszustand
gewahrleistet werden. Die Wartezeit zwischen zwei aufeinanderfolgenden
Impulsen ist von der Spin-Gitter-Relaxationszeit T, abhangig:
> beim Einsatz eines 90°-Impulses betragt die Wartezeit mindestens 5 x T4
> beim Einsatz eines 30°-Impulses betragt die Wartezeit mindestens 3 x T.

e Akquisitionszeit
Die Lénge der Aufnahmezeit wird durch die Spekirale Breite, die eingesetzten
Datenpunkte und die digitalen Auflésung beeinflusst. Die digitale Auflésung
sollte fir 1H-NMR-Experimente < 0,25 Hz betragen.
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e Temperatur .
Die Messung muss bei einer zuvor definierten, konstanten Temperatur
durchgefiihrt werden.

e Rotation
Beim Auftreten stérender Rotationsbanden kann das NMR-Experiment ohne
Rotation des NMR-Rohrchens durchgefiihrt.

In Tabelle 1 sind am Beispiel des Mehrkomponentengemisches Codergocrinmesilat
die wichtigsten Messparameter fiir die quantitative Bestimmung zusammengefasst.
Beim Einsatz von NMR-Spektrometern unterschiedlicher Feldstirke miissen die
Aufnahmeparameter entsprechend angepasst werden.

Tabelle 1: Zusammenstellung der Messparameter fir die quantitative Bestimmung von
Codergocrinmesilat (Probenkonzentration 20 mg/ml) mittels 1H-NMR~Spektroskopie.

Parameter

Spektrometer, NMR-Messkopf g';}f;;‘::sg';fe 400 MHz Spekirometer,
Impulswinkel a0°

Datenpunkte 64 K

Anzahl der Scans 64 — S/N (B) ~350:1

Spektrale Breite 16 ppm

Aufnahmezeit (Acquisition time) 51s

Impulsabstand (Repetition time (RT =5 - T4)) 13,6 s

Temperatur 300 K

Lb-Faktor 0,3 Hz

6. Probenpraparation

6.1. Losungsmittelgemisch

Zur Herstellung des Losungsmittelgemisches CgDg-DMSO-dg (10:1 (viv)) werden
10 Volumenteile CgDg mit 1 Volumenteil DMSO-dg versetzt und anschliefend durch
leichtes Schiitteln gemischt.

6.2. Probenpréparation

Die zu untersuchende Charge Codergocrinmesilat und der Interne Standard DMABE
werden in ein Préparateglas abgewogen und mit einem definierten Volumen des
Losungsmittelgemisches CgDg-DMSO-dg (10:1 (v/v)) versetzt und unter leichtem
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Schitteln geldst. Anschliefend wird ein konstantes Volumen an Probelésung in ein
5 mm-NMR-Réhrchen Gberfiihrt.

7.  Durchfithrung der Messung

Die zu analysierende Probe wird auf das Lésungsmittelsignal von CgDgs gelockt,
anschliellend wird der Shim sowie die Wobbelkurve (iberpriift und gegebenenfalls
korrigiet und mit dem entwickelten Datensatz (Tabelle 6-1) mittels
Einfachbestimmung am NMR-Spektrometer vermessen.

8. Auswertung der 'H-NMR-Daten

8.1. Prozessierung

Nach einer Fourier-Transformation mit vorheriger exponentieller Multiplikation des
FIDs wird eine manuelle Korrektur der Phase sowie eine automatische Korrektur der
Basislinie iber die zu integrierende Region durchgefiihrt.

8.2. Integration

Die zur Quantifizierung herangezogenen Signale des Analyten Codergocrinmesilat
(H5'-Signale im Bereich zwischen 4,5 und 4,9 ppm) und des Internen Standards
DMABE (CHz-Signal bei etwa 4,2 ppm) werden manuell integriert.

8.3. Berechnung des absoluten Gehalts

Der Gehalt der vier Einzelkomponenten des Mehrkomponentengemisches wird mit
Hilfe des zugesetzten Internen Standards definierter Reinheit unter Beriicksichtigung
der aufgefiihrten Formel berechnet.

leod, lis Signalintensitat
P, = Ieog ) Nis _MCa:z ) MmMyg P Ncoa, Nis Kernanzahl
Is Nega Mg Mgy Mcoa, Mis Molekulargewicht [g/mol]
Mcod, Mis Einwaage [mg]
Peod, Pis Gehalt [% (g/g)]

Der Gesamtgehalt an Codergocrinmesilat wird nach Addition der zuvor ermittelten
Gehalte der vier Komponenten ermittelt.
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9.2 Allgemeiner Leitfaden (ERETIC)

Quantitative Bestimmung eines Mehrkomponentengemisches mittels
1H-NMR-Spektroskopie bei Anwendung der ERETIC-Technik am Beispiel von
Codergocrinmesilat

1. Zweck
Dieser Leitfaden definiert die wichtigsten Anforderungen beim Einsatz der
"H-NMR-Spektrosokopie im Rahmen der quantitativen Analytik von Arzneistoffen.

2. Einsatzbereich
Quantitative Bestimmung eines Mehrkomponentengemisches mittels 'H-NMR-
Spektroskopie.

3. Gerite
Bruker Avance 400 MHz-Spektrometer

4. Material und Chemikalien

4.1. Material
* 2 NMR-R&hrchen 5 mm, 527-PP-7 (Wilmard Lab Glass)
o 2 Praparateglaser
e Mikroliter-Pipette 100 pl, 1000 ul und 5000 pl

4.2. Chemikalien

e deuterierte Losungsmittel wie DMSO-ds, CD;0D, DO, CDCl3, CD,Cls,
CgDg

5. Methodenentwicklung

Voraussetzung fiir die quantitative Bestimmung mittels 1H-NMR-Spektroskopie ist
eine vollstéandige Basislinientrennung der zu integrierenden Signale. Zudem muss
mittels weiterer ein- und zweidimensionaler NMR-Experimente (1D: '*C, DEPT sowie
2D: COSY, HMQC, HMBC) sichergestellt werden, dass die auszuwertenden
Resonanzen frei von Signalen von Verunreinigungen sind.
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5.1. Optimierung des Lésungsmittels

Losungsmittel unterschiedlicher Eigenschaften (apolar « polar, protisch «<» aprotisch,
aromatisch « nicht aromatisch) zeigen einen unterschiedlichen Einfluss auf die
chemische Verschiebung bestimmter Signale. Somit kann durch den Austausch
eines Losungsmittels eine Verbesserung der Signalseparation erzielt werden.
Aufgrund der Schwerlslichkeit des Analyten in bestimmten Lésungsmitteln ist haufig
die Zugabe geringer Mengen eines Losungsvermittiers notwendig; zudem kann
durch eine Variation der Lésungsmittelzusammensetzung eine Trennung der Signale
erreicht werden.

Am vorliegenden Beispiel konnte in polaren Lésungsmitteln keine vollsténdige
Separation der beiden H5'-Signale von a- und B-Dihydroergocryptin erreicht werden.
Beim Einsatz apolarer, nicht aromatischer Lésungsmittel konnte eine verbesserte
Trennung der beiden Signale erzielt werden. Aufgrund der Schwerl6slichkeit des
Analyten in CDCl; wurden geringe Mengen an DMSO-dg als Lésungsvermittler
zugegeben; man beobachtet eine umso bessere Trennung der H5'-Signale je
geringer der Anteil an DMSO-ds gewahlt wurde. In aromatischen Lésungsmitteln wie
CeDs kann eine deutliche Trennung der H5-Resonanzen von a- und
B-Dihydroergocryptin beobachtet werden; erhoht man nun den Anteil an DMSO-dg
schrittweise, wird unter Verwendung einer Mischung von CgDg und DMSO-dg im
Verhéltnis 10:1 (v/v) eine vollstdndige Basislinientrennung der vier H5-Signale
erzielt.

5.2. Kalibrierstandard

Fur die Kalibrierung des ERETIC-Signals kann jeder beliebige Standard bekannter
Reinheit verwendet werden.

Das eingesetzte Stoffmengenverhéltnis von Analyt zu Standard wird so gewshlt,

dass die zur Integration herangezogenen Signale dhnliche Intensitaten aufweisen.

5.3. Parametereinstellungen
e Anzahl der Scans
Die Anzahl der Scans sollte so gewahlt werden, dass das Signal-Rausch-
Verhdltnis (S/N) des auszuwertenden Signals mit der geringsten Signalhthe
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mindestens 250:1 betrégt. Das Rauschen wird in einer signalfreien Region tiber
mindestens 200 Hz bestimmit.

e Spekirale Breite
Die Spektrale Breite des 'H-NMR-Spektrums wird so gewahlt, dass zur
spektralen Breite der Probe auf jeder Seite des Spekitrums etwa 3 ppm
hinzugefligt werden.

e Anregungsfrequenz

Die Anregungsfrequenz wird in die Mitte des Spektrums gelegt.

o ERETIC-Signal
Die Frequenz des ERETIC-Signals wird auf -1 ppm gesetzt. Die Dampfung wird
so angepasst, dass das ERETIC-Signal und die auszuwertenden Signale von
Analyt und Standard &hnlich Intensitaten aufweisen.

o Impulsabstand (Repetition time)
Im Rahmen einer quantitativen Bestimmung mittels 1H-NMR—Spektroskopie
muss die Rickkehr des Spinsystems in den Gleichgewichtszustand
gewahrleistet werden. Die Wartezeit zwischen zwei aufeinanderfolgenden
Impulsen ist von der Spin-Gitter-Relaxationszeit T abhangig:
» beim Einsatz eines 90°-Impulses betrégt die Wartezeit mindestens 5 x T
> beim Einsatz eines 30°-Impulses betragt die Wartezeit mindestens 3 x Ty.

e Akquisitionszeit
Die Lange der Aufnahmezeit wird durch die Spektrale Breite, die eingesetzten
Datenpunkte und die digitalen Auflésung beeinflusst. Die digitale Aufldsung
sollte fiir "H-NMR-Experimente < 0,25 Hz betragen.

e Temperatur

Die Messung muss bei einer zuvor definierten, konstanten Temperatur
durchgefiihrt werden.
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e Rotation

Quantitative Messungen sollten generell ohne Rotation aufgenommen werden.

In Tabelle 1 sind am Beispiel des Mehrkomponentengemisches Codergocrinmesilat
die wichtigsten Messparameter fiir die quantitative Bestimmung zusammengefasst.
Beim Einsatz von NMR-Spektrometern unterschiedlicher Feldstérke miissen die

Aufnahmeparameter entsprechend angepasst werden.

Tabelle 1:  Zusammenstellung der Messparameter fir die quantitative Bestimmung wvon
Codergocrinmesilat (Probenkonzentration 20 mg/ml) mittels 1H-NMR-Spektroskopie.

Parameter

Spektrometer, NMR-Messkopf Eﬁ?ﬁ;ﬁ:ﬁgﬁf e
Pulsprogramm ereticzg

Impulswinkel 90°

Datenpunkte 64 K

Anzahl der Scans 64 — S/N (B) ~350:1
Spektrale Breite 16 ppm
Aufnahmezeit (Acquisition time) 51s

Impulsabstand (Repetition time (RT =5 - T,)) 136s

Frequenz des ERETIC-Signals -1 ppm

Démpfung des ERETIC-Signals 78 dB

Temperatur 300 K

Lb-Faktor 0,3 Hz

6. Probenpraparation

6.1. Ldsungsmittelgemisch

Zur Herstellung des Losungsmittelgemisches CgDg-DMSO-ds (10:1 (v/v)) werden
10 Volumenteile CgDg mit 1 Volumenteil DMSO-dg versetzt und anschlieRend durch
leichtes Schiitteln gemischt.

6.2. Probenpraparation

Die zu untersuchende Charge Codergocrinmesilat und der Kalibrierstandard DMABE
werden in je ein Prdparateglas abgewogen und mit einem definierten Volumen
bekannter Masse des Ldsungsmittelgemisches CgDg-DMSO-dg (10:1 (v/v)) versetzt
und unter leichtem Schitteln geldst. AnschlieRend wird ein konstantes Volumen an
Analyt- und Kalibrierldsung in je ein 5 mm-NMR-R6hrchen liberfiihrt.
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7.  Durchfiihrung der Messung )

Die zu analysierenden Proben werden auf das Lésungsmittelsignal von CgDg gelockt,
anschlieend wird der Shim sowie die Wobbelkurve Uberpriift und gegebenenfalls
korrigiert. Beide Losungen werden mit dem entwickelten Datensatz (Tabelle 6-1)
mittels Einfachbestimmung unter identischen Bedingungen am NMR-Spektrometer

vermessen.

8. Auswertung der 'TH-NMR-Daten

8.1. Prozessierung

Nach einer Fourier-Transformation mit vorheriger exponentieller Multiplikation des
FIDs wird eine manuelle Korrektur der Phase sowie eine automatische Korrektur der
Basislinie Uber die zu integrierende Region durchgefiihrt.

8.2. Integration

Die zur Quantifizierung herangezogenen Signale des Analyten Codergocrinmesilat
(H5'-Signale im Bereich zwischen 4,5 und 4,9 ppm), des Kalibrierstandards DMABE
(CH.-Signal bei etwa 4,2 ppm) und des ERETIC-Signals werden manuell integriert.

8.3. Berechnung des absoluten Gehalts
Der Gehalt der vier Einzelkomponenten des Mehrkomponentengemisches wird mit
Hilfe des kalibrierten ERETIC-Signals berechnet. Die dazu benétigten Formeln lauten

wie folgt:
n _ Mgy Py ) L ppemic ) N lcoa, Iswa, leremc  Signalintensitat
ERETIC —
Mg, +m;,, 1 Std M Sid Ncods Nsia Kernanzahl
Mcod, Msta Molekulargewicht [g/mol]
Mcod, M, M Masse [mg]
B [n . L o . M coq ] /( Mcoq ) Peoa, Psta Gehalt [% g/g]
Cod = | MERETIC N
Towrme: New Mooy + My, NereTic E:];no'lblg]erter Kerngehalt

Der Gesamtgehalt an Codergocrinmesilat wird nach Addition der zuvor ermittelten
Gehalte der vier Komponenten ermittelt.
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9.3 Programm der FAH-Informationsveranstaltung am 12. Februar 2009

Programm der FAH-Informationsveranstaltung

Quantitative NMR

Innovatives Verfahren in der Analytik von Arzneistoffen

am 12. Februar 2009

in den Geschiftsraumen des Unternehmens Spectral Service
Laboratorium fiir Auftragsanalytik GmbH, K&In

Begriilung
Dr. Bernd Diehl, Spectral Service Laboratorium fiir Auftragsanalytik GmbH, Kéln

Referate

»  NMR-Spektroskopie in der pharmazeutischen Analytik — Heparin und mehr
Tanja Beyer, Universitit Wiirzburg, Wiirzburg

>  ERETIC - eine Methode der quantitativen NMR
Dr. Frank Malz, Deutsches Kunststoff-Institut DKI, Darmstadt

>  Statistische Auswertung von NMR-Spektren in der Gemischanalytik
Dr. Rainer Kerssebaum, Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten

»  Routine Usage of Quantitative NMR in Industry
Dr. Winfried Etzel, Bayer CropScience AG, Monheim

»  The Use of Proton NMR as an alternative for the Amino Acid Analysis for the
Identity of Peptides
Dr. Edwin R. Kellenbach, Schering-Plough, BH Oss, Niederlande

>  Quantitative NMR mit Cryo-Probenkopfen
Dr. Bernd Diehl, Spectral Service Laboratorium fiir Auftragsanalytik GmbH, Kéin

Podiumsdiskussion mit den Referenten

Besichtigung der NMR-Laboratorien des Unternehmens Spectral Service Laboratorium fiir
Auftragsanalytik GmbH
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9.4 Teilnehmer der FAH-Informationsveranstaltung am 12. Februar 2009

Frau S. Engel (BfArM, Bonn), Frau U. Fischer (BfArM, Bonn), Herr R. Hegendorfer
(EXCELLA GmbH, Feucht), Herr H. Heusler (HHAC Labor Dr. Heussler GmbH,
Stutensee), Frau R. Hiihne (BfArM, Bonn), Herr M. Janik (AQura GmbJ, Hanau-
Wolfgang), Herr F. Jung (LIGA.NRW, Zentrum fiir Offentliche Gesundheit -
Arzneimittel, Munster), Herr. H. Keck (Regierung von Oberbayern, Miinchen), Herr
M. Kiesel (AQura GmbH, Hanau-Wolfgang), Herr L. Kopanski (BfArM, Bonn), Herr G.
Krack (BASF SE, Ludwigshafen), Herr K. Kuchta (Universitat Leipzig), Herr T.
Lehmann (EXCELLA GmbH, Feucht), Herr U. Lipke (BfArM, Bonn), Frau P. Lohmann
(Almirall Hermal GmbH, Reinbeck), Herr J. Meyer (InfraServ GmbH & Co. Knapsack
KG, Hurth), Herr W. Ockels (Spectral Service Laboratorium fiir Auftragsanalytik
GmbH, Kaln), Herr C. Schollmeyer (Universitat Wirzburg), Herr W. Seitz (InfraServ
GmbH & Co Knapsack KG, Hiirth), Herr R. Staab (DOLORGIET GmbH & Co. KG,
Sankt Augustin), Herr H. van Lishaut (Abott GmbH & Co. KG, Ludwigshafen), Frau I.
Wawer (Universitdt Warschau, Polen), Herr G. Wéhrle (Abbott GmbH & Co. KG,
Ludwigshafen), Herr A. Zangerlein (Klosterfrau Berlin GmbH, Berlin), Frau B. Grohs
(FAH, Bonn), Frau M. Saul (FAH, Bonn)
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10 Verodffentlichung der Projektergebnisse

Folgende Veréffentlichungen in Form von Publikationen, Postern und Vortragen sind
bereits erfolgt:
Publikationen

e B. Diehl, F. Malz, U. Holzgrabe: “Quantitative NMR spectroscopy in quality
evaluation of active pharmaceutical ingredients (APls) and excipients’,
Spectroscopy Europe, 19 (2007) 15-19.

e F.Malz: “Quantitative NMR in the solution state NMR”: in: U. Holzgrabe,
I. Wawer, B. Diehl, NMR Spectroscopy in Pharmaceutical Analysis, Elsevier,
Amsterdam, 2008, 43-62.

e U. Holzgrabe: “"gNMR spectroscopy in drug analysis — a general view" in:
U. Holzgrabe, |. Wawer, B. Diehl, NMR Spectroscopy in Pharmaceutical
Analysis, Elsevier, Amsterdam, 2008, 131-137.

e T.Beyer, U.Holzgrabe: “Investigation of multi-component drugs by NMR
spectroscopy”; in: U. Holzgrabe, |. Wawer, B. Diehl, NMR Spectroscopy in
Pharmaceutical Analysis, Elsevier, Amsterdam, 2008, 141-155,

o T.Beyer, B.Diehl, G.Randel, E.Humpfer, H.Schafer, M. Spraul,
C. Schollmayer, U. Holzgrabe: “Quality assessment of unfractionated heparin
using 'H nuclear magnetic resonance spectroscopy’, Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis 48 (2008) 13-19.

Posterbeitrage

e U. Holzgrabe, T.Beyer, B.Diehl, F.Malz: “ERETIC — a tool for assay
determinations in the pharmaceutical analysis by quantitative NMR”, New
Frontiers in the Qualities of Medicines, EDQM, Strasbourg, Frankreich, 13.-
15.06.2007

e T.Beyer, U. Holzgrabe: "Quantitative NMR spectroscopy in multi-component
drug analysis”, DPhG-Jahrestagung 2007, Erlangen, 10.-13.10.2007

e T.Beyer, U.Holzgrabe: “Investigation of multi-component drugs by NMR
spectroscopy”, 19" International Symposium on Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, Danzig, Polen, 9.-11.06.2008.
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e T.Beyer, U. Holzgrabe: “Heparin and its impurities investigated by nuclear
magnetic resonance spectroscopy’, DPhG-Jahrestagung 2008, Bonn, 8.-11-
10.2008

e T.Beyer, B.Diehl, G.Randel, C.Schollmayer, U .Holzgrabe: “Heparin
contaminants investigated by NMR spectroscopy”, 32.Bruker NMR
Benutzertagung, Ettlingen, 4.-5.11.2008.

Vorirage

e F.Malz, C.J&ger: "Quantitative NMR - eine mag(net)ische Methode zur
Gehaltsbestimmung fiir die pharmazeutische Analytik®, Fa. Boehringer,
18.06.2007.

e U. Holzgrabe: “Quantitative NMR spectroscopy in pharmaceutical analysis”,
19" International Symposium on Pharmaceutical and Biomedical Analysis,
Danzig, Polen, 9.-11.06.2008.

e F.Malzz. "ERETIC - eine Methode der quantitatven NMR* , FAH-
Informationsveranstaltung "Quantitative NMR — Innovatives Verfahren in der
Analytik von Arzneistoffen”, Kéln, 12.02.2009.

o T.Beyer: "NMR-Spektroskopie in der pharmazeutischen Analytik - Heparin
und mehr", FAH-Informationsveranstaltung "Quantitative NMR — Innovatives
Verfahren in der Analytik von Arzneistoffen*, KéIn, 12.02.2009.

e U. Holzgrabe: "Quantitative NMR in pharmaceutical analysis”, The 2™
International Meeting on NMR and Quantitative Analysis, Stockholm,
Schweden, 21.-22.04.2009.

Weiterhin wurden die jeweils erarbeiteten Ergebnisse auf 5 Sitzungen des
projektbegleitenden Ausschusses vorgestellt.
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