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Problemstellung/Zielsetzung

Um die Qualitdt eines Arzneistoffs sicherzustellen, ist es heute aufgrund der Globalisierung
der Markte und des REACH-Systems von gré3ter Bedeutung, orthogonale Methoden zur Qua-
litatskontrolle einzusetzen. Zu den etablierten Routineverfahren wie HPLC und GC ist die
guantitative NMR (gQNMR) eine solche Methode. Die allgemeine Anwendbarkeit der gNMR ist



bei Einsatz eines internen Standards jedoch limitiert (L6sungsmittelprobleme, komplexe Vielli-
nienspektren des Analyten). Daher war es das Ziel des Vorhabens, die gNMR fir die pharma-
zeutische Analytik derart weiterzuentwickeln, so dass sie universell zur Reinheitsbestimmung
von Arzneistoffen eingesetzt werden kann. In diesem Zusammenhang ist die Anwendung der
externen Standardisierung bei der gNMR ein wichtiger Beitrag. Speziell mit der methodischen
Weiterentwicklungen der externen Standardisierung mittels eines elektronisch erzeugten
Kalibriersignals, einer erst seit 1999 entwickelten Technik (ERETIC), kann ein innovativer Bei-
trag geleistet werden. Anhand systematischer Untersuchungen an reprasentativen Arzneistof-
fen und Arzneistoffgemischen war die allgemeingiltige Anwendbarkeit der externen Standardi-
sierung zu erkunden und in ihren Genauigkeitskenngréf3en (Richtigkeit und Prazision) zu be-
schreiben. Parallel zu den NMR-Methoden wurde die konventionelle Analytik (HPLC, CE)
durchgefiihrt, um die Ergebnisse vergleichen und somit validieren zu kénnen.

Ergebnisse

Fir 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 (Maleinsdure in DMSO-ds, 1,3,5-Trioxan in DMSO-ds und Dimethylsulfon
in DMSO-dg) 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, fiihrten zu fal-
schen Resultaten. Eine universelle Anwendung dieser ERETIC-Technik, wie sie das Ziel die-
ses Vorhabens war, war somit nicht méglich. Erst die Weiterentwicklung der ERETIC-Technik
in Zusammenarbeit mit der Herstellerfirma Bruker BioSpin lieferte eine in weiten Bereichen
robuste Variante. Hierbei wird das elektronische Kalibrier-signal nicht mehr Gber eine Spule im
Probenkopf eingespeist, sondern direkt beim Protonenempfanger detektiert. Im Gegensatz zur
Originalkonfiguration kann nun jeder beliebige Kalibrierstandard unabhéangig von der zu unter-
suchenden Substanz verwendet werden. Jedoch muss der 90°-Anregungsimpuls fur jede Pro-
be bestimmt und fir eine konstante Temperierung des Probenkopfes und des Raumes gesorgt
werden, um akkurate Messergebnisse zu erzielen. Diese Erkenntnisse wurden anschlie3end
auf Realproben Ubertragen. Die Gehaltsbestimmungen von ausgewahlten Arzneistoffen
(Codergocrinmesilat, Clomifencitrat, Flupentixoldihydrochlorid und Atracuriumbesilat) mittels
der ERETIC-Technik lieferten korrekte Ergebnisse. Parallel dazu wurde die traditionelle Vari-
ante der externen Standardisierung an denselben Proben systematisch evaluiert. Auch hierbei
wurden vergleichbare Ergebnisse erzielt. Dabei erfolgte 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 sdmtliche in den Arzneibtichern beschriebenen Methoden nicht in
der Lage waren, ibersulfatiertes Chondroitinsulfat und Dermatansulfat von Heparin zu sepa-
rieren, wurde in Ubereinstimmung mit dem Projektbegleitenden Ausschuss diese Problemstel-
lung mit in das Aufgabenspektrum dieses Vorhabens aufgenommen. An tber 200 verschiede-
nen Heparin-Chargen wurde systematisch nach Lésungswegen fir den Nachweis und die
Quantifizierung dieser beiden Substanzen in Heparin geforscht. Schliel3lich gelang es erst-
mals, mit der NMR-Spektroskopie beide Komponenten im *H-NMR-Spektrum nachzuweisen
und mit Hilfe eines ausgearbeiteten Normalisierungsverfahrens akkurat zu quantifizieren. Pa-



rallel dazu wurden erfolgreich orthogonale CE- und HPLC-Verfahren erarbeitet, um die NMR-
Ergebnisse in ihrer Richtigkeit zu unterstitzen.

Insgesamt zeigen die in diesem vorliegenden Vorhaben erarbeiteten Ergebnisse auf ein-
drucksvolle Weise, wie leistungsstark und aussagekraftig die quantitative H-NMR-
Spektroskopie fur 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 Behorden ausgiebig diskutiert wurden. Somit ist zu erwarten,
dass die gNMR zukuinftig sowohl mittels der ERETIC-Technik als auch der externen Standar-
disierung bei Validierungsstudien, bei der Qualitatskontrolle und auch bei der Schadensanalytik
eingesetzt wird. Damit wird es den klein- und mittelstdndigen Unternehmen nunmehr ermdg-
licht, ihre Arzneistoffe besser zu charakterisieren. Denn die hier weiterentwickelten Methoden
kénnen dazu verwendet werden, die Resultate der chromatogra-phischen Verfahren im Rah-
men der Qualitéatssicherung durch eine unabhangige Methode zu Uberprifen.

Aufgrund der zeitaufwendigen Weiterentwicklung der ERETIC-Technik konnten nicht alle im
Projektantrag vorgesehenen Arbeitspakete bearbeitet werden. Diese waren: (i) Einsatz der
ERETIC-Technik fur quantitative 2D-NMR-Experimente, (ii) Organisation und Auswertung ei-
nes nationalen Ringversuchs und (iii) Evaluierung von Computermethoden (Amix und
Unscramblerm) zur automatisierten Auswertung von NMR-Spektren im Routinebetrieb.
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