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Einleitung






1. Orthogonale Methoden in der
pharmazeutischen Analytik

Arzneimittel sind niitzlich und gefdhrlich zugleich: zum einen haben sie die Eigenschaft,
Krankheiten zu heilen, zum anderen kénnen sie aber auch die Gesundheit von
Patienten gefahrden, u.a. dann, wenn sie Qualitdtsméangel aufweisen. Somit stellt die
Qualitédt eines Arzneistoffes neben Wirksamkeit und Unbedenklichkeit ein weiteres
essentielles Anforderungsmerkmal an Arzneimittel dar [1].

Die Qualitit eines “active pharmaceutical ingredient”; kurz API, wird durch die
Parameter Identitdt, Reinheit und Gehalt definiert. Als Qualitdtsmafistab wird der
Ubereinstimmungsgrad mit den geforderten Qualititsmerkmalen eines API festge-
legt. Diese Anforderungen werden in einer Qualitatsspezifikation, der sogenannten
Arzneibuchmonographie, festgelegt und bilden die Basis der Qualitatspriifung. Die
Einhaltung der im Arzneibuch festlegten Spezifikationen gewéhrleistet eine angemes-
sene Qualitdt der APIs fiir den medizinischen Gebrauch. Voraussetzung ist allerdings,
dass alle relevanten Verunreinigungen mit den vorgeschriebenen Priifverfahren er-
fasst werden konnen. Verunreinigungen werden definiert als “jeder Bestandteil in
einer Substanz zur pharmazeutischen Verwendung, mit Ausnahme der chemischen
Verbindung, die die Substanz ist” [2, [3].

Die in den Arzneibuchmonographien aufgefithrten Reinheitspriifungen sind auf die
Erfassung potentieller Verunreinigungen eines bestimmten Herstellungsverfahrens
abgestimmt. Wird nun Syntheseweg und/oder Aufreinigungsprozess verandert bzw.
ein Alternativverfahren eingesetzt, kann dies ein abweichendes Verunreinigungsprofil
zur Folge haben. Neue, bis dahin unbekannte Verunreinigungen, die mit den routine-
maBig eingesetzten Arzneibuchmethoden oftmals nicht erfasst werden konnen, sowie
unerwartete Kontaminanten, die fiir eine Priifung nicht vorgesehen sind, werden

beobachtet. Demzufolge werden potentielle Verunreinigungen im Rahmen der routine-
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méaBig durchgefithrten Qualitétskontrolle nach Européaischem Arzneibuch (Ph. Eur.)
nicht aufgedeckt bzw. die geforderten Akzeptanzkriterien nicht erfiillt.

In der Vergangenheit wurde tiber eine Vielzahl an “kontaminierten” Arzneimit-
teln berichtet, die aufgrund alternativer bzw. abgednderter Herstellungsverfahren
den Anforderungen der Monographie nicht entsprachen bzw. bisher unbekannte,

mittels giiltiger Arzneibuchmethoden nicht erfassbare Verunreinigungen enthielten
(siche Tabelle [1.1)). Wahrend mit Hilfe des unempfindlichen und unselektiven Diinn-

Tabelle 1.1: Historische Fallbeispiele kontaminierter Arzneimittel.

Jahr Arznei-/Hilfsstoff Verunreinigung(en) Literatur
1987 Pethidin MPTP! ]
1990 Tryptophan diverses Verunreinigungsprofil [BHIT]
1995 Dequaliniumchlorid quartire Nebenprodukte [12]
1997 Fluoxetin diverses Verunreinigungsprofil [13, [14]
1998 Erythromycin verschiedene Losungsmittel [15]
1999 Trimethoprim diverses Verunreinigungsprofil [16]
2000 Diclofenac-Natrium N-Phenyl-2,6-dichloranilin [17]
2000 Gentamicin “Off-Label-Use” [18-22]
2001 Indometacin diverses Verunreinigungsprofil [23]
2007/08  Heparin 0SCSs? 3

2009 Glycerin Diethylenglycol 4

L MPTP: 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin
2 OSCS: iibersulfatiertes Chondroitinsulfat

3 siehe Allgemeiner Teil, Kapitel

4 siehe Allgemeiner Teil, Kapitel

schichtchromatographie-Nachweises (DC) fiir viele Arzneistoffe haufig keine weiteren
Verunreinigungen detektiert werden konnten, zeigte der Einsatz von modernen Ver-
fahren wie Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC), Gaschromatographie
(GC), Kapillarelektrophorese (CE) und Kernresonanzspektroskopie (NMR) oftmals
weitere Verwandte Substanzen. So wurden bei der Untersuchung von Trimethoprim-
Chargen fiinf verschiedener Hersteller aus drei Landern unter Einsatz einer Reversed-
Phase-HPLC-Methode mit Gradientenelution zwei neue Verunreinigungen erfasst,
die mit Hilfe der DC-Arzneibuchmethode nicht detektiert werden konnten [16]. Ahn-
liche Ergebnisse zeigte die Untersuchung von 38 Indometacin-Chargen; wahrend alle

analysierten Proben der Spezifikation der Monographie mittels DC-Nachweis ent-



sprachen, wurden mittels HPLC-UV und NMR-Spektroskopie bis dahin unbekannte
Verunreinigungen detektiert, zudem entsprachen 42 % der untersuchten Indome-
tacin-Chargen nicht den Anforderungen der Pharmakopoe [23]. Am Beispiel von
Fluoxetinhydrochlorid deckten jedoch selbst empfindliche HPLC-Methoden nicht
zwangslaufig jede Verunreinigung ab. Fiir den Arzneistoff sind mehrere Herstellungs-
wege mit unterschiedlichem Verunreinigungsprofil bekannt. Wahrend eine Vielzahl
der erwarteten Verunreinigungen mit der in der “United States Pharmacopoeia”
(USP) beschriebenen isokratischen HPLC-Methode erfasst werden konnten, wurden
andere nur mit Hilfe einer optimierten Gradienten-HPLC-Methode bzw. mittels GC
detektiert [13] [14].

Das Auftreten neuer Verunreinigungen ist stets mit der Gefahr von moglicherwei-
se schwerwiegenden, unerwiinschten Arzneimittelwirkungen und einer Gefdhrdung
der Arzneimittelsicherheit verbunden, da die pharmakologisch-toxischen Eigenschaf-
ten und somit die Unbedenklichkeit der bis dahin unbekannten Verunreinigungen
oftmals nicht bekannt sind. Eines der bekanntesten Beispiele ist wohl die sogenann-
te Tryptophan-Affiare. Bei der Anwendung von Tryptophan erkrankten im Jahre
1989 eine Vielzahl an Patienten am sogenannten Eosinophilie-Myalgie-Syndrom:;
etwa 30 Patienten verstarben [5, [6]. Untersuchungen ergaben, dass alle Betroffenen
Praparate mit einer Tryptophan-Charge eines bestimmten japanischen Herstellers
eingenommen hatten. Dieser hatte den Wirkstoff nicht wie bis dahin iiblich auf
synthetischem Wege, sondern mittels Fermentation gewonnen; zudem wurde das
aufwendige Aufreinigungsverfahren verdandert, indem die Aktivkohle-Menge reduziert
wurde. Die Anderung des Produktionsschrittes hatte das Auftreten neuer Verunreini-
gungen zur Folge, die mit den damals giiltigen Arzneibuchmethoden wie Priifung
auf Ninhydrin-positive Substanzen und optischer Drehung nicht erkannt werden
konnten. Als mogliche “Verursacher” wurden drei Verunreinigungen, der “Peak E”,
der als 1,1’-Ethylidenbistryptophan identifiziert wurde [7H9], der “Peak UV-5”, dem
3-Phenylamino-L-alanin [I0] zugeordnet wurde, und das 2-(3-Indolylmethyl)-L-tryp-
tophan [I1] mit den berichteten Zwischenfillen in Zusammenhang gebracht; nachdem
die entsprechende Charge vom Markt genommen wurde, wurden keine weiteren
Erkrankungen beobachtet. Im Zuge dieser Vorfille wurde die Tryptophan-Mono-
graphie mit einer geeigneten HPLC-Methode, die eine Erfassung der erwahnten

Verunreinigungen bis in den ppm-Bereich erméglicht, erganzt [24].
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Die Gefahr einer Tryptophan-Affare besteht jedoch bis zum heutigen Zeitpunkt
auch fiir eine Vielzahl anderer Aminoséuren, deren Reinheit trotz neuer, alternativer
Herstellungsverfahren wie der Fermentation weiterhin mittels DC-Nachweis und
optischer Rotation gepriift werden und somit die Erfassung einer Vielzahl an po-
tentiellen Verunreinigungen durch die Monographie nicht abgedeckt ist. Alternative
Reinheitspriifungen zeigten, dass Aminosauren, die den Anforderungen der jeweiligen
Monographie entsprachen, bei der Untersuchung mittels mizellarer elektrokineti-
scher Chromatographie (MEKC), einer Sonderform der CE, weitere, mit den alten
Methoden nicht erfassbare Verwandte Substanzen wie beispielsweise Aminozucker,
Di- /Tripeptide und Nukleinsduren nachgewiesen werden konnten [25].

Die aufgezeigten Beispiele stehen reprasentativ fiir eine Vielzahl anderer Arzneistof-
fe. Unterschiedliche Herstellungsverfahren resultieren in der Regel in unterschiedlichen
Verunreinigungsprofilen, die nicht zwangslédufig von den entsprechenden Priifverfah-
ren der Arzneibiicher abgedeckt werden kénnen; folglich besteht eine Gefdhrdung
der Arzneimittelsicherheit. Ein weiteres Problem im Zuge der Kostenreduktion von
Arzneistoffen ist die Produktion von Wirkstoffen in Liandern wie China oder Indien,
die oftmals verdnderte Herstellungsverfahren einsetzen und nicht iiber die notige
Ausstattung zur Produktion sowie die Kenntnis zur Qualitatskontrolle verfiigen [17].
Zudem besteht hier die grofle Gefahr moglicher Arzneimittelfidlschungen wie aktuel-
le Falle von kontaminiertem Heparin, Glycerin und melaminhaltigem Milchzucker
beweisen. Hier wurden Wirkstoffe, Hilfsstoffe sowie Nahrungsmittel bewusst mit
oft schéadlich wirkenden Substanzen versetzt, die mit den giiltigen Priifmethoden
internationaler Arzneibiicher in der Qualitdtskontrolle nicht nachgewiesen werden
konnten.

Somit ist der Einsatz zusatzlicher, alternativer Methoden, sogenannte orthogonale
Methoden, von groflier Bedeutung, ja sogar notwendig. Methoden werden als ortho-
gonal bezeichnet, wenn sie unabhéngig voneinander sind, d. h. ihr zugrundeliegender
physikalischer Mechanismus unterscheidet sich. Ein orthogonales Verfahren ermog-
licht folglich die Bestatigung des Ergebnisses einer alternativen Methode bzw. die
Erfassung neuer Verunreinigungen.

Wurde die Reinheit von Arzneistoffen im Arzneibuch in der Vergangenheit iiber-
wiegend mittels Diinnschichtchromatographie geprift, ist die Arzneibuchkommission

bemiiht, diese durch moderne chromatographische Verfahren zu ersetzen; so wird



heutzutage im Arzneibuch eine Priifung auf Verwandte Substanzen in vielen Fallen
mittels HPLC vorgeschrieben. Da die potentiellen Verunreinigungen oftmals eine
sehr hohe strukturelle Ahnlichkeit zur Hauptkomponente aufweisen, werden diese
u. a. vom Hauptpeak schlecht abgetrennt bzw. von diesem sogar iiberlagert, so dass
mogliche Verunreinigungen tibersehen werden kénnen [26], 27]. Dieses Phénomen
zeigte sich beispielsweise am bereits erwédhnten Fluoxetin-Beispiel; hier wurde der
Nachweis von zwei Verunreinigungen erst mittels einer optimierten HPLC-Methode
ermoglicht.

Eine Vielzahl an Untersuchungen von Arzneistoffen mit mindestens zwei unter-
schiedlichen Verfahren hat die Notwendigkeit des Einsatzes orthogonaler Methoden
im Rahmen der Qualitatskontrolle sowie eine Auswahl geeigneter Alternativverfahren
aufgezeigt. Geeignete orthogonale Methoden zu konventionell eingesetzten HPLC-
Methoden sind Verfahren wie CE, GC und NMR-Spektroskopie. Eine Reihe von Stu-
dien zum Thema “orthogonale Methoden” konnten aufzeigen, dass diese Methoden
die Ergebnisse der HPLC-Reinheitsanalytik bestétigten bzw. sogar die Detektion
bisher nicht detektierbarer Verunreinigungen erméglichten [22) 28-33].

Als Beispiel ist Gentamicin zu nennen; wihrend die vorgeschriebene HPLC-Metho-
de breite, nicht vollsténdig basisliniengetrennte Peaks fiir die fiinf Hauptkomponenten
aufweist [34], konnten mittels Kapillarelektrophorese und NMR-Spektroskopie ne-
ben den Hauptkomponenten selbst potentielle Verunreinigungen wie Sisomicin und
Netilmicin qualitativ und quantitativ erfasst werden [19-22]. Ahnliche Ergebnisse
lassen sich fiir kontaminiertes Heparin aufzeigen. Wihrend die Kontaminante “Uber-
sulfatiertes Chondroitinsulfat” mit Hilfe der vorgeschriebenen Arzneibuchmethoden
nicht erfasst werden konnte, erwies sich hier vor allem die NMR-Spektroskopie als
geeignete Methode [35], 36].

Die NMR-Spektroskopie bietet als ein schnell und einfach durchzufiihrendes Scree-
ning-Verfahren die Moglichkeit, neue Verunreinigungen zu erfassen und gleichzeitig
strukturell zu identifizieren. Da ein NMR-Spektrum meistens aus einer Vielzahl an
Signalen besteht und die chemische Verschiebung, d. h. die Lage eines Signals, von der
chemischen Struktur des Molekiils abhangt, konnen mit Hilfe dieses Verfahrens selbst
strukturell sehr d&hnliche Molekiile erfasst werden; hierzu ist einzig ein vollstandig
separiertes Signal fiir die Verwandte Substanz notwendig. Die NMR-Spektroskopie
bietet den Vorteil, dass die Methode nicht wie bei chromatographischen Methoden auf
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ein bestimmtes Verunreinigungsprofil hin optimiert wird, so dass hier die Wahrschein-
lichkeit neue Verunreinigungen zu erfassen deutlich hoher liegt. Heutzutage wird
daher in vielen pharmazeutischen Unternehmen von neuen Arzneistoffchargen routi-
neméfig ein NMR-Spektrum aufgenommen [17]; zusitzliche Signale kénnen Hinweise
sowohl auf alternative Herstellungswege als auch auf bewusste Kontaminierungen
darstellen. Die NMR-Spektroskopie ist somit nicht nur ein geeignetes Verfahren zur
Strukturaufklérung von neu synthetisierten Substanzen, sondern sie ist ebenfalls im
Rahmen der Qualitatskontrolle von Arzneistoffen sowie auf dem Gebiet des “Impurty
Profiling” zur Suche neuer Verunreinigungen ein geeignetes, jedoch bis heute oftmals

zu selten eingesetztes Verfahren.



2. Die NMR-Spektroskopie

2.1. Theoretischer Hintergrund

Nach der Entdeckung des Kernspins durch Pauli [37], sowie der Moglichkeit, das
magnetische Moment eines Kerns, eine Folge seines Kernspins, zu messen [38], gelang
im Jahre 1946 den beiden Arbeitsgruppen Purcell, Torrey und Pound [39] sowie Bloch,
Hansen und Packard [40] unabhéngig voneinander der erste Nachweis von Kernre-
sonanzsignalen an festen und fliissigen Substanzen. Seitdem unterlag diese Technik
einer stetigen Weiterentwicklung — Einfiihrung der Fourier-Transformation, Ubergang
von Continuous-Wave-Spektrometern zur Impuls-Spektroskopie, stetige Erhéhung
der Magnetfeldstérke, Einfithrung mehrdimensionaler Messtechniken, Kopplung mit
anderen Verfahren etc. — so dass dieses leistungsstarke Verfahren heutzutage ein breit

gefachertes Einsatzgebiet aufweist.

Bis heute hat kaum eine andere physikalische Methode die Chemie so nachhaltig
beeinflusst wie die NMR-Spektroskopie. Thre zwei wichtigsten Parameter, die chemi-
sche Verschiebung und die Spin-Spin-Kopplung, bilden bis heute die Grundlage fiir
eines ihrer Hauptanwendungsgebiete, die Strukturaufklarung von organischen Mole-
kiilen. Jedoch ist diese Technik langst in andere Gebiete vorgedrungen: Beispielsweise
konnen in der Biologie heutzutage durch ihren Einsatz biochemische Prozesse in vivo
sowie physiologische Vorgénge studiert werden, die Kernspintomografie ermoglicht
durch Bilderzeugung eine medizinische Diagnose bei Patienten und ihr Einsatz als
quantitative Messmethode bietet eine geeignete Alternativmethode zu konventionell

eingesetzten Verfahren im Rahmen der Qualitatskontrolle von Arzneistoffen.
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2.1.1. Kerndrehimpuls und magnetisches Moment

Der Drehimpuls P ist neben Masse und Ladung eine weitere grundlegende Eigenschaft
eines quantenmechanischen Teilchens. Speziell der Drehimpuls eines Atomkerns,
auch Kernspin genannt, verhélt sich so, als wiirde sich der geladene, kugelférmig
angenommene Kern um eine bestimmte Kernachse drehen. An kleinen physikalischen
Systemen wie dem Atom zeigt sich, dass der Drehimpuls gequantelt ist, d. h. die
Drehimpulsquantenzahl I, die u. a. seinen Betrag P bestimmt, kann nur halbzahlige

oder ganzzahlige Werte annehmen:

P=\II+1)-h,  T€{0,1/2,1,3/2, ...} (2.1)

Hier bedeutet & = h/2m mit dem Planckschen Wirkungsquantum h. Bereits aus der
klassischen Physik ist bekannt, dass rotierende Ladungen Magnetfelder erzeugen.
Entsprechend ist mit dem Drehimpuls P ein magnetisches Moment g verkniipft, das,
analog zur Ladung bei elektrischen Feldern, die Quelle eines atomaren bzw. nuklearen
Magnetfeldes darstellt:

p=7vP (2:2)

Die Proportionalitdtskonstante v stellt fiir jedes Isotop der verschiedenen Elemente
eine charakteristische Konstante dar, welche die Nachweisempfindlichkeit eines Kerns
festlegt. Wihrend Kernisotope mit groem gyromagnetischem Verhéltnis v wie 'H-
und YF-Atome als empfindlich gelten, weisen Kerne mit kleinem ~ wie beispielsweise
13C- und N-Kerne eine geringe Empfindlichkeit auf.

Kerne mit verschwindendem Kernspin / = 0 sind dagegen NMR-spektroskopisch
nicht nachweisbar, da sie keinen Drehimpuls P und folglich auch kein magnetisches
Moment g besitzen. Die beiden Hauptbausteine organischer Molekiile, das Kohlen-
stoff-Isotop 12C und das Sauerstoff-Isotop %O kénnen somit NMR-spektroskopisch

nicht erfasst werden.

2.1.2. Kerne im statischen Magnetfeld

Wird nun ein Kern mit einem Drehimpuls P und einem magnetischen Moment g in

ein statisches Magnetfeld By in z-Richtung gebracht, richtet sich der Drehimpuls so
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aus, dass fiir seine Komponente in Feldrichtung P, gilt:
P,=m-h, m=-—-1, =T +1, ..., I (2.3)

Analog zur Quantelung des Betrags ist also auch die Richtung des Kernspins ge-
quantelt; es gibt (21 4+ 1) mogliche Werte fiir die magnetische Quantenzahl m und
ebenso viele Orientierungsmoglichkeiten von Drehimpuls und magnetischem Moment
im Magnetfeld. Fiir Protonen mit einem Kernspin I = 1/2 ergeben sich somit zwei
mogliche Zustédnde, m = +1/2 und m = —1/2.

Gemaf der klassischen Betrachtungsweise fithrt die Lorentz-Kraft zu einer Prazes-
sion des magnetischen Moments um die Magnetfeld-Achse mit der Larmorfrequenz
vr; folglich zeigt der Drehimpuls also nie genau in die Richtung des Magnetfeldes.

Die Larmorfrequenz vy, ist proportional zur magnetischen Flussdichte By:

vy = ‘ . By (2.4)

'7
2m
Das Magnetfeld By wechselwirkt also mit dem magnetischen Moment p; die entspre-

chende Energie des magnetischen Dipols im Magnetfeld ist gegeben durch:

Damit ergeben sich fiir einen Kern mit (2/ + 1) Orientierungsmoglichkeiten ebenso
viele Energieniveaus. Fiir Protonen erhilt man im Magnetfeld entsprechend der
beiden Einstellméglichkeiten m = +1/2 und m = —1/2 zwei Energieniveaus. Die
Komponente des magnetischen Moments in Feldrichtung steht dabei entweder paral-
lel (o, energetisch giinstiger Zustand) oder antiparallel (3, energetisch ungiinstiger
Zustand) zum Magnetfeld By. Im thermischen Gleichgewichtszustand verteilen sich
die Kerne auf die verschiedenen Energieniveaus. Das Verhéltnis der Anzahl der
Kernspins in den verschiedenen Zustanden N, und Npg ist dann gegeben durch die

Boltzmann-Verteilung:

NB —AE/kpT

— = 2.6
Ne © (2:6)

mit der absoluten Temperatur 7" und der Boltzmann-Konstanten kp.

Der Energieunterschied AE = E(8) — E(«a) ist sehr klein im Vergleich zur mittle-
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Bo

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Bildung der makroskopischen Magnetisie-
rung My durch Superposition der magnetischen Kernmomente p.

ren Energie der Warmebewegung kg T', so dass beide Energieniveaus nahezu gleich
besetzt sind. Der Besetzungstiberschuss im energiedrmeren Niveau « liegt bei Raum-
temperatur im Bereich von tausendstel Promille. Dieser Besetzungsunterschied fithrt
zu einer messbaren makroskopischen Magnetisierung M, in Feldrichtung, die sich
aus der Summe der z-Komponenten aller Kernspins ergibt (siehe Abbildung .

2.1.3. Kernresonanz-Uberginge

Ubergénge zwischen verschiedenen Energie-Niveaus werden durch die Einstrahlung
eines Zusatzfeldes der richtigen Frequenz vy induziert, das mit den Kerndipolen in
Wechselwirkung tritt. Bei der folgenden Ausfithrung beschranken wir uns auf Kerne
mit einem Kernspin I = 1/2. Entspricht die Energie des Impulses h; genau dem

Energieunterschied AE der beiden Niveaus, sind Kernspin-Uberginge moglich:

Die Resonanzbedingung ist also erfiillt, wenn die eingestrahlte Frequenz 1, mit der

Larmorfrequenz vy, iibereinstimmt:

yL:yl:’;;T’.BO (28)
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Abbildung 2.2: Zerlegung des linear oszillierenden Magnetfeldvektors in zwei zirkular
polarisierte Komponenten.

Messprinzip

Wie in Abschnitt [2.2]erlautert wird, ist der genaue Wert der Larmorfrequenz fir Kerne
einer bestimmten Sorte in Abhéngigkeit ihrer chemischen Umgebung jeweils leicht
unterschiedlich. Um nun alle diese Kerne einer Sorte gleichzeitig anzuregen, wird der
Hochfeldgenerator im sogenannten Impuls-Verfahren mit einer festen Frequenz 14
nur fir eine kurze Zeitdauer 7p eingeschaltet, was einen Hochfrequenz-Impuls mit
kontinuierlichem Frequenzband erzeugt, welches symmetrisch zur Frequenz v liegt.
Die Wahl der Generatorfrequenz 14y wird durch die zu untersuchenden Kerne und
die Flussdichte By bestimmt. Die Impulslange 7p wird durch die spektrale Breite
festgelegt und liegt fiir NMR-Experimente in der Gréfenordnung von einigen ps.

Das entsprechende, in xz-Richtung linear oszillierende Magnetfeld wird gedanklich
in zwei um die z-Achse entgegengesetzt rotierende Komponenten By (R) und By (L)
zerlegt (Abbildung , wobei nur diejenige Komponente mit der gleichen Drehrich-
tung wie die prazedierenden Kernspins mit diesen in Wechselwirkung treten kann;
diese wird im Folgenden mit B; bezeichnet.

Da sowohl die Kernspins als auch das Zusatzfeld By synchron um die z-Achse rotie-
ren, fithrt man fiir eine vereinfachte Beschreibung ein rotierendes Koordinatensystem
(',y/, 2) ein, in dem B; ruht. Dieses Koordinatensystem rotiert also mit derselben
Frequenz wie das Zusatzfeld B;. Die x’-Achse des rotierenden Koordinatensystems

wird im Allgemeinen als Richtung des Zusatzfeldes B, definiert. Analog zur Wirkung
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des statischen Magnetfeldes By auf die Kernspins wirkt durch B; ein Drehmoment,
das die makroskopische Magnetisierung M, aus der z-Richtung in der (y/, z)-Ebene
senkrecht zu B; auslenkt. Der Impulswinkel gibt das Ausmaf} der Auslenkung an

und wird durch die Flussdichte By und die Pulsdauer 7p festgelegt:
e = v Bli - Tp (29)

Demnach ist der Winkel © umso grofler, je hoher die Amplitude By; der fiir einen
bestimmten Kernresonanziibergang verantwortlichen Frequenzkomponente v; des
eingestrahlten Impulses ist, und je langer der Impuls eingestrahlt wird.

Im Folgenden soll kurz auf die beiden wichtigsten Impulse, den 90°- und 180°-
Impuls, eingegangen werden. Die resultierende Quermagnetisierung M, ist nach
einem 90°-Impuls maximal; im Gleichgewichtszustand sowie nach Auslenkung der
makroskopischen Magnetisierung My um 180° nimmt diese den Wert Null an (Ab-
bildung . Diese Quermagnetisierung wird mit einer Empfangerspule detektiert,
die in der y-Achse angeordnet ist; die Querkomponente M,/ ist also entscheidend
fiir den Nachweis von Kernresonanzsignalen. Somit werden Signale mit maximaler
Intensitiat nach Einstrahlen eines 90°-Impulses erzielt, wahrend beim Einsatz eines
180°-Impulses kein Signal im NMR-Spektrum detektiert wird.

2.1.4. Relaxation

Das Einstrahlen des resonanten Querfeldes B fiihrt zu einer Storung des thermischen
Gleichgewichts des Spinsystems. Nach Abschalten des Impulses erfolgt die Relaxation
der Kerne, bis der Gleichgewichtszustand erreicht ist, d. h., M, wéchst wieder auf
My an und die Quermagnetisierung M,, verschwindet. Unterschieden wird zwischen
zwei Relaxationsvorgdngen mit entsprechenden Zeitskalen: Spin-Gitter-Relaxation

(Relaxationszeit 77) und Spin-Spin-Relaxation (Relaxationszeit T5).

Spin-Gitter-Relaxationszeit T}

Die auch als longitudinal bezeichnete Relaxation bestimmt nach einer Stoérung die
Riickkehr der makroskopischen Magnetisierung in z-Richtung M, zum Gleichge-

wichtswert Mj. Dabei wird die Anderung der z-Komponente durch das Geschwindig-
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Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der Auslenkung der makroskopischen Magneti-
sierung My aus dem Gleichgewicht (a) nach einem 90°-Impuls (b) bzw. einem 180°-Impuls

(c).

keitsgesetz erster Ordnung bestimmt:

dM, M, — M,
a T

(2.10)

M, bezeichnet hierbei die Magnetisierung in z-Richtung zum Zeitpunkt ¢, M ist der
Gleichgewichtswert und 1/7; die Geschwindigkeitskonstante.

Dieser Relaxationsprozess ist mit einer Energiednderung des Spinsystems verbun-
den, da die vom eingestrahlten Impuls aufgenommene Energie an die Umgebung,
das sogenannte “Gitter”, abgegeben wird. Dieses Gitter steht stellvertretend fiir
Nachbarmolekiile in Losung oder fiir die Gefawand des NMR-Rohrchens.

Die Lange der Ti-Relaxationszeit ist abhangig von der chemischen Struktur des
Molekiils, dem Einfluss der benachbarten Kerne und der Molekiilgrofie bzw. Beweg-
lichkeit. Die Bedeutung der Relaxation der betrachteten Kerne im Hinblick auf die
Durchfithrung quantitativer NMR-Experimente wird in Abschnitt [2.3] ausfiihrlich
diskutiert.

Spin-Spin-Relaxationszeit 75

Die transversale Relaxation bestimmt den Zerfall der Quermagnetisierung M, . Dieser
Relaxationsprozess beruht auf einem Energieaustausch zwischen benachbarten Atom-
kernen. Die Gesamtenergie des Spinsystems und damit die Besetzungsverhéltnisse

der einzelnen Energieniveaus dndern sich dabei nicht; es handelt sich um einen reinen
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D
t l
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Zeitdomane Frequenzdomane

Abbildung 2.4: Fourier-Transformation (FT) des Freien Induktionsabfalls (FID) eines
einzelnen Kernresonanziibergangs von der Zeitdoméne in die Frequenzdomane.

Entropieprozess mit einem Verlust der Phasenkohérenz zwischen den einzelnen Spins.
Die hiermit verkniipfte Th-Relaxationszeit ist fiir die quantitative NMR-Spektro-
skopie eine vernachléssigbare Grofle. IThre praktische Bedeutung liegt jedoch in der
Beeinflussung der Linienbreite; sie stellt somit ein Maf fiir die spektrale Auflésung

dar.

2.1.5. Erfassung des Frequenzspektrums

Nach der Pulsanregung wird im Empfénger die Abnahme der Quermagnetisierung
in Form des Freien Induktionsabfalls, kurz FID (“Free Induction Decay”) genannt,
registriert. Dabei wird fiir jede einzelne Kernresonanzlinie ein Freier Induktionsabfall
beobachtet, d. h. die Abklingkurven nicht-aquivalenter Kerne interferieren. Die FID-
Kurve stellt eine Zeitfunktion dar, die die gesamte Information enthéalt, um die Lage
des NMR-Signals auf der Frequenzskala sowie dessen Intensitdt und Linienform
zu charakterisieren. Die Analyse des Interferogramms erfolgt iiblicherweise in der
Frequenzdoméne. Die Konversion eines zeitabhéngigen Signals f(¢) in ein frequenz-
abhéngiges Spektrum g(w) erfolgt durch eine mathematische Operation, die Fourier-

Transformation:

+oo
g(w) = / F(t) et dt (2.11)

In Abbildung ist diese Transformation schematisch fiir die Abklingkurve eines
einzelnen und somit nicht-interferierenden Kerns dargestellt. Dabei ist die Flache

der Resonanz in der Frequenzdoméne proportional zur Amplitude des Signals in der
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Zeitdoméane und damit ebenfalls proportional zur Anzahl der entsprechenden Kerne;

des Weiteren ist die Resonanz umso breiter, je kiirzer deren T5-Relaxationszeit ist.

2.1.6. Das Inversion-Recovery-Experiment

Die Bestimmung der Spin-Gitter-Relaxationszeit T} erfolgt mit Hilfe des sogenannten

“Inversion-Recovery-Experiments” nach folgender Impulsfolge:
5Ty — 1805, — 7 — 90,, — FID (2.12)

Die Wartezeit 7 zwischen den beiden Impulsen wird fiir jedes Experiment schrittweise
erhoht, da sich die Amplitude eines Signals in Abhéngigkeit der Wartezeit 7 veréndert.

Zu Beginn des Experiments wird durch Einstrahlen eines 180°-Impulses die makro-
skopische Magnetisierung My in (—z)-Richtung ausgelenkt (Abbildung [2.5a). Als
Folge des Relaxationsvorgangs nimmt die Magnetisierung wahrend der Wartezeit 7
ab, geht durch Null und beginnt danach wieder in positive z-Richtung anzusteigen,
bis sie schliellich den Gleichgewichtswert M, erreicht hat. Da die Komponente M,
keine direkt messbare Grofle darstellt, wird durch Einstrahlen eines 90°-Impulses
die verbleibende M.-Magnetisierung auf die y’-Achse gedreht und die beobachtete
Quermagnetisierung M, im Empfanger als Signal detektiert. Die Intensitéit eines
Signals ist hierbei proportional zu M, .

Im Verlauf des Relaxationsprozesses verédndert sich die Magnetisierung M, und
somit die beobachtete Signalamplitude. Charakterisieren wir die Zustande (b), (c)
und (d) in Abbildung durch die entsprechenden Wartezeiten 7, 79 und 7o, wird
nach Einstrahlen eines 90°-Impulses fiir 73 = 0 ein Signal mit negativer Amplitude
beobachtet, wihrend fiir 75 > 57T} die Signalamplitude positiv ist. Zum Zeitpunkt 7,
kann kein Signal nachgewiesen werden, da M, den Wert Null annimmt und folglich

die Probe nicht im magnetisierten Zustand vorliegt. Fiir den Nulldurchgang gilt:
T0 = T1 -In2 = TO (213)

Mit dieser Gleichung kann fiir jedes Signal im NMR-Spektrum tiber die Tj-Zeit die
entsprechende T7-Relaxationszeit bestimmt bzw. abgeschatzt werden.

Die nachfolgend dargestellte Auswertemethode erlaubt hingegen eine genauere
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Abbildung 2.5: Bestimmung der T7-Relaxationszeit nach dem “Inversion-Recovery-Expe-
riment”.

Ermittlung der T;-Relaxationszeit. Trigt man die Anderung der Signalintensitét Iy —

I, logarithmisch gegen die Wartezeit 7 auf, erhélt man eine Gerade mit der Steigung

—]_/Tll
n(lp— 1) = In(2 Iy) — — (2.14)
T
Iy entspricht der maximal messbaren Signalintensitdt zum Zeitpunkt 7 = 0 bzw.

7 > 57T}, I, der Intensitit nach einer Wartezeit 7. Da fiir ein NMR-Spektrum in der
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Regel viele FIDs akkumuliert werden, muss vor der Wiederholung der Impulsfolge
eine Wartezeit von mindestens 57} eingehalten werden (Gleichung (2.12)), wobei
die T}-Zeit des am langsamsten relaxierenden Kerns im Molekiil berticksichtigt
werden muss, um eine vollstandige Relaxation des Spinsystems zu ermoglichen. Erst
nach dieser Zeitdauer werden richtige Signalintensitidten und somit auch richtige

Relaxationszeiten gemessen.

2.2. Die chemische Verschiebung

In einem Molekiil ist jeder Atomkern von Elektronen und anderen Atomen umgeben,
die die Resonanzfrequenz des beobachteten Kerns beeinflussen; die daraus resultie-
rende, strukturabhéngige chemische Verschiebung ¢ der Resonanzfrequenz ist ein
Maf fiir die Starke dieses Einflusses:

VSubstanz — VYStandard [HZ]
1%} [MHZ]

Subotans [pDM] = (2.15)
Sie ist relativ zur Betriebsfrequenz v, des Spektrometers definiert und somit un-
abhangig von Bjy. Des Weiteren ist die chemische Verschiebung auf die Frequenz
eines Standardsignals Vsgangara bezogen; haufig wird hierfiir Tetramethylsilan (TMS)
eingesetzt.

Bedingt durch eine unterschiedliche chemische Umgebung ist in Molekiilen die am
Kernort wirkende Flussdichte B.g stets um einen Betrag o By kleiner als das von

aulen angelegte Magnetfeld der Flussdichte By:
Beff:BO—O'BOZ(l—O')'BO (216)

Man sagt, die Kerne sind abgeschirmt. Das Maf fiir diesen Effekt ist die Abschirmungs-
konstante o; diese Molekiil-Konstante wird durch die elektronische und magnetische
Umgebung der betrachteten Kerne bestimmt, jedoch nicht vom angelegten Magnet-
feld By. Der Effekt der Abschirmung dndert die Resonanzfrequenz vy, eines Kerns
und somit die in Gleichung aufgezeigte Resonanzbedingung:

i =i ’.(1—0)‘30 (2.17)

_ ’7
2



20 2. Die NMR-Spektroskopie

Das heifit, chemisch nicht-dquivalente Kerne sind abhéngig von ihren jeweiligen
Nachbaratomen unterschiedlich stark abgeschirmt und zeigen im NMR-Spektrum
getrennte Resonanzsignale. Wie bereits erwahnt, werden im Impuls-Verfahren alle
diese Kerne, deren Resonanzen innerhalb des durch die Impulslange 7p festgelegten
Frequenzbands um v, liegen, gleichzeitig angeregt.

Die Abschirmungskonstante ¢ und damit die Verschiebung der Resonanzen im
Spektrum wird hauptsachlich durch die Elektronendichteverteilung und den Ein-
fluss der Nachbargruppen im Molekiil beeinflusst. Auf diese beiden Effekte soll im

Folgenden im Detail eingegangen werden.

2.2.1. Ladungsdichte

Jedes Atom ist von einer Elektronenhiille umgeben, welche die magnetische Abschir-
mung grofitenteils bestimmt. Im Magnetfeld By wird eine Elektronenbewegung in
dieser Hiille induziert, die am Kernort ein Gegenfeld erzeugt, welches das auflere Feld
abschwécht. Substituenten mit induktivem und mesomerem Effekt besitzen einen
erheblichen Einfluss auf das Ausmaf der Abschirmung, da diese eine Anderung der
Ladungsdichte am Kern hervorrufen. Wahrend elektronegative Substituenten die
Abschirmung aufgrund ihres —I-Effekts verringern, wird diese durch elektropositive
Gruppen erhoht. Gleiches gilt fiir Substituten mit einem M-Effekt: Gruppen mit
einem —M-Effekt verringern die Elektronendichte in der Néhe des betrachteten
Kerns aufgrund der Ausbildung mesomerer Grenzstrukturen; Substituenten mit ei-
nem +M-Effekt erhéhen dagegen die Ladungsdichte am Kern und fithren folglich zu

einer niedrigeren Resonanzfrequenz.

2.2.2. Nachbargruppeneffekte

Neben der Ladungsverteilung im Molekiil muss zusatzlich der Einfluss der Nachbar-

gruppen auf das Ausmafl der Abschirmung berticksichtigt werden:

e Magnetische Anisotropie: Im Allgemeinen sind chemische Bindungen ma-
gnetisch anisotrop. Bringt man ein Molekiil in ein dufleres Magnetfeld, un-

terscheiden sich die induzierten magnetischen Momente in den verschiedenen
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Abbildung 2.6: Schematische Darstellung des magnetischen Anisotropie-Effekts der
Dreifachbindung, der Carbonylgruppe und der Doppelbindung sowie des diamagnetischen

Ringstromeffekts in Benzol. (+) kennzeichnet Bereiche hoherer Abschirmung, (-) kennzeich-
net Bereiche niedrigerer Abschirmung.

Raumrichtungen; die Abschirmung eines Kerns ist somit von seiner geome-
trischen Anordnung im Molekiil abhéngig. Der in Abbildung dargestellte

Anisotropiekegel trennt Bereiche hoher und niedriger Abschirmung.

e Ringstromeffekt: In aromatischen Systemen wird aufgrund der Anwesenheit
delokalisierter m-Elektronen beim Anlegen eines Magnetfelds By ein diamagne-
tischer Ringstrom induziert, der das auflere Feld teilweise abschwécht. Somit
findet man in der Umgebung des Aromaten Bereiche hoherer und niedrigerer
Abschirmung. Protonen, die direkt an den Aromaten binden, liegen im Be-
reich niedriger Abschirmung. Umgekehrt sind Protonen im Bereich ober- und
unterhalb der Ringebene starker abgeschirmt (siehe Abbildung .

e Elektrischer Feldeffekt: In Molekiilen mit stark polaren Substituenten exis-
tiert ein intramolekulares elektrisches Feld, welches die Ladungsdichte im Mo-
lekiil beeinflusst; folglich wird am entsprechenden Kernort eine Abschirmung
bzw. Entschirmung beobachtet. Die Abhéngigkeit der chemischen Verschie-
bung vom pH-Wert der Untersuchungslosung in ionisierbaren Molekiilen mit
einer Carbonsdure- bzw. Aminogruppe ist ebenfalls eine Folge elektrischer
Feldeffekte.

e Intermolekulare Wechselwirkungen: Die Ausbildung von Wasserstoftbrii-
ckenbindungen fithrt zu einer besonders schwachen Abschirmung; die Signale
austauschbarer Protonen in OH-, NH- und SH-Gruppen werden im Allgemeinen
deutlich in Richtung Tieffeld verschoben. Wechselwirkt die geloste Substanz
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mit dem Losungsmittel, kann dies ebenfalls zu deutlichen Signalverschiebungen
im NMR-Spektrum fiihren (siehe Abschnitt [2.4.1)).

2.3. Grundlagen quantitativer NMR-Spektroskopie

Die Intensitat eines Signals [x ist direkt proportional zur Anzahl der Kerne Ny, die

diese Resonanz im NMR-Spektrum hervorrufen:
Ix = Kg- Ny (2.18)

Ky steht stellvertretend fiir die Spektrometerkonstante und wird von Spektrometer-
parametern und Eigenschaften der Probe beeinflusst. Diese Proportionalitéit bildet
die Grundlage fir den Einsatz der NMR~Spektroskopie im Rahmen der quantitativen
Analyse von Reinsubstanzen, Mehrkomponentengemischen und Verunreinigungen, da
durch die Integration von Resonanzen und anschlieBendem Flachenvergleich zweier
Signale eine quantitative Information aus dem NMR-Spektrum gewonnen wird.
Voraussetzung fiir den Einsatz der quantitativen NMR-Spektroskopie ist neben
dem Vorliegen vollstédndig separierter Signale die eindeutige Zuordnung der quantita-
tiv auszuwertenden Resonanzen; eine vollstandige Zuordnung aller Signale im NMR-
Spektrum ist dagegen nicht erforderlich [41]. Zudem muss sichergestellt werden, dass
die zu integrierenden Signale nicht mit anderen Resonanzen der zu analysierenden
Hauptkomponente selbst, potentieller Verunreinigungen, von Losungsmitteln oder In-
ternem Standard tiberlagern [42]. Die somit geforderte Selektivitét der NMR-Methode,
die die Reinheit der zu integrierenden Signale sicherstellt, kann u. a. mittels ergén-
zender ein- und zweidimensionaler NMR-Experimente durch die Abwesenheit von
Korrelationspeaks iiberpriift werden, sowie durch die Aufnahme von 'H-NMR-Spek-
tren mit Spektrometern hoherer Magnetfeldstarke, bei erhéhter Temperatur bzw.
unter Einsatz unterschiedlicher Losungsmittel [42-45]. Um somit prézise und richtige
Ergebnisse im Rahmen der quantitativen Analyse zu erhalten, muss die Signalreinheit
wahrend der Methodenentwicklung durch weitere NMR-Experimente belegt werden.
Um nun prézise und richtige Ergebnissen zu erhalten, miissen fiir die Durchfiih-
rung quantitativer NMR-Experimente gewisse Schliisselparameter, die sowohl die

Akquisition der Datenpunkte als auch die Prozessierung des NMR-Spektrums betref-
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fen, beachtet werden, da sonst die in Gleichung ([2.18]) hergestellte Proportionalitét
zwischen Signalintensitat und Kernanzahl nicht besteht. Diese Schliisselparameter

sollen im folgenden Abschnitt ndher erértert werden.

2.3.1. Aufnahme des Spektrums

Fiir die Akquisition des Spektrums spielen unterschiedliche Messparameter eine Rolle.

Diese werden im Folgenden besprochen.

Rotation

Um eine moglichst hohe Homogenitat des statischen Magnetfelds By zu erreichen,
lasst man die Probe zum Zweck der Strukturaufklarung oftmals gleichméfig im Spek-
trometer rotieren. Im Rahmen der quantitativen Analyse erfolgt die Aufnahme von
NMR-Spektren jedoch tiblicherweise ohne Rotation der Probe, um hierdurch auftre-
tende Rotationsseitenbanden aus dem NMR-Spektrum zu eliminieren [46, 47]. Diese
Artefakte entstehen durch die Modulation des Magnetfeldes mit der Rotationsfrequenz
und erscheinen im NMR-Spektrum im Abstand der Rotationsfrequenz v auf beiden
Seiten des Hauptsignals (Abbildung [2.7)); die Intensitit dieser Seitenbanden ist pro-
portional zur Intensitiat der entsprechenden Hauptresonanz. Rotationsseitenbanden
konnen aufgrund ihrer geringen Signalintensitéat falschlicherweise Verunreinigungen
vortauschen, zudem wird, bedingt durch Uberlagerungen mit anderen Resonanzen,

die Signalform sowie die Richtigkeit der Integrale negativ beeinflusst [4§].

13C_Satelliten

In den 'H-NMR-Spektren organischer Molekiile sind neben den Kopplungen be-
nachbarter Protonen (H,H-Kopplung) auch Kopplungen mit anderen Kernen zu
beobachten. Mégliche C,H-Kopplungen zwischen Protonen und 3*C-Atomen lassen
sich im 'H-NMR-Spektrum durch die Detektion von sogenannten *C-Satelliten
nachweisen. Diese erscheinen als Signale geringer Intensitat rechts und links von der
entsprechenden Protonenresonanz (Abbildung [2.7). Die Intensitit der *C-Satelliten
betragt aufgrund einer natiirlichen Haufigkeit der *C-Kerne von 1.1 % jeweils 0.55 %

des Hauptsignals. Die Entfernung der beiden '3C-Satelliten zueinander wird durch
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Abbildung 2.7: Schematische Darstellung eines Protonensignals (Hauptsignal) mit po-
tentiellen “Stérsignalen”, den Rotationsseitenbanden (R) und 3C-Satelliten (13C).

die C,H-Kopplungskonstante ' Jo g ~ 100-200 Hz bestimmt.

Im Rahmen der quantitativen Bestimmung muss deshalb die Anwesenheit von 3C-
Satelliten sorgfiltig beachtet werden, da aufgrund méglicher Uberlagerungen mit
'H-Signalen der Hauptkomponente bzw. potentieller Verunreinigungen das Integral
der betrachteten Resonanz und somit das Ergebnis verfalscht wird [49]. Richtige
Ergebnisse werden erhalten, wenn bei auftretenden Uberlappungen die Fliche des
storenden '3C-Satelliten von der entsprechenden Gesamtfliche subtrahiert wird,
bzw. wenn durch den Einsatz von '3*C-Entkopplungsexperimenten (z. B. GARP [50],
Waltz-16 [51], WURST [52], STUD [53]) alle bzw. bestimmte 3C-Satelliten aus
dem 'H-NMR-Spektrum eliminiert werden [48, 54]. Zudem kann durch den Einsatz
von Spektrometern unterschiedlicher Magnetfeldstarke aufgrund einer variierenden
Signaldispersion und somit einer unterschiedlichen Entfernung der 3C-Satelliten zum
Hauptsignal eine Uberlagerung verhindert werden [49, [55].

Der Integrationsbereich sollte bei der quantitativen Auswertung von 'H-NMR-
Spektren bei gleichzeitiger Anwesenheit von *C-Satelliten so gewéhlt werden, dass fiir
die zu integrierenden Resonanzen von Analyt und Internem Standard diese Satelliten
stets aulerhalb bzw. innerhalb des festgelegten Integrationsintervall liegen, um eine
richtige und reproduzierbare Gehaltsbestimmung zu ermoglichen [29] 4T [43].

Im Rahmen der quantitativen Bestimmung von Verunreinigungen mit geringer
Konzentration (< 1%) kann durch die Integration eines separierten '*C-Satelliten und
dem anschlieSenden Signalflachenvergleich mit einer moglichen Verunreinigung, deren

Gehalt in Anwesenheit der Hauptkomponente bestimmt werden. Der 3C-Satellit
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wird in diesem Fall aufgrund der bekannten natiirlichen Haufigkeit der 3C-Kerne als

Interner Standard eingesetzt [55, [56].

“Relaxation Delay”

Der “Relaxation Delay* ist definiert als die Zeitspanne zwischen zwei aufeinanderfol-
genden Impulsen. Diese Wartezeit ist fiir die quantitative NMR-Spektroskopie von
entscheidender Bedeutung, da nur nach vollstandiger Relaxation des Spinsystems
richtige Integrale ermittelt werden koénnen [57]. Die Lange des “Relaxation Delay”
ist abhangig vom eingestrahlten Impulswinkel sowie von der langsten Spin-Gitter-
Relaxationszeit T der zur Integration herangezogenen Signale. Bei der Anregung der
Kerne mit Hilfe eines 90°-Impulses wird der makroskopische Magnetisierungsvektor
von seiner Gleichgewichtslage in z-Richtung in die 3/, z-Ebene ausgelenkt; fiir die
vollstandige Riickkehr dieses Vektors in seine urspriingliche Lage wird fiir quantitati-
ve NMR-Experimente eine Zeitspanne von 7 = 5 - T} festgelegt, da in diesem Fall
99.3 % der Gleichgewichtsmagnetisierung erreicht ist [57]. Impulse mit geringerem
Anregungswinkel erlauben dagegen eine deutlich verkiirzte Wartezeit zwischen zwei
aufeinanderfolgenden Impulsen [48, 58]; so betragt der “Relaxation Delay” beim

Einsatz eines 30°-Impulses nur 7 = 3 - 7.

Spektrale Breite

Die spektrale Breite ist definiert als der Frequenzbereich, der fiir die Anregung der
zu analysierenden Kerne eingesetzt wird. Signale, deren Frequenz innerhalb des
spektralen Fensters liegen, konnen im NMR-Spektrum detektiert werden, wahrend
Resonanzen auflerhalb dieses Bereiches herausgefiltert werden und somit im aufge-
nommenen Spektrum nicht auftreten. Die spektrale Breite ist somit abhéngig von
der zu vermessenden Probe und richtet sich nach der Lage der jeweiligen Signale im
NMR-Spektrum.

Fiir die Durchfithrung quantitativer 'H-NMR-Experimente wird das spektrale
Fenster so gewahlt, dass an beiden Enden der spektralen Breite der Probe ein Bereich
von mindestens 2 ppm hinzugefiigt wird (Abbildung [2.8). Dieser Sicherheitsbereich
gewahrleistet, dass bei der Integration am Rand liegender Resonanzen richtige Si-

gnalflachen erhalten werden [48].
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Abbildung 2.8: Schematische Darstellung zur Ermittlung der optimalen spektralen Breite
sowie der Einstrahlposition der Sendefrequenz.

Zu Beginn der 'H-NMR-Methodenentwicklung wird als Ausgangspunkt eine grofie
spektrale Breite von 20 ppm empfohlen, u. a. um sicherzustellen, dass in Abhangigkeit
vom eingesetzten Losungsmittel alle Signale erfasst werden. Im Anschluss kann die
spektrale Breite an die jeweilige Bestimmungsmethode angepasst werden [48]. Bei
der Festlegung der spektralen Breite ist ihre Abhéngigkeit von geforderter spektraler
Auflésung und Lénge der Akquisitionszeit zu berticksichtigen (siehe unten). So er-
moglicht eine Verkleinerung des spektralen Fensters eine Verbesserung der spektralen

Auflésung mit einem gleichzeitigen Anstieg der Akquisitionszeit.

Position der Sendefrequenz

Nach Festlegung der spektralen Breite wird der “Offset” der Sendefrequenz bestimmt;
dieser befindet sich in der Regel im Zentrum des Spektrums (siehe Abbildung
und wird heutzutage nach Eingabe der jeweiligen spektralen Breite von den meisten

Spektrometern automatisch gesetzt.

Pulslange

Die Anregung der Kerne muss iiber die zu betrachtende spektrale Breite gleichmafig
verlaufen, um einen genauen Flachenvergleich auch von weit auseinanderliegenden
Signalen zu ermoglichen; dies setzt den Einsatz von kurzen Impulsen voraus [59]. Fir
quantitative 'H-NMR-Experimente werden iiblicherweise Impulse mit einer Linge

von etwa 10 ps eingesetzt.
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Pulswinkel

Der Pulswinkel gibt das Ausmaf der Auslenkung der makroskopischen Magnetisierung
aus ihrer Gleichgewichtslage in z-Richtung in die ¢/, z-Ebene an, die die Kerne durch
die Anregung erfahren. Der Einsatz eines 90°-Impulses ermoglicht im NMR-Spektrum
Signale maximaler Intensitét, da fiir die Detektion nur der Anteil der Magnetisierung
messtechnisch zuganglich ist, der in der y'-Achse liegt. Der Gewinn an Empfindlichkeit
ist jedoch mit einem deutlich verlangerten “Relaxation Delay” (7 = 5-T7) verbunden,
da die Auslenkung des Magnetisierungsvektors nach einem 90°-Impuls maximal ist.
Bei der routineméfligen Durchfiihrung quantitativer NMR-Bestimmungen werden
oftmals Impulse mit geringerem Anregungswinkel eingesetzt. So kann beispielsweise
in Abhéngigkeit der lingsten Ti-Relaxationszeit der Einsatz eines 30°-Impulses
von Vorteil sein, da hier aufgrund des deutlich verkiirzten “Relaxation Delay” von
7 = 3 - T bei gleichbleibender Dauer des NMR-Experiments die Anzahl der Scans
deutlich erhéht und damit fiir bestimmte Anwendungsbeispiele ein héheres Signal-
Rausch-Verhaltnis erzielt werden kann als beim Einsatz eines 90°-Impulses [44]. Die
Wahl des geeigneten Pulswinkels muss somit im Zuge der Methodenentwicklung
fiir jede Substanz individuell ermittelt werden, um NMR-Spektren mit optimalen

Signalintensitaten zu erhalten.

Akquisitionszeit

Nach der Anregung der Kerne wird wahrend der Akquisitionszeit die im Empféanger
registrierte Abnahme der Quermagnetisierung in Form des Freien Induktionsabfalls
aufgenommen. Die Lange der Akquisitionszeit AQ) wird u.a. durch die Anzahl der
Datenpunkte T'D und die spektrale Breite SW bestimmt:

TD

AQ =55

(2.19)

Im Allgemeinen wird fiir die quantitative 'H-NMR-Spektroskopie eine spektrale
Auflésung von maximal 0.25 Hz/Punkt [54] bzw. mindestens finf Signalpunkte iiber
der Halbwertsbreite der Resonanz [57] gefordert. Diese kann u. a. durch eine Erh6hung
der Datenpunkte und/oder Reduzierung der spektralen Breite verbessert werden, da

das Spektrum, das aus einer Vielzahl an miteinander verbundenen Linien besteht,
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umso genauer wiedergegeben wird, je kleiner der Wert der spektralen Auflosung ist.

Dieser Gewinn an Auflosung geht einher mit einer verlangerten Aufnahmezeit:

1
- AQ

d. h. die entsprechende Akquisitionszeit ist umso ldnger, je mehr Datenpunkte aufge-

Rg (2.20)

nommen werden.

Scan-Anzahl

Die Scan-Anzahl, d.h. die Anzahl aufzusummierender FIDs, die zur Aufnahme eines
'H-NMR-Spektrums eingesetzt werden, variiert deutlich je nach Aufgabenstellung
des gegebenen quantitativen NMR-Experimentes. Wahrend fiir die quantitative Be-
stimmung von Hauptkomponenten oftmals eine geringe Scan-Anzahl gentigt, muss im
Rahmen der Reinheitsanalytik fiir eine empfindliche Erfassung von Verunreinigungen
geringer Konzentration (< 1%) diese deutlich erh6ht werden; die Anzahl der Wie-
derholungsmessungen beeinflusst also das Signal-Rausch-Verhéltnis und somit die
Empfindlichkeit der NMR-Methode. Jedoch ist zu beachten, dass das Signal-Rausch-

Verhaltnis nur proportional mit der Wurzel der Scan-Anzahl zunimmt [43]:

S/N o VScan-Anzahl (2.21)

Die Richtigkeit des NMR-~Experimentes wird u. a. durch das Signal-Rausch-Ver-
héltnis beeinflusst. Fiir die Gehaltsbestimmung von Hauptkomponenten wird ein
Signal-Rausch-Verhéltnis von mindestens S/N > 250 : 1 fur die zu integrierenden
'H-Signale gefordert [58, [60], da in diesem Fall eine Messunsicherheit von deutlich
unter 1% erzielt werden kann (Abbildung [2.9).

“Receiver Gain”

Der “Receiver Gain”, d. h. die Empfangerverstarkung, wird in der Regel vom eingesetz-
ten NMR-Spektrometer vor Beginn der Datenaufnahme automatisch bestimmt, um
die Amplitude des Freien Induktionsabfalls dem dynamischen Bereich des “Digitizers”

anzupassen. Eine manuelle Einstellung kann ebenfalls vorgenommen werden, jedoch



2.3. Grundlagen quantitativer NMR-Spektroskopie 29

15

o
o 12
o]
<
2
° 9
@ o
o)
2 6
‘T‘j rel. Unsicherheit < 1 %
3 00 1% \i/
< 00 &
0 o o O > O

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Signal-Rausch-Verhéltnis

Abbildung 2.9: Darstellung der resultierenden Messunsicherheit quantitativer 'H-NMR-
Experimente in Abhéngigkeit des Signal-Rausch-Verhéltnisses.

muss hier die Bestimmung der jeweiligen Verstarkung durch die Analyse des Freien
Induktionsabfalls sorgfaltig durchgefithrt werden, um eine zu hohe Verstarkung zu
vermeiden [61]. Wird mit einem zu hoch eingestellten “Receiver Gain” gearbeitet,
werden eine Abséttigung des Receivers, eine Abschwichung der Signalintensitaten
bis hin zur Eliminierung von Resonanzen aus dem Spektrum sowie schwerwiegende
Basislinienverformungen verursacht; dies kann zu signifikanten Abweichungen des
ermittelten Gehalts vom “wahren” Gehalt fithren. Bei zu niedrig eingestellter Emp-
fangerverstarkung wird der Bereich des “Digitizers” nicht gentigend ausgenutzt, was
eine erhebliche Reduzierung des Signal-Rausch-Verhéltnisses zur Folge hat. Um das
geforderte Signal-Rausch-Verhéltnis dennoch zu erreichen, miisste die Scan-Anzahl

erhoht werden, was eine deutliche Verlangerung der Messzeit zur Folge hat.

“Dummy Scans”

Der Einsatz sogenannter “Dummy Scans” zu Beginn eines jeden NMR-Experiments
ermoglicht vor der eigentlichen Datenaufnahme das Einstellen eines Gleichgewichtszu-
stands der zu vermessenden Probe [48]. Zu Beginn der Messung wird die Pulssequenz
zur Anregung der Kerne mehrmals tibertragen, jedoch ohne Aufnahme und Speiche-
rung der emittierten Resonanzen. Die Anzahl der “Dummy Scans” ist abhdngig vom
durchzufiihrenden NMR-Experiment und Eigenschaften der zu analysierenden Pro-

bensubstanz wie beispielsweise T}-Relaxationszeit und Suszeptibilitiat. Thre Aufgabe
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ist es, die Reproduzierbarkeit zu erhohen und mogliche Schwankungen in den aufge-
nommenen Datenpunkten zu minimieren. Im Rahmen von quantitativen H-NMR-
Untersuchungen sind in der Regel zwei bis vier “Dummy Scans” ausreichend, um

eine Gleichgewichtseinstellung sicherzustellen [48].

2.3.2. Prozessierung des Spektrums

Nach der Aufnahme des NMR-Spektrums ist vor der Integration der entsprechenden
Signale eine Nachbearbeitung des Linienspektrums in Form einer Phasen- und
Basislinienkorrektur erforderlich, um richtige Signalintensitaten zu erhalten. Durch
eine geeignete Anpassung der Fensterfunktion sowie eine Erhohung der Datenpunkte
in Form des “Zero-Filling” kénnen wichtige Parameter wie spektrale Auflosung und
Signal-Rausch-Verhéltnis nachtréglich optimiert und somit die Messunsicherheit der

Methode beeinflusst werden.

Fensterfunktion

Der im Empféinger registrierte Freie Induktionsabfall wird vor der Fourier-Transforma-
tion mit einer Apodisationsfunktion mathematisch bearbeitet, um das Signal-Rausch-
Verhaltnis bzw. die Linienbreite der Signale im Frequenzspektrum nachtraglich zu
beeinflussen. In der 'H-NMR Spektroskopie wird iiblicherweise als Apodisations-
funktion eine exponentielle Multiplikation mit einem “Line broadening”-Faktor von

Lb = 0.3 Hz eingesetzt [44].

Hohe Lb-Faktoren fithren zu einer Verbesserung des Signal-Rausch-Verhéltnisses
bei gleichzeitiger Verbreiterung der Resonanzen. Der hieraus resultierende Verlust an
Auflésung kann fiir die Integration von nahe beieinanderliegenden Signalen von Nach-
teil sein, da aufgrund der Linienverbreiterung die Integration erschwert und/oder die
Richtigkeit des Integrals beeinflusst wird. Durch eine geeignete Anpassung des “Line
broadening”-Faktors kann im Fall von Signalen ahnlicher chemischer Verschiebung
in umgekehrter Form eine Verkleinerung der Linienbreite die Auflésung erh6hen und
folglich den Integrationsvorgang erleichtern; jedoch ist die gleichzeitige Verringerung

des Signal-Rausch-Verhéltnis zu beachten.
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“Zero-Filling”

Im Zuge der Fourier-Transformation wird das Spektrum in der Zeitdoméne, der
FID, in die Frequenzdomaéne uberfithrt, wo es sowohl reelle Absorptions- als auch
imaginare Dispersions-Anteile besitzt, deren Signalphasen um 90° verschoben sind.
Die Tatsache, dass der Freie Induktionsabfall nur rein reelle Anteile besitzt — der
imaginédre Anteil ist also gleich Null — fiihrt zu einer Reduktion des Informationsgehalts
der Datenpunkte in der Frequenzdoméne um den Faktor 2; die Hélfte der Datenpunkte
ergibt sich durch Spiegelung aus der anderen Halfte der Datenpunkte und ist somit
redundant. Mit Hilfe des sogenannten “Zero-Filling” konnen nun vor der Fourier-
Transformation die verlorengegangenen Datenpunkte in Form von Punkten mit dem
Wert Null an das Ende des FID addiert werden, um die urspriingliche Auflésung des
Freien Induktionsabfalls auch in der Frequenzdoméne zu erhalten. Diese addierten
Datenpunkte enthalten keine “neue” Information, so dass im Rahmen des “Zero-
Filling” keine Verdnderung der chemischen Verschiebungen im Spektrum erfolgt.
Fiir die nachtrégliche Verbesserung der spektralen Auflésung wird ein “Zero-Filling”
mit dem Faktor 2 empfohlen [54] 57]; eine weitere Erhohung der Datenpunkte im
Spektrum ist erlaubt, hat aber keinen Effekt.

Phasenkorrektur

Phasenverschiebungen von Signalen sind meist unvermeidbar und miissen nach
der Durchfithrung der Fourier-Transformation automatisch bzw. manuell korrigiert
werden, um so den Dispersionsanteil aus dem Spektrum zu entfernen und reine
Absorptionslinien zu gewahrleisten. Eine sorgfaltige Phasenkorrektur ist fiir quantita-
tive NMR-Experimente notig, da mogliche Verzerrungen bzw. Formanderungen der
zu integrierenden Resonanzen falsche Signalflachen liefern und somit Validierungs-
parameter wie Richtigkeit und Préazision der Methode negativ beeinflusst werden
(Abbildung . So fiihrt beispielsweise eine Phasenabweichung von 5° zu einer In-
tegralanderung von etwa 1% [42, [60]. Auffallig ist, dass in der Literatur die manuelle
Korrektur der Phase bevorzugt wird [33, [41H44], 58], da die automatisch durchgefiihrte
Phasenkorrektur im Vergleich meist deutlich hohere Streuungen aufweist und somit

den Anforderungen der quantitativen NMR-Spektroskopie nicht geniigt.



32 2. Die NMR-Spektroskopie

Phasen-
—_—

Korrektur

— T — T
3.35 3.30 ppm 3.35 3.30 ppm

Abbildung 2.10: Auswirkung der Phasenkorrektur auf ein Absorptionssignal mit disper-
siven Anteilen.

Basislinienkorrektur

Mogliche Abweichungen von einer idealen Basislinie in Form von auftretenden Kriim-
mungen miissen nach Durchfithrung der Fourier-Transformation und anschlieSender
Phasenkorrektur korrigiert werden, da diese die Signalflichen verfalschen und eben-
falls die Richtigkeit und Reproduzierbarkeit der Methode beeinflussen kénnen. Vor
Integration der entsprechenden Signale kann die Korrektur der Basislinie durch
Anpassung eines Polynoms fiinften Grades tiber die gesamte spektrale Breite des
NMR-Spektrums und/oder tiber die Teilbereiche erfolgen, innerhalb welcher die zu

integrierenden Resonanzen liegen [42] 43].

Integration

NMR-Signale weisen ein Lorentzprofil auf, das im Vergleich zum Gaussprofil durch
ein scharfes Signalmaximum mit weitldufigen Flanken gekennzeichnet ist (Abbil-
dung . Im Idealfall wird fiir die Bestimmung der Signalfliche das 64-fache der
Halbwertsbreite der zu betrachtenden Resonanz als Integrationsbereich herangezogen,
um mindestens 99 % der Gesamtsignalfliche zu erfassen [62]. In vielen Fallen ist
das Einhalten dieser grofien Integrationsintervalle aufgrund angrenzender Signale
nicht moglich. Fiir komplexe Spektren muss deshalb der Integrationsbereich fiir die
zu integrierenden Signale in gleichem Mafle verkleinert werden, da nur dann keine
Auswirkung auf die Richtigkeit der Ergebnisse zu erwarten ist [45]. Jedoch ist bis
heute keine standardisierte Integrationsvorschrift fiir komplexe NMR-Spektren in
der Literatur zu finden.

Ein weiteres Kriterium fiir die Auswahl zur Integration geeigneter Resonanzen

spielt neben den bereits erwdhnten Punkten wie ausreichende Signalseparation
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Abbildung 2.11: Lorentzprofil mit Halbwertsbreite (“full width at half maximum?”,
FWHM) eines einzelnen NMR-Signals.

und kurze T;-Relaxationszeiten auch die Form der zu integrierenden Signale. Zur
Vereinfachung des Integrationsvorgangs wird die Integration von Singuletts empfohlen;
die Ermittlung der Peakfliche iiber die Integration breiter Signale von OH-, NH-
und COOH-Protonen sollte vermieden werden, da hier die Reproduzierbarkeit der

Integrationsergebnisse beeintrachtigt wird [41, 45].

2.4. Optimierung der Signalseparation

Eine grundlegende Voraussetzung fiir den Einsatz der quantitativen NMR-Spektro-
skopie als analytische Messmethode ist die vollstidndige Separation von Signalen.
Diese wird erfiillt, wenn fiir jede zu analysierende Komponente mindestens eine
basisliniengetrennte Resonanz im NMR-Spektrum gefunden werden kann [31), 63].
Da ein NMR-Spektrum im Allgemeinen aus einer Vielzahl an Signalen besteht, ist
die Wahrscheinlichkeit, eine separierte Resonanz zu finden, selbst fiir strukturell sehr
ahnliche Molekiile deutlich erhoht im Vergleich zu konventionellen Verfahren wie
HPLC, GC und CE, bei denen eine Komponente durch einen einzigen Peak dargestellt
wird. Ist eine quantitative NMR-Analyse aufgrund storender Signaliiberlagerungen
nicht direkt moglich, kann durch die Anpassung gewisser Parameter eine Separation
erzielt werden, da die chemische Verschiebung u. a. vom eingesetzten Losungsmittel,
dem pH-Wert der Untersuchungslosung, der Probenkonzentration, dem Zusatz von

Hilfsreagenzien, der Messtemperatur sowie der Magnetfeldstarke des NMR-Spektro-
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Tabelle 2.1: Auswahl gingiger Losungsmittel fiir die NMR-Spektroskopie.

apolar polar
aromatisch nicht-aromatisch aprotisch protisch
Ce¢Dg CDCl; DMSO-dg D,0O
Pyridin-d; CDyCl; ACN-d3 CD3;0OD

meters abhéngt. Der Einfluss dieser Parameter auf die chemische Verschiebung soll

in den folgenden Abschnitten verdeutlicht werden.

2.4.1. Losungsmittel

Wie bereits in Abschnitt erwahnt, werden in Molekiilen in Abhéngigkeit des
Losungsmittels spezifische Anderungen der Resonanzfrequenzen und damit der che-
mischen Verschiebung einzelner Kerne beobachtet [64, [65]. Daneben beeinflusst das
Losungsmittel ebenso das Kopplungsmuster, die Resonanzform, die Signaldispersion
und die Komplexitat des NMR-Spektrums [66].

Die Beeinflussung der Signalseparation durch eine gezielte Wahl des Losungsmittels
ist oftmals das einfachste und schnellste Mittel der Wahl im Rahmen der gNMR-Me-
thodenentwicklung, da in den meisten Féllen durch den Einsatz von Losungsmitteln
unterschiedlicher physikalisch-chemischer Eigenschaften tiberlappende Resonanzen
vollstandig getrennt werden kénnen [311 [67]; jedoch wird dieser Losungsmitteleffekt
heutzutage meist vernachlassigt [31]. Stattdessen kommen komplizierte Pulssequen-
zen und “Line-Shape-Fitting”-Techniken zum Einsatz [68], um aus iiberlagerten
Signalbereichen eine quantitative Information zu ermitteln.

Losungsmitteleffekte werden beobachtet, wenn das Solvent mit dem Analyt in
Wechselwirkung tritt; das geloste Molekiil bildet dann mit dem Losungsmittel einen
Komplex. Losungsmittelbedingte Signalverschiebungen werden vorwiegend durch
Ausbildung von Wasserstoffbriicken, magnetische Anisotropie- und Ringstromeffekte,
Van-der-Waals-Wechselwirkungen und polare Effekte hervorgerufen [69, [70].

In Tabelle sind die gingigsten Losungsmittel fiir die NMR-Spektroskopie
aufgefiihrt; Einteilungskriterien sind neben Polaritdt auch protische bzw. aprotische
Eigenschaften sowie ein moglicher aromatischer Charakter des Losungsmittels. In

einigen Studien wurde fiir eine Vielzahl unterschiedlicher organischer Molekiile die
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Abhéngigkeit der chemischen Verschiebung vom Loésungsmittel fiir Protonen und
13C-Atome niher untersucht. Am Beispiel einer von Abraham et al. durchgefiihrten
Untersuchung von 124 Substanzen mit unterschiedlichen funktionellen Gruppen
konnte der Losungsmitteleffekt von zwei Losungsmitteln unterschiedlicher Polaritat
aufgezeigt werden; eingesetzt wurden hierfir DMSO-dg und CDCly [70]. Wéhrend fiir
apolare Molekiile (z. B. Alkane, Aromaten) keine erkennbaren Signalverschiebungen
und fiir polar aprotische Substanzen (z. B. tertidre Amine, Ester) geringe Unterschiede
in der chemischen Verschiebung von durchschnittlich Ad = £ 0.1 ppm beobachtet
werden konnten, wurden fiir protische Molekiile wie primére und sekundiare Amine bzw.
Alkohole deutliche Unterschiede in der chemischen Verschiebung von Ad =1-4 ppm
beobachtet. Diese deutliche Signalverschiebung ist durch die Fahigkeit von DMSO-dg
bedingt, mit polaren Molekiilen Wasserstoffbriickenbindungen auszubilden, die eine
schwache Abschirmung und somit eine Signallage im Tieffeld hervorrufen. Ahnliche
Daten wurden von den beiden Arbeitsgruppen um Jones et al. und Gottlieb et al.
experimentell ermittelt [71),[72]. In beiden Studien wurde die Anzahl der verwendeten
deuterierten Losungsmittel deutlich erhoht, um unterschiedliche Losungsmitteleffekte
an einer Vielzahl an Molekiilen aufzeigen zu konnen. Beide Studien zeigten, dass sich
die chemischen Verschiebungen von Protonen und *C-Atomen von Losungsmittel zu
Losungsmittel erheblich unterscheiden konnen.

Am Beispiel des Chloroform-Protons konnten abhéngig vom Losungsmittel signi-
fikante Unterschiede in der chemischen Verschiebung von 6.15 ppm in CgDg bis zu
7.58 ppm in ACN-d3 und 8.32 ppm in DMSO-dg beobachtet werden [72]. Zuriickfiih-
ren lasst sich diese Signalverschiebung auf die unterschiedlichen Wechselwirkungen
zwischen Losungsmittel und Analyt, die somit auf den beobachteten Kern eine un-
terschiedlich starke abschirmende Wirkung ausiiben. Im aromatischen Losungsmittel
CgDg wird das Chloroform-Proton aufgrund des induzierten Ringstromeffekts stark
abgeschirmt. Das Proton liegt hier iber dem aromatischen Ring (Abbildung a),
was zu einer Signallage im Hochfeld fiihrt. Dieser Effekt wird in der Literatur auch
als ASIS-Effekt (“aromatic solvent induced shift”) bezeichnet [65]. In ACN-d; wird
das Proton durch den magnetischen Anisotropie-Effekt der Nitrilgruppe abgeschirmt,
da das Chloroform-Proton im Doppelkegelmodell im abschirmenden Bereich der Drei-
fachbindung liegt (Abbildung[2.12]b). In DMSO-dg wird das acide Proton dagegen nur

sehr schwach abgeschirmt und somit tieffeldverschoben, da das Chloroform-Proton
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Abbildung 2.12: Schematische Darstellung der Analyt-Losungsmittel-Wechselwirkungen
von Chloroform mit a) CgDg, b) ACN-d3 und ¢) DMSO-dg.

mit dem Wasserstoftbriicken-Akzeptor DMSO-dg intermolekular wechselwirkt (Abbil-
dung c). Fiir Molekiile wie beispielsweise Cyclohexan wurden dagegen in allen
Losungsmitteln gleiche chemische Verschiebungen fiir die betrachteten CHs-Protonen
ermittelt [72], da hier auBer ahnlich schwachen Van-der-Waals-Wechselwirkungen

keine anderen spezifischen Wechselwirkungen in Losung beobachtet werden [73].

Allgemein gilt, dass fiir die Ausbildung von Analyt-Losungsmittel-Wechselwir-
kungen polarer Molekiile vorwiegend Wasserstoftbriickenbindungen sowie die Wech-
selwirkung mit aromatischen Losungsmitteln von Bedeutung sind. So werden hier
beim Wechsel von einem apolaren zu einem polaren Losungmittel deutliche Unter-
schiede in der chemischen Verschiebung beobachtet; gleiches gilt fiir den Wechsel zu
aromatischen Losungsmitteln. Apolare Molekiile bilden hingegen keine spezifischen
Wechselwirkungen mit Losungsmitteln aus; somit wird die chemische Verschiebung

dieser Verbindungen bei einem Losungsmittelwechsel nicht beeinflusst.

Der Einsatz geeigneter Losungsmittel spielt eine entscheidende Rolle, um tiber-
lappende Resonanzen zu verschieben und diese somit vollstandig zu isolieren. Als
limitierender Faktor kann die Unloslichkeit des zu untersuchenden Molekiils den
Einsatz bestimmter Losungsmittel verhindern, da fir die quantitative NMR-Spek-
troskopie die vollstandige Loslichkeit des Analyten im verwendeten Losungsmittel
vorausgesetzt wird [55]. Lost sich der Analyt nicht vollstandig im reinen Losungsmit-
tel, wird deshalb héufig ein Gemisch aus zwei Losungsmitteln eingesetzt. Das zweite
Losungsmittel, das meist nur in geringen Mengen zugesetzt wird, dient in erster
Linie als Losungsvermittler [31], [74], kann jedoch auch selbst die Signalseparation

beeinflussen [31]. Weiterhin kénnen storende Signaliiberlagerungen des Losungsmit-
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telsignals bzw. der HOD-Resonanz (Restwasser des Losungsmittels) mit Signalen der
Hauptkomponente den Einsatz bestimmter Losungsmittel unterbinden.

Uberlagern bzw. stéren austauschbare Protonen der Probe wie beispielsweise OH-,
NH- und SH-Gruppen die Integration anderer Resonanzen, konnen diese Signale
durch den Einsatz polarer, protischer Losungsmittel wie DoO und CD30OD, die einen
schnellen Protonenaustausch ermdéglichen, aus dem NMR-Spektrum eliminiert werden
und dieses erheblich vereinfachen. In aprotischen Losungsmitteln wie DMSO-dg wird
dagegen der Protonenaustausch durch die Ausbildung starker Wasserstoftbriicken
stark verlangsamt, so dass die Signale austauschbarer Protonen weiterhin im Spektrum
detektiert werden kénnen.

Das allgemeine Vorgehen beziiglich der Optimierung des Losungsmittels wahrend
der Methodenentwicklung sowie die Beeinflussung der chemischen Verschiebung ein-
zelner Protonen durch das jeweilige Losungsmittel bzw. -gemisch wird im Allgemeinen
Teil in Kapitel [1} am Beispiel unterschiedlicher Mehrkomponentengemische néher

aufgezeigt.

2.4.2. pH-Wert

Die chemische Verschiebung von NMR-aktiven Kernen wie beispielsweise Wasserstoff,
Kohlenstoff, Fluor und Phosphor ist abhéngig von der Ladung im Molekiil [75]. NMR-~
Signale in rdumlicher Nahe zu basisch oder sauer reagierenden Substituenten reagieren
empfindlich auf die Anderung des pH-Wertes der Untersuchungslésung, da aufgrund
der Protonierung bzw. Deprotonierung funktioneller Gruppen das Ladungsverhéltnis
im Molekiil verdandert wird [76]. Diese Abhéngigkeit zwischen chemischer Verschiebung
und pH-Wert ermoglicht zum einen die Bestimmung von pK,-Werten sowie Zuordnung
und Quantifizierung der Protonierung bzw. Deprotonierung [77-79], zum anderen
kann im Rahmen der gNMR-Methodenentwicklung durch eine gezielte Anderung des
pH-Wertes der Untersuchungslosung die Signalseparation positiv beeinflusst werden
(sieche Allgemeiner Teil, Kapitel .

Am Beispiel des Fluorochinolons Norfloxacin, das sowohl eine sauer reagierende
Carbonséduregruppe als auch einen basischen Stickstoff im Piperazinring besitzt (Ab-
bildung , kann der Einfluss der Protonierung bzw. Deprotonierung der beiden

funktionellen Gruppen auf die chemische Verschiebung bestimmter Protonen und
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Abbildung 2.13: Chemische Struktur von Norfloxacin.

Tabelle 2.2: Abidngigkeit der chemischen Verschiebung charakteristischer Protonen in
Norfloxacin vom pH-Wert der Untersuchungslésung.

H2 H5 HS8 Piperazin-H
0.01 M NaOD 8.37 7.78 6.92 3.07; 3.19
0.01 M DCI 8.75 7.72 7.14 3.52; 3.62
5 M DCI 9.34 8.15 7.37 3.58; 3.86

13C-Atome aufzeigt werden [30], 81]. Die Deprotonierung der Carbonsiuregruppe in
0.01 M NaOD beeinflusst mafigeblich die chemische Verschiebung des benachbarten
Protons H2; die Signale der entfernt liegenden Chinolon-Protonen H5 und H8 werden
dagegen kaum in Richtung Hochfeld verschoben. 'H-NMR-Experimente in saurem
Milieu (0.01 M DCI) zeigen aufgrund des nun positiv geladenen Piperazin-Stickstoffs
eine Tieffeldverschiebung der Ringprotonen. Bedingt durch den —I-Effekt der pro-
tonierten Carbonsduregruppe wird das Proton H2 im Vergleich zu Experimenten
in NaOD ebenfalls tieffeldverschoben; die Signallage der Protonen H5 und H8 wird
dagegen kaum beeinflusst. Experimente in stark saurem Milieu (5 M DCI) zeigen fiir
alle Protonen eine erhebliche Tieffeldverschiebung (siehe Tabelle [2.2).

In Analogie zu den 'H-NMR-Experimenten werden die chemischen Verschiebungen
der Kohlenstoff-Atome in direkter Nachbarschaft eines basisch oder sauer reagierenden
Substituenten durch den pH-Wert der Untersuchungslosung deutlich beeinflusst, wah-
rend sich die Signallage entfernt liegender Kohlenstoff-Atome ebenfalls nur geringfiigig
andert [81].

2.4.3. Konzentration

Wie bereits erwahnt, lassen sich die genauen Verschiebungswerte austauschbarer

Protonen von OH-, NH- und SH-Gruppen aufgrund ihrer Konzentrationsabhangigkeit
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nicht angeben. Jedoch wird auch fiir nicht-austauschbare Protonen eine konzentrati-
onsabhéngige Signallage im Spektrum beobachtet. Da Molekiile die Fahigkeit besitzen,
Dimere und hohere Molekiilverbunde aus identischen Untereinheiten zu bilden, un-
terscheiden sich die chemischen Verschiebungen einzelner Kerne in Monomerform
deutlich von denen in Molekiilassoziaten. Das Ausmafl der Signalverschiebung un-
terscheidet sich je nach entsprechender chemischer Umgebung des jeweiligen Kerns,
so dass dieser Effekt bei Molekiilen mit Kernen, deren chemische Verschiebung kon-
zentrationsabhangig ist, gezielt fir die Signalseparation eingesetzt werden kann. Die
Assoziate werden durch schwach wirkende nicht-kovalente Kréfte stabilisiert; hierzu
zahlen intermolekulare Wasserstoftbriicken, aromatische 7m-m-Wechselwirkungen und
elektrostatische sowie Kation-m-Wechselwirkungen [82] [83].

Konzentrationsabhéngige Signalverschiebungen sollen im Folgenden an verschiede-
nen Beispielen aufgezeigt und naher diskutiert werden. Bereits in der Anfangszeit
der hochauflésenden NMR-Spektroskopie wurde dieses Phanomen an Coffein und
anderen Xanthin-Derivaten beobachtet [84]. Mit ansteigender Coffein-Konzentration
wird fiir alle vier nicht-austauschbaren Protonen eine unterschiedlich starke Hochfeld-
verschiebung im NMR-Spektrum beobachtet. Mitra et al. konnten fiir eine Vielzahl
aromatischer Molekiile wie beispielsweise Chinolon-, Acridin-, Indol-, Benzofuran-
oder Naphthalin-Derivate eine konzentrationsabhéngige Verschiebung ermitteln [82].
In Abhéngigkeit der Chinolon-Konzentration kénnen aufgrund der unterschiedlichen
Beeinflussung der Signallage einzelner Protonen Signaliiberlappungen, Signalsepa-
rationen und “Cross-Over”-Verschiebungen beobachtet werden (Abbildung [2.14).
Wahrend fiir niedrige Probenkonzentrationen die Resonanzen der beiden Protonen H5
und H7 basisliniengetrennt vorliegen, nédhern sich die Signale bei schrittweiser Erho-
hung der Chinolon-Konzentration an, bis sie vollstandig tiberlappen. Das Proton H4
erfahrt die groBite Beeinflussung; aufgrund der starken Tieffeldverschiebung von H4
und der gleichzeitig schwachen Hochfeldverschiebung der benachbarten H8-Resonanz
andert sich die Signalreihenfolge der beiden Protonen (“Cross-Over”-Verschiebung).
Verursacht werden die konzentrationsabhéangigen Signalverschiebungen durch die
Dimerisierung zweier Chinolon-Molekiile (7-7-Wechselwirkung).

Der Einfluss der Probenkonzentration auf die chemische Verschiebung kann je-
doch nicht nur dazu genutzt werden, im Rahmen der Methodenentwicklung eine

vollstédndige Signalseparation zweier Resonanzen zu erzielen; diese Abhéngigkeit kann
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Abbildung 2.14: Abhéngigkeit der chemischen Verschiebung charakteristischer Protonen
in Chinolon von der Konzentration der Untersuchungslosung (nach [82]).

zudem gezielt fiir die quantitative Analyse von Molekiilen mit Kernen konzentra-
tionsabhéngiger chemischer Verschiebung wie z. B. in Fluorochinolonen eingesetzt
werden, da aufgrund einer bestehenden Korrelation zwischen Probenkonzentration
und chemischer Verschiebung die Konzentration und somit der Gehalt eines Molekiils

direkt tiber die chemische Verschiebung ermittelt werden kann [83].

2.4.4. Hilfsreagenzien

Paramagnetische Hilfsreagenzien besitzen neben der Eigenschaft, Relaxationszeiten
deutlich zu verkiirzen, die Fahigkeit, Signale zu verschieben. Da nicht alle Signale
eines Molekiils gleichméfig vom Verschiebungsreagenz beeinflusst werden, wird dieser
Effekt gezielt zur Analyse von NMR-Spektren mit stark iiberlappenden Regionen
eingesetzt. Im Idealfall konnen durch die Zugabe von Lanthanoiden-Shift-Reagen-
zien (LSR) komplexe NMR-Spektren vereinfacht, tiberlappende Signale getrennt,
eindeutig zugeordnet und integriert werden. Oftmals iiberwiegt jedoch die starke
Linienverbreiterung, eine Folge der nun sehr kurzen Relaxationszeiten, den positiven
Verschiebungseftfekt. Hervorgerufen wird diese Signalverschiebung durch die Kom-
plexbildung zwischen Analyt und paramagnetischem Metall-Ton. Die Beeinflussung
der Protonenverschiebung erfolgt hierbei als dipolare Wechselwirkung zwischen dem

magnetischen Dipol des ungepaarten Elektrons des stark anisotrop paramagnetischen
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Abbildung 2.15: Schematische Darstellung der NMR-spektroskopischen optischen Rein-
heitskontrolle eines Enantiomerengemisches (Racemat R/S) mit Hilfe des chiralen, enantio-
merenreinen Lanthanoid-Verschiebungsreagenz (Risgr).

Hilfsreagenzes und dem des betrachteten Kerns; diese Pseudokontakt-Wechselwir-
kung erfolgt iiber den Raum. In der Praxis werden iiberwiegend paramagnetische
Ionen des Europiums Eu®* und Prasecodyms Pr3* in Form von loslichen Chelaten
eingesetzt. Das Ausmafl der Signalverschiebung ist u. a. vom Konzentrationsverhéltnis
Analyt/LSR und der Komplexbildungsstirke des Analyten abhangig [85] [86].

Dieser Verschiebungseffekt kann nun ebenfalls gezielt zur Separation tiberlappen-
der Resonanzen im Rahmen der gNMR-Methodenentwicklung eingesetzt werden.
Haupteinsatzgebiet ist hier die Bestimmung der optischen Reinheit von Enantiome-
rengemischen. NMR-spektroskopisch ist eine Unterscheidung zwischen dem reinen
Enantiomer und dem Racemat nicht moglich, da beide Enantiomere identische Spek-
tren zeigen. Diastereomere, die sich in ihren physikalisch-chemischen Eigenschaften
unterscheiden, weisen dagegen unterschiedliche NMR-Spektren auf. Uberfiihrt man
nun die Enantiomere durch die Zugabe eines chiralen, enantiomerenreinen LSR in dia-
stereomere Komplexe, erfolgt prinzipiell eine Verdopplung der Signale im NMR-Spek-
trum; die Bestimmung der Enantiomerenreinheit wird ermdéglicht (Abbildung [2.15)).
Unter optimalen Bedingungen sind die beiden Resonanzen des beobachteten Kerns
vollstandig separiert. Oftmals unterscheiden sich die chemischen Verschiebungen
einzelner Protonen jedoch nur geringfiigig, so dass Signaliiberlagerungen beobachtet
werden. Der induzierte Verschiebungseffekt ldsst sich allerdings durch das Anpassen
des Konzentrationsverhéaltnisses Analyt/LSR, der Temperatur und des Losungsmittels

beeinflussen und somit optimieren.

Bis heute wird die Bestimmung der optischen Reinheit oftmals durch den Zusatz
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chiraler, enantiomerenreiner Verschiebungsreagenzien mittels NMR-Spektroskopie
kontrolliert, wie zahlreiche Anwendungsbeispiele zeigen [85] 87H92]. Ein grofler Nach-
teil dieser Verschiebungsreagenzien ist jedoch die haufig auftretende starke Signalver-
breiterung, die den Einsatz hoher Feldstérken verbietet, da die Signalverbreiterung mit
der Feldstérke zusétzlich zunimmt. Eine geeignete Alternative bietet in diesem Fall der
Zusatz von Cyclodextrinen. Wie bereits aus der Chromatographie bekannt, konnen
Cyclodextrine mit dem Analyt sogenannte Einschlusskomplexe bilden. Die beiden En-
antiomere binden mit unterschiedlich hoher Affinitdt an die polaren Seitenketten und
den hydrophoben Hohlraum, was das Retentionsverhalten dieser Molekiile beeinflusst
und die Enantiomerentrennung ermoglicht. Das Grundprinzip der enantioselektiven
NMR-Spektroskopie basiert auf der Ausbildung diastereomerer Einschlusskomplexe
der beiden Enantiomere mit dem chiralen Cyclodextrin-Selektor. Eingesetzt werden
natiirlich vorkommende Cyclodextrine (z. B. a-, 5- und ~-Cyclodextrin) sowie ihre
modifizierten Derivate [89, [93H97]. Cyclodextrine besitzen gegeniiber Lanthonoid-
Verschiebungsreagenzien den Vorteil, dass keine storenden Linienverbreiterungen
im NMR-Spektrum beobachtet werden; zudem kann aufgrund ihrer meist guten
Wasserloslichkeit auch im wéaBrigen Milieu gearbeitet werden [89]. Storende Signal-
iiberlagerungen zwischen Analyt und Hilfsstoff werden dagegen kaum beobachtet, da
die Cyclodextrin-Signale im 'H-NMR-Spektrum im Bereich zwischen § ~ 3.5-5.1 ppm
liegen und somit die Detektion einer Vielzahl an Protonen (z. B. aromatische und im
Hoch- bzw. Tieffeld liegende Alkyl-Protonen) nicht behindern [89].

Neben den bereits erwahnten Hilfsreagenzien kann die Enantiomerenreinheit eben-
falls durch den Zusatz chiraler Derivatisierungsreagenzien (z.B. (R)-(-)-O-Methyl-
mandelsdurechlorid, Moshers’ Reagenz, Anderson-Shapiro Reagenz) und chiraler
Losungsmittel (z. B. a-Naphthylethylamin, a-Phenylethylamin) NMR-spektrosko-

pisch bestimmt werden [98].

2.4.5. Temperatur

Die chemische Verschiebung und die Linienform eines Resonanzsignals kann durch
den Parameter “Temperatur” ebenfalls beeinflusst werden. Ein klassisches Beispiel fiir
eine temperaturabhingige Signallage ist das HOD-Signal von Deuteriumoxid. Erhoht

bzw. senkt man die Messtemperatur, wird diese Resonanz relativ zu den anderen
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Abbildung 2.16: Temperaturabhéngigkeit der chemischen Verschiebung des HOD-Signals
von Deuteriumoxid.

Signalen der gelosten Probensubstanz hoch- bzw. tieffeldverschoben (Abbildung 2.16]).
Bei einem 500 MHz-Spektrometer betragt die Signalverschiebung etwa 5 Hz/K [99).
Verunreinigungen, deren Signale bei Raumtemperatur im Bereich der HOD-Resonanz
liegen, koénnen somit durch eine gezielte Anderung der Temperatur qualitativ und

quantitativ erfasst werden.

Eine temperaturabhangige Signalverschiebung wird jedoch auch fiir Protonen der
zu analysierenden Substanz beobachtet. Wie bereits erwahnt, zeigt die chemische
Verschiebung austauschbarer Protonen eine starke Temperaturabhéngigkeit. Am
Beispiel von Methanol kann dieser Effekt fiir die Hydroxyl-Resonanz aufgezeigt wer-
den; erhoht man die Temperatur, wird die relative chemische Verschiebung zwischen
dem OH-Signal und der Methyl-Resonanz verkleinert. Neben dieser Anderung der
Signallage geht die Linienform der Hydroxyl-Resonanz aufgrund eines beschleunigten
H,H-Austausches verloren. Wéahrend bei geringer Temperatur das zu erwartende
Quartett deutlich zu erkennen ist, verschwindet die durch die Spin-Spin-Kopplung
bedingte Feinstruktur bei hoherer Temperatur [I00]. In Fluorochinolonen wie bei-

spielsweise Norfloxacin und Ciprofloxacin wird auch fiir nicht-austauschbare Protonen



44 2. Die NMR-Spektroskopie

[ee] ©
[4)] o

k

278 293 308
Temperatur [K]

chemische Verschiebung [ppm]
(0]
o

N
[=}

—— H2 O- H5 -—4A— H8

Abbildung 2.17: Abhéingigkeit der chemischen Verschiebung charakteristischer Protonen
in Ciprofloxacin von der Messtemperatur (nach [83]).
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Abbildung 2.18: Die mesomeren Grenzstrukturen von Dimethylformamid verdeutlichen

den hohen Doppelbindungscharakter der C,N-Bindung. Bei niedrigen Temperaturen und
entsprechend gehinderter Rotation sind die beiden CHs-Signale nicht dquivalent.

eine temperaturabhéngige chemische Verschiebung beobachtet [83] (Abbildung [2.17)).

Dieser Effekt ist in der Regel ein Hinweis auf Molekiilassoziate.

Aufgrund der Temperaturabhingigkeit der chemischen Verschiebung kann die NMR-
Spektroskopie auch zur Verfolgung schneller, reversibler Reaktionen eingesetzt werden.
Rotationsisomere wie z. B. N, N-Dimethylformamid zeigen bei Raumtemperatur
zwei getrennte Resonanzen fiir die beiden CHs-Gruppen. Wird die Temperatur
erhoht, verbreitern sich die beiden Signale und koaleszieren bei hohen Temperaturen
zu einem breiten CHs-Signal, welches bei weiterer Erhohung wieder eine scharfe
Signalform aufweist [I01]. Die Féahigkeit, die beiden Isomere NMR-spektroskopisch
zu unterscheiden, geht verloren. Ursache ist der hohe Doppelbindungscharakter der
C-N-Bindung, der bei Raumtemperatur die Rotation um die Bindungsachse hemmt;
die beiden Methylgruppen befinden sich in verschiedenen chemischen Umgebungen
und werden folglich unterschiedlich stark abgeschirmt (Abbildung . Erhoht man

die Temperatur, wird die hohe Rotationsbarriere von etwa 90 kJ/mol iiberwunden



2.5. Quantifizierungsmethoden 45

Abbildung 2.19: Schematische Darstellung eines Singulett- und Dublett-Signals fiir
niedrige (schwarz) und hohe (rot) Magnetfeldstérken.

und die Aufenthaltsdauer der beiden Methylgruppen in den Positionen verschiedener
Larmorfrequenz wird verkiirzt [101], was eine Vielzahl an Platzwechseln erméglicht,

so dass beide Gruppen nun aquivalent sind.

2.4.6. Magnetfeldstarke

Die chemische Verschiebung 0 ist als relative, dimensionslose Grofie unabhéngig
von der Flussdichte By des NMR-Spektrometers. Folglich wird die Signallage der
betrachteten Kerne im NMR-Spektrum in Abhéngigkeit der Feldstéirke nicht ver-
andert; der ppm-Wert bleibt gleich. Dennoch kann der Einsatz von Spektrometern
hoherer Magnetfeldstarke die Signalseparation tiberlappender Resonanzen positiv
beeinflussen, da sich die Signaldispersion und die spektrale Auflésung, gemessen in
Hz, proportional zum &ufleren Feld verhalten [102] 03], was einer Verringerung der
Peakbreite auf der ppm-Achse entspricht. Wie in Abbildung dargestellt, konnen
somit durch die Erhéhung der Magnetfeldstérke auftretende Signaliiberlagerungen

besser aufgelost werden.

2.5. Quantifizierungsmethoden

Bereits im Jahre 1963 wurden die ersten quantitativen NMR-Experimente sowohl an
Reinsubstanzen als auch an Substanzgemischen durchgefithrt [104, [105]. Das Prinzip

der quantitativen NMR-Spektroskopie beruht auf der Messung und dem anschlie-
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Benden Vergleich von Signalintensitaten. Diese spektroskopische Technik erlaubt
zum einen die Bestimmung des Stoffmengenverhéltnisses zweier Komponenten, zum
anderen die Ermittlung absoluter Messgrofien wie den Gehalt einer Hauptkomponente
oder potentieller Verunreinigungen. Die unterschiedlichen Bestimmungsmethoden —
Relativbestimmung, Absolutbestimmung mittels Internem Standard sowie alternative
Methoden zu Absolutbestimmung — sollen im folgenden Abschnitt ndher erortert

werden.

2.5.1. Relativbestimmung

Die quantitative NMR-Spektroskopie stellt als “relative priméare Methode” [T06HIO0§]
eine einfach durchzufiihrende Anwendungsméglichkeit zur Ermittlung quantitativer
Messwerte dar. So erfolgt die Bestimmung des Stoffmengenverhéltnisses n 4 /np zweier
Komponenten A und B eines Mehrkomponentengemisches durch den Vergleich der
Signalintensitdten I4/Ip unter gleichzeitiger Beriicksichtigung der Kernanzahl N
nach Gleichung ; Voraussetzung ist lediglich die Anwesenheit eines vollstandig
separierten und eindeutig zugeordneten Signals fiir jede zu analysierende Komponente
im NMR-Spektrum.
na _ s Ne (2.22)
ng Ip Ny
Die Bestimmung des Stoffmengenanteils einer Komponente A eines Mehrkomponen-
tengemisches bestehend aus x Komponenten erfolgt nach Gleichung :

na _ IA/NA
> i1 Mi izt 1i/N;

-100 % (2.23)

Dieses Normalisierungsverfahren ist geeignet zur Bestimmung der quantitativen
Zusammensetzung von Mehrkomponentengemischen und Isomerengemischen wie
Diastereomeren und Enantiomeren.

Vorteil dieser quantitativen Methode ist die schnell und einfach durchzufiihrende
Probenvorbereitung, das Losen einer erforderlichen Substanzmenge in einem ge-
eigneten deuterierten Losungsmittel; Angaben zu Molekulargewicht und exakter
Einwaage sowie der Einsatz zertifizierter Referenzsubstanzen sind bei der relativen

Bestimmungsmethode nicht erforderlich.
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2.5.2. Absolutbestimmung mittels Interner-Standard-Methode

Die quantitative Bestimmung erfolgt mit Hilfe der Internen-Standard-Methode direkt
iiber die Erfassung der Hauptkomponente selbst; eine vollstdndige Aufklarung des
Verunreinigungsprofils ist somit nicht erforderlich [63] 109]. Der Gehalt der Haupt-
komponente wird durch den Zusatz eines geeigneten Referenzmaterials definierter
Reinheit bestimmt; in diesem Fall werden Analyt und Interner Standard abgewogen,
die Untersuchungslosung mittels NMR-Spektroskopie vermessen und jeweils ein voll-
stdndig separiertes Signal von Analyt und Internem Standard integriert. Der Gehalt
wird dann iiber den Vergleich der Signalintensitéten Iapaiy/lis unter Berticksichti-
gung der Kernanzahl N, des Molekulargewichtes M und der Einwaage m von Analyt

und Referenzsubstanz sowie der Reinheit des Internen Standards Pig bestimmt:

Tana M M a
PAnalyt = Analyt L. Analyt s : PIS (224>

Iis N Analyt Mg 1 Analyt

Die Messunsicherheit der Internen-Standard-Methode wird mafigeblich bestimmt von
Wigefehler, Integrationsfehler und Reinheit des Internen Standards [29, [41], [45].

Wagefehler

Die beiden Validierungsparameter “Prazision” und “Richtigkeit” sind abhangig von
der Gite der Probenvorbereitung [41) [42] 45]. Die NMR-Spektroskopie zeichnet sich
durch eine einfache und schnell durchzufithrende Probenvorbereitung aus; Analyt
und Standardsubstanz werden eingewogen, im entsprechenden Losungsmittel gelost
und in ein NMR-Rohrchen iiberfiihrt, um anschlieend vermessen zu werden. Selbst
komplexe Proben wie Korperfliissigkeiten sowie Zell- und Gewebeextrakte konnen
ohne eine aufwendige Probenaufarbeitung direkt NMR-spektroskopisch vermessen
werden [58].

Die Gehaltsbestimmung basiert auf der direkten Einwaage des Analyten gegen
eine zertifizierte Referenzsubstanz, den Internen Standard. Um die Messunsicherheit
des Einwaagevorgangs moglichst gering zu halten, sollten kleine Einwaage-Mengen
von Analyt und Internem Standard vermieden werden; alternativ wird fiir geringe
Probenkonzentrationen der Einsatz von Stammlosungen empfohlen, da trotz zuséitz-

licher Verdiinnungsschritte die resultierende Messunsicherheit kleiner ausfallt als der
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entstehende Wégefehler fir geringe Einwaagen [110, [I11]. Die Einordnung “geringe
Einwaage“ ist in diesem Fall abhangig vom zuldssigen Arbeitsbereich der eingesetzten
Analysenwaage.

Ubliche Einwaagen fiir die Gehaltsbestimmung von Hauptkomponenten mittels
'H-NMR-Spektroskopie liegen im Bereich von etwa 10-50 mg; fiir die quantitative
Erfassung unempfindlicher Kerne wie z. B. **C-Atome sowie fiir die Reinheitspriifung
auf Verwandte Substanzen geringer Konzentration (< 1%) kénnen sogar hohere
Einwaagen notwendig sein. Somit spielt der Wégefehler bei routineméflig eingesetzten
Analysenwaagen mit einer Mindesteinwaage von 1mg eine untergeordnete Rolle.
Die resultierende Messunsicherheit der Probenvorbereitung wird durch die vom
Hersteller angegebene Unsicherheit der Waage selbst und durch auftretende Fehler

beim Einwiegen der Substanzen beeinflusst.

Integrationsfehler

In der Regel wird fiir quantitative NMR-Experimente die manuelle Integration der
automatisch durchgefiihrten vorgezogen, da so Ergebnisse mit deutlich geringerer
Streuung erhalten werden konnen [41] 44] [49] 110]. Die Richtigkeit eines Integrals
wird bei richtig gewahlten Aufnahmeparametern, neben ungentiigend ausgepragter
Signalseparation bzw. Uberlagerungen mit 3C-Satelliten oder Verunreinigungen,
vorwiegend durch die manuelle Nachbearbeitung des NMR-Spektrums, durchgefiihrt
durch den Priifer, bestimmt. Wie in Abschnitt beschrieben, wird der Betrag
der Signalintensitat von der Korrektur der Phase und Basislinie sowie von der In-
tegration geeigneter Resonanzen und folglich von der Prézision des Priifers selbst
beeinflusst [41], 54]. So treten bei der Nachbearbeitung eines Spektrums durch zwei
verschiedene Priifer in gegebenenfalls verschiedenen Laboratorien Unterschiede im
Ergebnis auf, die fiir vollstdndig isolierte Signale bei gleichzeitigem Vorliegen ei-
ner detaillierten Arbeitsanweisung jedoch minimal sind [44], 112, [113]; auftretende
Schwankungen werden durch die Labor- bzw. Vergleichsprézision erfasst. Liegt dage-
gen keine vollstandige Basislinientrennung der zu integrierenden Signale vor, lassen
sich zum Teil deutliche Abweichungen vom “wahren” Gehalt beobachten; diese wer-
den durch den Einsatz von NMR-Spektrometern unterschiedlicher Magnetfeldstérke
zusatzlich erhoht [114].
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Wird die Einwaage des Internen Standards so gewéahlt, dass die zu integrierenden
Resonanzen von Analyt und Referenzmaterial &hnliche Intensitédten aufweisen, wird
bei korrekt durchgefiihrter Integration eine geringere Unsicherheit erhalten als beim
Vergleich deutlich unterschiedlicher Signalintensitaten. Zudem kann die Richtigkeit
des Integrationsvorgangs fiir Molekiile mit mindestens zwei vollstandig separierten
Signalen direkt wihrend der eigentlichen Gehaltsbestimmung durch den Vergleich
zweier Peakflichen der Hauptkomponente bzw. des Internen Standards ermittelt
werden [41].

Reinheit des Internen Standards

Trotz préaziser Probenvorbereitung und Prozessierung des NMR-Spektrums werden
falsche Ergebnisse erhalten, wenn die Angabe des Reinheitsgrades des Internen
Standards zum Zeitpunkt der quantitativen Analyse nicht mit der Angabe des Ana-
lysenzertifikats iibereinstimmt. Abweichungen vom “wahren” Gehalt der Referenz-
substanz werden durch die eigentliche Quantifizierung bzw. durch ihre Veranderung
wahrend der Lagerung verursacht. Um nun quantitative Ergebnisse mit einer hohen
Richtigkeit ermitteln zu konnen, muss die momentane Reinheit zum Zeitpunkt der
Analyse bekannt oder die Stabilitdt des Referenzmaterials tiber eine gewisse Zeitdauer
sichergestellt sein [110)].

Eine Studie der schwedischen Arzneimittelbehérde konnte aufzeigen, dass haufig
eingesetzte Referenzsubstanzen, obwohl unter geeigneten Bedingungen in Originalge-
faflen gelagert, dennoch einen geringeren Gehalt aufwiesen als bei ihrer Lieferung [115].
Somit ist eine Verifizierung der Gehaltsangabe durch Nachpriifungen nétig, um préazise
und richtige Ergebnisse zu erhalten. Zudem konnte im Rahmen dieser Untersuchun-
gen aufgezeigt werden, dass bei der quantitativen Bestimmung eines Arzneistoffes,
im vorliegenden Beispiel einer Paracetamol-Tablette, mit unterschiedlichen Refe-
renzsubstanzen leichte Ergebnisabweichungen beobachtet wurden. Die Reinheit der
potentiellen Standardsubstanzen wurde zuvor mittels *H-NMR-Spektroskopie und
Dynamischer Differenz-Kalorimetrie (DSC) gegen hochreines Acetanilid experimentell
bestimmt. Da bereits die Reinheitsbestimmungen der Internen Standardsubstanzen
mittels NMR und DSC fiir ein und dasselbe Referenzmaterial leichte Unterschiede im

Gehalt aufwiesen, konnten die geringen Abweichungen im Gehalt der Paracetamol-



50 2. Die NMR-Spektroskopie

Tablette mit Hilfe der Messunsicherheit der Reinheitsbestimmung des Internen Stan-
dards erklart werden. Die Firma Sigma, die selbst seit Sommer 2009 die Reinheit
verschiedener organischer Molekiile mittels NMR-Spektroskopie bestimmt, kann die
meisten dieser Verbindungen mit Gehaltsunsicherheiten von etwa 0.2 % zertifizie-
ren [I13]. Diese Messunsicherheiten konnten in anderen Studien bestétigt werden;
hier wurden fiir die Reinheitsangabe des Referenzmaterials Unsicherheiten von bis
zu 0.5 % erhalten [29, [110].

Auswahl geeigneter Interner Standards

Prinzipiell stellt jedes organische Molekiil einen potentiellen Internen Standard fiir die
quantitative NMR-Spektroskopie dar, wenn dessen Reinheit bekannt ist und mindes-
tens ein Signal im Spektrum quantitativ ausgewertet werden kann. Da die Intensitét
eines Signals direkt proportional zur Anzahl der Kerne ist, ist fiir quantitative NMR-
Experimente der Signalflachenbezug auf eine vollig andere Substanz moglich; die
Bestimmung von “Response-Faktoren”, wie dies in der HPLC beim Einsatz eines
vom Analyt unterschiedlichen Referenzmaterials erforderlich ist, entfallt [63].

Potentielle Referenzsubstanzen sollten folgende Eigenschaften aufweisen: (i) erhélt-
lich in reiner Form, (ii) preiswert, (iii) stabil und chemisch inert, (iv) nicht fliichtig und
nicht hygroskopisch, (v) vollstandig loslich in den meisten organischen und wéssrigen
NMR-Lésungsmitteln, (vi) einfache Handhabung beim Wagevorgang (somit sind
Feststoffe Fliissigkeiten vorzuziehen), (vii) geeignetes Molekulargewicht, vergleich-
bar mit dem des Analyt, um geringe Einwaagen zu vermeiden, (viii) vorzugsweise
einfaches NMR-Spektrum und (ix) kurze Spin-Gitter-Relaxationszeiten [41]. Letztge-
nanntes Auswahlkriterium, die Lange der T}-Relaxationszeit, wird in der Literatur
in der Regel jedoch nicht als Auswahlkriterium berticksichtigt, obwohl die Dauer
eines NMR-Experiments direkt von der langsten Ti-Relaxationszeit der quantitativ
beobachteten Kerne abhéngt. In der Literatur sind zahlreiche Substanzen fiir die
quantitative NMR-Spektroskopie aufgefiihrt, die die beschriebenen Anforderungen
erfiillen [54) 58, 109, [115].

Die in der Literatur beschriebenen Referenzsubstanzen weisen meist nur ein Signal,
vorzugsweise ein schmales Singulett, im 'H-NMR-Spektrum auf. Dadurch wird das

Auftreten méglicher Uberlagerungen mit Probensignalen minimiert und gleichzeitig
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ein breiter Anwendungsbereich gewahrleistet. Diese Verbindungen besitzen jedoch
meist lange T)-Relaxationszeiten von bis zu 10s, die lange Messzeiten zur Folge
haben und dementsprechend fiir den Routinebetrieb eher ungeeignet sind. Dennoch
sind Verbindungen wie Maleinsdure trotz ihrer langen 7;-Relaxationszeit und ihres
geringen Molekulargewichts eine der am héufigsten eingesetzten Referenzsubstanzen
in der quantitativen NMR-Spektroskopie [54, TT6HITS].

Organische Molekiile wie 4-Dimethylaminobenzoesaureethylester (DMABE), Nico-
tinamid, Thymol und Kaliumhydrogenphthalat weisen im *H-NMR-Spektrum zwar
mehrere Resonanzen auf, jedoch weisen diese Verbindungen &hnlich kurze T;-Zeiten
wie die meisten Analyten selbst auf. Diese potentiellen Internen Standardsubstanzen
bieten den Vorteil, aufgrund ihrer kurzen Spin-Gitter-Relaxationszeiten bei erhéhter
Scan-Anzahl kurze Messzeiten pro NMR-Experiment zu ermoglichen, was fiir ihren

routineméfigen Einsatz in der Qualitatskontrolle von APIs zwingend notig ist [45].

2.5.3. Alternative Methoden zur Absolutbestimmung

100 %-Methode

Die quantitative Bestimmung der Hauptkomponente erfolgt unter Verwendung der
100 %-Methode indirekt tiber die Erfassung aller Verwandten Substanzen [63]. Folglich
wird der Reinheitsgrad der Hauptkomponente, wie in Gleichung dargestellt,
durch die Subtraktion aller organischen und anorganischen Verunreinigungen von
100 % ermittelt [29] 111]:

PAnalyt = 100 % - Z Porganisch - Z Panorganisch (225)

Der Gehalt der organischen Verunreinigungen wird relativ zur Hauptkomponente
mittels NMR-Spektroskopie ermittelt, wihrend der anorganische Anteil (anorgani-
sche Salze, Trocknungsverlust, Sulfatasche) aufgrund fehlender NMR-aktiver Kerne
gesondert durch geeignete Verfahren bestimmt werden muss.

Der Einsatz dieser quantitativen Methode setzt voraus, dass alle Signale im NMR-
Spektrum, die nicht durch die Hauptkomponente selbst hervorgerufen werden, ein-
deutig potentiellen Verunreinigungen zugeordnet werden kénnen. Die Durchfithrung

weiterer ein- und/oder zweidimensionaler NMR-Experimente ermoglicht den Aus-
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schluss bzw. die Detektion und Identifizierung weiterer Verwandter Substanzen, die
aufgrund dhnlicher chemischer Verschiebungen von den grofien Signalen der Haupt-
komponente iiberlagert werden und mit dieser Methode nicht erfasst werden konnen.
Richtige Ergebnisse werden erzielt, wenn jede organische Verunreinigung mindestens
ein vollstandig separiertes Signal im Spektrum aufweist, welches mittels Integration
quantitativ erfasst werden kann.

Die 100 %-Methode eignet sich vorzugsweise fiir die quantitative Bestimmung von
Substanzen mit einfacher Molekiilstruktur, da diese nur wenige Signale im Spektrum
aufweisen und somit die Wahrscheinlichkeit fiir storende Signaltiberlagerungen sehr
gering ist. Bei der Analyse komplexer Molekiile werden dagegen deutliche Abweichun-
gen zum “wahren” Gehalt bzw. zu Ergebnissen alternativer Bestimmungsmethoden
wie der Internen Standardisierung beobachtet, da die Identifizierung und anschlie-
Bende Quantifizierung aller Verunreinigungen in komplexen NMR-Spektren meist

schwierig bis unmdglich ist [63].

Standard-Additionsverfahren

Beim Standard-Additionsverfahren wird der zu untersuchenden Analysensubstanz
mehrmals eine bekannte Menge einer Kalibriersubstanz, es handelt sich hier um
den Analyten selbst, zugesetzt, die Probe nach jeder Zugabe vermessen und der
Zuwachs des Analytensignals bestimmt (siehe Abbildung . Mit Hilfe der linearen
Regression kann dann der urspriingliche Gehalt des Analyten in der Probe bestimmt
werden. Tragt man Menge bzw. Konzentration der hinzugefiigten Kalibriersubstanz
gegen die Zunahme der Signalfliche auf, wird im Idealfall eine Gerade mit der Funktion
y = mx + n erhalten. Der Gehalt des Analyten in der Probe ergibt sich aus der
Nullstelle dieser Funktion geméaf |x| = n/m. Der hinzugefiigte Anteil des Analyten
sollte etwa in der gleichen Groflienordnung wie die Konzentration des Analyten in
der zu untersuchenden Probe liegen; dies erfordert jedoch eine gewisse Vorkenntnis
des Gehalts [45, [109].

In der Regel wird zur Aufnahme einer Kalibrierkurve eine Serie von Kalibrierlgsun-
gen unterschiedlicher Konzentration vermessen und der Gehalt des Analyten anhand
der Kalibrierfunktion ermittelt. Ist die Aufnahme einer Kalibrierkurve aufgrund von

storenden Matrixeffekten, d. h. von Effekten weiterer Bestandteile der Probe, die
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Abbildung 2.20: Schematische Darstellung des Standard-Additionsverfahrens.

nicht direkt analysiert werden, mit matrixfreien Kalibrierproben nicht moglich bzw.
der Aufwand mit matrixangepassten Kalibrierstandards nicht gerechtfertigt, kann
mit diesem Aufstockungsverfahren die Kalibrierfunktion in der matrixbehafteten
Realprobe ermittelt und Matrixeffekte somit minimiert werden. Nachteil der Stan-
dard-Additionsmethode ist ihr betréachtlicher Zeitaufwand, da fiir jede Realprobe
eine eigene Kalibrierfunktion erstellt werden muss; zudem sind oftmals teure Re-
ferenzsubstanzen bekannter Reinheit von Hauptkomponente bzw. Verunreinigung

notwendig.

Externe-Standard-Methode

Alternativ kann der Gehalt eines organischen Molekiils mit Hilfe der Externen-Stan-
dard-Methode bestimmt werden. Dieses Verfahren eignet sich besonders dann, wenn
die zu analysierende Substanz nach der Messung durch Entfernen des Losungsmittels
zurlickgewonnen und somit ihre Kontaminierung mit einem Internen Standard vermie-
den werden soll [109]. Die Externe Standardisierung kann hier auf zwei verschiedenen
Wegen erfolgen: (i) Einsatz eines speziellen Messrohrchens mit einer zusétzlichen
Kapillare [119, 120] oder (ii) Einsatz von zwei getrennten NMR-Rohrchen [121], 122].
Bei der ersten Variante enthalt das NMR-Rohrchen eine abgetrennte Kapillare, die
mit dem Externen Standard gefiillt ist. Analyt und Referenzsubstanz werden simultan
vermessen, so dass analog zur Internen Standardisierung auf storende Signaliiberla-
gerungen zwischen Analyt und Externem Standard geachtet werden muss; zudem
muss die Referenzsubstanz im selben Losungsmittel wie der Analyt l6slich sein. Bei

der zweiten Variante werden Analyt und Referenzsubstanz getrennt voneinander in
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zwei NMR~Rohrchen nacheinander unter denselben Messbedingungen (Abstimmung
des Probenkopfes, Aufnahmeparameter, gleiches Losungsmittel) vermessen, d. h. die
Spektrometerkonstante K muss fiir beide Experimente tibereinstimmen (Kg; = Kg2).
Die “Zwei-Rohrchen-Methode” hat den Vorteil, dass storende Signaliiberlagerungen
zwischen Analyt und Standard vermieden werden kénnen und die Auswahl der Re-
ferenzsubstanzen unter Berticksichtigung ihrer Loslichkeit und Ti-Relaxationszeit
erfolgen kann. Beide Vorgehensweisen sind jedoch im Vergleich zur Internen-Stan-
dard-Methode aufwendiger, da sowohl das Fiillvolumen der eingesetzten Rohrchens
kalibriert als auch beim Einsatz von zwei NMR-Rohrchen ein zusatzliches NMR-
Experiment durchgefiithrt werden muss. Damit erweist sich die Externe-Standard-
Methode in der Praxis als storanfélliger im Vergleich zur Quantifizierung mittels

Internem Standard, was sich auch in einer erhohten Messunsicherheit ausdriickt.

Das ERETIC-Verfahren. Im Jahre 1997 wurde eine alternative Methode, das soge-
nannte ERETIC-Verfahren (Electronic Reference To access In vivo Concentrations),
zu den beiden bereits bestehenden Externen-Standard-Methoden eingefithrt [123].
Der Vorteil dieses Verfahrens besteht darin, dass das Referenzsignal elektronisch
erzeugt wird und an jeder beliebigen Stelle im NMR-Spektrum platziert werden kann.
Das entsprechende FID-Signal wird tiber einen Frequenzgenerator kiinstlich erzeugt,
zeitgleich mit dem FID der zu analysierenden Probe aufgenommen und diesem tiber-
lagert. Bei der klassischen Konfiguration wird das ERETIC-Signal iiber die **C-Spule
des Probenkopfes eingestrahlt und anschlieBend mit den Protonensignalen der Probe
tiber die Protonenspule empfangen [123-126]. Die chemische Verschiebung, die Inten-
sitat und die Breite des ERETIC-Signals kénnen durch entsprechende Parameter
wie Frequenz und Dampfung durch den Priifer festlegen werden. Eine quantitative
Bestimmung gegen das simulierte ERETIC-Signal kann nach Kalibrierung dieses
Signals gegen eine Referenzsubstanz bekannter Reinheit erfolgen. Fiir die simulierte
Stoffmengenkonzentration ngrgric in [mol/g| gilt:

IERETIC NStd

nereTIc = Ksta - Ta | Ms (2.26)
td td

Kgtq ist hierbei definiert als die bekannte Konzentration der Referenzsubstanz in [g/g],

I als Intensitéit der erzeugten Signale, Ngyq als Anzahl der Protonen, die das Signal
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hervorrufen und Msgq als das Molekulargewicht des eingesetzten Kalibrierstandards.

Erfolgt die quantitative Analyse der Probe unter denselben Bedingungen wie zum
Zeitpunkt der Kalibrierung der Intensitédt des ERETIC-Signals, kann der absolute
Gehalt der zu analysierenden Probe Pyyayt in [g/g] nach folgender Gleichung bestimmt
werden:

]Analyt . MAnalyt (2 27)

Panalyt = NERETIC *
IereTic  Nanalyt

Neben den bereits erwahnten Vorteilen der Externen Standardisierung sollen nun noch
kurz weitere Vorteile des ERETIC-Verfahrens angesprochen werden: Im Vergleich zur
“Zwei-Rohrchen-Methode” ist fiir die Quantifizierung von Molekiilen nur ein Experi-
ment notig, da das Referenzsignal simuliert wird. Zudem wird die Messzeit des NMR-
Experimentes nur von der entsprechenden 77-Relaxationszeit des Analyten bestimmt,
da die Intensitat des ERETIC-Signals unabhéngig von der T-Zeit ist. Mittlerweile
sind einige quantitative Anwendungsbeispiele fir das ERETIC-Verfahren in der
Literatur beschrieben; neben der 'H-NMR-Spektroskopie [127] findet diese Methode
auch in der *C-NMR- [128] und zweidimensionalen NMR-Spektroskopie [129H131]
sowie in der Festkorper-NMR-Spektroskopie [I132 [133] und Magnetresonanztomo-
graphie (MRI) [I34H138] Anwendung. Fiir den analytischen Routinebetrieb ist diese
Technik jedoch aufgrund ihrer hohen Fehleranfalligkeit, geringen Robustheit und
Automatisierungsmoglichkeiten sowie der erforderlichen Expertise des Priifers im

Vergleich zur Internen-Standard-Methode eher ungeeignet [112].

2.6. Allgemeine Aspekte der quantitativen 13C-NMR-
Spektroskopie

Grundsitzlich kann durch die Integration von *C-Resonanzen und einem anschlie-
Benden Flichenvergleich zweier Signale eine quantitative Information aus dem 3C-
NMR-Spektrum gewonnen werden, die aufgrund der direkten Proportionalitat zwi-
schen Signalintensitidt und Anzahl der Kerne eine Gehaltsbestimmung von Haupt-
und Nebenkomponente(n) ermoglicht. Aufgrund der geringen natiirlichen Haufigkeit
von etwa 1.1 %, einer niedrigen Nachweisempfindlichkeit, bedingt durch ein kleines

magnetisches Moment g und gyromagnetisches Verhaltnis v sowie iiberwiegend
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langer T}-Relaxationszeiten der 3C-Kerne, spielt die quantitative ¥ C-NMR-Spektro-
skopie jedoch im Rahmen der routineméflig durchgefithrten Qualitatskontrolle von
Arzneistoffen nur eine untergeordnete Rolle [86], [92] [99] 139, 140]. Zudem werden
bei routineméfig durchgefiihrten 3C-NMR-Experimenten, d.h. Spektrenaufnah-
me unter gleichzeitiger Protonen-Breitband-Entkopplung, Storeffekte beobachtet,
die eine Auswirkung auf die Signalintensitat besitzen. Als Hauptfehlerquelle ist
hier der Kern-Overhauser-Effekt (NOE) zu nennen, der im Zusammenhang mit der
'H-Breitband-Entkopplung in der *C-NMR-Spektroskopie beobachtet wird und die
Signalintensitiat deutlich um bis zu 200 % verstérkt [86]; die Intensitatszunahme
ist hierbei abhéngig von der Zahl der direkt gebundenen H-Atome sowie der Dipol-
Dipol-Relaxation. Quantitative '3C-NMR-Experimente sind dann moglich, wenn der
NOE — auf Kosten der Messzeit — unterdriickt bzw. ausgeschaltet werden kann. Dies
gelingt u. a. durch die Zugabe paramagnetischer lonen der Lanthanoiden-Gruppe, wie
beispielsweise Chrom(III)acetonacetonat Cr(acac)s, die die Fahigkeit besitzen, die
Spin-Gitter-Relaxationszeit erheblich zu verkiirzen, so dass der Aufbau des storenden
Kern-Overhauser-Effekts verhindert wird; von Nachteil ist die daraus resultierende
Linienverbreiterung, die die Signalauflésung herabsetzt und gegebenenfalls die Se-
paration nahe beieinanderliegender Resonanzen verschlechtert [86] 92] 141] [142]. In
der Regel wird dieses Verfahren deshalb nicht eingesetzt; stattdessen finden “Inverse-
Gated-Decoupling-Experimente” Einsatz [92] 139, T41HI50]. Hier werden ungekop-
pelte C-NMR-Spektren mit korrekten Signalintensitéiten erhalten, da die Protonen-
Breitband-Entkopplung nur wahrend der Akquisitionszeit erfolgt und sich somit kein
NOE aufbauen kann; um eine vollstandige Unterdriickung des NOE zu gewéhrleisten,
muss mit kurzen Akquisitionszeiten gearbeitet werden [139, [143].

Neben der NOE-Problematik weist die *C-NMR-Spektroskopie gegeniiber der 'H-
NMR-Spektroskopie einige weitere Nachteile auf. Die Messzeit wird hier mafigeblich
durch die haufig langen T;-Zeiten bestimmt. Wahrend die Spin-Gitter-Relaxations-
zeiten fiir Protonen meist im Bereich von einer Sekunde liegen, weisen 3C-Kerne
héufig lange T)-Zeiten von bis zu einigen hundert Sekunden auf [86]. Die Folge sind
lange Wartezeiten zwischen zwei aufeinanderfolgenden Impulsen, weshalb héufig
auf 3C-Intensitdtsmessungen verzichtet wird. In diesem Fall bietet sich bei aus-
reichend grofler Signalseparation die Zugabe paramagnetischer Verbindungen bzw.

die Durchfiihrung quantitativer DEPT-Experimente (Distortionless Enhancement
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by Polarization Transfer) an. Der Einsatz von DEPT-Pulssequenzen bietet den
Vorteil, dass hier ebenfalls 13C-Signale im Spektrum detektiert werden, die Wartezeit
zwischen zwei aufeinanderfolgenden Impulsen jedoch von den direkt an das C-Atom
gebundenen Protonen bestimmt wird [143, [I51]. Die Lange des “Relaxation De-
lay” wird somit von den meist rasch relaxierenden Protonen bestimmt, wodurch ein
schnelles Akkumulieren und somit eine Verkiirzung der Messzeit gewéhrleistet wird.
Diese kann beim Einsatz von DEPT-Experimenten im Vergleich zu *C-Messungen
aufgrund einer deutlich empfindlicheren Erfassung der C-Atome zusétzlich verkiirzt
werden [I50HI52].

Die Richtigkeit der '3C-Signalfliche wird auerdem von der vergleichsweise niedri-
gen digitalen Auflésung und der Impulsleistung beeinflusst [86]. Die Resonanzlinie
wird durch die aufgenommenen Datenpunkte festgelegt; das Integral nimmt dabei um-
so genauere Werte an, je enger die Punkte liegen, d. h. je hoher die digitale Auflésung
ist. Fiir eine prézise und richtige Integralbestimmung wird deshalb eine Auflésung von
Rg < 1Hz/Punkt gefordert [146]; der Gewinn an Auflésung durch eine Erhohung
der Datenpunkte ist jedoch mit einer verlangerten Analysenzeit verbunden. Zudem
kann die Punktdichte durch die Aufnahme von Spektren mit geringerer spektraler
Breite erhoht werden. Da die Amplitude der Frequenzkomponenten eines Impulses
mit zunehmendem Abstand zur Sendefrequenz abnimmt, miissen fiir quantitative
13C-Experimente Impulse hoher Stérke eingesetzt werden, um eine gleichmafige
Anregung aller Kerne zu gewéhrleisten; nur dann kénnen ein Intensitdatsabfall der
Frequenzkomponenten iiber die gesamte spektrale Breite vernachlassigt und richtige

Integrale ermittelt werden.

Heutzutage konnen durch den Einsatz von NMR-Spektrometern hoher Magnet-
feldstarke, Kryomagneten und modernen Probenkdpfen unter Beriicksichtigung der
aufgezeigten Fehlerquellen in einer fiir den Routinebetrieb angemessenen Mess-
zeit prizise und richtige Ergebnisse mittels *C-NMR-Spektroskopie ermittelt wer-
den. Einsatz findet diese Technik vor allem in der Fettsdure- und Polymeranaly-
tik [45], 139, 142, 143, [1T46H148, 1511, 153), 154], da hier aufgrund einer deutlich ver-
groflerten spektralen Breite sowie der ausschlieSlichen Detektion von Singuletts das
Auftreten storender Signaliiberlagerungen, wie sie in den entsprechenden 'H-NMR-

Spektren beobachtet werden, minimiert wird.
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2.7. Methodenvalidierung

Ziel der Validierung einer analytischen Methode ist es, zu zeigen, dass sie fiir den be-
absichtigten Einsatzzweck geeignet ist und die an sie gestellten Anforderungen erfiillt.
Die Methodenvalidierung stellt somit ein wichtiges Kriterium fiir die Verlasslichkeit
der Ergebnisse dar und ist ausschlaggebend fiir die Qualitatssicherung von Arzneimit-
teln. Die geforderten Priifparameter sind in der ICH-Richtlinie Q2(R1) “Validation
of analytical procedures: text and methodology* [155] zusammengefasst. Im Rahmen
der Gehaltsbestimmung von Wirkstoffen wird die Uberpriifung folgender Parame-
ter gefordert: Richtigkeit, Prazision, Selektivitat und Linearitdt mit Arbeitsbereich.
Fiir die Reinheitspriifung eines Arzneistoffes wird neben den bereits aufgefiihrten
Prifparametern zusétzlich der Nachweis der Bestimmungs- und Nachweisgrenze der

jeweiligen Verunreinigungen gefordert.

Richtigkeit

Die Richtigkeit ist das Maf der Ubereinstimmung zwischen dem ermittelten Ergebnis
und einem als richtig angesehenen Wert [155]; der Abstand des statistischen Mittel-
werts vom richtigen Wert wird durch den systematischen Fehler bestimmt. Als Maf
fir die Richtigkeit gilt die systematische Ergebnisabweichung. Im Idealfall wird die
Richtigkeit einer Methode durch ein zertifiziertes Referenzmaterial, dessen Gehalt als
bekannt und richtig gilt, iiberprift. Ist ein solcher Referenzstandard nicht verfiigbar,
kann die Uberpriifung der Richtigkeit alternativ durch einen Vergleich mit einer
unabhéngigen, validierten Referenzmethode, durch Wiederfindungsexperimente nach
Zusatz bekannter Mengen an Analyt, durch eine indirekte Uberpriifung iiber die

Massenbilanz sowie mit Hilfe einer Plausibilitdtsbetrachtung erfolgen [156].

Prazision

Die Prazision ist das Maf fiir die Ubereinstimmung unabhéingiger Analysenergebnisse
untereinander. Sie gibt den Grad der Streuung einzelner Werte um den Mittelwert an
und ist somit das Ergebnis von zufélligen Fehlern; als Streuungsmafl wird die Stan-
dardabweichung (SD) bzw. die relative Standardabweichung (RSD) verwendet. Im
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Rahmen der Methodenvalidierung wird nach ICH-Richtlinie Q2(R1) die Uberpriifung

von drei unterschiedlichen Prazisionsarten gefordert:

e Wiederholpréazision: Prézision unter Wiederholbedingungen: gleiche Probe,
gleicher Priifer, gleiches Gerét, gleiches Labor, kurzer Zeitabstand, identische

Reagenzien.

e Laborprazision: Prézision unter bewusster Anderung eines Parameters, z. B.

Priiftag, Priifer, Gerdt oder Reagenzien-Charge, unter Beibehaltung der Probe.

e Vergleichsprazision: Prazision unter Vergleichsbedingungen, d. h. verschiede-
ne Priifer, Gerédte und Reagenzien-Chargen in unterschiedlichen Laboratorien,

unter Beibehaltung der Probe.

Selektivitat

Die Selektivitét ist die Fahigkeit einer Methode, verschiedene Komponenten ohne
gegenseitige Storung nebeneinander zu erfassen. Die Spezifitdt ermoglicht hingegen die
Erfassung einer Substanz bzw. Substanzklasse ohne Verfalschung durch andere in der
Probe vorhandene Komponenten [155] [156]. Wéhrend der Priifparameter Selektivitét
erhoht werden kann und somit ein wichtiges Validierungselement darstellt, kann
die Spezifitiat prinzipiell nicht verbessert werden. Grundséatzlich gilt, dass eine zu
100 % selektive Methode eine spezifische Methode darstellt. Zwischen den beiden
Begriffen wird heutzutage in der Praxis kaum unterschieden. Wurde die Richtigkeit
der Methode im Rahmen der Validierung bereits eindeutig bewiesen, kann auf die
Uberpriifung der Selektivitit verzichtet werden, da nur mit einer selektiven Methode
richtige Ergebnisse erzielt werden kénnen [156].

Die NMR-Spektroskopie bietet verschiedene Moglichkeiten, die Selektivitat ei-
ner Methode zu iiberpriifen. Eine verbesserte Auflosung beim Einsatz von NMR-
Spektrometern hoherer Magnetfeldstéarke oder die Variation der Messtemperatur
kann das Erkennen von potentiellen Signaliiberlagerungen erméglichen. Alterna-
tiv konnen durch die Aufnahme von 2D-NMR-Spektren wie COSY (Correlated
Spectroscopy), HMQC (Heteronuclear multiple quantum coherence) und HMBC
(Heteronuclear multiple bond correlation) mit Hilfe von Kreuzsignalen Signaliiberla-

gerungen mit anderen Komponenten erkannt werden. Eine dritte, haufig eingesetzte
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Uberpriifungsmethode ist der direkte Vergleich von Signalintensititen zweier bzw.
mehrerer separierter Resonanzen der zu bestimmenden Komponente bzw. des Inter-
nen Standards; Abweichungen deuten auf nicht zu erkennende Signaliiberlagerungen

hin.

Linearitat

Die Linearitét ist definiert als die Féahigkeit einer Methode, innerhalb eines gegebenen
Konzentrationsbereiches Ergebnisse zu liefern, die der Konzentration des Analyten
direkt proportional sind [I55]; fiir die quantitative Auswertung der NMR-Spektren
muss eine lineare Korrelation zwischen der Signalfliche und der Konzentration des
Analyten bzw. der Verunreinigung bestehen, um den Messwert in das Analysener-
gebnis umrechnen zu kénnen. Fiir die Gehaltsbestimmung von Wirkstoffen wird
fiir den Linearitdtstest ein Konzentrationsbereich von mindestens 80 bis 120 % der
Spezifikation gefordert, mit mindestens fiinf Konzentrationsniveaus, um eine Kriim-
mung der Geraden feststellen zu konnen. Fiir die quantitative Reinheitspriifung
von Verunreinigungen wird der lineare Zusammenhang zwischen Konzentration und
Signalflache tiber einen Konzentrationsbereich von der Bestimmungsgrenze bis 120 %
der Spezifikation tiberprift. Der Arbeitsbereich der Kalibriergeraden sollte so ge-
wahlt werden, dass die zu erwartende Konzentration der Probe etwa in der Mitte der
Kalibriergeraden liegt [156].

Robustheit

Die Robustheit ist die Fahigkeit einer Methode, ein Ergebnis zu liefern, das von kleinen,
aber realistisch und eindeutig definierbaren Anderungen der Methodenparameter
unbeeinflusst bleibt [I55]; dieser Priifparameter gibt somit die Storanfélligkeit des
Ergebnisses durch variierende Bedingungen wieder.

Laut ICH ist die Robustheit kein Priifparameter einer Methodenvalidierung, sondern
ein Aspekt der Methodenentwicklung [156]. Da eine Qualitdtsbestimmungsmethode
des Arzneibuches jedoch von verschiedenen Priifern in verschiedenen Laboratorien
mit unterschiedlicher Ausstattung und variierenden Reagenzien durchgefiihrt wird, ist

die Uberpriifung dieses Parameters von entscheidender Wichtigkeit, um vergleichbare
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Ergebnisse gewahrleisten zu kénnen.

Wichtige bzw. kritische Parameter, die einen zum Teil signifikanten Einfluss auf
Datenaufnahme und Prozessierung von NMR-Spektren und somit auf die Verfil-
schung des Ergebnisses besitzen, wurden fiir den Einsatz der quantitativen 'H-NMR-
Spektroskopie ausfithrlich durch schrittweise Verdnderung untersucht [44]. Unter-
schieden wurde hier zwischen Parametern, die keinen signifikanten Einfluss haben,
solchen, die einen signifikanten Einfluss auf das Signal-Rausch-Verhéltnis besitzen,
und solchen, die eine signifikante Anderung der Signalfliche hervorrufen. Die Studie
konnte aufzeigen, dass die meisten Parameter keinen relevanten Einfluss auf das
Ergebnis haben; Parameter wie Impulswinkel, Scan-Anzahl, Lb-Faktor und exponen-
tielle Fensterfunktion beeinflussen zwar das Signal-Rausch-Verhéltnis und somit die
Richtigkeit des Ergebnisses, werden aber nur Resonanzen mit S/N > 250:1 integriert,
kann der Einfluss dieser Parameter vernachlassigt werden. Andere Parameter wie
Lénge des “Relaxation Delay”, digitale Auflosung, Korrektur der Phase und Integra-
tionsgrenzen beeinflussen dagegen direkt die Signalfliche. Wahrend die ersten beiden
Parameter durch das Festlegen von Mindestgrenzen — “Relaxation Delay” mindestens
5- Ty und digitale Auflosung Rg < 0.25 Hz/Punkt — ebenfalls vernachlassigt werden
konnen, beeinflusst die meist manuell durchgefithrte Phasenkorrektur und Integration
die Richtigkeit des Ergebnisses deutlich; von Vorteil sind hier genaue Angaben in

Prozessierungsprotokollen [44].

Stabilitat

Die Stabilitat ist definiert als die Fahigkeit einer Methode, iiber einen vorgesehenen
Zeitraum (z.B. Laufzeit einer Analysenserie) vergleichbare Ergebnisse zu liefern.
Dieser die Robustheit beeinflussende Priifparameter sollte nach Ausarbeitung der Me-
thode tuberpriift werden. Hierfiir wird eine Kontrollprobe iiber einen zuvor definierten
Zeitraum mehrmals gegen eine frisch hergestellte Vergleichsprobe der im Kiihlschrank
aufbewahrten bzw. tiefgefrorenen Probe vermessen. Die ermittelte Gehaltsdifferenz
gilt als MaB fiir die Verfahrensstabilitat. Die Kontrollprobe gilt so lange als stabil,
wie der zuvor festgelegte Schwellenwert der Gehaltsdifferenz bei definierten Lager-
bedingungen (z. B. Raumtemperatur, Kithlschranktemperatur, Lichtschutz) nicht

uberschritten wird.
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Bestimmungs- und Nachweisgrenze

Die Bestimmungsgrenze, haufig auch als “Limit of Quantification” (LOQ) bezeich-
net, ist definiert als die kleinste quantifizierbare Menge, die mit einer vorgegebenen
Richtigkeit und Prazision erfasst werden kann; die Nachweisgrenze, auch als “Limit
of Detection” (LOD) bezeichnet, gibt die kleinste noch nachweisbare Menge einer
Verunreinigung wieder [I55]. Die experimentelle Ermittlung der Bestimmungs- bzw.
Nachweisgrenze erfolgt iiblicherweise iiber das Signal-Rausch-Verhéltnis der quan-
titativ bzw. qualitativ auszuwertenden Signale. Hierfiir werden reale Proben der
Hauptkomponente mit immer kleineren Konzentrationen der zu erwartenden Verun-
reinigungen versetzt, bis kein Signal mehr erkennbar ist. Der Verunreinigungsgrad
mit einem Signal-Rausch-Verhaltnis von 3:1 wird als Nachweisgrenze definiert; fiir

die Bestimmungsgrenze wird ein Signal-Rausch-Verhéltnis von 10:1 festgelegt [156].



3. Motivation und Zielsetzung

Kaum ein anderes physikalisches Verfahren hat die Chemie so nachhaltig beeinflusst
wie die NMR~Spektroskopie. Bis heute hat diese Technik ihr Hauptanwendungsgebiet
in der Strukturaufklarung von organischen Molekiilen. Inzwischen ist dieses Verfahren
aus chemischen Laboratorien nicht mehr wegzudenken, da es eine schnelle Reaktions-
kontrolle sowie die Priifung auf Identitdt und Reinheit synthetisch hergestellter Mo-
lekiile ermoglicht. Seit einigen Jahren nimmt die Bedeutung der NMR-Spektroskopie
jedoch auch auf dem Gebiet der quantitativen Analyse stetig zu, was durch zahlreiche
Publikationen im qNMR-Bereich belegt wird [29H31], [33], 42], [43], 48, 56}, 58|, 139, 157
164]. Eingesetzt wird die NMR~Spektroskopie hier v.a. zur Quantifizierung von
Hauptkomponenten und Verwandter Substanzen unterschiedlichster Substanzklassen.
Eine Vielzahl an Beispielen belegt die Eignung dieses Verfahrens als quantitative,
analytische Messmethode, die oftmals im Vergleich zu routineméfig eingesetzten
Verfahren wie HPLC und GC Ergebnisse mit hoherer Prazision und Richtigkeit liefert;
zudem lassen sich, wie im Verlauf der Arbeit an verschiedenen Beispiele dargestellt
werden wird, gegeniiber chromatographischen Verfahren zahlreiche Vorteile auffithren.
Dennoch ist der Einsatz der NMR-Spektroskopie in internationalen Arzneibiichern
nur fiir einige wenige Arzneistoffe beschrieben. Wie in Tabelle aufgezeigt, wird die-
se Methode tiberwiegend zur Identitatsprifung eingesetzt, indem die zu analysierende
Probe mit einem Referenzspektrum der zertifizierten Referenzsubstanz verglichen
wird; Reinheitspriifungen auf Verwandte Substanzen sowie Gehaltsbestimmungen

finden dagegen kaum Einsatz.

Ziel dieser Arbeit ist nun, die Eignung der quantitativen NMR-Spektroskopie im
Rahmen der Qualitatskontrolle insbesondere auch fiir komplexe Arzneistoffgemische
aufzuzeigen, mit den entsprechenden Arzneibuchmethoden zu vergleichen sowie Vor-

und Nachteile dieses Verfahrens hervorzuheben.
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Tabelle 3.1: Einsatzgebiete der NMR-Spektroskopie im Arzneibuch.

Priifung auf Identitit

Tobramycin, Buserelin, Haemophilus- | 'H-NMR
Typ-B-Impfstoff (konjugiert), Meningo-
kokken-Gruppe-C-Impfstoff (konjugiert),
Pneumokokken-Polysaccharid-Adsorbat-
Impfstoff (konjugiert), Heparin-Natrium /-
Calcium, Amylnitrit, Hydrocortison-
Natriumphosphat

Goserelin, Niedermolekulare Heparine, | '3C-NMR
Lachsol vom Zuchtlachs, Lebertran

Priifung auf Reinheit

Poloxamer Verhiltnis Propylenoxid-/Ethylenoxid-Einheiten

Hydroxypropylbetadex molare Substitution

Lauromacrogol 400 mittlere Kettenldnge des Fettalkohols und Ethoxy-
lierunsgrad

Medronséure fiir radioaktive Arzneimittel | Verunreinigung A + B
Tetra-O-acetylmannosetriflat fiir radioakti- | Verunreinigung B
ve Arzneimittel

Lebertran Anteil der 8(2)-Acyl-Position bei Fettsduren
Orphenadrincitrat Verhéltnis meta-/para-Isomere
Gehaltsbestimmung
Amylnitrit Interne-Standard-Methode (Benzylbenzoat)
Lachsol vom Zuchtlachs Anteil der B(2)-Acyl-Position bei Fettsduren
Gehaltsbestimmung

Am Beispiel von drei Arzneistoffgemischen — Codergocrinmesilat, ein strukturell
ahnliches Mehrkomponentengemisch, sowie Clomifencitrat und Flupentixoldihydro-
chlorid, zwei E/Z-Isomerengemische — sollen geeignete NMR-Methoden entwickelt,
validiert und der absolute Gehalt mittels Interner und Externer Standardisierung
bestimmt werden, um abschlieSend die NMR-Ergebnisse mit der aktuell giiltigen

HPLC-Arzneibuchmethode vergleichen und bewerten zu kénnen.

Reinheitspriifung

Am Beispiel der Aminosaure L-Alanin soll aufgezeigt werden, dass, selbst mit einer

eher “unempfindlichen” spektroskopischen Methode wie der NMR-Spektroskopie, die
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quantitative Erfassung von potentiellen Verunreinigungen geringer Konzentration
(< 1%) erméglicht wird. Anhand einer Modellmischung sollen alle Verwandten Sub-
stanzen quantifiziert, Validierungsparameter wie Linearitat und Bestimmungsgrenze
ermittelt und mit den Ergebnissen einer validierten HPLC-Alternativmethode sowie

4

dem “wahren” Gehalt, der durch die Einwaage der Modellmischung bekannt ist,
verglichen werden. Anschlieflend soll mit Hilfe eines Vergleichs der beiden unabhén-
gigen Methoden, die Eignung der quantitativen NMR-Spektroskopie im Rahmen der

routineméafigen Qualitatskontrolle tiberpriift und aufgezeigt werden.

Aufdeckung von Arzneimittelfdlschungen

Da im NMR-Spektrum zusétzliche, nicht zum Analyt gehérende Signale leicht erkannt
und potentiellen Verunreinigungen zugeordnet werden konnen, soll, nicht zuletzt aus
gegebenem, aktuellem Anlass, die Eignung der NMR-Spektroskopie im Hinblick auf
die Erkennung von Arzneimittelfalschungen an einem kontaminiertem Arzneistoff,
dem Heparin, und einem kontaminierten Hilfsstoff, dem Glycerin, ndher untersucht
werden. Ziel soll sein, die entsprechenden Kontaminanten sowie weitere Verwandte
Substanzen mittels NMR-Spektroskopie zu identifizieren und quantifizieren sowie

Vor- und Nachteile zu alternativen Methoden aufzuzeigen.






Allgemeiner Teil






1. Quantitative Analyse von

Mehrkomponentengemischen

1.1. Aufgabenstellung

Wiéhrend fiir strukturell einfache Molekiile mit nur wenigen Signalen im NMR-
Spektrum meist eine vollstandig separierte Resonanz fiir die zu bestimmende(n)
Hauptkomponente(n) und den zugesetzten Internen Standard gefunden werden
kann, welche sich zur quantitativen Auswertung eignet, trifft dies fiir komplexe
Mehrkomponentengemische mit sehr ahnlichen Molekiilstrukturen oftmals nicht zu;
hier sind die Spektren meist durch starke Signaliiberlagerungen gekennzeichnet, die
die Integration und die Auswahl geeigneter Interner Referenzsubstanzen erschweren
oder sogar unmoglich machen. Meist kann jedoch durch den Einsatz geeigneter
Losungsmittel bzw. -gemische oder durch die Optimierung bestimmter Parameter wie
beispielsweise pH-Wert der Untersuchungslosung, Konzentration der Probelosung,
Messtemperatur, Magnetfeldstarke oder Zusatz von Hilfsreagenzien die chemische
Verschiebung einzelner Resonanzen so beeinflusst werden, dass eine vollstandige
Signalseparation erzielt werden kann, die die Bestimmung des absoluten Gehalts der
Hauptkomponente(n) ermoglicht.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll am Beispiel von drei komplexen Mehr-
komponentengemischen — Codergocrinmesilat, ein Gemisch strukturell verwandter
Komponenten, sowie Clomifencitrat und Flupentixoldihydrochlorid, zwei E/Z-Isome-
rengemische — mit Hilfe der quantitativen NMR-Spektroskopie alternative Gehalts-
bestimmungsmethoden unter Einsatz Interner und Externer Standards entwickelt
und diese auf ihre Richtigkeit hin mit validierten HPLC-Methoden internationaler

Arzneibiicher tiberpriift werden. In einem anschlieBenden Vergleich dieser unabhéan-
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gigen Verfahren sollen dann Vor- und Nachteile untersucht und die Eignung der
quantitativen NMR-Spektroskopie im Rahmen der routineméfig durchgefiihrten

Gehaltsbestimmung mit Hilfe von Validierungsdaten bewertet werden.

1.2. Aligemeine Aspekte

In diesem Abschnitt werden Aspekte betrachtet und im Detail diskutiert, die fiir die
Gehaltsbestimmung der drei im Anschluss besprochenen Mehrkomponentengemische

von Bedeutung sind.

1.2.1. Methodenentwicklung in der NMR-Spektroskopie

Im Rahmen der Methodenentwicklung der drei untersuchten Mehrkomponentengemi-
sche wurden zunéchst die fiir die Integration geeigneten Signale ausgewéhlt, eindeutig
zugeordnet und gegebenenfalls durch Variation der Parameter “Losungsmittel” und

“Interner Standard” die Signalseparation optimiert.

Signalzuordnung

Eine eindeutige Zuordnung der zur quantitativen Analyse herangezogenen Signale ist
eine Grundvoraussetzung fiir die quantitative NMR-Spektroskopie; eine vollstandige
Interpretation des NMR-Spektrums der zu analysierenden Probe ist hingegen nicht
erforderlich. Die Zuordnung der Einzelkomponenten in Mehrkomponentengemischen
erfolgte durch Vergleichsspektren der Einzelkomponenten, 2D-NMR-Experimente,

das Kopplungsmuster sowie tiber den Vergleich von Signalintensitaten.

Variation des Losungsmittels

Ein einfaches und schnell durchfithrbares Mittel, die Signalseparation iiberlappender
Resonanzen zu beeinflussen, ist die gezielte Wahl des Losungsmittels. Im Rahmen
der Methodenentwicklung der drei Mehrkomponentengemische wurde deshalb der Lo-
sungsmitteleffekt auf die chemische Verschiebung einzelner Kerne im Detail untersucht

und das Losungsmittel an die Signalseparation optimal angepasst.
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Interner Standard und 7;-Relaxationszeiten

Wie in der Einleitung im Abschnitt [2.5 beschrieben, erméglicht die quantitative NMR-
Spektroskopie die Ermittlung absoluter Messgrofien, wie den Gehalt von Hauptkom-
ponenten, durch den Zusatz eines geeigneten Referenzmaterials definierter Rein-
heit. Géngige Standardsubstanzen wie Maleinsédure, Benzol-1,3,5-tricarbonsaure und
2,5-Dimethylfuran, die im 'H-NMR-Spektrum ein bis zwei Signale zeigen, weisen
zwar vollstdandig separierte Resonanzen in signalfreien Bereichen der Mehrkompo-
nentengemische auf, jedoch sind ihre T}-Relaxationszeiten von bis zu 10 s deutlich
erhoht im Vergleich zu den meist rasch relaxierenden Protonen des Analyten. Diese
hohen Tj-Zeiten haben eine deutliche Verlingerung der Messzeit zur Folge; fir die
Gehaltsbestimmung von Codergocrinmesilat wiirde sich die Messzeit beispielsweise
von etwa 15 min auf iiber eine Stunde erhohen. Um fiir den routinemafigen Einsatz
auch im Vergleich zu konventionellen Verfahren wie HPLC geeignet zu sein, sollte
jedoch eine Analysendauer von 30 min nicht iiberschritten werden. Zuséatzlich ist
aufgrund des teilweise geringen Molekulargewichts dieser Referenzsubstanzen eine

direkte Einwaage nicht moglich, was den Einsatz von Stammlosungen notig macht.

Aufgrund dieser Nachteile wurden anstelle der genannten Substanzen organische
Substanzen wie 4-Dimethylaminobenzoesaureethylester (DMABE), Thymol, Nicotina-
mid und Kaliumhydrogenphthalat als Interne Standards im Rahmen der quantitativen
Analyse herangezogen; diese besitzen im Vergleich zu den beschriebenen und in der
Literatur empfohlenen Referenzmaterialien stark verkiirzte T)-Relaxationszeiten,
die in der Regel im Bereich der Relaxationszeiten der zu analysierenden Molekiile
liegen. Deutlich hohere Molekulargewichte erlauben zudem in den meisten Fallen
eine direkte Einwaage des Internen Standards. Da diese Molekiile mehrere Signale im
'H-NMR-Spektrum aufweisen, sind Signaliiberlagerungen von Analyt und Standard
oftmals nicht zu vermeiden; jedoch ist fiir die quantitative Auswertung ein einziges

basisliniengetrenntes Signal fiir Analyt und Internen Standard ausreichend.

Die vollstandige Relaxation des Spinsystems ist fir die quantitative NMR-Spektro-
skopie von entscheidender Bedeutung, da nur durch eine ausreichend lange Wartezeit
von mindestens 5T zwischen zwei aufeinanderfolgenden 90°-Impulsen richtige Signal-
flichen ermittelt werden konnen. Mit Hilfe des in der Einleitung in Abschnitt

beschriebenen "Inversion-Recovery-Experiments® wurden fiir alle Protonen der zu in-
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tegrierenden Resonanzen von Analyt und Internem Standard die T3-Relaxationszeiten
iiber die Bestimmung der Tj-Zeit abgeschatzt. Hierfiir wurde die Wartezeit zwischen
den beiden Impulsen der “Inversion-Recovery-Impulsfolge” fiir jedes Ein-Scan-Expe-
riment schrittweise erhéht, der Nulldurchgang bestimmt und mittels Gleichung
die entsprechenden T}-Relaxationszeiten berechnet; die Konzentration der Mehr-
komponenten-Untersuchungslosung wurde jeweils analog zur quantitativen Analyse
gewahlt. Fir die Festlegung des “Relaxation Delay” wurde die Spin-Gitter-Relaxati-

onszeit des am langsamsten relaxierenden 'H-Kerns eingesetzt.

1.2.2. Methodenvalidierung

Im Rahmen der Methodenvalidierung der drei untersuchten Mehrkomponentenge-
mische wurde eine Uberpriifung folgender Priifparameter durchgefiihrt: Richtigkeit,
Prézision, Selektivitit, Linearitat, Robustheit und Stabilitat. Die Durchfiihrung dieser

Uberpriifung soll im Folgenden aufgezeigt werden.

Richtigkeit

Der Nachweis der Richtigkeit der im Anschluss beschriebenen NMR-Methoden zur
Gehaltsbestimmung der drei untersuchten Mehrkomponentengemische erfolgte jeweils
mit Hilfe eines Methodenvergleichs gegen eine unabhéngige, validierte Referenzmetho-
de, deren Ergebnis als konventionell richtig gilt. Als Vergleichsmethoden wurden die in
internationalen Arzneibtichern (USP, Ph. Eur.) beschriebenen Gehaltsbestimmungen
mittels HPLC eingesetzt [165H167]. Der Gehalt des zu analysierenden Mehrkom-
ponentengemisches wurde jeweils zeitnah mit beiden Verfahren bestimmt; hierfiir
wurden jeweils sechs unabhéngige Experimente unter Wiederholbedingungen durch-
gefithrt und die Gleichwertigkeit der NMR-Methode mit Hilfe des Differenzen-¢-Tests
iiberpriift. Die Bestimmung des t-Wertes erfolgt iiber die Bildung der Differenzen
der erhaltenen Werte aus beiden Methoden durch den Mittelwert Az sowie die
Standardabweichung sa dieser Differenzen und durch die Anzahl der durchgefiihrten

Experimente n nach folgender Formel:

>

-2

Vi (1.1)

»

A
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Ist der ermittelte t-Wert groflier als der tabellierte Wert t,;, — entsprechend einem
Konfidenzintervall von 95 % bei f = n — 1 Freiheitsgraden — ist ein systematischer
Unterschied zwischen den beiden Messreihen mit der vorgegebenen Wahrscheinlichkeit
erkennbar; folglich liefert die Methode keine richtigen Ergebnisse. Ist der erhaltene
t-Wert dagegen kleiner als der tabellierte ¢-Wert, sind beide Methoden innerhalb der
vorgegebenen Wahrscheinlichkeit gleichwertig. Die Methode gilt als richtig, wenn die

Richtigkeit der Vergleichsmethode bereits nachgewiesen wurde.

Prazision

Im Rahmen der Methodenvalidierung wurden fiir die Gehaltsbestimmung der unter-
suchten Mehrkomponentengemische Wiederhol- sowie — mit Ausnahme der **F-NMR-
Methode von Flupentixoldihydrochlorid — Labor- und Vergleichsprézision bestimmt.
Fiir die Bestimmung der Wiederholprézision wurden jeweils sechs unabhéngige
Einwaagen unter Wiederholbedingungen NMR-spektroskopisch mittels Einfachbe-
stimmung vermessen. Fiir die Bestimmung der Laborprazision wurde jeweils die
quantitative Analyse derselben Probe im gleichen Labor, jedoch an verschiedenen
Tagen unter Verwendung unterschiedlicher Losungsmittel-Chargen durchgefiihrt.
Die quantitative Analyse derselben Probe in einem zweiten Labor mit derselben
NMR-Methode, jedoch von einem anderen Priifer und an einem anderen NMR-
Spektrometer unter Einsatz anderer Reagenzien-Chargen ermoglichte jeweils die
Uberpriifung der Vergleichsprézision und damit den Nachweis der Ubertragbarkeit
bzw. Reproduzierbarkeit der jeweiligen Methode.

Selektivitat

Die Selektivitit der drei 'H-NMR-Methode wurde jeweils mit Hilfe von zweidi-
mensionalen NMR-Experimenten wie COSY, HMQC und HMBC, einem direkten
Flachenvergleich zweier basisliniengetrennter Resonanzen sowie durch Variation von

Messparametern iiberpriift.

Linearitat

Im Rahmen der Methodenvalidierung konnte fiir alle untersuchten Mehrkomponenten-

gemische stets ein linearer Zusammenhang zwischen Signalflache und Konzentration



74 1. Quantitative Analyse von Mehrkomponentengemischen

ermittelt werden, wobei der Arbeitsbereich der Kalibriergerade so gewahlt wurde, dass
die zu erwartende Konzentration der Probe sich in der Mitte der Kalibriergeraden be-
findet. Der lineare Zusammenhang wurde zusétzlich durch weitere Akzeptanzkriterien
wie Korrelationskoeffizient 7, y-Achsenabschnitt b und Reststandardabweichung s,
belegt. (Die Reststandardabweichung gibt die Streuung der Messwerte um die Re-

gressionsgerade an und ist somit ein Prazisionsmaf fiir die Kalibrierung).

Robustheit

Die Methodenrobustheit der entwickelten 'H-NMR-Methoden wurde durch Variation
verschiedener Parameter bestimmt; unterschieden wurde hier zwischen Parametern,
die das Signal-Rausch-Verhéltnis (Scan-Anzahl, Impulswinkel), die Signalseparation
(Losungsmittelzusammensetzung, Temperatur) bzw. die Signalflache (“Relaxation
Delay”) beeinflussen. Um eine Aussage tiber den Einfluss einzelner Variationen
machen zu kénnen, wurde bei der Uberpriifung pro NMR-Experiment immer nur ein

Priifparameter verandert.

Stabilitat

Die Stabilitit der eingesetzten Untersuchungslosungen wurde fiir jede NMR-Methode
iiber eine Zeitspanne von mindestens 72 h tiberpriift. Hierfiir wurde der Gehalt der
untersuchten Charge aus sechs unabhéngigen Einwaagen unter Wiederholbedingungen
zu Beginn der Messreihe bestimmt und als Kontrollgehalt definiert. Anschliefend
wurden die entsprechenden Untersuchungslosungen bei Raumtemperatur und unter
Lichtschutz gelagert und iiber einen zuvor definierten Zeitraum mehrmals NMR-
spektroskopisch vermessen und die jeweilige Gehaltsdifferenz zur Kontrollprobe

ermittelt.

1.2.3. Quantitative Analyse

Die Bestimmung von absoluten Messgrofien wie beispielsweise dem Gehalt einer Sub-
stanz erfordert beim Einsatz der quantitativen NMR-~Spektroskopie mittels Interner-
Standard-Methode die Zugabe eines zertifizierten Referenzmaterials bekannter Rein-

heit. Alternativ kann der Gehalt eines organischen Molekiils mit Hilfe der Externen
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Standardisierung auf zwei verschiedenen Wegen — “Zwei-Rohrchen-Methode” bzw.
ERETIC-Verfahren — erfolgen (siehe Einleitung, Abschnitt .

Die quantitative Analyse der drei Mehrkomponentengemische erfolgte durch den
Zusatz einer geeigneten Internen Referenzsubstanz, gegen einen Externen Standard
(“Zwei-Réhrchen-Methode”) sowie mit Hilfe der ERETIC-Technik[l| Da die in der
Literatur beschriebene Originalkonfiguration des ERETIC-Verfahrens u. a. kein robus-
tes Verhalten gegeniiber einer Anderung der Probenkonzentration, dem Wechsel von
unterschiedlichen Analyten bzw. der automatischen Abstimmung des Probenkopfes
zeigt, wurde im Rahmen dieses Projektes eine ERETIC-Variante entwickelt, die die
notwendige Robustheit mit einer Messunsicherheit von maximal 1% fiir einen spéte-
ren Routinebetrieb aufweist. Bei dieser modifizierten Variante wird das ERETIC-
Signal unter Umgehung aller Spulen direkt in den Protonenempfinger eingekop-
pelt [112]. Vor den quantitativen NMR-Experimenten ist eine zeitnahe Kalibrierung
des elektronisch erzeugte Referenzsignals unter identischen Aufnahmeparametern
gegen einen Externen Standard deklarierter Reinheit notig; fiir die quantitative
Analyse der Mehrkomponentengemische wurde Benzoesdure als Externer Standard

ausgewahlt.

1.3. Codergocrinmesilat

Codergocrinmesilat, ein Gemisch aus drei Dihydroergopeptidalkaloiden im Verhéltnis
1:1:1, besteht aus Dihydroergocornin (Cor), Dihydroergocristin (Cr) und Dihydroer-
gocryptin. Letzteres liegt in zwei stereoisomeren Formen vor, bezeichnet mit o und .
Das Lysergsaure-Grundgeriist ist tiber die freie Carbonséure in Position 8 mit einem
tricyclischen Tripeptidrest sdureamidartig verkniipft, der aus drei Aminosduren, dem
Prolin und dem a-Hydroxyvalin aufgebaut ist; die dritte Aminoséure ist variabel. Die
vier Komponenten weisen eine grofie strukturelle Ahnlichkeit auf; sie unterscheiden
sich einzig in ihrer Seitenkette in Position 5 (Abbildung . Bei Dihydroergocornin
findet man als variable Aminosdure Valin, bei Dihydroergocristin Phenylalanin und

bei den beiden Stereoisomeren a- bzw. S-Dihydroergocryptin Leucin bzw. Isoleucin.

'Die quantitative Analyse mit Hilfe der Externen-Standard-Methode wurde unter Leitung von
Dr. Frank Malz in den Laboratorien des Deutschen Kunststoff-Instituts (DKI) in Darmstadt
durchgefiihrt.
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Komponenten -R

Dihydroergocornin Cor —

Dihydroergocristin Cr b

a-Dihydroergocryptin a 1043
* H;C-SO;H H,C

H
T T ' | B-Dihydroergocryptin B {H“
Tripeptidrest Lysergsaurerest CH,

Abbildung 1.1: Chemische Struktur von Codergocrinmesilat.

Ergotoxin wird in den Sklerotien des auf Siifigriasern, vorzugsweise auf Roggen,
wachsenden Pilzes Claviceps purpurea gebildet. Nach Isolierung und Aufreinigung des
nativen Mutterkorn-Peptidalkaloidgemisches wird das partialsynthetisch hergestellte
Codergocrinmesilat durch Hydrierung der 9/10-Doppelbindung des Lysergsaurerestes
mit Wasserstoff tiber Palladium als Katalysator gewonnen [16§].

Das Dihydroergotoxingemisch zeichnet sich durch seine pluripotente Wirkung aus.
Codergocrinmesilat ist ein Noradrenalin-Antagonist mit einer hohen Affinitat zu den
Rezeptoren der glatten Gefdimuskulatur, was in einer Abnahme des Geféfitonus
resultiert. Zudem wirkt der Arzneistoff, jedoch in geringerem Ausmaf}, agonistisch
an dopaminergen und serotonergen Rezeptoren und verbessert die Flieeigenschaften
des Blutes durch die Hemmung der Adrenalin-induzierten Thrombozytenaggregation.
Eingesetzt wird der Arzneistoff heutzutage zur Behandlung der moderaten Demenz

sowie zur Blutdrucksenkung bei dlteren Patienten [169].

1.3.1. 'H-NMR-Spektroskopie
1.3.1.1. Methodenentwicklung

Signalzuordnung. Charakteristische Resonanzen, wie beispielsweise die Signale im
Bereich von 6 = 4-5 ppm, konnten mit Hilfe zusédtzlicher ein- bzw. zweidimensio-
naler Experimente eindeutig bestimmten Protonen zugeordnet werden. Die getrof-
fene Signalzuordnung wurde durch die in der Literatur angegebenen chemischen

Verschiebungen der Protonen des Mehrkomponentengemisches bestéatigt [T70-H174].
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Tabelle 1.1: Eingesetzte Losungsmittel fiir die Signalseparation von Codergocrinmesilat
sowie dessen Loslichkeit im jeweiligen Losungsmittel.

Loslichkeit . apo.lar . . polar .
aromatisch | nicht-aromatisch | aprotisch protisch
: CDCl
gering CeDg CD2C132 D,0O
hoch DMSO-d CD;0D

Vergleichsspektren der Einzelkomponenten [I70], 2D-NMR-Experimente sowie das
Kopplungsmuster der charakteristischen H5'-Resonanzen im Bereich von § = 4-5 ppm

ermoglichten eine eindeutige Zuordnung der vier Komponenten.

Variation des Losungsmittels. Erste Experimente in DMSO-dg zeigen, dass eine
Bestimmung der vier Komponenten von Codergocrinmesilat iiber die unterschied-
lichen Seitenketten-Substituenten in Position 5" nicht moglich ist. In Folge starker
Signaltiiberlagerungen der CH-, CHy- und CH4-Gruppen (Abbildung sowie der
aromatischen Protonen von Dihydroergocristin im aromatischen Bereich des NMR-
Spektrums eignen sich diese Resonanzen nicht zur quantitativen Bestimmung,.

Jedoch zeigen diese Messungen in DMSO-dg, dass die Signale des Protons in
Position 5’ fiir die Quantifizierung mittels NMR-Spektroskopie prinzipiell geeignet
sind. Die Protonensignale von Dihydroergocornin und Dihydroergocristin sind basis-
liniengetrennt, einzig die Resonanzen von a- und S-Dihydroergocryptin iiberlappen
(Abbildung . Ziel ist es, durch eine Anderung des Losungsmittels eine optimale
Separation der H5'-Signale der vier Komponenten zu erzielen; hierfiir wurden eine
Vielzahl an Losungsmitteln bzw. -gemischen unterschiedlicher Zusammensetzung
eingesetzt (Tabelle . Aufgrund der sehr geringen Loslichkeit der Substanz in
apolaren Losungsmitteln und Wasser [170, 175] mussten fir eine vollstdndige Lo-
sung der Probe geringe Mengen an DMSO-dg oder CD;OD zugesetzt werden; diese
Losungsmittel dienen hier als Losungsvermittler [31].

Der Einsatz von polaren Losungsmitteln wie CD;OD oder D,O-DMSO-dg-Ge-
mischen anstelle von DMSO-dg fithrt zu keiner Verbesserung der Signalseparati-

on; die entsprechenden Signale von a- und S-Dihydroergocryptin iiberlappen, die



78 1. Quantitative Analyse von Mehrkomponentengemischen

H5'-Region Cor
Cr a, B
CHy
460 450 440 430 ppm | ;
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Abbildung 1.2: '"H-NMR-Spektrum von Codergocrinmesilat in DMSO-dg. Die mit CHy
bezeichnete Region weist starke Signaliiberlagerungen der CH-, CH,- und CH;-Gruppen
auf. Die H5'-Region ist zusatzlich vergrofiert dargestellt.

H5'-Resonanzen von Dihydroergocornin und Dihydroergocristin sind deutlich als
Dublett und Triplett zu erkennen (Abbildung [1.3Ja). Verwendet man CD,OD, wird
keine vollstandige Basislinientrennung zwischen dem HOD-Signal des Loésungsmittels
und der Dihydroergocristin-Resonanz erreicht; beim Einsatz von D,O tiberlappt
das Losungsmittelsignal mit dem Triplett von Dihydrorgocristin. Der Einsatz von
DMSO-d als Losungsmittel ist somit zu bevorzugen, da dieses, im Gegensatz zu den
beiden anderen polaren Losungsmitteln, keine storenden Losungsmittelsignale in der

H5'-Region aufweist.

Beim Einsatz von CDCl, ist eine Trennung der Protonen in Position 5 von a-
und (§-Dihydroergocryptin sichtbar; die H5'-Signale von Dihydroergocornin und
Dihydroergocristin sind weiterhin vollstdndig basisliniengetrennt. Variiert man nun
den Anteil des Losungsvermittlers DMSO-dy im Losungsmittelgemisch, beobachtet

man eine umso bessere Trennung der beiden H5-Resonanzen, je geringer der Anteil
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Abbildung 1.3: 'H-NMR-Teilspektren der H5'-Region von Codergocrinmesilat, geord-
net nach verbesserter Signalseparation, fiir folgende Losungsmittel: a) DMSO-dg (links),
CD30D (rechts), b) CDCl3-DMSO-dg, ¢) C4Dg-DMSO-dg;. Eine optimale Signalseparation
wird in CgDg-DMSO-dg im Verhéltnis 10:1 (V/V) erzielt. Beim Einsatz von Losungsmit-
telgemischen sind die entsprechenden Mischungsverhéltnisse angegeben.
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Abbildung 1.4: 'H-NMR-Teilspektrum von Codergocrinmesilat mit dem Internen Stan-
dard DMABE unter Verwendung einer Mischung von CzDg und DMSO-dg im Verhéltnis
10:1(V/V).

an DMSO-dg gewéhlt wird (Abbildung [L.3]b). Eine vollstindige Basislinientrennung
der H5'-Signale von a- und S-Dihydroergocryptin konnte jedoch nicht erreicht werden.
Ahnliche "H-NMR-Spektren erhilt man, wenn CDCl, gegen CD,Cl, ersetzt wird; es
wurde keine Verbesserung der Signalseparation gegentiber CDCl, erzielt.

Beim Einsatz von CgDy-Gemischen mit geringen Anteilen an DMSO-dg konnte
eine Separation der H5'-Resonanzen von a- und -Dihydroergocryptin erzielt werden
(Abbildung|[L.3|c). Bedingt durch C4Dg wird das H5'-Signal von a-Dihydroergocryptin
relativ zu den anderen Resonanzen des Protons in Position 5’ tieffeldverschoben. Un-
ter Verwendung von Losungsmittelgemischen mit geringen Anteilen an DMSO-d; ist
eine Uberlappung der H5-Signale von a-Dihydroergocryptin und Dihydroergocristin
zu beobachten. Erhoht man den Anteil an DMSO-d,; schrittweise, wird das Signal von
a-Dihydroergocryptin relativ zu den anderen Resonanzen hochfeldverschoben, bis
sich die H5'-Signale von a- und S-Dihydroergocryptin ab einem gewissen Mischungs-
verhaltnis wieder iiberlagern. Die optimale Signalseparation der vier Komponenten
von Codergocrinmesilat wurde unter Verwendung einer Mischung von CyDg; und
DMSO-dg im Verhéltnis 10:1 (V/V) erzielt.

Interner Standard und T)-Relaxationszeiten. Fiir die quantitative Bestimmung
von Codergocrinmesilat wurde 4-Dimethylaminobenzoesaureethylester (DMABE)
als geeigneter Interner Standard ermittelt. Wie in Abbildung dargestellt, eignet
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Tabelle 1.2: Bestimmung von 7;-Relaxationszeiten der zu integrierenden 'H-Signale von
Codergocrinmesilat und dem Internem Standard DMABE.

Komponente | 'H-Signal T-Zeit [s]

Cod CH (Pos. %) 1.3

DMABE (IS) | CH, 2.7
aromat. H (Pos.3/5) 2.6

Tabelle 1.3: Messparameter.

Spektrometer Bruker Avance 400 MHz
NMR-~Messkopf BBI-Messkopf

Temperatur 300 K

Datenpunkte 64 K

Impuls 90°

Akquisitionszeit 5.11s

Relaxation Delay 13.61s - AQ+ D1 >5-T}
Spektrale Breite 16 ppm

Spektrale Auflésung 0.2 Hz/Punkt

Scan-Anzahl 64 — S/N(H5(B)) =~ 350:1
Lb-Wert 0.3

Referenzierung CgDg-Signal = 7.16 ppm

sich das CH,-Quartett (6 = 4.21 ppm), welches in direkter Nachbarschaft zu den
H5'-Resonanzen des Mehrkomponentengemisches liegt, fur die quantitative Analyse;
alternativ kann das weiter im Tieffeld liegende aromatische CH-Dublett in Position
3/5 (6 = 6.43 ppm) integriert werden. Das Verhéltnis von Analyt zu Referenzmaterial
wurde so gewahlt, dass die zur Integration herangezogenen Resonanzen ahnliche
Signalintensitidten aufweisen (Verhéltnis Analyt/Interner Standard ~ 15:1). Die

Lénge des “Relaxation Delay” wurde durch den am langsamsten relaxierenden Kern,
die CH,-Resonanz von DMABE, bestimmt (siehe Tabelle [1.2)).

!H-NMR-Methode. Fiir die Gehaltsbestimmung von Codergocrinmesilat wurden
etwa 15 mg des Mehrkomponentengemisches genau eingewogen und in 750 ul eines
Losungsmittelgemisches von DMSO-dg-CiDg im Verhéltnis 10:1 (V/V) gelost. Da

die Konzentration des Internen Standards DMABE in der Untersuchungslésung nur
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etwa 1mg/ml betragt, erfolgte der Zusatz des Internen Standards in Form eines
definierten Volumens einer Stammlésung, um so den Wagefehler aufgrund der sonst
sehr geringen Einwaage moglichst klein zu halten. Anschliefend wurde ein definiertes
Volumen von 700 ul der Untersuchungslosung in ein NMR-Rohrchen iiberfithrt und
NMR-spektroskopisch mittels Einfachbestimmung vermessen. Die wichtigsten Mess-
parameter sind in Tabelle [1.3|zusammengefasst; diese wurden, wie in der Einleitung in
Abschnitt beschrieben, an die NMR-~-Methode optimal angepasst. Nach Aufnahme
des NMR-Spektrums wurde die Phase manuell korrigiert, die Basislinie im Bereich
der zu integrierenden Signale korrigiert und die entsprechenden Resonanzen von
Analyt und Internem Standard manuell integriert. Die Bestimmung des absoluten
Gehalts von Codergocrinmesilat erfolgte, wie in der Einleitung in Abschnitt
beschrieben, nach Gleichung (2.24).

1.3.1.2. Methodenvalidierung

Richtigkeit. Der Nachweis der Richtigkeit der 'H-NMR-Methode zur Gehaltsbe-
stimmung von Codergocrinmesilat erfolgt mit Hilfe eines Methodenvergleichs gegen
die in der USP beschriebene Gehaltsbestimmung mittels HPLC [165] (siche Ab-
schnitt [1.3.3.2). Da der experimentell ermittelte t-Wert ¢ = 0.13 kleiner als der
tabellierte t-Wert t;,, = 2.57 ist, kann kein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Messreihen festgestellt werden; somit liefert die 'H-NMR-Methode mit der
vorgegebenen Wahrscheinlichkeit von 95 % ebenfalls richtige Ergebnisse.

Prazision. Wie in Abbildung dargestellt, streuen die Einzelmesswerte bei der
Bestimmung der Wiederholprézision mit einer relativen Standardabweichung von
RSD = 0.1 % nur geringfiigig um den Mittelwert. Die Bestimmung der Laborpréa-
zision an drei aufeinanderfolgenden Tagen liefert vergleichbare Mittelwerte und
Variationskoeffizienten (siehe Tabelle [1.4)). Der im Pharmabereich bei der Gehaltsbe-
stimmung von Hauptkomponenten zulédssige bzw. akzeptierte Grenzwert der relativen
Standardabweichung von 1 bis 2% wird am vorliegenden Beispiel deutlich unter-
schritten. Vergleicht man die ermittelten Variationskoeffizienten mit der von Horwitz
anhand zahlreicher Ringversuche entwickelten empirischen Gleichung fiir die maximal

erwartete Streuung unter Wiederholbedingungen, wird die tibliche relative Stan-
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Abbildung 1.5: Graphische Darstellung der sechs Einzelergebnisse zur Bestimmung
der Wiederholprézision. Der Mittelwert der Einzelwerte wird durch die gestrichelte Linie
dargestellt.

Tabelle 1.4: Uberpriifung der Labor- und Vergleichsprizision der 'H-NMR-Methode von
Codergocrinmesilat. Aufgelistet sind die Mittelwerte des Gehalts der untersuchten Charge
aus jeweils sechs unabhéngigen Einwaagen (Cod) an drei aufeinanderfolgenden Tagen sowie
in zwei Laboratorien unter Angabe der jeweiligen relativen Standardabweichung (RSD).

Cod [%] RSD [%]
Tag 1 95.6 0.1
Tag 2 95.5 0.1
Tag 3 95.6 0.2
Labor 1 95.6 0.1
Labor 2 95.2 0.3

dardabweichung von 1.34 % fir Hauptkomponentenbestimmungen ebenfalls deutlich
unterschritten [156].

Zur Uberpriifung der Vergleichsprizision wurden, wie in Tabelle zusammenge-
fasst, in zwei Laboratorien unter Wiederholbedingungen vergleichbare Ergebnisse
mit dhnlich schwacher Streuung erzielt, die deutlich unter der von Horwitz maximal

erwarteten Streuung von 2.0 % liegen.

Selektivitat. Im Rahmen der Methodenentwicklung wurde durch die Variation
von Temperatur und Zusammensetzung des C;Dg-DMSO-dg-Gemisches keine Signal-
iiberlagerung mit den anderen Komponenten bzw. potentiellen Verunreinigungen
festgestellt. Die Auswertung der 2D-NMR-Spektren bestétigt diese Annahme, da
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Cod
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Abbildung 1.6: HMQC-Teilspektrum der CH5-Region von Codergocrinmesilat in
DMSO-dg-CgDg (10:1 (V/V)). Die zugehérigen 3C-Signale sind mit “x” gekennzeichnet.

das Fehlen zusatzlicher Kreuzsignale im H5-Bereich die Anwesenheit weiterer Si-
gnale unter den betrachteten Resonanzen ausschlieit (sieche Abbildung(1.6)). Zudem
wurden durch die Aufnahme des 'H-NMR-Spektrums des reinen Losungsmittelge-
misches Wechselwirkungen mit Signalen des Losungsmittels bzw. darin enthaltener
Verunreinigungen ausgeschlossen.

Mit Hilfe des direkten Flachenvergleichs zweier vollstédndig isolierter Signale von
Dihydroergocristin und DMABE konnte mit einem experimentell ermittelten Signal-
verhaltnis von jeweils 1.003:1 mit einer relativen Standardabweichung RSD = 0.36 %

der Priifparameter Selektivitit bestatigt werden.

Linearitat. Zur experimentellen Uberpriifung der Linearitit wurden reale Coder-
gocrinmesilat-Proben NMR-spektroskopisch im geforderten Konzentrationsbereich
vermessen. Fir das Mehrkomponentengemisch wird im Ph. Eur. ein Gesamtgehalt von
98 bis 102 %, bezogen auf die getrocknete Substanz, gefordert [176]; somit muss die
Linearitat fiir Konzentrationen zwischen 78.4 % und 122.4 % gepriift werden. Hierfiir
wurden sieben verschiedene Konzentrationsniveaus im Bereich von 70 bis 130 %
gewahlt, entsprechend einer Einwaage von 10.5 mg bis 19.5 mg Codergocrinmesilat.
Wie in Abbildung [1.7] dargestellt, konnte im angegebenen Konzentrationsbereich ein
linearer Zusammenhang zwischen Signalflache und Konzentration ermittelt werden.
Die Akzeptanzkriterien sind in Tabelle aufgelistet.
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Abbildung 1.7: Graphische Darstellung des ermittelten Gehalts gegen die tatséchliche Ein-
waage von Codergocrinmesilat unter Angabe von Geradengleichung und Bestimmtheitsmafl

(r?).

Tabelle 1.5: Geforderte Akzeptanzkriterien fiir eine lineare Kalibrierfunktion bei der
Gehaltsbestimmung von Wirkstoffen am Beispiel von Codergocrinmesilat.

Akzeptanzkriterien ermittelte Werte
r > 0.999 r=1

b < 2% des Sollwertes b=0.0188 < 0.3
sy <1.5% sy, =0.02%

Robustheit. Die Zusammensetzung des Cy;D-DMSO-d4-Losungsmittelgemisches
besitzt einen signifikanten Einfluss auf die Signalseparation der vier H5'-Resonanzen,
da das entsprechende a-Dihydroergocryptin-Signal mit steigendem DMSO-d4-Anteil
hochfeldverschoben wird (siehe Abschnitt . Der Einsatz von Losungsmittelge-
mischen mit leicht variierendem DMSO-dg-Anteil (8:1, 12:1 (V/V)) besitzt jedoch
keinen signifikanten Einfluss auf die Signalauflosung; in beiden Fallen wird eine
vollstdndige Signalseparation beobachtet. Wie in Abbildung [I.8] dargestellt, zeigen
variierende Losungsmittelzusammensetzungen sowie die Erhéhung der Messtempera-
tur (7" = 305K) bzw. der Scan-Anzahl (NS = 256) keinen signifikanten Einfluss auf
das Ergebnis.

Stabilitat. Die Stabilitdt der Codergocrinmesilat-Untersuchungslésung wurde je-
weils nach 24, 48 und 144 h geprift; hierfiir wurde die Kontrollprobe in dicht ver-

schlossenen NMR-~Ro6hrchen bei Raumtemperatur und unter Lichtschutz gelagert.
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Abbildung 1.8: Einfluss variierender Messparameter wie Losungsmittelzusammensetzung,
Temperatur und Scan-Anzahl auf den Gehalt von Codergocrinmesilat. Die gestrichelte

Linie stellt den Sollwert dar.

Tabelle 1.6: Stabilititspriifung der 'H-NMR-Methode von Codergocrinmesilat. Aufge-
listet sind die Mittelwerte des Gehalts der untersuchten Charge aus sechs unabhéngigen
Experimenten (Cod) zum Zeitpunkt t = 0, 24, 48 und 144 h, die dazugehorige relative
Standardabweichung (RSD) und die jeweilige Anderung zum Kontrollgehalt.

Zeitraum [h] Cod [%] RSD [%] | Verdnderung [%)]
0 95.6 0.1 -
24 95.5 0.1 0.1
48 95.6 0.1 0.0
144 95.5 0.1 0.1

Der zu Beginn der Messreihe unter Wiederholbedingungen erhaltene Gehalt wurde
als Kontrollgehalt definiert. Wie in Tabelle aufgezeigt, ist die Stabilitat der Kon-
trollprobelésung selbst nach einer Zeitdauer von 144 h gewéhrleistet. Die Abweichung
von maximal 0.1 % zum Kontrollwert ist einzig auf die Streuung der sechs unter

Wiederholbedingungen vermessenen Proben pro Zeitpunkt zurtickzufithren.

1.3.1.3. Quantitative Analyse

Fiir die Gehaltsbestimmung der beiden Codergocrinmesilat-Muster wurden jeweils
sechs unabhéngige Einwaagen der Probe nach Zusatz der Internen Referenzsubstanz
DMABE (99.6 %) NMR-spektroskopisch mittels Einfachbestimmung nach der in
Abschnitt beschriebenen "H-NMR-Methode analysiert. Alternativ wurde der
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Tabelle 1.7: Ergebnisse der quantitativen Analyse der beiden Codergocrinmesilat-Muster
mittels ' H-NMR-Spektroskopie unter Einsatz von DMABE als Internen (IS) und Externen
Standard (ES) sowie des ERETIC-Verfahrens (ERETIC) unter Angabe des Mittelwertes
(MW) und der relativen Standardabweichung (RSD).

Muster | Methode | Cor [%] | « [%] Cr [%] B [%] Gehalt
MW [%] RSD [%]
Cod-M1 | IS 324 21.5 31.1 10.5 95.5 0.1
ES 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
Cod-M2 | IS 32.2 21.5 32.3 10.8 96.8 0.1
ES 314 21.3 33.0 10.9 96.6 0.4
ERETIC 31.8 21.8 32.0 10.7 96.4 0.3

Gehalt des Mehrkomponentengemisches gegen DMABE als Externen Standard bzw.
das elektronisch erzeugte ERETIC-Signal unter identischen Aufnahmeparametern
bestimmt. In Tabelle sind die ermittelten Ergebnisse der quantitativen Analyse

zusammengefasst.

1.3.2. 13C-NMR-Spektroskopie

Eine geeignete Alternativmethode zu der im Européaischen Arzneibuch beschriebenen
Reinheitspriifung mittels HPLC [176] bietet die '*C-NMR-Spektroskopie [170]. Die
Signale des C-Atoms in Position 5" weisen fiir die vier Komponenten des Mehrkom-
ponentengemisches deutlich unterschiedliche chemische Verschiebungen auf (Abbil-
dung , so dass die Zusammensetzung des Alkaloidgemisches nach Bestimmung
der entsprechenden Signalflichen mit Hilfe des Normalisierungsverfahrens berechnet
werden kann.

Eigene Untersuchungen unter Verwendung verschiedener Losungsmittel bzw. -
gemische belegen, dass die vier C5’-Resonanzen deutlich separiert im *C-NMR-
Spektrum vorliegen und somit grundsétzlich zur quantitativen Relativbestimmung
geeignet sind. Die 1¥C-NMR-Spektroskopie bietet aufgrund einer deutlich vergroferten
spektralen Breite im Vergleich zur 'H-NMR-Spektroskopie den Vorteil, dass sich selbst
chemisch dhnliche C-Atome in der Regel in ihrer chemischen Verschiebung deutlich

unterscheiden. Wahrend im Protonenspektrum die Signale der CH-, CH,- und CH;-
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Abbildung 1.9: '3C-NMR-Teilspektrum der C5-Region von Codergocrinmesilat in

DMSO-d,.

Tabelle 1.8: Messparameter.

Spektrometer Bruker Avance 400 MHz
NMR-Messkopf BBO-Messkopf
Temperatur 300 K

Datenpunkte 64 K

Impuls 30°

Akquisitionszeit 1.37s

Relaxation Delay 3.37s

Spektrale Breite 238.35 ppm

Spektrale Auflésung 0.73 Hz/Punkt
Scan-Anzahl 4096

Lb-Wert 1.0

Referenzierung DMSO-dg-Signal = 39.5 ppm

Substituenten der Seitenketten tiberlappen, sind diese Signale im *C-Spektrum meist

vollstandig separiert.

Am Beispiel eines Codergocrinmesilat-Musters wurde der Einfluss des NOE auf
die Signalintensitit (siehe Einleitung, Abschnitt und somit auf die Richtig-
keit des Ergebnisses tiberpriift. Unter der Annahme, dass die Signalintensitaten der
C5’-Resonanzen fir alle vier Komponenten in gleichem Ausmafl durch den NOE
verstirkt werden, wird die quantitative Auswertung der 3*C-Signale und somit die Be-
stimmung der Zusammensetzung des Mehrkomponentengemisches unter Einsatz von

'H-Breitband-Entkopplungsexperimenten mit Hilfe des Normalisierungsverfahrens
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Abbildung 1.10: Vergleich der Alkaloid-Zusammensetzung von Codergocrinmesilat-Mus-
ter Cod-M1, untersucht mittels "H- und *C-NMR-Spektroskopie sowie HPLC.

ermoglicht. Hierzu wurden vier unabhéngige Einwaagen des Mehrkomponentengemi-
sches (80mg) in 750 ul DMSO-dg gelost und mittels Einfachbestimmung am NMR-
Spektrometer analysiert und ausgewertet. Die wichtigsten Messparameter sind in
Tabelle zusammengefasst. Die 3C-NMR-spektroskopisch erhaltenen Ergebnisse
zeigen eine hohe Ubereinstimmung mit den entsprechenden 'H-NMR- und HPLC-
Ergebnissen (siehe Abbildung . Die Annahme einer gleichmafigen Intensitats-
verstarkung durch den NOE konnte mit Hilfe der durchgefithrten quantitativen
Messungen bestétigt, die Richtigkeit der mit Hilfe der 'H-NMR-Methode ermittelten
Ergebnisse iiberpriift und die Eignung der quantitativen *C-NMR-Spektroskopie
aufgezeigt werden. Jedoch ist dieses eher unempfindliche Verfahren im Rahmen der
routineméafig durchgefiihrten Qualitatskontrolle aufgrund der langen Messzeiten nur

bedingt einsetzbar.

1.3.3. HPLC
1.3.3.1. Arzneibuchanalytik von Codergocrinmesilat

Zur Gehaltsbestimmung des Mehrkomponentengemisches Codergocrinmesilat wird
in der United States Pharmakopoe (USP) eine isokratische Trennmethode auf oc-
tadecylsilyliertem Sdulenmaterial vorgeschrieben [165]. Die mobile Phase besteht
hier aus einer Mischung von Wasser, Acetonitril und Triethylamin im Verhéltnis
80/20/2.5(V/V/V). Die Komponenten werden mit einer RP18-Saule (300 x 4.0 mm,
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Abbildung 1.11: HPLC-Chromatogramm von Codergocrinmesilat nach USP 31.

5um) bei einer Flussrate von 1.0 ml/min getrennt und bei einer Wellenlénge von
280 nm detektiert. Die Komponenten eluieren in folgender Reihenfolge: Dihydroergo-
cornin, a-Dihydroergocryptin, Dihydroergocristin und S-Dihydroergocryptin (siehe
Abbildung . Fiir die Eignung des Testsystems setzt die USP folgende Kriterien
fest: Auflosung zwischen zwei aufeinanderfolgenden Peaks, Symmetriefaktor und
theoretische Bodenzahl fiir definierte Peaks sowie eine maximale relative Standard-
abweichung bei wiederholter Injektion. Die Quantifizierung erfolgt mittels Externer-
Standard-Methode unter Verwendung einer Codergocrinmesilat-Referenzsubstanz
bekannter Reinheit. Der prozentuale Anteil der einzelnen Alkaloide wird mit Hilfe
des Normalisierungsverfahrens bestimmt.

Das Européische Arzneibuch (Ph. Eur. 6.0) bestimmt die prozentuale Alkaloid-Zu-
sammensetzung ebenfalls unter Einsatz der Fliissigkeitschromatographie; die Methode
ahnelt stark der beschriebenen USP-Methode. Der Gesamtgehalt der Alkaloidmesilate
wird dagegen weiterhin als schwache Kationensdure mit NaOH-Mafllosung unter

potentiometrischer Endpunktanzeige bestimmt [176].

1.3.3.2. Quantitative Analyse

Zur Uberpriifung der Richtigkeit der NMR-spektroskopisch ermittelten Ergebnisse
wurde der Gehalt der beiden Codergocrinmesilat-Muster mit einem zweiten, unabhén-
gigen Messverfahren, der HPLC, bestimmt und die erhaltenen Ergebnisse miteinander
verglichen. Als Referenzverfahren findet hier die in der USP beschriebene Quan-
tifizierungsmethode Einsatz; diese wurde im Zuge der Monographie-Erarbeitung

validiert, gilt fiir die Gehaltsbestimmung als qualifiziert und liefert somit prézise
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Tabelle 1.9: Systemeignungskriterien nach USP 31, bestimmt mit der Referenzlésung von

“USP Ergoloid Mesylates RS”.

Systemeignungskriterien Vorgabe USP 31 ermittelter Wert
Auflésung zwischen o und Cr > 1.35 4.4
Auflésung zwischen Cr und > 1.0 7.2
Symmetriefaktor des -Peaks <25 1.1
theoretische Bodenzahl des S-Peaks > 950 9230

RSD bei wiederholter Injektion <15% 0.1%

Tabelle 1.10: Ergebnisse der quantitativen Analyse der beiden Codergocrinmesilat-Muster
nach USP 31 mittels Externer-Standard-Methode (ES) unter Angabe des Mittelwertes

(MW) und der relativen Standardabweichung (RSD).

Muster | Methode | Cor [%] | « [%)] Cr [%] B [%] Gehalt

MW [%] RSD [%)]
Cod-M1 ES 33.4 21.9 30.1 10.6 96.0 0.5
Cod-M2 32.9 22.0 30.8 10.8 96.5 0.5

und richtige Ergebnisse. Zur Quantifizierung von Codergocrinmesilat wurden jeweils
sechs unabhéngige Einwaagen des Analyten und der zertifizierten Referenzsubstanz
(USP Ergoloid Mesylates RS: 96.55 %) mittels Dreifachbestimmung analysiert. Die
geforderten Systemeignungskriterien wurden erfiillt, so dass eine quantitative Auswer-
tung ermdglicht wurde (Tabelle [1.9). Die Ergebnisse der Externen-Standard-Methode
sind in Tabelle zusammengestellt. Eine abschlieBende Bewertung der Ergebnisse
mittels NMR-Spektroskopie und HPLC erfolgt in Abschnitt [1.6]

1.4. Clomifencitrat

Clomifencitrat, ein Stilben-Derivat, liegt aufgrund der unterschiedlichen raumlichen
Anordnung des Chlor-Substituenten beziiglich der Doppelbindung zu etwa gleichen
Teilen als E- und Z-Isomer vor (Abbildung . Der Arzneistoff zahlt zur Gruppe
der Antiestrogene; diese Substanzgruppe vermag die Estrogenwirkung ganz bzw.
teilweise aufzuheben. Meist handelt es sich hier um partielle Antagonisten, d. h. Stoffe,
die nur noch eine schwach agonistische, also estrogene Wirkungskomponente aufwei-

sen; hierzu zahlt auch das Isomerengemisch Clomifencitrat. Das pharmakologisch
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Abbildung 1.12: Chemische Struktur von Clomifencitrat.

aktive E-Isomer weist antiestrogene Aktivitat auf, wahrend das Z-Isomer schwach
estrogene Wirkung zeigt [177]. Der Wirkungsmechanismus beruht auf einer durch
Clomifencitrat hervorgerufenen Aufhebung des negativen Riickkopplungseffekts der
Estrogene im Hypothalamus durch Blockade der Rezeptoren. Dies fiithrt zu einer
vermehrten Freisetzung von Gonadoliberin und somit zu einer erhdhten Ausschiittung
von Gonadotropin; bei Frauen mit anovulatorischen Zyklen kann so eine Ovulation
ausgelost werden. Eingesetzt wird Clomifencitrat zur Ovulationsauslosung bei Frauen

mit unerfilltem Kinderwunsch infolge anovulatorischer Zyklen [178].

1.4.1. 'H-NMR-Spektroskopie
1.4.1.1. Methodenentwicklung

Signalzuordnung. Eine eindeutige Zuordnung der 'H-Signale erfolgte mit Hilfe
zusitzlicher ein- und zweidimensionaler Experimente fiir alle aliphatischen Protonen
sowie fiir vollstdandig separierte Resonanzen im aromatischen Bereich; in Abbil-
dung sind die Signale den entsprechenden Protonen zugeordnet. Das zweidimen-
sionale (H,H)-korrelierte COSY-Experiment ermoglicht die Einteilung der Signale
entsprechend ihrer Zugehorigkeit in zwei Gruppen — E- und Z-Isomer — mit Hilfe
sogenannter Diagonal- und Korrelationspeaks. Die Korrelationssignale treten immer
dann auf, wenn zwei oder mehrere Kerne iiber eine skalare Kopplung miteinander
verkntipft sind; sie bilden mit den Diagonalpeaks die Ecken eines Quadrats (siehe
Abbildung [1.13). Aliphatische und aromatische Protonen, die im Abschirmungskegel
der beiden Phenyl-Substituenten liegen, werden hochfeldverschoben; folglich liegen

die Protonen des substituierten Phenylrings sowie der aliphatischen Seitenkette
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Abbildung 1.13: Zweidimensionales (H,H)-korreliertes COSY-Spektrum von Clomifen-
citrat in DMSO-dg. Die durch Hilfslinien verbundenen Diagonal- und Korrelationspeaks
zeigen an, welche Protonen skalar gekoppelt sind und ermoglichen die Einteilung der Reso-
nanzen entsprechend ihrer Isomeren-Zugehorigkeit. Dabei bezeichnet “+” das Z-Isomer
und “x” das E-Isomer von Clomifencitrat.

von E-Clomifencitrat im Vergleich zum Z-Isomer im Hochfeld. Dies konnte durch
Vergleichsspektren der Einzelkomponenten [I79] und “Spiking-Experimente” von

Z-Clomifencitrat zum Isomerengemisch bestétigt werden.

Variation des Losungsmittels. Diastereomere besitzen unterschiedliche physika-
lisch-chemische Eigenschaften und weisen dementsprechend unterschiedliche NMR-
Spektren auf; oftmals unterscheiden sich die chemischen Verschiebungen eines de-
finierten Protons jedoch nur geringfiigig, so dass Signaliiberlagerungen beobachtet
werden.

Fiir Triphenylethylen-Derivate konnte im Rahmen detaillierter !H-NMR-spektrosko-
pischer Untersuchungen aufgezeigt werden, dass sich die chemischen Verschiebungen
der aromatischen Protonen in Position 1" und 2’ fiir die beiden Isomere deutlich von-
einander unterscheiden [I79-183]. Die entsprechenden Signale des E-Isomers werden
aufgrund des Abschirmungseffekts der beiden benachbarten, unsubstituierten Phe-
nylringe deutlich hochfeldverschoben; die Resonanzen des Z-Isomers liegen aufgrund
ihrer rdumlichen Néhe zum stark elektronegativen Chlor-Substituenten weit im Tief-
feld. Eigene NMR-Experimente von Clomifencitrat in DMSO-d, konnten diese in der

Literatur beschriebenen Ergebnisse bestétigen; die entsprechenden Resonanzen der
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Abbildung 1.14: 'H-NMR-Spektrum von Clomifencitrat in DMSO-dj.

beiden Isomere zeigen deutlich voneinander abweichende chemische Verschiebungen
auf und konnen zur quantitativen Analyse herangezogen werden (Abbildung .
Erste Experimente in DMSO-dg zeigten zudem, dass eine quantitative Bestimmung
des Isomerengemisches auch iiber die Integration von Signalen aliphatischer Protonen
der Seitenkette moglich ist (Abbildung . Wiéhrend die aliphatischen Protonen
(H1) in direkter Nédhe zum Phenylring deutlich basisliniengetrennte Signale aufweisen,
unterscheiden sich die chemischen Verschiebungen der aliphatischen Protonen fiir
beide Isomere mit zunehmender Entfernung vom aromatischen Ringsystem nur noch
geringfligig; die Signalseparation nimmt ab und es sind Signaliiberlagerungen im
'H-NMR-Spektrum zu beobachten (Abbildung [1.14).

Im Rahmen der Methodenentwicklung wurde nun der Einfluss des Losungsmit-
tels auf die chemische Verschiebung bestimmter Protonen naher untersucht; der
Schwerpunkt wurde hier auf die E/Z-Signaltrennung der aliphatischen Protonen in
Position 1 und der aromatischen Protonen in Position 1’ gelegt (siehe Abbildung|[1.12)).
Aufgrund der geringen Loslichkeit der Substanz in apolaren Losungsmitteln und
Wasser [184] [I85] mussten fiir eine vollstandige Loslichkeit der Probe geringe Mengen
an CD;0D als Losungsvermittler zugesetzt werden (Tabelle .

Mit Ausnahme von D,O konnte in allen anderen Losungsmitteln bzw. -gemischen
eine Separation der H1-Signale der beiden Isomere erzielt werden. Wahrend der Signal-
abstand zwischen den beiden Tripletts in CD;OD und CDCl;-CD3;OD-Gemischen
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Tabelle 1.11: Eingesetzte Losungsmittel fiir die Signalseparation von Clomifencitrat sowie
dessen Loslichkeit im jeweiligen Losungsmittel.

Loslichkeit _ apo.lar , . polar ,
aromatisch | nicht-aromatisch | aprotisch protisch

gering CeDg CDCl, D,0O

hoch DMSO-d, CD,0OD

E1°

C¢Ds:CD,0D WM M
I
| E1
CDCl,:CD,0D JUL

. E1
l
CD,0D M
E2’ E1*
73
z1
DMSO-dg

[ I I I I I I I I I I I I I
7.7 7.5 7.3 7.1 6.9 6.7 6.5 ppm

Abbildung 1.15: 'H-NMR-Teilspektren der aromatischen Region von Clomifencitrat in
unterschiedlichen Losungsmitteln.

zu DMSO-dg vergleichbare Werte liefert (Ad = 671 — dg1 ~ 55 Hz), konnte diese
beim Wechsel zu aromatischen Losungsmittelgemischen wie C;Dg-CD35OD gesteigert
werden (Ad ~ 75Hz). Jedoch muss hier, bedingt durch eine geringe Loslichkeit der
Probe in C4Dyg, der Anteil des Losungsvermittlers in Abhangigkeit der Clomifencitrat-
Konzentration variiert werden, wodurch die Robustheit der Methode beeintrichtigt
wird.

Des Weiteren wurde der Losungsmitteleffekt auf die Signalverschiebung der aro-
matischen Protonen, insbesondere H1’, in den verwendeten Losungsmitteln naher
untersucht (Abbildung ; die Messungen in D,O-CD;0D wurden hier aufgrund

breiter, iiberlappender Resonanzen nicht beriicksichtigt. In allen vier Losungsmitteln
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Tabelle 1.12: Bestimmung von T}-Relaxationszeiten der zu integrierenden 'H-Signale von
Clomifencitrat und dem Internem Standard Nicotinamid.

Komponente 'H-Signal T-Zeit [s]

Clomifencitrat CH (Pos. 1) 0.3
aromat. H 1.1-1.6

Nicotinamid (IS) | CH (Pos.2) 3.9
CH (Pos. 6) 4.8

wurde fiir die beiden zum Sauerstoff ortho-standigen Protonen (H1") des Phenoxy-
rings eine deutliche Hochfeldverschiebung des E-Isomers beobachtet; diese ist in
apolaren Losungsmitteln besonders ausgepragt. Bedingt durch starke Signaliiber-
lagerungen im aromatischen Bereich ist beim Einsatz apolarer Losungsmittel eine
quantitative Bestimmung von Z-Clomifencitrat nicht moglich. In polaren Losungs-
mitteln, insbesondere beim Einsatz von DMSO-dg, wird dagegen fiir beide Isomere
mindestens eine separierte Resonanz im NMR-Spektrum gefunden (Abbildung .
Die optimale Signalseparation der beiden geometrischen Isomere von Clomifencitrat
wird in DMSO-dg erzielt.

Interner Standard und T3-Relaxationszeiten. Fiir die quantitative Bestimmung
von Clomifencitrat wurde Nicotinamid (NA) als geeigneter Interner Standard er-
mittelt. Wie in Abbildung dargestellt, eignet sich das Proton in Position 2
(6 = 9.03 ppm) sowie das Proton in Position 6 (§ = 8.69 ppm) fiir die quantitative
Analyse. Da das aromatische Proton H2 eine deutlich kiirzere T}-Relaxationszeit
als das Proton H6 aufweist (Tabelle [1.12), wurde fiir die Gehaltsbestimmung die
H2-Resonanz zur Integration herangezogen. Das Verhéltnis von Analyt zu Referenz-
material wurde so gewahlt, dass die zur Integration herangezogenen Resonanzen
ahnliche Signalintensitéten aufweisen (Verhéltnis Analyt/Interner Standard ~ 3.5:1).
Die Lange des “Relaxation Delay” wurde durch den am langsamsten relaxierenden
Kern, die H2-Resonanz von Nicotinamid, bestimmt (siehe Tabelle .

'H-NMR-Methode. Fiir die Gehaltsbestimmung von Clomifencitrat wurden etwa
14 mg des Isomerengemisches und 4 mg des Internen Standards Nicotinamid genau

abgewogen und in 750 ul DMSO-dg gelést. Anschlieend wurde ein definiertes Vo-
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Abbildung 1.16: '"H-NMR-Teilspektrum von Clomifencitrat mit dem Internen Standard

Nicotinamid (NA) in DMSO-d.

Tabelle 1.13: Messparameter.

Spektrometer
NMR-Messkopf
Temperatur
Datenpunkte
Impuls
Akquisitionszeit
Relaxation Delay
Spektrale Breite
Spektrale Auflésung
Scan-Anzahl
Lb-Wert

Referenzierung

Bruker Avance 400 MHz
BBO-Messkopf

300K

64 K

90°

5.11s

20.11s - AQ+ D1 >5-T)
16 ppm

0.2 Hz/Punkt

32 — S/N(Z) ~ 750:1

0.3

DMSO-d¢-Signal = 2.5 ppm

lumen von 700 pul der Untersuchungslosung in ein NMR-~Ro6hrchen iiberfiithrt und
NMR-spektroskopisch vermessen. Die wichtigsten Messparameter sind in Tabelle

zusammengefasst; diese wurden an die entwickelte NMR-~-Methode optimal ange-

passt. Nach Aufnahme des NMR-Spektrums wurde die Phase manuell angepasst,

die Basislinie im Bereich der zu integrierenden Signale korrigiert und die entspre-

chenden Resonanzen von Analyt und Internem Standard manuell integriert. Die

Bestimmung des absoluten Gehalts von Clomifencitrat erfolgte, wie in der Einleitung

in Abschnitt beschrieben, nach Gleichung (2.24)).
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Abbildung 1.17: Richtigkeitsnachweis der 'H-NMR-Methode von Clomifencitrat. Gra-
phisch dargestellt ist der Gehalt von Clomifencitrat (Clom) sowie der beiden Einzelisomere
(Z, E) mittels "H-NMR-Spektroskopie unter Einsatz von DMSO-dg bzw. CD3;0D sowie
HPLC als zweites, unabhéngiges Verfahren.

1.4.1.2. Methodenvalidierung

Richtigkeit. Der Nachweis der Richtigkeit der 'H-NMR-Methode zur Gehaltsbe-
stimmung von Clomifencitrat erfolgte mit Hilfe eines Methodenvergleichs gegen die
in der USP beschriebene Gehaltsbestimmung mittels HPLC [166] (siehe Abschnitt
. Da der experimentell ermittelte t-Wert mit ¢ = 2.35 kleiner als der tabellierte
t-Wert ti., = 2.57 ist, kann kein signifikanter Unterschied festgestellt werden; somit
liefert die 'H-NMR-Methode richtige Ergebnisse (siche Abbildung .

Da beim Einsatz anderer Losungsmittel wie beispielsweise CD;0OD ebenfalls ei-
ne vollstdndige Separation der beiden H1-Resonanzen erzielt werden konnte, kann
die Richtigkeit der DMSO-dg-Methode durch weitere quantitative Experimente in
anderen Losungsmitteln bestéatigt und gegebenenfalls systematische Fehler erkannt
werden. Der Gehalt der Clomifencitrat-Probe wurde dafiir zeitnah mit CD;0D als
Losungsmittel NMR-spektroskopisch mit sechs unabhangigen Experimenten ermittelt.
Die Messparameter wurden fiir diese Bestimmung nicht verdndert; einzig der “Rela-
xation Delay” wurde an die in CD;OD ermittelten 7;-Relaxationszeiten von Analyt
und Internem Standard aufgrund einer langsameren Relaxation des H2-Protons von
Nicotinamid angepasst (77 ~ 4.6s; somit RD = 23.1s). Beide NMR-~Methoden liefern
vergleichbare Ergebnisse (siche Abbildung .
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Abbildung 1.18: Graphische Darstellung der sechs Einzelergebnisse zur Bestimmung
der Wiederholprézision. Der Mittelwert der Einzelwerte wird durch die gestrichelte Linie
dargestellt.

Tabelle 1.14: Uberpriifung der Labor- und Vergleichsprizision der 'H-NMR-Methode von
Clomifencitrat. Aufgelistet ist der ermittelte Gehalt der untersuchten Charge aus jeweils
sechs unabhéngigen Einwaagen (Clom) an zwei aufeinanderfolgenden Tagen sowie in zwei
Laboratorien unter Angabe der jeweiligen relativen Standardabweichung (RSD).

Clom [%] | RSD [%]
Tag 1 97.5 0.2
Tag 2 97.6 0.2
Labor 1 97.4 0.3
Labor 2 97.1 0.5

Prazision. Wie in Abbildung dargestellt, streuen die Einzelmesswerte bei der
Bestimmung der Wiederholprézision mit einer relativen Standardabweichung von
RSD = 0.2 % nur geringfigig um den Mittelwert. Die Bestimmung der Laborpréazision
an zwei unterschiedlichen Tagen liefert vergleichbare Mittelwerte und Variationsko-
effizienten (siehe Tabelle [1.14)); die nach Horwitz maximal erwartete Streuung von
maximal 1.34 % wird deutlich unterschritten.

Zur Uberpriifung der Vergleichsprizision wurden, wie in Tabelle zusaminen-
gefasst, in zwei Laboratorien unter Wiederholbedingungen vergleichbare Ergebnisse
mit dhnlich geringer Streuung erzielt, die deutlich unter der von Horwitz maximal

erwarteten Streuung von 2.0 % unter Vergleichsbedingungen liegen.
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Tabelle 1.15: Geforderte Akzeptanzkriterien fiir eine lineare Kalibrierfunktion bei der
Gehaltsbestimmung von Wirkstoffen am Beispiel von Clomifencitrat.

Akzeptanzkriterien ermittelte Werte
r > 0.999 r = 0.9999

b < 2% des Sollwertes b= 0.0692 < 0.28
Sy < 1.5% sy = 0.04%

Selektivitat. Die Variation von Temperatur und Losungsmittel hat im Rahmen
der Methodenentwicklung keine Signaltiberlagerung mit anderen Komponenten bzw.
potentiellen Verunreinigungen ergeben. Die Auswertung von 2D-NMR-Spektren
bestatigt diese Annahme, da das Fehlen zusatzlicher Kreuzsignale im H1-Bereich die
Anwesenheit weiterer Signale unter den betrachteten Resonanzen ausschlieit. Zudem
wurden durch die Aufnahme des 'H-NMR-Spektrums des reinen Losungsmittels
DMSO-dg Wechselwirkungen mit Signalen des Losungsmittels bzw. darin enthaltener
Verunreinigungen ausgeschlossen. Mit Hilfe des direkten Flachenvergleichs der beiden
H1-Signale mit den vollstandig separierten aromatischen Resonanzen E1’ und 73’
konnte fiir beide Isomere mit einem experimentell ermittelten Signalverhéltnis von
1.007:1 (RSD = 0.33%) fiir E-Clomifencitrat und 1.017:1 (RSD = 0.31 %) fiir das
Z-Isomer die Reinheit der zur quantitativen Analyse herangezogenen H1-Signale

bestatigt werden. Somit ist die Selektivitat der Methode gezeigt.

Linearitat. Zur experimentellen Uberpriifung der Linearitéit wurde eine reale Clomi-
fencitrat-Probe unter quantitativen Bedingungen NMR-spektroskopisch im geforder-
ten Konzentrationsbereich vermessen. Fiir das Isomerengemisch wird im Européischen
Arzneibuch ein Gesamtgehalt von 98 bis 101 % gefordert, bezogen auf die getrocknete
Substanz [176]; somit muss die Linearitat fiir Konzentrationen zwischen 78.4 % und
121.2 % geprift werden. Hierfiir wurden sieben verschiedene Konzentrationsniveaus
im Bereich von 70 bis 130 % gewéhlt, entsprechend einer Einwaage von 9.8 mg bis
18.2 mg Clomifencitrat.

Wie in Abbildung dargestellt, konnte im angegebenen Konzentrationsbereich

ein linearer Zusammenhang zwischen Signalfliche und Konzentration ermittelt werden;

die Akzeptanzkriterien sind in Tabelle aufgelistet.
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Abbildung 1.19: Graphische Darstellung des ermittelten Gehalts gegen die tatséchliche
Einwaage von Clomifencitrat unter Angabe von Geradengleichung und Bestimmtheitsmaf3

(r?).

Robustheit. Wie in Abbildung dargestellt, sind die Ergebnisse der Gehalts-
bestimmung von Clomifencitrat robust gegentiber einer Variation von Scan-Anzahl
und Impulswinkel; dies gilt, solange das Signal-Rausch-Verhaltnis mindestens 250:1
betrdgt. Die Einzelergebnisse bei Variation der Scan-Anzahl weisen vergleichbare
Streuungen im Bereich von 0.1 und 0.2 % auf. Durch eine Verkleinerung des Pulswin-
kels, unter Beriicksichtigung des geforderten Signal-Rausch-Verhéltnisses, konnten
zudem vergleichbare FErgebnisse in einer kiirzeren Messdauer erzielt werden. Auch
die Quantifizierung bei 315 K anstelle von 300 K zeigt keinen signifikanten Einfluss
auf das Ergebnis; die Temperaturdnderung hat zudem keinen sichtbaren Effekt auf
die Signalseparation.

NMR-Experimente liefern, wie in Abbildung [T.21]dargestellt, mit einem “Relaxation
Delay” < 5 - T aufgrund einer unvollstindigen Relaxation des Spinsystems falsche
Ergebnisse; so weist beispielsweise der Gehalt der Probe bei einem zu kurz gewéahlten
“Relaxation Delay” von 6 eine signifikante Abweichung von etwa 27 % zum “wahren”
Clomifencitrat-Gehalt auf; vergleichbare Ergebnisse werden erst ab einer ausreichend

langen Wartezeit von mindestens 5 - T} erhalten.

Stabilitat. Die Stabilitdt der Clomifencitrat-Untersuchungslésung wurde nach 24,
48, 72 und 96 h gepriift; hierfiir wurde die Kontrollprobe in dicht verschlossenen NMR-

Rohrchen bei Raumtemperatur und unter Lichtschutz gelagert. Der zu Beginn der
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Abbildung 1.20: Einfluss variierender Messparameter wie Scan-Anzahl (8, 16, 32, 64, 128),
Impulswinkel (30°) und Temperatur (315 K) auf die Gehaltsbestimmung von Clomifencitrat.
Der Sollwert wird durch die gestrichelte Linie dargestellt.
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Abbildung 1.21: Abhéngigkeit des ermittelten Gehalts von Clomifencitrat von der Lénge
des “Relaxation Delay”.

Messreihe unter Wiederholbedingungen erhaltene Gehalt wurde als Kontrollgehalt
definiert. Wie in Tabelle aufgezeigt, ist die Stabilitdt der Kontrollprobelosung

iiber eine Zeitdauer von 96 h gewéhrleistet, da keine signifikanten Abweichungen

beobachtet werden konnten.

1.4.1.3. Quantitative Analyse

Fiir die Gehaltsbestimmung des Clomifencitrat-Musters wurden sechs unabhéngige

Einwaagen der Probe nach Zusatz des Internen Standards Nicotinamid (99.5 %)
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Tabelle 1.16: Stabilititspriifung der 'H-NMR-Methode von Clomifencitrat. Aufgelistet
sind die Mittelwerte (Clom) des Gehalts der untersuchten Charge aus sechs unabhéngi-
gen Experimenten zum Zeitpunkt ¢ = 0, 24, 48, 72 und 96 h, die dazugehdrige relative
Standardabweichung (RSD) und die jeweilige Anderung zum Kontrollgehalt.

Zeitraum [h] | Clom [%] RSD [%] | Veranderung %]
0 97.5 0.1 -
24 97.6 0.1 0.1
48 97.4 0.2 0.1
72 97.5 0.2 0.0
96 97.2 0.2 0.3

Tabelle 1.17: Ergebnisse der quantitativen Analyse des Clomifencitrat-Musters mittels
'H-NMR-Spektroskopie unter Einsatz von Nicotinamid als Internen (IS) und Thymol als
Externen Standard (ES) sowie unter Einsatz des ERETIC-Verfahrens (ERETIC) unter
Angabe des Mittelwertes (MW) und der relativen Standardabweichung (RSD).

Methode | Z-Clom [%] | E-Clom [%] Gehalt

MW [%] RSD [%)]
IS 41.3 56.1 974 0.3
ES 41.5 59.5 96.9 0.6
ERETIC 41.2 54.8 96.0 0.6

NMR-spektroskopisch mittels Einfachbestimmung nach der in Abschnitt
beschriebenen *H-NMR-Methode analysiert. Alternativ wurde der Gehalt des Mehr-
komponentengemisches gegen Thymol (99.9%) als Externen Standard bzw. das
elektronisch erzeugte ERETIC-Signal unter identischen Aufnahmeparametern be-
stimmt. In Tabelle sind die ermittelten Ergebnisse der quantitativen Analyse

zusammengefasst.

1.4.2. HPLC
1.4.2.1. Arzneibuchanalytik von Clomifencitrat

Zur Gehaltsbestimmung des E/Z-Isomerengemisches Clomifencitrat wird in der Uni-
ted States Pharmakopoe (USP) eine isokratische Trennmethode auf butylsilyliertem
Saulenmaterial vorgeschrieben [166]. Die mobile Phase besteht aus einer Mischung
aus Methanol, Wasser und Triethylamin im Verhéltnis 55/45/0.3 (V/V/V) und
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Abbildung 1.22: HPLC-Chromatogramm von Clomifencitrat nach USP 31.

wird mit Phosphorsédure auf einen pH-Wert von 2.5 eingestellt. Die zwei Isomere
werden mit einer RP4-Séule (250 x 4.6 mm, 5 um) bei einer Flussrate von 1.0 ml/min
getrennt, die Detektion erfolgt bei einer Wellenlange von 233 nm. Zunéchst eluiert
Z-Clomifencitrat, danach E-Clomifencitrat (Abbildung . Fiir die Uberpriifung
der Systemeignung setzt die USP die Kriterien Auflésung zwischen zwei aufeinan-
derfolgende Peaks, Symmetriefaktor und theoretische Bodenzahl sowie maximale
relative Standardabweichung bei dreifacher Injektion fest. Die Quantifizierung er-
folgt mittels Externer-Standard-Methode unter Verwendung einer Clomifencitrat-
Referenzsubstanz bekannter Reinheit.

Das Européische Arzneibuch (Ph. Eur. 6.0) limitiert den Gehalt des pharmakolo-
gisch inaktiven Z-Isomers im Rahmen der Priifung auf Reinheit durch den Einsatz
der Fliissigkeitschromatographie an einer unmodifizierten Kieselgelphase mit Tri-
ethylamin-haltigem Eluens; der deklarierte Gehalt des Z-Isomers in Clomifencitrat
CRS ermoglicht die Berechnung des Prozentgehalts an Z-Clomifencitrat im Isomeren-
gemisch. Der Gesamtgehalt von Clomifencitrat wird dagegen weiterhin in wasserfreier
Essigsaure mit Perchlorsdure-Maflosung unter potentiometrischer Endpunktanzeige
bestimmt [184].

1.4.2.2. Quantitative Analyse

Zur Uberpriifung der Richtigkeit der NMR-spektroskopisch ermittelten Ergebnisse
wurde der Gehalt des Clomifencitrat-Musters mit der in der USP beschriebenen Ge-

haltsbestimmung mittels HPLC bestimmt, die im Zuge der Monographie-Erarbeitung
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Tabelle 1.18: Systemeignungskriterien nach USP 31, bestimmt mit der Referenzlésung
von “USP Clomiphene Citrate RS”.

Systemeignungskriterien Vorgabe USP 31 ermittelter Wert
Auflésung zwischen Z- und E-Clom >1.5 6.8
Symmetriefaktor des E-Peaks < 3.0 0.7
theoretische Bodenzahl des E-Peaks > 2000 10922
RSD bei wiederholter Injektion <2.0% 0.2%

Tabelle 1.19: Ergebnisse der quantitativen Analyse des Clomifencitrat-Musters nach
USP 31 mittels Externer-Standard-Methode (ES) unter Angabe des Mittelwertes (MW)
und der relativen Standardabweichung (RSD).

Methode | Z-Clom [%] | E-Clom [%)] Gehalt
MW [%]  RSD [%]

ES 41.3 56.1 97.4 0.3

validiert wurde und somit konventionell prazise und richtige Ergebnisse liefert. Zur
Quantifizierung von Clomifencitrat wurden jeweils sechs unabhéngige Einwaagen
des Analyten und der zertifizierten Referenzsubstanz (USP Clomiphene Citrate RS:
99.2 %) mittels Dreifachbestimmung analysiert. Die geforderten Systemeignungskri-
terien wurden erfiillt, so dass eine quantitative Auswertung ermoglicht wurde (siehe
Tabelle [L.18)). Die Ergebnisse der Externen-Standard-Methode sind in Tabelle
zusammengestellt. Eine abschlieSende Bewertung der Ergebnisse, die mittels NMR-
Spektroskopie und HPLC erhalten wurden, wird in Abschnitt vorgenommen.

1.5. Flupentixoldihydrochlorid

Flupentixoldihydrochlorid liegt, bedingt durch eine asymmetrisch substituierte Dop-
pelbindung im Molekiil, zu etwa gleichen Teilen in zwei stereoisomeren Formen vor,
dem E- und Z-Flupentixol (Abbildung[1.23)). Der Arzneistoff z&hlt als hochpotentes
Neuroleptikum der Thioxanthen-Reihe zu den klassischen, trizyklischen Neuroleptika.
Die pharmakologisch aktive Komponente ist hier das Z-Flupentixol; das E-Isomer
weist eine um den Faktor 50 bis 700 geringere Aktivitdt auf [I86]. Die antipsy-

chotische Wirkung beruht auf der Blockade von verschiedenen Neurotransmitter-
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E-lsomer Z-lsomer

Abbildung 1.23: Chemische Struktur von Flupentixoldihydrochlorid.

Rezeptoren; vorwiegend wird die Bindung endogener Agonisten an dopaminerge
D;- und Ds-Rezeptoren gehemmt. Des Weiteren bindet Flupentixol an serotonerge
5-HTy-Rezeptoren, mit geringerer Affinitdt auch an histaminerge H;- und adrenerge
a1-Rezeptoren. Eingesetzt wird Flupentixoldihydrochlorid sowohl bei akuten psycho-
tischen Syndromen wie z. B. paranoider und paranoid-halluzinatorischer Zusténde als
auch zur Langzeitbehandlung von schizophrenen Psychosen. Das klinische Wirkprofil
ist charakterisiert durch antipsychotische Wirkungen wie Reduktion von Wahn, Hal-
luzinationen, schizophrene Ich-Stérungen und Denkzerfahrenheit sowie Dampfung

psychomotorischer Erregung und affektiver Gespanntheit [178].

1.5.1. 'H-NMR-Spektroskopie
1.5.1.1. Methodenentwicklung

Signalzuordnung. Eine eindeutige Zuordnung der 'H-Signale erfolgte mit Hilfe ein-
und zweidimensionaler Experimente fiir alle aliphatischen Protonen sowie fiir vollstan-
dig separierte Resonanzen im aromatischen Bereich; in Abbildung[I.24]sind die Signale
den entsprechenden Protonen zugeordnet. Das zweidimensionale (H,H)-korrelierte
COSY-Experiment erlaubt hier die Einteilung der Signale entsprechend ihrer Zu-
gehorigkeit in zwei Gruppen (E- und Z-Tsomer); “Spiking-Experimente” mit den

Einzelkomponenten ermoéglichen die Komponentenzuordnung.

Variation des Losungsmittels. Erste NMR-spektroskopische Untersuchungen der
beiden Einzelkomponenten in D,O zeigen, dass die beiden Diastereomere zwar un-

terschiedliche Spektren aufweisen, sich die beiden chemischen Verschiebungen eines
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Abbildung 1.24: 'H-NMR-Spektrum von Flupentixoldihydrochlorid in D,O.

definierten Protons jedoch meist nur geringfiigig unterscheiden, so dass partielle bzw.
vollstandige Signaliiberlagerungen beobachtet werden; diese sind fiir die aliphatischen
Resonanzen erwartungsgemafl umso ausgepragter, je grofer die Entfernung zur Dop-
pelbindung ist. Das direkt an die Doppelbindung gebundene Wasserstoffatom H1’
weist somit fiir beide Komponenten die am deutlichsten ausgeprégte Signalseparation
auf; die beiden Tripletts sind zu erkennen, jedoch wird keine vollstandige Signalsepara-
tion erzielt (Abbildung [1.24). Auch der aromatische Bereich des 'H-NMR-Spektrums
ist durch starke Signaliiberlagerungen gekennzeichnet; einzig die H1-Resonanz von
E-Flupentixol ist aufgrund der starken Tieffeldverschiebung vollstandig separiert und
eignet sich fiir die quantitative Analyse. Da fiir das Z-Isomer beim Einsatz von D,O
keine vollstdndig isolierte Resonanz gefunden werden konnte, ist dessen quantitative
Bestimmung nur indirekt mittels Subtraktion der bekannten Signalfliche der aroma-
tischen H1-Resonanz von E-Flupentixol von der Gesamtflache der iiberlappenden
H1’-Signale moglich.

Im Rahmen der Methodenentwicklung wurde durch den Einsatz unterschiedlicher
Loésungsmittel bzw. -gemische (Tabelle die Signalseparation der H1’-Resonanzen
optimiert. Aufgrund der geringen Loslichkeit der Substanz in Acetonitril sowie apola-
ren Losungsmitteln wie Chlorform, Benzol und Toluol [167, [187] mussten fur eine

vollstéandige Losung der Probe geringe Mengen an polaren Losungsvermittlern wie
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Tabelle 1.20: Eingesetzte Losungsmittel fiir die Signalseparation von Flupentixoldihydro-
chlorid sowie dessen Loslichkeit im jeweiligen Losungsmittel.

Loslichkeit . apoilar _ , polar ,
aromatisch | nicht-aromatisch | aprotisch protisch
CDCl ACN-d
seHne Toluol-dg 3 3
D,O
hoch DMSO-d 2
o ¢ | D,0D

CD;0D bzw. DMSO-dg zugesetzt werden.

Der Einsatz von CD;0D zeigt im Vergleich zu Experimenten in D,O keine Ver-
besserung der H1’-Signalseparation (Abbildung b). In polaren, aprotischen Lo-
sungsmitteln wie DMSO-dy und ACN-d3-D,O-Gemischen ist sogar eine deutliche
Verschlechterung der E/Z-Trennung zu beobachten; sehr dhnliche chemische Ver-
schiebungen verhindern infolge der starken Signaliiberlagerung das Erkennen der
Triplettform (Abbildung a). Der Wechsel von polaren zu apolaren Losungsmit-
teln wie CDCI; ermoglicht hingegen eine vollstdndige Separation der H1’-Signale
der beiden Isomere (Abbildung [1.25|c). Beim Einsatz von aromatischen Lésungsmit-
telgemischen wie C;Dg und Toluol-dg mit geringen Mengen des Losungsvermittlers
CD,OD wird die Separation der beiden Signale verbessert (Abbildung [1.25]d). Der
Einsatz von Toluol-dg ist aufgrund der deutlich besseren Feinstrukturaufiosung ge-
gentiber C;Dg zu bevorzugen. Eine optimale Signalseparation der beiden Isomere
von Flupentixoldihydrochlorid wird in einem Loésungsmittelgemisch von Toluol-dg

und CD4;OD im Verhéltnis 5:1 (V/V) erzielt.

Interner Standard und 73-Relaxationszeiten. Fiir die quantitative Bestimmung
von Flupentixoldihydrochlorid wurde DMABE als geeigneter Interner Standard er-
mittelt. Wie in Abbildung dargestellt, eignen sich die Protonen in Position 3/5
(0 = 6.40 ppm) sowie die Protonen in Position 2/6 (0 = 8.02ppm) fiir die quan-
titative Analyse. Da die aromatischen Protonen H3/H5 eine deutlich kiirzere 77-
Relaxationszeit als die Protonen H2/H6 aufweisen (Tabelle [I.21)), wurde fiir die
Gehaltsbestimmung die H3/H5-Resonanz zur Integration herangezogen. Das Ver-

héaltnis von Analyt zu Referenzmaterial wurde so gewéhlt, dass die zur Integration
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DMSO-dg ACN-d;-D,0 (15:1 (VIV))
a) ZIE ZIE
6.15 6.10 6.05 ppm 6.05 6.00 595 5.90 ppm
polar, aprotische LM l
D,O CD,0D
b) z E z E
595 590 585 ppm 6.05 6.00 5.95 ppm
polar, protische LM
CDCI;-CD50D (6.5:1 (V/V)) Toluol-dg-CD30D (5:1 (V/V))
c) z E d) z E
585 580 575 570 ppm 5.80 5.70 5.60 ppm
apolares, nicht-aromatisches LM apolares, aromatisches LM

Abbildung 1.25: 'H-NMR-Teilspektrum der H1’-Region von Flupentixoldihydrochlorid,
geordnet nach verbesserter Signalseparation, fiir folgende Loésungsmittel: a) DMSO-dg
(links), ACN-d3-D,O (rechts), b) D,O (links), CD;OD (rechts), c) CDCl;-CD3;0D,
d) Toluol-dg-DMSO-dg. Eine optimale Signaltrennung wird in Toluol-dg-CD3;O0D 5:1 (V/V)
erzielt. Beim Einsatz von Losungsmittelgemischen sind die entsprechenden Mischungsver-
héltnisse angegeben.
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Abbildung 1.26: 'H-NMR-Teilspektrum von Flupentixoldihydrochlorid mit dem Internen
Standard DMABE in Toluol-dg-CD350D im Verhéltnis 5:1 (V/V).

Tabelle 1.21: Bestimmung von T}-Relaxationszeiten der zu integrierenden 'H-Signale von
Flupentixoldihydrochlorid und dem Internem Standard DMABE.

Komponente | 'H-Signal T1-Zeit [s]

Flupentixol CH (Pos. 1) 0.9
aromat. H 1.2

DMABE (IS) | aromat. H (Pos.3/5) 2.5
aromat. H (Pos.2/6) > 3.6

herangezogenen Resonanzen dhnliche Signalintensitéten aufweisen (Verhdltnis Ana-
lyt/Interner Standard =~ 5:1). Die Lange des “Relaxation Delay” wurde durch den

am langsamsten relaxierenden Kern, die H3/H5-Resonanz von DMABE, bestimmt

(siehe Tabelle [1.21)).

!H-NMR-Methode. Fiir die Gehaltsbestimmung von Flupentixoldihydrochlorid
wurden etwa 7.5 mg des Isomerengemisches genau eingewogen und in 750 ul eines
Losungsmittelgemisches von Toluol-dg-CD3OD im Verhaltnis 5:1 (V/V) gelost. Da
die Konzentration des Internen Standards in der Untersuchungslosung nur etwa
2 mg/ml betragt, erfolgte der Zusatz des Internen Standards in Form eines definierten
Volumens einer Stammlésung, um so den Wégefehler aufgrund der sonst sehr geringen
Einwaage moglichst klein zu halten. AnschlieBend wurde ein definiertes Volumen
von 700 ul der Untersuchungslésung in ein NMR-Rohrchen tiberfithrt und NMR-
spektroskopisch vermessen. Die wichtigsten Messparameter sind in Tabelle [1.22]

zusammengefasst. Nach Aufnahme des NMR-Spektrums wurde die Phase manuell



1.5. Flupentixoldihydrochlorid

111

Tabelle 1.22: Messparameter.

Relaxation Delay

Spektrometer Bruker Avance 400 MHz
NMR-Messkopf BBO-Messkopf
Temperatur 300K

Datenpunkte 64 K

Impuls 90°

Akquisitionszeit 6.84s

1285 - AQ 4+ D1 >5-T}

Spektrale Breite 12 ppm

Spektrale Auflésung 0.17 Hz/Punkt

Scan-Anzahl 64 — S/N(E) ~ 280:1

Lb-Wert 0.3

Toluol-dg-Signal (CH3) = 2.09 ppm

Referenzierung

korrigiert, die Basislinie im Bereich der zu integrierenden Signale korrigiert und die
entsprechenden Resonanzen von Analyt und Internem Standard manuell integriert.

Die Bestimmung des absoluten Gehalts von Flupentixoldihydrochlorid erfolgte, wie
in der Einleitung in Abschnitt beschrieben, nach Gleichung (12.24)).

1.5.1.2. Methodenvalidierung

Richtigkeit. Der Nachweis der Richtigkeit der 'H-NMR-Methode zur Gehaltsbe-
stimmung von Flupentixoldihydrochlorid erfolgte mit Hilfe eines Methodenvergleichs
gegen die im Ph. Eur. beschriebene Gehaltsbestimmung mittels HPLC [167] (siche
Abschnitt . Da der experimentell ermittelte -Wert ¢ = 2.45 kleiner als der
tabellierte t-Wert t,, = 2.571 ist, kann kein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Messreihen festgestellt werden; somit liefert die 'H-NMR-Methode mit der
vorgegebenen Wahrscheinlichkeit richtige Ergebnisse.

Da fiir die quantitative Bestimmung mittels HPLC eine zertifizierte Flupentixol-
Referenzsubstanz mit deklariertem Gehalt an Z-Isomer als Externer Standard ein-
gesetzt wurde, konnte durch eine zuséitzliche NMR-spektroskopische Analyse dieses
Referenzstandards tiber den Vergleich des experimentell ermittelten Gehalts mit
dem angegebenen Sollwert an Z-Flupentixol zudem die Richtigkeit der quantitativen

Bestimmung der Z-Komponente iiberpriift werden. Der Ist-Gehalt an Z-Flupentixol
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wurde durch sechs unabhéngige Einwaagen der Referenzsubstanz unter Wiederholbe-
dingungen ermittelt. Mit Hilfe des Sollwert-t-Tests kann tiberpriift werden, ob der
Sollwert innerhalb des Vertrauensbereiches des NMR-Ergebnisses liegt. Die Bestim-
mung des t-Werts erfolgt iiber den experimentell ermittelten Mittelwert x und die

dazugehorige Standardabweichung s nach folgender Formel:

= (1.2

mit dem Sollwert p und der Anzahl an Wiederholmessungen n.

Da der experimentell ermittelte t-Wert ¢ = 1.025 kleiner als der tabellierte t-Wert
tian = 2.571 (Konfidenzintervall 95 %, Anzahl der Freiheitsgrade f =n — 1) ist, liegt
der Sollwert mit der vorgegebenen Wahrscheinlichkeit innerhalb es Vertrauensbereichs
des NMR-Ergebnisses. Die Richtigkeit der NMR-spektroskopischen Bestimmung ist
somit belegt, da der Gehalt des zertifizierten Referenzmaterials als konventionell
richtig gilt. Zusétzlich konnten mit Hilfe des Doerffel-Tests fiir die quantitative
'H-NMR-Methode von Z-Flupentixol systematische Fehler ausgeschlossen werden,
da die Bedingung |z — pu| < 1.5 s/y/n in diesem Fall mit 0.04 < 0.06 erfiillt wurde
[156].

Prazision. Wie in Abbildung dargestellt, streuen die Einzelmesswerte bei der
Bestimmung der Wiederholprézision mit einer relativen Standardabweichung von
RSD = 0.1 % nur geringfigig um den Mittelwert. Die Bestimmung der Laborprazision
an zwei unterschiedlichen Tagen liefert vergleichbare Mittelwerte und Variationsko-
effizienten (siehe Tabelle [1.23)); die nach Horwitz maximal erwartete Streuung von
maximal 1.34 % wird deutlich unterschritten.

Zur Uberpriifung der Vergleichsprizision wurden, wie in Tabelle zZusammen-
gefasst, in zwei Laboratorien unter Wiederholbedingungen vergleichbare Ergebnisse
mit dhnlich starker Streuung erzielt, die deutlich unter der von Horwitz maximal

erwarteten Streuung von 2.0 % unter Vergleichsbedingungen liegen.

Selektivitat. Im Rahmen der Methodenentwicklung wurde durch die Variation der
Zusammensetzung des Toluol-dg-CD3;OD-Losungsmittelgemisches keine Signaliiber-

lagerung mit dem anderen Isomer bzw. potentiellen Verunreinigungen festgestellt.
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Abbildung 1.27: Graphische Darstellung der sechs Einzelergebnisse zur Bestimmung
der Wiederholprézision. Der Mittelwert der Einzelwerte wird durch die gestrichelte Linie
dargestellt.

Tabelle 1.23: Uberpriifung der Labor- und Vergleichsprizision der 'H-NMR-Methode von
Flupentixoldihydrochlorid. Aufgelistet ist der ermittelte Gehalt der untersuchten Charge
aus jeweils sechs unabhéngigen Einwaagen (Flup) an zwei aufeinanderfolgenden Tagen
sowie in zwei Laboratorien unter Angabe der jeweiligen relativen Standardabweichung

(RSD).

Flup [%] RSD [%]
Tag 1 95.6 0.1
Tag 2 95.5 0.2
Labor 1 91.5 0.2
Labor 2 91.1 0.3

Die Auswertung der 2D-NMR-Spektren bestétigte diese Annahme, da das Fehlen
zusatzlicher Kreuzsignale im H1'-Bereich die Anwesenheit weiterer Signale unter
den betrachteten Resonanzen ausschlieft. Zudem wurden durch die Aufnahme des
NMR-Spektrums des reinen Losungsmittelgemisches Wechselwirkungen mit Signalen
des Losungsmittels bzw. darin enthaltener Verunreinigungen ausgeschlossen. Der
direkte Fliachenvergleich der beiden H1'-Signale mit den beiden vollstindig separier-
ten aromatischen H1-Resonanzen konnte fiir beide Isomere mit einem experimentell
ermittelten Signalverhéaltnis von 1.02:1 (RSD = 0.09 %) fir E-Flupentixol und 1.04:1
(RSD = 0.2%) fur das Z-Isomer die Reinheit der zur quantitativen Analyse herange-
zogenen H1’-Signale bestédtigen. Somit ist die Selektivitdt der Methode gezeigt.
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Abbildung 1.28: Graphische Darstellung des ermittelten Gehalts gegen die tatséchli-
che Einwaage von Flupentixoldihydrochlorid unter Angabe von Geradengleichung und
Bestimmtheitsmaf (r2).

Tabelle 1.24: Geforderte Akzeptanzkriterien fiir eine lineare Kalibrierfunktion bei der
Gehaltsbestimmung von Wirkstoffen am Beispiel von Flupentixoldihydrochlorid.

Akzeptanzkriterien ermittelte Werte
r > 0.999 r=1

b < 2% des Sollwertes b=0.15<0.0217
sy <1.5% sy, = 0.01%

Linearitdt. Zur experimentellen Uberpriifung der Linearitit wurden reale Flupenti-
xoldihydrochlorid-Proben unter quantitativen Bedingungen NMR-spektroskopisch
im geforderten Konzentrationsbereich vermessen. Fiir das Isomerengemisch wird
im Europaischen Arzneibuch ein Gesamtgehalt von 98 bis 101.5 %, bezogen auf die
getrocknete Substanz, gefordert [I76]; somit muss die Linearitét fiir Konzentrationen
zwischen 78.4 % und 121.8 % gepriift werden. Hierfiir wurden sieben verschiedene Kon-
zentrationsniveaus im Bereich von 70 bis 130 % gewéhlt, entsprechend einer Einwaage
von 5.25mg bis 9.0 mg Flupentixoldihydrochlorid. Wie in Abbildung darge-
stellt, konnte im angegebenen Konzentrationsbereich ein linearer Zusammenhang
zwischen Signalfliche und Konzentration mit entsprechenden Akzeptanzkriterien
(siche Tabelle ermittelt werden.

Robustheit. NMR-Experimente mit variierender Scan-Anzahl zeigen fiir die Ge-

haltsbestimmung von Flupentixoldihydrochlorid eine deutliche Ubereinstimmung
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Abbildung 1.29: Einfluss der Scan-Anzahl auf die Gehaltsbestimmung von Flupentixol-
dihydrochlorid unter Angabe des Signal-Rausch-Verhéltnisses (S/N) der H1’-Resonanz des
E-Isomers. Der Sollwert ist durch die gestrichelte Linie dargestellt.

der Ergebnisse, jedoch mit stark variierender Streuung (siehe Abbildung , die
mit zunehmender Scan-Anzahl abnimmt und ab einem Signal-Rausch-Verhéltnis
von mindestens 250:1, entsprechend einer Scan-Anzahl von 64, weitgehend konstant
bleibt. Wie in Abbildung gezeigt, werden zudem richtige Ergebnisse fiir einen
“Relaxation Delay” > 5 - T} erhalten.

Die Zusammensetzung des Toluol-dg-CD3;OD-Losungsmittelgemisches beeinflusst
die Auflésung zwischen den beiden H1'-Resonanzen, da mit steigendem Toluol-dg-
Anteil das entsprechende Signal des E-Isomers hochfeldverschoben und somit die
Signalseparation verbessert wird. Der Einsatz von Losungsmittelgemischen mit leicht
variierendem Toluol-dg-Anteil (3:1, 4:1, 6:1 (V/V)) besitzt jedoch keinen signifikanten
Einfluss auf die Signalseparation; in allen drei Féllen wird eine vollstandige Signal-

separation und die gleiche quantitative Zusammensetzung des Isomerengemisches
erhalten (Abbildung [1.31])).

Stabilitat. Die Stabilitat der Flupentixoldihydrochlorid-Probelésung wurde nach
24 und 72h gepriift; hierfiir wurde die Kontrollprobe in dicht verschlossenen NMR-
Rohrchen bei Raumtemperatur und unter Lichtschutz gelagert. Der zu Beginn der
Messreihe unter Wiederholbedingungen erhaltene Gehalt wurde als Kontrollgehalt
definiert. Wie in Tabelle aufgezeigt, ist die Stabilitdt der Kontrollprobelosung

tiber eine Zeitdauer von 72 h gewéhrleistet. Die Abweichung von maximal 0.1 % zum
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Abbildung 1.30: Abhéingigkeit des ermittelten Gehalts von Flupentixoldihydrochlorid
von der Lange des “Relaxation Delay™.
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Abbildung 1.31: Einfluss der Zusammensetzung des Toluol-dg-CD3;OD-Losungsmittelge-
misches auf den ermittelten Gehalt von Flupentixoldihydrochlorid. Der Sollwert ist durch
die gestrichelte Linie dargestellt.

Kontrollwert ist auf die Streuung der sechs unter Wiederholbedingungen vermessenen

Proben pro Zeitpunkt zurtickzufiihren.

1.5.1.3. Quantitative Analyse

Fiir die Gehaltsbestimmung des Flupentixoldihydrochlorid-Musters wurden sechs
unabhéngige Einwaagen der Probe nach Zusatz des Internen Standards DMABE
(99.6 %) NMR-spektroskopisch mittels Einfachbestimmung nach der "H-NMR-Me-
thode analysiert, die in Abschnitt beschriebenen wurde. Alternativ wurde
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Tabelle 1.25: Stabilititspriifung der 'H-NMR-Methode von Flupentixoldihydrochlorid.
Aufgelistet sind die Mittelwerte (Flup) des Gehalts der untersuchten Charge aus sechs
unabhéngigen Experimenten zum Zeitpunkt ¢ = 0, 24 und 72h, die dazugehérige relative
Standardabweichung (RSD) und die jeweilige Anderung zum Kontrollgehalt.

Zeitraum [h] Flup [%)] RSD [%] | Veranderung %]
0 95.6 0.1 -
24 95.7 0.1 0.1
72 95.6 0.2 0.0

Tabelle 1.26: Ergebnisse der quantitativen Analyse des Flupentixoldihydrochlorid-Musters
mittels 'H-NMR-Spektroskopie unter Einsatz von DMABE als Internen (IS) und Externen
Standard (ES) sowie des ERETIC-Verfahrens (ERETIC) unter Angabe des Mittelwertes
(MW) und der relativen Standardabweichung (RSD).

Methode | Z-Flup [%] | E-Flup [%)] Gehalt

MW [%] RSD [%]
IS 41.7 49.8 91.5 0.2
ES 41.5 49.3 90.8 0.5
ERETIC 42.0 49.4 91.4 0.8

der Gehalt des Mehrkomponentengemisches gegen DMABE (99.6 %) als Externen
Standard bzw. das elektronisch erzeugte ERETIC-Signal unter identischen Auf-
nahmeparametern bestimmt. In Tabelle sind die ermittelten Ergebnisse der

quantitativen Analyse zusammengefasst.

1.5.2. YF-NMR-Spektroskopie

Eine natiirliche Haufigkeit von 100 % sowie ein grofles gyromagnetisches Verhéltnis
und magnetisches Moment p ermoéglichen einen empfindlichen Nachweis und die
quantitative Analyse von fluorhaltigen Molekiilen mit Hilfe der NMR-Spektroskopie;
die Empfindlichkeit des YF-Kerns bezogen auf Protonen betrigt bei konstanter
Magnetfeldstirke und gleicher Kernzahl etwa 83 % [86]. Die F-NMR-Spektroskopie
besitzt gegeniiber der 'H-NMR-Spektroskopie den Vorteil, dass Signaliiberlagerungen
selbst fir strukturell &hnliche Substanzen eher selten beobachtet werden, da der
chemische Verschiebungsbereich mit etwa 1200 ppm deutlich grofer ausfallt [I88] und

YF-NMR-Spektren im Allgemeinen viel einfacher als die entsprechenden Protonen-
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spektren strukturiert sind; oftmals weist das NMR-Spektrum nur wenige Resonanzen
auf. Aufgrund der geringen Verbreitung fluorhaltiger Arzneistoffe spielt die YF-NMR-
Spektroskopie trotz ihres beachtlichen Potentials im Rahmen der Qualitatskontrolle
eine untergeordnete Rolle; eingesetzt wird sie vor allem zur direkten Erfassung fluor-
haltiger Komponenten in biologischen Proben, da fluorfreie Matrixbestandteile nicht
detektiert werden kénnen und somit keine aufwendige Aufarbeitung der Probe nétig
ist [58, 18Y].

1.5.2.1. Methodenentwicklung

Signalzuordnung. Die 'YF-NMR-Spektroskopie ermdglicht aufgrund der Einfachheit
des Spektrums mit nur wenigen Signalen eine einfache und schnelle Zuordnung der
Resonanzen. Unter Aufnahme der Vergleichsspektren der Einzelkomponenten sowie
durch “Spiking-Experimente” von einer Komponente zum Isomerengemisch wurde
eine eindeutige Zuordnung der zu analysierenden Flupentixol-Probe gewahrleistet.
Die getroffene Signalzuordnung konnte durch die in der Literatur angegebenen
chemischen Verschiebungen [189] sowie durch den Vergleich der normierten Flachen
der CF;-Signale mit den entsprechenden H1’-Resonanzflichen des zu analysierenden

Flupentixol-Musters bestatigt werden.

Variation des Losungsmittels. Bereits in der Vergangenheit wurde die Eignung
der YF-NMR-Spektroskopie als quantitative Messmethode zur Bestimmung der Se-
rumkonzentration von E- und Z-Flupentixoldihydrochlorid in realen Blutproben ohne
aufwendige Probenvorbereitung aufgezeigt [I89]. Im Rahmen der Methodenentwick-
lung wurde nun der Einfluss des Losungsmittels auf die chemische Verschiebung
der Trifluormethylgruppe ndher untersucht; die verwendeten Losungsmittel sind in
Tabelle aufgelistet.

Alle eingesetzten Losungsmittel erméglichen eine vollstdndige Separation der beiden
Resonanzen, jedoch sind deutliche Unterschiede in der Signalauflosung zu erkennen
(Abbildung . Die erzielte Auflosung zwischen den beiden Fluor-Resonanzen ist
beim Einsatz von D,O mit einem Signalabstand von 15 Hz am geringsten; fiir eine
prézise und leicht durchzufiihrende Integration ist eine ausgepragtere Signalseparation

jedoch von Vorteil. Der Einsatz von CD3;0D ermoglicht eine deutliche Verbesserung
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Tabelle 1.27: Eingesetzte Losungsmittel fiir die Signalseparation von Flupentixoldihydro-
chlorid sowie dessen Loslichkeit im jeweiligen Losungsmittel.

Loslichket _apolar _ _ polar
aromatisch | nicht-aromatisch | aprotisch protisch
gering CDCl,4 ACN-d,4
D,O
hoch DMSO-d 2
o 5 | CD,OD

der Signalseparation (84 Hz). Der Wechsel von protischen zu aprotischen Losungsmit-
teln wie DMSO-dg und ACN-d;-D,O-Gemischen zeigt im Vergleich zu Experimenten
in D,0O ebenfalls eine deutliche Verbesserung der Signalseparation, jedoch sind beim
Einsatz von DMSO-dg charakteristische Unterschiede in Form und Hohe der beiden
Resonanzen zu erkennen; eine deutliche Erhéhung der Halbwertsbreite des nun sehr
breiten Z-Signals beeintrichtigt den Integrationsvorgang. Durch den Zusatz geringer
Mengen an D,O wurde eine deutliche Verringerung der Signalbreite beobachtet,
gleichzeitig sank die Auflosung mit steigenden D,O-Anteil im Losungsmittelgemisch
(siehe Abbildung . In aprotischen Losungsmitteln wie CDCl; mit geringen
Mengen an CD;0D als Losungsvermittler wird eine ahnliche gute Signalseparation
wie beim Einsatz von polaren, aprotischen Losungsmittelgemischen erreicht. Reine
Losungsmittel wie CD;OD bieten jedoch im Vergleich zu Losungsmittelgemischen
den Vorteil, dass die Signalseparation und somit die Robustheit der Methode nicht
durch eine sich zeitlich verdandernde Zusammensetzung der Mischung — beispielswei-
se durch Verdampfen eines leicht fliichtigen Losungsmittels — beeinflusst wird und
potentielle Fehler bei der Herstellung des Losungsmittelgemisches vermieden werden.

Als geeignetes Losungsmittel wurde deshalb CD;OD gewéhlt.

Interner Standard und T)-Relaxationszeiten. Fiir die quantitative Analyse fluor-
haltiger Molekiile mittels 'YF-NMR-Spektroskopie wird hiufig der Zusatz von aro-
matischen Fluorkohlenwasserstoffen (z.B. Trifluoressigsédure, p-Fluorbenzoeséure,
p-Fluorphenylalanin, 4-Fluortoluol) und anorganischen Fluorverbindungen (z. B. Na~
triumfluoracetat) als potentielles Referenzmaterial beschrieben [I89HI94]. Jedoch

eignet sich auch jedes andere fluorhaltige Molekiil als Interner Standard, wenn dessen
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Abbildung 1.32: Graphische Darstellung des Losungsmitteleinflusses auf die Signalauflo-
sung der beiden CFj;-Resonanzen von E- und Z-Flupentixol. Abgebildet ist der jeweilige
Signalabstand Ad in den eingesetzten Losungsmitteln bzw. -gemischen.

Reinheit bekannt ist, dieses vollstandig im verwendeten Losungsmittel 16slich ist und

mindestens ein separiertes Signal im Spektrum quantitativ ausgewertet werden kann.

Im Rahmen der Methodenentwicklung wurden drei Arzneistoffe — Fluphenazindihy-
drochlorid, Fluvoxaminmaleat und Flecainidacetat — auf ihre Eignung als Interner
Standard iiberpriift. Auswahlkriterien wie chemische Verschiebungen im Bereich der
zu analysierenden Probe, vollstandige Losung in CD;OD, kurze T}-Relaxationszeiten
sowie ein hohes Molekulargewicht — geeignet fiir eine direkte Einwaage — wurden
hier im Gegensatz zu vielen in der Literatur genannten Referenzsubstanzen erfiillt.
Alle drei Substanzen zeigen im YF-NMR-Spektrum mindestens eine basislinienge-
trennte Resonanz, jedoch ist das strukturell verwandte Fluphenazin aufgrund einer
dhnlichen chemischen Verschiebung wie das Signal des E-Isomers fiir eine einfache
und prézise Integration ungeeignet (Abbildung . Die beiden Referenzsubstanzen
Fluvoxaminmaleat und Flecainidacetat ermoéglichen hingegen eine prézise quantita-
tive Bestimmung des Isomerengemisches; beide Verbindungen zeigen &éhnlich kurze
Ti-Relaxationszeiten wie der Analyt selbst (Tabelle [1.28)). Wihrend Fluvoxaminma-
leat ein Singulett aufweist, welches eine einfache Signalintegration ermoglicht, besitzt
Flecainidacetat aufgrund von zwei isolierten CF;-Resonanzen den Vorteil, mit Hilfe
eines direkten Signalflichenvergleichs die Richtigkeit der Integration tiberpriifen zu

kénnen.
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Abbildung 1.33: YF-NMR-Spektrum von Flupentixoldihydrochlorid mit drei potentiellen
Referenzsubstanzen Fluphenazindihydrochlorid (Fluph), Fluvoxaminmaleat (Flm) und
Flecainidacetat (Flec) in CD;OD.

Tabelle 1.28: Bestimmung von 7T}-Relaxationszeiten der zu integrierenden ?F-Signale von
Flupentixoldihydrochlorid und den beiden méglichen Internen Standards Fluvoxaminmaleat
und Flecainidacetat.

Komponente T1-Zeit [s]
Flupentixol 1.3
Fluvoxamin (IS) 1.3
Flecainid (IS) 1.5 (0 = —65.3 ppm)
1.7 (6 = —65.7ppm)

YF_.NMR-Methode. Fiir die Gehaltsbestimmung von Flupentixoldihydrochlorid
wurden etwa 3 mg des Isomerengemisches genau abgewogen und in 750 ul CD;0D ge-
16st. Da die Konzentration des Internen Standards Flecainidacetat in der Flupentixol-
haltigen Untersuchungslésung nur etwa 1.5 mg/ml betriagt, erfolgte der Zusatz des
Internen Standards in Form eines definierten Volumens einer Stammlésung, um so
den Wagefehler aufgrund der sonst sehr geringen Einwaage moglichst klein zu halten.
Anschlielend wurde ein definiertes Volumen von 700 ul der Untersuchungslosung in
ein NMR-Rohrchen iiberfiihrt und NMR-spektroskopisch vermessen. Die wichtigsten
Messparameter sind in Tabelle zusammengefasst. Nach Aufnahme des NMR-
Spektrums wurde die Phase manuell angepasst, die Basislinie im Bereich der zu
integrierenden Signale korrigiert und die entsprechenden Resonanzen von Analyt
und Internem Standard manuell integriert. Die Bestimmung des absoluten Gehalts
von Flupentixoldihydrochlorid erfolgte, wie in der Einleitung in Abschnitt
beschrieben, nach Gleichung .
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Tabelle 1.29: Messparameter.

Spektrometer Bruker Avance 400 MHz
NMR-Messkopf selektiver Fluor-Messkopf
Temperatur 300K

Datenpunkte 64 K

Impuls 90°

Akquisitionszeit 5.86s

Relaxation Delay 9.86s — AQ + D1 >5-T)
Spektrale Breite 30 ppm

Spektrale Auflésung 0.17 Hz/Punkt
Scan-Anzahl 32 — S/N(Z) ~ 800:1
Lb-Wert 0.3

1.5.2.2. Methodenvalidierung

Richtigkeit. Der Nachweis der Richtigkeit der '"F-NMR-Methode zur Gehalts-
bestimmung von Flupentixoldihydrochlorid erfolgte mit Hilfe eines Methodenver-
gleichs gegen die validierte HPLC-Referenzmethode des Ph. Eur. [167] (siche Ab-
schnitt [1.5.3.2)), deren Ergebnis als konventionell richtig gilt. Da der experimentell
ermittelte --Wert mit ¢ = 0.43 kleiner als der tabellierte t-Wert ., = 2.571 ist, kann
kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Messreihen festgestellt werden;
somit liefert die *F-NMR-Methode mit der vorgegebenen Wahrscheinlichkeit richtige

Ergebnisse.

Prazision. Im Rahmen der Methodenentwicklung wurde fiir die Gehaltsbestimmung
von Flupentixoldihydrochlorid die Wiederholprazision bestimmt. Hierfiir wurden
sechs unabhangige Einwaagen unter Wiederholbedingungen NMR-spektroskopisch
mittels Einfachbestimmung vermessen. Wie in Abbildung[I.34] dargestellt, streuen die
Einzelwerte mit einer relativen Standardabweichung von RSD = 0.2 % nur geringfiigig
um den Mittelwert; das geforderte Akzeptanzkriterium von RSD < 1% wird somit
erfillt.

Selektivitit. Da beim Einsatz der F-NMR-Spektroskopie nur Fluoratome detek-

tiert werden konnen, ermoglicht dieses Verfahren eine selektive Erfassung fluorhaltiger
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Abbildung 1.34: Graphische Darstellung der sechs Einzelergebnisse zur Bestimmung
der Wiederholprézision. Der Mittelwert der Einzelwerte wird durch die gestrichelte Linie
dargestellt.

Substanzen; folglich kénnen fiir die Gehaltsbestimmung von Flupentixoldihydrochlo-
rid Signaltiberlagerungen mit dem Loésungsmittel CD;OD sowie nicht-fluorhaltiger
Verunreinigungen grundsatzlich ausgeschlossen werden. Im Rahmen der Methodenent-
wicklung konnten durch den Einsatz unterschiedlicher Losungsmittel bzw. -gemische,
die die Signalauflosung in unterschiedlichem Ausmafl beeinflussen, keine potentiellen
Signaliiberlagerungen mit fluorhaltigen Verunreinigungen identifiziert werden; belegt
wurde dies durch vergleichbare Signalflachen der CF;- und H1’-Resonanzen von E-

und Z-Flupentixol.

Linearitdt. Zur experimentellen Uberpriifung der Linearitit wurden reale Flupenti-
xoldihydrochlorid-Proben unter quantitativen Bedingungen NMR-spektroskopisch
im geforderten Konzentrationsbereich von 80 bis 120 % vermessen. Hierfiir wurden
fiinf verschiedene Konzentrationsniveaus gewéhlt, entsprechend einer Einwaage von
2.4mg bis 3.6 mg Flupentixoldihydrochlorid.

Wie in Abbildung dargestellt, konnte im angegebenen Konzentrationsbereich
ein linearer Zusammenhang zwischen Signalfliche und Konzentration ermittelt werden.
Die zugehorigen Werte der Akzeptanzkriterien sind in Tabelle [I.30] aufgelistet.

Stabilitat. Die Stabilitat der Flupentixoldihydrochlorid-Probelésung wurde nach
24 und 96 h gepriift; hierfiir wurde die Kontrollprobe in dicht verschlossenen NMR-
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Abbildung 1.35: Graphische Darstellung des ermittelten Gehalts gegen die tatséchli-
che Einwaage von Flupentixoldihydrochlorid unter Angabe von Geradengleichung und
Bestimmtheitsmaf (r2).

Tabelle 1.30: Geforderte Akzeptanzkriterien fiir eine lineare Kalibrierfunktion bei der
Gehaltsbestimmung von Wirkstoffen am Beispiel von Flupentixoldihydrochlorid.

Akzeptanzkriterien ermittelte Werte
r > 0.999 r=1

b < 2% des Sollwertes b= 0.0048 < 0.06
Sy < 1.5% sy = 0.01%

Rohrchen bei Raumtemperatur und unter Lichtschutz gelagert. Der zu Beginn der
Messreihe unter Wiederholbedingungen erhaltene Gehalt wurde als Kontrollgehalt
definiert. Wie in Tabelle [I.31] aufgezeigt, ist die Stabilitat der Kontrollprobelosung

iiber eine Zeitdauer von 96 h gewahrleistet.

1.5.2.3. Quantitative Analyse

Fiir die Gehaltsbestimmung des Flupentixoldihydrochlorid-Musters wurden fiinf
unabhéngige Einwaagen der Probe nach Zusatz des Internen Standards Flecai-
nidacetat (99.5 %) NMR-spektroskopisch mittels Einfachbestimmung nach der in
Abschnitt beschriebenen "YF-NMR-Methode analysiert. In Tabelle sind
die ermittelten Ergebnisse der quantitativen Analyse zusammengefasst. Quantitati-
ve NMR-Experimente mit Fluvoxaminmaleat als Interne Referenzsubstanz zeigen

vergleichbare Ergebnisse.
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Tabelle 1.31: Stabilititspriifung der *F-NMR-Methode von Flupentixoldihydrochlorid.
Aufgelistet sind die Mittelwerte (Flup) des Gehalts der untersuchten Charge aus sechs
unabhangigen Experimenten zum Zeitpunkt t = 0, 24 und 96 h, die dazugehérige relative
Standardabweichung (RSD) und die jeweilige Anderung zum Kontrollgehalt.

Zeitraum [h] Flup [%)] RSD [%] | Veranderung %]
0 91.7 0.2 -
24 91.8 0.3 0.1
96 91.7 0.2 0.0

Tabelle 1.32: Ergebnisse der quantitativen Analyse des Flupentixoldihydrochlorid-Muster
mittels Interner-Standard-Methode (IS) unter Angabe des Mittelwertes (MW) und der
relativen Standardabweichung (RSD).

Methode

Z-Flup [%]

E-Flup [%]

Gehalt

MW [%)]

RSD [%]

IS

41.8

50.0

91.8

0.3

1.5.2.4. Vergleich von 'H- und *F-NMR-Spektroskopie

Der Vergleich der beiden NMR-Methoden zeigt fiir die quantitative Analyse von
Flupentixoldihydrochlorid mit einem Gehalt von 91.5% (H-NMR) und 91.8 %
(F-NMR) eine deutliche Ubereinstimmung der Ergebnisse, die zudem mit 99.6 %
bzw. 99.9 % eine sehr hohe Wiederfindungsrate zum mittels HPLC ermittelten Wert
aufweisen. Beide NMR-~-Methoden ermoglichen mit einer Wiederholprézision von
etwa 0.2-0.3 % eine prézise quantitative Bestimmung des Isomerengemisches, zudem
erfiillen beide Methoden die an sie gestellten Anforderungen beziiglich Linearitét,
Robustheit und Stabilitat. Jedoch zeigt der Methodenvergleich auch einige Vorteile
der YF-NMR-Spektroskopie auf; zu nennen ist hier die selektive Erfassung fluorhalti-
ger Molekiile, aufgrund der die Signalseparation und die quantitative Analyse nicht
durch anwesende fluorfreie Verunreinigungen in der Untersuchungslosung beeinflusst
werden. Des Weiteren erhélt man in der Regel einfache NMR-Spektren mit nur
wenigen Resonanzen, die aufgrund eines deutlich vergréflerten Verschiebungsbereichs
selbst fiir strukturell &hnliche Molekiile nur selten Signaliiberlagerungen aufweisen
und somit eine schnelle und einfache Methodenentwicklung und -validierung sowie

Integration der quantitativ auszuwertenden YF-Signale ermoglichen.
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Abbildung 1.36: HPLC-Chromatogramm von Flupentixoldihydrochlorid nach dem Euro-
péischen Arzneibuch (Ph. Eur. 6.0).

1.5.3. HPLC
1.5.3.1. Arzneibuchanalytik von Flupentixoldihydrochlorid

Die quantitative Bestimmung der pharmakologisch aktiven Komponente, das Z-Flu-
pentixol, wird im Europaischen Arzneibuch gesondert unter Priifung auf Reinheit
mittels Normalphasenchromatographie erfasst [167]. Die mobile Phase besteht aus
einer Mischung aus Wasser, konzentrierter Ammoniaklésung R, 2-Propanol und
Heptan im Verhaltnis 2/4/150/850 (V/V/V/V). Die beiden Isomere werden an
einer unmodifizierten Kieselgelphase (250 x 4.0 mm, 5 um) bei einer Flussrate von
1.5ml/min getrennt und bei einer Wellenldnge von 254 nm detektiert. Zunéchst
eluiert Z-Flupentixol, danach E-Flupentixol (Abbildung . Fiir die Uberpriifung
der Systemeignung setzt das Ph. Eur. eine Auflésung von mindestens 3.0 zwischen
den beiden Hauptpeaks fest; andernfalls sind die Anteile an 2-Propanol und Heptan
zu andern. Die quantitative Analyse von Z-Flupentixol erfolgt mittels Externer-
Standard-Methode unter Verwendung einer Flupentixol-Referenzsubstanz mit dekla-
riertem Gehalt an Z-Isomer. Der Gesamtgehalt von Flupentixoldihydrochlorid wird
hingegen weiterhin mit wéssriger Natriumhydroxid-Mafllosung unter potentiometri-
scher Endpunktanzeige ermittelt [I67]. Unklar ist, warum im Rahmen der HPLC-
Reinheitsanalytik nicht auch der Gehalt an E-Flupentixol bestimmt wird, wodurch

der Gesamtgehalt aus der Summe beider Isomere berechnet werden konnte.
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Tabelle 1.33: Ergebnisse der quantitativen Analyse des Flupentixol-Musters nach
Ph. Eur. 6.0 mittels Externer-Standard-Methode (ES) unter Angabe des Mittelwertes
(MW) und der relativen Standardabweichung (RSD).

Methode | Z-Flup [%] | E-Flup [%] Gehalt

MW [%] RSD [%]

ES 41.2 50.7 91.9 0.2

1.5.3.2. Quantitative Analyse

Zur Uberpriifung der Richtigkeit der NMR-spektroskopisch ermittelten Ergebnisse
wurde der Gehalt der Flupentixoldihydrochlorid-Probe mittels der im Ph. Eur. auf-
gefiihrten HPLC-Reinheitsanalytik bestimmt. Die validierte HPLC-Methode gilt fiir
die Gehaltsbestimmung als qualifiziert und liefert somit prazise und richtige Ergeb-
nisse. Zur Quantifizierung von Flupentixoldihydrochlorid wurden sechs unabhéngige
Einwaagen des Analyten und der zertifizierten Referenzsubstanz (Z-Flupentixol-
dihydrochlorid CRS: 43.6 %) mittels Dreifachbestimmung analysiert. Die geforderte
Auflésung von mindestens 3.0 zwischen dem zuerst eluierenden Z-Isomer und dem
folgenden E-Isomer wurde mit Rg = 5.6 erfiillt, so dass eine quantitative Auswertung
moglich war. Die Ergebnisse der Externen-Standard-Methode sind in Tabelle [1.33]
zusammengestellt. Eine abschlieBende Bewertung der Ergebnisse mittels NMR-~Spek-
troskopie und HPLC erfolgt in Abschnitt [1.6]

1.6. Vergleich der Quantifizierungsmethoden

1.6.1. Interner Standard versus Externer Standard

Wie in Tabelle dargestellt, zeigt die Externe-Standard-Methode unter Ein-
satz der “Zwei-Rohrchen-Methode” im Rahmen der quantitativen Analyse der drei
untersuchten Mehrkomponentengemische keinen signifikanten Unterschied zur Abso-
lutbestimmung mittels Internem Standard auf. Jedoch unterliegen die unabhéangigen
Einzelergebnisse der Externen-Standard-Methode aufgrund einer gréfleren relativen

Standardabweichung einer stirkeren Streuung um den Mittelwert des Analysenergeb-
nisses. Als Ursache ist hierfiir die bereits in der Einleitung in Abschnitt erwahnte
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Fehleranfalligkeit der Externen-Standard-Methode zu nennen. Nicht vollstédndig iden-
tische Messbedingungen (Spektrometer-Konstante Kg; # Kgo, Abstimmung des
Probenkopfes etc.) bei den getrennt voneinander durchgefithrten gNMR-Experimen-
ten von Analyt und Externem Standard, die Qualitat der verwendeten NMR-Rohrchen
sowie der Einsatz fliichtiger Losungsmittel wie beispielsweise CD;OD und CDCl,4
konnen die Messunsicherheit des Analysenergebnisses wesentlich beeinflussen. Abwei-
chungen zur tatsachlichen Konzentration der Untersuchungs- bzw. Referenzlosung
bedingt durch variierende Innendurchmesser der eingesetzten NMR-Rohrchen sowie
eine durch das Verdampfen des Losungsmittels unterschiedlich starke Aufkonzentrie-
rung der beiden Losungen kénnen durch eine zuvor durchgefithrte Kalibrierung des
Fillvolumens bzw. durch den Einsatz dicht schlieender Verschlusskappen minimiert
werden. Der Einsatz Externer Referenzsubstanzen erfordert aufgrund dieser Vielzahl
an moglichen Fehlerquellen eine entsprechende Expertise des Priifers. Jedoch ist
diese Externe Bestimmungsmethode eine geeignete Alternativmethode zur Internen
Standardisierung, wenn die Kontaminierung der zu analysierenden Substanz mit
einem Internen Standard vermieden und/oder aufgrund stérender Signaliiberlagerun-
gen bzw. einer unvollstdndigen Losung der Referenzsubstanz im Losungsmittel kein

geeigneter Interner Standard gefunden werden kann.

1.6.2. Interne-Standard-Methode versus ERETIC-Verfahren

Die quantitative Bestimmung der drei zu analysierenden Mehrkomponentengemi-
sche zeigt beim Finsatz des ERETIC-Verfahrens, wie in Tabelle dargestellt, im
Vergleich zur Absolutbestimmung mittels Internem Standard eine deutlich erhéhte
relative Standardabweichung der unter Wiederholbedingungen ermittelten Einzeler-
gebnisse auf; unter Anwendung der ERETIC-Technik wird jedoch die im Rahmen
der Qualitatskontrolle von Arzneistoffen akzeptierte Streuung der unabhéngigen
Einzelmesswerte im Bereich von 1 bis 2% gewéhrleistet. Der Nachweis der Richtigkeit
der fir Codergocrinmesilat und Flupentixoldihydrochlorid ermittelten Analysenergeb-
nisse zeigt, dass das ERETIC-Verfahren als Absolutbestimmungsmethode prinzipiell
fir die quantitative Analyse organischer Molekiile geeignet ist (Abbildung [1.37);
allerdings zeigt eine signifikante Ergebnisabweichung vom richtigen Wert am Beispiel

der Gehaltsbestimmung von Clomifencitrat die Fehleranfélligkeit und geringe Robust-
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Tabelle 1.34: Ergebnisse der Gehaltsbestimmung von Codergocrinmesilat (Cod-M1 bzw.
-M2), Clomifencitrat (Clom) und Flupentixoldihydrochlorid (Flup) mittels NMR-Spektro-
skopie — Interne-Standard-Methode (IS), Externe-Standard-Methode (ES) sowie ERETIC-
Verfahren (ERETIC) — und HPLC unter Angabe des Mittelwertes (MW; in [%]) und der
relativen Standardabweichung (RSD; in [%)]).

Cod-M1 Cod-M2 Clom Flup
Methode
MW RSD | MW RSD | MW RSD | MW RSD
'H-NMR/IS 95.5 0.1 96.8 0.1 97.4 0.3 91.5 0.2
'"H-NMR/ES 95.8 0.5 96.6 0.4 96.9 0.6 90.8 0.5

'H-NMR/ERETIC | 95.6 | 0.6 | 964 | 03 | 96.0 | 0.6 | 914 | 038
YF-NMR/IS — — - - 91.8 0.3
HPLC/ES 96.0 | 05 | 965 | 05 | 97.1 | 05 | 919 | 0.2

heit dieser komplexen Kalibrierungstechnik auf. Fiir die routinemafig durchgefiihrte
Qualitatskontrolle von Arznei- und Hilfsstoffen ist diese Technik aufgrund ihrer ho-
hen Fehleranfilligkeit, geringen Robustheit und Automatisierungsmoglichkeit sowie
der erforderlichen Expertise der Priifperson ungeeignet. Erfordert die quantitative
Analyse den Einsatz eines Externen Standards, konnen mit Hilfe der “Zwei-Réhrchen-

Methode” préazise und richtige Ergebnisse ermittelt werden.

1.6.3. NMR versus HPLC

Als konventionell eingesetztes und validiertes Verfahren stellt die Fliissigkeitschroma-
tographie die Methode der Wahl dar, gegeniiber der die Eignung und Richtigkeit der
NMR-spektroskopisch durchgefithrten quantitativen Bestimmung tiberpriift werden
muss. Die hohe Ubereinstimmung der Ergebnisse im Rahmen der Gehaltsbestimmung
der drei Mehrkomponentengemische bestatigt die Eignung der quantitativen NMR-
Spektroskopie unter Zusatz eines geeigneten Internen Standards (siehe Tabelle m
und Abbildung als orthogonale Methode zu routinemafig eingesetzten Verfahren
fiir die Qualitétskontrolle von Arzneimitteln. Eine Vielzahl an Vorteilen wie geringer
Mess- und Zeitaufwand fir die quantitative Analyse, Methodenentwicklung und
-validierung, Verzicht auf teure, zertifizierte Referenzsubstanzen, Wegfall von Korrek-
turfaktoren, geringer Losungsmittelverbrauch sowie simultane Priifung auf Identitét,
Reinheit und Gehalt belegt die Eignung dieser spektroskopischen Technik gegeniiber
chromatographischer Verfahren; jedoch sind bis heute hohe Anschaffungs- und War-
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Abbildung 1.37: Graphische Darstellung der Ergebnisse der Gehaltsbestimmung der
untersuchten Mehrkomponentengemische, ermittelt mittels NMR-Spektroskopie — Inter-
ne-Standard-Methode (IS), Externe-Standard-Methode (ES) sowie ERETIC-Verfahren
(ERETIC) — und HPLC.

tungskosten sowie die Bevorzugung etablierter Methoden Griinde fiir die geringe

Verbreitung dieser Methode im Rahmen der Gehaltsbestimmung von Arzneimitteln.

1.7. Zusammenfassung

Fiir einen breiten Einsatz der quantitativen NMR-Spektroskopie im Bereich der
Gehaltsbestimmung organischer Molekiile ist die Anwendbarkeit dieses Verfahrens
auch fiir die Analyse komplex strukturierter Substanzgemische zu klaren. In diesem
Zusammenhang wurde im vorliegenden Kapitel die Eignung der 'H-NMR-Spektro-
skopie als quantitative Absolutbestimmungsmethode fiir Arzneistoffgemische, die aus
strukturell &hnlichen Komponenten oder Isomeren zusammengesetzt sind, anhand
von drei ausgewahlten Beispielsubstanzen untersucht: Codergocrinmesilat weist als
komplexer Naturstoff vier strukturell verwandte Einzelkomponenten auf; Clomifen-
citrat zahlt zur Gruppe der E/Z-Isomere, ebenso wie Flupentixoldihydrochlorid,
welches bedingt durch die Anwesenheit eines zusétzlichen NMR-aktiven Kerns, dem
Fluoratom, eine selektive Quantifizierung mittels '*F-NMR-Spektroskopie erlaubt.
Um die Eignung der NMR-Spektroskopie als innovative, quantitative Messme-

thode aufzeigen zu koénnen, muss diese Technik beziiglich verschiedener Aspekte
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— Methodenentwicklung, Validierung und quantitative Analyse — mit etablierten
und konventionell richtig geltenden Verfahren verglichen werden. Hierfiir wurden
die ausgewahlten Mehrkomponentengemische zusétzlich mit den in internationalen
Arzneibiichern (USP, Ph. Eur.) beschriebenen und als konventionell richtig gelten-
den HPLC-Methoden analysiert. Der Vergleich der Analysenergebnisse belegt, dass
die NMR-spektroskopische Gehaltsbestimmung unter Zusatz eines geeigneten In-
ternen Standards beziiglich Prazision und Richtigkeit als gleichwertiges Verfahren
zu routineméafig eingesetzten HPLC-Methoden gilt. Neben der Internen-Standard-
Methode konnte ebenfalls die Eignung der quantitativen NMR-Bestimmung gegen
einen Externen Standard mit Hilfe der “Zwei-Rohrchen-Methode” aufgezeigt werden;
im Vergleich zur Internen Standardisierung zeigt diese Methode jedoch eine hohere
Fehleranfélligkeit. Das ebenfalls untersuchte ERETIC-Verfahren erweist sich fiir die

routinemafige Durchfithrung dagegen als ungeeignet.






2. Reinheitspriifung von L-Alanin

2.1. Aufgabenstellung

Heutzutage zédhlen Aminoséduren zu einer der am héufigsten eingesetzten biologischen
Substanzgruppen, deren jahrliche Produktion mehrere Tonnen umfasst [195] [196].
Neben ihrem Hauptanwendungsgebiet als Zusatzstoff in Nahrungsmitteln und Fut-
termitteln weisen Aminosduren ein breit geféchertes Einsatzgebiet auf: Kosmetik,
Landwirtschaft, Technik, chemische Synthese, parenterale Erndhrung und Arzneimit-
tel [195, 197, 198].

Aufgrund des medizinischen Einsatzes von Aminoséduren am Menschen spielt der
Qualitatsnachweis dieser Substanzen im Hinblick auf die Gewahrleistung der Patien-
tensicherheit eine entscheidende Rolle. So fordert die ICH-Richtlinie Q3A [199] sowie
die Allgemeine Monographie 2034 des Europaischen Arzneibuches [200] fiir “Substan-
zen zur pharmazeutischen Verwendung”, deren tégliche Dosis 2 g iiberschreitet, einen
Berichtsgrenzwert von 0.03 %; Verunreinigungen, die diesen Grenzwert iiberschreiten,
miissen im Rahmen der Reinheitspriifung mit geeigneten Methoden detektiert und
quantitativ erfasst werden.

Die Analytik von Aminoséuren, vor allem die Priifung auf Reinheit von Ver-
wandten Substanzen geringer Konzentration, stellt, bedingt durch die physikalisch-
chemischen Eigenschaften dieser Substanzgruppe, eine Herausforderung fiir jeden
Analytiker dar. Aufgrund des fehlenden Chromophors in den meisten Aminosauren
und moglichen Verunreinigungen ist eine empfindliche Reinheitsanalytik mittels
UV-Detektion ohne vorherige Derivatisierung ungeeignet. Der polare Charakter,
das geringe Molekulargewicht sowie die groBe strukturelle Ahnlichkeit von Haupt-
komponente und Verwandter Substanz erschweren den Einsatz chromatographischer

Verfahren [63, 201]. Zudem wird durch den Einsatz von grundsitzlich vier méglichen
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Herstellungsverfahren eine Vielzahl an Verunreinigungen erhalten, die abhéingig vom
jeweiligen Herstellungsprozess mit Hilfe individueller Reinheitspriifungen erfasst
werden miissen. Diese Problematik tragt dazu bei, dass in den aktuell giiltigen Mo-
nographien des Européischen Arzneibuches im Rahmen der Reinheitskontrolle von
Aminosauren statt heutzutage tiblicher, moderner chromatographischer Verfahren
zum Grofiteil “veraltete”, unspezifische und unempfindliche Nachweismethoden wie
Diinnschichtchromatographie-Nachweis auf Ninhydrin-positive Substanzen, spezi-
fische Drehung und Ammoniumbestimmung eingesetzt werden, die eine Vielzahl
moglicher Verunreinigung nicht abdecken [17].

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll nun am Beispiel der Aminoséure L-Alanin
mit Hilfe der 'H-NMR-Spektroskopie eine alternative Reinheitsanalytik zu den be-
kannten Arzneibuch-Methoden entwickelt werden und diese auf ihre Eignung im
Vergleich zu konventionell eingesetzten Verfahren wie HPLC im Rahmen der routine-

méfBigen Qualitdtskontrolle iiberpriift werden.

2.2. Herstellung von L-Alanin und mogliche

Verunreinigungen

Wahrend Aminosduren bis Mitte des letzten Jahrhunderts vorwiegend durch chemi-
sche Synthese und Extraktion aus Proteinhydrolysaten gewonnen wurden, spielen
heutzutage durch die Fortschritte in Bio- und Gentechnologie die enzymatische
Synthese und fermentative Verfahren eine bedeutende Rolle in der industriellen
Herstellung von Aminoséuren (Abbildung [195], 202-H206]. Die unterschiedlichen
Verfahren sowie ihre individuellen Verunreinigungsprofile und entsprechende Arznei-
buch-Nachweismethoden werden im Folgenden vorgestellt. Im Anschluss wird auf

die Herstellung von L-Alanin im Speziellen eingegangen.

2.2.1. Aligemeine Herstellungsverfahren von Aminosauren
Chemische Synthese

Aminosduren werden im industriellen Mafistab ausgehend von den entsprechen-

den Aldehyden mit Ammoniak und Cyanwasserstoff nach Strecker bzw. Bucherer
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Abbildung 2.1: Verfahren zur Herstellung und Gewinnung von Aminoséuren.

hergestellt [202]. Bei diesen synthetischen Verfahren werden die Aminosduren in
racemischer Form gebildet, so dass im Anschluss eine Enantiomerentrennung der
D,L-Aminoséduren durchgefiihrt werden muss, um das proteinogene L-Enantiomer zu

erhalten.

Wirtschaftliche Bedeutung haben diese synthetischen Verfahren nur dann, wenn,
wie im Fall von Methionin, das Racemat verwendet wird oder die D,L.-Aminoséure sich
nach Acetylierung mittels Acylase-katalysierter, stereoselektiver Hydrolyse in die ent-
sprechenden optischen Antipoden spalten lasst [203]. Asymmetrische Synthesen unter
Verwendung von chiralen Rhodium-Komplexen oder chiralen Ausgangssubstanzen

sind fiir die industrielle Produktion dagegen nur von geringer Bedeutung [202].

Extraktion aus Proteinhydrolysaten

Eine Vielzahl an proteinogenen L-Aminoséduren kann mit Hilfe hydrolytischer Ver-
fahren aus Proteinen (z.B. Keratin, Kollagen, Pflanzenproteine) gewonnen wer-
den [195] 202]. Unter Sédurehydrolyse werden die Peptidbindungen im Protein gespal-
ten und die freigesetzten Aminoséduren mittels chromatographischer Verfahren isoliert
und aufgereinigt. Die Ausbeute einzelner Aminosduren wird durch ihre natiirliche
Héufigkeit im eingesetzten Ausgangsmaterial begrenzt und kann je nach Protein-
Rohstoff stark variieren; jedoch kann durch den Einsatz geeigneter Rohstoffe die

Ausbeute einzelner Aminosauren betrachtlich gesteigert werden.
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Enzymatische Synthese

Fiir die industrielle Herstellung einiger Aminosauren werden enzymatische Verfahren
eingesetzt, die im Gegensatz zur chemischen Synthese mit Hilfe stereoselektiver
Enzymkatalyse enantiomerenreine L- oder D-Aminosduren liefern. Eingesetzt werden
hierfiir immobilisierte Enzyme oder Zellsysteme in sogenannten Enzym-Membran-
Reaktoren. Technische Bedeutung besitzen hier die bereits erwahnte Racematspal-
tung der N-Acetyl-D,L-Aminoséduren durch L-Aminoacylasen (L-Methionin, L-Valin,
L-Phenylalanin, L-Alanin und L-Tryptophan), die Umwandlung von Fumarsiure
in L-Asparaginsaure mit Hilfe des Enzyms Asparatase sowie die enzymkatalysierte

Decarboxylierung von L-Asparaginsédure zu L-Alanin [195] 198, 202].

Fermentation

Wiéhrend die fermentative Herstellung von Aminoséduren frither auf wenige Ami-
nosauren wie L-Glutaminsédure und L-Lysin beschrénkt war, wird heutzutage ein
Grofiteil der Aminosduren mit Hilfe dieser Technologie gewonnen [196, 202]. Bei
diesem Verfahren wird die Fahigkeit von Mikroorganismen ausgenutzt, unter ge-
eigneten Bedingungen organische Substanzen unterschiedlichster Stoffklassen in
hoher Geschwindigkeit zu produzieren. So besitzt der Bakterienstamm Corynebac-
terium glutamicum die Fahigkeit, aus 1kg D-Glucose etwa 500 g Glutaminsdure
zu produzieren [202]. Besonders bemerkenswert ist, dass im Falle der fermentati-
ven Aminosdureproduktion einzig das biologisch wertvolle L-Enantiomer gebildet
wird. Durch den Einsatz gentechnisch veranderter Mikroorganismen (auxotrophe
Mutante) kénnen im Vergleich zu Wildtyp-Stammen wesentlich hohere Ausbeuten
bestimmter Aminosauren erzielt werden, so dass durch den Einsatz relativ preiswerter
Kohlenstoff- und Stickstoffquellen als Ausgangsstoffe, automatisierter Produktions-
verfahren sowie optimierter Aufreinigungsprozesse heutzutage fermentative Verfahren

aus wirtschaftlicher Sicht der chemischen Synthese iiberlegen sind.

2.2.2. Mogliche Verunreinigungen von Aminosaduren

Bedingt durch wechselnde Rohstoffpreise und Verfiigharkeiten von Ausgangsstoffen

werden Aminoséduren heutzutage abwechselnd mit den vier beschriebenen Verfah-
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ren industriell gewonnen. Thr Verunreinigungsprofil ist somit stark vom jeweiligen
Herstellungsprozess abhéngig. Als Folge wechselnder Herstellungsverfahren wird
eine Vielzahl an Verunreinigungen erhalten, die teilweise mit der bisher eingesetzten
Arzneibuch-Analytik nicht erfasst werden konnen. Ein typisches Beispiel hierfiir
ist das Auftreten toxischer Verunreinigungen in L-Tryptophan nach Anderung des
fermentativen Herstellungsverfahrens [5HIT].

Bei enzymatischen und chemischen Synthesen von Aminosduren treten als mog-
liche Verunreinigungen Edukte, Zwischenprodukte sowie Nebenprodukte auf. Bei
hydrolytischen Verfahren von Proteinen werden vor allem andere Aminosauren als
mogliche Verunreinigungen erwartet. Das Verunreinigungsprofil von biotechnologisch
hergestellten Aminosauren ist dagegen komplex und schwer vorhersagbar. Da hier
der gesamte Biosyntheseweg eines Mikroorganismus fiir die Aminosdureproduktion
ausgenutzt wird, kann eine Vielzahl unterschiedlicher Verunreinigungen auftreten.
Kohlenstoff- und stickstoftfhaltige Inhaltsstoffe der Kulturbriithe wie Melasse, Zucker,
organische Sauren, Pepton, Hefeextrakt etc., Komponenten des Kulturmediums wie
z. B. Wachstumsfaktoren (Vitamine, Aminoséduren) und Antibiotika (Tetracycline,
Aminoglykoside, Chloramphenicol), Ausscheidung von “Overflow-Metaboliten” wie
Acetat, Lactat, Pyruvat und Aminosiuren bei ungiinstiger Nahrstoffzufuhr, Uberreste
von Mikroorganismen (Biomasse, DNA, Proteine), Neben- und Zwischenprodukte
der Stoffwechselwege, unerwiinschte Umwandlungsprodukte von Substraten und
Vorlaufersubstanzen, Endotoxine, Bakterien und Viren zédhlen zu den moglichen

Verunreinigungen [207].

2.2.3. Aminosauren im Arzneibuch

Die aktuell giiltigen Reinheitspriifungen der Aminosédure-Monographien im Euro-
péischen Arzneibuch sind vorwiegend auf synthetisch und aus Proteinhydrolysaten
gewonnene Aminoséduren abgestimmt. So zielt die DC-Reinheitspriifung auf die De-
tektion Ninhydrin-positiver Substanzen ab, also anderer Aminosauren, die bei der
Herstellung aus Proteinhydrolysaten nicht vollstédndig entfernt wurden; zusatzlich
kann durch den Einsatz geeigneter anderer Detektionsverfahren auf Nebenproduk-
te geprift werden, die in synthetisch oder fermentativ hergestellten Aminosauren

enthalten sind. Da die IR-Spektroskopie keine Unterscheidung zwischen L- und
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D-Enantiomer erméglicht und nur fiir das Racemat ein abweichendes Spektrum zeigt,
kann mit Hilfe der spezifischen Drehung der Gehalt der D-Aminosaure, einem Haupt-
nebenprodukt der chemischen Synthese, begrenzt werden. Zusétzlich wird der Gehalt
von Ammonium-Ionen, die aus dem NHj3-Sptilschritt der Ionenaustauscherséiule bei
der chromatographischen Aufarbeitung stammen, limitiert.

Da heutzutage ein Grofiteil der Aminoséduren auf biotechnologischem Weg ge-
wonnen wird, wird der Nachweis potentieller Verunreinigungen durch die aktuell
gliltigen Arzneibuchpriifungen nur unzureichend gewéahrleistet; jedoch legt die All-
gemeine Monographie “Fermentationsprodukte” besondere Anforderungen an die
Reinheit fermentativ gewonnener Aminosauren fest, die zusétzlich zu den entspre-
chenden Einzelmonographien gelten [208]. Diese allgemeine Vorschrift fordert, dass
die eingesetzten Aufreinigungsprozesse Uberreste der Mikroorganismen, Kulturmedi-
en, Substrate, Vorlaufersubstrate sowie unerwiinschte Umwandlungsprodukte von
Substraten und Vorlaufersubstraten weitgehend oder vollsténdig entfernen, um somit

die Qualitat des Produktes zu gewéhrleisten.

2.2.4. Herstellung von L-Alanin

Die proteinogene Aminosdure L-Alanin wird heutzutage im industriellen Mafistab
vorwiegend auf drei unterschiedlichen Herstellungswegen gewonnen: chemische Syn-
these, enzymatische Synthese und Extraktion aus Proteinhydrolysaten [195] 205, 207].
Der Grofiteil der L-Alanin-Gewinnung erfolgt durch den Einsatz der enzymatischen

Synthese.

Chemische Synthese

Bei der chemischen Synthese von L-Alanin wird ausgehend von Acetaldehyd das
entsprechende Cyanhydrin gebildet, welches entweder direkt oder nach Umsetzung
mit COy zum Hydantoin mit Sdure oder Base zum D,L-Alanin hydrolysiert wird
(Abbildung [2.2). Nach Umsetzung zum N-Acetyl-Derivat erfolgt eine Lyase-kataly-
sierte Hydrolyse der Amidbindung des N-Acetyl-L-Alanins. Das Reaktionsgemisch
aus L-Alanin, Natriumacetat und N-Acetyl-D-Alanin kann unter Ausnutzung der
unterschiedlichen Léslichkeiten und/oder mit Hilfe von Ionenaustauschern getrennt
werden [202].
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Abbildung 2.2: Chemische Synthese von D,L-Alanin.

Als mogliche Verunreinigung wird vorwiegend das D-Alanin beobachtet. Der Gehalt
des D-Enantiomers wird in der Monographie durch die Bestimmung der spezifischen
Drehung limitiert [209]; ein empfindlicher Enantiomerennachweis ist jedoch mit dieser
Methode nicht moglich.

Extraktion aus Proteinhydrolysaten

Ausgehend von Alanin-reichen Protein-Rohstoffen wie Kollagen oder Blutmehl erfolgt
nach saurer Hydrolyse der Proteine eine Fraktionierung der Aminoséduren mit Hilfe
von Kunstharzionenaustauschern. Fiir die Isolierung von L-Alanin wird die mit neu-
tralen Aminoséuren angereicherte Fraktion einer chromatographischen Feintrennung
unterworfen. Die Fraktion, die nur noch L-Alanin enthéalt, wird eingedampft und zur
Kristallisation gebracht [202].

Als mogliche Verunreinigungen werden vorwiegend andere neutrale Aminosauren
wie beispielsweise das strukturell sehr d&hnliche Glycin erwartet; diese werden als
Ninhydrin-positive Substanzen mit der vorgeschriebenen DC-Methode (LOD > 0.5 %)
erfasst. Ein Systemeignungstest stellt hier den Nachweis kritischer Aminosdurepaare

wie Alanin und Glycin sicher [209].

Enzymatische Synthese

Bei der enzymatischen Synthese wird durch die stereospezifische Umsetzung von
Fumarsaure mit Ammoniak in Gegenwart des Enzyms L-Aspartase die Aminoséure
L-Asparaginsédure gewonnen, die in einem weiteren enzymkatalysierten Schritt durch
Decarboxylierung zu L-Alanin umgesetzt wird (Abbildung [210+H212).
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Abbildung 2.3: Enzymatische Synthese von L-Alanin.

Als mégliche Verunreinigungen werden bei der enzymatischen Synthese das Edukt
Fumarsaure und das Zwischenprodukt L-Asparaginsdure erwartet. Zu den weite-
ren Verwandten Substanzen zahlen Apfelsiaure, Maleinsaure und L-Glutaminséure.
Wihrend Apfelsdure und Maleinsdure im Zuge der enzymatischen Synthese als Neben-
produkte ausgehend von der Fumarsaure gebildet werden, wird die L-Glutaminsiaure
zur Beschleunigung eines Kristallisationsprozesses von auflen zugesetzt.

Wéhrend die beiden Aminosauren als Ninhydrin-positive Substanzen mit Hilfe des
in der Monographie beschriebenen Diinnschichtchromatographie-Nachweises auf eine
Konzentration von jeweils 0.5 % begrenzt werden konnen, werden die organischen

Sauren im Rahmen der Reinheitspriifung nicht erfasst [209].

2.3. Untersuchung von Alanin mittels 'H-NMR-
Spektroskopie

2.3.1. Signalzuordnung

Eine eindeutige Zuordnung der zur quantitativen Analyse herangezogenen Signale ist
eine Grundvoraussetzung der quantitativen NMR-Spektroskopie. Unter Aufnahme
der jeweiligen Einzelspektren sowie durch “Spiking-Experimente” von einer bzw.
mehreren Verunreinigungen zur Hauptkomponente L-Alanin (Ala) wird eine eindeu-
tige Signalzuordnung der zu analysierenden Alanin-Probe im Loésungsmittel DO
gewéhrleistet (Abbildung . In Tabelle sind die chemischen Verschiebungen der
entsprechenden NMR-Signale der Hauptkomponente L-Alanin und ihrer moglichen
Verunreinigungen L-Glutaminsiure (Glu), L-Asparaginsidure (Asp), Apfelsiure (AS)
und Fumarsdure (FS) zusammengefasst [213]. Auffallig ist, dass bei der Analyse von

Modellmischungen mit unterschiedlichem Verunreinigungsgrad Abweichungen in den
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Abbildung 2.4: 'H-NMR-Spektrum von L-Alanin (Ala) in D20, gespikt mit den méglichen
Verunreinigungen L-Glutaminséure (Glu), L-Asparaginsiure (Asp), Apfelsiure (AS) und
Fumarsdure (FS).

aufgefithrten chemischen Verschiebungen zu beobachten sind; diese werden durch
variierende pH-Werte der Untersuchungslésung hervorgerufen (siehe Abschnitt [2.3.2)).

Im Vergleich zu routineméfig eingesetzten Verfahren wie HPLC oder GC liefert
die NMR-Spektroskopie nicht nur einen Peak pro Komponente, sondern meist eine
Vielzahl an Signalen; jedoch ist fiir die quantitative Analyse einzig ein basislinien-
getrenntes Signal pro Komponente erforderlich. Am vorliegenden Beispiel konnte
mit Ausnahme von Asparaginséure fiir jede Verunreinigung mindestens ein vollstén-
dig isoliertes Signal im 'H-NMR-Spektrum gefunden werden. Wihrend die CHo,-
Resonanzen von Asparaginsiure und Apfelsaure iiberlappen, weist das entsprechen-
de CH-Signal eine dhnliche chemische Verschiebung wie ein *C-Satellit der CH-
Resonanz der Hauptkomponente auf, so dass auch dieses Signal nicht zur quantita-
tiven Bestimmung geeignet ist (Abbildung . Jedoch konnen durch den Einsatz

geeigneter 13C-Entkopplungspulssequenzen die storenden '3C-Satelliten aus dem
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Tabelle 2.1: Chemische Verschiebungen der Komponenten der Alanin-Modellmischung
(50 mg/750 ul) in D2 O.

Komponente Strukturformel H-Atom 5 [ppm]
(0]
. H,C CHj; 1.46
Alanin ﬁOH CH 577
o 9 CH, (a) 2.00-2.20
Glutaminsiure HOWOH CH;, (b) 2.35-2.55
NH, CH iiberlagert von CH-Ala
0 CH, 2.69-2.90
Asparaginsédure HONOH CH iiberlagert von '3C-Satellit
0 NH, (3.89-3.95)
0
" CH 2.55-2.85
" HO 2
Apfelsaure Y\I)LOH CH .36
O OH
0
Fumarsaure HONOH CH 6.59
o)

Spektrum entfernt werden, so dass eine Integration des CH-Signals von Asparagin-
siure moglich ist. Alternativ kann der Asparaginsaure-Gehalt durch Subtraktion der
Peakfliche des CH-Signals der Apfelsiure von der Gesamtpeakfliche der sich tiber-

lappenden CHsy-Resonanzen von Asparaginsiure und Apfelsiure bestimmt werden

(siche Abschnitt [2.3.6]).

2.3.2. pH-Abhangigkeit der chemischen Verschiebung

Bei der Analyse von Modellmischungen mit unterschiedlichem Kontaminierungs-
grad ist bei Anwesenheit geringer Verunreinigungsmengen eine deutliche Hochfeld-
verschiebung der Signale im Vergleich zu entsprechenden NMR-Spektren starker
kontaminierter Proben zu erkennen (Abbildung [2.5)). Dieses Phinomen der Signal-
verschiebung beruht auf der pH-Abhéangigkeit der chemischen Verschiebung. Wie
in Abbildung dargestellt, fiihrt bereits eine geringe Kontaminierung mit sauer
reagierenden Verunreinigungen zu einer deutlichen Anderung des pH-Wertes der
Untersuchungslosung und folglich zu einer Signalverschiebung, jedoch fiir jedes Proton

in unterschiedlichem Ausmafl. Wiahrend die Hochfeldverschiebung im Rahmen der
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Abbildung 2.5: 'H-NMR-Teilspektren der CHy-Region von Alanin-Modellmischungen
mit unterschiedlichem Verunreinigungsgrad an Glutamin- (Glu), Asparagin- (Asp), Apfel-
(AS) und Fumarsiure (FS) (0.1-2 % pro Verunreinigung) in D2O.
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Abbildung 2.6: Anderung des pH-Wertes der Alanin-Untersuchungslésung mit steigen-
dem Verunreinigungsgrad an Glutamin-, Asparagin-, Apfel- und Fumarsiure (0.1-2 % pro
Verunreinigung).
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Abbildung 2.7: Dissoziationsverhalten der Carbonsdure- und Aminogruppen von Alanin
und Asparaginsidure bei verschiedenen pH-Werten unter Angabe der jeweiligen Nettoladung
(NL) und des isoelektrischen Punktes (IEP).

quantitativen Bestimmung der Fumarsiure, Apfelsiure und Glutaminsiure aufgrund
vollstandiger Signalseparation keinen Einfluss hat, éndert sich die Signallage der
iiberlappenden CHs-Resonanzen von Asparaginsiure und Apfelsiure in Abhéngigkeit

des Verunreinigungsgrads deutlich und muss bei der Integration beachtet werden.

Verandert man nun gezielt den pH-Wert der Untersuchungslosung durch die Zugabe
von Sdure bzw. Base, erfolgt eine Protonierung der Amine bzw. eine Deprotonie-
rung der Carbonsauren; bedingt durch eine Ladungsédnderung im Molekiil kann nun
eine deutliche Tief- bzw. Hochfeldverschiebung bestimmter Signale im Spektrum
beobachtet werden. Das Ausmafl der Protonierung bzw. Deprotonierung und somit
der Signalverschiebung hangt hierbei von den jeweiligen pK,-Werten der funktio-
nellen Gruppen ab. Da die zu untersuchenden Substanzen sich in der Anzahl ihrer
Carbonsaure- und Aminogruppen sowie in den entsprechenden pK,-Werten unter-
scheiden, zeigen die Molekiile bei einem definierten pH-Wert, wie in Abbildung
am Beispiel von Alanin und Asparaginsiure dargestellt, ein unterschiedliches Disso-
ziationsverhalten, wodurch die chemischen Verschiebungen der einzelnen Protonen
in unterschiedlichem Ausmafl beeinflusst werden. Dieser Effekt kann von Vorteil sein,
wenn, wie im vorliegenden Beispiel, unter Einsatz von D,O die CHs-Signale von As-
paraginsiaure und Apfelsaure iiberlappen oder die CH-Resonanz von Asparaginsiure

mit dem 3C-Satelliten der Hauptkomponente Alanin interferiert.
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Abbildung 2.8: '"H-NMR-Spektren der Alanin-Modellmischung bei steigendem pH-Wert
der Untersuchungslosung durch den Zusatz von NaOD. Beim Einsatz von D2O-NaOD-
Mischungen sind die entsprechenden Mischungsverhéltnisse angegeben.

D,0-NaOD-Gemische

Steigert man den Anteil an NaOD schrittweise, verandert sich die chemische Ver-
schiebung bestimmter Resonanzen deutlich im Vergleich zu Experimenten in reinem
DO (Abbildung . Protonen, die in rdumlicher Ndhe zur nun negativ geladenen
Carbonséduregruppe liegen, werden aufgrund erhohter Abschirmung mit steigendem
pH-Wert hochfeldverschoben. Vor allem die CHs-Signale von Asparaginsdure und
Apfelsiaure sowie die CH-Resonanzen der beiden sauren Aminosiuren Asparaginsiure
und Glutaminsdure zeigen deutliche Unterschiede in der Lage ihrer Signale im Spek-
trum auf (sieche Abbildungen 2.8 und [2.9). Wéhrend beim Einsatz von stark basischen
D50O-NaOD-Mischungen im Verhéltnis 9:1 (V/V) eine vollstandige Signalseparation
zwischen dem '3C-Satelliten und Asparaginsiure erzielt werden kann (Abbildung 2.8)),
wird fiir die entsprechenden CH,-Signale der Asparagin- und Apfelsiure trotz erhebli-

cher Veranderung der chemischen Verschiebung keine Basislinientrennung erméglicht.

Auffallig ist, dass fiir alle Aminosduren im basischen Milieu eine deutliche Signal-
verschiebung der CH-Resonanzen in Richtung Hochfeld zu beobachten ist, wahrend

die entsprechende chemische Verschiebung der Apfelsiure nicht beeinflusst wird (siehe
Abbildung . Dieser Effekt ist auf die in der Apfelsiure fehlende NH,-Gruppe zu-
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Abbildung 2.9: Abhéngigkeit der chemischen Verschiebung der CH-Resonanzen von
Glutamin- (Glu-CH), Asparagin- (Asp-CH) und Apfelsiure (AS-CH) sowie Alanin (Ala-CH)
und dessen '3C-Satellit vom pH-Wert der Untersuchungslésung der Alanin-Modellmischung
aus Abbildung

ruckzufithren, die in stark basischem Milieu (pH > 11), bedingt durch die vollstédndige
Deprotonierung dieses Substituenten, eine Anderung der Ladungsdichte im Molekiil

hervorruft, welche fiir die Hochfeldverschiebung der CH-Signale verantwortlich ist.

D,0-DCI-Gemische

Bei analogen NMR-Experimenten mit DCI ist der Einfluss des pH-Wertes auf die
chemische Verschiebung von Protonen, die in raumlicher Nédhe zur nun protonierten
NHy-Gruppe liegen, ebenfalls deutlich erkennbar; die Signale werden mit sinkendem
pH-Wert tieffeldverschoben (Abbildung . Im Hinblick auf eine vollstdndige
Separation tiberlappender Signale in DoO wirkt sich ein niedriger pH-Wert vor allem
auf die auf die beiden Resonanzen der Asparaginsiure positiv aus.

Aufgrund der leicht unterschiedlichen pK,-Werte der a-standigen Carbonsaure-
funktion von Alanin und Asparaginsaure [205] wird in Abhéngigkeit des pH-Wertes
der Untersuchungslosung die Signaltrennung zwischen dem ?C-Satelliten von Alanin
und Asparaginsiure deutlich beeinflusst (siehe Abbildung [2.11]a). Eine maximale
Signalseparation der beiden CH-Resonanzen wird beim Einsatz einer DoO-DCI-Mi-
schung im Verhéltnis 9:1 (V/V) erreicht. In dhnlicher Weise wird bei sinkendem

pH-Wert der Untersuchungslosung eine deutliche Signalverschiebung hin zu héheren
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Abbildung 2.10: '"H-NMR-Spektren der Alanin-Modellmischung bei sinkendem pH-Wert
der Untersuchungslésung durch den Zusatz von DCI. Beim Einsatz von D3 O-DCl-Mischun-
gen sind die entsprechenden Mischungsverhéltnisse angegeben.

chemischen Verschiebungen fiir die CHy-Protonen von Asparaginsdure beobach-
tet (Abbildung [2.10). Wie in Abbildung [2.11]b dargestellt, wird aufgrund deutlich
unterschiedlicher pKa—Werte der Carbonséuregruppen von Asparagin- und Apfelsiu-
re [I85, 205] sowie der fehlenden NHa-Substituierung am C-Atom in a-Position die
Lage des CH,-Signals der Apfelsiure im Vergleich zur entsprechenden Asparaginséure-

Resonanz in stark saurem Milieu in geringerem Mafle tieffeldverschoben.

2.3.3. Bestimmung der Spin-Gitter-Relaxationszeit 7}

Vor den quantitativen NMR-Experimenten miissen die T}-Relaxationszeiten der zur
Integration herangezogenen Signale ermittelt werden, da nur durch eine vollsténdige
Relaxation der untersuchten Kerne die geforderte Proportionalitidt zwischen der
Intensitdt und der zugehorigen Kernanzahl eines Signales gewéhrleistet ist. Fiir das
entsprechende “Inversion-Recovery-Experiment” wurde die zu analysierende Alanin-
Modellmischung eingesetzt; die Konzentration der Losung (50 mg/750ml) sowie
bestimmte NMR-Aufnahmeparameter wie Scan-Anzahl (NS = 128) und spektrale
Breite (14 ppm) wurden analog zur quantitativen Analyse gewéhlt. Da bereits in

Vorversuchen zur groben Abschitzung der T;-Relaxationszeit deutliche Unterschiede
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Abbildung 2.11: Abhéingigkeit der chemischen Verschiebung der CH-Resonanzen
von Asparagin- und Apfelsiure sowie Alanin und dessen 2C-Satellit (a), sowie der

CHa-Resonanzen von Asparagin- und Apfelsiure (b), vom pH-Wert der Untersuchungslé-
sung der Alanin-Modellmischung aus Abbildung

im Relaxationsverhalten der Protonen der einzelnen Verunreinigungen aufgezeigt
werden konnten, wurden fiir die Bestimmung der entsprechenden Ti-Relaxationszeiten
von Haupt- und Nebenkomponente 17 Experimente mit ansteigender Wartezeit von
0.5s bis 10s zwischen den beiden aufeinanderfolgenden 180°- und 90°-Impulsen
durchgefithrt (Abbildung . In Tabelle sind die ermittelten T3-Zeiten in den
eingesetzten Losungsmitteln bzw. Losungsmittelgemischen zusammengefasst. Wéh-
rend die CH3- und CHs-Signale durch kurze Ti-Zeiten gekennzeichnet sind, erfolgt die
Riickkehr des Spinsystems der CH-Protonen in den Gleichgewichtszustand erheblich
langsamer; die Messzeit pro Probe wird durch die sehr langsam relaxierende Fumar-
sédure bestimmt und somit erheblich verldngert. Aufgrund einer um den Faktor 1.5
verbesserten Empfindlichkeit beim Einsatz eines 90°-Impulses im Vergleich zu einem
30°-Impuls bei gleicher Messdauer, jedoch unterschiedlicher Scan-Anzahl, betragt
der “Relaxation Delay” mit 7 = 5T} fiir Experimente in D,O 43.5s, in NaOD- bzw.
DCI-DyO-Gemischen liegt er aufgrund der langeren T3-Zeit der Fumarsdure bei 50.5s

bzw. 57.5s; die Messzeit pro Probe liegt somit zwischen 100 min und 130 min.

2.3.4. Bestimmungsgrenze

Im Rahmen der Reinheitskontrolle von Arzneistoffen spielt die Bestimmungsgrenze
von Verunreinigungen eine wichtige Rolle, da diese die Empfindlichkeit der jeweiligen

Methode widerspiegelt. Die Bestimmungsgrenze ist definiert als die kleinste quantifi-
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Abbildung 2.12: Bestimmung der T7-Relaxationszeit von Alanin und seinen moglichen
Verunreinigungen in D2O. Zur besseren Ubersicht ist nur eine Auswahl der durchgefiihrten
17 Experimente dargestellt.

Tabelle 2.2: T}-Relaxationszeiten von Alanin und potentiellen Verunreinigungen in den
eingesetzten Losungsmitteln (D2O) bzw. Losungsmittelgemischen (DoO-NaOD und D2 O-

DCI, je 9:1 (V/V)).

Komponente Atom | Ty in D2O [s] | 77 in NaOD [s] | T3 in DCI [g]
Alanin CHj; 2.2 1.5 1.5

CH 7.2 5.0 5.8
Glutaminsdure CH, 1.5 1.5 1.1

CH - 2.9 -
Asparaginsdure | CH, 1.5 1.5 1.1

CH 3.6 4.3 5.8
Apfelsiaure CH, 1.5 0.3 1.5

CH 3.6 0.3 5.8
Fumarsaure CH 8.7 10.1 11.5
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Tabelle 2.3: Bestimmungsgrenze der Verunreinigungen Glutamin-, Asparagin-, Apfel- und
Fumarsiure mittels ' H-NMR-Spektroskopie bei einer Magnetfeldstirke von 400 MHz unter
Einsatz gespikter Alanin-Modellmischungen mit einer Konzentration von 50 mg/750 pl
D-»0.

Verunreinigung | H-Atom | LOQ [%] | LOQ [mg/750 wl]
Glutaminsdure | CH, (a) 0.05 0.025

CH, (b) 0.02 0.010
Asparaginsdure | CH, 0.03 0.015
Apfelsiure CH 0.04 0.020
Fumarsaure CH 0.004 0.002

zierbare Menge, die mit einer vorgegebenen Richtigkeit und Prazision quantitativ
erfasst werden kann [I55, [156]. Somit sollte die Bestimmungsgrenze der angewandten
Methode vorzugsweise den quantitativen Nachweis potentieller Verunreinigungen
nach den Anforderungen der ICH-Richtlinie Q3A(R2) gewihrleisten; fiir pharma-
zeutisch eingesetzte Aminosduren mit einer durchschnittlichen téaglichen Dosis von
mindestens 2g Wirkstoff liegt der geforderte Grenzwert bei maximal 0.03 % pro
Verunreinigung [199).

Wéhrend mit Hilfe von Vorversuchen die Bestimmungsgrenze der einzelnen Verun-
reinigungen anhand des Signal-Rausch-Verhéltnisses der entsprechenden Resonanzen
grob abgeschitzt werden konnte, wurden zur Uberpriifung verschiedene Modell-
mischungen mit definierter Konzentration an Verunreinigung (0.002 % bis 0.1 %
Verunreinigung) in Anwesenheit der Hauptkomponente Alanin (50 mg/750 ml) unter
quantitativen NMR-Bedingungen vermessen. In Tabelle sind die experimentell
ermittelten Bestimmungsgrenzen der zu erwartenden Verunreinigungen, bestimmt
iiber ein Signal-Rausch-Verhéltnis von 10:1, zusammengefasst. Die NMR-Ergebnisse
zeigen, dass trotz der haufig diskutierten Unempfindlichkeit dieser Technik im Ver-
gleich zu anderen spektroskopischen Methoden der nach ICH geforderte Grenzwert

erreicht wird.

Die Empfindlichkeit dieses Verfahrens kann jedoch durch eine Erhéhung der Scan-
Anzahl und /oder der Konzentration der Untersuchungslosung sowie durch den Einsatz
von NMR-Spektrometern hoherer Magnetfeldstérke und/oder modernen Probenkép-

fen deutlich verbessert werden. Um beispielsweise gleiche Signal-Rausch-Verhéltnisse
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zu erhalten, wird beim Einsatz eines 400 MHz-Spektrometers im Vergleich zu einem
600 MHz-Spektrometer mindestens die dreifache Scan-Anzahl benétigt; weiterhin
kann die Empfindlichkeit beim Einsatz eines Kryomagneten um den Faktor 4 ge-
steigert werden [99]. Eigene Experimente, das Signal-Rausch-Verhéltnis betreffend,
zeigen, dass beim Einsatz eines 600 MHz-Kryomagneten die Scan-Anzahl von 128
auf 16 und somit die Messzeit von etwa 100 min auf 15 min gesenkt werden konnte
bzw. bei gleichbleibender Experimentdauer die Empfindlichkeit erheblich gesteigert
werden konnte. Da fiir die quantitative Analyse mittels NMR-Spektroskopie die
vollstdandige Loslichkeit des Analyten und seiner Verunreinigungen im eingesetzten
Losungsmittel gefordert wird, ist eine Verbesserung des Signal-Rausch-Verhaltnisses
durch eine Erhéhung der Probenkonzentration am vorliegenden Beispiel bedingt durch
die schlechte Loslichkeit von Asparagin-, Glutamin- und Fumarsiure im eingesetzten

Losungsmittel D,O begrenzt.

2.3.5. Linearitat

Zur experimentellen Uberpriifung der Linearitit wurden reale Modellmischungen mit
definiertem Gehalt der zu erwartenden Verunreinigungen durch unabhangige Ein-
waagen der Referenzsubstanzen bzw. durch Pipettieren unterschiedlicher Volumina
aus einer Stammlosung hergestellt und unter quantitativen Bedingungen vermessen.
Da im vorliegenden Fall ein deutlich groflerer Konzentrationsbereich fiir den Linea-
ritatstest ausgewahlt wurde (LOQ bis 2% Verunreinigung), wurde die Anzahl der
Konzentrationsniveaus von fiinf auf vierzehn erhoht. Im angegebenen Konzentrati-
onsbereich konnte fiir alle Verunreinigungen ein linearer Zusammenhang zwischen
Signalflache und Konzentration ermittelt werden (Abbildung . Das geforderte
Bestimmtheitsma$l * > 0.96 fir die Priifung auf Verwandte Substanzen [156] wird
mit einem Bestimmtheitsmaf r2 > 0.999 fiir alle vier potentiellen Verunreinigungen
erreicht.

In einem weiteren Experiment wurde anhand der leicht wasserloslichen Apfelsiure
die Linearitét tiber einen deutlich vergréferten Konzentrationsbereich (0.02 mg bis
50 mg; das entspricht einem Bereich von LOQ bis 100 %) tiberpriift, um die geforderte
lineare Abhangigkeit auch tiber den festgelegten Arbeitsbereich hinaus aufzeigen zu
kénnen. Wie in Abbildung dargestellt, wird die Korrelation von Signalflache
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Abbildung 2.13: Graphische Darstellung der Signalfliche (Integral) gegen die Konzentra-
tion fiir die Verunreinigungen Glutamin-, Asparagin-, Apfel- und Fumarsiure unter Angabe
von Geradengleichung und Bestimmtheitsma$ (12).

und Konzentration durch eine Gerade mit einem Bestimmtheitsma$l r* = 0.9996
beschrieben. Aufgrund des linearen Zusammenhangs iiber einen grofien Konzentrati-
onsbereich wird die gleichzeitige quantitative Erfassung von Hauptkomponente und

potentiellen Verunreinigungen in einem NMR-Experiment ermoglicht.

2.3.6. Quantitative Reinheitspriifung auf Verwandte Substanzen
Herstellung der zu untersuchenden Alanin-Modellmischung

Die Eignung der quantitativen 'H-NMR-Spektroskopie zur Reinheitspriifung von
Aminosduren wurde anhand einer Alanin-Probe mit bekanntem Kontaminierungsgrad
untersucht. Zur Herstellung dieser Alanin-Modellmischung wurden 19.94 g Alanin,
195.6 mg Glutaminséiure (0.98%), 76.6 mg Asparaginsiure (0.39 %), 91.3mg Apfel-
saure (0.46 %) und 81.9 mg Fumarsaure (0.41 %) eingewogen, in 200 ml Millipore-

Wasser gelost und anschlieBend mittels Sprithtrocknung in Pulverform tiberfiihrt.
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Abbildung 2.14: Graphische Darstellung der Signalfliche (Integral) gegen die Konzentra-
tion fiir die Verunreinigung Apfelsiure iiber einen Konzentrationsbereich von 0.04-100 %.

Quantitative NMR-Analyse

Die quantitative Reinheitspriifung der Aminosaure L-Alanin erfolgt durch die NMR-
spektroskopische Bestimmung der Alanin-Modellmischung in den drei unterschiedli-
chen Losungsmitteln DO bzw. Losungsmittelgemischen DoO-NaOD und D,O-DC1
(jeweils 9:1 (V/V)). Dazu wurden jeweils sechs unabhéngige Einwaagen der zu analysie-
renden Probe (50mg/750 pl) mittels Einfachbestimmung am 400 MHz-Spektrometer
vermessen. Die wichtigsten Messparameter sind in Tabelle angegeben. Dabei
wurde die Scan-Anzahl so gewéhlt, dass die fiir die Integration herangezogenen Signa-
le den Anforderungen der ICH-Richtlinie mit einer Bestimmungsgrenze von 0.03 %
geniigen.

Die quantitative Bestimmung der Verunreinigungen erfolgt ohne den Einsatz
einer zertifizierten Referenzsubstanz. Der Signalflichenvergleich einer vollsténdig
separierten Resonanz der jeweiligen Verunreinigung Iyg mit dem Methyl-Signal der
Hauptkomponente Alanin [;, ermoglicht unter Berticksichtigung der Anzahl der
Kerne N, die die Resonanzen hervorrufen, und des jeweiligen Molekulargewichtes M

den quantitativen Reinheitsnachweis:

Iyvs Naa  Mys

P = .
VST e Nvs Man

-100 % (2.1)

Da unter Verwendung von D50 als Losungsmittel kein vollsténdig separiertes Signal

fiir Asparaginsdure im Spektrum gefunden werden konnte, kann die quantitative
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Tabelle 2.4: Messparameter.

Spektrometer Bruker Avance 400 MHz
NMR-Messkopf BBO-Messkopf
Temperatur 300 K

Datenpunkte 64 K

Impuls 90°

Akquisitionszeit 5.86's

Relaxation Delay 44.86s (D,0)

55.86 5 (D,O-NaOD, 9:1 (V/V))
57.86s (D,O-DCI, 9:1 (V/V))

Spektrale Breite 14 ppm

Spektrale Auflésung 0.17 Hz/Punkt
Scan-Anzahl 128

Lb-Wert 0.3

Rotation keine Rotation
Referenzierung TSP-d4-Signal = 0.00 ppm

Analyse dieser Verunreinigung auf zwei unterschiedlichen Wegen erfolgen. Der Einsatz
von ¥C-Entkopplungsexperimenten ermoglicht durch die Eliminierung des stéren-
den 13C-Satelliten aus dem Spektrum eine direkte Bestimmung von Asparaginsiure
tiber die Integration des entsprechenden CH-Signals (Abbildung 2.15]a). Alternativ
kann der Gehalt durch eine indirekte Bestimmung mittels Subtraktion der bekann-
ten Signalfliche der CH-Resonanz der Apfelsiure von der Gesamtpeakfliche der
iiberlappenden CH,-Signale von Asparagin- und Apfelsiure bestimmt werden (Ab-
bildung b). Die quantitative Untersuchung der Alanin-Modellmischung liefert
fiir beide Methoden vergleichbare Ergebnisse mit einer hohen Wiederfindungsrate
von 95 % (¥*C-Entkopplung) bzw. 97 % (Differenz-Methode).

Die Quantifizierung der Verwandten Substanzen in der Alanin-Modellmischung
beim Einsatz von DO als Losungsmittel zeigt mit einer Wiederfindungsrate von
mindestens 96 % eine geringe relative Abweichung zum tatsichlichen Gehalt der
jeweiligen Verunreinigung (siehe Tabelle . Beim Einsatz von Losungsmitteln mit
stark basischem bzw. saurem pH-Wert wie NaOD bzw. DCI kann im entsprechen-
den NMR-Spektrum fiir jede Verunreinigung mindestens ein vollsténdig separiertes
Signal zur direkten quantitativen Bestimmung gefunden werden (Abbildung .



2.3. Untersuchung von Alanin mittels 1 H-NMR-Spektroskopie 155

Ala CH

Asp/AS CH,
AS CH Asp CH e
; Al
13c 13¢
Asp
; Wl
T T T T T T T T T T

4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 ppm

Abbildung 2.15: 'H-NMR-Teilspektren der CH-Region der Alanin-Modellmischung bei
600 MHz mit '3C-Entkopplung (a) bzw. 400 MHz ohne 13C-Entkopplung (b). 13C-Entkopp-
lungsexperimente ermdglichen die Eliminierung der stérenden !'3C-Satelliten (13C) aus
dem NMR-Spektrum und somit eine direkte Bestimmung von Asparaginsdure iiber die
Integration der CH-Resonanz.

Die Ergebnisse der Reinheitspriifung in NaOD-D5O- bzw. DCI-D5O-Loésungsmittel-
gemischen im Verhéaltnis 9:1 (V/V) liefern vergleichbare Ergebnisse zur quantitativen
Analyse in D,O und zeigen somit ebenfalls eine geringe relative Abweichung zum
“wahren” Gehalt (Tabelle [2.5).

Alle drei Bestimmungsmethoden ermdéglichen eine prézise Quantifizierung mit einer
relativen Standardabweichung von deutlich unter 2 %; der im Pharmabereich bei der
Gehaltsbestimmung von Neben- und Abbauprodukten mit einem Gehalt von 1% bis
0.1 % zulédssige bzw. akzeptierte Richtwert der relativen Standardabweichung von
maximal 10 % [I56] wird am vorliegenden Beispiel deutlich unterschritten. Vergleicht
man die ermittelten Variationskoeffizienten mit der von Horwitz anhand zahlreicher
Ringversuche entwickelten empirischen Gleichung fiir die maximal erwartete Streuung
unter Wiederholbedingungen, wird die iibliche relative Standardabweichung von
2.68 % bzw. 3.79% bei einer Analytkonzentration von 1% bzw. 0.1% ebenfalls
deutlich unterschritten [214].

NMR-Experimente in stark saurem Milieu erlauben eine zusatzliche experimentel-
le Uberpriifung der Richtigkeit der Ergebnisse, da fiir die Verwandten Substanzen

Glutamin-, Asparagin- und Apfelsiure jeweils zwei vollstéindig separierte Resonanzen
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Tabelle 2.5: Ergebnisse der quantitativen Analyse der Alanin-Modellmischung mittels
'H-NMR-Spektroskopie unter Verwendung verschiedener Losungsmittel (D2O) bzw. Lo-
sungsmittelgemische (D20-NaOD und D2O-DCI, jeweils 9:1 (V/V)). Angabe des tatséch-
lichen Gehalts der Verunreinigungen (Soll), des Mittelwertes (MW), der relativen Stan-
dardabweichung (RSD) und der Wiederfindungsrate (WF) von sechs unabhéngigen NMR-
Experimenten.

VS Soll D20 D20-NaOD D20O-DCl
MW RSD WF | MW RSD WF | MW RSD WF
ol | 6] | [A] | [l | (%] | % | (] | (%] | [%] | [%]
Glu 098 | 098 | 0.66 | 100 | 098 | 0.78 | 100 | 0.97 | 0.33 99
Asp 0.39 0.38 1.33 97 0.39 1.89 100 0.37 | 0.38 95
AS 0.46 0.44 1.03 96 0.44 1.83 96 0.42 0.76 91
FS 0.41 0.41 0.14 100 0.41 0.20 100 0.41 0.33 100

c) Ala CH Glu
| Asp
" AS Glu
AS Asp
4.6 4.4 3.2 3.0 2.8 2.6 24 ppm
b) Glu
Asp Asp/AS Asp/AS | | UC:JUM
3.8 3.6 2.6 24 2.2 2.0 1.8 ppm
a
) Glu
13 .
c 1c Asp/AS
Asp Glu
AS
T T T T T // 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1
4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 2.8 2.6 2.4 2.2 ppm

Abbildung 2.16: 'H-NMR-Teilspektren der Alanin-Modellmischung in D2O (a), D2O-
NaOD, 9:1(V/V) (b) und D2O-DCI, 9:1 (V/V) (c).
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Tabelle 2.6: Uberpriifung der Richtigkeit durch Integration und anschliefenden Flichen-
vergleich zweier basisliniengetrennter Signale einer Verunreinigung. Angabe des Mittelwertes
(MW) und der relativen Standardabweichung (RSD) von sechs unabhéngigen NMR-Expe-
rimenten im DyO-DCI-Gemisch, 9:1 (V/V).

Signal CH, CH

MW [%] RSD [%] MW [%] RSD [%]
Glu (a) 0.98 0.33 nicht detektiert
Glu (b) 0.98 0.20
Asp 0.37 0.38 0.37 1.52
AS 0.42 0.76 0.42 1.38

im Spektrum integriert und somit quantitativ ausgewertet werden konnen (Abbil-
dung [2.16|c). Die quantitative Bestimmung der drei Verunreinigungen liefert unter
Berticksichtigung der CH,- und CH-Signale gleiche Ergebnisse (siehe Tabelle .

2.4. Vergleich NMR-Spektroskopie versus HPLC

Um nun die Eignung der NMR-Spektroskopie im Rahmen der Reinheitspriifung
von Alanin auch fiir die routineméflig durchgefiihrte Qualitdtskontrolle aufzeigen
zu konnen, soll im folgenden Abschnitt die qNMR-Methode mit einem zweiten,
unabhéangigen Verfahren, der HPLC[]] verglichen und mogliche Vor- und Nachteile

aufgezeigt werden.

2.4.1. HPLC-Methode

Zur Reinheitspriifung von Alanin wird eine isokratische Trennmethode auf octade-
cylsilyliertem Séulenmaterial eingesetzt [213]. Die mobile Phase besteht aus einer
Mischung von 1.5 mM Perfluoroheptansaure in Wasser und 1.5 mM Perfluorohep-
tansdure in Methanol im Verhéltnis 96/4 (V/V). Die Verunreinigungen werden mit
einer Intersil ODS-3-Saule (15 x 4.6 mm, 5 pm) bzw. Zorbax Eclipse XDB-C18-Sau-
le (50 x 4.6 mm, 1.8 um) bei einer Flussrate von 1.0ml/min bzw. 0.5 ml/min und

einer Temperatur von 30°C getrennt. Die Detektion erfolgt mit Hilfe verschiedener

!Die quantitative HPLC-Analytik wurde unter Leitung von Stefan Almeling in den Laboratorien
des EDQM in Strafburg durchgefiihrt.
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Abbildung 2.17: HPLC-Chromatogramm der Alanin-Modellmischung mit ELSD-Detek-
tion.

Verdampfungsstreulichtdetektoren (“Corona Charged Aerosol Detector” (CAD), “Na-
no Quality Analyte Detector” (NQAD), “Evaporative Light Scattering Detector”
(ELSD)) und einem massenselektiven Detektor (MS). Die Komponenten eluieren
in folgender Reihenfolge: Apfelsiure, Fumarsiure, Asparaginsiure, Glutaminséure,
Alanin (Abbildung. Die quantitative Bestimmung erfolgt mit Hilfe der Externen-
Standard-Methode.

2.4.2. Vergleichskriterium Quantitative Analyse

In Tabelle sind die mittels NMR-Spektroskopie und HPLC, gekoppelt mit verschie-
denen Detektoren, ermittelten Ergebnisse zusammengefasst. Der Vergleich zeigt eine
deutliche Ubereinstimmung der Ergebnisse, die alle eine hohe Wiederfindungsrate
zum tatsdchlichen Gehalt aufweisen; einzig die quantitative Bestimmung der Fumar-
sdure zeigt beim Einsatz der HPLC-NQAD-Methode eine signifikante Abweichung,
die zum Teil durch die starke Streuung der Ergebnisse der Einzelmessungen mit einer
relativen Standardabweichung von 11.9 % erklart werden kann [213]. Beide Verfahren
liefern richtige Ergebnisse und sind somit zur Reinheitspriifung der Aminoséure
geeignet.

Jedoch bietet die NMR-Spektroskopie gegeniiber der HPLC im Rahmen der quan-
titativen Analyse einige Vorteile. Wahrend fiir die quantitative Reinheitspriifung von
Alanin mittels 'H-NMR-Spektroskopie der Zusatz eines Referenzmaterials nicht erfor-
derlich ist (siehe Abschnitt , sind beim Einsatz der Fliissigkeitschromatographie

geeignete Referenzsubstanzen notig. Fiir die quantitative Analyse werden hier die
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Tabelle 2.7: Vergleich der Reinheitsbestimmung der untersuchten Alanin-Modellmischung
mittels quantitativer 'H-NMR-Spektroskopie (QNMR) und HPLC gekoppelt mit unter-
schiedlichen Detektoren (NQAD, CAD, ELSD, MS) unter Angabe des Mittelwertes (MW)
und der Wiederfindungsrate (WF).

VS Soll gNMR NQAD CAD ELSD MS
MW WF | MW WF | MW WF MW WF | MW WF

o] | (%] | (A | [A] | (%] | (%] | [%] | %] | [%] | [%] | [%A]
Glu 098 | 098] 100 [ 0.97 | 99 | 0.94 | 96 | 1.08 | 110 | 0.94 | 96
Asp 039 | 038 | 97 | 035 | 90 | 038 | 97 | 040 | 103 | 0.37 | 95
AS 046 | 0.44 | 96 | 0.45 | 98 | 0.46 | 100 | 0.43 | 93 | 0.40 | 87
FS 041 | 041 | 100 | 031 | 76 | 040 | 98 | 0.42 | 102 | 0.38 | 95

entsprechenden Externen Standards eingesetzt und mit Hilfe einer Einpunktkali-
brierung bzw. durch das Erstellen einer Kalibriergeraden der Gehalt der jeweiligen
Verunreinigung bestimmt [213]. Das Externe Standardisierungsverfahren bedingt so-
mit den Einsatz teurer Standardsubstanzen mit bekannter Reinheit, eine aufwendige
Probenvorbereitung mit einer Vielzahl an Verdiinnungsschritten sowie eine Reihe
zusatzlicher HPLC-Laufe, die beim Einsatz der NMR-Spektroskopie entfallen, da
hier nur die zu untersuchende Probe am NMR-Spektrometer vermessen werden muss.
Sind dagegen keine geeigneten Referenzsubstanzen erhaltlich, miissen beim Einsatz
der HPLC zusétzlich die entsprechenden Korrekturfaktoren bestimmt werden, um
eine quantitative Auswertung iiber die Peakflichen zu ermdglichen. Die NMR-Spek-
troskopie bietet dagegen den Vorteil, dass aufgrund der direkten Proportionalitét
zwischen Intensitdt und Kernanzahl einer Resonanz auch andere Substanzen als der
Analyt selbst potentielle Referenzsubstanzen darstellen; Korrekturfaktoren sind hier

nicht erforderlich.

2.4.3. Vergleichskriterium Bestimmungsgrenze

Ein haufig in der Literatur diskutierter Nachteil der quantitativen NMR-Spektroskopie
gegeniiber konventionellen HPLC-Methoden ist ihre “Unempfindlichkeit” im Bereich
der Reinheits- und Spurenanalytik. Der Vergleich der experimentell ermittelten
Bestimmungsgrenzen von NMR-Spektroskopie und HPLC gekoppelt mit unterschied-

lichen Detektoren zeigt jedoch, dass die Erfassung potentieller Verunreinigungen der
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Tabelle 2.8: Bestimmungsgrenzen der potentiellen Verunreinigungen Glutamin-,
Asparagin-, Apfel- und Fumarsiure, experimentell ermittelt mittels NMR-Spektrosko-
pie (QNMR) und HPLC gekoppelt mit unterschiedlichen Detektoren (NQAD, CAD, ELSD,
MS).

VS qNMR | NQAD CAD ELSD MS
%] %] %] (%] (%]
Glu 0.02 0.04 0.008 0.30 0.0001
Asp 0.03 0.03 0.006 0.20 0.0001
AS 0.04 0.02 0.01 0.10 0.001
FS 0.004 0.02 0.01 0.20 0.005

Aminosaure L-Alanin auch mit Hilfe einer eher unempfindlichen spektroskopischen
Methode wie der NMR-Spektroskopie in einem Konzentrationsbereich < 1% moglich
ist (siche Tabelle [2.8).

Die NMR-spektroskopisch ermittelte Bestimmungsgrenze der jeweiligen Verwand-
ten Substanz liegt im vorliegenden Beispiel in einem dhnlichen Konzentrationsbereich
wie fiir die HPLC-Methode mit NQAD-Detektion; die Anforderungen der ICH-Richt-
linie werden hier fiir beide Verfahren erfiillt. Wie in Tabelle 2.8 dargestellt, ermoglicht
die quantitative NMR-Spektroskopie im Vergleich zur HPLC-ELSD-Methode sogar
eine um den Faktor 10 empfindlichere Bestimmung aller Verunreinigungen. Der
Einsatz des CAD-Detektors weist im Vergleich zur NMR-Spektroskopie zwar eine
bis um den Faktor 5 empfindlichere Erfassung der einzelnen Verunreinigungen auf,
jedoch wird durch eine Erhéhung der Scan-Anzahl und/oder der Magnetfeldstérke
(z.B. durch Einsatz eines 600 MHz-Spektrometers) auch mittels NMR-Spektroskopie

die Quantifizierung im aufgefiihrten Konzentrationsbereich gewahrleistet.

Die Bestimmungsgrenze wird beim Einsatz der 'H-NMR-Spektroskopie neben
den bereits erwidhnten Einflussgrofien Einwaage, Scan-Anzahl und Magnetfeldstérke
zudem von der Signalform und der Anzahl der Kerne, die die auszuwertende Resonanz
hervorrufen, beeinflusst. Verunreinigungen, die im Spektrum ein scharfes Singulett
zeigen, ermoglichen bei gleicher Kernanzahl in der Regel eine empfindlichere Detektion
als Resonanzen mit Feinstruktur. Dieses Phanomen erkléirt die empfindliche NMR-
spektroskopische Bestimmung der Fumarsaure bis in Konzentrationsbereiche deutlich

unter 0.01 %, da diese Resonanz im Vergleich zu den anderen Verunreinigungen
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Abbildung 2.18: Uberpriifung der Linearitit der HPLC-NQAD-Methode am Beispiel
der Glutaminsdure im Konzentrationsbereich von etwa 0.025-0.2% (a) und bei deutlich
erhohten Konzentrationen von bis zu 5% (b).

ein Singulett aufweist. Die entsprechende Bestimmungsgrenze liegt hier im Bereich
des massenspezifischen Detektors (MS), der im allgemeinen eine sehr empfindliche
Detektion erlaubt [213].

2.4.4. Vergleichskriterium Linearitat

Waiéhrend die lineare Abhéngigkeit zwischen Signalfliche und Konzentration mit-
tels NMR-Spektroskopie tiber einen weiten Konzentrationsbereich gewahrleistet ist
(siehe Abschnitt [2.3.5)), muss fir die HPLC-Methode der zuldssige Arbeitsbereich
beim Einsatz der verschiedenen Verdampfungsstreulichtdetektoren wie NQAD, CAD
und ELSD im Rahmen der Methodenvalidierung mit realen Proben sorgfaltig be-
stimmt werden, da hier nur in einem definierten Konzentrationsbereich ein linearer
Zusammenhang besteht [213].

Diese Problematik kann am Beispiel der Kalibrierkurve der Glutaminsdure mittels
NQAD-Detektion deutlich aufgezeigt werden. Wahrend fiir einen definierten Konzen-
trationsbereich von 2.5-20 nug/ml eine direkte Proportionalitit zwischen der Peak-
fliche und der Glutaminsdure-Konzentration zu beobachten ist (Abbildung a),
ist bei deutlich erhohten Glutaminsdure-Konzentrationen von bis zu 500 pug/ml der
Ubergang zu einer quadratischen Abhingigkeit zu erkennen (Abbildung b);
in diesem Konzentrationsbereich ist eine quantitative Bestimmung der Verunreini-
gungen mit hoher Richtigkeit nicht mehr gewéhrleistet. Dies gilt ebenfalls fiir die
HPLC-Methode mit CAD-Detektion; fir beide Detektoren besteht iiber einen Kon-
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zentrationsbereich von etwa einer Zehnerpotenz eine lineare Abhéngigkeit zwischen
Konzentration und Peakfliache [213] 215]. Dieser begrenzte lineare Arbeitsbereich ver-
hindert im Gegensatz zur NMR-Spektroskopie die simultane quantitative Bestimmung
von Hauptkomponente und potentiellen Verunreinigungen mit Hilfe eines Experi-
mentes. Beim Einsatz des ELSD-Detektors wird zudem erst nach Logarithmierung

der Peakflache ein linearer Zusammenhang erhalten.

2.5. Zusammenfassung

Wie am vorliegenden Beispiel aufgezeigt werden konnte, eignet sich die quantitative
NMR-Spektroskopie neben der Gehaltsbestimmung von Hauptkomponenten ebenfalls
zur Priifung auf Reinheit von Verwandten Substanzen geringer Konzentration. Im
Vergleich zu den in der L-Alanin-Monographie beschriebenen Priifmethoden des Euro-
piischen Arzneibuches [209] konnen mit der vorgeschlagenen 'H-NMR-Methode alle
zu erwartenden Verunreinigungen — Glutamin-, Asparagin-, Apfel- und Fumarséure —
des heutzutage tiberwiegend eingesetzten Herstellungsverfahrens, der enzymatischen
Synthese, im NMR-Spektrum identifiziert und quantitativ erfasst werden. Zudem
konnte beim Einsatz der NMR-Spektroskopie ein deutlicher Empfindlichkeitsgewinn
erzielt werden; die ermittelte Bestimmungsgrenze erfillt mit einem LOQ < 0.03%
die Vorgaben der ICH-Richtlinie Q3A(R2) fiir “Substanzen zur pharmazeutischen
Verwendung”. Die eher unspezifischen und unempfindlichen Arzneibuchmethoden
erlauben hingegen keine vollstandige Abdeckung des zu erwartenden Verunreini-
gungsprofils — Apfelsiure und Fumarsiaure konnen hier nicht detektiert werden — da
diese Priifverfahren vorwiegend auf die Detektion von Verunreinigungen synthetisch
und aus Proteinhydrolysaten gewonnener Aminosauren abzielen.

Der Vergleich der 'H-NMR-Methode mit einer fiir den Routinebetrieb geeigneten
Alanin-Reinheitsbestimmung mittels HPLC weist eine deutliche Ubereinstimmung
der Ergebnisse mit vergleichbaren Wiederholprazisionen auf, die zudem eine hohe
Wiederfindungsrate zum “wahren” Gehalt aufweisen, wodurch die Richtigkeit bei-
der Methoden bestétigt werden konnte. Jedoch zeigt der Methodenvergleich auch
einige Nachteile des chromatographischen Verfahrens im Vergleich zur NMR-spek-

troskopischen Bestimmung auf; zu nennen sind hier der Einsatz teurer, zertifizierter
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Externer Standards, eine vergleichsweise aufwendige Probenvorbereitung, eine erhéh-
te Experimentanzahl fiir die quantitative Analyse sowie ein relativ schmaler linearer
Arbeitsbereich, der die gleichzeitige quantitative Analyse von Hauptkomponente und
potentieller Verunreinigungen in einem Experiment nicht erlaubt. Da beim Einsatz
der NMR-Spektroskopie eine dhnlich empfindliche Erfassung der einzelnen Verun-
reinigungen wie mittels CAD- bzw. NQAD-Detektion und sogar im Vergleich zur
HPLC-ELSD-Methode eine um den Faktor 10 kleinere Bestimmungsgrenze erreicht
wird, macht dies den Einsatz der NMR-Spektroskopie auch fiir den Routinebetrieb
attraktiv. Jedoch ist hier der Einsatz von Spektrometern hoher Magnetfeldstérke
und/oder Kryomagneten zu empfehlen, da dann eine erhebliche Verkiirzung der

Messdauer pro Experiment gewéhrleistet wird.






3. Reinheitspriifung von

unfraktioniertem Heparin-Natrium

3.1. Aufgabenstellung

Heparine sind seit mehr als 70 Jahren das Mittel der Wahl in der Prophylaxe und
Therapie thromboembolischer Erkrankungen. Wéhrend anfangs ausschlielich un-
fraktionierte Heparine eingesetzt wurden, wird heutzutage — bedingt durch bessere
pharmakokinetische Eigenschaften — den Niedermolekularen Heparinen (NMH) der
Vorzug gegeben. Jedoch spielen die beiden unfraktionierten Heparine (UFH) — He-
parin-Natrium und -Calcium — bis heute insbesondere als Antikoagulans in der
Kardiologie und Herz-/Thoraxchirurgie sowie als Thromboseprophylaxe in der Inten-
sivmedizin eine entscheidende Rolle [178, 216].

Ende 2007 stieg die Zahl der Meldungen tiber schwere allergiedhnliche Reaktionen
wahrend der intravenodsen Behandlung mit unfraktioniertem Heparin in den USA
drastisch an; Anfang 2008 wurden zeitverzogert auch in Deutschland erste Verdachts-
falle gemeldet [217]. Betroffen waren in erster Linie herzkranke und Dialyse-Patienten,
die im Rahmen der medizinischen Behandlung hohe Dosen Heparin erhalten hat-
ten. Starker Blutdruckabfall und anaphylaktoide Symptome wie Hitzewallungen,
Ubelkeit, Bauchschmerzen, Juckreiz, Atembeschwerden und Ohnmacht waren die
Folge [218]; in den USA wurden sogar Todesfille gemeldet [219]. Die Gefahr wurde
schnell erkannt, die Produktion von unfraktioniertem Heparin wurde bei betroffenen
Firmen eingestellt und im Handel befindliche Heparin-Chargen wurden zuriickgerufen;
die Ursache blieb jedoch vorerst unbekannt, da alle Chargen den damals giiltigen
Anforderungen internationaler Arzneibiicher (USP, Ph. Eur.) entsprachen. Auffillig

war nur, dass die betroffenen Heparin-Muster alle aus China stammten, dem weltweit
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grofften Heparin-Produzenten. Verfahren wie Kapillarelektrophorese und Ionenpaar-
Chromatographie lieferten erste Hinweise fiir einen Qualitdtsmangel der Heparin-
Chargen, da hier untypische und bis zu diesem Zeitpunkt teilweise unbekannte Peaks
im Elektropherogramm detektiert wurden und verdédchtige Proben nach Heparinase-
Behandlung im Gegensatz zu reinem Heparin nicht vollsténdig abgebaut werden
konnten [220]. 'H- und '*C-NMR-Spektren verdichtiger Heparin-Proben zeigten
ebenfalls zusétzliche Signale, die nicht der Hauptkomponente Heparin zugeordnet
werden konnten. Im Marz 2008 gelang es der Gruppe um Guerrini et al., die Identitat
der unbekannten Verunreinigung mittels ein- und zweidimensionaler NMR- sowie
LC-MS-Verfahren aufzukléren [35]. Ubersulfatiertes Chondroitinsulfat, auch kurz als
OSCS bezeichnet, wurde als Kontaminante identifiziert.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll nun unter Einsatz NMR-spektroskopischer
Verfahren eine selektive und empfindliche Methode zur zuverlédssigen Bestimmung
kontaminierter Heparin-Proben entwickelt werden; der Schwerpunkt liegt hierbei
auf der Identifizierung und quantitativen Analyse von OSCS und weiteren natiir-
lich vorkommenden Glykosaminoglykan-Verunreinigungen wie Dermatansulfat. Des
Weiteren soll die Eignung der NMR-Spektroskopie im Vergleich zu giiltigen Arznei-
buchpriifungen des Ph. Eur. 6.0 und neuer, selektiver Nachweismethoden wie HPLC,
Kapillarelektrophorese, IR- und Raman-Spektroskopie im Rahmen einer umfangrei-
chen Untersuchung von 145 Chargen Heparin-Natrium, vorwiegend aus dem deutschen

Markt, iberpriift und bewertet werden.

3.2. Struktur, Eigenschaften und Wirkung von
Heparin

Bei Glykosaminoglykanen (GAG) handelt es sich um nattirlich vorkommende sulfatier-
te Polysaccharide, welche aus polydispersen, linear verkniipften Disaccharid-Einheiten
aufgebaut sind. Diese Disaccharid-Einheiten enthalten jeweils einen Aminozucker
— D-Glucosamin- oder D-Galactosamin-Derivate — und mindestens eine der beiden
Zuckereinheiten ist aufgrund von anwesenden Sulfat- oder Carboxylgruppen negativ
geladen. In Abhangigkeit der vorherrschenden Disaccharid-Einheit unterscheidet man

zwischen sechs verschiedenen GAG-Typen: Heparin (Hep), Dermatansulfat (DS),
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Chondroitinsulfat (CS), Hyaluronsédure (HA), Heparansulfat (HS) und Keratansulfat
(KS) (siehe Tabelle [3.1]). Aufgrund der strukturellen Diversitéit der Substanzklasse
werden jedoch neben diesen “idealisierten” Grundeinheiten vielféltige Varianten, die
sich im Sulfatgehalt und Sulfatierungsmuster, der Acetylierung des Aminozuckers
und dem Uronsauretyp unterscheiden, beobachtet.

Heparin ist ein polydisperses Gemisch heterogener GAG-Molekiile, in welchem 10
verschiedene Monosaccharide vorkommen[] Die Disaccharid-Grundeinheit besteht
jeweils aus einem Molekiil Glucosamin und einem Molekiil Uronsaure ([Uronsdure
(a-1—4)-D-Glucosamin], ). Die Uronsaure liegt hier zu etwa 70 % als L-Iduronsaure
und zu etwa 30 % als D-Glucuronsaure vor. Die wichtigste Disaccharid-Grundeinheit
des Heparins setzt sich aus (1—4)-verkniipfter a-L-Iduronsiure-2-O-sulfat und «a-D-
Glucosamin-N,2-disulfat zusammen. Daneben findet man eine Disaccharid-Einheit
aus [J-D-Glucuronsdure und N-Acetyl-a-D-Glucosamin (siehe Tabelle . Heparin
weist von allen Glykosaminoglykanen den héchsten Sulfatierungsgrad auf; auf eine
Tetrasaccharid-Einheit entfallen etwa 4 bis 5 Schwefelsédurereste. Als Bandbreite fiir
das Molekulargewicht wird M, = 5-30 kDa angegeben; die mittlere Molekularmasse
liegt bei etwa M, = 13kDa [216, 221].

Heparin besitzt unter physiologischen Bedingungen die Féhigkeit, als hochgela-
denes Polyanion an positiv geladene Strukturen zu binden und somit mit einer
Vielzahl an Proteinen und Zellen zu interagieren; diese Wechselwirkungen bilden
die Grundlage fiir die vielfaltigen biologischen Aktivitdten dieses Glykosaminogly-
kans. Dass es sich hierbei nicht nur um unselektive Interaktionen handelt, zeigt
beispielsweise die charakteristische Pentasaccharidsequenz, die fiir die Bindung an
Antithrombin IIT und folglich fiir dessen Konformationsinderung und Aktivierung
erforderlich ist und damit fiir die Faktor Xa- und thrombinhemmende Wirkung
verantwortlich ist [I78, 216]. Essentielles Strukturmerkmal fiir die Antithrombin-
vermittelte antikoagulatorische Aktivitat ist u.a. das maximal sulfatierte Monomer
a-D-Glucosamin-N,2,6-trisulfat [216]. Daneben spielen die Flexibilitat der Iduronséu-
re sowie die Anzahl der Sulfatgruppen pro Disaccharid-Einheit eine zentrale Rolle

fiir die antikoagulatorische Wirkung von Heparin, da hierdurch die Bindungsaffinitét

!Die strukturelle Variabilitit von Heparin beruht auf 10 verschiedenen Monomeren: GlcNAc /
GlecN / GleNAc6S / GleN2S / GleN2S,6S / GIeN2S,3S,6S / GlcA / GlcA2S / IdoA / IdoA2S
(IdoA: Iduronséure, GlcA: Glucuronséaure, GlcN: Glucosamin).
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Tabelle 3.1: Grundstrukturen der sechs verschiedenen Glykosaminoglykan-Typen mit den
jeweiligen charakteristischen Disaccharid-Einheiten, die aus Iduronsédure (IdoA), Glucuron-
saure (GlcA), Glucosamin (GlcN) bzw. Galactosamin (GalN) aufgebaut sind [216]. Fiir
Heparin und Heparansulfat sind jeweils zwei charakteristische Disaccharid-Einheiten aufge-
fihrt, da diese sich nur unzureichend mit einer einzelnen Disaccharid-Einheit beschreiben

lassen.

Glykosaminoglykan

Struktur & Disaccharid-Grundeinheiten

Heparin

z CH,0S0,

V4
4

NHCOCH, NHCOCH,
OH OH

n

[4)-a-L-IdoA2S-(1—4)-a-D-GIcN2S,65-(1-]
[4)-B-D-GlcA2S-(1—+4)-a-D-GlcNAC6S- (1]

Dermatansulfat

CH,OH
HO,SO o
0 e}

COOH
OH

NHCOCH,
OSOH n

[4)-a-L-TdoA2S-(1—3)-3-D-GalNAc4S-(1-]

Chondroitinsulfat

CH,OH CH,SO,H

COOH  HO,SO COOH
N N
NHCOCH, NHCOCH,

—n —In

CS A: [4)-8-D-GlcA-(1—3)-8-D-GalNAc4S-(1—]
CS C: [4)-8-D-GlcA-(1—3)-8-D-GalNAc6S-(1—]

Heparansulfat

CH,OH CH,0SO,H

COOH
Q @
OH
N N

NHCOCH, NHSO_H
—in —in

[4)-B-D-GleA-(1—4)-a-D-GleNAc-(1-]
[4)-a-L-1doA-(1—54)-a-D-GIcN2S,6S- (1]
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Glykosaminoglykan Struktur & Disaccharid-Grundeinheiten

CH,OH

COOH
Hyaluronséure Q

NHCOCH,

—n

[4)-B-D-GleA-(1—3)-B-D-GleNAc-(1—]

CH,0SO,H

CH,OH
Keratansulfat @\ \Q

NHCOCH,

—n

[3)-8-D-Gal-(1—4)-5-D-GlcNAc6S-(1—]

zu Gerinnungsproteinen beeinflusst wird [222].

Die antikoagulatorische Wirkung von Heparin beruht auf der Antithrombin-vermit-
telten Hemmung von Thrombin und Faktor Xa [223, 224]. Antithrombin III selbst
besitzt eine hohe Affinitdt, mit Gerinnungsfaktoren Komplexe zu bilden, reagiert
aber sehr langsam. Bindet nun Antithrombin III an die essentielle, spezifische Penta-
saccharidstruktur von Heparin, wird die Hemmung von Thrombin und Faktor Xa um
ein Vielfaches beschleunigt; Heparin iibernimmt hier die Aufgabe eines Katalysators.
Wahrend fir die Hemmung von Thrombin die Ausbildung eines terndren Komplexes
aus Heparin, Antithrombin IIT und Thrombin erforderlich ist, ist fiir die Inaktivierung
von Faktor Xa lediglich die Bindung von Heparin an Antithrombin III notwendig.
Aus sterischen Griinden erfolgt die Bildung des terndren Komplexes nur, wenn das
verabreichte Heparin-Molekiil eine Kettenldnge von mehr als 18 Monosacchariden
besitzt [178]; Heparin fungiert somit als Plattform fiir die Reaktion zwischen Throm-
bin und seinem Inhibitor Antithrombin III. Neben der Antithrombin-abhéngigen
Inhibition von Thrombin katalysiert Heparin die Heparin-Cofaktor-II-vermittelte
Thrombinhemmung, die direkte Inaktivierung des Gerinnungsfaktors IXa sowie die

Komplexierung freier Calciumionen.
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3.3. Gewinnung von Heparin-Natrium und mogliche

Verunreinigungen

Heparin ist in einer Vielzahl von Organen enthalten; beachtliche Konzentrationen des
Antikoagulans weisen v.a. Darmmukosa, Lunge, Leber, Thymus, Milz und Herz auf.
Gebildet wird Heparin ausschliellich in den Mastzellen bzw. basophilen Granulozyten;

gespeichert wird es bis zu seiner Freisetzung in den Granula.

Laut Ph. Eur. kann pharmazeutisch eingesetztes Heparin aus den Lungen von Rin-
dern oder aus den Intestinalschleimhéuten von Rindern, Schweinen oder Schafen ge-
wonnen werden [225]. Seit Beginn der BSE-Krise (“bovine spongiforme Enzephalopa-
thie”) wird Heparin, das als Arzneimittel verwendet werden soll, jedoch ausschlielich
aus Schweineschlachtabféllen gewonnen, um so eine potentielle Kontaminierung mit

TSE-Erregern (“transmissible spongiforme encephalopathies”) zu vermeiden [216].

Bis auf wenige Veroffentlichungen oder Patentanmeldungen, die v.a. allgemei-
ne Arbeitsablaufe der Isolierung bzw. Reinigung umfassen, sind keine detaillierten
Prozessablaufe fir die Heparingewinnung bekannt [226]. Die Gewinnung von Hepa-
rin pharmazeutischer Qualitat erfolgt je nach Hersteller nach einem individuellen
Protokoll; im Allgemeinen umfasst es vier wesentliche Schritte: (1) Extraktion der
Darmmukosa, (2) Isolierung von Rohheparin mittels Alkoholféllung, (3) Reinigung
des Rohheparins durch Proteinfillung, Bleichen und Entkeimen mit oxidierenden
Reagenzien, (4) Isolierung von API-Heparin nach Kationenaustausch und Ultrafil-
tration [226], 227]. Das so gewonnene Heparin zeichnet sich durch eine betrachtli-
che Variabilitdt in seiner Struktur aus, da die Zusammensetzung der komplexen
GAG-Mischung stark von Rasse, Herkunft, Haltungsbedingungen, Priaparation des
Ausgangsmaterials und den eingesetzten Methoden zur Isolierung und Reinigung
beeinflusst wird [216].

Das Verunreinigungsprofil ist stark vom Prozess der Heparingewinnung abhangig;
neben Substanzen, die wahrend der Extraktion, Isolierung und Reinigung einge-
setzt werden, findet man in erster Linie weitere Nebenprodukte des Rohheparins;
zu nennen sind hier andere GAG wie Dermatansulfat, Chondroitinsulfat A /C, He-
paransulfat, Hyaluronséure etc. sowie Proteine und Nukleinsauren [227-229]. Als

Hauptverunreinigung in API-Heparin wird Dermatansulfat beschrieben [230]; dessen
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Verunreinigungsgrad ist abhéngig von der Qualitat des Reinigungsprozesses. Daneben
findet man Losungsmittel wie Ethanol, Aceton und Methanol, die vorwiegend zur
Féllung und Isolierung der GAG eingesetzt werden [231], [232].

3.4. Ubersulfatiertes Chondroitinsulfat als

Kontaminante von Heparin

Ubersulfatiertes Chondroitinsulfat (OSCS) besteht aus alternierenden 3-D-Glucuron-
sdure- und N-Acetyl-G-D-Galactosamineinheiten und ist im Vergleich zu anderen,
nattirlich vorkommenden Glykosaminoglykanen starker negativ geladen, da alle vier
Hydroxylgruppen der Disaccharid-Einheit sulfatiert sind (siehe Abbildung . Wah-
rend Chondroitinsulfat A als Syntheseausgangsstoff kaum antikoagulatorische und
antithrombotische Aktivitdt besitzt, kann eine betrichtliche Aktivitatssteigerung
erzielt werden, wenn, wie am Beispiel des iibersulfatierten Chondroitinsulfats, parti-
alsynthetisch zusétzliche Sulfatgruppen in das CS-Molekiil eingefithrt werden [233],
da dann die 2,3-disulfatierte Glucuronsaure von OSCS eine hohe strukturelle Ahn-
lichkeit mit der Iduronsaure-Einheit in Heparin besitzt und somit die Interaktion
mit Gerinnungsproteinen erleichtert wird [222].

Ubersulfatiertes Chondroitinsulfat hemmt, wie auch Heparin, die Blutgerinnung,
jedoch werden auf mechanistischer Ebene Unterschiede beobachtet. Wahrend Heparin
als Katalysator des endogenen Faktor Xa- und Thrombin-Inhibitors Antithrombin III
wirkt, hemmt OSCS Thrombin, indem es die Geschwindigkeit der Reaktion des
endogenen Thrombin-Inhibitors Heparin-Cofaktor-II (HCII) mit Thrombin um ein
Vielfaches erhéht [222]. Zudem wird bei Verabreichung von OSCS-kontaminiertem
Heparin eine Beeinflussung des fibrinolytischen Systems beobachtet, da durch OSCS
die Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin erfolgt; dies erklart die deutlich erhéhte
Blutungsgefahr bei Patienten, die mit kontaminierten Heparin-Chargen behandelt
wurden [234]. Die beobachteten akuten Nebenwirkungen, wie starker Blutdruckabfall
und anaphylaktoide Reaktionen, werden durch die OSCS-vermittelte Aktivierung
von Proteinen des Kallikrein-Kinin- und Komplementsystems hervorgerufen (siehe
Abbildung[3.2). Wihrend Heparin und OSCS beide den Faktor XII binden, interagiert
einzig OSCS mit dem aktivierten Faktor XIla, der die Hydrolyse von Prékallikrein
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Abbildung 3.1: Chemische Struktur der charakteristischen Disaccharid-Einheiten von
Heparin (a) und OSCS (b).

(PK) in Kallikrein (KK) stimuliert, welches dann die Hydrolyse von Kininogen
(HMWK) und somit die Bildung des Vasodilatators Bradykinin (BK) anregt [218],
222, 235]. Aufgrund der fehlenden Ausbildung des FXIla-PK-HMWK-Komplexes mit
Heparin wird wahrend der Heparin-Therapie keine erhohte Bradykinin-Freisetzung
beobachtet. Zudem induziert OSCS iiber die Aktivierung des Faktors XlIla die
Synthese von Kallikrein und somit die Bildung der Anaphylatoxine C3a und Cba; hier
handelt es sich um proinflammatorisch wirkende Fragmente der Komplementproteine
C3 und C5, wodurch die auftretenden anaphylaktoiden Reaktionen erkldrt werden
konnen [218] 222].

3.5. 'H-NMR-Spektroskopie

Bereits in der Vergangenheit konnte die Eignung der NMR-Spektroskopie zur struk-
turellen Charakterisierung von Glykosaminoglykanen mit Hilfe ein- und zweidimen-
sionaler NMR-Techniken belegt werden [230], 232, 236-240]. Das 'H-NMR-Spektrum
dient hier nicht nur zur Uberpriifung der Identitit einzelner GAG wie beispielsweise
Heparin, sondern ermoglicht zudem iiber den charakteristischen Fingerprint-Bereich
eine Unterscheidung zwischen Natrium- und Calciumsalz sowie Schweine- und Rin-
der-Heparin [230, 232} 236], 238]. Da bereits kleine Variationen in Sulfatierungsgrad,
Disaccharid-Grundkorper bzw. Substituenten-Muster die chemische Verschiebung cha-
rakteristischer 'H-NMR-Signale stark beeinflussen, bietet die 'H-NMR-Spektroskopie
eine zuverlassige Unterscheidung komplexer GAG-Mischungen [241]. So kann bei-

spielsweise die natiirlich vorkommende Heparin-Verunreinigung Dermatansulfat tiber
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Abbildung 3.2: Einfluss von OSCS auf die Gerinnungskaskade, das Kallikrein-Kinin-
System und das Komplementsystem.

ihr N-Acetyl-Signal im 'H-NMR-Spektrum in Anwesenheit von Heparin identifiziert
werden [230, 232, 236].

3.5.1. Identifizierung von Glykosaminoglykan-Verunreinigungen

Die 'H-NMR-Spektroskopie bietet als einfach durchzufithrendes Screening-Verfahren
die Moglichkeit, mit einem Experiment die Identitat der zu analysierenden Heparin-
Probe durch die Anwesenheit charakteristischer *H-NMR-Signale nachzuweisen, wo-
bei gleichzeitig auch eine Aussage tiber die Qualitdt der Probe getroffen werden kann.
Unter Aufnahme der jeweiligen Einzelspektren sowie durch “Spiking-Experimente”
der drei Verunreinigungen Chondroitinsulfat A /C, Dermatansulfat und OSCS zur
Hauptkomponente Heparin wird eine eindeutige Signalzuordnung der Komponenten

gewéahrleistet. Die charakteristische N-Acetyl-Region im Bereich von § = 2.0-2.2 ppm
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Modellmischung

2.35 2.25 2.15 2.05 1.95 1.85 ppm

Abbildung 3.3: 'H-NMR-Teilspektrum der N-Acetyl-Region einer Heparin-Modellmi-
schung, gespikt mit Chondroitinsulfat A/C (CS A/C), Dermatansulfat (DS) und tibersulfa-
tiertem Chondroitinsulfat (OSCS), sowie deren entsprechende Einzelteilspektren.

ermoglicht, wie in Abbildung dargestellt, eine eindeutige Unterscheidung zwischen
Heparin, Chondroitinsulfat A /C, Dermatansulfat und OSCS. Die entsprechenden
N-Acetyl-Resonanzen liegen im 'H-NMR-Spektrum bei § = 2.05 ppm fiir Heparin,
0 = 2.04 ppm fiir Chondroitinsulfat A/C, 6 = 2.08 ppm fiir Dermatansulfat sowie
0 = 2.15ppm fiir OSCS. In realen Heparin-Mustern konnen, bedingt durch den Ani-
sotropie-Effekt der Sulfatgruppen, geringfiigige Abweichungen von etwa + 0.01 ppm

in den oben angegebenen chemischen Verschiebungen beobachtet werden.

Der Fingerprintbereich (6 = 3-6 ppm) ist dagegen durch starke Signaliiberlage-
rungen breiter Resonanzen gekennzeichnet (Abbildung und scheint deshalb
auf den ersten Blick fiir die Reinheitsprifung ungeeignet zu sein; die in interna-
tionalen Arzneibiichern beschriebene Identitatspriifung von Heparin vernachléssigt
diesen Spektrenbereich vollsténdig und konzentriert sich beziiglich der Identifizie-
rung potentieller Verunreinigungen einzig auf die N-Acetyl-Region [242] 243]. Eigene
Experimente zeigen, dass die eindeutige Identifizierung potentieller Verunreinigungen
jedoch auch iiber Resonanzen des Fingerprintbereichs erzielt werden kann. So ermég-
licht beispielsweise die Erhohung der Messtemperatur um mindestens 15 K, die eine

Hochfeldverschiebung des Wassersignals relativ zu den anderen Resonanzen zur Folge
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Abbildung 3.4: 'H-NMR-Teilspektrum des Fingerprint-Bereichs einer Heparin-Modellmi-
schung, gespikt mit Chondroitinsulfat A/C (CS A/C), Dermatansulfat (DS) und iibersulfa-
tiertem Chondroitinsulfat (OSCS), sowie deren entsprechende Einzelteilspektren.

hat (siche Einleitung, Abschnitt [2.4.5)), vor allem im Bereich von § = 4.4-5.1 ppm

eine eindeutige Identifizierung von OSCS und Dermatansulfat [36].

Potentielle Verunreinigungen, wie beispielsweise tibersulfatiertes Alginat oder
N-sulfatierte Heparinoid-Derivate, die kein charakteristisches Signal im N-Acetyl-
Bereich aufzeigen, und Verunreinigungen wie Heparansulfat oder Hyaluronsaure,
deren charakteristische N-Acetyl-Resonanz ebenfalls eine chemische Verschiebung
von § = 2.05 ppm aufweist, konnen mit dieser 'H-NMR-Methode in Heparin-Proben
jedoch nicht identifiziert werden [236], 244] 245].
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Abbildung 3.5: 'H-NMR-Spektren von Heparin-Natrium (Hep-Na*) und Heparin-Calci-
um (Hep-Ca?*). Die beiden Salze lassen sich NMR-spektroskopisch v. a. aufgrund ihres
unterschiedlichen Fingerprints im Bereich von § = 4.8-5.6 ppm deutlich voneinander un-
terscheiden. Zudem wird fiir OSCS-kontaminierte Proben eine Tieffeldverschiebung der
charakteristischen N-Acetyl-Resonanz der Kontaminante beobachtet.

Das Europaische Arzneibuch beschreibt neben dem therapeutisch iiberwiegend
eingesetzten Heparin-Natrium auch das entsprechende Calcium-Salz. Die 'H-NMR-
Spektroskopie ermoglicht eine eindeutige Differenzierung zwischen Heparin-Natri-
um und -Calcium, da im Fingerprintbereich zwischen § = 4.8-5.6 ppm deutliche
Unterschiede erkennbar sind [238), 246]; wie eigene Experimente zeigen, werden die
Signale der beiden Iduronsidureprotonen H1 und H5 in Anwesenheit von Calcium-
Ionen tieffeldverschoben (siehe Abbildung . Da die chemische Verschiebung vom
Gegenion beeinflusst wird, werden in Heparin-Calcium-Proben fiir potentielle Ver-
unreinigungen zum Teil signifikante Signalverschiebungen beobachtet. Wahrend die
charakteristische N-Acetyl-Resonanz von OSCS in Heparin-Natrium-Proben eine
chemische Verschiebung von § = 2.15 ppm aufweist, wird die entsprechende Resonanz
in Anwesenheit von Calcium-Ionen tieffeldverschoben; die chemische Verschiebung
betrégt hier 6 = 2.18 £ 0.01 ppm (siehe Abbildung [3.5]). Diese Signalverschiebung
muss im Rahmen der Identitits- und Reinheitspriifung weiterer Ca®"-haltiger He-
parin-Derivate wie dem Niedermolekularen Heparin Nadroparin ebenfalls beachtet
werden [247]. Fir Heparin, Dermatansulfat und Chondroitinsulfat wird hingegen
keine Tieffeldverschiebung der N-Acetyl-Resonanz beobachtet [247].
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3.5.2. Nachweisgrenze

Die NMR-Spektroskopie hat sich als Methode der Wahl zur Aufdeckung kontaminier-
ter Heparin-Proben erwiesen, da mit Hilfe der N-Acetyl-Resonanzen eine selektive
Erfassung natiirlich vorkommender und synthetisch hergestellter Verunreinigungen
gewahrleistet werden kann. Fiir die Arzneimittelsicherheit von Heparin ist die Nach-
weisgrenze der Methode von entscheidender Bedeutung, da nur empfindliche Verfahren
die Detektion geringer Verunreinigungsmengen ermoglichen und somit eine angemes-
sene Qualitdt der APIs sichergestellt wird.

Fiir die experimentelle Ermittlung der Nachweisgrenze von OSCS wurden verschie-
dene Modellmischungen mit definierter Konzentration an OSCS (0.05 bis 1%) in
Anwesenheit der Hauptkomponente Heparin (25 mg/700 ul) NMR-spektroskopisch
vermessen (Messparameter siehe Tabelle [3.2)), bis das entsprechende N-Acetyl-Signal
bei § = 2.15 ppm nicht mehr im 'H-NMR-Spektrum detektiert werden konnte. Wie
in Abbildung dargestellt, ist fir eine OSCS-Konzentration von etwa 0.1 % ein
N-Acetyl-Signal sichtbar, welches eine zum !3C-Satelliten der Hauptkomponente
ahnliche Signalintensitat aufweist; das Signal-Rausch-Verhéltnis dieser Resonanz
liegt hier bei etwa S/N ~ 5 : 1. Die Fingerprint-Signale bestimmter Galactosamin-
und Glucosaminprotonen (Gal-4, Gluc-1/3) erméglichen ebenfalls eine Detektion von
OSCS, jedoch werden hier aufgrund breiter, teilweise tiberlappender GAG-Resonanzen

nur starker kontaminierte Heparin-Proben erfasst.

Das charakteristische N-Acetyl-Signal bei 6 = 2.15 ppm erlaubt somit eine selektive
und empfindliche Detektion von OSCS in Anwesenheit der Hauptkomponente Hepa-
rin. Die Behauptung der FDA, dass nur beim Einsatz von NMR-Spektrometern mit
einer Magnetfeldstarke von mindestens 500 MHz eine empfindliche Identifizierung
der synthetisch hergestellten Kontaminante gewéahrleistet wird [248], konnte durch
eigene Experimente widerlegt werden. Unabhéngig von der Feldstarke des einge-
setzten NMR-Spektrometers kann bei einem Signal-Rausch-Verhéltnis der N-Acetyl-
Resonanz der Hauptkomponente von S/N > 1200:1 zwischen sauberen und mit
0.1 % OSCS-kontaminierten Heparin-Proben unterschieden werden; beim Einsatz
von 400 MHz-Spektrometern ist das Akkumulieren von 128 Scans erforderlich [36].
Wird die Reinheitspriifung an einem 600 MHz-Gerat durchgefithrt, wird der Einsatz
von 3C-Entkopplungsexperimenten empfohlen, da hier das OSCS-Signal und der
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Abbildung 3.6: 'H-NMR-Teilspektrum der N-Acetyl-Region von Heparin-Modellmischun-
gen mit unterschiedlichem OSCS-Kontaminierungsgrad (0.1 bis 1 %) in D,0; (128 Scans,
400 MHz, 315 K).

Tabelle 3.2: Messparameter.

Spektrometer Bruker Avance 400 MHz
NMR-~Messkopf BBO-Messkopf
Temperatur 315K

Datenpunkte 64 K

Impuls 90°

Akquisitionszeit 6.84 s

Relaxation Delay 784s - AQ+ D1 >5-T)
Spektrale Breite 12 ppm

Spektrale Auflésung 0.15 Hz/Punkt
Scan-Anzahl 128 — S/N(2.05 ppm) = 1200 : 1
Lb-Wert 0.3

Rotation Rotation

Referenzierung TSP-dy = 0.00 ppm
Probenkonzentration | 25mg/700 pl
Losungsmittel D,O




3.5. LH-NMR-Spektroskopie 179

Heparin

DS

4.0 % DS
2.0% DS
1.0% DS
0.7 % DS
0.5% DS

Heparin

2.30 2.20 2.10 2.00 1.90 ppm

Abbildung 3.7: '"H-NMR-Teilspektrum der N-Acetly-Region von Heparin-Modellmischun-
gen mit unterschiedlichem DS-Kontaminierungsgrad (0 bis 4 %) in D,0O; (NS = 128,
400 MHz, 315K).

13C-Satellit der Hauptkomponente beide ein Signal bei § = 2.15ppm aufweisen
und somit geringfiigig kontaminierte Heparin-Proben nicht erkannt bzw. quantitativ

erfasst werden konnen [114].

Die Ermittlung der Nachweisgrenze der natiirlich vorkommenden Verunreinigung
Dermatansulfat wurde analog zu den OSCS-Experimenten durchgefiihrt; einzig das
zugespikte Konzentrationsintervall von Dermatansulfat wurde vergrofert (0.1 bis
4% DS). Da die beiden N-Acetyl-Resonanzen von Heparin und Dermatansulfat
ahnliche chemische Verschiebungen aufweisen, teilweise tiberlappen und somit keine
vollstandige Signalseparation vorliegt, konnen geringfiigig verunreinigte Heparin-
Proben nicht erkannt werden. Wie in Abbildung dargestellt, ist ab einer Derma-
tansulfat-Konzentration von etwa 0.5 % das charakteristische N-Acetyl-Signal bei
§ = 2.08 ppm im 'H-NMR-Spektrum erkennbar [231]. Der Fingerprintbereich erlaubt
hingegen keinen empfindlichen Nachweis von Dermatansulfat; hier werden mit Hilfe
des Iduronsdureprotons in Position 1 (0 &~ 4.8 ppm) nur starker verunreinigte Heparin-

Proben erkannt.
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3.5.3. Quantitative Analyse

Die vorzugsweise in der NMR-Spektroskopie eingesetzte Absolutbestimmung mittels
Interner-Standard-Methode ist fir die quantitative Bestimmung der potentiellen
GAG-Verunreinigungen ungeeignet, da Glykosaminoglykane als komplexe, strukturell
uneinheitliche Polysaccharidgemische aus unterschiedlichen Disaccharid-Grundeinhei-
ten aufgebaut sind, die sich zudem in ihrer Kettenlange und dem Sulfatierungsmuster
unterscheiden und somit kein definiertes Molekulargewicht aufweisen, welches fiir
die Ermittlung des Gehalts erforderlich ist (siche Einleitung, Abschnitt [2.5.2)). Um
dennoch eine quantitative NMR-spektroskopische Analyse der moglichen Verwand-
ten Substanzen zu ermoglichen, werden in diesem Abschnitt verschiedene Quan-
tifizierungsmoglichkeiten — Signalflachenvergleich, Hohenvergleich sowie Standard-
Additionsverfahren — aufgezeigt und auf ihre Richtigkeit und Eignung fiir die routine-
mafig durchgefithrte Qualitdtskontrolle iiberpriift. Die quantitativen NMR-Methoden
mittels Signalflachen- bzw. Hohenvergleich wurden in Zusammenarbeit mit einer
EDQM-Expertengruppe zur Identifizierung und Quantifizierung moglicher Heparin-

Verunreinigungen entwickelt und ihre Eignung in einem Ringversuch iiberprift.

Signalflache

Die quantitative NMR-Analyse erfolgt iiblicherweise tiber einen Signalflachenvergleich
zweier basisliniengetrennter Resonanzen. Am vorliegenden Beispiel wird fir die
quantitative Bestimmung von OSCS bzw. Dermatansulfat ein Flachenvergleich
tiber die N-Acetyl-Signale erméglicht [114]; hierfiir wird zuerst die Gesamtflache im
Bereich zwischen § = 1.95 und 2.19 ppm integriert, die Signalfliche auf den Wert
100 normalisiert und die OSCS- bzw. Dermatansulfat-Signalfiiche ermittelt. Da in
Heparin nur etwa jeder fiinfte Stickstoff einen Acetyl-Substituenten tragt, in OSCS
und Dermatansulfat jedoch jeder Stickstoff acetyliert ist, muss fiir die Bestimmung
des Stoffmengenanteils X eine Flachenkorrektur durchgefiihrt werden; die ermittelte
Signalfliche der Verunreinigung wird durch den Faktor 5 dividiert. Die Berechnung
des Massenanteils der Verwandten Substanzen (Pyg) erfolgt unter Berticksichtigung
der molaren Masse der jeweiligen Disaccharid-Grundeinheiten nach folgender Formel:
X - 809

Pys = -100 3.1
V8T (X -809) + (100 — X) - 637 % 8-1)
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Das Molekulargewicht der OSCS- bzw. Dermatansulfat-Disaccharid-Einheiten be-
tragt M, (OSCS/DS) = 809 g/mol Disaccharid; fiir Heparin wird ein Molekulargewicht
von M, (Heparin) = 637 g/mol Disaccharid eingesetzt ]

Signalhohe

Alternativ kann der Kontaminierungsgrad Pys von Heparin-Mustern mit OSCS bzw.
Dermatansulfat iiber einen Hohenvergleich der N-Acetyl-Signale von Verunreinigung
(VS) und Heparin nach folgender Formel bestimmt werden:

Hohe(VS) 1

Pyg = et 3.2
Ve Hoéhe(Heparin) KF (32)

KF bezeichnet hierbei den Korrekturfaktor; dieser ist nétig, um dem unterschiedlichen
Acetylierungsgrad der Glykosaminoglykane sowie der leicht variierenden Halbwerts-
breite der N-Acetyl-Signale Rechnung zu tragen. Die experimentelle Bestimmung
des Korrekturfaktors erfolgt mit Hilfe von “Spiking-Experimenten” mit definierten
Mengen der jeweiligen Verunreinigung (0.1 bis 35 % Verunreinigung) zu einem als
“sauber” deklarierten Heparin-Muster. Die Hohe der beiden Signale wird ausgehend
von einer gemeinsamen Grundlinie bestimmt. Trigt man die Menge/Konzentrati-
on der hinzugefiigten Verunreinigung gegen die Zunahme des Hohenverhaltnisses
der N-Acetyl-Resonanzen (Hoéhe(VS)/Héhe(Heparin)) auf, wird im Idealfall eine
Gerade mit der Funktion y = mx + n erhalten (siehe Abbildung [3.8). Der Kor-
rekturfaktor ergibt sich aus der Steigung m der ermittelten Kalibriergeraden. Da
der Korrekturfaktor u.a. vom eingesetzten Heparin-Muster, der Konzentration der
Untersuchungslosung, der Magnetfeldstéirke sowie der Messtemperatur beeinflusst
wird, wird fiir die Ermittlung préaziser und richtiger Ergebnisse eine individuelle
Bestimmung des Korrekturfaktors anstelle der Verwendung des in Zusammenarbeit
mit der EDQM-Expertengruppe ermittelten Korrekturfaktors empfohlen [1T4] 249].
Wie in Abbildung dargestellt, ist beispielsweise fiir die quantitative Bestimmung
von OSCS mittels 400 MHz-Spektrometer bei verschiedenen Messtemperaturen (300
und 315K) der Einsatz unterschiedlicher Korrekturfaktoren (KF = 0.047 und 0.056)

2Die Summenformel der OSCS- bzw. DS-Disaccharid-Einheit betrigt C;,H;4NNaz0,3S,; fiir
Heparin wird bei einem durchschnittlichen Sulfatierungsgrad von 2.3 die Summenformel
014H18_7NN33_3017_982_3 eingesetzt.
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Abbildung 3.8: Bestimmung des Korrekturfaktors (KF) fiir die quantitative Analyse von
OSCS bei T'= 300 und 315 K. Fiir beide NMR-~Experimente wird eine Kalibriergerade mit
einem BestimmtheitsmaB 72 = 0.999 erhalten.

notig.

Aufgrund einer deutlich geringeren Signalauflosung der beiden N-Acetyl-Signale
von Heparin und Dermatansulfat — die N-Acetyl-Resonanz von Dermatansulfat
sitzt auf der Flanke des entsprechenden Signals der Hauptkomponente — muss fiir
die quantitative Bestimmung von Dermatansulfat zusatzlich eine Korrektur der
gemeinsamen Basislinie erfolgen. Der Gehalt an Dermatansulfat kann mit Hilfe des

Hohenvergleichs nach folgender Formel bestimmt werden:

 Hohe(DS)—Y 1
~ Hohe(Heparin) KF

Pps (3.3)
Die Konstante Y = 1/10 - Hohe(Heparin) muss berticksichtigt werden, da die Basislinie
einer sauberen Heparin-Probe bei § = 2.08 ppm eine Héhe von etwa 1/10 der
N-Acetyl-Signalhohe aufweist [114]. Bei einer Magnetfeldstarke von 400 MHz und

einer Messtemperatur von 315K wurde ein Korrekturfaktor KF = 0.07 ermittelt.

Uberpriifung der Richtigkeit

Um eine Aussage iiber die Richtigkeit der beschriebenen Quantifizierungsmethoden

treffen zu konnen, wurden Modellmischungen mit definiertem Gehalt an OSCS bzw.
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Dermatansulfat (LOQ, 1, 6, 12, 24 und 35 % Verunreinigung) in Anwesenheit der
Hauptkomponente NMR-spektroskopisch nach den in Tabelle [3.2] aufgefithrten Mess-
parametern vermessen und mit Hilfe beider Verfahren quantitativ ausgewertet [249].

Beide Methoden liefern im Rahmen der quantitative Analyse von OSCS bis zu
einem Kontaminierungsgrad von etwa 10 % vergleichbare Ergebnisse, die zudem
eine hohe Wiederfindungsrate zum tatsichlichen OSCS-Gehalt aufweisen (siche Ab-
bildung . Fir Modellmischungen mit hoherem OSCS-Anteil werden mit Hilfe
des Flachenvergleichs jedoch signifikante Abweichungen zum tatsdchlichen Wert
beobachtet; wie in Abbildung dargestellt, tduscht diese Methode v. a. bei stark
kontaminierten Heparin-Proben eine zu geringe OSCS-Kontaminierung vor. Ver-
ursacht werden diese deutlichen Ergebnisabweichungen durch Uberlagerungen der
beiden N-Acetyl-Resonanzen. Wéhrend fiir Modellmischungen mit geringer OSCS-
Konzentration eine fast vollstdndige Separierung der entsprechenden N-Acetyl-Signale
beobachtet wird, nimmt die Signaliiberlagerung mit steigendem OSCS-Anteil zu,
wodurch falsche Integrale ermittelt werden. In diesem Fall ist fiir die Ermittlung
“wahrer” Signalintensititen anstelle gingiger Standard-Integrationsverfahren der Ein-
satz von “Line-Shape-Fitting”-Techniken, die eine Zerlegung tiberlappender Signale
in ihre Einzelresonanzen ermoéglichen, zu empfehlen [249].

Die Hohenbestimmung ermoglicht hingegen iiber einen grofien Konzentrations-
bereich (1 bis 35 % OSCS) eine richtige quantitative Bestimmung von OSCS; die
Abweichung zum tatsachlichen Gehalt liegt hier deutlich unter 5 %. Zudem konnte
durch die Teilnahme an einem EDQM-Ringversuch zur Identifizierung und Quan-
tifizierung moglicher Heparin-Verunreinigungen durch die Analyse verschiedener
Heparin-Muster in sechs unterschiedlichen NMR-Laboratorien die Reproduzierbar-
keit beider Methoden ermittelt und somit deren Eignung iiberprift werden [114].
Wiéhrend die quantitative Bestimmung mittels Signalflachenvergleich stark von der
Nachbearbeitung und Integration durch den jeweiligen Priifer beeinflusst wird, bietet
die Hohenbestimmungsmethode, die eine automatisch durchgefithrte Bestimmung
der Signalhohen erméglicht, deutlich weniger Fehlerquellen. Dies spiegelt sich in den
relativen Standardabweichungen (RSD) beider Methoden wider; wéhrend im Rahmen
des Ringversuchs die Hohenbestimmung mit einer relativen Standardabweichung von
etwa 5 % eine prazise Quantifizierung von OSCS ermoglicht, streuen die Einzelergeb-

nisse der verschiedenen Teilnehmer, selbst bei Einsatz eines Integrationsprotokolls,
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Abbildung 3.9: Vergleich der mittels Héhen- und Signalflichenbestimmung ermittelten
Ergebnisse der untersuchten Modellmischungen mit dem tatséchlichen Gehalt an OSCS
(OSCS gespikt) bzw. Dermatansulfat (DS gespikt) in Heparin.

mit relativen Standardabweichungen im Bereich von 20-30 % deutlich [114].

Die Ergebnisse der quantitative Analyse von Dermatansulfat mittels Hohenbestim-
mung zeigen, wie in Abbildung dargestellt, eine deutliche Ubereinstimmung mit
dem tatsiachlichen Wert (Abweichung vom Sollwert < 10 %); einzig fiir Modellmischun-
gen mit geringem Verunreinigungsgrad von 0.5 und 1.0 % Dermatansulfat werden
signifikante Unterschiede beobachtet. Die quantitative Analyse mittels Signalflachen-
vergleich beim Einsatz von Standard-Integrationsverfahren ist dagegen ungeeignet;
starke Signaliiberlagerungen verhindern bereits bei geringer Kontaminierung die

Bestimmung richtiger Integrale.

Standard-Additionsverfahren

Das Standard-Additionsverfahren stellt fiir die quantitative Analyse komplexer Ge-
mische wie Heparin eine geeignete Alternativimethode dar [36], da hier durch die
mehrmalige Zugabe bekannter Mengen einer Kalibriersubstanz — hier handelt es sich
entweder um die zu quantifizierenden Verunreinigungen OSCS bzw. Dermatansulfat
oder um die Hauptkomponente Heparin — die entsprechende Kalibrierfunktion indivi-
duell fir jede Probe ermittelt werden kann, was den Einsatz von Korrekturfaktoren
unnotig macht.

Am Beispiel zweier repriasentativer Heparin-Proben — Muster 15 und 63 — wurde
der Gehalt von Dermatansulfat bzw. OSCS in Heparin mit Hilfe dieses Aufstockungs-

verfahrens bestimmt und die Richtigkeit durch einen Vergleich der Ergebnisse mit
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Abbildung 3.10: 'H-NMR-Teilspektrum der N-Acetyl-Region von DS-verunreinigtem
Heparin nach Zugabe von 3, 4, 6 und 10 % Dermatansulfat (a). Bestimmung des anfinglichen
Dermatansulfat-Gehalts in Muster 15 mit Hilfe der linearen Regression (b).

der quantitativen Hohenbestimmung tiberpriift. Fiir die quantitative Bestimmung
von Dermatansulfat wurde, wie in Abbildung [3.10] dargestellt, die Heparin-Probe
(25mg/700 pl) schrittweise mit etwa 3, 4, 6 und 10 % Dermatansulfat versetzt und
der Zuwachs der N-Acetyl-Resonanz bei 6 = 2.08 ppm nach jeder Zugabe bestimmt
(Messparameter siehe Tabelle . Triagt man die Konzentration der hinzugefiigten
Dermatansulfat-Referenzsubstanz gegen die Zunahme der Signalfliche auf, wird eine
Gerade mit der Funktion y = 1.0832 x 4 4.4586 erhalten. Der anfangliche Dermatan-
sulfat-Gehalt kann nach Verlangerung der Kalibriergeraden aus dem Schnittpunkt
mit der Abszisse direkt abgelesen werden. Fiir die quantitative Analyse von OSCS
wurde der Verunreinigungsgrad der Probe indirekt tiber die quantitative Bestimmung
der Hauptkomponente Heparin ermittelt. Hierfiir wurde die zu analysierende Probe
schrittweise mit etwa 25, 50, 75, 100, 150 und 200 % reinem Heparin versetzt und
die Zunahme der Signalfliche bei § = 2.05ppm bestimmt (Abbildung . Der
urspringliche OSCS-Gehalt kann nach Subtraktion des experimentell ermittelten

Heparin-Anteils von 100 % ermittelt werden.

Der Vergleich der mittels Standard-Additionsverfahren und Héhenbestimmung
ermittelten Ergebnisse zeigt fiir die quantitative Analyse von Dermatansulfat bzw.
OSCS in Heparin eine deutliche Ubereinstimmung der Gehaltsergebnisse mit einer
absoluten Abweichung von 0.1 bzw. 0.5 % fiir Probe 15 bzw. 63. Das Aufstockungs-

verfahren ermoglicht daher unabhéngig von den jeweiligen Korrekturfaktoren der
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Abbildung 3.11: Indirekte Bestimmung des urspriinglichen OSCS-Gehalts iiber den
Heparin-Gehalt nach Zugabe von 25, 50, 75, 100, 150 und 200 % Heparin zum zu priifenden
Heparin-Muster 63.

Hohen- bzw. Flachenbestimmung eine prézise und richtige Gehaltsbestimmung der
beiden GAG-Verunreinigungen. Nachteil der Standard-Additionsmethode ist jedoch
ihr betrachtlicher Zeitaufwand, da fiir jede zu priifende Heparin-Probe eine eige-
ne Kalibrierkurve erstellt werden muss; zudem ist der Einsatz von oftmals teuren

Referenzsubstanzen definierter Reinheit notwendig.

3.5.4. I|dentifizierung weiterer Verunreinigungen

Die NMR-Spektroskopie bietet neben der Identifizierung potentieller Verwandter
Substanzen die Moglichkeit, weitere Verunreinigungen, insbesondere Losungsmittel,
die wahrend des Extraktions- und Reinigungsprozesses eingesetzt werden [250-252],
mit Hilfe zusitzlicher, charakteristischer Resonanzen im 'H-NMR-Spektrum zu erfas-
sen [231]. Die géngigsten Restlosungsmittel wie Ethanol, Acetat, Aceton, Methanol
und Formiat konnten mit Hilfe von “Spiking-Experimenten” zu realen, verunreinigten
Heparin-API-Proben eindeutig identifiziert werden. Weiterhin wird in der Literatur
iiber Losungsmittelriickstdnde wie Butanol (0putanor = 0.91; 1.35; 1.53; 3.61 ppm)
und den Komplexbildner Ethylendiamintetraessigsédure (EDTA) (0gpra =~ 3.5 ppm)
als mogliche Verunreinigungen in Heparin-Formulierungen berichtet [230, 232], 253].
Da die meisten Restlosungsmittel separierte Resonanzen in signalfreien Bereichen
aufweisen (siehe Abbildung , wird mit Hilfe der 'H-NMR-Spektroskopie ein

empfindlicher Nachweis dieser Verunreinigungen ermoglicht. Unter Berticksichtigung
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Abbildung 3.12: '"H-NMR-Spektrum von Heparin, gespikt mit den potentiellen Restl-
sungsmitteln Ethanol (EtOH), Acetat, Aceton, Methanol (MeOH) und Formiat.

der entsprechenden 77-Relaxationszeiten kann nach Zusatz eines geeigneten Internen
Standards der Gehalt der Restlosungsmittel quantitativ bestimmt werden.

Fir die quantitative Analyse der Restlosungsmittel wurde im Rahmen der NMR-
spektroskopischen Untersuchung realer Heparin-API-Chargen Maleinsdure, welche
ein isoliertes Signal bei 6 = 6.3 ppm aufweist, als geeignete Interne Referenzsub-
stanz ausgewéhlt. Zur Herstellung der Untersuchungslosung wurden etwa 25 mg
Heparin genau abgewogen, in 600 pul D,O gelost und mit 100 pl einer Maleinsdure-
Stammlosung (10 mg/1ml) versetzt. Abweichend von den in Tabelle aufgelis-
teten Messparametern wurde die Scan-Anzahl auf 32 reduziert, der “Relaxation
Delay” auf 60s erhoht und das jeweilige 'H-NMR-Spektrum unter Einsatz eines
30°-Impulses aufgenommen. Nach Integration der quantitativ auszuwertenden Reso-
nanzen von Restlosungsmittel und Maleinsdure erfolgte die Gehaltsbestimmung, wie
in der Einleitung in Abschnitt beschrieben, nach Gleichung (2.24).

Andere Verunreinigungen, wie beispielsweise das Mangan-Kation Mn?*, welches
u. a. beim Bleichen von Heparin in Form von Kaliumpermanganat eingesetzt wird,
zeigen im 'H-NMR-Spektrum zwar keine Signale, jedoch beeinflussen Schwermetall-
ionen die Signalform und -lage der Hauptkomponente, so dass hier mit Hilfe der
"H-NMR-Spektroskopie ebenfalls ein Nachweis auf Mangan erfolgen kann [230]. Be-
reits geringe Mengen des Schwermetallions, selbst wenn diese unterhalb der erlaubten
Maximalkonzentration des Ph. Eur. liegen [225], fithren zu einer sichtbaren Verbreite-

rung der Linienform charakteristischer Heparin-Resonanzen, da das paramagnetische
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Abbildung 3.13: 'H-NMR-Spektren einer Mn?*-kontaminierten Heparin-Probe (a). Die
Zugabe von EDTA zur Untersuchungslosung (b) fithrt zu einer deutlichen Verschmélerung
bestimmter Resonanzen des Iduronsiurerestes (Id-H1, Id-H5) sowie des N-Acetyl-Signals
von OSCS.

Metallion die Relaxationszeiten dieser Signale erheblich verkiirzt. Das Mangan-Ion
beeinflusst vorwiegend die Resonanzen der beiden Iduronséure-Protonen (Id-H) in
Position 1 und 5, deren Signale im Spektrum bei 6 = 5.22 ppm bzw. § = 4.82 ppm
liegen. Wie eigene 'H-NMR-Experimente in Abbildung zeigen, werden diese
Signale stark verbreitert; so nimmt die Hohe der Id-H1-Resonanz im Vergleich zum
benachbarten Signal des Glucosaminprotons Glu-H1 mit einer chemischen Verschie-
bung von § = 5.42 ppm deutlich ab und die verbreiterte Id-H5-Resonanz wird vom

Losungsmittelsignal iiberlagert.

Da Mangan-Ionen ebenfalls die Breite der charakteristischen N-Acetyl-Resonanz
von OSCS erhéhen (siehe Abbildung , muss eine mogliche Kontaminierung
der Heparin-Probe mit Schwermetallionen sorgfiltig iiberpriift werden, da geringe
Mengen an OSCS ansonsten aufgrund der erheblichen Signalverbreiterung von der
entsprechenden Resonanz der Hauptkomponente iiberlagert und somit nicht mehr
erkannt werden konnen [254]. Zudem ist eine quantitative Analyse von OSCS mit
Hilfe der Hohenbestimmung fiir Mn?*-kontaminierte Heparin-Proben nicht direkt

moglich.

In der NMR-Analytik von Glykosaminoglykanen ist aufgrund der storenden Eigen-
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Abbildung 3.14: 'H-NMR-Teilspektren der N-Acetyl-Region mit zusitzlichen Signalen
bei § = 2.18 ppm (a) und 6 = 2.10 ppm (b) von potentiellen Heparin-Nebenprodukten, die
wahrend des Reinigungsprozesses von Rohheparin entstehen kénnen.

schaften paramagnetischer Ionen der Zusatz eines Komplexbildners wie Ethylendia-
mintetraessigsdure (EDTA) zur Untersuchungslésung eine gangige Methode, da so
die Wechselwirkung zwischen negativ geladenen Sulfatgruppen der Polysaccharide
und positiv geladenen Tonen verhindert werden kann [230), 254]. Das Ph. Eur. fordert
im Rahmen der NMR-spektroskopischen Identitétspriifung von Heparin-Natrium
bzw. -Calcium ebenfalls die Zugabe geringer EDTA-Mengen (12 pug/ml) zur Untersu-
chungslosung, wenn die Hohe der Id-H1-Resonanz 80 % der Signalhohe des Glu-H1-
Protons unterschreitet [242]. Eigene NMR-Untersuchungen zeigen, dass durch die Zu-
gabe von 300 pg EDTA pro Gramm Heparin die Mn?*-bedingte Signalverbreiterung
aufgehoben wird (siehe Abbildung .

Des Weiteren ermoglicht die N-Acetyl-Region im 'H-NMR-Spektrum den Nach-
weis potentieller Heparin-Nebenprodukte, die wihrend des Reinigungsprozesses von
Heparin beim Bleichen mit Peroxyessigsdure bzw. Kaliumpermanganat entstehen kon-
nen. Das charakteristische Singulett-Signal weist fiir das O-Acetyl-Heparin-Derivat
eine chemische Verschiebung von 6 = 2.18 ppm und fiir das 2-N-Acetyl-2-deoxy-
glucono-1,5-lacton-Heparin-Derivat eine chemische Verschiebung von ¢ = 2.10 ppm
auf (Abbildung [255-258).
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Abbildung 3.15: Graphische Darstellung des mit Hilfe der Hohenbestimmung ermittelten
OSCS- (a) bzw. Dermatansulfat-Gehalts (b) der untersuchten Heparin-Proben. In 28
der 145 NMR-spektroskopisch analysierten Mustern wurde OSCS detektiert, 74 der 145
untersuchten Heparin-Proben enthielten Dermatansulfat.

3.5.5. Reinheitsanalyse von Heparin-Mustern

'H-NMR-spektroskopische Untersuchungen von 145 reprisentativen Heparin-API-
Mustern des deutschen Marktes (siche Tabelle ermoglichten unter Berticksichti-
gung der charakteristischen N-Acetyl-Region im Bereich von § = 2.0-2.2 ppm eine
Unterteilung der zu analysierenden Chargen in vier Kategorien: “reines Heparin”
(66 Muster), “Heparin mit Dermatansulfat” (51 Muster), “Heparin mit OSCS” (5 Mus-
ter) und “Heparin mit Dermatansulfat und OSCS” (23 Muster) [231]. Chondroitinsul-
fat A /C konnte dagegen in keinem Heparin-Muster nachgewiesen werden. Im Vergleich
zu Dermatansulfat wird Chondroitinsulfat A/C wihrend des Reinigungsprozesses
von Rohheparin selektiv abgetrennt, wodurch Chondroitinsulfat-freie bzw. -arme
Heparin-Proben erhalten werden. Jedoch ist zu beachten, dass mit Hilfe der 'H-NMR-
Spektroskopie eine eindeutige Unterscheidung zwischen Chondroitinsulfat-armen und
reinen Heparin-Proben nicht gewéahrleistet wird, da hier das kleine N-Acetyl-Signal
von Chondroitinsulfat A/C von der benachbarten Heparin-Resonanz iiberlagert wird.

28 der 145 untersuchten Heparin-Proben zeigen im *H-NMR-Spektrum das fiir
OSCS charakteristische Signal bei 6 = 2.15ppm; der mittels Hohenbestimmung
ermittelte Kontaminierungsgrad der Proben schwankt zwischen 0.4 und 23 % OSCS.
Die quantitative Analyse liefert fiir die Mehrzahl der OSCS-kontaminierten Heparin-
Proben einen Verunreinigungsgrad von etwa 5 bis 15 %; einzig zwei Muster zeigen
einen OSCS-Gehalt von iiber 20 % (Abbildung [3.15a).
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Tabelle 3.3: Einteilung der 145 untersuchten Heparin-Muster nach Haufigkeit und Gehalt
der NMR-spektroskopisch identifizierten Losungsmittelriickstdnde wie Ethanol, Acetat,
Aceton, Methanol sowie Formiat.

Ethanol Acetat Aceton Methanol Formiat
Héufigkeit 94 53 17 5 11
Gehalt <94% < 0.5% < 0.04% < 0.5% < 0.06%

Durchschnittlich ist etwa jede zweite Heparin-Probe mit Dermatansulfat verunrei-
nigt; dessen Anteil ist abhéngig von der Gewinnung der Mukosa sowie der anschlie-
Benden Reinigungsmethode [259]. Der Gehalt dieser natiirlich vorkommenden GAG-
Verunreinigung schwankt zwischen 0.5 und 8 %; wie in Abbildung [3.15]b dargestellt,
liegt der durchschnittliche Dermatangehalt fiir eine Vielzahl der untersuchten Proben
deutlich unter 2 %.

In Abhéngigkeit des Reinigungsprozesses werden in den 145 untersuchten Heparin-
Proben Loésungsmittelriickstdnde von Ethanol, Acetat, Aceton, Methanol und Formiat
identifiziert [231]. Die Haufigkeit sowie der Gehalt der jeweiligen Nebenprodukte,
der mit Hilfe der Internen-Standard-Methode nach Zusatz von Maleinsaure NMR-
spektroskopisch ermittelt wurde, sind in Tabelle zusammengefasst. Auffallig ist,
dass der Gehalt der Restlosungsmittel — insbesondere Ethanol — fiir eine Vielzahl
an Chargen deutlich tiber dem vom Ph. Eur. festgelegten Grenzwert von 0.3 % fur
Methanol bzw. 0.5 % fir Ethanol, Acetat, Aceton sowie Formiat liegt und somit die

Anforderungen des Arzneibuches nicht erfiillt werden.

3.6. Weitere ein- und zweidimensionale NMR-

Experimente

Wie bereits in Abschnitt aufgezeigt, konnen durch den Einsatz der 'H-NMR-
Spektroskopie eine Vielzahl sulfatierter Polysaccharid-Verunreinigungen iiber cha-
rakteristische N-Acetyl-Resonanzen qualitativ und quantitativ erfasst werden. GAG-
Verunreinigungen mit fehlendem Acetat-Substituenten sowie N-acetylierte Polysac-
charide mit einem charakteristischen N-Acetyl-Signal bei 6 = 2.05ppm koénnen

dagegen mittels 'H-NMR-Spektroskopie, selbst in hohen Konzentrationen, nicht nach-
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Tabelle 3.4: Messparameter.

Parameter BC-NMR HSQC
Spektrometer 400 MHz 600 MHz
Temperatur 300K 298 K

F2 F1
Datenpunkte 64 K 4096 512
Akquisitionszeit 1.37s 0.14s 0.01s
Relaxation Delay 3.37s 3.65s
Spektrale Breite 238.35ppm | 12.5ppm 134.7 ppm
Scan-Anzahl 16 K 64
Dummy Scans 4 12
'H-BB-Entkopplung ja — —
prozessierte Datenpunkte | 32K 2048 2048
Fensterfunktion EM QSINE QSINE
Lb-Wert 1.0 1.0 0.1

gewiesen werden. Die '3C-NMR-Spektroskopie und/oder zweidimensionale HSQC-
Experimente (Heteronuclear Single Quantum Coherence) erlauben hingegen neben
der Identifizierung zu erwartender Verwandter Substanzen wie Dermatansulfat, Chon-
droitinsulfat A/C sowie OSCS auch eine Unterscheidung zwischen reinen und mit
Heparansulfat-, Hyaluronsaure-, Alginat- sowie N-sulfatierter Heparinoid-Derivaten
kontaminierten Heparin-Proben [35] 229] 2321 236, 239] 244].

Um das Potential dieser beiden NMR-Experimente fiir die Reinheitspriifung von He-
parin aufzeigen zu koénnen, wurden reale Heparin-Proben und Referenzsubstanzen der
Hauptkomponente sowie der zu erwartenden Verunreinigungen OSCS, Dermatansul-
fat und Chondroitinsulfat A/C NMR-spektroskopisch vermessen. Fiir die Herstellung
der jeweiligen Untersuchungslosung wurden etwa 100 mg Heparin-Probe bzw. Refe-
renzsubstanz in 700 ul D,O gelost, in ein NMR-Rohrchen tiberfithrt und vermessen.
Die wichtigsten Messparameter sind in Tabelle zusammengefasst.

13C-NMR-Spektroskopie

Wie in Abbildung dargestellt, ist im 3C-NMR-Spektrum eine Unterscheidung

zwischen reinem und verunreinigtem Heparin nicht nur iiber die charakteristische
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Abbildung 3.16: '3C-NMR-Spektrum einer realen, stark OSCS-kontaminierten Heparin-
Probe (Hep + OSCS) sowie die entsprechenden Einzelspektren von Heparin (Hep), OSCS,
Chondroitinsulfat A/C (CS A/C) und Dermatansulfat (DS). Losungsmittelriickstdnde sind
mit “x” gekennzeichnet.

N-Acetyl-Region im Bereich von etwa § = 23-27 ppm moglich, auch fiir eine Vielzahl

anderer 13C-Atome wird eine vollstindige Signalseparation erzielt.

Bereits in der Vergangenheit hat sich die '3C-NMR-Spektroskopie als geeignetes
Verfahren zur strukturellen Charakterisierung und Analyse von Glykosaminoglykanen
erwiesen [232, 236, 260, 261], da hier im Vergleich zur 'H-NMR-Spektroskopie auf-
grund separierter Resonanzen eine Aussage tiber Identitdt und Reinheit sulfatierter
Polysaccharide getroffen werden kann. So wird beispielsweise die Identitdt Nieder-
molekularer Heparine im Ph. Eur. anhand eines *C-NMR-Spektrums im Vergleich

zur entsprechenden Referenzsubstanz tiberpriift [34]. Zusétzliche Signale im NMR-
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Spektrum geben Hinweise auf anwesende Verunreinigungen; detektiert werden sowohl
andere Glykosaminoglykane als auch Losungsmittelriicksténde. Zudem ist die Aufde-
ckung und Charakterisierung neuer, unbekannter Verunreinigungen beim Einsatz der
I3C-NMR-Spektroskopie im Vergleich zur 'H-NMR-Spektroskopie wahrscheinlicher.
Langere Messzeiten sowie hohere Nachweisgrenzen fithren jedoch dazu, das diese
Technik als Screening-Verfahren fiir die Qualitatskontrolle von Heparin eher selten

eingesetzt wird.

Zweidimensionales HSQC-Experiment

Eine geeignete Alternative stellt das zweidimensionale HSQC-Experiment dar. Wah-
rend bei eindimensionalen NMR-Spektren die Abszisse der Frequenzachse entspricht
und die Ordinate die Signalintensitit wiedergibt, besitzt das zweidimensionalen NMR-
Experiment zwei Frequenzachsen; die Intensitéit bildet folglich eine dritte Dimensi-
on. Werden auf den beiden Frequenzachsen chemische Verschiebungen aufgetragen,
spricht man von zweidimensionalen (verschiebungs)korrelierten NMR-Spektren; pra-
xisrelevant sind Experimente, die auf beiden Achsen chemische Verschiebungen von
Protonen abbilden, sowie Verfahren wie beispielsweise das HSQC-Experiment, das
'H- und '3C-chemische Verschiebungen miteinander verkniipft. Die 2D-NMR-Spek-
troskopie setzt eine Kopplung von Kerndipolen voraus; beobachtet werden skalare
Kopplungen, d. h. Kopplungen iiber Bindungen hinweg, oder Wechselwirkungen durch
den Raum. Treten zwei Kerne miteinander in Wechselwirkung, werden im zweidi-
mensionalen NMR-Spektrum sogenannte Korrelationspeaks detektiert, die wichtige
Informationen im Rahmen der Signalzuordnung liefern kénnen. Beim HSQC-Ex-
periment lasst sich anhand der Korrelationspeaks unmittelbar erkennen, welches
Wasserstoffatom direkt an ein bestimmtes Kohlenstoffatom gebunden ist [86].
Dieses Verfahren bietet somit den Vorteil, dass Verunreinigungen, deren Resonanzen
aufgrund von Signaliiberlagerungen im 'H-NMR-Spektrum nicht erkannt werden
konnen, im 2D-NMR-Spektrum mittels Korrelationspeaks detektiert werden kénnen.
Waihrend beispielsweise OSCS im 'H-NMR-Spektrum nur iiber das N-Acetyl-Signal
sowie teilweise iiber Fingerprintresonanzen im Bereich von § = 4.4-5.1 ppm erfasst
werden kann, ermoglicht das zweidimensionale HSQC-Experiment die Identifizierung
der Kontaminante iiber eine Vielzahl an Korrelationspeaks (siehe Abbildung .
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Abbildung 3.17: Zweidimensionales HSQC-Spektrum einer OSCS-kontaminierten Hepa-
rin-Probe. Die rot umrandeten OSCS-Korrelationspeaks erlauben die Identifizierung der
Kontaminante.

Verunreinigungen, die im 'H-NMR-Spektrum bedingt durch Signaliiberlagerungen mit
Heparinresonanzen nicht aufgedeckt werden konnen, zeigen im HSQC-Spektrum meist
mehrere separierte Korrelationspeaks, da die Wahrscheinlichkeit, dass alle Peaks einer
Verunreinigung mit den entsprechenden Korrelationspeaks iiberlagern, sehr gering ist.
Ein Nachteil dieses Verfahrens ist, wie fiir alle Experimente, bei denen unempfindliche
Kerne wie 13C-Atome detektiert werden, die lange Messdauer. Jedoch kann mit Hilfe
des HSQC-Experiments die Nachweisempfindlichkeit im Vergleich zur *C-NMR-
Spektroskopie erheblich gesteigert bzw. die Messzeit drastisch reduziert werden. So
wird beispielsweise beim Einsatz eines 500 MHz-Spektrometers fiir eine Vielzahl
moglicher GAG-Verunreinigungen innerhalb weniger Stunden eine Nachweisgrenze
von etwa 24 % erzielt [229, 244]. Der Einsatz von NMR-Spektrometern geringerer
Feldstérke ist dagegen nicht empfehlenswert, da die Messzeit erheblich gesteigert
werden muss, um vergleichbare Resultate zu erzielen.

Allgemein kann zusammengefasst werden, dass beide Verfahren — '3 C-NMR-Spek-
troskopie sowie zweidimensionale HSQC-Experimente — Alternativverfahren im Rah-

men der Qualititsbestimmung von Heparin zur 'H-NMR-Spektroskopie darstellen.
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Beide Methoden ermoglichen die Identifizierung potentieller Verunreinigungen wie
Dermatansulfat, Chondroitinsulfat A/C und OSCS; zudem werden hier ebenfalls
Restlosungsmittel mittels charakteristischer Signale erkannt. Beide Verfahren besitzen
gegeniiber der 'H-NMR-Spektroskopie den Vorteil, dass neue, unbekannte Verun-
reinigungen leichter aufgedeckt werden konnen; dieser Vorteil ist jedoch mit einer
deutlichen Verldngerung der Messzeit verbunden. Trotzdem ist das zweidimensionale
HSQC-Experiment auch in der routinemafig durchgefiihrten Qualitéatskontrolle von
Heparin zu empfehlen, wenn im 'H-NMR-Experiment oder unter Einsatz weiterer

orthogonaler Methoden die zu untersuchende Probe auffillig erscheint.

3.7. Alternative Reinheitspriifungen

In diesem Abschnitt sollen durch Vergleich mit giiltigen Arzneibuchmethoden des
Ph. Eur. 6.0 und neuentwickelten, unabhéingigen Verfahren wie HPLC, Kapillarelek-
trophorese, Infrarot- und Raman-Spektroskopie mogliche Vor- und Nachteile der

NMR-Spektroskopie am Beispiel der 145 untersuchten Heparin-Muster (siehe Tabel-
le aufgezeigt werden.

3.7.1. Arzneibuchanalytik von Heparin

Die strukturelle Diversitat von Heparin stellt eine grofle Herausforderung fiir Heparin-
spezifische Nachweispriifungen dar. Die beiden Monographien “Heparin-Natrium” und
“Heparin-Calcium” des Ph. Eur. 6.0 sind durch Heparin-unspezifische Priifmethoden
wie spezifische Drehung, Gelelektrophorese, pH-Wert, Stickstoffbestimmung, Wertbe-
stimmung etc. gekennzeichnet, die die Identifizierung anderer Glykosaminoglykane
als potentielle Verunreinigungen nicht abdecken; zudem wurden die Monographien
seit etlichen Jahren nicht an den modernen Stand der Technik angepasst. Lebens-
bedrohliche Qualitdtsméngel, die durch die Beimengung von Substanzen Heparin-
dhnlicher Eigenschaften wie beispielsweise OSCS verursacht wurden, konnten mit
den damals giltigen Nachweismethoden, wie im folgenden Abschnitt dargestellt,
im Rahmen der Qualitdtskontrolle nicht erkannt werden. Erst der Heparin-Skandal
veranlasste internationale Behorden zu einer griindlichen Uberarbeitung der Heparin-

Monographien.
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Die Notwendigkeit neuer, Heparin-spezifischer Priifverfahren soll im folgenden Ab-
schnitt anhand zweier unspezifischer Nachweismethoden des Ph. Eur. 6.0 — spezifische
Drehung und Wertbestimmung — néher aufgezeigt werden. Dafiir wurden 145 Heparin-
Muster (siehe Tabelle mit beiden Methoden analysiert und bewertet.

Optische Rotation

Die spezifische Drehung ist fiir eine Vielzahl chiraler Arzneistoffe ein Identitats-
und/oder Reinheitskriterium. Nach Ph. Eur. erfiillt eine Heparin-Probe die Identi-
tatsanforderungen, wenn die spezifische Drehung mindestens + 35° betragt [225].
Glykosaminoglykane weisen deutlich voneinander abweichende spezifische Rotationen
auf; wahrend Heparin eine positive spezifische Drehung besitzt, nimmt die spezifische
Drehung fir Dermatansulfat, Chondroitinsulfat A/C und OSCS negative Werte
an [233], 262, 263]. Folglich wird fir verunreinigte Heparin-Proben eine im Vergleich
zu reinem Heparin geringere spezifische Drehung erwartet.

Im Rahmen der Untersuchung von 145 Heparin-Mustern wurden alle Chargen
polarimetrisch nach Ph. Eur. 6.0 vermessen. Hierfiir wurden jeweils etwa 40 mg Probe
genau abgewogen, zu 1 ml gelost, ein Aliquot der Untersuchungslosung in eine Kiivette
mit einer Schichtdicke von 1dm iiberfiihrt, der experimentell ermittelte Drehungs-
winkel o bei der Wellenldnge der D-Linie des Natriumlichtes (A = 589.3nm) und
einer Temperatur von 20°C am Polarimeter abgelesen und die spezifische Drehung

[a]%) nach folgender Formel berechnet:
D a
= — 3.4
[a]5 I c (3.4)

mit dem Drehungswinkel « in [°], der Konzentration der Untersuchungslosung ¢ in
[g/ml] und der Schichtdicke des Polarimeterrohres [ in [dm].

Um eine mogliche Korrelation zwischen dem Verunreinigungsgrad und der spe-
zifischen Drehung von Heparin aufzeigen zu kénnen, wurde wie in Abbildung
dargestellt, der NMR-spektroskopisch ermittelte Gehalt von OSCS bzw. Derma-
tansulfat gegen die jeweilige spezifische Drehung aufgetragen. Die Anwesenheit
potentieller Verunreinigungen wie OSCS und Dermatansulfat fithrt zu einer Ab-
nahme der spezifischen Drehung; derselbe Effekt wird fiir Chondroitinsulfat A/C

als mogliche Verunreinigung beobachtet. Grundsatzlich gilt, dass mit ansteigendem
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Abbildung 3.18: Abhéingigkeit der spezifischen Rotation von Heparin vom Gehalt der
potentiellen Verunreinigungen OSCS (a) und Dermatansulfat (b); abgebildet sind hier
die experimentell ermittelten Ergebnisse der 145 untersuchten Heparin-Muster. Der nach
Ph. Eur. 6.0 geforderte Grenzwert der spezifischen Drehung von + 35° wird durch die
gestrichelte Linie dargestellt.
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Abbildung 3.19: Spezifische Rotation der 145 Heparin-Muster, unterteilt in die vier
NMR-Kategorien (siehe Abschnitt [3.5.5)). Der nach Ph. Eur. 6.0 geforderte Grenzwert wird
durch die gestrichelte Linie dargestellt.

Gehalt anderer GAG-Verunreinigungen in Heparin die ermittelte spezifische Drehung
abnimmt [231].

Eine empfindliche Erkennung potentieller Verunreinigungen wird hingegen mit der
beschriebenen polarimetrischen Identitétspriifung nicht ermdéglicht. Wie in Abbil-
dung [3.18] dargestellt, konnen Heparin-Proben mit geringem Verunreinigungsgrad
nicht von reinen Heparin-Mustern unterschieden werden; einzig stark kontaminierte

Heparin-Proben erfiillen nicht die Anforderungen des Arzneibuches. Da OSCS, Der-
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matansulfat und Chondroitinsulfat A/C die spezifische Rotation in gleicher Weise
beeinflussen, ist zudem keine selektive Unterscheidung zwischen partialsynthetisch
hergestellter Kontaminante und nattirlich vorkommenden Verwandten Substanzen
moglich.

Qualitdtsméngel der Hauptkomponente konnen mit diesem eher unselektiven und
unempfindlichen Identitatsnachweis nicht aufgedeckt werden. Im Rahmen der polari-
metrischen Untersuchung von 145 Heparin-Proben konnten von 79 kontaminierten

¢

API-Heparin-Proben nur finf als “verunreinigt” eingestuft werden (siehe Abbil-

dung und Tabelle [3.6).

Biologische Aktivitat

Ein entscheidendes Qualitdtsmerkmal fiir Heparin ist seine antikoagulatorische Ak-
tivitat; die Substanz besitzt die charakteristische Eigenschaft, die Gerinnung von
Frischblut zu verzégern. Nach Ph. Eur. 6.0 muss die Wirksamkeit fiir Heparin zur
parenteralen Anwendung mindestens 150 [.LE. je Milligramm, bezogen auf die ge-
trocknete Substanz, betragen [225]. Die biologische Gehaltsbestimmung von Heparin,
die sogenannte Wertbestimmung, erfolgt in vitro nach der Methode der aktivierten
partiellen Thromboplastinzeit (aPTT), indem unter gleichen Bedingungen die Gerin-
nungsverzogerung von rekalzifiziertem Citratschafplasma mit einer in Internationalen
Einheiten eingestellten Standardzubereitung fiir Heparin (Heparin-Natrium BRS)
verglichen wird [264].

Im Rahmen der Untersuchung von 145 Heparin-Mustern wurden 29 charakteris-
tische Proben ausgewahlt und deren antikoagulatorische Aktivitiat nach dem unter
“Wertbestimmung von Heparin” [264] beschriebenen Gerinnungstest bestimmtﬂ alle
29 untersuchten Heparin-Proben entsprachen mit einer biologischen Aktivitat von
mindestens 150 LE./mg den Anforderungen des Ph. Eur. 6.0 (siehe Abbildung [3.20]a).
Zusatzliche Messungen in Humanplasma wiesen jedoch im Vergleich zu Experimenten
in Schafplasma fiir bestimmte Heparin-Muster signifikante Unterschiede in der anti-
koagulatorischen Aktivitat auf (Abbildung [3.20); finf der 29 untersuchten Heparin-
Proben geniigten zudem mit einer biologischen Aktivitat von < 150 I.E./mg nicht den

3Die Wertbestimmung der Heparin-Muster wurde in den Laboratorien der Merckle Gruppe in
Ulm durchgefiihrt.
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Abbildung 3.20: Biologische Aktivitat 29 reprisentativer Heparin-Muster in Schafplasma
und Humanplasma (a). Die nach Ph. Eur. 6.0 geforderte Mindestaktivitét von 150 1U/mg
wird durch die gestrichelte Linie dargestellt. Signifikante Aktivitdtunterschiede OSCS-
kontaminierter Proben in Schaf- und Humanplasma sind auf den OSCS-vermittelten
Aktivitatsverlust von Heparin in Humanplasma zuriickzufithren (b).

Anforderungen des Arzneibuches. Wéhrend fiir reine Heparin-Proben vergleichbare
Aktivitaten in Schaf- und Humanplasma ermittelt werden konnten, wurden fiir OSCS-
kontaminierte Chargen deutliche Abweichungen festgestellt, die somit auf Qualitéts-
méangel hindeuten [249]. OSCS selbst besitzt, wie Heparin, eine gerinnungshemmende
Wirkung und verldngert die aktivierte partielle Thromboplastinzeit; jedoch ist die
antikoagulatorische Aktivitdt im Vergleich zu Heparin etwa um den Faktor 4 bis 5
kleiner [222, 249]. Dennoch kénnen OSCS-kontaminierte Heparin-Muster mit Hilfe
des Gerinnungstestes in Humanplasma identifiziert werden, da mit steigender OSCS-

Kontamination ein deutlicher Aktivitatsverlust von Heparin beobachtet werden kann,
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wahrend analoge Experimente in Schafplasma nur eine geringe Aktivitatsabnahme
zeigen (siehe Abbildung [3.20]b). Die Anwesenheit von Dermatansulfat zeigt hingegen
in Humanplasma keine signifikante Aktivitdtsabnahme von Heparin. Der optimierte
Gerinnungstest in Humanplasma erméglicht prinzipiell eine selektive Erfassung OSCS-
kontaminierter Heparin-Muster, jedoch werden auch hier nur stark kontaminierte
Proben erkannt.

Im Rahmen der Monographie-Uberarbeitung wurde die biologische Aktivitait
von 150 auf 1801.E./mg erhoht [265], um somit eine deutlichere Differenzierung
von reinem und verunreinigtem Heparin-Material zu gewahrleisten. Wahrend nach
dem alten Monographie-Entwurf beim Einsatz von Humanplasma nur 50 % OSCS-
kontaminierter Heparin-Proben erfasst werden konnten, wurden durch die Erh6hung
der Mindestaktivitat auf 180 .LE./mg neun von zehn OSCS-verunreinigten Heparin-
Proben aufgedeckt. Von Nachteil ist, das in diesem Fall auch reine Heparin-Muster

teilweise die geforderte Aktivitat nicht aufwiesen (siche Abbildung 3.20)).

3.7.2. Infrarot- und Raman-Spektroskopie

Die Infrarot-Spektroskopie (IR) zahlt heutzutage im Rahmen der Identitatspriifung
von organischen Arzneistoffen zu den géngigsten Arzneibuch-Routinemethoden.
Die Identitit eines Arzneistoffes gilt als bestétigt, wenn das IR-Spektrum der zu
priiffenden Substanz beziiglich der Bandenlage und -intensitédt mit dem Spektrum
der entsprechenden Referenzsubstanz iibereinstimmt. Zusétzliche Banden im IR-
Spektrum ermoglichen prinzipiell die Identifizierung potentieller Verunreinigungen;
jedoch findet diese spektroskopische Methode im Rahmen der Reinheitspriifung
nur selten Einsatz, da die visuelle Auswertung der Spektren eine Erfassung geringer
Verunreinigungsmengen (> 0.5 %) aufgrund von Bandeniiberlagerungen iiblicherweise
nur fiir separiert liegende und/oder intensive IR-Absorptionsbanden gewéhrleistet.
Das Prinzip der Raman-Spektroskopie dhnelt der IR-Spektroskopie, da bei beiden
Verfahren Atomgruppen zur Molekiilschwingung angeregt und charakteristische
Banden im Spektrum registriert werden. Im Raman-Spektrum erhalt man v.a.
flir unpolare oder wenig polare Atomgruppen charakteristische Banden, die im
entsprechenden IR-Spektrum nur ungeniigend bzw. nicht zugeordnet werden konnen;

somit ergénzen sich IR- und Raman-Spektroskopie. In der pharmazeutischen Analytik
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findet die Raman-Spektroskopie bislang kaum Anwendung.

Teilbereiche der IR- und Raman-Spektren — v. a. der Fingerprint-Bereich, der fiir
jeden Arzneistoff ein charakteristisches Bandenmuster, den sogenannten Fingerab-
druck eines Molekiils, besitzt — bieten sich in diesen einfach und schnell durchzufiih-
renden Screening-Verfahren ohne vorherige Probenvorbereitung prinzipiell fir die
Aufdeckung von Arzneimittelfdlschungen an. Wie in Abbildung dargestellt [T
werden im Fingerprint-Bereich von OSCS-kontaminierten Proben im Vergleich zu
reinen Heparin-Chargen Bandenverbreiterungen sowie die Detektion von zuséatzlichen
Schultern beobachtet, die den Absorptionsmaxima charakteristischer OSCS-Banden
entsprechen. Eine vollstandig isolierte Bande wird fiir OSCS jedoch nicht beobachtet,
wodurch eine visuelle Unterscheidung zwischen kontaminierten und reinen Mustern
erschwert bzw. unméglich gemacht wird [266]; zudem dhnelt das Bandenmuster von
Dermatansulfat stark dem der Kontaminante.

Spektren, die sich visuell nicht bzw. nur minimal unterscheiden, kénnen mit Hilfe
der multivariaten Datenanalyse (MVA) in ihre Hauptkomponenten zerlegt werden.
Aus einer Fiille an Messdaten werden die wesentlichen, unabhéngigen Informationen
herausgearbeitet und somit Gruppen gleicher Proben ermittelt. Grundlage dieses
statistischen Analysenverfahrens bildet die Kalibrierung; hierfiir miissen Kalibrierpro-
ben unterschiedlicher Eigenschaften mit einem unabhéngigen Verfahren vermessen
und eindeutig charakterisiert werden. Am Beispiel von Heparin wurden fiir die Kali-
brierung 57 reprisentative Proben NMR-spektroskopisch vermessen und mit Hilfe
der N-Acetyl-Region einer der vier méglichen Gruppen zugeordnet [266]. Mit Hilfe
von Regressionsmodellen (“Partial Least Squares” (PLS)) kann dann eine Vorhersage
tiber die Anwesenheit von OSCS getroffen werden (siche Abbildung [3.22); mit Hilfe
der Hauptkomponentenanalyse (“Principle Component Analysis” (PCA)) kénnen
die Proben in Gruppen dhnlicher Eigenschaften zusammengefasst werden.

Im Rahmen der Untersuchung von 145 Heparin-Mustern erméoglichte die IR- und
Raman-Spektroskopie nach Einsatz der multivariaten Datenanalyse eine zuverlassige
Identifizierung OSCS-kontaminierter Proben. Einzig Proben mit einem Verunrei-

nigungsgrad < 1% konnten mit beiden Verfahren nicht als kontaminierte Muster

4Die IR- und Raman-spektroskopischen Untersuchungen der 145 Heparin-Muster wurden unter
Leitung von Dr. Jochen Norwig in den Laboratorien des Bundesinstituts fiir Arzneimittel und
Medizinprodukte (BfArM) in Bonn durchgefiihrt.
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Abbildung 3.21: IR-Spektren einer reinen Heparin-Probe (a) und einer OSCS-kontami-
nierten Heparin-Charge (b). Die durch OSCS verursachten Bandenverbreiterungen und
Schulterausbildungen sind in Spektrum (b) mit “x” gekennzeichnet.
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Abbildung 3.22: Einteilung der 145 IR-spektroskopisch untersuchten Heparin-Proben
in die beiden Kategorien “nicht kontaminiert” und “OSCS-kontaminiert” mit Hilfe eines
PLS-Regressionsmodells. Der Vergleich mit der '"H-NMR-Spektroskopie zeigt, dass die rot
markierten Proben félschlicherweise als rein eingestuft wurden.

eingestuft werden; als experimentell ermittelte Nachweisgrenze wurde fiir die IR-
Methode deshalb ein Grenzwert von etwa 1% OSCS bestimmt [266].

3.7.3. Kapillarelektrophorese

Um weitere Zwischenfille zu vermeiden, ordnete die FDA im Méarz 2008 fiir alle
Heparin-Natrium- und -Calcium-Chargen, die in den Verkehr gebracht werden sollten,

eine zusétzliche Untersuchung mittels 'H-NMR-Spektroskopie und Kapillarelektro-
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phorese (CE) an [248|, 267]; nur als eindeutig OSCS-frei identifizierte Heparin-API-
Chargen durften fortan fiir die Produktion verwendet werden. Das BfArM tibernahm
die beiden Priifverfahren und weitete die Testung zuséatzlich auf Niedermolekulare
Heparine aus, nachdem in Enoxaparin-Fertigarzneimitteln ebenfalls OSCS detektiert
wurde [217].

FDA-Methode. Die Trennung der polyanionischen Substanzen erfolgt mit Hilfe
einer Quarzkapillare, die einen Innendurchmesser von 50 um, eine Gesamtlange von
64.5cm und eine effektive Lange von 56 cm aufweist. Der Hintergrundelektrolyt
besteht aus 36 mM Natriumdihydrogenphosphatpuffer, der mit Phosphorséure auf
einen pH-Wert von 3.5 eingestellt wird. Zur Herstellung der Probelosung werden
etwa 10 mg Heparin in 1 ml Milli-Q-Wasser gelost, mittels eines Celluloseacetat-Mem-
branfilters (0.22 wm) filtriert und unter hydrodynamischer Injektion bei einem Druck
von 50 mbar tiber eine Zeitspanne von 10s injiziert. Die Trennung der Polysaccharide
erfolgt bei einer Temperatur von 25°C, die Detektion bei einer Wellenldnge von
200 nm. Die Migration der drei Komponenten erfolgt in folgender Reihenfolge: OSCS,
Heparin, Dermatansulfat (Abbildung [3.23]a).

Die CE-Methode ermoglicht, wie in Abbildung [3.23]a dargestellt, eine Unterschei-
dung zwischen Heparin, OSCS und Dermatansulfat. Die entsprechenden Elektro-
pherogramme zeichnen sich durch breite Peaks mit teilweise starken Uberlappungen
aus, die die Detektion geringer OSCS- bzw. Dermatansulfat-Mengen sowie eine
quantitative Analyse tiber die Peakflichen unmdglich machen.

Die kapillarelektrophoretische Untersuchung der 145 Heparin-Muster erméglichtE]
wie die "H-NMR-Spektroskopie, eine Unterteilung der zu priifenden Chargen in die vier
beschriebenen Kategorien; zuséatzliche Peaks, die bekannten Verwandten Substanzen
wie Chondroitinsulfat A/C oder noch unbekannten Kontaminanten zuzuordnen sind,
wurden in keinem Elektropherogramm detektiert. Im Vergleich zu den Ergebnissen
der 'H-NMR-Spektroskopie, die die Detektion von bis zu 0.1 % OSCS bzw. 0.5%
Dermatansulfat gewahrleistet, konnten aufgrund starker Peakiiberlagerungen mit dem
Hauptpeak Heparin OSCS- bzw. Dermatansulfat-Konzentrationen von < 1% nicht

erfasst werden; die entsprechenden Muster wurden somit falschlicherweise als “rein”

°D. Brinz, U. Holzgabe (unveroffentlicht).
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Abbildung 3.23: CE-Elektropherogramme repriasentativer Heparin-Proben der vier er-
mittelten Kategorien — “Hep”, “Hep + DS”, “Hep + OSCS” sowie “Hep + DS 4+ OSCS” —
nach FDA (a) und Somsen et al. (b).

eingestuft. Zudem wurden vereinzelt laut NMR-Analyse als “rein” deklarierte Proben
aufgrund eines unregelméafligen Verlaufs der Basislinie, v.a. im Dermatansulfat-
Bereich, als geringfiigig DS-haltig charakterisiert. Fiir den Grofiteil der untersuchten
Proben wurden jedoch mit der 'H-NMR-Spektroskopie iibereinstimmende Ergebnisse
erhalten (siehe Tabelle [3.6).

Da starke Peakiiberlagerungen eine empfindliche Erfassung sowie eine quantitative

Bestimmung potentieller Verunreinigungen in Heparin mit Hilfe der Kapillarelektro-
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phorese nicht ermdoglichten, war eine Optimierung der von der FDA veroffentlichten
CE-Methode zwingend notwendig. Den beiden Gruppen um Somsen et al. [268] sowie
Wieglos et al. [269] gelang durch den Einsatz hochmolarer Puffer eine deutliche Ver-
besserung der Peakseparation (siche Abbildung [3.23]b), die zum einen eine deutliche
Erniedrigung der Nachweisgrenze von OSCS (0.1 %) und Dermatansulfat (0.5-0.6 %)
mit sich brachte, und zum anderen nun eine quantitative Reinheitspriifung erlaubt.
Die CE-Methode nach Somsen et al. wurde vom EDQM als geeigneter Ersatz fiir die
FDA-Methode anerkannt.

Optimierte Methode nach Somsen. Die Trennung der GAG erfolgt mit Hilfe
einer Quarzkapillare mit einer Gesamtlange von 60 cm, einer effektiven Lange von
50cm und einem Innendurchmesser von 25 um bei einer Temperatur von 35°C.
Als Hintergrundelektrolyt wird ein hochmolarer Trispuffer (850 mM) eingesetzt, der
mit Phosphorsdure auf einen pH-Wert von 3.0 eingestellt wird. Zur Herstellung
der Probelosung werden etwa 50 mg Heparin in 1 ml Milli-Q-Wasser gelost und bei
einem Druck von 2 psi iiber eine Zeitdauer von 48s injiziert. Aufgrund des hohen
Injektionsvolumens der hochkonzentrierten Heparinlésung kann trotz der schwachen
UV-Absorption bei einer Wellenldnge von 200 nm eine Nachweisgrenze von etwa
0.1 % OSCS erzielt werden. Die Migration der drei Komponenten erfolgt in gleicher
Reihenfolge.

Die kapillarelektrophoretische Untersuchung unter Einsatz der nach Somsen et
al. modifizierten Methode ermdoglichte eine empfindliche Aufdeckung OSCS-halti-
ger Heparin—Probenﬂ alle nach 'H-NMR-Spektroskopie als “OSCS-kontaminiert”
eingestufte Muster wurden erkannt. Eine zuverlédssige Identifizierung geringer Derma-
tansulfat-Mengen nahe der Nachweisgrenze von LOD = 0.5 % war dagegen, bedingt
durch eine geringere Auflésung sowie die sehr breite und flache Peakform, nicht
fiir alle Muster moglich. Im Vergleich zur Vorgéngermethode kann diese Methode
jedoch als geeignete Alternative zur "H-NMR-Spektroskopie bezeichnet werden. Rest-
losungsmittel, die NMR-spektroskopisch empfindlich nachgewiesen und quantifiziert
werden konnen, werden aufgrund eines fehlenden Chromophors, welches fiir die UV-

Detektion essentiell ist, im Elektropherogramm nicht nachgewiesen.

D. Brinz, U. Holzgrabe (unveréffentlicht).
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3.7.4. SAX-HPLC

Polysulfatierte Glykosaminoglykane besitzen unter physiologischen Bedingungen als
hochgeladene Polyanionen die Féhigkeit, an positiv geladene Strukturen zu binden.
Diese Eigenschaft kann gezielt fiir die analytische Trennung von Glykosaminogly-
kanen eingesetzt werden; ein geeignetes Verfahren stellt die Anionenaustauschchro-
matographie dar. Das Prinzip dieses Verfahrens basiert auf einer unterschiedlich
starken Wechselwirkung der Analytionen mit funktionellen Gruppen der stationdren
Phase. Anionen mit hoher Selektivitat zur positiv geladenen Matrix werden da-
her starker reteniert als Anionen mit geringerer Affinitdt. Bei der “Strong Anion
Exchange”-Chromtographie trigt die unlosliche Matrix als funktionelle Gruppen
quartdre Ammoniumgruppen, die mit den negativ geladenen Substituenten — Sulfat-

und Carboxylgruppen — der Glykosaminoglykanen in Wechselwirkung treten kénnen.

Die mobile Phase A besteht aus einem 2.5 mM Natriumdihydrogenphosphatpuffer,
fir die mobile Phase B wird zusétzlich Natriumperchlorat (1 M) zum Phosphatpuf-
fer zugesetzt; beide Puffer werden mit Phosphorsdure auf einen pH-Wert von 3.0
eingestellt. Zur Herstellung der Probelosung werden 20 mg Heparin in 1 ml Milli-Q-
Wasser gelost, mittels Celluloseacetat-Membranfilter (0.22 um) filtriert und jeweils
10 ul der Untersuchungslosung injiziert. Die Glykosaminoglykane werden bei einer
Temperatur von 40°C mit einer Dionex IonPac AS11-Sdule (2 x 250 mm, 9 pm)
bei einer Flussrate von 0.22 ml/min unter Gradientenelution getrennt und bei einer

Wellenldnge von 202nm detektiert [270]. Die Komponenten eluieren in folgender
Reihenfolge: Dermatansulfat, Heparin, OSCS (Abbildung [3.24)).

Die SAX-Methode ermoglicht, wie in Abbildung dargestellt, eine Trennung
der drei Glykosaminoglykane Heparin, OSCS und Dermatansulfat. Da unter den
gewéhlten Analysebedingungen Chondroitinsulfat A /C mit Dermatansulfat coeluiert,
kann mit dieser Methode nicht zwischen den beiden natiirlich vorkommenden Heparin-
Verunreinigungen unterschieden werden. Chromatogramme mit einem zuséatzlichen
Peak bei etwa 25 min lassen jedoch Dermatansulfat als Hauptverunreinigung vermu-
ten, da Chondroitinsulfat A/C wihrend des Reinigungsprozesses (fast) vollstédndig
abgetrennt werden kann. Eine stark variierende Kettenlinge und Anzahl der Sulfat-
gruppen in den GAG-Molekiilen bedingt Chromatogramme mit sehr breiten Peaks,

die iiber mehrere Minuten eluieren; so eluiert Heparin beispielsweise iiber knapp
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Abbildung 3.24: SAX-HPLC-Chromatogramme représentativer Heparin-Proben der vier
ermittelten Kategorien “Hep”, “Hep 4+ DS”, “Hep 4+ OSCS” sowie “Hep + DS 4+ OSCS”.

20 min (siehe Abbildung [3.24).

Die Analyse der 145 Heparin-Muster mittels SAX-HPLC erméglichtﬂ wie die
'H-NMR-Spektroskopie, eine Unterteilung der zu priifenden Chargen in die vier
beschriebenen Kategorien; zusétzliche Peaks wurden in keinem Chromatogramm
detektiert. In der Literatur wird fiir OSCS eine Nachweisgrenze von etwa 0.05 %
beschrieben [270]; dennoch wurden drei geringfiigig OSCS-kontaminierte Heparin-
Proben (OSCS = 0.5 %) mittels HPLC nicht identifiziert. Ein dhnlicher Effekt ist

"D. Brinz, U. Holzgrabe (unverdffentlicht).
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fir Dermatansulfat beobachtbar. Laut Trehy et al. [271] liegt die Nachweisgrenze
fiir Dermatansulfat bei etwa 0.1 %. Heparin-Proben mit einem durchschnittlichen
Dermatansulfat-Gehalt von 0.5 %, die im 'H-NMR-Spektrum ein eindeutig erkennba-
res Signal bei § = 2.08 ppm aufwiesen, konnten teilweise aufgrund der sehr breiten,
iiberlappenden Peaks von Heparin und Dermatansulfat nicht eindeutig der Kategorie
“Heparin mit Dermatansulfat” zugeordnet werden. Wahrend eine geringe Peakauf-
losung die quantitative Analyse von stark Dermatansulfat-kontaminierten Proben
negativ beeinflusst, kann der Gehalt von OSCS in Heparin nach Integration der
entsprechenden Peaks mit Hilfe der Externen-Standard-Methode bestimmt werden.
Von Nachteil ist dagegen, dass unbekannte Verunreinigungen, deren Peaks dhnliche
Retentionszeiten wie Heparin aufweisen, nicht aufgedeckt werden koénnen; zudem

werden Restlosungsmittel ebenfalls nicht im Chromatogramm detektiert.

3.8. Revision der Heparin-Monographie

Neben den bereits beschriebenen Verfahren wurde im Zuge des Heparin-Skandals
eine Vielzahl weiterer, innovativer Methoden entwickelt, die im Vergleich zu den
“veralteten” Prifmethoden internationaler Arzneibiicher die eindeutige Detektion,
Charakterisierung bzw. Quantifizierung potentieller Glykosaminoglykan-Verunreini-
gungen und/oder Verunreinigungen aus dem Extraktions- und Reinigungsverfahren
ermoglichen. Ein Grofiteil der entwickelten Methoden zielt auf eine empfindliche
Identifizierung der Kontaminante OSCS bzw. der natiirlich vorkommenden Heparin-
Verunreinigung Dermatansulfat ab. Zu nennen sind hier weitere spektroskopische
Methoden wie das zweidimensionale DOSY-NMR-Experiment [272], Nahinfrarot-
spektroskopie [273, 274] und Zirkulardichroismus [275] 276], elektrophoretische Ver-
fahren wie eindimensionale Polyacrylamid- bzw. Celluloseacetat-Gelelektrophore-
se [241) 277] und neuentwickelte CE-Methoden [278|, 279], Fluoreszenz-Mikroplatten-
Assay [280], 281], Polymerase-Kettenreaktion [282], potentiometrisch arbeitende Po-
lyanionen-Sensoren [283], chromatographische bzw. elektrophoretische Verfahren
gekoppelt mit massenselektiven Detektoren oder NMR-Spektroskopie [284], 285],
amidolytische Faktor Xa- und Faktor Ila-Bestimmung mit photometrischer bzw.

fluorimetrischer Detektion [245], 286], selektive Gerinnungstests wie Prothrombinzeit-
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Tabelle 3.5: Revidierte Heparin-Monographie des Ph. Eur. 6.8 und USP 35(5).
Ph. Eur. 6.8-Monographie ‘ USP 35(5)-Monographie

Prifung auf Identitét

Gerinnungstest in Schafplasma 'H-NMR-Spektroskopie
"H-NMR-Spektroskopie SAX-HPLC
SAX-HPLC Aktivitatsverhdltnis Anti-Faktor Xa

zu Anti-Faktor Ila

Priifung auf Reinheit

SAX-HPLC Verhéaltnis Galactosamin zu Gesamt-
Hexosamin mittels HPLC

Wertbestimmung

Aktivitdt in Schafplasma Aktivitdt Anti-Faktor Ila

Bestimmung [287] sowie multivariate Datenauswertung, vorwiegend von 'H-NMR-
Messdaten [249] 288-291]. Zahlreiche, in der Literatur beschriebene Vergleiche von
bereits etablierten NMR- und SAX-HPLC-Methoden mit den hier aufgefiithrten
Alternativverfahren zeigen deutlich, dass die Bestimmung biologischer Parame-
ter, wie die Hemmung von Faktor Xa und Faktor Ila und die Verkiirzung der
Prothrombin-Zeit, sowie die statistische Auswertung von spektroskopisch aufge-
nommenen Messdaten mit Hilfe der Hauptkomponentenanalyse eine selektive und
empfindliche Identifizierung von OSCS und weiteren GAG-Verunreinigungen er-
moglichen [245], 249| 274], 286, 288, 289]; zudem konnen hier ebenfalls quantitative

Aussagen tiber den Gehalt der GAG-Verunreinigungen getroffen werden.

Aus dieser Vielzahl neuentwickelter Methoden konnten nun im Rahmen der zwei-
ten Revision der Heparin-Monographie geeignete Methoden hoher Empfindlichkeit,
Selektivitat und Robustheit ausgewahlt werden. Einsatz fanden hierbei unabhéangige
Methoden mit unterschiedlicher Funktionsweise wie NMR-Spektroskopie, SAX-HPLC
und Anti-Faktor Xa- bzw. ITa-Aktivitdtsbestimmung (siche Tabelle [243], 292],
um so die Qualitiat des Arzneistoffes zu gewéhrleisten und gleichzeitig neue, bisher
unbekannte Verunreinigungen in Zukunft schneller erfassen zu kénnen. Die revidierte
Version ermoglicht nun eine empfindliche Identifizierung und Begrenzung der Kon-

taminante OSCS (< 0.1 %) sowie nattrlich vorkommender Galactosamin-haltiger
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Abbildung 3.25: Einteilung des 'H-NMR-Spektrums von Heparin-Natrium in die in der
USP aufgefiihrten Teilbereiche § = 0.1-2.0, 2.1-3.2 und 5.7-8.0 ppm (blau) sowie 6 = 3.35—
4.55ppm (griin). Ausgehend von einer gemeinsamen Basislinie (rot) darf fiir zusétzliche
Resonanzen in den blau- und griin-markierten Bereichen eine maximale Signalh6he von 4
bzw. 200 % der mittleren Hohe der beiden Resonanzen 1 und 2 nicht tiberschritten werden.

Polysaccharide wie Dermatansulfat und Chondroitinsulfat A/C (< 1.0 % (USP) bzw.
< 2.0% (Ph. Eur.)) mittels NMR-Spektroskopie und HPLC. Zudem wird mit der in
der USP unter “Priifung auf Identitit” aufgefithrten 'H-NMR-Methode der Gehalt
weiterer Heparin-Derivate und Restlosungsmittel aus dem Extraktions- und Reini-
gungsprozess mit Hilfe einer Signalh6henbestimmung begrenzt. Hierfiir wird, wie
in Abbildung dargestellt, das NMR~Spektrum in unterschiedliche Teilbereiche
aufgeteilt. Im blau markierten Bereich von 6 = 0.1-2.0, 2.1-3.2 und 5.7-8.0 ppm darf
die Signalhohe nicht identifizierbarer Resonanzen nicht grofier als 4 % der mittleren
Hohe der beiden Signale 1 und 2 sein. Zusatzlich darf im griin markierten Bereich
von ¢ = 3.35-4.55 ppm die maximale Signalhohe 200 % der mittleren Hohe der beiden
Signale bei 0 = 5.42 ppm und ¢ = 5.21 ppm nicht tberschreiten.

3.9. Zusammenfassung

Die im vorliegenden Kapitel dargestellte Heparin-Studie von 145 realen, teilweise
mit OSCS und weiteren, natiirlich vorkommenden GAG-Verunreinigungen konta-

minierte API-Proben des deutschen Marktes belegt eindrucksvoll die Eignung der
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'H-NMR-Spektroskopie ihm Rahmen der Identitéits- und Reinheitsanalytik von kom-
plexen Polysaccharid-Gemischen wie Heparin. Im Vergleich zu den unspezifischen
und unempfindlichen Priifmethoden des Ph. Eur. 6.0, die fiir kontaminierte Char-
gen keine Qualitatsméngel aufzeigten, ermoglicht die "H-NMR-Spektroskopie eine
zuverléssige Identifizierung und Quantifizierung potentieller Glykosaminoglykan-
Verunreinigungen. Daneben erlaubt die hier beschriebene NMR-spektroskopische
Methode die qualitative und quantitative Bestimmung von Losungsmittelriickstanden
und Heparin-Derivaten, die aus dem Extraktions- und Reinigungsprozess stammen.

Um das Potential dieser spektroskopischen Technik zu untermauern, wurden die
NMR-spektroskopisch untersuchten Heparin-Muster zusétzlich mit gangigen Prif-
methoden des Ph. Eur.6.0 wie spezifischer Drehung und Wertbestimmung sowie
weiteren, neuentwickelten Methoden wie Kapillarelektrophorese, SAX-HPLC, IR~
und Raman-Spektroskopie vermessen und die ermittelten Ergebnisse mit denen der
'H-NMR-Spektroskopie verglichen und bewertet. Wahrend unter Einsatz der beiden
Arzneibuchverfahren keine Heparin-Féalschungen aufgedeckt werden konnten, erwiesen
sich die neuentwickelten Reinheitsmethoden als geeignet.

Spektroskopische Verfahren wie IR- und Raman-Spektroskopie zeigen in ihren
jeweiligen Spektren zwar keine isolierten Banden fiir OSCS und Dermatansulfat,
jedoch ermoglicht eine statistische Auswertung der Messdaten mit Hilfe der multiva-
riaten Datenanalyse die zuverlassige Identifizierung OSCS-kontaminierter Heparin-
Proben bis zu einer Nachweisgrenze von etwa 1 %. Von Vorteil ist hier die einfache
und schnelle Durchfiihrung der Experimente ohne vorherige Probenvorbereitung, so
dass Heparin-Chargen selbst direkt vor Ort mit einer mobilen Einheit untersucht und
charakterisiert werden konnen. Zudem bietet die multivariate Datenanalyse den Vor-
teil, das Heparin-Proben mit neuen, unbekannten Verunreinigungen im Rahmen der
statistischen Auswertung identifiziert oder als “auffillig” eingestuft werden kénnen,
da sie bereits bekannten Verunreinigungsprofilen nicht zugeordnet werden kénnen.

Eine deutliche Ubereinstimmung der Ergebnisse wurde im Rahmen dieser um-
fangreichen Heparin-Studie ebenfalls fiir chromatographische und elektrophoretische
Verfahren beobachtet. Beide Methoden erméglichen eine empfindliche Detektion
von OSCS und Dermatansulfat; die entsprechenden Nachweisgrenzen liegen hier im
Bereich der 'H-NMR-Spektroskopie. Da beide Methoden jedoch auf die eindeutige
Identifizierung von OSCS optimiert wurden, besteht hier die Gefahr, dass andere
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Glykosaminoglykane oder neue, noch unbekannte Verunreinigungen in Zukunft im
Rahmen der Qualitétskontrolle nicht entdeckt werden konnen, da die entsprechenden
Peaks mit der Hauptkomponente Heparin oder moglichen Verunreinigungen wie
OSCS und Dermatansulfat coeluieren.

Im Rahmen dieser umfangreichen Studie hat sich die NMR-Spektroskopie als
Methode der Wahl fiir die Qualitatskontrolle von Heparin erwiesen. Die einfache und
schnelle Durchfithrung der 'H-NMR-Experimente ohne aufwendige Probenvorberei-
tung ermoglicht v. a. iiber die charakteristischen N-Acetyl-Resonanzen eine selektive
und empfindliche Identifizierung sowie die quantitative Bestimmung der zu erwarten-
den GAG-Verunreinigungen. Erganzend konnen weitere ein- und zweidimensionale
NMR-Experimente die Ergebnisse der 'H-NMR-Spektroskopie bestitigen, weitere
Verunreinigungen aufdecken und gleichzeitig wertvolle strukturelle Informationen
liefern. Dennoch sollte kiinftig der Schwerpunkt in der Qualitatskontrolle von Heparin,
wie auch fiir weitere tierische Arzneistoffe mit komplexer chemischer Zusammenset-
zung, nicht nur auf einem einzelnen “optimalen” Verfahren liegen. Vielmehr ist eine
Analyse mit mehreren orthogonalen Priifmethoden zu empfehlen, die die ermittel-
ten Einzelergebnisse bestatigen oder erganzen, um so in Zukunft weitere Heparin-

Skandale zu vermeiden.
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4. Reinheitspriifung von Glycerin

4.1. Aufgabenstellung

Pharmazeutische Anwendung findet Glycerin, eine farblose, hochviskose Fliissigkeit,
hauptsachlich als Losungs- und Siifungsmittel in fliisssigen Arzneiformen zur inneren
Anwendung wie beispielsweise Losungen oder Sirupe [293]. Aufgrund seiner dehy-
drierenden und irritierenden Wirkung auf die Rektalschleimhaut wird Glycerin in
Form von Suppositorien oder Mikroklysmen zur Auslosung des Defikationsreizes bei
Verstopfung und schmerzhafter Stuhlentleerung, insbesondere bei Sduglingen und
Kleinkindern, eingesetzt [178].

In der Vergangenheit wurde iiber zahlreiche Zwischenfalle mit unbeabsichtigter,
aber auch mit vorsétzlicher Kontaminierung von Arzneimitteln berichtet (siehe Ein-
leitung, Tabelle ; Vorfille mit Diethylenglycol-kontaminiertem Glycerin traten
hierbei vermehrt auf (Tabelle . Bereits Anfang des zwanzigsten Jahrhunderts
wurde Diethylenglycol (DEG) im Rahmen der “Sulfanilamid-Katastrophe” als ge-
sundheitsgefahrdende, toxisch wirkende Chemikalie identifiziert. Damals wurde Die-
thylenglycol aufgrund seiner sirupartigen, siifllich schmeckenden Eigenschaften als
Glycerin-Austauschstoff in Sulfanilamid-haltigen Losungen zur Behandlung akuter
Infektionskrankheiten eingesetzt [294]; iiber 100 Menschen, darunter viele Kinder,
starben nach Einnahme des Medikamentes infolge eines akuten Nierenversagens
(bedingt durch eine massive Nektrose der proximalen Tubuli infolge einer Ablagerung
von Calciumoxalatkristallen). Seine nephrotoxische Wirkung wird dabei durch den
metabolischen Abbau von Diethylenglycol zu Oxalsaure verursacht [295, 296].

Trotz der Bekanntheit der gesundheitsgefahrdenden Wirkung wurde auch in jiinge-
rer Vergangenheit von zahlreichen Zwischenfillen mit DEG-kontaminierten Glycerin-
haltigen Arzneimitteln berichtet [294, 297H316]. Nach dem Fund von Diethylengly-
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Tabelle 4.1: Historische Fallbeispiele kontaminierter Glycerin-haltiger Arzneimittel, Me-
dizinprodukte und Lebensmittel mit Diethylenglycol [294] 297H316].

Jahr Land DEG-kontaminierte Produkte Todesfélle
1937 USA Sulfanilamid-Saft 107
1969 Stidafrika Sedativum 7
1985 Osterreich /Italien | Wein 0
1985 Spanien Sulfadiazin-Salbe 5
1986 Indien medizinisch eingesetztes Glycerin 14
1990 Nigeria Paracetamol-Saft 40
1990/92 | Bangladesch Paracetamol-Saft 339
1992 Argentinien Propolis-Hustensaft 26
1995/96 | Haiti Hustensaft 80
1998 Indien Hustensaft 33
2006 Panama Hustensaft 46
2007 Grof3britannien Zahnpasta 0
2008/09 | Nigeria “MyPikin teething mixture” 50
2009 Bangladesch Paracetamol-Saft 24

col-kontaminierter Zahnpaste in den USA im Jahre 2007 forderte die “U.S. Food
and Drug Administration” (FDA) die Entwicklung einer selektiven Identitéatsprii-
fung auf potentielle Verunreinigungen wie Diethylenglycol und Ethylenglycol, sowie
die anschliefende Aufnahme in die Glycerin-Monographie der USP; die revidierte
Identitatspriifung beinhaltet nun neben der bereits eingesetzten IR-Priifung, die
keine Unterscheidung zwischen Glycerin und Diethylenglycol erlaubt, eine selektive,
gaschromatographische Erfassung von Diethylenglycol und Ethylenglycol, die den
Gehalt der beiden Kontaminanten auf jeweils hochstens 0.1 % limitiert [317, [318].
Zudem soll fiir weitere gefdhrdete Hilfsstoffe wie Propylenglycol, Sorbitol und Maltit
eine Monographie-Uberarbeitung hinsichtlich der Limitierung von Diethylenglycol
und Ethylenglycol erfolgen.

Die NMR-Spektroskopie hat sich bereits in der Vergangenheit als Methode der
Wahl zur Aufdeckung von Arzneimittel-, Nahrungsmittel- und Lifestyle-Produkt-
Félschungen erwiesen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll nun am Beispiel von
Glycerin das Potential der NMR-Spektroskopie auf dem Gebiet der Identifizierung
von Arzneimittelfalschungen aufgezeigt werden. Ziel war die Entwicklung einer alter-

nativen Reinheitsanalytik, welche eine selektive Begrenzung der drei zu erwartenden
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CH OH

Ho/\/\OH Ho/ﬁ/ 3 HO Ho >0 on
OH OH
G PG EG DEG

Abbildung 4.1: Chemische Struktur von Glycerin (G), Propylenglycol (PG), Ethylenglycol
(EG) und Diethylenglycol (DEG).

Verunreinigungen Propylenglycol, Ethylenglycol und Diethylenglycol auf héchstens
0.1 % gewéhrleistet und somit den Anforderungen der USP entspricht.

4.2. Untersuchung von Glycerin mittels 'H- und
13C-NMR-Spektroskopie

Die strukturelle Verwandtschaft der zwei- bzw. mehrwertigen Alkanole — ihr cha-
rakteristisches Unterscheidungsmerkmal ist die Anzahl der Hydroxylgruppen und
Kohlenstoffatome (Abbildung — lésst erwarten, dass der CH,/CH-Bereich im
'H-NMR-Spektrum durch starke Signaliiberlagerungen gekennzeichnet ist und somit
den Einsatz der 'H-NMR-Spektroskopie im Rahmen der Reinheitspriifung von Gly-
cerin erschwert bzw. unmaéglich macht. Die *C-NMR-Spektroskopie bietet hingegen
aufgrund einer deutlich vergrofierten spektralen Breite im Vergleich zur "H-NMR-
Spektroskopie den Vorteil, dass iiblicherweise selbst strukturell &hnliche Molekiile
13C-Resonanzen mit deutlich unterschiedlichen chemischen Verschiebungen aufweisen.
Um diese Annahme zu iiberpriifen, wurde deshalb im Rahmen der Methodenentwick-

lung sowohl die 'H- als auch 3C-NMR-Spektroskopie eingesetzt.

4.2.1. Variation des Losungsmittels

1H-NMR-Spektroskopie

Erste Messungen in D,O bestatigen die Annahme, dass die Resonanzen von Haupt-
komponente und zu erwartenden Verunreinigungen aufgrund der strukturellen Ver-
wandtschaft dhnliche chemische Verschiebungen aufweisen und somit starke Signal-
tiberlappungen im "H-NMR-Spektrum beobachtet werden (Abbildung a). Ziel ist

es nun, durch eine Anderung des Losungsmittels eine Separation der CH,- und CH-
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D,0 CgDg-DMSO-dg (1:1 (VIV)) Pyridin-ds
a) b) c)
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Abbildung 4.2: 'H-NMR-Teilspektren der CH,/CH-Region von Glycerin mit seinen
potentiellen Verunreinigungen, geordnet nach verbesserter Signalseparation, fiir folgen-
de Losungsmittel: a) D,O, b) C4Dg-DMSO-dg(1:1(V/V)), ¢) Pyridin-d;. Eine optimale
Signalseparation wird in Pyridin-d; erzielt.

Tabelle 4.2: Eingesetzte Losungsmittel fiir die Signalseparation von Glycerin und seinen
moglichen Verunreinigungen, sowie deren Loslichkeit im jeweiligen Losungsmittel.

Loslichkeit __ apolar _  polar
aromatisch | nicht-aromatisch aprotisch protisch
gering CgDyg CDCl, ACN-d,
D,0O
hoch Pyridin-d DMSO-d 2
oc yridin-d; " CD,0D

Signale zu erzielen; hierfiir wurden eine Vielzahl an Lésungsmitteln bzw. -gemischen
unterschiedlicher Zusammensetzung eingesetzt (Tabelle . Aufgrund der sehr ge-
ringen Loslichkeit der Substanz in apolaren Losungsmitteln bzw. Acetonitril [319]
musste fir eine vollstdndige Losung bzw. Mischbarkeit der Probe DMSO-dg als

Losungsvermittler zugesetzt werden.

Mit Ausnahme der beiden aromatischen Losungsmittel C;Dg und Pyridin-d; kann
in allen Losungsmitteln bzw. -gemischen aufgrund starker Signaliiberlagerungen
keine vollstandige Separation der CH,- und CH-Resonanzen erzielt werden; einzig
die CH;-Resonanz von Propylenglycol ist aufgrund der Signallage im Hochfeld des
"H-NMR-Spektrums vollstandig isoliert. Beim Einsatz von C4Dy wird eine Hochfeld-
verschiebung fiir die CH,- und CH-Resonanzen der Verwandten Substanzen relativ
zu den Glycerin-Signalen beobachtet (Abbildung b); mit Ausnahme von Ethylen-
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Abbildung 4.3: 'H-NMR-Teilspektrum der CH,/CH-Region einer Glycerin-Modellmi-
schung gespikt mit jeweils 0.1 % der moglichen Verunreinigungen Propylenglycol (PG),
Ethylenglycol (EG) und Diethylenglycol (DEG) in Pyridin-ds;. Signaliiberlappungen
des 13C-Satelliten (}3*C) mit der CH,-Resonanz von Ethylenglycol stéren die Identifi-
zierung und quantitative Analyse von Ethylenglycol und erfordern die Durchfiihrung von
13C-Entkopplungsexperimenten.

glycol kann fiir jede Verunreinigung mindestens ein vollstiandig separiertes Signal
im 'H-NMR-Spektrum gefunden werden. In Pyridin-d, wird eine noch stirker ausge-
pragte Hochfeldverschiebung beobachtet, die eine vollstandige Separation der vier
Komponenten erméglicht (Abbildung [4.2]c).

Die Identifizierung geringer Mengen an Ethylenglycol (< 0.1 %) sowie dessen
quantitative Analyse wird durch eine Uberlappung mit einem 3C-Satelliten der CH,-
Resonanz der Hauptkomponente gestort bzw. verhindert (Abbildung . Jedoch
kann durch den Einsatz von 3C-Entkopplungsexperimenten, die die Eliminierung des
storenden 3C-Satelliten aus dem Spektrum ermdglichen, eine direkte Bestimmung

von Ethylenglycol {iber die Integration des entsprechenden CH,-Signals erfolgen.

13C-.NMR-Spektroskopie

Wihrend im Protonenspektrum die CH,/CH-Region durch starke Signaliiberlagerun-
gen gekennzeichnet ist, sind diese Resonanzen im '3C-Spektrum meist vollstindig
separiert. Beim Einsatz von D,O kann mit Ausnahme von Ethylenglycol fiir jede

Verunreinigung mindestens ein vollstéindig isoliertes Signal im *C-NMR-Spektrum
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Abbildung 4.4: BC-NMR-Teilspektren der CH,/CH-Region von Glycerin mit seinen
potentiellen Verunreinigungen, geordnet nach verbesserter Signalseparation, fiir folgende
Losungsmittel: a) D,O, b) DMSO-dg, ¢) Pyridin-d;. Eine optimale Signalseparation wird
in Pyridin-d; erzielt.

gefunden werden (Abbildung ; ein ahnliches Trennverhalten wird in CD;0D,
ACN-d; und CDCl, beobachtet (Ad(G—EG) ~ 4Hz). Beim Einsatz von DMSO-d
kann die Auflosung zwischen den beiden CH,-Signalen von Glycerin und Ethylengly-
col deutlich verbessert werden (AJ(G—EG) ~ 25 Hz). Wahrend fiir Modellmischungen
mit gleichem Anteil an Glycerin und Ethylenglycol eine vollstdndige Separation der
beiden Signale erzielt werden kann (Abbildung [4.4)), wird die Ethylenglycol-Reso-
nanz fiir Modellmischungen mit geringer Ethylenglycol-Konzentration (< 1%) von
dem groflen CH,-Signal der Hauptkomponente teilweise iiberlagert. Der Wechsel
zu aromatischen Losungsmitteln wie Pyridin-d; ermdglicht jedoch die quantitative
Erfassung geringer Mengen an Ethylenglycol, da hier die kritische Signalseparation
deutlich verbessert werden kann (AJ(G—EG) ~ 33 Hz).

4.2.2. Signalzuordnung

Unter Aufnahme der jeweiligen Einzelspektren sowie durch “Spiking-Experimente”
von einer bzw. mehreren Verunreinigungen zur Hauptkomponente Glycerin wird

eine eindeutige Signalzuordnung im Loésungsmittel Pyridin-d; gewéhrleistet. Zusatz-
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Tabelle 4.3: Chemische Verschiebungen der Komponenten der Glycerin-Modellmischung
(jeweils 30 mg/750 ul (*H) bzw. 100 mg/750 ul (13C)) in Pyridin-ds.

Komponente Strukturformel Atom | 6 (*H) [ppm] | & (**C) [ppm]

. 4.04-4.20 64.84
| Ho/\/\OH CH,

Glycerin OH CH 4.30 74.13
CH, CHs | 1.34 20.41
Propylenglycol HO/\( CH, |3.82 68.83
OH CH 4.20 68.84
Ethylenglycol | o >N CH 4.00 64.84
- 0 CH, 3.73 61.91
Diethylenglycol | yo™™>""~"oH | g, | 394 73.73

liche ein- und zweidimensionale NMR-Experimente wie DEPT, HMQC und HMBC
ermoglichen eine Unterscheidung zwischen den CH;-, CH,- und CH-Atomen sowie
deren eindeutige Zuordnung. In Tabelle sind die chemischen Verschiebungen
der entsprechenden 'H- und ¥*C-NMR-Signale der Hauptkomponente Glycerin und
der moglichen Verunreinigungen Propylenglycol, Ethylenglycol und Diethylenglycol

zusammengefasst.

4.2.3. Bestimmung der Spin-Gitter-Relaxationszeit T}

Die Bestimmung der T}-Relaxationszeiten der *H- und *C-Kerne erfolgte mit Hilfe
des “Inversion-Recovery-Experiments”. Fiir das 'H-NMR-Experiment wurde eine Gly-
cerin-Modellmischung gespikt mit jeweils 1% der zu erwartenden Verunreinigungen
eingesetzt; die Konzentration der Untersuchungslosung (50 mg/700 pl) sowie bestimm-
te NMR-Aufnahmeparameter wie Scan-Anzahl (NS = 128) und spektrale Breite
(SW = 14 ppm) wurden analog zur quantitativen Analyse gewéahlt. Aufgrund der
geringen NMR-Empfindlichkeit der *C-Kerne wurde fiir das *C-NMR-Experiment
eine Glycerin-Modellmischung gespikt mit jeweils gleichen Anteilen an Propylenglycol,
Ethylenglycol und Diethylenglycol (jeweils 60 mg/Komponente in 500 pl Pyridin-dy)

eingesetzt; dieser Kompromiss erlaubt die Ermittlung der 7}-Zeiten mit einem akzep-
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Abbildung 4.5: Bestimmung der 7T7-Relaxationszeit von Glycerin und seinen potenti-
ellen Verunreinigungen in Pyridin-ds. Zur besseren Ubersicht ist nur eine Auswahl der
durchgefithrten 13 Experimente dargestellt.

tablem Messaufwand (128-Scan-Experiment). Vorversuche wie Ein-Scan-Experimente
zur groben Abschétzung der T7-Relaxationszeiten sowie Literaturangaben (77 ~ 0.1—
10s fiir C-Atome mit direkt gebundenen Protonen [86]) ermdoglichten die Festlegung
der minimalen und maximalen Wartezeit; fiir die Bestimmung der entsprechenden
Spin-Gitter-Relaxationszeiten von Haupt- und Nebenkomponente wurden jeweils 13
Experimente mit ansteigender Wartezeit von 0.5s bis 10s zwischen den beiden aufei-
nanderfolgenden 180°- und 90°-Impulsen durchgefiihrt (Abbildung. In Tabelle
sind die ermittelten T}-Relaxationszeiten fiir die 'H- und 3C-Kerne, gemessen in
Pyridin-d;, zusammengefasst.

Ein haufig diskutierter Nachteil der quantitativen 3C-NMR-Spektroskopie — iiber-
wiegend lange Tj-Relaxationszeiten vieler Kerne (77 &~ 0.1-300s) — macht den
Einsatz dieser Messtechnik aufgrund von sehr langen Wartezeiten zwischen zwei
aufeinanderfolgenden Impulsen in der Praxis oftmals unrealistisch. Die kurzen T}-
Relaxationszeiten im vorliegenden Beispiel, die mit etwa T} ~ 1.5-3s im Bereich der
entsprechenden Spin-Gitter-Relaxationszeiten der Protonen liegen, ermoglichen hin-
gegen prinzipiell die Durchfithrung quantitativer *C-NMR-Experimente im Rahmen

der Reinheitsprifung von Glycerin. Die Messzeit pro Probe wird in beiden Féllen
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Tabelle 4.4: T}-Relaxationszeiten der "H- und *C-Kerne von Glycerin und den zu erwar-
tenden Verunreinigungen Propylenglycol, Ethylenglycol und Diethylenglycol in Pyridin-d;.

Komponente Atom | Ty (*H) [s] | Ty (}3C) [s]
Glycerin CH, 1.5 1.5
CH 1.9 2.2
Propylenglycol CH, 1.9 2.2
CH, 2.2 2.2
CH 2.2 3.6
Ethylenglycol CH, 2.6 2.9
Diethylenglycol | CH, 1.9 1.5
CH, 1.9 2.2

durch den am langsamsten relaxierenden Kern, die CH,-Resonanz von Ethylenglycol,
bestimmt; eine Wartezeit von ¢(*H) = 13s bzw. t(**C) = 14.5s ist beim Einsatz
eines 90°-Impulses im Rahmen der quantitativen Analyse ausreichend.

Wegen der geringen natiirlichen Haufigkeit der *C-Kerne und der niedrigeren
Nachweisempfindlichkeit im Vergleich zu Protonen muss fiir das Erreichen derselben
Nachweisgrenze die Scan-Anzahl deutlich erhoht werden. Fiir die Reinheitspriifung
von Glycerin mit einer geforderten Nachweisgrenze von LOD < 0.1 % betrigt die
Messzeit pro Probe beim Einsatz eines 400 MHz-Spektrometers etwa 20 h.

Eigene 3C-Experimente zeigen, dass bereits nach Zugabe von 20, 40 bzw. 80 mM
Cr(acac)y zur Glycerin-Modellmischung eine deutliche Verkiirzung der Tj-Relaxati-
onszeiten beobachtet wird; die Messdauer pro Experiment kann auf wenige Stunden
(etwa 2-3h) verkiirzt werden. Jedoch ist bereits ab einer Konzentration von 20 mM
Cr(acac) eine deutliche Verbreiterung der Resonanzen sichtbar, so dass die Ethylen-

glycol-Resonanz vom deutlich gréeren CH,-Signal der Hauptkomponente iiberlagert

wird (Abbildung [4.6)).

4.2.4. Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Ausgehend von einem Verunreinigungsgrad von jeweils 1% Propylen-, Ethylen- und
Diethylenglycol in Anwesenheit der Hauptkomponente Glycerin (50 mg/700 ul Pyri-
din-ds) (Abbildung wurde fiir die experimentelle Ermittlung der Nachweis- bzw.

Bestimmungsgrenze die Konzentration der Verwandten Substanzen stetig erniedrigt,
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Abbildung 4.6: 3C-NMR-Teilspektrum der CHy-Region von Glycerin (G) und Ethy-
lenglycol (EG) vor (a) und nach (b) Zugabe von Cr(acac)s;. Nach Zugabe von 20 mM
Cr(acac)g wird eine deutliche Linienverbreiterung beobachtet, die die Detektion von 0.1 %
Ethylenglycol verhindert.

bis kein Signal mehr im 'H-NMR-Spektrum erkennbar war. In Tabelle sind die
experimentell ermittelten Bestimmungsgrenzen der zu erwartenden Verunreinigungen,
bestimmt iiber ein Signal-Rausch-Verhaltnis von 10:1, zusammengefasst. Da die
Modellmischung mit einer Ethylenglycol-Konzentration von etwa 0.005 % fur die
entsprechende CH,-Resonanz ein deutlich groferes Signal-Rausch-Verhéltnis aufweist,
kann nach Extrapolation eine Bestimmungsgrenze von LOQ < 0.001 % angenommen
werden. Fiir die entsprechenden Nachweisgrenzen kann jeweils eine um den Faktor 2

bis 3 kleinere Konzentration der jeweiligen Bestimmungsgrenze angenommen werden.

Da die Durchfiihrung quantitativer Glycerin-Experimente mittels *C-NMR-Spek-
troskopie beim Einsatz von Spektrometern mit einem Arbeitsbereich < 400 MHz
aufgrund sehr langer Messzeiten fiir die Routineanalytik kein akzeptables Kosten-Nut-
zen-Verhaltnis aufweist, soll im Folgenden die Eignung dieser Technik als schnell und
einfach durchzufithrendes qualitatives Screening-Verfahren zur Detektion potentieller
Verunreinigungen in Glycerin aufgezeigt werden. Hierfiir wurden Modellmischungen
mit jeweils 0.1 bzw. 1% der zu erwartenden Verunreinigungen in Anwesenheit der
Hauptkomponente Glycerin (200 mg/500 ul Pyridin-d;) mittels routineméaBig aufge-
nommener *C-NMR-Experimente — d.h. Protonen-Breitband-Entkopplung ohne

NOE-Unterdriickung und kurze Wartezeiten zwischen zwei aufeinanderfolgenden
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Tabelle 4.5: Bestimmungsgrenze der Verunreinigungen Propylenglycol, Ethylenglycol und
Diethylenglycol mittels 'H-NMR-Spektroskopie bei einer Magnetfeldstirke von 400 MHz un-
ter Einsatz gespikter Glycerin-Modellmischungen mit einer Konzentration von 50 mg/700 ul
Pyridin-d;.

Verunreinigung | H-Atom | LOQ [%] | LOQ [mg/700 pl]
Propylenglycol CH, 0.005 0.0025
CH, 0.05 0.025
Ethylenglycol CH, < 0.005 < 0.0025
Diethylenglycol CH, 0.025 0.0125
CH, 0.025 0.0125
G
G EG
PG
DEG ,, DEG
I I I I I I I I [T [reeree [roeeeee
4.5 44 43 42 441 40 39 38 37 14 ppm

Abbildung 4.7: 'H-NMR-Spektrum von Glycerin (G) in Pyridin-d;, gespikt mit jeweils
1% der moglichen Verunreinigungen Propylenglycol (PG), Ethylenglycol (EG) und Diethy-
lenglycol (DEG).

Impulsen, die eine vollsténdige Relaxation des Spinsystems in den Gleichgewichts-
zustand verhindern — untersucht. Wie in Abbildung dargestellt, konnen unter
Aufnahme von 4096 Scans Glycerin-Chargen, die mit etwa 1% Ethylenglycol bzw.
Diethylenglycol kontaminiert sind, deutlich identifiziert werden. Die Nachweisgrenze
der hier beschriebenen Methode liegt bei etwa 0.1 %; das Signal-Rausch-Verhéltnis

der ¥C-Resonanzen liegt im Bereich von etwa 7:1.

Der Vergleich der experimentell ermittelten Nachweis- bzw. Bestimmungsgrenzen
der zwei beschriebenen NMR-Methoden mit der von der USP geforderten Begren-
zung von Diethylenglycol und Ethylenglycol auf jeweils hochstens 0.1 % zeigt, dass
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Abbildung 4.8: 3C-NMR-Spektrum von Glycerin (G) in Pyridin-ds, gespikt mit den
moglichen Verunreinigungen Propylenglycol (PG), Ethylenglycol (EG) und Diethylenglycol
(DEG). Die zugehérigen 3C,'3C-Kopplungskonstanten (*.J (C,C)) sind mit “+” gekenn-
zeichnet.

Tabelle 4.6: Messparameter.

Spektrometer Bruker Avance 400 MHz
NMR-Messkopf BBI-Messkopf
Temperatur 300K

Datenpunkte 64 K

Impuls 90°

Akquisitionszeit 5.86s

Relaxation Delay 14.5s - AQ + D1 >5-T)
Spektrale Breite 14 ppm

Spektrale Auflésung 0.17 Hz/Punkt
Scan-Anzahl 128 - S/N>10:1
Lb-Wert 0.3

Referenzierung Pyridin-d; = 7.22 ppm




4.2. Untersuchung von Glycerin mittels 'H- und '3C-NMR-Spektroskopie 235

unter Einsatz der NMR-Spektroskopie geringe Mengen der potentiellen Kontaminan-
ten in Glycerin-Chargen identifiziert bzw. quantitativ erfasst werden kénnen; die

Anforderungen des Arzneibuches werden gewahrleistet.

4.2.5. Quantitative Analyse

Die quantitative Reinheitspriifung von Glycerin mit Hilfe der 'H-NMR-Spektroskopie
erfolgt ohne Einsatz einer zertifizierten Referenzsubstanz. Der Signalflichenvergleich
einer vollstandig separierten Resonanz der jeweiligen Verunreinigung Iyg mit einem
isolierten Signal der Hauptkomponente Glycerin I ermoglicht unter Beriicksichti-
gung der Anzahl der Kerne N, die die Resonanz hervorrufen, und des jeweiligen
Molekulargewichtes M den quantitativen Reinheitsnachweis durch Berechnung des
Gehalts Pyg einer Verunreinigung:
Ivs Ng  Mys

PVS:E-N—VS-E-H)O% (4.1)
Waéhrend die quantitative Analyse der beiden potentiellen Verunreinigungen Propy-
lenglycol und Diethylenglycol mit den in Tabelle 4.6| angegebenen Messparametern
durchgefithrt werden kann, macht die storende Signaliiberlagerung mit dem '3C-
Satelliten der Hauptkomponente fiir die quantitative Bestimmung von Ethylenglycol
den Einsatz von 3C-Entkopplungsexperimenten notwendig.

Die Eignung der quantitativen 'H-NMR-Spektroskopie zur Reinheitspriifung von
Glycerin wurde anhand von Glycerin-Modellmischungen mit unterschiedlichem Ver-
unreinigungsgrad (0.1-5% pro Verunreinigung) an Propylen-, Ethylen- und Diethy-
lenglycol untersucht. Zur Herstellung der Modellmischungen wurden jeweils 50 mg
Glycerin genau eingewogen, in einer entsprechenden Menge Pyridin-d; gelost, mit
unterschiedlichen Volumina der drei Stammlosungen mit einem Kontaminierungsgrad
von jeweils 25 mg/ml Pyridin-ds versetzt und unter quantitativen Bedingungen mittels
Einfachbestimmung am 400 MHz-Spektrometer vermessen. Die quantitative Analyse
der potentiellen Verunreinigungen in den untersuchten Glycerin-Modellmischungen
zeigt mit einer Wiederfindungsrate von mindestens 96 % und maximal 104 % eine
geringe relative Abweichung zum tatsachlichen Gehalt der jeweiligen Verunreinigung
(siehe Tabelle . Die 'H-NMR-Methode liefert richtige Ergebnisse und ist somit
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Tabelle 4.7: Quantitative 'H-NMR-Analyse von Glycerin-Modellmischungen mit un-
terschiedlichem Kontaminierungsgrad an Propylen-, Ethylen- und Diethylenglycol unter
Angabe des Sollwertes (Soll), des experimentell ermittelten Ist-Wertes (Ist) und der Wie-
derfindungsrate (WF).

Propylenglycol Ethylenglycol Diethylenglycol
Soll Ist WF Soll Ist WF Soll Ist WF
[70] (%] (%] (%] (%] [70] (%] (%] (%]
4.68 4.78 102 4.88 4.72 97 4.59 4.55 99
3.94 4.03 102 4.11 3.96 97 3.86 3.95 102
2.99 3.06 102 3.12 3.02 97 2.94 2.99 102
1.93 1.97 102 2.01 1.94 96 1.89 1.93 102
0.99 1.01 102 1.04 1.01 97 0.97 1.00 102
0.73 0.75 102 0.77 0.74 97 0.72 0.73 101
0.48 0.49 101 0.50 0.49 98 0.47 0.49 103
0.24 0.25 104 0.25 0.24 96 0.24 0.23 98
0.10 0.10 104 0.10 0.11 104 0.10 0.10 98

zur quantitativen Reinheitspriifung von Glycerin geeignet.

4.3. Zusammenfassung

Das im vorliegenden Kapitel besprochene Fallbeispiel “Glycerin” belegt als ein wei-
teres Beispiel die Eignung der NMR-Spektroskopie auf dem Gebiet der Erkennung
von Arzneimittelfilschungen. Sowohl 'H- als auch *C-NMR-Spektroskopie ermogli-
chen die Identifizierung und selektive Begrenzung der potentiellen Kontaminanten
Ethylen- und Diethylenglycol sowie der natiirlich vorkommenden Verunreinigung
Propylenglycol auf hochstens 0.1 % und geniigen somit den in der USP beschriebenen
Anforderungen fiir pharmazeutisch eingesetztes Glycerin. Wihrend das 'H-NMR-
Spektrum aufgrund der strukturellen Verwandtschaft der zwei- bzw. mehrwertigen
Alkanole Resonanzen mit dhnlichen chemischen Verschiebungen bzw. Signaliber-
lagerungen aufweist und einzig beim Einsatz von Pyridin-d; fiir jede Komponente
mindestens ein vollsténdig separiertes Signal aufweist, welches sich fiir die quantitative
Analyse eignet, ist beim Einsatz der *C-NMR-Spektroskopie die Wahrscheinlichkeit

von Signaliiberlagerungen, bedingt durch eine vergroflerte spektrale Breite, deutlich
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geringer; neue bis dahin unbekannte Verunreinigungen kénnen somit leichter erfasst
werden. Eine geringe natiirliche Haufigkeit sowie niedrige Nachweisempfindlichkeit
und die NOE-Problematik erfordern fiir eine empfindliche, quantitative Erfassung
der Verwandten Substanzen jedoch NMR-Spektrometer hoher Magnetfeldstarke,
da ansonsten sehr lange Messzeiten den Einsatz dieses Verfahrens in der Praxis

unrealistisch machen.






5. AbschlieBende Bewertung

Das Prinzip der NMR-Spektroskopie unterscheidet sich grundlegend von dem routine-
méafig eingesetzter, chromatographischer Verfahren. Wahrend letztgenannte Metho-
den auf dem unterschiedlichen Verhalten von Stoffen beim Phaseniibergang zwischen
einer mobilen und einer stationdren Phase basieren, werden bei der NMR-Spek-
troskopie Spin-Ubergiange zwischen verschiedenen Energieniveaus beobachtet, die
durch resonante Einstrahlung von Magnetfeld-Impulsen induziert werden. Ladungs-
dichte und Nachbargruppeneffekte verschieben die entsprechende Resonanzfrequenz
des zu betrachtenden Kerns in unterschiedlichem Ausmaf, so dass chemisch nicht-
aquivalente Kerne im Frequenzspektrum getrennte Signale hervorrufen. Die direkte
Proportionalitat zwischen Signalintensitat und Anzahl der Kerne, die die Resonanz
hervorrufen, bildet hier die Grundlage fiir den Einsatz der NMR~Spektroskopie im
Rahmen der quantitativen Analyse.

Die unterschiedliche Funktionsweise legt eine ausfiihrliche Untersuchung von Vor-
und Nachteilen dieser neuartigen Technik im Vergleich zu routineméafig eingesetzten
Verfahren nahe, insbesondere in Féllen, in denen konventionelle Methoden versa-
gen. In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb der Einsatz der quantitativen NMR-
Spektroskopie im Rahmen der Gehaltsbestimmung von Hauptkomponenten, der
Reinheitspriiffung auf Verwandte Substanzen und des Nachweises von Arzneimittel-

fialschungen im Vergleich zu etablierten Arzneibuchmethoden néher untersucht.

Gehaltsbestimmung

Die chromatographische Analyse komplexer Mehrkomponentengemische stellt oftmals
eine analytische Herausforderung dar, da aufgrund sehr ahnlicher Molekiilstrukturen
in vielen Féllen eine geringe Auflésung zwischen benachbarten Peaks bzw. Peakiiber-

lagerungen im Chromatogramm beobachtet werden, die eine prazise und richtige
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Gehaltsbestimmung der Einzelkomponenten erschweren bzw. unméglich machen.
Um dennoch eine Aussage iiber die Qualitéit dieser Stoffgemische treffen zu kénnen,
werden als “Notlosung” haufig komplizierte, wenig robuste Trennmethoden eingesetzt.
Dies trifft weitgehendst auch auf die HPLC-Arzneibuchmethoden zur Gehaltsbestim-
mung der drei ausgewéhlten Arzneistoffgemische Codergocrinmesilat, Clomifencitrat
und Flupentixoldihydrochlorid zu. Da jedoch bereits kleine Strukturunterschiede im
Molekiil einen Einfluss auf die chemische Verschiebung NMR-aktiver Kerne besitzen,
stellt die NMR-Spektroskopie fiir die Qualitdatskontrolle von Mehrkomponentenge-
mischen prinzipiell eine geeignete, analytische Messmethode dar. NMR-Spektren
komplexer Molekiile sind zwar haufig durch eine Vielzahl an Signalen mit teilweise
starken Uberlagerungen gekennzeichnet, jedoch wird fiir die Gehaltsbestimmung pro
Komponente eine einzige separierte Resonanz bendtigt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe eines Methodenvergleichs
anhand der drei ausgewéhlten Beispielsubstanzen die Eignung der NMR-Spektro-
skopie als quantitative Messmethode im Vergleich zu etablierten und konventionell
richtig geltenden Verfahren wie HPLC beziiglich verschiedener Aspekte — Metho-
denentwicklung, Validierung und Gehaltsbestimmung — naher untersucht. Die hohe
Ubereinstimmung der Analysenergebnisse im Rahmen der Gehaltsbestimmung besté-
tigt eindrucksvoll die Eignung der quantitativen NMR-Spektroskopie als gleichwertige,
orthogonale Methode. Eine Vielzahl an Vorteilen wie schnell und einfach durchzu-
fiihrende Probenvorbereitung, geringer Losungsmittelverbrauch, kurze Messdauer
pro Experiment, geringer Mess- und Zeitaufwand fiir die Methodenentwicklung und
-validierung, Verzicht auf teure, zertifizierte Referenzmaterialien sowie die simulta-
ne Priifung auf Identitat, Reinheit und Gehalt machen den Einsatz dieser “neuen”
Technik unter Zusatz eines geeigneten Internen Standards auch fiir den Routinebe-
trieb attraktiv; Externe-Standard-Verfahren sind dagegen aufgrund ihrer erhohten
Fehleranfélligkeit im Rahmen der routinemafig durchgefiihrten Qualitatskontrolle

nur bedingt einsetzbar.

Reinheitspriifung

Das Verunreinigungsprofil eines Arzneistoffs wird in erster Linie von seinem Herstel-

lungsprozess beeinflusst. Bereits leicht abgednderte bzw. alternative Herstellungs-
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verfahren haben oftmals stark unterschiedliche Verunreinigungsprofile zur Folge,
die im Rahmen der Reinheitskontrolle mit den giiltigen Arzneibuchmethoden nicht
zwangslaufig abgedeckt werden kénnen. Diese Problematik wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit am Beispiel der Aminosaure L-Alanin ndher untersucht.

Wahrend die “veralteten®, unspezifischen und unempfindlichen Nachweismethoden
der L-Alanin-Monographie die zu erwartenden Verunreinigungen des heutzutage
iiberwiegend eingesetzten Herstellungsverfahrens, der enzymatischen Synthese, nur
unzureichend abdecken, kénnen mit der vorgeschlagenen 'H-NMR-Methode alle zu
erwartenden Verwandten Substanzen im NMR-Spektrum eindeutig identifiziert und
quantitativ erfasst werden. Die haufig in der Literatur diskutierten Nachteile der
quantitativen NMR-Spektroskopie, wie etwa eine zu hohe Unempfindlichkeit im Ver-
gleich zu anderen spektroskopischen Methoden bzw. stark streuende und vom wahren
Gehalt abweichende Ergebnisse konnten nicht bestatigt werden. Die hier beschriebene
NMR-Methode ermoglicht eine sensitive Erfassung aller zu erwartenden Verwandten
Substanzen und entspricht den Anforderungen der ICH-Richtlinie Q3A(R2) mit einer
Bestimmungsgrenze von < 0.03 %. Sie liefert Ergebnisse mit einer hohen Wiederfin-
dungsrate zum “wahren” Gehalt der untersuchten Alanin-Modellmischung und einer
Genauigkeit, die der konventioneller Methoden wie HPLC und GC entspricht.

Bis heute werden trotz des groflen Potentials der NMR-Spektroskopie auf dem
Gebiet der Reinheitspriifung von Arzneistoffen aufgrund der hohen Anschaffungskos-
ten nicht in jedem analytischen Labor NMR-Spektrometer eingesetzt. Stattdessen
kommen fiir die routineméfig durchgefithrte Reinheitskontrolle von Arzneistoffen
iiblicherweise chromatographische Verfahren wie HPLC, meist gekoppelt mit UV-De-
tektoren, zum Einsatz. Am Beispiel der Reinheitsanalytik von L-Alanin konnten mit
Hilfe eines Vergleichs zweier unabhéangiger, orthogonaler Methoden die Eignung der
quantitativen NMR-Spektroskopie im Rahmen der routineméfigen Qualitatskontrolle
sowie Vor- und Nachteile dieser “neuen” Technik im Vergleich zur entsprechen-
den HPLC-Methode aufgezeigt werden; zu nennen sind hier Vergleichskriterien wie
Probenvorbereitung, linearer Arbeitsbereich, Bestimmungsgrenze, Einsatz von Refe-
renzmaterial sowie benotigte Mindestanzahl der Experimente fiir die quantitative
Analyse. Fiir den Routinebetrieb ist dabei der Einsatz von hohen Magnetfeldstér-
ken und/oder Kryomagneten zu empfehlen, da dann eine empfindliche und schnell

durchfithrbare Priifung auf Verwandte Substanzen gewahrleistet wird.
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Aufdeckung von Arzneimittelfdlschungen

In den letzten Jahren stieg die Zahl der Meldungen iiber unwissentlich bzw. absicht-
lich herbeigefiihrte Qualitdtsméangel bei Arzneimitteln drastisch an. Unterschiedliche
Herstellungsverfahren sowie die bewusste Beimengung billiger, Hauptkomponenten-
ahnlicher Substanzen bedingen dabei in der Regel abweichende Verunreinigungsprofile,
die oftmals mit den giiltigen Priifverfahren der Arzneibticher nicht abgedeckt werden
konnen. Das Auftreten neuer, bislang unbekannter Verunreinigungen ist stets mit der
Gefahr von moglicherweise schwerwiegenden, unerwiinschten Arzneimittelwirkungen
und folglich mit einer erhohten Gefahrdung der Patientensicherheit verbunden, wie
etliche Fallbeispiele kontaminierter Arzneimittel in der Vergangenheit bewiesen. Die
NMR-Spektroskopie bietet hier als ein schnell und einfach durchzufithrendes Scree-
ning-Verfahren die Moglichkeit, neue, eventuell noch unbekannte Verunreinigungen
iiber zusétzliche Signale im NMR-Spektrum zu erfassen, gleichzeitig strukturell zu
identifizieren und somit Félschungen von Originalpriparaten zu unterscheiden. Da
hier die Methode nicht wie bei chromatographischen Verfahren auf ein bestimmtes
Verunreinigungsprofil hin optimiert wurde, liegt die Wahrscheinlichkeit neue Verunrei-
nigungen zu detektieren bei NMR-spektroskopischen Untersuchungen deutlich héher.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde anhand von zwei aktuellen Beispielen die
Eignung der NMR-Spektroskopie zur Aufdeckung von Arzneimittelfidlschungen niaher

untersucht.

Anfang 2008 erschiitterte der Heparin-Skandal die weltweite Offentlichkeit. Nach der
intraven6sen Gabe von unfraktioniertem Heparin starben in den USA iiber 240 Patien-
ten, in groffen Teilen Europas wurde bei einer Vielzahl an Patienten ebenfalls das Auf-
treten schwerer allergiedhnlicher Reaktionen beobachtet. Als Kontaminante wurde das
Heparin-dhnliche Glykosaminoglykan “Ubersulfatiertes Chondroitinsulfat® (OSCS)
identifiziert. Im Vergleich zu den unspezifischen und unempfindlichen Priifmethoden
des Ph. Eur. 6.0, die fiir kontaminierte Heparin-Chargen keine Qualitatsméangel aufzei-
gen konnten, erméglicht die 'H-NMR-Spektroskopie eine zuverlissige Identifizierung
und Quantifizierung von OSCS sowie weiterer natiirlich vorkommender Glykosami-
noglykan-Verunreinigungen wie Dermatansulfat und Chondroitinsulfat A/C iiber die
charakteristische N-Acetyl-Region. Daneben erlaubt die hier beschriebene 'H-NMR-

Methode die qualitative und quantitative Bestimmung von Losungsmittelriickstanden
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und weiteren Heparin-Derivaten, die aus dem Extraktions- und Reinigungsprozess
stammen. 3C- und zweidimensionale NMR-Experimente wie HSQC liefern zusétz-
lich wertvolle strukturelle Informationen und eignen sich insbesondere zur Analyse
verdachtiger Heparin-Muster. Um die Eignung der vorgeschlagenen NMR-Methode
im Vergleich zu routinemafig eingesetzten Verfahren aufzeigen zu kénnen, wurden im
Rahmen einer umfangreichen Studie 145 Heparin-Muster zusatzlich mit neuentwickel-
ten, OSCS-selektiven Nachweismethoden wie SAX-HPLC, Kapillarelektrophorese, IR~
und Raman-Spektroskopie vermessen und die ermittelten Ergebnisse mit denen der
'H-NMR-Spektroskopie verglichen. Als Methode der Wahl fiir die Qualitéitskontrolle
von Heparin erwies sich das NMR-spektroskopische Verfahren.

Eine dhnliche Ausgangslage findet man fiir den Hilfsstoff Glycerin vor. Die Konta-
minanten Diethylenglycol und Ethylenglycol weisen ebenfalls eine hohe strukturell
Ahnlichkeit zur Hauptkomponente auf, sind im Vergleich zu Glycerin deutlich preis-
werter, jedoch besitzen ihre Metabolite toxische Wirkung. Da in den letzten Jahren
vermehrt iiber meist toédlich verlaufende Zwischenfille mit Diethylenglycol-kontami-
niertem Glycerin berichtet wurde, der Nachweis dieser Verwandten Substanz jedoch
nicht in der Monographie vorgeschrieben war, forderte die “U.S. Food and Drug
Administration” die Aufnahme einer selektiven Identitatspriifung auf die potentiellen
Verunreinigungen Diethylenglycol und Ethylenglycol; zum Einsatz kam eine gaschro-
matographische Methode. Eigene NMR-spektroskopische Untersuchungen zeigen,
dass sowohl mittels 'H- als auch 3C-NMR-Spektroskopie die beide Kontaminanten
sowie eine weitere, natiirlich vorkommende Verunreinigung, das Propylenglycol, selek-
tiv identifiziert und quantitativ erfasst werden konnen; beide Methoden erfiillen die
in der USP beschriebenen Anforderungen an pharmazeutisch eingesetzte Glycerin.
Der in der vorliegenden Arbeit dargestellt Vergleich von *H- und *C-NMR-Spektro-
skopie zeigt deutlich, dass *C-NMR-spektroskopische Experimente im Rahmen der
Reinheitspriifung von Glycerin aufgrund einer stark vergroflerten spektralen Breite
prinzipiell von Vorteil sind, da hier trotz struktureller Verwandtschaft die Wahr-
scheinlichkeit von Signaliiberlagerungen deutlich geringer ist; neue Verunreinigungen
konnen somit leichter erfasst werden. Die geringe Nachweisempfindlichkeit und die
NOE-Problematik der *C-NMR-Spektroskopie limitiert jedoch bis heute den Einsatz
der quantitativen ¥*C-NMR-Spektroskopie im Routinebetrieb, da beim Einsatz von
NMR-Spektrometern geringer Magnetfeldstiarke meist sehr lange Messzeiten erfor-



244 5. Abschliefende Bewertung

derlich sind.

Abschliefend kann zusammengefasst werden, dass die NMR-Spektroskopie als ana-
lytische Messmethode im Rahmen der Gehaltsbestimmung von Hauptkomponenten
sowie der Reinheitspriifung auf Verwandte Substanzen ein gleichwertiges, orthogo-
nales Verfahren zu konventionell eingesetzten HPLC-Methoden darstellt, welches
zusatzlich eine Vielzahl an Vorteilen gegentiber etablierten, chromatographischen
Verfahren aufweist; zu nennen ist hier v.a. die im Vergleich zu chromatographischen
Methoden, die bereits Equilibrierungszeiten von bis zu einer Stunde vor dem ersten
HPLC-Experiment aufweisen, schnelle Probenvorbereitung und kurze Messdauer.
Zudem eignet sich diese Technik insbesondere auch zur Identifizierung von Arzneimit-
telfalschungen. Trotz ihres groflen Potentials findet die NMR-~Spektroskopie in der
Qualitdatskontrolle von Arzneistoffen kaum Einsatz, was zum einen auf die geringe
Akzeptanz neuartiger Methoden, zum anderen jedoch auch auf die vergleichsweise

hohen Anschaffungs- und Wartungskosten zuriickzufiihren ist.



6. Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Klarung der Fragestellung, ob sich die
quantitativen NMR-Spektroskopie zur Bestimmung von Identitdt, Reinheit und
Gehalt von Arzneistoffen eignet, und wie sich Prézision und Empfindlichkeit dieser
Methode im Vergleich zu etablierten chromatographischen Verfahren verhalten.

Die quantitative Untersuchung der drei strukturell jeweils verwandten Mehrkompo-
nentengemische Codergocrinmesilat, Clomifencitrat und Flupentixoldihydrochlorid
bewies eindrucksvoll die Eignung der 'H-NMR-Spektroskopie als orthogonale, analy-
tische Messmethode im Vergleich zu validierten HPLC-Arzneibuchmethoden. Unter
Zusatz von 4-Dimethylaminobenzoesaureethylester als geeignete Interne Referenz-
substanz wurde fiir Codergocrinmesilat CgDg als optimales Losungsmittel unter
Zugabe geringer Mengen des Losungsvermittlers DMSO-dg ermittelt; die H5-Re-
gion lieferte hier fiir jede Komponente ein vollstandig separiertes Signal, welches
sich fiir die quantitative Auswertung eignete. Die im Rahmen einer Validierung der
'H-NMR-Methode ermittelten Ergebnisse erfiillten beziiglich Prézision und Rich-
tigkeit die an eine im pharmazeutischen Bereich eingesetzte analytische Methode
gestellten Anforderungen; zudem wurden weitere Priifparameter wie Selektivitét,
Linearitat, Robustheit und Stabilitdt verifiziert. Externe-Standard-Experimente wie
“Zwei-Rohrchen-Methode” und ERETIC-Verfahren bestétigten die quantitativen
Ergebnisse der Internen Standardisierung; jedoch wurde hier — insbesondere fiir die
ERETIC-Technik — eine hohere Fehleranfalligkeit und somit eine groflere Streuung
der Einzelergebnisse beobachtet. Vergleichbare Ergebnisse wurden fiir Clomifencitrat
unter Zusatz von Nicotinamid als Internen Standard in DMSO-dg sowie fir Flu-
pentixoldihydrochlorid in einem Loésungsmittelgemisch von Toluol-dg und CD;0D
mit 4-Dimethylaminobenzoeséureethylester als geeigneter Referenzsubstanz ermittelt.
Am Beispiel von Codergocrinmesilat und Flupentixoldihydrochlorid konnte zudem

die Eignung anderer NMR-aktiver Kerne wie 1*C und '°F fiir die quantitative Analyse
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von komplexen Substanzgemischen aufgezeigt werden.

Das Potential der *H-NMR-Spektroskopie fiir die Reinheitspriifung von Arznei-
stoffen wurde am Beispiel der Aminosdure L-Alanin aufgezeigt. Die zu erwartenden
Verunreinigungen Glutamin-, Asparagin-, Apfel- und Fumarsiure konnten im Gegen-
satz zu den “veralteten” Priifmethoden des Europaischen Arzneibuches eindeutig
identifiziert und quantifiziert werden; mit einer Bestimmungsgrenze von < 0.03 %
wurden die Vorgaben der ICH-Richtlinie Q3A(R2) fiir “Substanzen zur pharmazeuti-
schen Verwendung” erfiillt. Die deutliche Ubereinstimmung der NMR-spektroskopisch
ermittelten Ergebnisse einer quantitativ untersuchten Alanin-Modellmischung mit
einer fiir den Routinebetrieb geeigneten HPLC-Methode unter Einsatz verschiedener
Detektoren wie CAD, NQAD, ELSD und MS, sowie der Vergleich wichtiger Priifpa-
rameter wie Linearitit und Nachweisgrenze bestétigten die Eignung der 'H-NMR-
Spektroskopie im Rahmen der routineméaflig durchgefithrten Qualitétskontrolle.

Die Aufdeckung von Arzneimittelfalschungen mit Hilfe der NMR-Spektroskopie
wurde im Rahmen dieser Arbeit anhand der zwei aktuellen Fallbeispiele Heparin
und Glycerin naher untersucht. Die in Zusammenhang mit dem Heparin-Skandal
verantwortliche Kontaminante OSCS konnte neben Dermatansulfat und weiteren
natiirlich vorkommenden Glykosaminoglykan-Verunreinigungen im 'H-NMR-Spek-
trum eindeutig identifiziert und auf 0.1 % OSCS bzw. 0.5 % Dermatansulfat begrenzt
werden. Eine prazise und richtige quantitative Bestimmung der beiden Glykosamino-
glykane wurde tiber die N-Acetyl-Resonanzen im Bereich von § = 2.0-2.2 ppm mit
Hilfe der Signalhohenbestimmung und dem Standard-Additionsverfahren ermoglicht;
deutliche Abweichungen vom “wahren” Gehalt wurden hingegen, bedingt durch starke
Signaliiberlagerungen, nach Flachenvergleich beobachtet. Weitere Verunreinigungen,
insbesondere Losungsmittelriicksténde, die wahrend des Extraktions- und Reinigungs-
prozesses des Heparins eingesetzt werden, konnten ebenfalls tiber charakteristische
Resonanzen identifiziert und nach Zusatz von Maleinsaure mit Hilfe der Internen-
Standard-Methode quantitativ erfasst werden. Eine umfangreiche Untersuchung von
145 Heparin-API-Mustern mittels NMR-Spektroskopie und weiteren, neuentwickelten
Verfahren wie HPLC, Kapillarelektrophorese, IR- und Raman-Spektroskopie konnte
die Eignung der entwickelten 'H-NMR-Methode bestétigen.

Potentielle Glycerin-Kontaminanten wie Diethylenglycol und Ethylenglycol konn-

ten ebenso wie eine weitere, nattirlich vorkommende Verunreinigung, Propylenglycol,
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mittels 'H- und 3C-NMR-Spektroskopie identifiziert und quantifiziert werden; als
optimales Losungsmittel erwies sich in diesem Fall Pyridin-d;. Beide Methoden
erfilllten die in der USP beschriebenen Anforderungen, die fiir pharmazeutisch einge-
setztes Glycerin jeweils hochstens 0.1 % Diethylenglycol bzw. Ethylenglycol erlaubt.
Wihrend die quantitative Reinheitspriifung beim Einsatz der 'H-NMR-Spektroskopie
mit einer Messdauer im Bereich von etwa 30 min fiir den Routineeinsatz geeignet ist,
ist die entwickelte quantitative 3C-NMR-Methode beim Einsatz von Spektrometern
geringer Magnetfeldstirke aufgrund einer geringen Nachweisempfindlichkeit und der
NOE-Problematik fiir den Routinebetrieb nur bedingt anwendbar.

Abschliefend kann zusammengefasst werden, dass die untersuchten Beispiele die
NMR-Spektroskopie als in hohem Mafle geeignet fiir die quantitative Analyse von

Arzneimitteln ausweisen.






7. Summary

The main objective of the present thesis was the investigation of the suitability of
quantitative NMR spectroscopy for identification, purity assay, and quantification
of a given drug, as well as a comparison of precision and sensitivity of this method
with well-established chromatographic routines.

The quantitative analysis of the three multi-component drug mixtures codergocrine
mesylate, clomiphene citrate, and flupentixol dihydrochloride strikingly demonstrates
the suitability of the 'H NMR spectroscopy as an independent analytical measurement
technique in comparison to validated HPLC methods of international pharmacopoeias.
Using ethyl-4-(dimethylamino)benzoate as qualified internal standard, C;Dy was
determined to be the optimal solvent in the case of codergocrine mesylate, under
addition of low amounts of the solubilizer DMSO-dg. In this case, the H5" region
provides a completely separated signal for each component, which is suited for
quantification. Concerning precision and accuracy, the results obtained from validation
of the 'H NMR method met the requirements that are made on an analytical routine
for pharmaceutical purposes; additionally, further validation parameters such as
selectivity, linearity, robustness, and stability have been verified. Experiments like
the “twin tube” and ERETIC techniques utilizing external standards confirm these
results; however, in this context an increased error rate and therefore larger variance
was observed, especially in the case of ERETIC. Comparable results were obtained
for clomiphene citrate in DMSO-dg using nicotinamide as internal standard, as well
as for flupentixol dihydrochloride in a mixture of toluene-dg and CD;OD, using ethyl-
4-(dimethylamino)benzoate as qualified internal standard. By means of codergocrine
mesylate and flupentixol dihydrochloride, additionally the suitability of other NMR
active nuclei as *C or F for quantification of complex mixtures was shown.

The potential of the 'H NMR spectroscopy for purity assays was demonstrated for

the example of the amino acid L-alanin. Identification and quantification of the expec-
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ted impurities glutamic acid, aspartic acid, malic acid, and fumaric acid was possible,
in contrast to “out-dated” test methods of the European Pharmacopoeia; achieving
a limit of quantification < 0.03 %, the demands of the ICH guideline Q3A(R2) for
“substances for pharmaceutical use” have been met. Concerning the quantification
of a alanine model mixture, the clear agreement between the results obtained by
means of NMR spectroscopy and a HPLC method using various detectors like CAD,
NQAD, ELSD, and MS, suited for routine analysis, as well as the comparison of
various relevant parameters such as linearity and limit of quantification confirmed
the qualification of 'H NMR spectroscopy in the field of routine quality assurance.

Within the scope of this work, the disclosure of counterfeit drugs by means of
NMR spectroscopy was investigated in detail utilizing two current case studies,
namely heparin and glycerin. Besides dermatan sulfate and other natural occurrences
of glycosaminoglycan impurities, the contaminant OSCS revealed in connection
with the recent heparin affair was clearly identified in the 'H NMR spectrum and
these contaminants could be limited to 0.1 % OSCS and 0.5% dermatan sulfate,
respectively. A precise and accurate quantification of these two glycosaminoglycanes
was achieved using signal height and standard addition methods applied to the
N-acetyl resonances in the region of 6 = 2.0-2.2 ppm; comparison of signal areas
however yielded considerable deviations from the “true” content, which are due to
strong signal overlap. Further contaminants, especially solvent residues originating
from the extraction and purification processes of heparin, have been able to be
identified with the help of characteristic resonances; their quantification was possible
using maleic acid as internal standard. An extensive study of 145 heparin API
samples by means of NMR spectroscopy and other novel techniques such as HPLC,
capillary electrophoresis, IR and Raman spectroscopy confirmed the qualification of
the developed 'H NMR method.

Potential contaminants in glycerin such as diethylene glycol and ethylene glycol
have been able to be identified as well as quantified by means of *H and *C NMR
spectroscopy, as was the case for propylene glycol, which is naturally present; the
ideal solvent in this context turned out to be pyridine-ds. Both methods met the
requirements of the USP, limiting the amount of diethylene glycol and ethylene glycol
for pharmaceutical purposes to 0.1 %, respectively. While 'H NMR spectroscopy

with a measurement time of about 30 min is well suited for routine application, the
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applicability of the *C NMR method is limited due to the NOE effect and the low
sensitivity at low field strengths.
In conclusion, each of the attended topics showed, that NMR spectroscopy is a

powerful tool within the framework of quantitative drug analysis.
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1. Material

1.1. Technische Gerate

Technische Gerdte  Bezeichnung/Hersteller

NMR-Spektrometer Bruker Avance 400 MHz, Bruker DMX 600 MHz, Bruker
Biospin (Rheinstetten, D)

HPLC-Gerét System 1100 LC, Agilent (Waldbronn, D)

Polarimeter PerkinElmer 241, PerkinElmer (Waltham, MA, USA)
Waage EW Prézisionswaage, Kern (Balingen, D)

Pipetten Reference, Eppendorf (Hamburg, D)

Vortex Vortex-Genie 2, Scientific Industries (Bohemia, NY, USA)
Ultraschallbad Sonorex, Bandelin (Berlin, D)

pH-Meter PHM220 Lap pH-Meter, Radiometer (Willich, D)

1.2. Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien Hersteller

NMR-Rohrchen Economic (5 pm) Schott (Mainz, D)
NMR-Rohrchen Scientific (5 pm) Schott (Mainz, D)
NMR-Rohrchen Typ 527-pp (5um)  Wilmad-LabGlass (Vineland, NY, USA)

Rollrandglaser (3 ml) Hartenstein (Wiirzburg, D)
Pipettenspitzen Hartenstein (Wiirzburg, D)
CME-Filter (0.22 um) Roth (Karlsruhe, D)

PVDF-Filter (0.22 pm) Roth (Karlsruhe, D)

HPLC-Vials YMC Europe GmbH (Dinslaken, D)

1.3. HPLC-Saulen

Saule MaBe Hersteller

BetaBasic-4 250 x 4.6 mm, 5pum
Betasil Silica-100 250 x 4.0 mm, 5 um
Hypersil Gold 150 x 4.6 mm, 5 um

Thermo Hypersil Keystone
(Bellefonte, PA, USA)
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1.4. Chemikalien

Deuterierte Losungsmittel

e Deuteriumoxid (99.9 %), Methanol-dy (99.8 %), Chloroform-d (99.8 %) [Euriso-
top (Saarbriicken, D)]

e Acetonitril-ds (99.9 %), Benzol-dg (99.6,%), Dichlormethan-ds (99.6 %), Dime-
thylsulfoxid-dg (99.9 %), Toluol-dg (99.6 %), Pyridin-ds (99.5 %), deuterierte
Natronlauge 30 wt % (99 %), deuterierte Salzsédure 35wt % (99 %), 3-(Trime-
thylsilyl)propion-2,2,3,3-d,-séure (98 %) [Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)]

Proben und Referenzsubstanzen

e Codergocrinmesilat (API) [Shire Deutschland GmbH (Kéln, D), Novartis Phar-
ma GmbH (Basel, CH)]; Dihydroergocristinmesilat [Sigma-Aldrich (Taufkirchen,
D)]

e Clomifencitrat [Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)]

e Flupentixoldihydrochlorid (API), Z-Flupentixoldihydrochlorid, E-Flupentixol-
dihydrochlorid [Bayer HealthCare AG (Leverkusen, D)|; Z-Flupentixoldihydro-
chlorid (> 98 %) [Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)]

e L-Alanin (> 99.5%), L-Asparaginsiaure (> 99.5%), Apfelsiure (> 99.5%),
Fumarséure (> 99 %), L-Glutaminsaure (> 99.5 %) [Fluka (Buchs, CH)]

e Heparin-Natrium (API), Ubersulfatiertes Chondroitinsulfat [BfArM (Bonn,
D)]; Heparin-Calcium (API), Heparin-Natrium (API) [Merckle Gruppe (Ulm,
D)]; Chondroitinsulfat A/C (“from bovine trachea”), Dermatansulfat (“from
porcine intestinal mucosa”, > 90 %), Heparin-Natrium (“from bovine intestinal
mucosa”), Heparin-Natrium (“from porcine intestinal mucosa”) [Sigma-Al-
drich (Taufkirchen, D)]; Ubersulfatiertes Chondroitinsulfat (> 95 %) [SERVA
Electrophoresis GmbH (Heidelberg, D)]

e Diethylenglycol (> 99 %), Ethylenglycol (> 99.5 %), Glycerin (> 99 %), Propy-
lenglycol (> 99.5%) [Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D)]

Zertifizierte Referenzsubstanzen

e USP Clomiphene Citrate RS (99.2 %), USP Ergoloid Mesylates RS (96.55 %),
Flupentixoldihydrochlorid CRS (Z-Isomer 43.6 %) [LGC Standards (Wesel, D)]

e 4-Dimethylaminobenzoesaureethylester (99.6 %), Nicotinamid (99.5 %), Thymol
(99.9 %), Kaliumhydrogenphthalat (99.9 %) [Spectral-Service (Koln, D)]
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e Fluvoxaminmaleat (99.5 %) [Solvay (Weesp, NL)]

HPLC-Lésungsmittel

e Acetonitril (fiir UV, 99.99 %), n-Heptan (fir HPLC, 99 %), Methanol (HPLC-
Gradient Grade), 2-Propanol (HPLC-Gradient Grade, 99.5 %) [Fisher Scientific
(Schwerte, D)]

Weitere Chemikalien
e Triethylamin (HPLC-Grade, > 99.5 %) [Fisher Scientific (Schwerte, D)]
e Ammoniak 35% (p.a.), Phosphorsaur 85 % (p.a.) [Griissing (Filsum, D)]

e Chrom(IIT)acetylacetonat (> 99.99 %), 2,5-Dimethylfuran (> 99 %), EDTA-Na-
trium (> 99 %), Flecainidacetat (99.5 %), Flupenazindihydrochlorid, Maleinsau-
re (> 99.5%), Benzol-1,3,5-tricarbonsaure (98 %) [Sigma-Aldrich (Taufkirchen,
D)]

Das verwendete Wasser stammt aus der hauseigenen Demineralisierungsanlage (Um-
kehrosmose) und wurde mit einer Wasseraufbereitungsanlage (Milli-Q) reagent grade

water system) der Firma Millipore (Schwalbach, D) nochmals aufgereinigt.






2. Methoden

2.1. Standard-NMR-Experimente

Im Rahmen der Signalzuordnung bzw. Methodenentwicklung wurden fiir die Herstel-
lung der jeweiligen Untersuchungslosung in Abhéngigkeit des Molekulargewichts der
zu analysierenden Substanz Probenmengen zwischen 30 und 100 mg (Signalzuord-
nung) bzw. 10 und 20 mg (Methodenentwicklung) in 750 ul Losungsmittel gelost. Fur
die Aufnahme ein- und zweidimensionaler NMR-Experimente wurden tiblicherweise

folgende Messparameter eingesetzt (siche Tabelle 2.1 und [2.2).

2.2. “Inversion-Recovery-Experimente”

Die Spin-Gitter-Relaxationszeit wurde unter Einsatz der “Inversion-Recovery-Puls-
sequenz” fiir alle quantitativ auszuwertenden Signale von Analyt und Internem
Standard tber die Abschétzung bzw. Bestimmung der Ty-Zeit ermittelt. Die Konzen-
tration der Untersuchungslosung wurde hier analog zur quantitativen Bestimmung
gewahlt. Die Experiment-Anzahl sowie die ansteigende Wartezeit von 0.1s bis 10s
zwischen den beiden aufeinanderfolgenden 180°- und 90°-Impulsen wurde fiir jeden
Arzneistoff individuell mit Hilfe von Vorversuchen festgelegt. Vor jeder Wiederholung
der Impulsfolge wurde eine Wartezeit von mindestens 60s eingehalten, um eine

vollstandige Relaxation des Spinsytems zu ermoglichen.
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Tabelle 2.1: Standardisierte Messparameter fiir 'H-, 13C- und DEPT-Experimente.

Parameter 'H 13C DEPT
Spektrometer 400 MHz 400 MHz 400 MHz
Temperatur 300 K 300 K 300 K
Datenpunkte 64 K 64 K 64 K
Impuls 30° 30° DEPT-135
Akquisitionszeit 3.96s 1.37 s 1.37s
Relaxation Delay 4.96 s 3.37s 3.37s
Spektrale Breite 20.69 ppm 238.35 ppm 238.35 ppm
Scan-Anzahl 128 4096 2048
Dummy Scans 2 4 4
prozessierte Datenpunkte 32K 32K 32K
Fensterfunktion EM EM EM
Lb-Wert 0.3 1.0 1.0

Tabelle 2.2: Standardisierte Messparameter fiir COSY-, HMQC- und HMBC-Experimente.
Spektrale Breite und dementsprechend Akquisitionszeit sowie “Relaxation Delay” wurden
jeweils automatisch an die jeweilige Probe angepasst.

Parameter COSY HMQC HMBC
Spektrometer 400 MHz 400 MHz 400 MHz
Temperatur 300 K 300 K 300 K
F2-Dimension

Datenpunkte 2048 1024 4096
Scan-Anzahl 32 32 44
Dummy Scans 8 16 16
F1-Dimension

Datenpunkte 128 128 256
F2-Dimension

prozessierte Datenpunkte 1024 K 1024 K 2048 K
Fensterfunktion SINE QSINE SINE
F1-Dimension

prozessierte Datenpunkte 1024 K 1024 K 1024 K
Fensterfunktion SINE QSINE SINE
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2.3. Quantitative NMR-Experimente

Im Rahmen der quantitativen Analyse der zu untersuchenden Substanzen Codergo-
crinmesilat, Clomifencitrat, Flupentixoldihydrochlorid, L-Alanin, Heparin-Natrium
und Glycerin wurde fiir die Herstellung der jeweiligen Untersuchungslosung eine
definierte Probenmenge von Analyt und Internem Standard genau abgewogen und
in 750 ul Losungsmittel gelost. AnschlieBend wurde ein Aliquot von 700 ul in ein
NMR-Ro6hrchen tiberfithrt und NMR-spektroskopisch vermessen. Die wichtigsten
Messparameter sind in Tabelle und zusammengefasst.

2.4. HPLC-Experimente

Die quantitative Gehaltsbestimmung der drei Mehrkomponentengemische Coder-
gocrinmesilat, Clomifencitrat und Flupentixoldihydrochlorid mittels HPLC wurde
nach USP [165] 166] bzw. Ph. Eur. [I67] durchgefithrt. Hierfiir wurden jeweils sechs
unabhéngige Einwaagen von Analyt und zertifizierter Referenzsubstanz genau einge-
wogen, im entsprechenden Losungsmittel gelost, vor der Injektion mit einem 0.22 pm
PVDEF-Filter filtriert und mittels Dreifachbestimmung analysiert. Die wichtigsten
Messparameter sind in Tabelle zusammengefasst. Nach Uberpriifung der gefor-
derten Systemeignungskriterien wurde der Gehalt des Mehrkomponentengemisches
mittels Einpunktkalibrierung gegen einen Externen Standard bekannter Reinheit

ermittelt.

2.5. Spezifische Drehung

Die polarimetrische Bestimmung der spezifischen Drehung der 145 Heparin-Proben

wurde nach Ph. Eur. 6.0 durchgefithrt [225]. Hierfiir wurden 40 mg Substanz genau
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eingewogen und in Wasser R zu 1.0ml gelést. Ein Aliquot der Untersuchungslésung
wurde in eine Kiivette mit einer Schichtdicke von 1dm iiberfiihrt und der Drehungs-
winkel o bei der Wellenldnge der D-Linie des Natriumlichtes (A = 589.3 nm) und einer
Temperatur von 20 °C am Polarimeter abgelesen. Die Berechnung der spezifischen

Drehung erfolgte, wie im Allgemeinen Teil in Abschnitt beschrieben, nach
Gleichung ((3.4)).
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