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KURZFASSUNG

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden Verfahren zur quantitativen Bestimmung
von Gabapentin Uber Hochleistungsflissigchromatographie und
Kapillarelektrophorese nach Umsetzung mit Dansylchlorid und Dabsylchlorid

entwickelt.

Die literaturbekannten Methoden zum Nachweis von Dansyl-dervatisiertem
Gabapentin aus humanem Plasma Uber HPLC wurden zur Verwendung in der
chemisch-pharmazeutischen Analytik weiterentwickelt, kapillarelektrophoretische
Bestimmungen mit Dansyl-Derivaten waren bisher nicht bekannt und wurden neu
entwickelt. Dabsyl-Derivate wurden bisher in keiner veroffentlichten Arbeit zur
Analyse von Gabapentin herangezogen, hier wurden fir beide instrumentellen

Verfahren neue Methoden entwickelt.

Zunachst wurden Verfahren zur quantitativen Umsetzung von Gabapentin mit den

beiden Reagenzien entwickelt oder bekannte Methoden optimiert.

Neben der Ausarbeitung und Optimierung von Trennbedingungen zur Bestimmung
beider Derivate Uber Hochleistungschromatographie wurden verschiedene
Aminosauren auf ihre Eignung als interner Standard fur die entwickelten
Trennbedingungen getestet. Die Verfahren wurden anschlie3end validiert und auf

Richtigkeit und Reproduzierbarkeit Gberpruift.

Ein kapillarelektrophoretisches Verfahren zur Identifizierung von Gabapentin nach
Dansylierung konnte erfolgreich etabliert werden. Leider gelang es nicht, dieses
Verfahren auch zur Quantifizierung zu nutzen, da kein linearer Zusammenhang
zwischen der Konzentration des Analyten und Peakflache gefunden werden

konnte.



10 |

Fur die Dabsyl-Derivate von Gabapentin hingegen konnte erfolgreich ein Verfahren
zur kapillarelektrophoretischen quantitativen Bestimmung von Gabapentin

ausgearbeitet und validiert werden.

DarlUberhinaus haben Untersuchungen die Eignung der entwickelten Systeme und
Verfahren zur quantitativen chemischen Analyse aus im Handel befindlichen

Gabapentin Filmtabletten bewiesen.
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ABSTRACT

The aim of this work was to develop an HPLC- and a CE-method for a quantitative
determination of the drug substance gabapentin in several dosage forms after

derivatisation with either dansyl chloride or dabsyl chloride.

Dansyl chloride is already mentioned in literature in order to detect gabapentin
after HPLC-separation of human plasma, but there are no publications about
chemical-pharmaceutical analysis of gabapentin-dansyl-derivates by CE-methods.
Until now there is also no method published concerning determination of
gabapentin-dabsyl-derivates.

After evaluation and optimisation of the reaction conditions for both reagents,
detection was carried out either by fluorescence after derivatisation with dansyl
chloride in the HPLC-system or by VIS-spectroscopy in HPLC- and CE-systems for
gabapentin derivates of dabsyl chloride.

During this optimization process several amino acids have been evaluated as
suitable internal standards. In all cases, the best results have been obtained
utilizing isoleucin as an internal standard. Only in the case of the CE method for
the dabsyl-derivative of gabapentin, benzoic acid has been more suitable.

For both instrumental methods, optimised separation conditions have been worked

out.

After the standard procedure was establishes successfully, the method has been

applied for quantification of gabapentin in pharmaceutical formulations.
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EINLEITUNG

Gabapentin ist ein Wirkstoff aus der Gruppe der Antikonvulsiva und wird
erfolgreich zur Behandlung von Epilepsien und neuropathischen Schmerzen

eingesetzt.

Dansylchlorid und Dabsylchlorid sind Reagenzien, die mit primaren oder
sekundaren Aminogruppen reagieren und stabile Sulfonamide bilden. Beide
Reagenzien wurden schon erfolgreich in der Aminosaureanalyse eingesetzt.
Gabapentin selbst ist aufgrund seiner chemischen Struktur spektrophotometrisch
nur bei Wellenlangen < 210 nm (UV-Bereich) detektierbar. Gabapentin ist ein
Analogon der y-Aminobuttersaure und damit Uber seine primare Aminogruppe mit

Dansylchlorid und Dabsylchlorid derivatisierbar.

Dansyl-Derivate bieten den Vorteil, dass aus nicht-fluoreszierenden Substanzen
wie Gabapentin Fluorophore entstehen und somit viel empfindlichere
Nachweismethoden entwickelt werden kdnnen. Dabsylchlorid ermdglicht eine
Vermessung von Gabapentin im VIS-Bereich und hiermit eine stérungsfreie

Detektion.

Ziel dieser Arbeit war mittels Vorsaulenderivatisierung entsprechende
Derivatisierungsprodukte von Gabapentin mit beiden Reagenzien zu generieren
sowie diese Uber Hochleistungs-Flissigchromatographie und

Kapillarelektrophorese zu trennen, zu identifizieren und zu quantifizieren.
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1 ALLGEMEINER TEIL

1.1 Epilepsien und Antikonvulsiva

1.1.1 Epilepsien

Epilepsien sind chronische Erkrankungen des Zentralnervensystems, bei denen
es durch eine gesteigerte Erregbarkeit zentraler Neuronen und einer damit

verbundenen Erniedrigung der Krampfschwelle zu wiederholten Anféallen kommit.

Epileptische Anfalle werden durch abnorme elektrische Entladungen im Grof3hirn
verursacht, dauern einige Sekunden bis wenige Minuten - mit Ausnahme des
Status epilepticus - und kdnnen durch verschiedene die zentrale Erregbarkeit
erhohende Einflisse ausgeldst werden. Die Folge sind abnorme motorische
Reaktionen, Bewusstseinsstorungen bzw. Bewusstseinsverlust, sowie teilweise

verstarkte vegetative Reaktionen. (1) (2)

Epilepsien zeigen sich in verschiedenen Anfallsformen, die sich in fokale und
generalisierte Anfalle einteilen lassen.

Bei der generalisierten Epilepsie, die meist auf eine genetische Préadisposition
zurickzufihren ist, entladen sich Neuronen beider Gehirnhemispharen
synchronisiert. Eine fokale Epilepsie wird eher durch eine erworbene
Hirnschadigung hervorgerufen, hier sind diese Entladungen auf eine Hemisphére
beschrankt.

Diese Unterscheidung ist fir die Auswahl der Pharmakotherapie entscheidend.

In beiden Fallen ist das Gleichgewicht zwischen neuronaler Hemmung und
neuronaler Erregung gestort. Die epileptische Entladung wird durch sogenannte
Schrittmacherzellen verursacht. Die Erregung breitet sich anschlieRend in

verschiedenen Hirnarealen aus. (2)
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1.1.2 Antikonvulsiva

Antikonvulsiva hemmen die Erregbarkeit von Neuronen, die Erregungsausbreitung
oder beides und dienen der symptomatischen Behandlung der verschiedenen

Epilepsieformen.

bekannte Wirkmechanismen:

+ Blockade spannungsabhangiger Na'-Kanéle

* Verstarkung GABAerger Effekte (inhibierende Funktion)

« Verringerung des depolarisierenden Ca**-Einstroms

* Verhinderung der Freisetzung excitatorischer Aminosauren (Glutamat,
Aspartat)

 Hemmung der glutamatergen Erregungsubertragung an NMDA-Rezeptoren

1.1.3 Wirkstoffe und Handelspraparate: (1) (3)

» vorwiegend Natriumkanal-blockierende Antiepileptika
Phenytoin (Epilan®)
Carbamazepin (Neurotop®)
Oxcarbazepin (Trileptal®)

Lamotrigin (Lamictal®)

» vorwiegend die GABA-Wirkung verstarkende Antiepilep tika:
Barbiturate: Phenobarbital (nur mehr veterinar, Phenoleptil®)
Desoxybarbiturate: Primidon (Mysoline®)

Benzodiazepine:  Clonazepam (Rivotril®)
Diazepam (Stesolid®)
Lorazepam (Temesta®)

Vigabatrin (Sabril®)

Tiagabin (Gabitril®)
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* sonstige Antiepileptika:
Gabapentin (Neurontin®)
Topiramat (Topamax®)
Felbamat (Taloxa®)
Sultiam (Ospolot®)
Mesuximid (in Osterreich nicht registriert)

Hormone (Glucocorticoide und Corticotropin)

1.1.4 Gabapentin

H,N

1-(Aminomethyl)cyclohexan-essigsaure
CAS Registry Number: 60142-96-3
MG 171,24

Wirkmechanismus:

Obwohl Gabapentin strukturell mit GABA verwandt ist, besitzt es weder direkte
noch indirekte GABA-Wirkungen.

H,N

Gabapentin GABA

Abbildung 1: struktureller Vergleich von Gabapentin und GABA
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Der genaue Wirkmechanismus von Gabapentin war lange Zeit nicht bekannt,

neuere Lehrbicher (4) beschreiben zwei parallele Wirkmechanismen:

1) Hemmung spannungsabhéngiger Ca**-Kanale vom L-Typ
(Bindung an a26-Untereinheit)

2) Hemmung der glutaminergen Erregungsiubertragung
(Aktivierung der Glutamat-Dehydrogenase)

Nebenwirkungen:
Als unerwiinschte Wirkungen treten zentral nervose Stbrungen wie Mudigkeit,
Schwindel, Ataxie, sowie Ubelkeit, Erbrechen, Gewichtszunahme und

Odembildung auf. Insgesamt ist Gabapentin aber gut vertraglich. (1) (4)

Anwendung:

Gabapentin wird zur Mono- oder Kombinationstherapie von fokalen und sekundar
generalisierten epileptischen Anféllen bei Erwachsenen und Kindern eingesetzt,
die Anwendung bei Kindern unter 3 Jahren ist kontraindiziert. Daneben wird
Gabapentin auch Therapie neuropathischer Schmerzen angewandt.

Die Tagesdosis betragt 0,9 bis 2,4 g. (1) (4)

Praparate:
In Osterreich sind derzeit das Originalpraparat Neurotop® und diverse Generika zur
peroralen Einnahme mit Dosierungen von 100 mg, 300 mg, 400 mg, 600 mg und

800 mg zugelassen und am Markt erhaltlich. (3)
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1.2 Dansylchlorid und Dabsylchlorid

Dansylchlorid und Dabsylchlorid sind Reagenzien, die mit primaren oder
sekundaren, aliphatischen oder aromatischen Aminogruppen reagieren und stabile
Sulfonamide bilden.

Beide Reagenzien wurden schon erfolgreich in der Aminosaureanalyse eingesetzt.

(5) (6)

1.2.1 Dansylchlorid

i

Abbildung 2: Dansylichlorid

5-(Dimethylamino)naphthalin-1-sulfonylchlorid
CAS Registry Number: 605-65-2
MG 269,75

Dansylchlorid ist ein gelber Farbstoff, der selbst nicht fluoresziert, und ist in
Wasser instabil. Erst durch Reaktion mit primaren oder sekundaren Aminen
entsteht ein stabiles Sulfonamid, das eine blaue- bis blaugrine Fluoreszenz
aufweist.

Dies bietet den Vorteil dass aus nicht-fluoreszierenden Substanzen Fluorophore
entstehen und ein Nachweis mittels empfindlicher Fluoreszenzdetektion ermdglicht

wird.

Dansylchlorid eignet sich daher als Derivatisierungsreagens fur Arzneistoffe mit

Aminogruppen, Aminosauren, Oligonucleotide und Proteine. (7)
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Fur eine quantitative Umsetzung bei Derivatisierungen von Aminen mit
Dansylchlorid sind schwach alkalische Bedingungen und Temperaturen von etwa

50°C erforderlich.

Zur Herstellung einer Reagenslésung eignen sich organische Losungsmittel wie
Aceton oder Acetonitril, auch wassrige Mischungen mit diesen Ldsungsmitteln

kénnen verwendet werden. (5)

~n NN
50°C
e O e
H
Cl N
R1” "R2

Abbildung 3: Dansyl-Derivatisierung von Aminen (5)

Dansylchlorid kann aul3erdem langsam mit Phenolen, Thiolen und Imidazolen,

sehr langsam auch mit aliphatischen Hydroxylgruppen reagieren. (5)
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1.2.2 Dabsylchlorid

Dabsylchlorid ist ein roter Farbstoff und reagiert in analoger Weise zu

Dansylchlorid mit primaren und sekundéaren Aminen.

P
SN

O=§:O

Cl Abbildung 4: Dabsyichlorid

4-Dimethylaminoazobenzol-4'-sulfonylchlorid
CAS Registry Number: 56512-49-3
MG 323,80

Dabsyl-Reagenslosungen erhdlt man durch Lésen der Substanz in reinen
organischen Losungsmitteln (z.B. Aceton oder Acetonitril). Auch fir Reaktionen mit
Dabsylchlorid ist ein schwach basisches Milieu notwendig. Die flr eine quantitative

Umsetzung bendtigte Temperatur ist allerdings hoher und betragt ca. 70°C. (5)

\N/ \N/
Rl\l?l/Rz + N//N 70°C _ N//N
H
O:%:O O:?:O
Cl N
R1” "R2

Abbildung 5: Dabsyl-Derivatisierung von Aminen (5)
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1.3 Hochleistungs-Flissigchromatographie

1.3.1 Chromatographische Analysenverfahren

Chromatographische Analysenverfahren dienen zur Trennung von Stoffgemischen
und deren Nachweis und/oder Quantifizierung.

Die Trennmethoden sind chemisch-physikalischer Natur und basieren meist auf
Verteilungs- oder Adsorptionsvorgangen. Die Trennung erfolgt dabei zwischen
zwel nicht miteinander mischbaren Phasen: einer ruhenden, stationdren Phase
und einer mobilen Phase, die sich mitsamt dem zu trennenden Substanzgemisch
an der stationaren Phase vorbeibeweqgt.

Die stationare Phase kann eine Feststoff oder eine Flussigkeit sein und befindet
sich meist stationér im Trennsystem. Die mobile Phase ist flissig (Elutionsmittel)
oder gasformig (Tragergas). Aus der Kombination ergeben sich folgende

Trennsysteme:

- Flussigkeits — Flussigkeits — Chromatographie
- Flussigkeits — Feststoff — Chromatographie
- Gas - Flussigkeits — Chromatographie

- Gas - Feststoff — Chromatographie

Der Name ,,Chromatographie” leitet sich von der Tatsache ab, dass zu Anfang mit
dieser Methode ausschlie3lich Farbstoffe getrennt wurden (griechisch: chroma =
die Farbe). (8)

1.3.2 Prinzip der Hochleistungs-Flissigchromatogra phie

Die Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie (englisch: high performance liquid
chromatography, kurz: HPLC) ist eine Flissigkeits — Feststoff — Chromatographie.
Es handelt sich um eine Sonderform der S&ulenchromatographie. Bei der
Saulenchromatographie flie3t die mobile Phase durch Schwerkraft durch eine mit
der stationdren Phase geflllte Trennsaule. Die Trennleistung ist dabei umso hdher,

je kleiner die Partikel der stationaren Phase sind.
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Aus einer kleineren PartikelgroRe resultiert jedoch eine héhere Packungsdichte
und dadurch eine geringere Stromungsgeschwindigkeit.

Um eine hohe Trennleistung mit ausreichender Stromungsgeschwindigkeit zu
erreichen wird bei der HPLC das Elutionsmittel unter Druck durch die Saule

gepumpt. (8)

Die Séaulenchromatographie unter Druck lasst sich nach verschiedenen
Trennverfahren einteilen: (8)

* Adsorptionschromatographie

« Verteilungschromatographie

* lonenpaarchromatographie

* lonenaustauschchromatographie
* lonenchromatographie

* Grolenausschlusschromatographie

1.3.3 HPLC-Methoden

Normalphasen-HPLC

Bei dieser Art wird mit einem unpolaren Elutionsmittel Uber ein polares

Saulenmaterial getrennt.

Umkehrphasen HPLC (reversed phase)

Die stationare Phase ist hier unpolarer als die mobile Phase. Dies wird durch
Veresterung der polaren Silanolgruppen des Kieselgels mit siliciumorganischen
Verbindungen erreicht. (8) (9)

* Methylgruppen — RP-2
» Octylgruppen — RP-8
e Octadecylgruppen — RP-18
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1.3.4 Aufbau eines HPLC-Gerates

Das entgaste Elutionsmittel wird durch Probenaufgabe und Trennséule zu einem
Detektor gepumpt. In der Probenaufgabe wird ein definiertes Volumen an
Probelésung in den Eluentenstrom eingebracht und mit dem Elutionsmittel
weitertransportiert.

Nach erfolgter Trennung gelangen die Substanzen nacheinender zum Detektor.
Dieser erzeugt ein elektrisches Signal, das nun durch den Schreiber aufgezeichnet
und den Integrator ausgewertet werden kann. Heutzutage erfolgen Messung,

Auswertung und Datenverarbeitung computerunterstitzt. (8)

3

/] Daten-
’ Pumpe Pumpe l ‘“ \ } ’ verarbeitung
Losungsmittel- \l/ (
gefaBe [ | Mischkammer S

= et
Injektor 7 ’D\ i +\
/ k‘ U/ etektor | | A

I

4 HPLC-Saule j |

Abfallgefal3

Abbildung 6: schematischer Aufbau einer HPLC-Anlage (20)

Pumpen

Pumpen von HPLC-Geraten mussen Driicke bis tber 400 bar und eine mdglichst
gleichmalige FlieRgeschwindigkeit liefern. Meist werden dafir Kolbenhubpumpen
verwendet, deren Kolben uUber eine Nockenwelle angetrieben wird. Die
entstehenden Pulsationen missen mittels Pulsationsdampfer gedampft werden.
Das ist Verwendung von Doppelkolbenpumpe durch deren Gegentakt nicht notig.
Bei der isokratischen Elution, bei der nur ein Elutionsmittel zum Einsatz kommt, ist
nur eine Pumpe erforderlich. Zur sogenannten Gradientenelution, bei der

sich wahrend der Trennung die Zusammensetzung des Losungsmittels verandert,

wird neben der Pumpe gleichzeitig ein Gradientenmischer bendétigt. (8)
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Probenaufgabe

Der Probeneinlass erfolgt entweder Uber eine Einspritzvorrichtung oder eine
sogenannte Dosierschleife.

Bei der Einspritzvorrichtung wird die Probe mittels einer Mikroliterspritze durch ein
Septum in das System eingebracht. Dabei kann ein DruckstoR3 entstehen, der sich
als Storsignal im Chromatogramm auswirkt. Mit einer Dosierschleife kann die
Probe Uber Ventile drucklos auf die S&ule transportiert werden. Storsignale werden

auf diese Weise vermieden und das Injektionsvolumen ist exakter reproduzierbar.

(8)

Autosampler

Autosampler sind spezielle Vorrichtungen, die Platz fir mehrere Proben bieten und
eine automatisierte Probenaufgabe ermoéglichen. Dadurch kénnen ohne einzelnes
manuelles Einspritzen von Proben ganze Serien von Versuchen (Sequenzen)

programmiert und durchgefuhrt werden.

Trennsaulen

Trennsaulen fur die HPLC bestehen aus Edelstahl und sind, wenn nétig, innen mit
Glas beschichtet. Je nach Anforderung werden S&ulen mit einer Lange von
5 bis 30 cm und einem Innendurchmesser von 2 bis 8 mm verwendet. Im Inneren
befindet sich die stationare Phase.

Die stationare Phase besteht entweder aus losen, spharischen Partikeln
(partikulare Systeme) oder einem hochporésen Kieselgelstab (monolithische
Systeme)

Die Saulenfillung unterscheidet sich in PartikelgréRe, Material, Porengrof3e und
der Beschaffenheit der Oberflache. Der Teilchendurchmesser betragt bei aktuell

verwendeten Saulen meist zwischen 1,8 um und 30 pm. (8)

Detektoren

Fur HPLC-Verfahren eignen sich grundséatzlich verschiedene Detektoren. UV/Vis-
Detektoren messen die Lichtabsorption bei einer bestimmten Wellenlange im

ultravioletten und sichtbaren Spektralbereich. Mit Diode-Array-Detektoren kann
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gleichzeitig bei mehreren Wellenlangen gemessen werden oder in kurzer Zeit ein
gesamtes Absorptionsspektrum vermessen werden.

Fluoreszenz-Detektoren kdnnen eingesetzt werden, wenn die zu vermessenden
Substanzen zur Fluoreszenz angeregt werden kdnnen. Anregung und Messung
erfolgen hier bei zwei unterschiedlichen Wellenlangen. Uber Fluoreszenz kann
sehr selektiv detektiert werden, da nur wenige Substanzen zur Fluoreszenz
anregbar sind.

Weitere Detektorarten: Chemischer Reaktionsdetektor, Brechzahldetektor,

Leitfahigkeitsdetektor, Elektrochemischer Detektor und Massenselektiver Detektor.

(8)

1.4 Kapillarelektrophorese (CE)

Kapillarelektrophoretische Verfahren sind Weiterentwicklungen der ,klassischen®
Elektrophorese, die sich fur die Analytik von Makromolekulen wie Proteinen und
Nukleinsauren eignet. Die Kapillarelektrophorese, die in den 1980er-Jahren
eingefihrt wurde, kann dartuber hinaus auch zur Analytik niedermolekularer
organischer und anorganischer Verbindungen eingesetzt werden. Unter dem
Begriff  Kapillarelektrophorese  werden sechs verschiedene Techniken

zusammengefasst, die sich in ihren Trennprinzipien unterscheiden: (10)

» Kapillarzonenelektrophorese (CZE), oft auch nur als
Kapillarelektrophorese (CE) bezeichnet

* Mizellare elektrokinetische Chromatograpie (MEKC)

» Kapillargelelektrophorese (CGE)

» Kapillarisoelektrische Fokussierung (CIEF)

» Kapillarisotachophorese (CITP)

» Kapillarelektrochromatographie (CEC)
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1.4.1 Theoretische Grundlagen der Kapillarelektroph  orese

Das Prinzip der Elektrophorese besteht in der Wanderung geladener Teilchen im
elektrischen Feld. Molekile lassen sich nach Anlegen einer Spannung trennen,
wenn sich die Substanzen unter gegebenen Bedingungen in ihrem Ladungs-

Masse-Quotient unterscheiden.

Die Wanderungsgeschwindigkeit ist dabei temperaturabhangig und direkt
proportional zur elektrischen Feldstarke. Die elektrische Feldstarke wiederum ist
abhangig von der angelegten Spannung und der Gesamtlange der Kapillare.

Die elektrische Ladung von Molekilen kann durch den pH-Wert des eingesetzten
Puffers beeinflusst werden. Vor allem bei schwachen Elektrolyten, also schwachen
Sauren oder schwachen Basen sowie bei Ampholyten, die weniger ionisiert
vorliegen, Ubt die Protonenkonzentration grof3en Einfluss auf den
Dissoziationsgrad und somit auf deren Mobilitat im elektrischen Feld aus.

Werden statische Tréagermaterialien eingesetzt, tritt abhangig von der
Ladungsverteilung an den Oberflachen ein allgemeiner Massenfluss, der
elektroosmotische Fluss (EOF) auf. Ursache fir den EOF ist die Bildung einer
Doppelschicht (Helmholtz-Schicht) an der fest/flissig Grenze zwischen
Silanolgruppen der Quarzkapillare und dem Puffer. pH-abhangig werden die
Silanolgruppen deprotoniert und sind anschlieBend negativ geladen. Durch
Anlagerung von Kationen entsteht eine Doppelschicht.

Megativ geladens Kapillar-lnnenschicht

Stationdire lonen-Doppelschicht

i S8 &8 & & & + i & & & &5
An + T +
ode + + * & % 4 Hekiroosmotischer Fluss Kathode
0 B S S BF S &5 0 S S 0 55 L. .
- m w (= - - - - - = m o= Stationdire lonen-Doppelschicht

MNegativ geladene Kapillar-innenschicht

Abbildung 7: Prinzip der Kapillarelektrophorese

Bildguelle: medizin.uni-koeln.de
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Der Uberschuss an Kationen wandert nun bei angelegter Spannung in Richtung
der Kathode. Abhéangig ist der EOF von der Starke des elektrischen Feldes sowie
vom pH-Wert des Puffers.

Der EOF bewirkt auf diese Weise gleichzeitig eine Wanderung von positiv und
negativ geladenen Teilchen sowie von ungeladenen Teilchen, die somit allesamt in

einem Lauf detektiert werden konnen.

Die Vorteile der Kapillarelektrophorese stellen der geringe Verbrauch an Probe,
Chemikalien und Ldsungsmitteln, die hohe Auflésung und die relativ einfache
Methodenentwicklung dar. (10) (11)

Man erhalt schlie3lich ein Elektropherogramm, eine graphische Darstellung der
Analysenergebnisse, in dem — wie in einem Chromatogramm — das Detektorsignal

gegen die Zeit aufgetragen wird.

1.4.2 Aufbau und Funktion einer Kapillarelektrophor ese-
Einheit

Bausteine einer CE-Einheit sind eine Hochspannungsquelle, eine Trennkapillare,
zwei Elektroden, zwei Puffergefal3e, ein automatischer Probengeber, ein Detektor

und ein Datenverarbeitungssystem. Die beiden Elektroden sind mit der

Fotometer-

Kapillare lampe

e Q (=] Q —
Proteine  Wanderungsrichtung

Hochspannungsquelle verbunden.

Detektor

Anode Kathode

Abbildung 8: schematischer Aufbau einer Kapillarele ktrophoreseeinheit (9)
Bildquelle: medizin.uni-koeln.de
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Die Trennkapillare wird zundchst mit Puffer gespilt und die Probe wird
aufgebracht. Anschlielend tauchen Elektroden und die Kapillare in die
Puffergefal3e ein und Spannung wird angelegt, es kommt zur Trennung der
Analyten in der Kapillare. Nach dem Trennungsvorgang wird erneut mit Puffer

gespult. (11)

Trennkapillaren

Die Kapillaren bestehen zumeist aus Quarzglas und haben einen
Innendurchmesser von 10 — 100 um. Die Lange der Kapillare kann variiert werden.
Langere Kapillaren bieten den Vorteil einer besseren Trennung, allerdings erhéhen
sich dadurch Analysezeit und Probenverbrauch.

Injektionsmadglichkeiten

Injektion mittels angelegter Spannung: Die Probenzone wandert durch die Mobilitat
im elektrischen Feld oder durch den elektroosmotischen Flul3 in die Kapillare.
Druckinjektion: Die Kapillare wird in das Probegefald getaucht und anschlielend
das gesamte Gefald unter Druck gesetzt. So wird eine Probenzone in die Kapillare
gepresst.

Vakuuminjektion: Am anderen Ende der in die Probeldsung getauchten Kapillare

wird Vakuum angelegt, die Probezone wird so in die Kapillare gesaugt. (11)

Polaritat

Unterschieden werden kann zwischen normaler und inverser Polaritat. Im Falle der
normalen Polaritét ist der Detektor auf der Kathodenseite der Kapillare angebracht.
Bei der inversen Polaritat wird anodenseitig detektiert. Dies kann auch durch

einfache Umpolung der Spannungsquelle erreicht werden. (11)

Detektionsmaoglichkeiten

Detektiert wird meist durch ein kleines Fenster in der Endzone der Kapillare. Daftr
wird die aul3ere Schutzbeschichtung der Quarzkapillare im Bereich einiger
Millimeter durch Erhitzen und anschlielendem Reinigen mit Ethanol entfernt. Zur
Detektion kommen am haufigsten UV/VIS-Detektoren (als Festwellenlangen-

Detektoren oder als Diodenarray) oder Fluoreszenzdetektoren zum Einsatz.
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Fluoreszenzdetektoren bieten den Vorteil, die relativ hohen Nachweisgrenzen der
Kapillarelektrophorese zu verbessern.

Andere Detektionsmoglichkeiten stellen Kopplungen mit anderen Analysesystemen
wie CE-MS oder CE-NMR dar. (11)

1.4.3 Kapillarzonenelektrophorese

Die Kapillarzonenelektrophorese (CZE) ist eine kontinuierliche Technik, bei der pH
und lonenstarke Uber die Trennzeit und den gesamten Trennbereich konstant
bleiben. Die Trennung der zu analysierenden Substanzen erfolgt aufgrund
unterschiedlicher Ladungsdichten (Quotient Masse/Ladung) der Analyten. Die
Migrationsgeschwindigkeit hangt von der Ladung der Molekile und vom Ausmal
des EOF ab. Ladung und EOF wiederum werden durch den pH-Wert des Puffers
beeinflusst. Je kleiner und je starker geladen ein Molekul ist, desto schneller
wandert es in der Kapillare. Grol3ere, weniger geladene Teilchen wandern
umgekehrt langsamer. Neutrale Teilchen kdnnen nicht getrennt werden, sie
wandern mit dem EOF.

Optimierung einer Trennung in der CZE kann Uber eine Variation der angelegten
Spannung, der Temperatur, Art und L&nge der Kapillare sowie Uber Art,

Konzentration und pH-Wert des Puffers erfolgen. (10)

1.5 Massenspektrometrie

Bei der Massenspektrometrie (MS) handelt es sich um ein analytisches Verfahren,
das zur ldentifizierung, Reinheitsprifung und Strukturaufklarung organischer und
anorganischer Stoffe eingesetzt werden kann.

Organische Molekiile im Dampfzustand werden zunachst ionisiert. Diese lonen
sind meist instabil und zerfallen in geladene und ungeladene Bruchstlicke
(Fragmentierung). Anschlieend werden die geladenen Bruchsticke in einem
elektrischen Feld oder Magnetfeld nach ihrer Ladung und Masse getrennt.

Man erhalt ein Massenspektrum, eine zweidimensionale graphische Darstellung

der lonenhéaufigkeit in Abhangigkeit vom Quotient Masse/Ladung (m/z). (8) (10)
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1.5.1 Aufbau und Funktion eines Massenspektrometers

Jedes Massenspektrometer benétigt ein Einlasssystem, eine lonenquelle, einen

Massenanalysator, einen Detektor und ein Datenverarbeitungssystem.

Probeneinlass

Gasformige Proben kdnnen Uber eine Schleuse mit zwei Ventilen in das System
eingebracht werden. Flissige Proben kénnen im einfachsten Fall Gber ein Septum
eingespritzt und dber Hochvakuum verdampft werden. Schwerflichtige
Flissigkeiten und feste Proben werden Uber eine beheizbare Sonde in die

lonenquelle eingebracht.

Probeneinlass
Vakuum

lonenguelle Massenanalysator

Abbildung 9: schematischer Aufbau eines Massenspekt rometers

Datensystem

lonisierungsverfahren

In der lonenquelle werden aus ungeladenen Probemolekilen lonen erzeugt.
Gasphasen kdnnen chemisch oder tber Elektronenionisierung ionisiert werden.
Verdampfung und lonisierung sind hier getrennt Prozesse.

Fur Proben, die Uber Variation von Druck und Temperatur nicht verdampft werden

kénnen, werden Desorptionsmethoden oder Sprayverfahren eingesetzt.

Die klassische lonisierungsmethode ist die Elektronen-lonisation. Die
Probenmolekile werden im Hochvakuum mit einem Elektronenstrahl beschossen.
Das entstandene Molekillion (M + e — M" + 2¢) ist instabil und zerfallt in

Fragmente (Neutralteilchen und lonen), die weiter zerfallen kdbnnen.
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Die chemische lonisierung erfolgt in zwei Schritten. Zuerst wird ein Reaktandgas
(z.B. Methan), das im Uberschuss vorliegt, durch Elektronen-lonisation ionisiert.
Danach erfolg eine schnelle Reaktion der ionisierten Reaktandgas-Molekile mit
den noch nicht ionisierten Probenmolekiilen. Dabei werden stabile lonen gebildet.

Bei den Desorptionsmethoden erfolgt die lonenbildung durch Beschuss mit

energiereichen Atomen oder Photonen.

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden ausschliel3lich Spray-Verfahren
verwendet. Die lonisation erfolgt hier unter Atmosphéarendruck. Dazu muss die

Probe in einem geeigneten Lésungsmittel geldst sein.

ESI: Electro-Spray-lonisation

Die Losung wird durch eine dinne Kapillare ein ein elektrisches Feld eingebracht
und dort zu einem feinen Tropfennebel verspriht. Aus den Flussigkeitstropfchen
werden letztlich lonen gebildet, die in den Massenanalysator weiter geleitet

werden.
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Abbildung 10: Prinzip der Electro-Spray-lonisation

Bildquelle: www.chm.bris.ac.uk
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ACPI : Atmospheric-pressure chemical ionization

Bei der ACPI wir der vernebelte Flissigkeitsstrom durch ein beheiztes Rohr
Weitergeleitet und dort verdampft. In einer Koronarentladungszone wird der
Gasstrom ionisiert. Dabei werden Losungsmittelmolekile ionisiert, die
anschlieBend als Reaktandgasionen fungieren und die Probe chemisch ionisieren.

Der Vorteil dieser Methode besteht in der Bildung stabiler lonen. (10)

Skimmers

Traresfer
capillary
/ To Mass
Spactrometer

Caorona dsacharge 1

¥E University of .
mm BRISTOL ATMOSPHERIC PRESSURE Pumsing

Abbildung 11: Prinzip der Atmospheric-pressure chem ical ionisation
Bildquelle: www.chm.bris.ac.uk

Massenanalysator

Die gebildeten lonen werden durch elektrische Felder fokussiert, beschleunigt und
im Massenanalysator nach lhren Massen getrennt. Die kinetische Energie ist dabei
von der Beschleunigungsspannung abhangig. Unterschieden werden kann
zwischen scannenden Massenanalysatoren, lonenfallen und Flugzeit-

massenspektrometern. (10)

Scannende Massenanalysatoren wie Sektorfeldgerate und Quadrupol-Massenfilter
beschleunigen lonen durch ein elektrisches Feld. Die Trennung der lonen erfolgt
schlie3lich nach steigender/ fallender Masse durch Ablenkung der lonen in einem

elektrischen oder magnetischen Feld. (12)
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lonenfallen: lonisation, lonentrennung,  und lonendetektion  erfolgen
diskontinuierlich nacheinander.

Die dampfférmige Probe wird zunachst durch einen kurzzeitigen Elektronenstrahl
ionisiert. Eine Ringelektrode halt lonen mittels eines elektrischen Feldes auf
bestimmten cyclischen Bahnen. Die lonen kénnen somit einige Zeit ,gefangen
gehalten* werden. Die Spannung der Ringelektrode wird nun kontinuierlichen
erhoht, wodurch die lonen nach ansteigenden m/z-Werten aus der lonenfalle

ausgestolRen und dem Detektor zugefuihrt werden. (12)
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Abbildung 12: Prinzip einer lonenfalle
Bildquelle: www.chm.bris.ac.uk

Flugzeitmassenspektrometer (TOF = engl.: time of flight) messen die Flugzeit, die
ein lon fur eine bestimmte Wegstrecke bendétigt. Haufig werden gepulste
lonenquellen verwendet, da die Startzeit eindeutiger bestimmbar ist. Die erzeugten
Kationen werden im elektrischen Feld beschleunigt (alle einfach geladenen
Kationen besitzen dieselbe kinetische Energie) und durchfliegen anschlielRend
einen feldfreien Raum (Flugrohr) zum Detektor. Grol3e lonen fliegen langsamer

und weisen daher eine langere Flugzeit auf. (10)
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1.6 Validierung analytischer Methoden

Ziel ist, einen dokumentierten Beweis zu erbringen, dass die erarbeitete
analytische Methode fur den vorgesehenen Verwendungszweck geeignet ist und

die im Vorfeld festgelegten Anforderungen erfullt.

Die sogenannten ICH-Guidelines (13) sehen fur die Validierung analytischer

Prozesse definierte Parameter vor:

* Richtigkeit (Accuracy)
» Prazision (Precision)
Wiederholbarkeit (Repeatability)
Tag zu Tag Prazision/ Vergleichsprazision (Intermediate Precision)
» Spezifitat (Specificity)
» Detektionsgrenze (Detection limit)
* Quantifizierungsgrenze (Quantification limit)
* Linearitat (Linearity)

« Arbeitsbereich (Range)

Weiterfiuhrend wurden fur diese Diplomarbeit auch die Messprazision und die

Methodenprazision tber die Wiederholprazision ermittelt.

Spezifitat

Spezifitat ist die Fahigkeit einer Methode, eine Substanz oder eine
Substanzklasse ohne Verfalschung durch andere in der Probe vorhandene
Komponenten zu erfassen und sie somit eindeutig zu identifizieren.” (14)

Dafur werden Analysen mit Leerwerten (Systemleerwert mit reinem Puffer und
Probeleerwerten) durchgefiihrt, um sicherzustellen, dass alle einzelnen
Systempeaks und Substanzpeaks eindeutig identifiziert sind. (14)

Fur System- und Probeleerwerte dirfen zu den zu erwartenden Retentionszeiten

fur die Probesubstanzen keine Signale messbar sein.
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Messprazision

.Messprazision ist ein Mal3 fur die Schwankungen, die durch das Analysengeréat
selbst verursacht werden*. (14)

Zur Ermittlung wird eine Probenaufarbeitung sechsfach vermessen und die
Standardabweichung s und die relative Standardabweichung RSD berechnet.

Akzeptanzkriterium: maximal 2 % relative Standardabweichung

Methodenprazision

,Die Methodenprazision ist ein Mal3 fur die Schwankungen der Ergebnisse, die
durch alle Schritte der Methode verursacht werden, z. B. Probenahme, Wiegen,
Probenvorbereitung; Extraktion, Filtration, Messung, Auswertung.” (14)

Zur Ermittlung der Methodenpréazision werden sechs unabhangige Einwaagen
analysiert und die relative Standardabweichung RSD ermittelt. Akzeptanzkriterium:

maximal 2 % Abweichung der relativen Standardabweichung.

AuRerdem wurde ein t-Test und ein F-Test im Bezug auf die Vergleichsprazision
durchgefihrt.

Der t-Test gibt Information dber die Normalverteilung der Ergebnisse
(normalverteilt ja oder nein). Der F-Test wird auch bezeichnet als ,Test auf
Varianzhomogenitat® und prift, ob die Standardabweichungen aus zwei
unterschiedlichen Messreihen vergleichbar sind und somit ob die Werte aus einer
Grundgesamtheit stammen. (14)

Linearitat

Innerhalb eines definierten Konzentrationsbereiches wird der direkt proportionale
Zusammenhang zwischen Messergebnis und der Konzentration des Analyten
Uberpruft. Dafur wird aus den Messergebnissen eine lineare Regressionsgleichung
und -gerade erstellt (y = kx + d), sowie das Bestimmtsheitsmal’ r2 errechnet. (13)

Akzeptanzkriterium: r2 kleiner 0,99.
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Arbeitsbereich

.Der Arbeitsbereich ist der Konzentrationsbereich des Analyten in der Probe mit
einem akzeptablen Maf3 an Prazision, Richtigkeit und Linearitat.” (13)

Die Ermittlung des Arbeitsbereiches deckt sich Ublicherweise mit dem
Linearitatstest und sollte sich Uber einen minimalen Konzentrationsbereich von 80
— 120 % erstrecken. (13)

Detektionsgrenze, Limit of detection (LOD)

.Kleinste nachweisbare Menge. ... Analyt vorhanden: ja oder nein?* (14)
Es werden dafir ausgehend von einer Leerprobe immer hohere Analyt-
Konzentrationen vermessen, bis ein Signal/Rausch-Verhéltnis von 3:1 ermittelt

wird.

Quantifizierungsgrenze, Limit of quantification (LO Q)

.Kleinste quantifizierbare Menge. Das ist die Menge, die mit einer vorgegebenen
Richtigkeit und Prazision quantitativ erfasst werden kann.” (14)

Es werden dafir ausgehend von einer Leerprobe werden ansteigende
Konzentrationen des Analyten oder in umgekehrter Weise mit Verdinnungen
werden immer niedrigerer Analyt-Konzentrationen vermessen, bis ein
Signal/Rausch-Verhaltnis von 10:1 ermittelt wird. (14)

Die relative Standardabweichung aus 3 wiederholten Messungen sollte noch 10 %

betragen.

Richtigkeit

Die Richtigkeit ist ein Maf fiir die Ubereinstimmung des Messwertes mit dem
wahren Wert (errechneten Wert) der Probe. Die Richtigkeit sollte tber den
gesamten Arbeitsbereich bestimmt werden. (13)

Aus den Messergebnissen werden  Wiederfindung und relative
Standardabweichung RSD berechnet.

Uberprift wird die Richtigkeit der Methode mit dem t-Test, also ob der Sollwert
(bekannter Gehalt einer Probe) mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit innerhalb
des Vertrauensbereiches (Konfidenzintervall 95 % - 105 %) des Analysen-

ergebnisses liegt. (14)
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Wiederholbarkeit (Wiederholprazision)

,Prazision ist das Maf furr die Ubereinstimmung unabhangiger Analysenergebnisse
untereinander oder einfacher ausgedriickt: das Mafd fur die Streuung von
Analysenergebnissen.” (14)

Die Messungen erfolgen dabei in kurzen Zeitabstanden. Aus den
Messergebnissen werden die Standardabweichung s und die relative

Standardabweichung RSD berechnet

Tag zu Tag Prazision (Vergleichsprazision)

Untersucht wird die Ubereinstimmung unabh&ngiger Analysenergebnisse aus
demselben Verfahren, aber aus unterschiedlichen Serien. (14)

Die Messungen erfolgen hier am darauffolgenden Tag. Aus den Messergebnissen
werden die Standardabweichung s und die relative Standardabweichung RSD
ermittelt, sowie t-Test und F-Test in Bezug auf die Methodenprazision

durchgefuhrt.

F-Test

Der F-Test pruft, ob die Standardabweichungen aus zwei unterschiedlichen
Messreihen vergleichbar sind, also ob die Werte aus einer Grundgesamtheit
stammen. Voraussetzungen: beide Datenreihen sind normalverteilt und frei von
Ausreil3ern.

Der erhaltene Wert wird mit einem Tabellenwert (F-Tabelle) verglichen und darf

diesen nicht Uberschreiten. (14)

t-Test

Mit dem t-Test geprift, ob die Werte einer Messreihe normalverteilt sind. Der
erhaltene Wert wird mit einem Tabellenwert (t-Tabelle) verglichen und darf diesen
nicht Gberschreiten. (14)

Akzeptanzkriterium: Beide Wertereihen (Messpréazision und Vergleichspréazision)
kommen aus einer Grundgesamtheit, kein signifikanter Unterschied bei t- und F-
Test.
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1.7 Literatursituation

Die Literaturrecherche zu dieser Arbeit wurde Uber zwei Datenbanken

durchgefuhrt:

« Chemical Abstracts mit Hilfe der SciFinders® (scifinder.cas.org),
American Chemical Society
« Reaxys® (www.reaxys.com),

Reed Elsevier Properties SA

Bestimmung von Gabapentin Uber HPLC nach Derivatisi erung mit

Dansylchlorid

Dansylchlorid wurde bereits in einer Studie von Krivanek et al (15) zum qualitativen
Nachweis von Gabapentin und Vigabatrin aus humanem Plasma eingesetzt.
Mercolini et al (16) fanden eine Methode um Gabapentin neben Vigabatrin und
Topiramat quantitativ aus humanem Plasma zu bestimmen.

Quantitative chemische Analysen von Gabapentin als Reinsubstanz oder aus
Tablettenmatrix Uber Derivatisierung mit Dansylchlorid sind in der Literatur bisher

noch nicht beschrieben.

Bestimmung von Gabapentin tUber HPLC nach Derivatisi erung mit

Dabsylchlorid

Die Recherche Uber den Einsatz von Dabsylchlorid zum Nachweis und zur
Bestimmung von Gabapentin Uber HPLC ergab mit den Suchbegriffen ,dabsyl“ und

.Gabapentin“ keine Treffer.
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Bestimmung Uber Kapillarelektrophorese nach Derivat isierung mit Dansyl-

oder Dabsylchlorid

Sekar et al (17) quantifizierten Gabapentin Uber indirekte Detektion, d.h. Gber
Abnahme der UV-Absorption im Vergleich zu einem dem BGE zugesetzten
Chromophor. Auf diese Weise kann ein negativer Peak registriert werden.

Direkte Vermessungen von Gabapentin nach Reaktion mit einem Chromogen
wurden in verschiedenen Studien mit unterschiedlichen Derivatisierungs-
regeanzien durchgefuhrt. Cao et al (18) etwa beschaftigt sich mit dem quantitativen
Nachweis von Gabapentin Uber Kapillarelektrophorese nach Derivatisierung mit mit
5-(4,6-Dichlorotriazinyl)-aminofluoroscescin. Verbindungen mit Vanillin, Ninhydrin
und p-Benzoquinon wurden von Abdellatef et al (19) zur Detektion von Gabapentin

eingesetzt.

Kapillarelektrophoretische Aufarbeitungen von Gabapentin-Derivaten mit Dansyl-
oder Dabsylchlorid sind bisher nicht beschrieben.
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2 SPEZIELLER TEIL

2.1 Allgemeines zur Analytik

Qualitative Analytik

Die Zuordnung der einzelnen Peaks — sowohl in HPLC-Versuchen als auch bei der
Kapillarelektrophorese — wurden durch separate Trennldufe mit Leerwerten, d.h.

Weglassen einer oder mehrerer Substanzen im Probenansatz, tberpruft.

Quantitative Analytik

Eine Quantifizierung erfolgte Uber das Flachenintegral der Peaks aus den
Chromatogrammen bzw. Elektropherogrammen.

Zur Quantifizierung der Proben wurden internen Standards (IS) in gleichbleibender
Konzentration verwendet. Dies bietet den Vorteil, Fehler des Injektionssystems
sowie aus der Vorsaulenderivatisierung (Verdunstung der L&sungsmittel) zu
vermeiden bzw. auszugleichen.

Dazu wurde der Quotient der Peakflachen zueinander nach folgender Formel
berechnet:

Peakflache Gabapentin
Peakflache des IS

Peakflachenqgotient =

Als interner Standard wurde eine nicht in der Probe enthaltene Substanz
verwendet, die entweder analog zu Gabapentin derivatisiert wurde (Aminosauren)

oder aufgrund anderer Eigenschaften zur Detektion geeignet war (Benzoesaure).
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2.2 HPLC-Bestimmung von Gabapentin nach

Derivatisierung mit Dansylchlorid

Wie bereits in der Einleitung erwéhnt ist eine Detektion von reinem Gabapentin
mittels Fluoreszenzdetektor nicht méglich. Durch Derivatisierung mit Dansylchlorid
(DNS-CI) entsteht ein Fluorophor, der bei einer Wellenlange von A= 370 nm
angeregt und bei 506 nm vermessen werden kann. Dies bietet die Mdglichkeit

eines weitaus selektiveren und empfindlicheren Nachweises fur Gabapentin.

2.2.1 Methodenentwicklung Dansylierung

2.2.1.1 Aufgaben- und Problemstellungen

Eine exakte Quantifizierung von Gabapentin wird durch die Verwendung eines
internen Standards erreicht. Als moglicher interner Standard wurden Aminosauren
mit einer Aminogruppe ausgewahlt: y-Aminobuttersdure (GABA), Valin und
Isoleucin. Im Rahmen der Methodenentwicklung zeigte sich bereits in den ersten
Vorversuchen, dass dansylierte Derivate von Gabapentin und Aminoséuren
aufgrund ihrer ahnlichen chemischen Eigenschaften Retentionszeiten innerhalb

sehr geringer Zeitintervalle aufweisen.

NH NH
0 H,C o) 0

H,C
HzNM
OH CH; OH CH, OH

(A) (B) (©)

Abbildung 13: Strukturformeln von GABA (A), Valin ( B) und Isoleucin (C)

Ziel war daher ein HPLC-System zu entwickeln, das trotz sehr kurzer Analysenzeit

eine ausreichende Trennung erzielt.
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2.2.1.2 Vorsaulenderivatisierung

Um Gabapentin, eine Aminosédure, mit Dansylchlorid umzusetzen, ist eine
Pufferung im schwach alkalischen Bereich und eine hohere Temperatur als

Raumtemperatur notig.

~
\N \N/
@] 50°C
H,N + —_—
OH
O:?:O O:?:O @)

Cl N

H

Abbildung 14: Reaktionsgleichung zur Umsetzung von Gabapentin mit Dansylchlorid

Die Methode zur Derivatisierung mit Dansylchlorid wurde von Anfang an die
Methode von Higashi et al (20) angelehnt. Die von Higashi verwendeten
Inkubationsbedingungen von 30 Minuten bei 50°C konnten unverdndert
Ubernommen werden. Auch der verwendete Phosphatpuffers pH 7,4 (PBS, siehe
Kapitel 0) hat sich fur die Derivatisierung von Gabapentin als geeignet
herausgestellt.

Herstellung eines Probenansatzes:

100 pl Gabapentin-Stammldsung
50 pl Stammldsung des internen Standards
50 pl PBS

100 pl DNS-CI-LOsung

Die Bestandteile wurden bei allen Vorversuchen in diesen Mengenverhaltnissen in
ein Reaktions-GefaR pipettiert, homogenisiert (Vortex-Genie®), und nach derselben
Methode inkubiert.
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Konzentration und Losungsmittel der zugegebenen DNS-CI-Losung mussten im
Laufe der Vorversuche noch angepasst werden. Anfangs wurden dem
Probenansatz DNS-CI-Losungen in Acetonitril mit einer Konzentration von
2 mg/ml zugegeben. Diese Konzentration hat sich als zu hoch herausgestelit.
Dansylchlorid hydrolysiert in gewissem Ausmald — beschleunigt durch die
Temperaturerh6hung wahrend des Inkubationsvorganges - zur
Dansylsulfonsaure. Dieses Hydrolyseprodukt ist wie die Dansylierungsderivate
Uber Fluoreszenz detektierbar und verursacht bei Rt ~ 1,7 ein Signal im
Chromatogramm. Jenes Signal ist jedoch mit dem in jedem Chromatogramm zu
erwartenden Injektionspeak (Rt ~ 1) Uberlagert und teilweise nur Uber eine
Verbreiterung des Injektionspeaks bei Erh6hung der DNS-CI-Zugabe zur Probe zu
erkennen.

Dies ist bei hohen DNS-CI-Konzentration (zB 2 mg/ml) stérend, da die fur die
Methodenentwicklung getesteten internen Standards Peaks kurz nach dem
Hydrolyseprodukt zeigten (GABA: Rt ~ 1,8; Valin: Rt ~ 2,4, Isoleucin: Rt ~ 2,8) und
die Signale sich zumindest teilweise Uberlagerten.

AuBBerdem hat sich die Verwendung von Acetonitril als Ldsungsmittel fur
Dansylchlorid fur das verwendete HPLC-System als ungeeignet herausgestellt. Ein
zusatzlicher, nicht naher identifizierter aber wegen Uberlagerung mit anderen
Signalen ebenfalls stérender Peak bei RT ~ 1,5 (siehe Anhang-Abb. 1), konnte
durch die Verwendung von Aceton als Losungsmittel eliminiert werden.

Als optimal erwies sich schliel3lich eine Losung von DNS-CI in Aceton mit einer

Konzentration von 0,15 mg/ml.

Die Konzentrationen der Stammlésungen von Gabapentin und internen Standards
wurden ebenfalls aufgrund der Ergebnisse der ersten Versuche angepasst.
Begonnen wurde mit einer Konzentration von 2,5 mg/ml Gabapentin. Spater wurde
die Konzentration an die Ergebnisse der ersten Versuche verschiedener HPLC-
Methoden modifiziert und fir die weiteren Vorversuche auf 25 pg/ml reduziert. Die
Konzentration der getesteten internen Standards betrug bei allen Vorversuchen 5 -
25 pg/ml. Alle Einwaagen und Konzentrationsangaben sind im Kapitel 3.4 genauer
beschrieben.



44 |

2.2.1.3Versuche mit GABA als interner Standard

Prinzipiell wurde mit reversed-phase-Systemen gearbeitet. Die Versuche erfolgten
mit verschiedenen Eluentensystemen, Saulentemperaturen, Flussraten, Saulen

und internen Standards.

Als interner Standard wurde zunachst y-Aminobuttersdure (GABA) gewéhlt. GABA
ist als Teilstruktur in Gabapentin enthalten. Bei beiden Substanzen wird die

primare Aminogruppe daher gleichermal3en mit Dansylchlorid reagieren.

Als Probelésung wurden dafur Aufarbeitungen von Gabapentin-Stammldsungen
und GABA-Stammldsungen (Kapitel 3.4) oder, wenn notig, Verdinnungen aus

diesen Stammlésungen verwendet.

Zunachst wurde eine Trennung auf einer Saule ODS Hypersil®, 150 x 4 mm, 5 um,
mit verschiedenen Eluentengemischen und mit unterschiedlichen Flussraten

(jeweils mit 1,0 ml/min; 1,2 ml/min; 1,5 ml/min) untersucht.

Eluent Zusammensetzung

MeOH /CH3COOH1% |75/25%

MeOH /CH3COOH1% |70/30 %

MeOH /CH3COOH1% |65/35%

MeOH /CH3COOH 1% |60/40 %

MeOH /CH3COOH 1% |75/25% |eingestellt auf pH 6,5 (NaOH)

| T|O| 0O |®|>

MeOH / H,0 75125 %

Alle Versuche wurden bei einer Saulentemperatur von 30°C, isokratisch, und mit

einem Injektionsvolumen von 20 pl durchgefihrt.

Mit keinem dieser Laufmittel konnte mit isokratischer Elution eine
zufriedenstellende Trennung zwischen Dansylsulfonsdure und GABA erzielt

werden.
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Abbildung 15: Chromatogramm, ODS Hypersil®, Eluent A

Um die Retentionszeit von GABA zu erhéhen wurden Versuche mit
Elutionsgradienten durchgefiihrt. Dabei wurde zu Beginn der Laufzeit mit einem
geringeren Methanolanteil eluiert und die Lipophilie wahrend der Laufzeit durch

vermehrten Methanolanteil erhdht:

Eluent C, Steigerung von 10 % auf 25 % Methanolanteil innerhalb von 3 Minuten

Eluent D, Steigerung von 10 % auf 25 % Methanolanteil innerhalb von 3 Minuten

Eluent D, Steigerung von 10 % auf 50 % Methanolanteil innerhalb von 3 Minuten

Eluent D, Steigerung von 10 % auf 75 % Methanolanteil innerhalb von 3 Minuten

Eluent D, Steigerung von 10 % auf 100 % Methanolanteil innerhalb von 3 Min.
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Gabapentin: ¢ = 25,31 pg/ml (Stammldsung 2)
GABA: ¢ = 25,28 pg/ml (Stammldésung G2)

Die verringerte Lipophilie des Eluenten verbesserte die Trennleistung zwar,
allerdings immer noch nicht zufriedenstellend. AuRerdem musste die Analysezeit

verlangert werden und die Signale wurden breiter und tailten stérker.

Daher wurden die weiteren Versuche mit isokratischer Elution durchgefuhrt.

Getestet wurden nun unterschiedliche Saulen.

Es wurden 3 Saulentypen gewahlt, die sich in Dimension und Saulenfillung

unterschieden:

Bezeichnung | ange x Durchmesser  Partikelgrof3e
BDS Hypersil® C18 150 x 4 mm 5 pm
ODS Hypersil® C18 125 x 4 mm 5 pm
Chromolith® Performance RP-18e 100 x 4,6mm 5um
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Die folgenden Abbildungen zeigen die verschiedenen Trennergebnisse an den
3 unterschiedlichen Saulen: die beste Trennung ist mit der ODS Hypersil®-Saule
zu erzielen (Abbildung 17), wahrend sich das GABA-Signal bei der BDS Hypersil®-
Saule teilweise (Abbildung 18) und bei der monolithische S&aule Chromolith®
Performance fast vollstéandig (Abbildung 19) mit dem Sulfonséure-Peak Uberlagert.

Alle drei Versuche wurden mit Eluent A und einer Flussrate von 1,2 ml/min

durchgefuhrt.
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Abbildung 17: Trennung auf Saule ODS Hypersil ~ ©
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Abbildung 18: Trennung auf Saule BDS Hypersil ®
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Abbildung 19: Trennung auf Saule Chlormolith perfor mance ®

Gabapentin: ¢ = 25,05 pg/ml (Stammlésung 1)
GABA: ¢ = 25,20 pg/ml (Stammldésung G1)

Volts

Volts
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Die Saule ODS Hypersil® und Eluent A lieferten die besten Trennergebnisse,

weshalb dieses System fur die nachsten Versuche verwendet wurde.

Um die Trennleistung dieser Kombination zu verbessern wurde die bisherige

Methode mit unterschiedlichen Saulentemperaturen und Flussraten getestet.

Volts

Saulen - FluRrate

temperatur

30°C 1,0 mi/min

30°C 1,2 mi/min

32°C 1,2 mi/min

26°C 1,0 mi/min

26°C 1,2 mi/min

26°C 1,5 mi/min
0.251 £ +0.25

2
S
0.20- 8 L0.20
<
m
0.154 R L0.15
0.10 -0.10
0.05 -0.05
0.00+———~ | ' 10.00
0 T 2 3 4 5 6
Minutes

Abbildung 20: Saulentemeratur 32°C, Flussrate 1,2ml

/min

Volts

Die besten Ergebnisse waren bei 26°C und einer Flussrate von 1,2 ml/min. zu

erzielen:
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Abbildung 21: Saulentemperatur 26°C, Flussrate 1,2  ml/min

Gabapentin: ¢ = 25,05 pg/ml (Stammldsung 1)
GABA: ¢ = 25,20 pg/ml (Stammldésung G1)

2.2.1.4Versuche mit L-Isoleucin und L-Valin als in  terner Standard

GABA als interner Standard weist in den bisher getesteten Systemen und
Methoden Retentionszeiten von etwa 1,5 bis 1,9 Minuten auf. Eine
Basislinientrennung zum Sulfonsaurepeak war daher nicht moglich.

Fir Isoleucin und Valin waren aufgrund ihres héheren Molekulargewichts spatere

Retentionszeiten zu erwarten.

Die bisher optimierten System-Parameter wurden fiir die neuen Versuche
beibehalten: ODS Hypersil®, 26°C, Eluent A, Flussrate 1,2 ml/min, isokratische
Elution, Injektionsvolumen 20 ul. Auch die Probenaufarbeitung und Inkubation

erfolgte genau gleich.
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Abbildung 22: Valin als interner Standard
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Abbildung 23: Isoleucin als interner Standard
Gabapentin: ¢ = 25,05 pg/ml (Stammlésung 1)
Valin: ¢ = 19,98 pg/ml (Stammlésung V1)

Isoleucin:

¢ =19,96 pg/ml (Stammldsung 11)

Volts

Volts
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Die Versuche zeigten, dass Isoleucin sich am besten als interner Standard fur das
entwickelte HPLC-System eignet. Das Signal fur Isoleucin ist vom
Dansylsulfonsaure-Peak komplett getrennt und auch zu Gabapentin konnte eine
fur qualitative Zwecke sehr zufriedenstellender Trennung festgestellt werden.

2.2.2 Endgultige Methode

Herstellung eines Probenansatzes, Vorsaulenderivati  sierung:

Menge Konzentration
100 pl Gabapentin 25,00 pg/mi
50 pl Isoleucin 20,00 pg/mi
100 pl DNS-CI 0,15 mg/ml
50 pl PBS 25,00 pg/mi

Inkubation bei 50°C fir 30 Minuten.

HPLC-System

Séaule ODS Hypersil® C18, 125 x 4 mm, 5 pm
Saulentemperatur 26°C

Mobile Phase (Eluent) 75 % MeOH / 25% CH3COOH (1 %)
Elution isokratisch

Flussrate 1,2 ml/min

Injektionsvolumen 20 pl

Detektion Fluoreszenz, A = ex 370 nm / em 506 nm
Laufzeit 6 min
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2.2.3 Ergebnisse Validierung Dansylierung

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden die in Kapitel 0 naher beschriebenen
Validierungsparameter zur Uberpriifung der entwickelten Methode herangezogen.
Der jeweils angegebene Peakflachenquotient bezieht sich auf die Verhaltnisse der
Peakflachen der Gabapentin-Stammlésung und der Isoleucin-Stammlésung und
wird als Grundlage fur die Vergleichbarkeit der Daten zur Berechnung
herangezogen (siehe Kapitel2.1).

Die Gabapentin-Stammlosungen wurden durch Einwaagen von 80,00 mg
Gabapentin und anschlieBendem Ldsen in 100,0 ml Wasser hergestellt. Die
einzelnen Einwaagen fur die Gabapentin-Stammldsungen sind im Kapitel 3.4
angefihrt.

Die Isoleucin-Stammlésung 11 wurde fur den gesamten Validierungsvorgang und
alle Proben verwendet: EW = 20,18 mg, in 100 ml Wasser gel6st, entspricht einem
Gehalt von 20,18 pg/ml.

Die Probenaufarbeitungen erfolgten nach der in Kapitel 2.2.2 beschriebenen
Dansylierungsmethode. Die Angabe ,Gehalt* bezieht sich jeweils auf die

Gabapentin-Konzentration der Probeldsung bezieht

Spezifitat
Um die Spezifitat der entwickelten Methode beurteilen zu kdnnen, wurden die
Ergebnisse der Messung einer Probe mit verschiedenen Leerwerten verglichen.

Die Inkubation erfolgte fur Probe und alle Leerwerte gleich.

Systemleerwert: 300 ul PBS

Probeleerwert 1: 200 pul PBS + 100 pl DNS-CI-Stammlésung
Probeleerwert 2: 200 pl PBS + 100 pl Gabapentin-Stammldsung 3
Probeleerwert 3: 200 pl PBS + 100 pl Isoleucin-Stammldésung

Probe: Gabapentin-Stammlésung 3: 1:1 verdinnt

Akzeptanzkriterien: Keine Signale fir den Systemleerwert und die Probeleerwerte.
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Gehalt Peakflache Peakflache Peakflachen-
Probe [mg/mi] Gabapentin Isoleucin guotient
Systemleerwert 0 0 0 0
Probeleerwert 1 0 0 0 0
Probeleerwert 2 40,01 2814920 0 0
Probeleerwert 3 0 0 1230031 0
Probe 40,01 2806663 1210353 2,319

Der Parameter Spezifitat entspricht den Anforderungen.

Messprazision
Zur

1:1-Verdinnung der Gabapentin-Stammlésung 3 sechsmal injiziert. Aus den

Bestimmung der Messpréazision wurde eine Probenaufarbeitung einer
gemessenen Daten wurden der Mittelwert, die Standardabweichung und die
relative Standardabweichung ermittelt. Akzeptanzkriterien: maximal 2 % relative

Standardabweichung der Korrelationsfaktoren.

Gehalt Peakflache Peakflache Quotient Gehalt berech  net
[ng/mi] Gabapentin Isoleucin d} Peakflachen [ng/mi]
40,01 2904062 1244213 2334 40:18
40,01 2853695 1230030 2,320 39,95
40,01 2836858 1225388 2,315 39,86
40,01 2825079 1221364 2,313 39,83
40,01 2814919 1216039 2,315 39,86
40,01 2806663 1210353 2,319 39,93
Mittelwert 2,316 39,88
Standardabweichung 0,003 0,050
RSD (in %) 0,127 0,125

Der erste Wert dieser Messreihe wurde gemal Dixon-Test (Berechnung siehe
Kapitel 4.2) als Ausreil3er definiert. Die starke Abweichung dieses Wertes konnte
durch einen Fehler im Injektionssystem der HPLC-Anlage erklart werden, da die

Anlage in verschiedenen Versuchen des Ofteren Abweichungen im ersten
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Messwert einer Versuchsreihe zeigte. Die Akzeptanzkriterien des Parameters

Messprazision (max. 2% relative Standardabweichung) werden erfuillt.

Methodenprazision
Die Uberprifung der Methodenprazision wird durch den Parameter

Wiederholbarkeit abgedeckt und entspricht den Kriterien.

Linearitat

Zur Uberprifung der Linearitit wurde die Gabapentin-Stammlosung 3
entsprechend verdinnt um einen Konzentrationsbereich von 200 % bis 20 %
abzudecken. Die Probeldsungen wurden nach Aufarbeitung je dreimal injiziert. Die
hochste Konzentration lag bei somit 80,02 upg/ml, die niedrigste bei
8,002 pg/ml.

Gehalt Peakflache Peakflache Peakflachen-
[ng/ml] Gabapentin Isoleucin guotient
200%
80,02 5186662 1100792 4,712
80,02 5181166 1094644 4,733
80,02 5181174 1095004 4,732
160%
64,016 4144844 1125939 3,681
64,016 4144536 1124320 3,686
64,016 4149256 1126596 3,683
100%
40,01 2825079 1221364 2,313
40,01 2814919 1216039 2,315
40,01 2806663 1210353 2,319
40%
16,004 990838 1098532 0,902
16,004 991844 1098741 0,903
16,004 990726 1097440 0,903
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Gehalt Peakflache Peakflache Peakflachen-
[mg/ml] Gabapentin Isoleucin guotient
20%
8,002 543777 1175284 0,463
8,002 543332 1171177 0,464
8,002 543580 1174177 0,463

Aus den Messergebnissen wurden mit Hilfe des Programms Microsoft Excel 2007®
mittels linearer Regressionsanalyse eine Geradengleichung erstellt sowie der
Korrelationskoeffizient und das Bestimmtheitsmal3 errechnet. Akzeptanzkriterium:

Der Korrelationskoeffizient darf nicht < 0,99 betragen.

90

Bestimmtheitsmald 0,9996
Korrelationskoeffizient 0,9998
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Das Akzeptanzkriterium (Korrelationskoeffizient < 0,99) wurde erfuillt.

Arbeitsbereich

Der Parameter Arbeitsbereich wird mit dem Punkt Linearitat abgedeckt.
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Detektionsgrenze, Nachweisgrenze
Als Nachweisgrenze wurde eine Konzentration von 3 pg/ml der Gabapentin-
Probeldsung ermittelt (entspricht einer Gesamtkonzentration von ¢ = 1 pg/ml im
Probenansatz). Unterhalb dieser Konzentration zeigt das Chromatogramm kein
Signal mehr. Definitionsgemalf’ soll fir die Bestimmung der Detektionsgrenze ein
Signal/Rausch-Verhaltnis von 3:1 ermittelt werden. Da der Fluoreszenz-Detektor
eine Basislinie ohne Rauschen zeigt, ist ein Signal/Rausch-Verhaltnis nicht
ermittelbar (siehe
Anhang-Abb. 2: HPLC - Messung zu LOD der Dansylieru  ngsmethode ).
Fur die Messungen wurde Stammldsung 6 jeweils mit Wasser verdiinnt, die

Verdinnungen einzeln aufgearbeitet und analysiert.

Quantifizierungsgrenze

Auch hier konnte das Signal-Rauschen-Verhaltnis aufgrund der glatten Basislinie
nicht ermittelt werden. Die hoéchste Konzentration Gabapentin, die flr diesen
Versuch vermessen wurde betrug 5 pg/ml (entspricht einer Gesamtkonzentration
von ¢ = 1,667 pug/ml im Probenansatz).

Diese Konzentration befindet sich allerdings aul3erhalb des als linear definierten

Bereiches.

Richtigkeit

Die Richtigkeit wurde Uberprift, indem aus 3 Einwaagen Verdinnungen einer
Konzentration von 120 %, 100% und 80% hergestellt, aufgearbeitet und je dreimal
injiziert wurden.

Aus den Messergebnissen wurden  Wiederfindung und relative
Standardabweichung berechnet. Akzeptanzkriterien: Wiederfindung zwischen 95
% und 105 %, relative Standardabweichung Kkleiner als 2 %, relative
Standardabweichung alle Werte maximal 5 %.

Die Messungen erfolgten aus Verdinnungen der Gabapentin-Stammiésungen

3,4,5 und deren Verdinnungen.
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Gehalt | Peakflache | Peakflache | Peakflachen- Quotient Gehalt
[ug/ml] |Gabapentin Isoleucin quotient normalisiert %

160%
63,98 5514991 1429632 3,858 0,06030 103,3 %
63,98 5426208 1417395 3,828 0,05984 102,5 %
63,98 5338939 1412890 3,779 0,05906 101,2 %
63,17 3938911 1124632 3,502 0,05545 95,0 %
63,17 3935372 1123272 3,503 0,05546 95,1 %
63,17 3929117 1121992 3,502 0,05544 95,0 %
64,02 4144844 1125939 3,681 0,05750 98,5 %
64,02 4144536 1124320 3,686 0,05758 98,7 %
64,02 4149256 1126596 3,683 0,05753 98,6 %

100%
39,99 3136451 1356204 2,313 0,05784 99,6 %
39,99 3140058 1360536 2,308 0,05772 99,4 %
39,99 3146010 1361402 2,311 0,05779 99,5 %
39,48 3092396 1341686 2,305 0,05838 100,5 %
39,48 3092080 1342190 2,304 0,05835 100,5 %
39,48 3092899 1343345 2,302 0,05832 100,4 %
40,01 2801764 1206547 2,322 0,05804 99,9 %
40,01 2790639 1202633 2,320 0,05800 99,9 %
40,01 2796835 1203128 2,325 0,05810 100,0 %

40%
15,99 1070145 1152075 0,929 0,05808 102,0 %
15,99 1072785 1153926 0,930 0,05813 102,1 %
15,99 1072005 1154929 0,928 0,05803 101,9 %
15,79 1373021 1477818 0,929 0,05883 103,3 %
15,79 1373224 1475776 0,931 0,05892 103,5 %
15,79 1367853 1473575 0,928 0,05878 103,2 %
16,00 990838 1098532 0,902 0,05636 99,1 %
16,00 991844 1098741 0,903 0,05641 99,2 %
16,00 990726 1097440 0,903 0,05641 99,2 %
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Wiederfindung (Min.) 95,02 %
Wiederfindung (Max.) 103,5 %
RSD in % (80%) 3,2685
RSD in % (100%) 0,4290
RSD in % (120%) 1,8841
RSD in % (alle Werte) 2,1291

Die Ergebnisse entsprechen den Akzeptanzkriterien.

Wiederholbarkeit (Wiederholprazision)

Die Messungen zur Ermittlung der Wiederholprézision erfolgten aus je drei
aufeinanderfolgenden Injektionen sechs verschiedener Einwaagen: 1:1-
Verdinnungen der Gabapentin-Stammlésungen 3 — 8.

Aus den Messergebnissen  wurden die Standardabweichung, die relative
Standardabweichung berechnet. Akzeptanzkriterium: relative Standardabweichung

Uber alle Werte: maximal 5 %

Gehalt Peakflache | Peakflache RPeakflachen- Gehalt berechnet
[ng/mi] Gabapentin Isoleucin quotient [ng/ml]
40,01 2825079 1221364 2,313
40,01 2814919 1216039 2,315
40,01 2806663 1210353 2,319 39,93
39,99 3136451 1356204 2,313
39,49 3140058 1360536 2,308
39,49 3146010 1361402 2,311 39,79
39,48 3092396 1341686 2,305
39,48 3092080 1342190 2,304
39,48 3092899 1343345 2,302 39,65
40,06 3187570 1358054 2,347
40,06 3195895 1356887 2,355
40,06 3194320 1356230 2,355 40,54
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Gehalt Peakflache | Peakflache Peakflachen- Gehalt berechnet

[ug/mil] Gabapentin Isoleucin guotient [mg/mi]

40,22 2818551 1202352 2,344

40,22 2823837 1203616 2,346

40,22 2817217 1202892 2,342 40,32

40,18 2864311 1227088 2,334

40,18 2863410 1227229 2,333

40,18 2862795 1228277 2,331 40,13
Mittelwert (pg/ml) 40,06
Vertrauensbereich (Min.) 39,70
Vertrauensbereich (Max.) 40,41
Standardabweichung 0,3374
RSD (in %) 0,8422

Die Ergebnisse entsprechen den Anforderungen.

Tag zu Tag Préazision/ Vergleichsprazision

Die Messungen erfolgten einen Tag spater als die Messungen der

Wiederholpréazision aus Proben der Stammlésung 8. Aus den Messergebnissen

wurden erneut die Standardabweichung und die relative Standardabweichung

berechnet.
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Gehalt Peakflache |Peakflache Peakflachen- Gehaltbe rechnet
[ng/mi] Gabapentin | Isoleucin guotient [ng/mil]
40,18 2864311 1227088 2,334 40,19
40,18 2863410 1227229 2,333 40,17
40,18 2862795 1228277 2,331 40,13
40,18 2863717 1227593 2,333 40,16
40,18 2858906 1227926 2,328 40,08
40,18 2861782 1228386 2,330 40,11
MW (ug/ml) 2,331 40,14
Standardabweichung 0,0023 0,0391
RSD (in %) 0,0988 0,0975
t-Test (Messprazision) 0,007
t-Test (Vergleichsprazision) 2,190
F-Test 0,033

Akzeptanzkriterium: Beide Wertereihen kommen aus einer Grundeinheit. Kein

signifikanter Unterschied zwischen t-Test und F-Test.

Die t-Test entsprechen den Akzeptanzkriterien. Auch der F-Test entspricht den
Anforderungen, seine Berechnung und Bewertung ist allerdings nicht zulassig, da

ein Messergebnis des Parameters Messprézision als Ausreil3er definiert wurde.

Zusammenfassung

Die entwickelte Methode entspricht in allen Validierungsparametern den im Vorfeld
festgelegten Akzeptanzkriterien. Die Methode eignet sich daher zur quantitativen
Bestimmung von Gabapentin tber einen Konzentrationsbereich von etwa 8 pg/ml

bis 80 pg/ml.
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2.2.4 Massenspektrometrische Uberprifung

Im Rahmen der Vorversuche wurde der Erfolg der Derivatisierung von Gabapentin

mit Dansylchlorid mittels Massenspektrometrie Gberpruft.

Probenvorbereitung:
100 pl Gabapentin-Stammldsung (80 pg/ml)
50 pl DNS-CI-L6sung (0,15 mg/ml)
150 pl PBS
Inkubation: 50°C, 30 Min.

Messungen nach lonisierungen mit ESI zeigten, dass dieses lonisierungsverfahren
fur Dansyl-Gabapentin nicht geeignet ist, da das entstehende Molekilion

offensichtlich zu instabil ist. Daher erfolgte lonisierung der Probe erfolgte mittels

APCI.
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Abbildung 24: Massenspektrum von dansyliertem Gabap entin

Das Massenspektrum zeigt deutlich den Molekilionen-Peak (M*) des
Derivatisierungsproduktes bei m/z 405,13 (MG 404,53).
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2.2.5 Quantifizierung von Gabapentin aus Tabletten -

Dansylierung

Es wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Methode entwickelt, um Gabapentin nach
Derivatisierung mit Dansylchlorid Giber HPLC quantifizieren zu kénnen. Nun sollte
Uberpruft werden, ob die Methode auch zur Gehaltsbestimmung von Gabapentin

aus pharmazeutischen Zubereitungen geeeignet ist.

Das Europaische Arzneibuch (21) sieht in der Monographie fur Gabapentin eine
Gehaltsbestimmung mittels HPLC durch Ermittlung eines Referenzwertes (100%)
und Berechnung des entsprechenden Prozentgehaltes der Untersuchungslésung
vor.

Als Referenzlosung diente eine Stammldsung von Reinsubstanz Gabapentin mit
einer Konzentration von 40,30 pg/ml (entsprechend ~ 100% in der

Linearitatsprafung).

Zur Analyse wurden Gabapentin-Filmtabletten zu 800 mg der Firma Ratiopharm
herangezogen. (Charge, Tablettengewicht sowie Tablettenspezifizierung siehe
Kapitel 3.5)

Die Tabletten wurden mit einem Mdrser handisch zerkleinert und verrieben.
Anschliel3end wurde ein Aliquot von 50,00 mg eingewogen, zu 100,0 ml in Wasser
gelést und fur 10 Minuten ins Ultraschallbad gestellt. Einige Milliliter der so
erhaltenen triiben Lésung/ Suspension wurden durch 0,45 pum-Spritzenaufsatzfilter
filtriert und das Filtrat anschlieRend 1:10 mit Wasser verdinnt. Die verdinnte
Losung enthalt somit etwa 35,79 pg Gabapentin/ ml. Diese Konzentration
entspricht etwa einem 90%-Wert der Linearitatsprifung und liegt somit genau im

definierten Arbeitsbereich (siehe Kapitel 2.2.3).
Das durchschnittliche Gewicht einer Tablette betrdgt 1,1176 g und enthalt laut
Herstellerangabe 800 mg Wirkstoff. Einwaagen von 50,00 mg der Tablettenmatrix

enthalten daher theoretisch 35,79 mg Gabapentin.

Gehalt der Isoleucin-Stammldsung fur alle Werte: 20,30 pg/ml (Stammldsung 12)
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Ermittlung des Referenzwertes:

Probe Gabapentin Peakflache | Peakflache | Peakflachen-
Einwaage [mg] | Gabapentin Isoleucin quotient
Referenz 40,30 3053417 | 1453672 2,100
Referenz 40,30 3048938 | 1451131 2,101
Referenz 40,30 3047166 | 1450313 2,101
Mittelwert 2,101

Messergebnisse der einzelnen Tabletten:

Probe Thl-Matrix Peakfliche | Peakfliche | Peakflichen-| GBP-Gehalt | GBP-Gehalt Wiederf.
Einwaage [mg] | Gabapentin | Isoleucin quotient | laut EW [ug] | berechnet [pg] %

Tablette 1 50,86 2029660 | 1083443 1,873 36,41 35,94 98,71 %
Tablette 1 50,86 2024376 | 1098956 1,842 36,41 35,34 97,07 %
Tablette 1 50,86 2021139 | 1101446 1,835 36,41 35,20 96,69 %
Tablette 2 50,06 2588813 | 1384953 1,869 35,84 35,86 100,07 %
Tablette 2 50,06 2560382 | 1392974 1,838 35,84 35,26 98,40 %
Tablette 2 50,06 2556085 | 1389654 1,839 35,84 35,29 98,47 %
Tablette 3 49,83 2645313 | 1464173 1,807 35,67 34,66 97,17 %
Tablette 3 49,82 2640727 | 1456969 1,812 35,66 34,77 97,50 %
Tablette 3 49,82 2633977 | 1454141 1,811 35,66 34,75 97,44 %
Mittelwert 97,98 %
Standardabweichung 1,00
relative Standardabweichung (in %) 1,03

Die Versuche zeigen, dass die entwickelte Methode geeignet ist, um Gabapentin

aus pharmazeutischen Zubereitungen nachzuweisen. Die durchschnittlich um etwa

2 % vom tatséchlichen Gehalt abweichende Wiederfindung kann moglicherweise

mit der Tatsache erklart werden, dass Dansylchlorid auch in geringem Ausmalfd mit

Hydroxylguppen reagieren kann. Diese sind in den zur Analyse verwendeten

Filmtabletten aufgrund der als Hilfsstoffe verwendeten Cellulosen und Carrageen

zahlreich vorhanden.
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Im Allgemeinen ist vor einer Quantifizierung von Gabapentin aus Zubereitungen
auf mogliche andere enthaltene und Hilfsstoffe zu achten, die mit Dansylchlorid
eine Verbindung eingehen konnten. Im Fall von Gelatinekapseln etwa durfte nur
der Kapselinhalt analysiert werden, da Dansylchlorid mit den Aminogruppen des

Gelatineproteins reagieren wurde.
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2.3 HPLC-Bestimmung von Gabapentin nach

Derivatisierung mit Dabsylchlorid

2.3.1 Methodenentwicklung Dabsylierung

2.3.1.1 Vorsaulenderivatisierung

Eine Methode zur Derivatisierung von Gabapentin mit Dabsylchlorid ist bisher nicht
bekannt gewesen. Allerdings sind wie schon eingangs erwdhnt verschiedene
Methoden zur Dabsylierung von Aminosauren beschrieben.

Diese Methoden variieren hauptsachlich in der Wahl des Puffers, Konzentration
und Losungsmittel des Dabsylchlorid-Reagens, in der Zusammensetzung des
Probenansatzes und der Inkubationszeit. Durchwegs wurde aber in allen

einbezogenen Studien eine Inkubationstemperatur von etwa 70°C eingehalten.

In der Literatur werden verschiedene Puffer flr Derivatisierungsreaktionen mit
Dabsylchlorid beschrieben. Romero et al (22) beispielsweise verwendeten
Natriumcarbonat-Puffer. Aus der internen Arbeitsgruppen war bekannt, dass sich
ein 100 mM Tetraboratpuffer (pH 9,4) fur Reaktionen mit Memantin eignet.
Allerdings stellte sich in den ersten HPLC-Laufen heraus, dass dieser Puffer fiir die
Gabapentin-Versuche ungeeignet ist: es konnte keine ausreichende Trennung

erzielt werden.

Gao et al (23) verwendeten zur Dabsyl-Derivatisierung von Fluoxetin und
Norfluoxetin einen 100 mM Boratpuffer, pH 8,0. Die Inkubationszeit betrug in
dieser Studie lediglich 3 Minuten. Wie zu erwarten war, konnte nach 3 Minuten
Inkubation zwar ein Signal fur dabsyliertes Gabapentin-Derivat registriert werden,
Vergleichsversuche zeigten aber, dass Umsetzung zu diesem Zeitpunkt noch nicht
quantitativ erfolgt war und das Signal nach 10 bzw. 30 Minuten Inkubationszeit

weitaus deutlicher und grof3er zu detektieren war.

Die Konzentration an Gabapentin und internem Standard war in den ersten

Vorversuchen mit etwa 0,1 mM zu gering. Bei Inkubationsversuchen mit
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Stammlésungen einer zehnfachen Konzentrationen (~ 1 mM) entstand nach
einigen Minuten ein Niederschlag (vermutlich aus dem Derivatisierungsprodukt),
der sich zunachst durch Homogenisation und weiteres Erhitzen der Probe teilweise
wieder l6sen lasst, jedoch spatestens beim AbklUhlen erneut ausfallt.

Daher wurde der Probenansatz nach 20 Minuten Inkubation mit einer Dilution
Solution, bestehend aus 50 % Methanol, 25 % Ethanol und 25 % Wasser, versetzt
und fur weitere 10 Minuten inkubiert. Wahrend des Inkubationsprozesses wurde
die Probe aufRerdem nach 5 und nach 15 Minuten homogenisiert. Dadurch lief3

sich eine klare Probelésung ohne weiteren Niederschlag generieren.

\N/ \N/
@) 0
_N 70°C _N
H,N + N > N
OH
Cl N
H

Die eingesetzte Reagenslosung enthielt 2 mg Dabsychlorid geldst in Acetonitril.



68 |

2.3.1.2 HPLC-System und interne Standards

Die meisten in der Literatur beschriebenen HPLC-Systeme basierten auf
Gradientenelution in variabler Zusammensetzung. (6) (24) (22) Um das System
aber mdoglichst einfach zu halten, sollte unter isokratischen Bedingungen eluiert
werden. Gao et al (18) eluierten isokratisch mit einem Gemisch aus 740 mi
Acetonitril und 260 ml Trifluoressigsaure (0,1%). Innerhalb der Arbeitsgruppe
konnte schon in anderen Versuchen mit Dabsyl-Derivaten mit einer mobilen Phase
aus 75 % Acetonitril und 25 % Essigsaure (1%) gute Trennungen erzielt werden.

Daher wurde dieses Elutionsmittel verwendet.

Bis auf die Anderung der mobilen Phase wund eine Erhéhung
Saulenofentemperatur auf 30°C wurden die HPLC-Bedingungen aus der zuvor in
Kapitel 2.2.2 beschriebenen Trennmethode flr Dansylierungsderivate

Ubernommen.

Wie auch schon bei den Versuchen zur Quantifizierung von Dansyl-Derivaten von
Gabapentin wurde mit drei verschiedenen internen Standards experimentiert:
GABA, L-Valin und L-Isoleucin.

GABA stellte sich als interner Standard als vollig ungeeignet heraus, da das Signal
seines Derivatisierungsproduktes dieselbe Retentionszeit aufwies wie ein ein nicht
naher identifizierter Peak (,unknown®, siehe Abbildung 24: Massenspektrum von
dansyliertem Gabapentin) bei Rt ~ 1,5. Dieser Peak zeigte auch in einem
Systemleerwert mit 500 p Boratpuffer, 100 pl Dabsylchlorid-Reagens und 600 pl

Dilution Solution.

L-Valin zeigte erwartungsgemal eine spatere Retentionszeit, eine vollstandige
Trennung zum Signal des unbekannten Peaks war aber nicht gegeben (siehe
Abbildung 25). Es kam daher nur die Verwendung von L-Isoleucin in Frage,
dessen Signal eine Basislinientrennung zu allen anderen Peaks zeigte (Abbildung
27 + Abbildung 28).
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Abbildung 27: Chromatogramm - Dabsylierung, Interne r Standard Isoleucin
Gabapentin: ¢ = 34,24 pg/ml (Stammlésung 10)
Valin: ¢ = 11,70 pg/ml (Stammldsung V2)
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Abbildung 28: Chromatogramm — Dabsylierung, Gabapen tin + Isoleucin

Gabapentin: ¢ =342,4 pg/ml (Stammlésung 10)

Isoleucin: ¢ =131,3 pg/ml (Stammldsung 13)
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Herstellung eines Probenansatzes, Vorsaulenderivati  sierung:

Menge Konzentration
100 pl Gabapentin 200 pg/mi
100 pl Isoleucin 100 pg/ml
100 pl DABS-CI 2 mg/ml

300 pl Borat-Puffer 200 mM (pH 8,0)

600 pl Dilution Solution

Inkubation bei 70°C fir 30 Minuten. Homogenisation nach 5 und weiteren

15 Minuten, Zugabe der Dilution Solution nach 20 Minuten.

HPLC-System

Saule

ODS Hypersil® C18, 125 x 4 mm, 5 pm

Séaulentemperatur

30°C

Mobile Phase (Eluent)

75 % Acetonitril / 25 % CH3COOH (1 %)

Elution isokratisch
Flussrate 1,2 ml/min
Injektionsvolumen 20 pl
Detektion A =450 nm
Laufzeit 6 min
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2.3.3 Ergebnisse Validierung Dabsylierung

Zur Validierung der Dansylierungsmethode wurden dieselben Parameter und
Berechnungen herangezogen wie zur Validierung der Dansylierungsmethode.

Die Gabapentin-Stammlésungen wurden durch Einwaagen von 20,00 mg
Gabapentin und anschlieBendem Lésen in 50,0 ml Wasser hergestellt. Die
Einwaagen fur die Gabapentin-Stammldsungen sind im Kapitel 3.4 angefuhrt.

Die Isoleucin-Stammldésung 14 wurde fur den gesamten Validierungsvorgang und
alle Proben verwendet: EW = 10,16 mg, in 100 ml Wasser geldst. Das entspricht
einem Gehalt von 101,6 pg/ml.

Die Probenaufarbeitungen erfolgten nach der in Kapitel 2.3.2 beschriebenen

Methode zur Derivatisierung von Gabapentin mit Dabsylchlorid.

Spezifitat
Um die Spezifitdit der entwickelten Methode beurteilen zu kdnnen, wurden die
Ergebnisse einer Messung einer nach der tblichen Methode aufbereiteten Probe

mit verschiedenen Leerwerten verglichen:

Systemleerwert: 600 pl Boratpuffer

Probeleerwert 1: 500 ul Boratpuffer + 100 pl DABS-CI-Stammlésung
Probeleerwert 2: 500 ul Boratpuffer + 100 pl Gabapentin-Stammlésung
Probeleerwert 3: 500 pl Boratpuffer + 100 pl Isoleucin-Stammldsung

Probe: Gabapentin-Stammlosung 11:  1:1 verdunnt
Gehalt GBP |Peakflache Peakflache Peakflachen-

Probe [ng/mil] Sabapentin Isoleucin guotient
Systemleerwert |0 0 0 0
Probeleerwert1 |0 0 0 0
Probeleerwert 2 |200,9 1554125 0 0
Probeleerwert3 |0 0 1053031 0

Probe 200,9 1554064 1051321 1,478

Akzeptanzkriterien: Keine Signale flr den Systemleerwert und die Probeleerwerte.

Der Parameter Spezifitat entspricht den Anforderungen.
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Messprazision

Zur Bestimmung der Messpréazision wurde eine Probenaufarbeitung einer 1:1-
Verdinnung der Gabapentin-Stammlosung 11 sechsmal injiziert. Aus den
gemessenen Daten wurden der Mittelwert, die Standardabweichung und die
relative Standardabweichung ermittelt. Akzeptanzkriterien: maximal 2 % relative

Standardabweichung der Korrelationsfaktoren.

Gehalt Peakflache Peakflache Peakflachen- Gehalt be rechnet
[ng/ml] Gabapentin Isoleucin quotient [ng/ml]
200,9 1554064 1051321 1,478 197,5
200,9 1553353 1051024 1,478 197,5
200,9 1554127 1051671 1,478 197,4
200,9 1555905 1052686 1,478 197,5
200,9 1554913 1052371 1,478 197,4
200,9 1555424 1053029 1,477 197,4
Mittelwert 1,478 197,4
Standardabweichung 0,0004 0,054
RSD (in %) 0,027 0,027

Die vorgegebenen Akzeptanzkriterien wurden somit erfullt.

Methodenprazision
Die Uberprifung der Methodenprazision wird durch den Parameter

Wiederholbarkeit abgedeckt und entspricht den Kriterien.

Linearitat

Zur Uberprifung der Linearitit wurde die Gabapentin-Stammlosung 11
entsprechend verdinnt um einen Konzentrationsbereich von 200 % bis 20 %
abzudecken. Die Probeldsungen wurden nach Aufarbeitung je dreimal injiziert. Die

hochste Konzentration lag bei somit 401,8 pug/ml, die niedrigste bei 40,18 pg/ml.
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Gehalt Peakflache Peakflache Quotient
[ug/mil] Gabapentin Isoleucin d. Peakflachen
200%
401,8 2765764 921030 3,003
401,8 2771667 922310 3,005
401,8 2776313 924527 3,003
120%
2411 1881989 1047285 1,797
2411 1887257 1050099 1,797
2411 1888007 1050833 1,797
100%
200,9 1554064 1051321 1,478
200,9 1553353 1051024 1,478
200,9 1554127 1051671 1,478
80%
160,7 1267157 1024170 1,237
160,7 1270925 1027074 1,237
160,7 1272107 1028147 1,237
20%
40,18 355458 1182028 0,301
40,18 355936 1180629 0,301
40,18 355117 1181760 0,300

Aus den Messergebnissen wurden mit Hilfe des Programms Microsoft Excel 2007®
mittels linearer Regressionsanalyse eine Geradengleichung erstellt sowie der
Korrelationskoeffizient und das Bestimmtheitsmal3 errechnet. Akzeptanzkriterium:

Der Korrelationskoeffizient darf nicht < 0,99 betragen.
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Das Akzeptanzkriterium (Korrelationskoeffizient < 0,99) entspricht den

Anforderungen.

Arbeitsbereich

Der Parameter Arbeitsbereich wird mit dem Punkt Linearitat abgedeckt.

Detektionsgrenze, Nachweisgrenze
Als Nachweisgrenze wurde eine Konzentration von 0,4 pg/ ml ermittelt. Bei dieser
Konzentration betragt das Signal/Rausch-Verhdaltnis 3:1. Dazu wurde Stamm-
I6sung 14 in mehreren Schritten mit Wasser verdunnt, die Verdinnungen einzeln
aufgearbeitet und analysiert. (siehe Anhang-Abb. 3: HPLC - Messung zu LOD der
Dabsylierungsmethode (0,1 pg/ml))

Quantifizierungsgrenze
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Definitionsgemald soll fir die Bestimmung der Quantifizierungsgrenze ein
Signal/Rausch-Verhaltnis von 10:1 ermittelt werden. Dieses Verhaltnis konnte in
analoger Arbeitsweise fir eine Konzentration der Probelésung von etwa 0,1 pg/ml
ermittelt werden.

Eine Quantifizierung der Probe ist in diesem Konzentrationsbereich allerdings nicht
mehr moglich, da der Peak fir den Internen Standard (Isoleucin) den Gabapentin-
Peak durch Tailing teilweise Uberlagert (siehe Fehler! Verweisquelle konnte
nicht gefunden werden. ). Eine Konzentration von 0,1ug/ml entspricht etwa 0,05
% der fur die Methode entwickelten Arbeitskonzentration und somit weit aul3erhalb

des mit 20 bis 200 % definierten Arbeitsbereichs.

Richtigkeit

Die Richtigkeit wurde Uberprift, indem aus drei Einwaagen Verdinnungen einer
Konzentration von 120 %, 100% und 80% hergestellt, aufgearbeitet und je dreimal
injiziert wurden.

Die Messungen erfolgten aus Verdinnungen der Gabapentin-Stammlésungen 11,

12, 13 und deren Verdinnungen.

Aus den Messergebnissen wurden  Wiederfindung und relative
Standardabweichung berechnet.
Akzeptanzkriterien: Wiederfindung zwischen 95 % wund 105 %, relative

Standardabweichung Kleiner als 2 %, relative Standardabweichung alle Werte

maximal 5 %.

Gehalt | Peakflache | Peakflache Peakflachen- Quotient Gehalt
[ug/ml] | Gabapentin Isoleucin quotient normalisiert %
120%

239,9 1910906 1063408 1,797 0,007491 100,2 %
239,9 1912354 1064509 1,796 0,007489 100,1 %
239,9 1913278 1064242 1,798 0,007495 100,2 %
238,6 1850061 1046623 1,768 0,007410 99,1 %
238,6 1855864 1049858 1,768 0,007410 99,1 %
238,6 1860454 1052248 1,768 0,007411 99,1 %
2411 1881989 1047285 1,797 0,007454 99,7 %
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241,1 1887257 1050099 1,797 0,007455 99,7 %
241,1 1888007 1050833 1,797 0,007453 99,7 %
Gehalt | Peakflache | Peakflache Reakflachen- Quotient Gehalt
[ug/ml] | Gabapentin Isoleucin guotient normalisiert %
100%
199,9 1581530 1046240 1,512 0,007562 101,0 %
199,9 1583326 1047356 1,512 0,007562 101,1 %
199,9 1583593 1046673 1,513 0,007569 101,1 %
198,8 1564216 1048353 1,492 0,007505 100,3 %
198,8 1563398 1047169 1,493 0,007510 100,3 %
198,8 1565356 1048765 1,493 0,007508 100,3 %
200,9 1554064 1051321 1,478 0,007358 98,3 %
200,9 1553353 1051024 1,478 0,007357 98,3 %
200,9 1554127 1051671 1,478 0,007356 98,3 %
80%
159,9 1512191 1277395 1,184 0,007403 98,8 %
159,9 1511799 1276540 1,184 0,007406 98,8 %
159,9 1512392 1278513 1,183 0,007397 98,7 %
159,0 1529857 1284487 1,191 0,007489 99,9 %
159,0 1269718 1066401 1,191 0,007487 99,9 %
159,0 1529065 1283527 1,191 0,007491 100,0 %
160,7 1267157 1024170 1,237 0,007698 102,8 %
160,7 1270925 1027074 1,237 0,007699 102,8 %
160,7 1272107 1028147 1,237 0,007698 102,8 %
Wiederfindung (Min.) 98,3 %
Wiederfindung (Max.) 102,8 %
RSD in % (80%) 0,473
RSD in % (100%) 1,244
RSD in % (120%) 1,756
RSD in % (alle Werte) 1,303

Alle Kriterien entsprechen.
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Wiederholbarkeit (Wiederholprazision)

Die Messungen zur Ermittlung der Wiederholpréazision erfolgten aus je drei

aufeinanderfolgenden

Injektionen

sechs

verschiedener

1:1 - Verdinnungen der Gabapentin-Stammlosungen 11 - 16.

Aus den Messergebnissen

wurden die Standardabweichung,

Einwaagen:

relative

Standardabweichung berechnet. Akzeptanzkriterium: relative Standardabweichung

Uber alle Werte: maximal 5 %

Gehalt Peakflache Peakflache Peakflachen- Quotient Gehalt
[ug/ml] | Gabapentin Isoleucin guotient normalisiert %
200,9 1554064 1051321 1,478 0,007358 98,3 %
200,9 1553353 1051024 1,478 0,007357 98,3 %
200,9 1554127 1051671 1,478 0,007356 98,3 %
199,9 1581530 1046240 1,512 0,007562 | 101,0%
199,9 1583326 1047356 1,512 0,007562 | 101,1%
199,9 1583593 1046673 1,513 0,007569 | 101,1%
198,8 1564216 1048353 1,492 0,007505 | 100,3 %
198,8 1563398 1047169 1,493 0,007510 | 100,3%
198,8 1565356 1048765 1,493 0,007508 | 100,3 %
201,4 1552285 1051326 1,477 0,007331 98,0 %
201,4 1552239 1050424 1,478 0,007337 98,0 %
201,4 1554337 1051617 1,478 0,007339 98,1 %
199,2 1590825 1112673 1,430 0,007177 95,9 %
199,2 1589510 1110890 1,431 0,007183 96,0 %
199,2 1587969 1108725 1,432 0,007190 96,1 %
197,0 1509342 1038329 1,454 0,007379 98,6 %
197,0 1508560 1035360 1,457 0,007396 98,8 %
197,0 1508381 1035140 1,457 0,007397 98,8 %
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Mittelwert (Gehalt berechnet) 98,79 %
Standardabweichung 1,7017
1,7235

relative Standardabweichung (in %)

Die Ergebnisse entsprechen den Anforderungen.

Tag zu Tag Prazision/ Vergleichsprazision
Die Messungen erfolgten einen Tag spater als die Messungen der
Wiederholprazision aus Proben der Stammldsung 16. Aus den Messergebnissen

wurden erneut die Standardabweichung und die relative Standardabweichung

berechnet.
Gehalt Peakflache Peakflache Peakflachen - | Gehalt berechnet
[ng/mi] Gabapentin Isoleucin quotient [ng/mil]
197,0 1808369 1251272 1,445 193,1
197,0 1804071 1249275 1,444 193,0
197,0 1807638 1251216 1,445 193,0
197,0 1808249 1250832 1,446 1931
197,0 1807410 1251034 1,445 193,0
197,0 1807739 1251904 1,444 192,9
Mittelwert (pg/ml) 1,444 193,0
Standardabweichung 0,0006 0,0853
RSD (in %) 0,0440 0,0442
t-Test (Methodenprazision) 158,0
t-Test (Vergleichspréazision) 114,6
F-Test 0,3948

Akzeptanzkriterium: Beide Wertereihen kommen aus einer Grundeinheit. Kein

signifikanter Unterschied zwischen t-Test und F-Test.
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t-Test von Methodenpréazision und Vergleichsprazision entsprechen nicht den
gestellten Anforderungen. Die hohen Werte ergeben sich aus der jeweils sehr
geringen Standardabweichung, die fur die Messwerte ermittelt wurde, und deuten
somit statistisch auf einen systematischen Fehler hin. Da der berechnete Gehalt
aber einer Wiederfindung von durchschnittlich 98 % entspricht — ein Ergebnis das
mit dem der erfolgreich validierten Dansylierungsmethode vergleichbar ist — ist
dieser statistische Parameter fur die Eignung Methode nicht aussagekraftig, die
Ergebnisse liegen deutlich im Konfidenzintervall von 95 % - 105 %.

Der F-Test entspricht den Anforderungen. Die Messwerte entstammen einer

Grundgesamtheit.

2.3.4 Massenspektrometrische Uberprifung

Im Rahmen der Vorversuche wurde der Erfolg der Derivatisierung von Gabapentin

mit Dabsylchlorid mittels Massenspektrometrie Gberpruft.
Probenvorbereitung:

100 pl Gabapentin-Stammldésung (400 pg/ml)
100 pl DABS-CI-Ldsung (2 mg/ml)
300 pl Boratpuffer

Inkubation: 70°C, 30 Min.; Homogenisierung nach 5 und weiteren 15 Minuten,

Zugabe der Dilution Solution nach gesamt 20 Minuten.

Das Massenspektrum (lonisierung mittels ESI) zeigt den Molekiilionen-Peak (M")
des Derivatisierungsproduktes bei m/z 459,33 (MG 458,58). Der Peak m/z 481,13
zeigt das entsprechende Natriumsalz.

Der Peak m/z 224,07 lasst sich wahrscheinlich durch Fragmentierung der
lonisierungsproduktes der ESI-Technik erklaren. Chen et al (6) (25) beschreiben
m/z 224 als ,das Hauptfragment flr die meisten Dabsylchlorid derivatisierten

Aminosauren”.
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Abbildung 29: Massenspektrum von dabsyliertem Gabap entin

2.3.5 Quantifizierung von Gabapentin aus Tabletten uber

Dabsylierung

Die Prufung zur Eignung der Methode zur Quantifizierung von Gabapentin aus
Tabletten wurde in analoger Weise zur Uberpriifung der Dansylierungsmethode
ahnlich der Arzneibuchmethode durchgefihrt (Kapitel 2.2.5).

Als Referenzlosung diente eine Stammldsung von Reinsubstanz Gabapentin mit
einer Konzentration von 198,80 pg/ml (Stammlésung 13, entsprechend einem

100%-Wert in der Linearitatsprufung).

Die wurden Gabapentin-Filmtabletten zu 800 mg der Firma Ratiopharm (siehe
Kapitel 3.5) wurden mit einem Morser handisch zerkleinert und verrieben.
Anschliel3end wurde ein Aliquot von 50,00 mg der Tablettenmatrix eingewogen, zu
100,0 ml in Wasser gelost und fir 10 Minuten ins Ultraschallbad gestellt. Einige

Milliliter der so erhaltenen triben LoOsung/ Suspension wurden durch
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0,45 um-Spritzenaufsatzfilter filtriert und das Filtrat anschlieRend 1:1 mit Wasser
verdunnt. Die verdinnte Losung enthélt somit etwa 180 ug Gabapentin/ml. Diese
Konzentration entspricht cirka einem 90%-Wert der Linearitatsprufung und liegt
daher genau im definierten Arbeitsbereich.

Gehalt der Isoleucin-Stammldsung fur alle Werte: 101,6 pg/ml (Stammlésung 14)

Ermittlung des Referenzwertes:

Probe Gabapentin Peakflache Peakflache Peakflachen-
Gehalt [mg/ml] Gabapentin Isoleucin quotient
Referenz 198,80 1564216 1048353 1,492
Referenz 198,80 1563398 1047169 1,493
Referenz 198,80 1565356 1048765 1,493
Mittelwert 1,493

Messergebnisse der einzelnen Tabletten:

Probe Thl-Matrix Peakflache Peakflache  Peakflachen- GBP-Gehalt GBP-Gehalt Wiederf.
Einwaage [mg] | Gabapentin Isoleucin quotient laut EW [ug] berechne  t[ug] %

Tablette 4 49,86 664223 497752 1,334 178,46 177,74 99,60 %
Tablette 4 49,86 1510448 1131422 1,335 178,46 177,82 99,64 %
Tablette 4 49,86 1509515 1129741 1,336 178,46 177,97 99,73 %
Tablette 5 50,62 1429914 1073837 1,332 181,18 177,36 97,89 %
Tablette 5 50,62 1430035 1072339 1,334 181,18 177,63 98,04 %
Tablette 5 50,62 1431868 1073703 1,334 181,18 177,63 98,04 %
Tablette 6 50,38 1033286 762980 1,354 180,32 180,38 100,0 %
Tablette 6 50,38 1034356 764799 1,352 180,32 180,14 99,90 %
Tablette 6 50,38 1033811 764207 1,353 180,32 180,19 99,92 %
Mittelwert 99,46 %
Standardabweichung 0,87
relative Standardabweichung (in %) 0,88

Die Messergebnisse zeigen, dass die entwickelte Methode geeignet ist, um
Gabapentin nach Derivatisierung mit Dabsylchlorid aus pharmazeutischen
Zubereitungen nachzuweisen. Wie bereits zur Dansylierungsmethode in Kapitel
2.2.5 beschrieben, ist vor einer Analyse auf die chemischen Eigenschaften der

Hilfsstoffe der jeweiligen Zubereitung zu achten.
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2.4 Kapillarelektrophoretische-Bestimmung
von Gabapentin nach Derivatisierung mit

Dansylchlorid und Dabsylchlorid

2.4.1 Methodenentwicklung

Als interner Standard kamen zu n&chst die bereits fur die HPLC-Methoden
verwendeten Aminosauren y-Aminobuttersdure, Valin und Isoleucin in Frage. Die
ersten Vorversuche zeigten, dass Isoleucin davon am besten geeignet war, sowohl

fur dansyl-derivatisietes, als auch fur dabsyliertes Gabapentin.

Alle Versuche wurden wurden auf einem Kapillarelektrophoresegerat von
Beckmann Coulter (P/ACE System MDQ) durchgefihrt. Als Kapillaren wurden
aulRen Polyimid beschichtete Quarzkapillaren der Firma Polymicron Technologies
mit einem Aufl3endurchmesser von 365 pm und einem Innendurchmesser von
50 pum verwendet.

Als Laufpuffer (BGE = Background Electrolyte) wurde, angelehnt an Lachmann et
al (26), ein 50 mM Natriumtetraborat-Puffer (pH 8,5) eingesetzt. Die Puffergefal3e
der Kapillarelektrophorese wurden taglich neu beflllt, um eine zu starke
Aufkonzentration des Puffers durch Verdunstung, die eine Anderung in der
Migrationsgeschwindigkeit der Substanzen verursacht, zu verhindern.

Die nachstehenden kapillarelektrophoretischen Parameter wurden aufgrund
langjahriger Erfahrungen innerhalb der Arbeitsgruppe mit diesem Gerat vor Beginn
der Versuche gewahlt. Diese Parameter stellten sich als absolut geeignet heraus

und konnten ohne Anderung fur alle Versuche beibehalten werden:

Kapillarlange 50 cm
Kihlungstemperatur Kapillare 20°C
Kihlungstemperatur Probengefalie 20°C
Spannung (Trennung) 25 kV
Injektion 0,5 PSI, 5 Sek
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Die Zusammensetzung und Konzentration fir die Derivatisierung wurden zunachst
unverandert aus den fir die HPLC entwickelten Methoden tGbernommen. Es zeigte
sich aber, dass der Gehalt beider Analyten viel zu gering war.

Aul3erdem stellte sich die Verwendung von Aceton als Losungsmittel fir DNS-CI
als ungeeignet heraus: Probegefal3e in der Kapillarelektrophorese sind technisch
bedingt nicht dicht verschlossen. Kapillare und Elektrode missen von oben
eintauchen koénnen. Aceton ist zu fluchtig und verdampft innerhalb weniger
Stunden aus den Probegefal3en. Dies fihrt zunachst zu einer Erhohung der
Konzentration  der  Lésung und  schlieBlich  zum  Ausfallen  der

Derivatisierungsprodukte.

Verschiedene Versuche zur Erh6hung der Konzentration brachten nur kleine

Erfolge im Bezug auf eine VergréRerung der Peakflachen:

Im Falle der Dabsylierungsmethode war die Konzentrationserhbhung der
Gabapentin- und Isoleucin-Losung beschrankt durch die Léslichkeit von DABS-CI
in Acetonitril. Bereits bei einem Gehalt von 2 mg pro ml Acetonitril ist bei
Raumtemperatur das Ldslichkeitsprodukt von Dabsylchlorid tGberschritten und die
Losung gesattigt. Die Zugabe eines grofieren Volumens an Reagenslésung ist
auch nicht zielfuhrend, da dies die Konzentration der Analyten in der Probe nur

wieder verdinnen wurde.

Bei der Dansylierungsmethode bestand noch Spielraum flr weitere
Konzentrationserndhungen. Peakflache und effektive Konzentration der Losungen

standen aber in keiner Relation zueinander.

Die Elektropherogramme von Dansylierungs- und Dabsylierungsmethode
unterschieden sich kaum voneinander: die Derivate beider Reagenzien wiesen
etwa dieselbe Migrationsgeschwindigkeit auf. Abbildung 30 zeigt stellvertretend fir

beide Methoden das Trennergebnis mit Isoleucin als interner Standard.
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Abbildung 30: Elektropherogramm von dansyliertem Ga bapentin und Isoleucin

Die Proben wurden hierflir bei verschiedenen Wellenlangen im nahen UV-Bereich

vermessen. Die besten Detektionsergebnisse wurden bei 200 nm erzielt.

Fluoreszenz-Detektion ware freilich erste Wahl fur Dansylierungsderivate. Die zur
Verfiigung stehende Kapillarelektrophorese-Anlage verfiigte Uber einen UV-
Detektor und einen Diode-Array-Detektor, jedoch keinen Fluoreszenz-Detektor.

Die Verwendung des Diode-Array-Detektors ware naheliegend um Dabsyl-Derivate
im VIS-Bereich, beispielsweise bei 450 nm wie in der HPLC, vermessen zu
konnen. Allerdings bendtigen Diode-Array-Detektoren grol3ere Detektionsfenster.
Bei der bisher erreichten Trennung der Peaks fiur Gabapentin und Isoleucin ist der
Einsatz dieses Detektors jedoch nicht moéglich, da die beiden Substanzen fast

zeitgleich das grol3ere Fenster durchwandern wirden.

Durch Anderung der kapillarelektrophoretischen Bedingungen wie Senkung der
Spannung sowie Anderung des pH-Wertes des Puffers konnte eine getrennte
Vermessung von dabsyliertem Gabapentin und Isoleucin moglicherweise doch
noch erreicht werden. Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurde jedoch die

Verwendung des UV-Detektors beibehalten.
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Es sollte daher ein anderer interner Standard gefunden werden, der unter

gegebenen Bedingungen geeignet war.

2.4.2 Benzoesaure als interner Standard

Die Vermessung im UV-Bereich bietet den Vorteill, dass Aromaten wie
Benzoesaure bei diesen Wellenlangen erfassbar sind. Lachmann et al setzten
Benzoesaure erfolgreich als internen Standard zum quantitativen Nachweis von
Diclofenac ein. (26) (27)

COOH

Abbildung 31: Strukturformel von Benzoeséaure

Fur die Versuche wurde ein 40 mM Natriumcarbonat-Puffer mit einem Zusatz von

1% Benzoeséaure hergestellt, der mit 2N HCI auf pH 9,5 eingestellt wurde.

Die volumenmallige Zusammensetzung eines Probenansatzes erfolgte fir beide
Reagenzien, Dansylchlorid und Dabsylchlorid gleich. Lediglich die Konzentration
der Reagenslésungen und die Inkubationsmethode erfolgten auf unterschiedliche

Weise.

Probenvorbereitung:

50 pl Gabapentin-Stammlésung werden mit 100 pl Pufferlosung samt internem
Standard und 250 pl der jeweiligen Reagens-Losung versetzt, homogenisiert und

inkubiert.

Fur Dansylierungen erfolgte die Inkubation bei 50° fir 30 min. Dabsylierungen
erfolgten bei 70°C fur gesamt 30 Minuten, wobei nach 5 und weiteren 15 Minuten

erneut homogenisiert wurde.
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Mit dieser Methode konnte eine Trennung von Gabapentin-Derivaten beider
Reagenzien erzielt werden. Die etwas langsamere Migrationsgeschwindigkeit von
Benzoesaure musste lediglich die Laufzeit der Methode auf 16 Minuten verlangert
werden, alle anderen bisher verwendeten kapillarelektrophoretischen Parameter

konnten beibehalten werden.
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2.4.3 Optimierung der Methoden

Wie bereits erwahnt stellt die Verdunstung der Losungsmittel aus den
Probegefallen wahrend Trennungsvorgangen ein grol3es Problem dar. Vor allem in
groReren Versuchsreihen, bei denen mehrere Proben gleichzeitig vorbereitet
werden, um sie dann nacheinander testen zu kdénnen, wurde diese Problematik

festgestellt.

Um eine zu starke Aufkonzentration und eventuelles Ausfallen im Probegefald
wahrend der Lagerung im Autosampler zu vermeiden, wurden die Dbereits
vorgefertigten Proben erst unmittelbar vor deren Analysierung eingeftllt und
maximal drei Testlaufe oder Wiederholungen lang (gesamt etwa 1 Stunde)

verwendet.

2.4.4 Endgultige Methoden

Die volumenmalflige Zusammensetzung eines Probenansatzes erfolgte flr beide
Reagenzien gleich. Lediglich die Konzentration der Reagenslosungen und die

Inkubationsmethode erfolgten auf unterschiedliche Weise.

Probenvorbereitung:

50 pl Gabapentin-Stammloésung (500 pg/ml)
100 pl Pufferlosung (enthalt 1S)
250 pl Reagens-Losung
DNS-CI 5mg/ml in MeCN DABS-CL 2mg/ml in MeCN
Inkubation: Inkubation:
30 min bei 50°C 30 min bei 70°C
Homogenisierung nach 5 und 15 min
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CE-System

Kapillarlange 50 cm
Kapillarinnendurchmesser 50 um
Kihlungstemperatur Kapillare 20°C
Kihlungstemperatur Probengefalie 20°C

Laufpuffer

50 mM Na-Tetraboratpuffer (pH8,5)

Spannung (Trennung)

25 kV

Injektion

0,5 psi, 5 kek

Detektion

A =200 nm, 4Hz

2.4.5 Kalibration Dansylierungsmethode

Wie in Kapitel 2.4.1 und Kapitel 2.4.2 beschrieben konnten zwei unterschiedliche
Methoden entwickelt werden, um Dansyl-derivatisiertes Gabapentin neben einem
internen Standard zu detektieren und eindeutig zu identifizieren. Die Methode ist
daher (auch und vor allem ohne die Verwendung eines internen Standards)
durchaus zum qualitativen Nachweis von Gabapentin geeignet.

Jedoch sind die bisher erreichten Ergebnisse flr quantitative Analsen nicht
ausreichend. Es konnte kein linearer Zusammenhang zwischen Konzentration und

Peakflachen gefunden werden.

Da sogar aufeinanderfolgende Messungen derselben Probe (Messprazision) voéllig
unterschiedliche Werte in Bezug auf den Peakflachenquotienten (Kapitel 2.1)
ergaben, erscheint die Detektion Uber UV-Absorption fur Dansylderivate von
Gabapentin ungeeignet.

In einer weiterfihrenden Arbeit kénnte die Methode unter Verwendung von
Isoleucin als internem Standard in Verbindung mit Fluoreszenz-Detektion aber

maoglicherweise erfolgreich weiterentwickelt werden.
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2.4.6 Kalibration Dabsylierungsmethode

Zur Kalibration der in Kapitel 2.4.3 beschriebenen Methode zur Quantifizierung von
Gabapentin Uber Kapillarelektrophorese nach Derivatisierung mit Dabsylchlorid
wurde eine Verdinnungsreihe einer Losung der Reinsubstanz (EW = 49,97 mg,
geldst in 10 ml Wasser) hergestellt.

Die Verdinnungen wurden einzeln aufgearbeitet. Jede Probe wurde erst direkt vor
Start des Trennungsvorganges in das Probengefal3 gefillt und anschliel3end
dreimal vermessen.

Als interner Standard diente Benzoesaure (1% gelost im BGE).

Gehalt Peakflache Peakflache Peakflachen-
[mg/ml] Gabapentin Benzoesaure guotient
1002,6 93885 44075 2,130
1002,6 186247 90273 2,063
1002,6 252701 120807 2,092
802,1 41596 24925 1,669
802,1 93980 57236 1,642
802,1 131852 84580 1,559
501,3 37509 34164 1,098
501,3 53104 49912 1,064
501,3 68734 66767 1,029
200,5 9360 21333 0,439
200,5 22356 57044 0,392
200,5 36344 97643 0,372
100,3 6677 39589 0,169
100,3 3166 18724 0,169
100,3 11237 58898 0,191
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Abbildung 34: Kalibrationsgerade Dabsylierung CE

Aus den Messergebnissen wurden mit Hilfe des Programms Microsoft Excel 2007®
mittels linearer Regressionsanalyse eine Geradengleichung und der

Korrelationskoeffizient berechnet.

Der Korrelationskoeffizient der Kalibration betragt 0,997 und entspricht somit den
Anforderungen einer Linearitatsprifung (Akzeptanzkriterium < 0,99).

Die Messwerte der Kalibration zeigten, dass die Methode innerhalb von einem
Konzentrationsbereich von etwa 0,58 mM bis 5,8 mM lineare Ergebnisse zeigt. Bei
hoheren Konzentrationen als 1 mg/ml konnte festgestellt werden, dass keine

Linearitat mehr vorliegt.
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2.4.7 Quantifizierung von Gabapentin aus Tabletten
uber CE

Zur Analyse wurden Gabapentin-Filmtabletten zu 800 mg der Firma Ratiopharm
herangezogen. (Charge, Tablettengewicht sowie Tablettenspezifizierung siehe
Kapitel 3.5)

Die Tabletten wurden verrieben, anschlie3end wurde ein Aliquot von 50,00 mg
eingewogen, zu 100,0 ml in Wasser geldst und fur 10 Minuten ins Ultraschallbad
gestellt. Einige Milliliter der so erhaltenen triben L&sung/ Suspension wurden
durch 0,45 um-Spritzenaufsatzfilter filtriert.

Das durchschnittliche Gewicht einer Tablette betrdgt 1,1176 g und enthalt laut
Herstellerangabe 800 mg Wirkstoff. Einwaagen von 50,00 mg der Tablettenmatrix
enthalten daher theoretisch 35,79 mg Gabapentin. Das Filtrat enthalt somit etwa
359,7 mg Gabapentin. Diese Konzentration befindet sich im linearen Bereich der

zuvor durchgefuhrten Kalibration.

Das Europaische Arzneibuch (21) sieht in der Monographie fiir Gabapentin eine
Gehaltsbestimmung mittels HPLC durch Ermittlung eines Referenzwertes (100%)
und Berechnung des entsprechenden Prozentgehaltes der Untersuchungslosung
vor.

Als Referenzlosung diente eine Stammldsung von Reinsubstanz Gabapentin mit

einer Konzentration von 501,3 pg/ml.

Jede Probe wurde dreimal vermessen. Sowohl die Referenzwerte als auch die
Proben der Untersuchungslésungen wurden jeweils erst direkt vor deren Analysen
in die ProbegefalRe gefullt. Fur die Versuche zu jeder Tablette wurden neue

Vermessungen der Referenzlésung durchgefihrt.
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Probe Gabapentin Peakflache |Peakflache Heakflachen-
Gehalt [pug/ml] Gabapentin  Benzoesaure quotient
Referenz 503,8 21953 23925 0,918
Referenz 503,8 27022 30853 0,876
Referenz 503,8 23789 27141 0,876
Referenzwert A (MW) 0,890
Messergebnisse der Filmtablette A
Tablette | Tablettenmatrix |Peakflache Peakflache Peak flachen- | GBP-Gehalt | berechneter | Wiederf.
Einwaage [mg] |Gabapentin Benzoesaure quotient Matrix [ug] Gehalt [pg] %
A 50,86 18050 26754 0,6747 364,1 359,8 98,83 %
A 50,86 13684 20001 0,6842 364,1 364,9 100,22 %
A 50,86 12932 18957 0,6822 364,1 363,8 99,93 %
Mittelwert 99,66 %
Standardabweichung 0,73
relative Standardabweichung 0,74
Ermittlung des Referenzwertes B
Probe Gabapentin Peakflache  |Peakflache Heakflachen -
Gehalt [ug/ml] Gabapentin  Benzoesaure quotient
Referenz 503,80 21953 23925 0,918
Referenz 503,80 27022 30853 0,876
Referenz 503,80 23789 27141 0,876
Referenzwert B (MW) 0,890
Messergebnisse der Filmtablette B
Tablette | Tablettenmatrix |Peakflache Peakflache Peak flachen- | GBP-Gehalt | berechneter | Wiederf.
Einwaage [mg] |Gabapentin Benzoeséure quotient Matrix [ug] Gehalt [ug] %
B 50,06 21368 33664 0,635 358,35 359,32 100,27 %
B 50,06 26473 41720 0,635 358,35 359,21 100,24 %
B 50,06 24217 38385 0,631 358,35 357,14 99,66 %
Mittelwert 100,06 %
Standardabweichung 0,34
relative Standardabweichung 0,34
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Ermittlung des Referenzwertes C

Probe Gabapentin Peakflache |Peakflache Heakflachen-
Gehalt [pg/ml] Gabapentin  Benzoesaure quotient
Referenz 503,80 19099 20712 0,922
Referenz 503,80 28187 25445 1,108
Referenz 503,80 37111 43113 0,861
Referenzwert C (MW) 0,964
Messergebnisse der Filmtablette C
Tablette | Tablettenmatrix |Peakflache Peakflache Peak flachen- | GBP-Gehalt | berechneter | Wiederf.
Einwaage [mg] |Gabapentin Benzoesaure quotient Matrix [ug] Gehalt [ug] %
C 49,83 19992 29574 0,676 356,71 353,45 99,09 %
C 49,83 31059 46581 0,667 356,71 348,63 97,73 %
C 49,83 33592 50467 0,666 356,71 348,02 97,57 %
Mittelwert 98,13 %
Standardabweichung 0,83
0,85

relative Standardabweichung

Die Ergebnisse zeigen, dass die entwickelte kapillarelektrophoretische Methode

zum quantitativen

Nachweis von

Dabsylchlorid geeignet ist.

Gabapentin

nach Derivatisierung mit

Zu achten ist darauf, dass die Ermittlung des Referenzwertes jeweils direkt vor

Vermessung der Probel6sung erfolgt, da Abweichungen in den Messergebnissen

durch Verdunstung von Losungsmittel — sowohl in der Probe als auch in der

Referenzlésung — dadurch vermieden werden kénnen.
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3 EXPERIMENTELLER TEIL

3.1 Gerate und Arbeitsmaterial

HPLC-Anlage

Shimadzu LC20 Prominence

Diode-Array-Detektor: Shimadzu SPD-M20A
Fluoreszenz-Detektor: Merck Hitachi L-7480

Saulen:

BDS Hypersil® C18, 150 x 4 mm, 5 pm

ODS Hypersil® C18, 125 x 4 mm,5 pm

Chromolith® Performance RP-18e, 100 x 4,6mm, 5 pm

Kapillarelektrophorese

Beckmann Coulter P/ACE System MDQ
mit UV-Detektor + Diode-Array-Detektor
Instument control: 32 Karat®
Kapillaren : Hersteller Polymicron Technologies
auf3en Polyimid-beschichtet
Aulendurchmesser 365 um

Innendurchmesser 50 um

Massenspektrometer

Finnigan LCQ Deca
Pumpe: Shimadzu LC-10AT

Analysenwaage

Sartorius ISO 9001
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Ultraschallbad

Branson 5200

Trockenschrank

Heraeus UT6060

Vortexer

Vortex-Genie, Scientific Industries INC

pH-Meter

inoLab pH 720

Pipetten

Eppendorf Reference: 50-200 pl, 200-1000 pl

Spritzenaufsatzfilter

Sartorius Minisart RC 25%, 0,45 pm
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3.2 HPLC-Parameter

Mobile Phasen Vorversuche

Eluent |Zusammensetzung

MeOH / CH3COOH 1 % 75125 %

MeOH / CH3COOH 1 % 70/30 %

MeOH / CH3COOH 1 % 65/35%

MeOH / CH3COOH 1 % 60 /40 %

MeOH / CH3;COOH 1 % 75125 % eingestellt auf pH 6,5 (NaOH)

| M|o|lO|®| >

MeOH / H,0 751/25%

Versuche zur Gradientenelution

Eluent C, Steigerung von 10 % auf 25 % innerhalb von 3 Minuten

Eluent D, Steigerung von 10 % auf 25 % innerhalb von 3 Minuten

Eluent D, Steigerung von 10 % auf 50 % innerhalb von 3 Minuten

Eluent D, Steigerung von 10 % auf 75 % innerhalb von 3 Minuten

Eluent D, Steigerung von 10 % auf 100 % innerhalb von 3 Minuten

HPLC-Parameter: Dansylierung

Séaule ODS Hypersil® C18, 125 x 4 mm, 5 pm
Saulentemperatur 26°C

Mobile Phase (Eluent) 75 % MeOH / 25 % CH3COOH (1 %)
Elution isokratisch

Flussrate 1,2 ml/min

Injektionsvolumen 20 pl

Detektion Fluoreszenz, A = 506 nm

Laufzeit 6 min
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HPLC-Parameter: Dabsylierung

Saule ODS Hypersil® C18, 125 x 4 mm, 5 pm
Saulentemperatur 30°C

Mobile Phase (Eluent) 75 % Acetonitril / 25 CH3COOH (1 %)
Elution isokratisch

Flussrate 1,2 ml/min

Injektionsvolumen 20 pl

Detektion A =450 nm

Laufzeit 6 min

Kapillarelektrophoretische Parameter

Kapillarlange 50 cm

Kapillardurchmesser 50 pm

Laufpuffer (BGE) Na-Tetraboratpuffer (50 mM, pH 8,5)
Kihlungstemperatur Kapillare 20°C

Kihlungstemperatur ProbengefaRe |20°C

Spannung (Trennung) 25 kV
Injektion 0,5 psi, 5 sek
Detektion 200 nm, 4 Hz

Vor jeder Injektion wurden die Kapillaren 1 min mit NaOH und 2 min mit dem BGE

mit 20 psi gespult.
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3.3 Vorsaulenderivatisierung

Derivatisierung mit Dansylchlorid fur HPLC

100 pl einer ca. 0,15 pM Gabapentinlésung wurden mit 50 pl einer ca. 0,15 pM
Isoleucinldsung sowie einer Losung von 0,15 mg Dansylchlorid in Aceton und 100
pl PBS-Puffer (pH 7,4) versetzt. Das Gemisch wurde homogenisiert und fur 30

Minuten im Trockenschrank bei 50°C inkubiert.

\N/
O
H2N
+ OH - :S:
50°C
N
o:?:o H
Cl

Abbildung 35: Derivatisierung von Gabapentin mit Da nsylchlorid

N /
—_— : 3
CH3 50°C
OH CH,
o= s o
CI

Abbildung 36: Derivatisierung von Isoleucin mit Dan sylchlorid

Derivatisierung mit Dansylchlorid fur Kapillarelekt rophorese

50 pl Gabapentinlésung wurden mit 100 pl einer 40mM COgs-Puffers (pH 9,5) mit
1% Benzoesaure als Interner Standard sowie 250 pl einer Lésung von
Dansylchlorid 5 mg/ml in Acetonitril versetzt, anschlieRend wurde homogenisiert

und fur 30 Minuten im Trockenschrank bei 50°C inkubiert.
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Derivatisierung mit Dabsylchlorid fur HPLC

100 pl einer etwa 1,2 uM Gabapentinlésung wurden mit 100 ul einer ca. 0,76 uM
Isoleucinlésung sowie einer Losung von 2 mg Dabsylchlorid in Acetonitril und
300 pl eines 100 mM Boratpuffer-Puffer (pH 8,0) versetzt und anschlie3end
homogenisiert.

Dieser Probenansatz wurde fir gesamt 30 Minuten bei 70°C im Trockenschrank
inkubiert, wobei nach 5 Minuten erneut homogenisiert wurde. Nach 20 Minuten
Inkubationszeit wurde der Probe aufRerdem 600 ul einer Dilution Solution,
bestehend aus 50 % Methanol, 25 % Ethanol und 25 % Wasser, zugegeben und

nachmals geschuttelt.

~ e
\N \N
o Borat-Puffer
N N
H,N + N” N
OH 70°C
0=S=0 0=S=0 o

Abbildung 37: Derivatisierung von Gabapentin mit Da bsylchlorid

e

N

\N/ i

NH, N
[e) Borat-Puffer
CH, + _—
OH CH, 70°C
0=S=0 CH,
O:|S:O HN

O OH

Abbildung 38: Derivatisierung von Isoleucin mit Dab sylchlorid
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Derivatisierung mit Dabsylchlorid fur Kapillarelekt rophorese

50 pul einer ca. 100 ul einer
40mM COg3 -Puffers (pH 9,5) mit 1% Benzoesaure als Interner Standard sowie
250

anschlieBend wurde homogenisiert und fir 30 Minuten im Trockenschrank bei

3 mM Gabapentinlésung wurden mit
in Acetonitril versetzt,

einer LOosung von Dabsylchlorid 2 mg/ml
70°C inkubiert, die Probe wurde dabei nach 5 Minuten und nach weiteren 15
Minuten erneut homogenisiert.

3.4 Stammldsungen

Die Herstellung der Stammlésungen erfolgte durch Einwaage von Gabapentin und
anschlieBRendem Lésen in Wasser zu 100 ml. Verdunnungsschritte erfolgten

jeweils mit Vollpipetten und Messkolben mit Wasser.

Gabapentin-Stammldsungen

Stammlosung 1: EW = 25,05 mg
Stammlosung 2:  EW = 25,31 mg
Stammloésung 3: EW =80,02 mg
Stammloésung 4. EW =79,97 mg
Stammlosung 5:  EW =79,96 mg
Stammlosung 6: EW =80,11 mg
Stammloésung 7: EW = 80,44 mg
Stammloésung 8: EW = 80,35 mg
Stammlosung 90 EW =19,98 mg
Stammlosung 10: EW = 34,25 mg
Stammloésung 11: EW = 20,09 mg
Stammloésung 12: EW = 19,99 mg
Stammlosung 13: EW = 19,88 mg
Stammlosung 14: EW = 20,14 mg
Stammloésung 15: EW = 19,92 mg
Stammloésung 16: EW = 19,70 mg
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GABA-Stammldsungen

Stammldésung G1.:

Stammldésung G2:

Isoleucin-Stammlésungen

Stammldsung 11:
Stammldsung 12:
Stammldsung 13:

Stammldsung 14:

Valin-Stammldsungen

Stammldsung V1:
Stammldésung V2:

EW = 25,20 mg
EW = 25,28 mg

EW = 20,18 mg
EW = 20,30 mg
EW = 13,12 mg
EW = 10,16 mg

EW = 19,98 mg
EW =11,72 mg
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3.5 Analyse von Gabapentin Tabletten

Alle Versuche zur Quantifizierung von Gabapentin aus Arzneispezialitditen wurden
aus Gabapentin ratiopharm® 800 mg Filmtabletten einer zum Zeitpunkt dieser
Arbeit aktuell im Handel befindlichen Charge (CH: M26135) durchgefihrt.

Die Tabletten wurden vor deren Analyse einzeln gewogen und das

durchschnittliche Tablettengewicht errechnet.

Tablette Nr. Gewichting
Tablette 1 1,1208
Tablette 2 1,1118
Tablette 3 1,1197
Tablette 4 1,1217
Tablette 5 1,1095
Tablette 6 1,1219
Tablette 7 1,1008
Tablette 8 1,1326
Tablette 9 1,1207
Tablette 10 1,1233
Tablette 11 1,1234
Tablette 12 1,1045
MW 1,1176

Zur Bestimmung des Gehaltes wurden einzelne Tabletten mit einem Morser
verrieben und anschlieend ein Aliquot von 50,00 mg der Tablettenmatrix

analysiert.

Das Aliquot wurde in 100 ml Wasser gelést und fur 5 — 10 Minuten ins
Ultraschallbad gestellt. AnschlieRend wurde die erhaltene tribe Ldsung durch
einen 0,45 um Spritzenaufsatzfilter filtriert um die nichtléslichen Anteile der
Tablettenmatrix abzutrennen. Das Filtrat wurde schlief3lich direkt vermessen oder

mit Wasser auf die benétigte Konzentration verdinnt.

Bei einem durchschnittlichen Tablettengewicht und einem angegebenen Gehalt
von 800 mg enthalten 50 mg Tablettenmatrix 35,79 mg Gabapentin.
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3.6 Pufferbereitung

PBS-Puffer (pH 7,4) (20)

EW fir 100 ml

140,0 mM |NacCl 818,16 mg
2,5 mM|KH2PO4 34,02 mg
7.5 mM |NaH,PO, 89,99 mg

Die Substanzen wurden in etwa 90 ml Wasser gelést. Die Losung wurde
anschlieBend mit 1IN NaOH auf pH 7,4 eingestellt und mit Wasser auf 100 ml
aufgefullt.

Boratpuffer 100 mM (pH 8,0)

0,62 g Borsaure wurden in etwa 90 ml gel6st, die Lésung mit 1IN NaOH auf

pH 8,0 eingestellt und anschlielRend mit Wasser auf 100 ml aufgefullt.

Natriumtetraborat-Puffer 100 mM (pH 8,5)

3,80 g Natriumtetraborat wurden in ca. 90 ml Wasser geldst. Die Losung wurde mit
2N HCI auf pH 8,5 eingestellt und mit Wasser zu 100 ml verdinnt.

Natriumtetraborat-Puffer 50 mM (pH 8,5)

1,90 g Natriumtetraborat wurden in ca. 90 ml Wasser geldst. Die Losung wurde mit

2N HCI auf pH 8,5 eingestellt und mit Wasser zu 100 ml verdinnt.

COgs-Puffer 40 mM mit Benzoesaure als IS (pH 9,5)

423,96 mg Na,CO3z und 10,00 mg Benzoesaure wurden in etwa 90 ml Wasser
geldst. Die Losung wurde mit 2N HCI auf pH 9,5 eingestellt und mit Wasser zu

100 ml verdinnt.
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3.7 Substanzen und Losungsmittel

Substanz Hersteller Charge
4-Aminobuttersaure Sigma-Aldrich 1290512 20907207
Borsaure Sigma-Aldrich BCBF7652V
Dabsylchlorid Sigma-Aldrich LB89793V
Dansylchlorid Sigma-Aldrich BCBF4473V
Gabapentin Sigma-Aldrich P500049
Kaliumdihydrogenphosphat  Acros Organics A016721301
L-Isoleucin Bachem 0564410

L-Valin Sigma-Aldrich 1056043 11304234
Natriumchlorid unbekannt unbekannt
Natriumdihydrogenphosphat  Sigma-Aldrich 1338483 42008094
Natriumtetraborat Sigma-Aldrich 395448/1 20299
Natronlauge 1N Loba Feinchemie 01291

Salzsaure Merck 7339621
Losungsmittel Hersteller Charge

Aceton Sigma-Aldrich 421595/1 41301
Acetonitril Fisher Scientific 1071684
Essigsaure Merck K26194162

Ethanol Merck K37727483
Methanol (HPLC grade) Merck 1646307 227

Wasser (HPLC grade) VWR international 12F130525
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4  ANHANG

4.1 Verwendete Abklrzungen

APCI
bzw

CE

CZE

d.h.
DABS-
DABS-CI
DNS-
DNS-CI

em

NMR

Atmospheric Pressure Chemical lonisation
beziehungsweise
Kapillarelektrophorese
Kapillarzonenelektrophorese
das heifl3t

Dabsyl-

Dabsylchlorid

Dansyl-

Dansylchlorid
Emissionswellenlange
Elektroosmotischer Fluss
Electro Spray lonisation
Ethanol

Einwaage
Excitationswellenl&ange
y-Aminobuttersaure
Gabapentin
Hochleistungsfliissigchromatographie
Interner Standard

Liter

molar - mol/l

Acetonitril

Methanol

Minute
Massenspektrometrie
Mittelwert

Kernspinresonanzspektroskopie



PBS
psi
RSD
Rt

sek

zB

Phosphatpuffer

Druck in "pounds per sqgare inch”
relative Standardabweichung
Retentionszeit

Sekunde

Volt

zum Beispiel
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4.2 Statistische Formelsammlung

Mittelwert x
Wurde bestimmt tiber MS Office Excel 2007, Funktion [MITTELWERT]

Standardabweichung s
Wurde bestimmt tiber MS Office Excel 2007, Funktion [STABW]

X(x—x)°
(n—1)

relative Standardabweichung RSD

s*x100
X

RSD =

Korrelationskoeffizient r
Wurde bestimmt tiber MS Office Excel 2007, Funktion [PEARSON]

. YXx -0 —-9)
V2 — %)% X(y — ¥)?

Bestimmtheitsmalfl r2

Quadrat des Korrelationskoeffizienten
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Vertrauensbereich (95 % Konfidenzintervall)

Vert bereich (min.) x — 2571%s
ertrauensbereich (min.) =
V()
x + 2,571 % s

Vertrauensbereich (max.) =

J)

n = Anzahl der Werte

t-Test
|x — ul
t=—n

S

u = wahrer Wert

t-Tabellenwert (f = 95%) n =06 (Vergleichsprazision) 2,447

n=5 (Messprazision) 2,571
F-Test (Fisher-Test)
2
S1
F = — wobei s7> s2 ist
S2
Dixon-Test
0 |x1 — x2|
R

x7 = ausreilderverdachtiger Wert

X2 = benachbarter Wert

R = Spannweite (Abstand zwischen gréRtem und kleinen Wert)

Der erhaltene Wert @ wird mit der Dixon-Tabelle verglichen und darf den dort

angefuhrten Wert nicht Gberschreiten.
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4.3 Abbildungen
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