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Das a-Sympathomimetikum Phenylephrinhydrochlorid (PE-HCI) unterliegt in wassriger Lo-
sung einem Abbau, wie er in Polypropylen-Fertigspritzen mit einer Konzentration von 0,04 ™%
PE-HCl in isotoner Natriumchloridlésung (0,9 % ("/»)) mit einem Volumen von 10 ml beobachtet
wurde. Dabei ergab sich bei vorgesehener Lagerung der Fertigspritzen bei 4 °C im Kiihlschrank
ohne gesonderten Lichtschutz {iber einen Zeitraum von einem Jahr ein Abbau von etwa 1,4 %,
bezogen auf die Ausgangskonzentration von PE-HCI, wobei im Besonderen ein Abbauprodukt
gebildet wurde. Ziel der Arbeit war, eben dieses Abbauprodukt durch Einsatz von HPLC, LC-MS
und NMR zu isolieren und dessen Struktur aufzuklaren, um eine mogliche von ihm ausgehende
gesundheitliche Gefahr bewerten zu kénnen. Es gelang, die Verbindung 2.4,6-Tris(3,4-dimethyl-
phenyl)-1,3,5-trioxan zu identifizieren. Aufgrund unklarer struktureller Zusammenhinge mit PE-
HCI und unzureichender Datenlage in der Literatur konnte jedoch nicht abschlieend beurteilt
werden, ob es sich bei der isolierten Substanz tatséchlich um ein Abbauprodukt von PE-HCI han-
delt und welche Auswirkungen dieses auf die Sicherheit des Produkts besitzt. Ein weitergehender
Versuch, die Strukturen von mittels Belastung durch Wasserstoffperoxid gebildeten verschiede-
nen Abbauprodukten von PE-HCI mittels HPLC, LC-MS und NMR aufzuklédren, brachte hinge-
gen keine verwertbaren Ergebnisse.

The a-sympathomimetic agent phenylephrine hydrochloride (PE-HCI) is degraded in aque-
ous solutions as observed in pre-filled polypropylene syringes with a concentration of 0-04 "%
of PE-HCI in isotonic solution of sodium chloride (0-9 % ("/n)) with a volume of 10 ml. When the
pre-filled syringes were stored at 4 °C in the refrigerator without separate light protection, a
degradation of about 1-4 %, based on the initial concentration of PE-HCI, was achieved over a
period of one year, whereby one degradation product was formed in particular. The aim of the
work was to isolate this degradation product by using HPLC, LC-MS and NMR and to clarify its
structure in order to be able to evaluate a possible health hazard. It was possible to identify the
compound 2,4,6-tris(3,4-dimethylphenyl)-1,3, 5-trioxane. However, due to unclear structural re-
lationship with PE-HCI and insufficient data in literature, it could not be conclusively assessed
whether the isolated substance is actually a degradation product of PE-HCI and which impact it
has on the safety of the product. A further attempt, in contrast, to clarify the structures of various
degradation products of PE-HCI formed by exposure to hydrogen peroxide by means of HPLC,
LC-MS and NMR did not yield any usable results.






Die Arbeit entstand in Zusammenarbeit mit dem Universitatsklinikum St. Polten, wel-
ches neben den Fertigspritzen mit PE-HCI-Lésungen auch weiteres Probenmaterial, eine

Saule fiir die HPLC sowie die dafiir passende Methode bereitstellte.
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1 Allgemeiner Teil

1.1 Grundlagen von Stabilitit und Abbau von Arzneistoffen

Instabilititen sind im Bereich der Arzneistoffe als zumeist organische Molekiile weit
verbreitet. Um eine dem gewiinschten Effekt abtrdagliche Wirkung aufgrund von Instabi-
litdten jedenfalls iiber den vorgesehenen Lagerzeitraum eines Arzneistoffs bewerten zu
konnen, unterliegen diese strengen Priifungen. Bei Zulassung eines neuen Arzneistoffs
werden von den zustindigen Behdrden — in den Mitgliedstaaten der Europdischen Union
iibernimmt diese Funktion die Européische Arzneimittel-Agentur mit Sitz in Amsterdam
— Stabilitéitspriifungen der Substanz gefordert. Diese sollen Qualitét, Sicherheit und Wirk-
samkeit des Arzneimittels gewihrleisten. Im Zuge von Herstellung, Lagerung und Ver-
marktung konnen am Arzneimittel chemische, physikalische sowie mikrobielle Instabili-
taten auftreten. Die hiufigsten Anzeichen einer Instabilitdt sind Verfarbungen oder Trii-
bungen von fliissigen Zubereitungen, Verdnderungen von Konsistenz, Teilchengrofe
oder Feuchtigkeitsgehalt bei festen oder halbfesten Zubereitungen, allgemein aber auch

Schwankungen des Gehalts (1).

L.I.1 Stabilititspriiffungen unter gewohnlichen

sowie Zwangsbedingungen

Die Stabilitit eines Arzneistoffs ist von vielerlei Einflussfaktoren abhingig: sie be-
schréankt sich nicht allein auf die chemische Besténdigkeit des Wirkstoffs, sondern wird
ebenso von Herstellung, Lagerung und Handhabung bestimmt. Zu beachten sind somit
auch Wechselwirkungen mit anderen Substanzen, darunter Hilfs- und Verpackungsstoffe,
und die Auswirkungen von Licht und Umgebungsfeuchtigkeit (1). Der International
Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human
Use, kurz ICH, ein Zusammenschluss der Arzneimittelbehoren der Europdischen Union,
Japans sowie der USA erarbeitete unter anderem von den 199oer Jahren an Richtlinien
fiir die Vorgehensweise bei Stabilitdtspriifungen (Stability testing of new drug substances
and products QIA(R2)) (2).

Die Stabilitatspriifungen werden nach den ICH-Richtlinien in drei Kategorien nach

Lagerzeit und Lagerbedingungen wie folgt eingeteilt: Priifungen {iber einen langen (long



term; 12 Monate bei einer Temperatur von 25+ 2 °C und einer relativen Feuchte von
60+ 5% oder bei einer Temperatur von 30+ 2 °C und einer relativen Feuchte von
65+ 5 %) oder mittleren Zeitraum (intermediate; 6 Monate bei einer Temperatur von
30 = 2 °C und einer relativen Feuchte von 65 + 5 %); des Weiteren werden auch beschleu-
nigte (accelerated) Bedingungen angefiihrt, wobei die Bezeichnung beschleunigt irrefiih-
rend scheinen mag, da nicht die zeitliche Dauer verkiirzt, sondern einzig die Lagerbedin-
gungen verschirft werden (6 Monate bei einer Temperatur von 40 £ 2 °C und einer rela-
tiven Feuchte von 75 = 5 %). Sie dienen dazu, durchschnittliche Umstdnde bei Lagerung
und Transport des Arzneistoffs nachzuahmen und somit Riickschliisse auf dessen Lager-

fahigkeit und Ablaufdatum gewinnen zu kdnnen (2).

Davon abzugrenzen ist ein Abbau unter Zwangsbedingungen (forced conditions).
Dieser dient nicht dazu, den Abbau eines Arzneistoffs unter gewohnlichen Lagerbedin-
gungen nachzustellen, sondern ermdglicht vielmehr, in einer moglichst kurzen Zeit-
spanne einen ausreichend starken Abbau herbeizufiihren, um sodann die gebildeten Ab-
bauprodukte identifizieren zu konnen. Oftmals fungiert er als Vorbereitung fiir einen Sta-
bilitdtstest. Mdglich ist hierbei, den Abbau bei verschiedenen pH-Werten des Mediums,
bei erhohter Temperatur und Feuchte oder auch in Gegenwart von Licht oder Sauerstoff
durchzufiihren. Es gilt allerdings zu beachten, dass die gewéhlten Bedingungen nicht zu
rau ausfallen, da ansonsten das Reaktionsgeschehen in einer unverhéltnisméafigen Weise
beeinflusst und den gewonnenen Ergebnissen somit nicht mehr vorbehaltlos Vertrauen
geschenkt werden kann. Auch kann der mit der Probenaufbereitung verbundene Aufwand
sich ungebiihrlich stark erhdhen, miissen etwa die Proben vor Vermessung zunichst auf-
wendig neutralisiert oder verdiinnt werden. Als wiinschenswert gilt zumeist zwischen 5
und 20 %, in der Regel etwa 10 % Abbaus im Vergleich zur Ausgangsmenge des Wirk-
stoffs (3).

Mogliche Bedingungen, unter welchen ein gezielter Abbau zu erzwingen ist, sind na-
mentlich hydrolytische, oxidative, photolytische oder thermische Wege. Unter hydrolyti-
schen Bedingungen vollzieht sich der Abbau in wissrigem, meist saurem oder basischem
Medium; hierzu wird vornehmlich Raumtemperatur gewéhlt. Nur wenn bei dieser kein
ausreichender Abbau zu erzielen ist, kann eine erhdhte Temperatur (50—70 °C) eingestellt
werden. Am Ende der festgelegten Zeitspanne muss das Medium gegebenenfalls neutra-
lisiert werden, um einen weiteren Abbau zu verhindern. Um einen oxidativen Abbau her-
beizufiihren, wird iberwiegend Wasserstoffperoxid, werden aber auch Metall- oder Ra-

dikalionen eingesetzt. Eine Belastung mit Ultraviolett(UV)- oder Fluoreszenzstrahlung



kann ebenso liber freie Radikale einen Oxidationsvorgang initiieren. Fiir eine thermische
Belastung wird ein Feststoff trockener oder feuchter, eine Fliissigkeit trockener Hitze bei
Temperaturen zwischen 40 und 8o °C ausgesetzt (3).

Zu beachten ist jedenfalls die Loslichkeit des Arzneistoffs im Priifmedium. Weiters
ist das Ziel eines Abbaus unter Zwangsbedingungen nicht, unter allen Umstdnden den
wiinschenswerten Abbau von 5 bis 20 % zu erreichen. Ausreichend ist eben so viel, wie
zur Identifizierung und Aufkldrung der Abbauprodukte nétig ist. Dariiber hinaus muss
beriicksichtigt werden, dass nicht alle unter Zwangsbedingungen entstehenden Abbau-
produkte auch unter gewohnlichen Lagerbedingungen auftreten. Mitunter stellt die Auf-
klarung aller Abbauprodukte somit entbehrliche Miihe dar, die durch sorgfiltige Vorbe-
reitung vermieden werden kann. Endlich ist im Zuge der Auswertung der gewonnenen
Daten die Aufstellung einer Stoffbilanz oftmals einer Massenbilanz vorzuziehen. Dies
liegt darin begriindet, dass bisweilen nicht die Strukturen und damit Molekulargewichte
aller beteiligten Abbauprodukte restlos aufgeklart werden konnen. Auch vollziehen sich
zuweilen Reaktionen mit Hilfs- oder Verpackungsstoffen, woraus zuweilen ein Wert fiir

die Massenbilanz von grof3er 100 % resultieren kann (4).

1.1.2 Hiufige Abbauwege von Arzneistoffen

Die meisten organischen Arzneistoffe, darunter im Besonderen niedermolekulare
Substanzen, sogenannte small molecules, tragen an ihrem Kohlenwasserstoffgrundgertist
funktionelle Gruppen, welche unter Einwirkung von Einfliissen wie Licht, Hitze oder
Feuchtigkeit, aber auch Oxidationsmittel, Sduren oder Basen leicht reagieren und somit
in andere chemische Funktionen iibergefiihrt werden. Die dabei am haufigsten sich voll-
ziehenden Reaktionen sind Oxidationen sowie Hydrolysen, aber auch Solvolysen oder

Racemisierungen (1) (4).

Oxidationsreaktionen an organischen Molekiilen treten grundsétzlich sehr hiufig auf,
allerdings werden sie im Arzneimittelbereich oftmals durch Licht- und Luftausschluss
oder durch Zusatz von Antoxidatien abgeschwécht. Bei Oxidationsprozessen organischer
Molekiile kann im Vergleich zu anorganischen Redoxprozessen oftmals keine eindeutige
Elektroneniibergangsreaktion aufgestellt werden; vielmehr steht hier die Anderung der
Oxidationsstufe eines Kohlenstoffatoms durch Abziehen eines Wasserstoff- bzw. Anfii-

gen eines Sauerstoffatoms im Mittelpunkt. Damit die Oxidation eines Feststoffs ablaufen



kann, ist dessen morphologischer Zustand von Bedeutung; denn um eine Reaktion aus-
zuldsen, muss das oxidierende Molekiil durch das Kristallgitter zum Reaktionsort diffun-
dieren konnen. Dies geschieht um so leichter, je unregelmaBiger das Kristallgitter ausge-
bildet ist, je mehr Fehlstellen und Verunreinigungen es enthélt. Es konnen vier Arten von
Oxidationsreaktionen unterschieden werden: Oxidation durch Angriff eines Singulett-
Sauerstoffs, Autoxidation, Oxidation durch Angriff eines Peroxids sowie Oxidation durch
Ubergangsmetalle (4) (5) (6).

Molekularer (Triplett-)Sauerstoff besitzt an sich keine stark oxidativen Eigenschaften.
Allerdings kann etwa durch UV-Strahlung ein Ubergang von Triplett- in Singulett-Sau-
erstoff angeregt werden; in diesem Zustand vermag er an C=C-Doppelbindungen anzu-
greifen und in Folge Peroxide, Ketone oder Aldehyde auszubilden (4).

Von Autoxidation spricht man, wenn iiber die Reaktion eines Initiatorradikals mit
molekularem (Luft-)Sauerstoff ohne Katalyse eine Kettenreaktion in Gang gesetzt wird.
Das entstehende Peroxyradikal kann nun ein Wasserstoffatom von einer Alkylkette ab-
ziehen und so ein Hydroperoxid (RO—OH) ausbilden, welches unter Freisetzung eines
neuen reaktionsfahigen Radikals weiter zu einem Alkohol (ROH) zerfillt. Auch vorhan-
dene Spuren organischer Peroxide konnen unter Einfluss von Licht oder Hitze in entspre-
chender Weise eine Kettenreaktion einleiten (4) (6).

Auch Ubergangsmetalle wie Eisen oder Kupfer, die in Spuren in nahezu allen Puffern
vorhanden sind, besitzen bereits in geringen Mengen oxidative Eigenschaften. Zugrunde
liegt die im letzten Jahrzehnt des 19. Jahrhunderts von FENTON erstmals beschriebene (7)
Reaktion organischer Substrate wie Phenole unter Eisenkatalyse in Gegenwart von Was-

serstoffperoxid (8):
Fe** + H,0, — Fe3" + 'OH + OH
OH + H,O0. — HO,” + H,O
Fe** + 'OH — Fe¥* + OH
Fe3* + HO, — Fe** + 0O,+ H'
‘'OH + OH — H.0,
Phenol+ ‘OH — oxidiertes Phenol.

Géngige MaBnahmen, um Oxidationsreaktionen zu verhindern oder zumindest zu ver-
langsamen, sind zum einen der Zusatz von Antoxidantien wie etwa a-Tocopherol oder

Ascorbinsdure, zum anderen licht- und sauerstoffundurchlidssige Verpackungen; bei dem



hierfiir oft eingesetzten Braunglas wiederum besteht jedoch die Gefahr der Auswaschung
von katalysierenden Metallen, weshalb in diesen Fillen Chelatbildner wie Ethylendia-

mintetraessigsdure (EDTA) oder Citronensdure beigefligt werden miissen (6).

Tatséchlich hdufiger treten hydrolytische Abbaureaktionen auf. Von Hydrolyse be-
sonders betroffen sind Carbonsédureester, Amide sowie Carbamate, wobei die Hydrolyse
von Carbonsdureestern wegen der groBeren Elektronegativitétsdifferenz zwischen Koh-
lenstoff und Sauerstoff rascher diejenige von Amiden mit geringerer Elektronegativitéts-
differenz zwischen Kohlenstoff und Stickstoff. Weitere fiir Hydrolyse anfillige funktio-
nelle Gruppen sind Imine, Acetale , Sulfate und Phosphorsiureester. Die Reaktion lauft
sowohl in saurer als auch basischer Umgebung ab und ist abhidngig von pH-Wert und
Temperatur des Mediums. Ein bekanntes Beispiel fiir eine hydrolytische Zersetzungsre-
aktion in Form einer Esterspaltung ist der Abbau der Acetylsalicylsdure zu Salicylsdure;
die hierbei freigesetzte Essigsdure weist infolge ihres charakteristischen Eigengeruchs auf
eine bereits angelaufene Abbaureaktion und somit Verfall des Produkts hin. Gleichzeitig
werden besonders leicht ablaufende hydrolytische Reaktionen auch ausgenutzt, um einen
Wirkstoff mit ungiinstigen Ldoslichkeitseigenschaften oder unzureichender Vertréglich-
keit in Form eines Einschleuseesters, eines pro-drugs, leichter in den Korper einfiihren zu
konnen, wo er sodann von korpereigenen Esterasen in die unveresterte Wirkform tiiber-
gehen kann. Hydrolyseanfillige Arzneistoffe konnen durch Auswahl einer geeigneten
Darreichungsform vor Abbau geschiitzt werden — in etwa die eines Pulvers zur Herstel-
lung einer frischen Losung, wie bei B-Lactam-Antibiotika iiblich, — oder durch Vermei-
dung von hohen Temperaturen, etwa durch Verzicht auf Hitzesterilisation oder Sicher-

stellung einer gekiihlten Lagerung (4) (5).



1.2 Eigenschaften und Abbau des Arzneistoffs Phenylephrin

Der im Europiischen Arzneibuch beschriebene (9) (10) Arzneistoff Phenylephrin (PE)
gehort als a;-Adrenozeptoragonist zur Gruppe der direkten Sympathomimetika. Deren
Bezeichnung griindet auf ihrer Wechselwirkung mit den G-Protein-gekoppelten Ad-
renozeptoren in der Peripherie und ihrer damit einhergehenden Nachahmung der Sympa-
thikuswirkung. Sie stehen damit im Gegensatz zu den indirekt wirkenden Sympathomi-
metika, welche ihre Wirkung durch Freisetzung des natiirlichen Botenstoffs Noradrenalin
entfalten. PE weist eine enge strukturelle Verwandtschaft zu den natiirlichen Botenstoffen
an Adrenozeptoren auf, den sogenannten Catecholaminen Adrenalin und Noradrenalin.
Diese besitzen ein B-Phenylethylamingrundgeriist. PE selbst zeigt jedoch anstelle der

Brenzcatechinteilstrukur von Adrenalin und Noradrenalin eine Phenolteilstruktur (Abb.

I, I-3).
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Abb. 1: Strukturformel von Noradrenalin (1), Adrenalin (2),

(R)-Phenylephrinhydrochlorid (3) und Pseudephedrin (4).

Bei Adrenozeptoragonisten lassen sich folgende Struktur-Wirkungs-Beziehungen
aufstellen: Zum einen steigt die Affinitit zu den Rezeptoren mit der Zahl der Hydro-
xylgruppen am Molekiil, zum anderen steigt die Affinitdt zu den B-Adrenozeptoren und
sinkt umgekehrt diejenige zu den a-Rezeptoren mit der GroBe des Rests an der Amino-
gruppe (11). So lésst sich aus der Struktur von PE seine Selektivitit zu den a,-Adrenozep-
toren ableiten. Das Fehlen einer dritten Hydroxylgruppe vermindert weiters seine Polari-
tét gegeniiber den natiirlichen Botenstoffen Adrenalin und Noradrenalin. Hierdurch wird
er zwar besser aus dem Magen-Darm-Trakt resorbiert, als Substrat der Monaminoxidasen

aber dennoch rasch verstoffwechselt und folglich inaktiviert (11). Aufgrund dieser gerin-



gen oralen Bioverfiigbarkeit wird PE iiberwiegend zur topischen, okkularen oder intrave-
nosen Anwendung eingesetzt. Als Mittel zur lokalen Abschwellung der Schleimhéute
drangte es in den letzten Jahren im Bereich der Erkéltungsmittel das nahe strukturver-
wandte Pseudephedrin zuriick. Pseudephredrin ist am Phenylrest nicht hydroxyliert, be-
sitzt an Position 2 des Ethylrests jedoch eine zusitzliche Methylgruppe (Abb. 1, 4). Es ist
also lipophiler als PE, kann dadurch die Blut-Hirn-Schranke tibertreten und tibt auf diese
Art eine zentralnervos anregende Nebenwirkung aus. Da PE diese Eigenschaft fehlt, weist
es, verglichen mit Pseudephedrin, folglich ein giinstigeres Nebenwirkungsprofil sowie
ein geringeres Missbrauchspotential auf (12) (13). Die kontraktionsférdernde Wirkung
von PE auf den pupillenerweiternden Muskel erklirt seinen Einsatz als Mydriatikum in
der Augenheilkunde. Vorteilhaft ist, dass es im Gegensatz zu den Muscarinrezeptoranta-
gonisten keine Lihmung des Ziliarmuskels und damit keine Akkomodationsstérungen
herbeifiihrt (11). Dariiber hinaus dient PE in Schockzustinden in der Anésthesie und Not-

fallmedizin in Form einer intravendsen Bolusgabe der Hebung des Blutdrucks (14).

1.2.1 Eigenschaften und Darstellung

Medizinisch eingesetzt wird PE in der Regel in Form seines Hydrochlorids (PE-HCI;
CoHi4CINO,, M; = 203,7 ¥mo1). Dies wird vom Européischen Arzneibuch als weilles bis
fast weilles kristallines Pulver beschrieben. Ist PE selbst in Wasser und Ethanol 96 %
schwer 16slich und besitzt einen hohen Schmelzpunkt von 174 °C, so 16st sich PE-HCl in
Wasser und Ethanol 96 % leicht und schmilzt mit etwa 143 °C bereits frither (9) (10). Die
Substanz liegt als einziger gebrduchlicher Adrenozeptoragonist als (R)-Phenylephrinhyd-
rochlorid in enantiomerenreiner Form vor (12). Der Grund hierfiir ist, dass die (R)-Enan-
tiomeren der natiirlichen Neurotransmitter Adrenalin und Noradrenalin und damit auch
der synthetischen Agonisten im Vergleich zu den (S)-Enantiomeren iiber eine 20- bis 50-
fach hohere Wirksamkeit verfiigen (11). Die Priifung auf Enantiomerenreinheit erfolgt
laut Arzneibuch dabei iiber die spezifische Drehung (10). Fiir die phenolische Hydroxyg-
ruppe wird ein pKs-Wert von 8,9, fiir die sekunddre Aminogruppe ein solcher von 10,1

bestimmt (12).
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Die Synthese geht allgemein von 3-Hydroxyacetophenon (Abb. 2, D1) aus. Die Hyd-
roxygruppe wird durch Benzoylierung geschiitzt (D2) und zum Bromacetophenonderivat
(D3) umgesetzt. Die Aminogruppe wird zumeist mit Tosylmethylamid iiber (D4) und an-
schlieBende Spaltung mit lodwasserstoff eingefiihrt; hierbei entsteht Phenylephron (D6).
Das Bromketon (D3) kann auch direkt mit wissrigem Methylamin unter gleichzeitiger
Abspaltung des Benzoylrestes zu (D6) umgesetzt werden. Das Keton (D6) wird zum race-
mischen sekundédren Alkohol (D7) hydriert. Aus dem racemischen Phenylephrin (D7)
wird das (R)-Enantiomer (D8) tiber das Tartrat gewonnen, die Base isoliert und zum Hyd-
rochlorid umgesetzt. Das (S)-Enantiomer wird in saurer Losung racemisiert und das Race-
mat wieder aufgearbeitet. Alternativ kann das Bromacetophenonderivat (D3) mit N-Me-
thylbenzylamin zum Keton (D5) umgesetzt werden. Durch Hydrierung werden die
Benzyl- und Benzoylreste abgespalten und die Carbonylgruppe zum racemischen PE
(D7) hydriert. Beschrieben ist auch ein elegantes Verfahren zur homogenen enantioselek-
tiven Hydrierung von D5 mit einem Rhodium-Komplex als Katalysator. Das Keton (D5)
wird dabei direkt zum sekundiren Alkohol in der (R)-Form (Dsa) reduziert. Durch Ab-
spaltung der Schutzgruppen erhélt man (R)-PE (D8) (12).
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Abb. 2: Darstellung von enantiomerenreinem (R)-Phenylephrin (D8) ausgehend von 3-Hydro-

xyacetophenon (D1) liber verschiedene Synthesewege (12).
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1.2.2 Verunreinigungen, Stabilitit und Abbau

Als verwandte Substanzen beziehungsweise Verunreinigungen nennt das Arzneibuch
das demethylierte Norphenylephrin (CsHiNO., M; = 153,18 %no1; Abb. 3, 5), Phenyle-
phron  (CoHiuNO,, M;=165,19 %mo1; 6), Benzylphenylephrin  (Ci¢HiyNO,,
M: = 257,33 %mol; 7) sowie Benzylphenylephron (CisHi7NO,, M: = 255,31 %mol; 8) (9) (10).
Unter Lichtschutz ist PE-HCI in Form des ungelosten Feststoffes laut Kommentar zum
Europdischen Arzneibuch ,,gut lagerfahig, wobei eine genauere Erlduterung fehlt (12).
Eine Racemisierung von (R)-PE tritt nur in stark saurer Losung auf. Ein solches stark
saures Medium ist jedoch im Bereich der Galenik wegen seiner schadigenden Wirkung
nur selten anzutreffen. Deshalb ist die Gefahr einer Racemisierung im Umfeld einer arz-

neilichen Anwendung als sehr gering und damit unbedeutend einzuschétzen (12).

ZT

o
OH
HO
HO. NH. \CH,
5 6

H a
HO M HO M
\,‘_CH’ ij*/ \“-CH,
7 8

Abb. 3: Im Europdischen Arzneibuch beschriebene verwandte Substanzen von Phenylephrin,
darunter das demethylierte Norphenylephrin (5), das Keton Phenylephron (6) sowie die beiden
benzylierten Verbindungen Benzylphenylephrin (7) und Benzylphenylephron (8) (9).
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Die am haufigsten eingesetzte Form einer Losung von PE-HCl ist die einer wiassrigen
Losung, meist in Form einer physiologischen Natriumchloridlosung zur parenteralen
Gabe. KISER u. a. berichteten 2007 in einer im American Journal of Health-System Phar-
macy erschienenen Studie von einer gewahrleisteten Stabilitdt physiologischer Natrium-
chloridlésungen mit 100 "%, PE-HCI in Polypropylen-Spritzen iiber einen Zeitraum von
30 Tagen tiefgefroren bei —23 °C, gekiihlt bei 4—5 °C sowie bei Raumtemperatur (23—
25 °C). Sie bewerteten die physikalische Stabilitdt durch visuelle Priifung und pH-Wert-
Messung, die chemische Stabilitdt mittels HPLC. Es zeigte sich keine Ausféllungsreak-
tion, auch erfolgte ein Abbau der unter keinen gesonderten Bedingungen belasteten Pro-
ben von weniger als 10 % verglichen mit der Ausgangskonzentration, womit sie als che-

misch stabil bewertet wurden (15).

JANSEN u. a. verdffentlichten 2014 in der Zeitschrift Hospital Pharmacy eine Studie,
in welcher sie physiologische Natriumchloridlosungen von 200 und 400 *¥n1 PE-HCI bei
Raumtemperatur (23—25 °C) in Polyvinyl-Beuteln iiber 60 Tage unter Fluoreszenzlicht
belasteten. Auch sie bewerteten die chemische Stabilitdt mittels HPLC, wobei sie einen

Abbau von weniger als § % verglichen mit der Ausgangskonzentration mafien (14).

Eine dritte Studie von DRENO u. a., welche 2015 in den Annales pharmaceutiques
frangaises erschien, untersuchte in Braunglasflaschen abgefiillte 2 %-ige wéssrige PE-
HCIl-Augentropfenlosungen, welche mit Natriumchlorid isotonisiert wurden. Nach einem
Zeitraum von ebenfalls 60 Tagen bei Raumtemperatur traten weder visuelle Anzeichen
einer Ausfallung noch einer Verfarbung bei gleichbleibenden Werten fiir pH und Osmo-
laritdt hervor. Mittels HPLC und hochauflésender MS konnte kein signifikanter Gehalts-
verlust nachgewiesen werden (16).

Insgesamt erscheint laut Literatur PE-HCI in wissriger Losung unter den gewohnli-
chen Aufbewahrungsbedingungen — jedenfalls iiber den in den Studien untersuchten Zeit-

rdaumen von 30 und 60 Tagen— ausreichend stabil und somit lagerféhig.

Der Abbau von PE (Abb. 4) erfolgt iiber eine oxidative Spaltung zum Ausgangspro-
dukt der Synthese 3-Hydroxybenzoesédure (9; M = 138,12 %mo1), wobei als Nebenprodukte
Methylamin (10; M; = 31,06 %mol) und Formaldehyd (11; M; = 30,03 %mo1) anfallen. Letz-
terer reagiert wiederum mit einem weiteren Molekiil PE zu isomeren dihydroxylierten N-
Methyltetrahydroisochinolinderivaten (15 und 17; M = 179,22 %no1) (12). Weiters kann PE

in fester Form in Gegenwart von Essigsdure bzw. Acetat, etwa in Form von Acetylsa-
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licylsdure oder Paracetamol, eine Acetylierung erfahren (17). Unter UV-Lichteinfluss fin-
det eine Autoxidation in Form einer photochemischen Hydroxylierungsreaktion zu dem

natiirlichen Botenstoff Adrenalin statt (18).

Im Jahr 2005 postulierte die Forschungsgruppe um MARIN in der Zeitschrift Analyti-
cal Chemistry eine Strukturformel fiir das bei der Reaktion von PE mit Maleinséure ent-
stehende Abbauprodukt in Form eines Carbonsdureamids (Abb. 4, 20) (19). Dem wider-
sprachen im Folgejahr WONG u. a. in einem in der gleichen Zeitschrift erschienenen Bei-
trag. Sie konnten das Reaktionsprodukt von PE und Maleinsdure als Michael-Addukt
identifizieren (Abb. 4, 19), was sodann im Jahr 2008 durch CHAN u. a. bestitigt werden

konnte (20) (21).
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Abb. 4: Abbau von PE zu Tetrahydroisochinolinderivaten (12, 13): In einem ersten Schritt wird
die Verbindung zu 3-Hydroxybenzaldehyd (9) abgebaut, wobei neben Methylamin (10) Formal-
dehyd (11) freigesetzt wird (12); dieser reagiert in einem zweiten Schritt mit einem weiteren Mo-
lekiil PE zu an verschiedenen Positionen hydroxylierten N-Methyltetrahydroisochinolinderiva-
ten (15, 17). — In Gegenwart von Maleinsiure (18) reagiert PE nach WONG u. a. zu einem Deri-
vat (19) (20) und widerspricht damit dem Reaktionsweg hin zu einem Carbonsdureamid (20)

nach MARIN u. a. (19). — PE: Phenylephrin



16

TROMMER u. a. versuchten 2010 in ihrer im Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis erschienenen Studie, die Strukturen der bei Abbau von PE-HCI in wissrigen
Losungen entstehenden Verbindungen mittels Elektronensprayionisierung (ESI) und MS
aufzukldren. Es wurden frisch bereitete wassrige Losungen von PE-HCI mit einer Kon-
zentration von 100 "™ eingesetzt, die vor der Vermessung im Verhiltnis 1 : 5 mit Wasser
und anschlieend im Verhiltnis 1 : 1 mit Methanol verdiinnt wurden. Sie zeigten bei der
Untersuchung bereits ohne gesonderte Fragmentierungsschritte neben dem zu erwarten-
den Hauptsignal der protonierten Base (Masse-Ladungs-Verhiltnis "/, 168) ein weiteres
Signal bei "/, 150 fiir das dehydroxylierte ungesittigte Kation aus Abb. 5. Dies wurde auf
die natiirliche Instabilitdt der Substanz in wissriger Losung wie auch auf unvermeidbare

ungezielte Fragmentierung wihrend der ESI zurtickgefiihrt (13).

168,0
100

90
80

OH H, H,
60

50 protoniertes PE dehydroxyliertes PE
40 "/ 168 "/ 150 (21)
30

20 150,2 169.0

i I L

60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 180 170 180 180 200
m
i

Abb. 5: Massenspektrum von PE, aufgenommen im Positivionenmodus ohne gesonderte Frag-

relative Hiufigkeit

mentierungsschritte: neben dem Signal des Molekiilions von PE (" 168) dasjenige des Molekii-
lions des Abbauprodukts, eines dehydroxylierten gesittigten Derivats von PE ("/ 150). Zu be-
achten ist, dass das PE-Signal in etwa zehnfach stirker ausfillt als jedes des Abbauprodukts
(vgl. Abb. 7) (13). — PE: Phenylephrin
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Abb. 6: Massenspektren mittels kationischer Fragmentierung von PE und dessen Abbauproduk-
ten: a) Tandem-MS mit den Signalen der Molekiilionen von PE ("/ 168) und einem dehydroxy-
lierten ungeséttigten Derivat ("/; 150); auffillig ist, dass sich das Verhiltnis beider Signale zuei-
nander gegeniiber der Vermessung ohne gesonderte Fragmentierungsschritte nun ausgeglichen
darstellt; b) MS3 mit den Signalen der Molekiilionen verschiedener Abbauprodukte; ein PE-Sig-
nal fehlt nun vollig; (¢) MS* mit einzig den Signalen der Molekiilionen zweier Abbauprodukte

(" 91 sowie 119) (13).
PE: Phenylephrin

Bei Aufzeichnung eines Tandem-Massenspektrums mittels kationischer Fragmentie-
rung (Abb. 6) durch ESI zeigen sich wiederum die Signale "/ 168 und 150. Das Signal fiir
/. 150 fallt nun wesentlich stirker aus als vor dem Fragmentierungsschritt (vgl. Abb. 5),
sodass es eine anndhernd gleiche Intensitit wie das von "/, 168 aufweist. Erst bei fortdau-
ernder Fragmentierung entstehen weitere Signale: MS3? mit "/ 150, 132, 121, 119, 109 und
91 mit "/ 119 als stirkstes Signal sowie MS* mit "/~ 119 und 91 mit "/ 91 als starkstes
Signal. Abb. 7 ordnet die Signale moglichen Fragmenten zu; auffillig hierbei ist, dass
nur ein Fragment (" 132) die Sekunddraminofunktion bewahrt (13).

Bei negativer lonisierung tritt das Hauptsignal fiir die deprotonierte Base [M—H]™ bei
/. 166 auf, weiters Chloridaddukte, zu erkennen am Isotopenmuster von 3Cl und 3’Cl im

Verhiltnis 3 : 1; eine dariiberhinausgehende Fragmentierung war nicht méglich (13).
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Wird die Probe im Zuge einer Photostabilitdtspriifung iiber einen Zeitraum von 120
min UV-Licht ausgesetzt, so entstehen neben den oben genannten Fragmenten /2 168 und
150 noch vier weitere "/ 230, 256, 275 sowie 277 (Abb. 7). Ein Fragment /2 180, das nach
Bestrahlung von PE-Hydrogentartrat mit UV-Licht entsteht und den oben als Abbaupro-
dukte genannten isomeren Tetrahydroisochinolinderivaten zugeordnet werden kann, tritt
bei PE-HCI nicht auf, ebenso wenig wie ein Signal fiir das Abbauprodukt 3-Hydroxyben-
zoesdure bei angenommenem "/, 123 (13).

Die Experimente zeigen, dass schon infolge natiirlicher Instabilitit beziehungsweise
unter den Umstidnden der verhéltnisméBig sanften Fragmentierungsmethode der ESI be-
reits zahlreiche Fragmente von PE entstehen. Dies wiederum kann als Hinweis auf eine

geringe Stabilitdt in wéssriger Losung gewertet werden (13).
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Abb. 7: Strukturformeln der Abbauprodukte von PE aus den MS-Messungen im Positiv- (a)
und Negativionenmodus (b). Von "/ 132 abgesehen verlieren im Positivionenmodus alle Deri-
vate von PE ihre Aminofunktion, im Negativionenmodus treten hauptséchlich Chloridaddukte

auf (13). — PE: Phenylephrin
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Eine andere Studie von REZK u. a., im Jahr 2017 im Journal of AOAC International
verdffentlicht, bescheinigt PE-HCI Stabilitét in saurem und alkalischem Medium, wobei
aus der Publikation kein genauerer Zeitraum fiir diese Stabilitdtsmessung entnommen
werden kann. Empfindlich zeigt sich PE-HCI hingegen gegeniiber einer 3 %-igen Losung
von Wasserstoffperoxid. Nach deren Einwirkung {iber einen Zeitraum von einem Tag bei
Raumtemperatur ist die Losung bereits braunlich verfarbt, nach anschlieendem dreistiin-
digem Sieden unter Riickflusskiihlung wird von einem vollstindigen Abbau berichtet.
Die Substanz wird hierbei zu Chinonderivaten oxidiert, wie sic Abb. 8 (24, 25) darstellt.

Zur Detektion nutzte die Forschungsgruppe ebenfalls ESI und MS im Positivionenmodus

(22).

PE Erhitzen mit H;0; 3 %
Sieden unter Riickflusskiihlung
o H ° H
o) N 0] N*
N CHj N - CH3
> ' N ©

o 0}

22 23

Abb. 8: Oxidative Umsetzung von PE in Gegenwart einer 3 %-igen Losung von Wasserstoft-
peroxid bei Erhitzen unter Riickflusskiihlung zu Chinonderivaten: sowohl die phenolische als
auch die aliphatische Hydroxylgruppe werden zu Ketonen oxidiert, zusétzlich wird in para-
Stellung des Phenylrests eine weiteres Sauerstoffatom ebenso in Form einer Ketonfunktion ein-
gefiihrt, wodurch eine Chinonteilstruktur entsteht; dariiber hinaus wird im rechten Derivat (23)

die Aminogruppe in eine Amin-N-oxidfunktion iibergefiihrt (22). — PE: Phenylephrin
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Die folgende Tabelle (Tab. 1) erméglicht eine Ubersicht iiber alle besprochenen Ab-

bauprodukte und ordnet ihnen ihre Summenformel sowie ihr Molekulargewicht zu; dar-

iiber hinaus fiigt sie das fiir die Interpretation von Massenspektren entscheidende Masse-

Ladungs-Verhéltnis "/, bei.

Tab. 1: Uberblick iiber Summenformel, Molekulargewicht und Masse-Ladungs-Verhiltnis

wichtiger Verbindungen und Fragmente von Phenylephrin.

Summen- Molekular- Masse-
Bezeichnung formel gewicht Ladungs- Nachweise
Mr [g/mol] Verhéltnis m/z
Phenylephrin (PE, 3) CoHisNO, 167,21 168 9)
Norphenylephrin (5) CsHuNO, 153,18 154 (23)
Phenylephron (6) C,H;NO, ~ 165 166 9)
Benzylphenylephrin (7) CisHioNO, ~ 257 258 9)
Benzylphenylephron (8) Ci¢Hi7NO, ~ 255 256 9)
3-Hydroxybenzoeséure C.HO, 138,12 19 (23)
9
Methylamin (10) CH,N 31,06 32 (23)
Formaldehyd (11) CH,O 30,03 31 (23)
dihydroxylierte Tetrahyd- (20)
roisochinolinderivate (15, CioHi;3NO, 179,22 180
17)
dehydroxyliertes, ungesét- (13)
tigtes Phenylephrin (21) CHuNO 1492 150
Chinonderivat I (22) CyHyNO; =179 180 (22)
Chinonderivat II (23) CoH,NO, ~ 195 196 (22)
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2 Experimenteller Teil

2.1 Materialien, Probenbereitung und Methoden

2.1.1 Materialien und Geriite

Die organischen FlieBmittel Methanol und Acetonitril fiir die Hochleistungsfliis-
sigchromatographie (HPLC) sowie die Chemikalien zur Bereitung der FlieBmittelpuffer
wurden von den Firmen Merck KGaA (Darmstadt) in HPLC-Qualitdt bezogen. Als Was-
ser fiir Probenbereitung wie auch als FlieBmittel diente im Haus aufbereitetes doppelt
destilliertes Trinkwasser. Die Wasserstoffperoxidlosung 3 %, mit Phosphorsiure 10 %
stabilisiert, wurde von der Otto Fischar GmbH & Co. KG (Saarbriicken) bezogen.

Der zur Probenbereitung verwendete Reinstoff (R)-Phenylephrinhydrochlorid (CAS
61-76-7; Reinheit 99 % ("/»)) wurde von der Firma Acros Organics BVBA (Geel, Belgien)
bezogen.

Die eingesetzte Analysenwaage Secura 225D-1S zur Probeneinwédgung stammte von
der Firma Satorius (Gottingen). Zur Homogenisierung der bereiteten Proben und FlieB3-
mittel wurde das Ultraschallbad Branson 3210 des Herstellers Emerson Electric Co.
(St. Louis (MO), USA) eingesetzt, dariiber hinaus ein Vortex-Genie 2 des Herstellers Sci-
entific Industries, Inc. (Bohemia (NY), USA). Das zur Belastung der Probe bei erhohter
Temperatur verwendete Wasserbad wurde von der GFL Gesellschaft fiir Labortechnik
GmbH (Burgwedel) hergestellt. Zur Einstellung des pH-Werts des Puffers diente ein pH-
Meter IS 2100 L des Herstellers VWR International in Verbindung mit einem Magnetriihr-
bad MR 2001 K von Heidolph Instruments GmbH & Co KG (Kelheim). Vom gleichen
Hersteller stammten die Rotationsverdampfer Hei-VAP Value. Die Gefriertrocknungsan-
lage setzte sich zusammen aus dem Gefriertrockner Alpha 2—4 Ldplus sowie einer Vaku-
umzentrifuge RVC 2—18, beides Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH (Oste-
rode am Harz), zusammen mit einer Vakuumpumpe RC 6 der Vacubrand GmbH & Co
KG (Wertheim).

Die eingesetzten modularen Hochleistungsfliissigchromatographen wie auch die zu-
gehorigen Sdulen wurden von der Firma Shimadzu (Kyoto) bezogen. Der analytische
Chromatograph setzte sich zusammen aus dem automatisierten Probenwechsler SIL-

20AC, der Pumpe LC-20AD, einem Entgaser DGU-20A5R, einem Séulenofen CTO-
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20AC, einem Diodenarraydetektor SPD-M20A sowie einem Communicator CBM-20A.
Der semipriparative Chromatograph setzte sich zusammen aus einem Communicator
CBM-20A, zwei Pumpen LC-20AD, einem Entgaser DGU-20A3R, einem Diodenarray-
detektor SPD-10A1, sowie einem Fraktionierer FRC-10A und einer Haltevorrichtung fiir
die Sdule mit Injektor. Die verwendeten Sdulen waren Shim-pack XR-ODSII (Cis,
d =3 mm, I =150 mm) sowie Shim-pack GIS (fiir analytische HPLC Ci, d = 4,6 mm,

1 = 250 mm; fiir semiprédparative HPLC Cis, d = 20 mm, | = 250 mm).

Zur massenspektrometrischen (MS) Untersuchung wurde ein Fliissigchromatograph
der Bauart UltiMate 3000 RSLC von Dionex Co. (Sunnyvale (CA), USA) mit einem Mas-
senspektrometer maXis HD ESIQQg-TOF der Bruker Co. (Billerica (MA), USA) gekop-
pelt. Zur Datenanalyse wurde die Software Compass DataAnalysis 4.2 und QuantAnaly-

sis 2.2 der Bruker Co. eingesetzt.

Zur Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) diente die Apparatur Bruker AVANCE
500 unter Verwendung einer § mm-Wechselsonde (TCI Prodigy Kryosondenkopf, 5§ mm,
mit dreifacher Resonanzinversdetektion) mit z-Achsen-Gradienten, automatischer An-
passung und passendem Zubehdr der Bruker Biospin GmbH (Rheinstetten). Als Reso-
nanzfrequenz wurde fiir die 'H-NMR 500,13 MHz, fiir 3C-NMR 125,75 MHz eingestellt.
Die Vermessungen wurden in deuteriertem Methanol-d,, versuchsweise auch in deute-
riertem Dimethylsulfoxid-de bei 25 °C durchgefiihrt (beide Sigma Aldrich, Merck KGaA,
Darmstadt). 'D- sowie *D-Experimente wie double quantum filtered COSY, HSQC und
HMBC wurden, wie vom Hersteller bereitgestellt, eingesetzt. Die chemische Verschie-
bung wurde auf das 'H-Signal des undeuterierten Losungsmittelriickstands (6 = 3,31 ppm)

und auf das BC-Kohlenstoffsignal von Methanol (& = 49,3 ppm) bezogen.

2.1.2 Bereitung der wissrigen Pufferlosungen

Ammoniumformiatpuffer (pH = 3): 950 ml Wasser wurden mit 1,9 ml Ameisensdure
98-100 % (") (46,0 ™Y) versetzt und mit Ammoniak 25 % (") (13,3 ™°%) auf pH = 3
eingestellt. Anschlieend wird mit Wasser auf 1000,0 ml aufgefiillt und die Losung in
einem Ultraschallbad homogenisiert.

Natriumphosphatpuffer (pH = 3): 950 ml Wasser wurden mit 3,4 ml Phosphorsdure
85% (") (14,8 ™) versetzt und mit konzentrierter Natriumhydroxidldsung (10,0 ™)
auf pH = 3 eingestellt. AnschlieBend wurde mit Wasser auf 1000,0 ml aufgefiillt und die

Losung in einem Ultraschallbad homogenisiert.
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2.1.3 Probenbereitung

Zur Vermessung mittels analytischer HPLC wurde eine wissrige Losung von PE-HCI
mit einer Konzentration von etwa § ™%, unter Zusatz einer 3-%-igen (V/4/) wissrigen Lo-
sung von Wasserstoffperoxid, mit Phosphorséure 10 % stabilisiert, bereitet und in einem
Wasserbad bei 40 °C belastet (Stammlésung 1). Fiir die Auftrennung mittels semipripa-
rativer HPLC wurde eine wéssrige Losung von PE-HCI mit einer zehnfach hoheren Kon-

zentration von 50 &y unter gleichartiger Vorgehensweise bereitet (Stammlosung 2).

Ungefiahr 50 mg PE-HCI (M; = 203,7 ™¥umo1) Wurden genau eingewogen, in einem Mess-
kolben mit einer Losung von 3 % ('/») Wasserstoffperoxid und Wasser, stabilisiert mit Phos-
phorséure 10 %, auf 10,00 ml aufgefiillt und sodann in einem Ultraschallbad vollstéindig ge-
lost. Daraus ergibt sich eine Massenkonzentration f von etwa 5 ™%y, was einer Stoffmengen-
konzentration ¢ von 0,0245 ™Y, und einer Stoffmenge n von 0,245 mmol PE-HCI ent-

spricht.

Stammlésung 1: Bereitung einer Stammldsung mit einer Konzentration von ungefahr § ™%

PE-HCI mit 3 % (V4/) Wasserstoffperoxid zur analytischen Vermessung. — PE: Phenylephrin

Ungefihr 2500 mg PE-HCI (M; = 203,7 "%nmo) Wurden genau eingewogen, in einem
Messkolben mit einer Mischung von 3 % ('//) Wasserstoffperoxid und Wasser, stabilisiert
mit Phosphorséure 10 %, auf 50,00 ml aufgefiillt und sodann in einem Ultraschallbad voll-
standig gelost. Daraus ergibt sich fiir PE eine Massenkonzentration £ von etwa 50 ™%, was
einer Stoffmengenkonzentration ¢ von etwa 0,245 ™%, und einer Stoffmenge n von

12,3 mmol PE-HCI entspricht.

Stammlésung 2: Bereitung einer Stammldsung mit einer Konzentration von etwa 50 ™% PE-

HCI mit 3 % (Y4) Wasserstoffperoxid zur semipréparativen Auftrennung. — PE: Phenylephrin
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Fiir die Kalibriergerade wurde eine Stammldsung von PE-HCI in Wasser mit einer
Konzentration von etwa 100 "¢/, mit Wasser zu 5, 10, 25, 50, 75 und 90 *#, verdiinnt. Die
Verdiinnungsstufen wurden je dreimal mittels HPLC unter Verwendung der in Kapitel
2.1.3 beschriebenen Methode 2 vermessen. Sodann wurde die jeweils erhaltene mittlere
Peakfliche der PE-Peaks gegen die bekannten Konzentrationen aufgetragen (Abb. 9).

Mithilfe der daraus ermittelten Geradengleichung
y = 4896,3x 485,68
mit R>= 1 bzw.
X = (y—485,68) :4896,3;

wobei x der Konzentration in "%, und y der Peakfliache in mAU entspricht, kann nun
aus einer mittels genannter HPLC-Methode ermittelten Peakfldche die Konzentration von

PE-HCI errechnet werden.
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Abb. 9: Kalibriergerade mit der Peakflache der jeweiligen Signale, aufgetragen gegen die Kon-
zentration in "4y verschiedener Losungen mit festgesetztem Gehalt an PE-HCI nebst Geraden-
gleichung. Zur Erstellung wurden sechs Verdiinnungsstufen zu etwa 5, 10, 25, 50, 75 sowie
90 "% PE-HCI in Wasser herangezogen und je dreimal vermessen, sodann die mittlere Peakfla-
che der jeweiligen Peaks gegen die Konzentration aufgetragen (x £+ o; n = 3).

PE: Phenylephrin
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2.1.4 Methodenentwicklung fiir die

Hochleistungsfliissigchromatographie

Zur Entwicklung einer geeigneten Methode fiir die HPLC wurde von den aus dem
Universitétsklinikum St. Polten iibernommenen Einstellungen ausgegangen (Methode 1).
Unter Verwendung einer Sédule der Bauart Shimadzu Shim-pack XR-ODS II, welche als
UPLC-Séule fiir validierte Analysen konzipiert ist, wurde bei einer Sdulenofentemperatur
von 40 °C mit einem Injektionsvolumen von 10 pl, einer Flussrate von 0,7 ml/ in, WOTaus
ein Druck von ungeféhr 400 bar resultierte, iiber einen Zeitraum von § min mit einem
FlieBmittelgemisch aus 7,5 % (") Methanol und 92,5 % (/%) wissrigem Ammoniumfor-
miatpuffer (pH = 3) gemessen. Die Detektion erfolgte mittels Photodiodenarray (PDA)
bei einer Wellenldnge von 272 nm, da bei diesem Wert das PE-Signal ein Intensititsma-
ximum durchliuft, damit folglich bestmdglich zu erkennen und von Basislinie und ande-

ren Signalen abzugrenzen ist.

Vermessen wurden aus dem Universitétsklinikum St. Polten iibernommene Proben.
Diese enthielten 0,04 ™%m PE-HCI in Wasser mit drei Aquivalenten Wasserstoffperoxid,
die iiber einen Zeitraum von 71 Tagen bei 30 °C belastet wurden. Sie zeigten etwa 31 %
Abbau von PE-HCI. Nach Ablauf der 71 Tage wurden sie bei 4 °C im Kiihlschrank gela-
gert, um einen weiteren Abbau einzuschrianken. Allerdings lie3 sich mit dieser Methode
das komplexe Gemisch aus PE und seinen Abbauprodukten nicht zufriedenstellend auf-
trennen. Die Peaks der Abbauprodukte mit tt von 0,9 bis 1,6 min zeigten keine Basisli-
nientrennung und konnten somit nur schlecht voneinander abgegrenzt werden (Abb. 10,
a). Als Kontrollstandard wurden Proben mit 0,04 ™% PE-HCI in Wasser, ebenso bei 4 °C
im Kiihlschrank gelagert, vermessen. Hiermit konnte die richtige Zuordnung des PE-
Peaks bei tret = 1,7 min und die Abwesenheit von Abbauprodukten in unbelasteten Proben

bestdtigt werden (Abb. 10, b).
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Abb. 10: Auftrennung eines komplexen Gemischs von PE-HCI und seiner Abbauprodukte mit-
tels analytischer HPLC nach Methode 1 (Sdule: Shimadzu Shim-pack XR-ODS 11, Css,

d =3 mm, [/ = 150 mm; Saulenofentemperatur: 40 °C; Injektionsvolumen: 10 pl; Flussrate:
0,7 ™/min; p = 400 bar; Flusszeit: 5 min; FlieBmittel: Methanol + wissriger Ammoniumformiat-
puffer (pH = 3) 7.5 + 92,5 % ('/»); Detektion: PDA bei 4 = 272 nm). a) Vermessen wurden iiber
einen Zeitraum von 71 Tagen bei 30 °C mit drei Aquivalenten Wasserstoffperoxid belastete Pro-

ben von 0,04 ™% PE-HCI in Wasser. PE eluiert bei #.: = 1,7 min. Die Peaks mit # von 0,9 bis

1,6 min zeigen keine ausreichende Basislinientrennung und kénnen so nur schwer voneinander

abgegrenzt werden. b) Die Vermessung von Kontrollstandards mit 0,04 ™% PE-HCI in Wasser

bestitigt die Zuordnung des PE-Peaks und die Abwesenheit von Abbauprodukten in der unbe-
lasteten Probe.

PE: Phenylephrin
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Fiir die Erfordernisse der Arbeit war es jedoch unerlésslich, die Peaks und damit die
einzelnen Abbauprodukte isolieren zu konnen. Zu diesem Zweck musste die Methode in

solcher Weise angepasst werden, dass die Peaks klar voneinander abzugrenzen waren.

Methode 1 wurde nun experimentell dahingehend verandert, dass die zu vermessen-
den Proben bestmoglich aufgetrennt werden konnten (Methode 2). Dazu wurde auf eine
langere Sdule (250 anstelle von 150 mm) mit gréBerem Durchmesser (4,6 anstelle von
3 mm) der Bauart Shimadzu Shim-pack GIS, C18 zuriickgegriffen. Versuchsweise Mes-
sungen iiber einem Zeitraum von 30 min zeigten keine weiteren merklichen Signale nach
einer Retentionszeit von etwa 15 min (Abb. 11), weshalb die Flusszeit auf 16 min festge-
setzt wurde. Mit dieser deutlich ldngeren Flusszeit (16 anstelle von § min) wurde hierbei
zugunsten einer héheren Auflosung auf eine moglichst kurze Messdauer verzichtet, wie
sie die UPLC-Saule aus Methode 1 bictet. Weiters wurde die Flussrate von 0,7 auf
1,0 ™Vinin heraufgesetzt, der Anteil von Methanol am FlieBmittelgemisch hingegen von 7,5

auf 5,0 % (Y4) erniedrigt.

mAU
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i I
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] e}
i § a
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I \ \ I I
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Abb. 11: Auftrennung eines komplexen Gemischs von PE-HCI und seiner Abbauprodukte mit-
tels analytischer HPLC nach Methode 2 (Saule: Shimadzu Shim-pack GIS, Cis, d = 4,6 mm,
[ = 250 mm; Siulenofentemperatur: 40 °C; Injektionsvolumen: 10 pl; Flussrate: 1,0 ™/uin;

p =100 bar; Flusszeit: 30 min(!); FlieBmittel: Methanol + wéssriger Ammoniumformiatpufter
(pH = 3) 5,0 + 95,0 % ("/#); Detektion: PDA bei A = 272 nm). Die abweichend von spiiteren
Vermessungen von 16 auf 30 min verlédngerte Flusszeit beweist, dass nach . von etwa 15 min
keine weiteren Signale zu erwarten sind und die Flusszeit somit auf 16 min begrenzt werden
kann. PE eluiert bei #.: = 5,2 min. Das Chromatogramm zeigt nun eine klare Basislinie, die Ab-

bauprodukte sind deutlich voneinander abzugrenzen. — PE: Phenylephrin



31

Fiir die Auftrennung mittels semipriaparativer HPLC wurden die Einstellungen der
Vermessungen mittels analytischer HPLC an die Bedingungen der semiprédparativen
HPLC angepasst (Methode 3). Hierbei war der Einsatz einer Sdule gleicher Bauart
Shimadzu Shim-pack GIS, Cis mit deutlich gréBerem Durchmesser (20 mm) notwendig.
Das Injektionsvolumen wurde auf 2,00 ml, die Flussrate 20,0 ™/min angesetzt. Zu beachten
gilt, dass die Messungen, bedingt durch die Abwesenheit eines Séulenofens, bei sommer-
licher Raumtemperatur von etwa 25 °C erfolgten. Abb. 12 zeigt das Chromatogramm der

Auftrennung eines komplexen Gemisches aus PE und seinen Abbauprodukten mittels se-

mipréparativer HPLC.
mV
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Abb. 12: Auftrennung eines komplexen Gemischs aus PE und seiner Abbauprodukte mittels se-
mipraparativer HPLC nach Methode 3 (Saule: Shimadzu Shim-pack GIS, Cis, d = 20 mm,

[ =250 mm; Temperatur: = 25 °C (Raumtemperatur); Injektionsvolumen: 2,00 ml; Flussrate:
20,0 ™nin; p = 120 bar; Flusszeit: 20 min; FlieBmittel: Methanol + wiissriger Ammoniumformiat-
puffer (pH = 3) 5,0 + 95,0 % (/#); Detektion: PDA bei /4 = 272 nm). PE eluiert bei te = 6,3 min.

Zu beachten ist, dass die Messung nicht wie bei der analytischen HPLC bei einer eingestellten
Temperatur von 40 °C durchgefiihrt werden konnte, sondern von der zu dieser Zeit herrschen-
den Raumtemperatur von etwa 25 °C bestimmt wurde. Dies bedingte vermutlich das starke tai-
ling des PE-Peaks, welcher dadurch allfillige andere Abbauprodukte tiberdeckt.
PE: Phenylephrin

Im Folgenden werden die verschiedenen eingesetzten HPLC-Methoden zusammen-

gefasst dargestellt:
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Saule: Shimadzu Shim-pack XR-ODS 11, Cis, d =3 mm, / = 150 mm
Saulenofentemperatur: 40 °C

Injektionsvolumen: 10 pl

Flussrate: 0,7 ™min, daraus p = 400 bar

Flusszeit: 5§ min

FlieBmittel: Methanol + wissriger Ammoniumformiatpuffer (pH = 3) 7,5 + 92,5 % (/»)
Detektion: PDA bei A =272 nm

Methode 1: Einstellungen fiir die Vermessungen mittels analytischer HPLC, wie sie vom Uni-

versitatsklinikum St. Polten ibernommen wurden.

Saule: Shimadzu Shim-pack GIS, Cis, d = 4,6 mm, / = 250 mm

Saulenofentemperatur: 40 °C

Injektionsvolumen: 10 pl

Flussrate: 1,0 ™/nin, daraus p = 100 bar

Flusszeit: 16 min

FlieBmittel: Methanol + wiissriger Ammoniumformiatpuffer (pH = 3) 5,0 + 95,0 % (/»)

Detektion: PDA bei 4 =272 nm

Methode 2: Weiterentwickelte Methode fiir die Vermessung mittels analytischer HPLC, auf die
gegebenden Bedingungen angepasst, um eine bestmogliche Auftrennung der Abbauprodukte in

hoher Auflésung zu erlangen.

Saule: Shimadzu Shim-pack GIS, Ci, d = 20 mm, / = 250 mm

Temperatur: = 25 °C (Raumtemperatur)

Injektionsvol.: 2,00 ml

Flussrate: 20,0 ™Vmin, daraus p = 120 bar

Flusszeit: 20 min

FlieBmittel: Methanol + wiissriger Ammoniumformiatpuffer (pH = 3) 5,0 + 95,0 % (/»)

Detektion: PDA bei A =272 nm

Methode 3: Angepasste Methode fiir die Auftrennung mittels semipraparativer HPLC unter Be-
riicksichtigung der verdanderten SdulenkenngréfSen und den abweichenden Temperaturbedingun-

gen wihrend der Messung.
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2.2 Abbau einer wassrigen Losung
von Phenylephrinhydrochlorid

unter Zwangsbedingungen

Um Verhalten und Abbau einer wissrigen Losung von PE-HCI mit einer Konzentra-
tion von etwa § ™%y im Laufe der Zeit zu beschreiben, wurde diese Losung unter Belas-
tung mit Wasserstoffperoxid in einem auf 40 °C temperierten Wasserbad iiber einen Zeit-
raum von 36 Tagen untersucht. Dabei konnte eine anfangs noch leicht rétliche, spéter
stark dunkelbraune Verfiarbung der Probeldsung sowie der Abbau von PE-HCI zu ver-
schiedenen Abbauprodukten erfasst werden.

Vermessen wurden mittels analytischer HPLC nach Methode 2 (Kap. 2.1.4) bei einer
Wellenlédnge von 272 nm. Als Leerprobe diente reines Wasser. An 10 Tagen innerhalb
eines Zeitraums von insgesamt 36 Tagen erfolgte die Probenentnahme aus Stammlosung
1 (Kap. 2.1.3), wobei jeweils ein Aquivalent von 20 pl aus den Probenldsungen entnom-
men und im Verhéltnis 1 : § mit Wasser auf 100 pl verdiinnt wurde. Dies entspricht einer
Konzentration von 1 ™% bzw. 1000 "¢ PE-HCI. Die iibrige Probeldsung verblieb im
Wasserbad zu andauernder Belastung und weiterem Abbau.

Eine Vermessung der noch unverfarbten Probe nach 24 Stunden zeigte nur einen Peak
fiir PE bei tet = 5,6 min (Abb. 14, a). Als erstes auch makroskopisch sichtbares Anzeichen
einer Abbaureaktion prigte sich nach sechs Tagen im Wasserbad eine leichte rétliche
Verfarbung der Probeldsungen aus. Die Chromatogramme der drei Proben zeigten zu die-
sem Zeitpunkt bereits schwache Peaks der Abbauprodukte bei #e = 2,9, 3,3, 4,7 sowie
6,9 min neben dem sich deutlich abhebenden Signal von PE bei tet = 5,6 min. Nach 14
Tagen treten neue, noch sehr schwache Signale bei tret = 4,3 sowie 4,4 min hinzu (b). Uber
den folgenden Zeitraum bis 36 Tagen nach Beginn der Belastung im Wasserbad wurden
keine neuen Signale sichtbar (¢). Uber diesen Zeitraum intensivierte sich die Verfirbung
der Probeldsung hin zu einem stark dunkelbraunen Ton, ohne dass Anzeichen einer Aus-
fallung sichtbar wurden. Die Konzentration an PE-HCI nahm von anfangs 1000 "% auf
etwa 600 "¥ nach ungefihr 14 Tagen ab, was einer Verminderung der Konzentration um
etwa 40 % entspricht. Nach etwa 14 Tagen ist jedoch keine nennenswerte Erniedrigung
mehr auszumachen, die Konzentration von PE-HCI verbleibt bei etwa 600 "% (Abb. 13).

Das Ausbleiben weiteren Abbaus trotz fortwahrender Belastung der Probe legt nahe, dass
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die Hochstzahl an moglichen Abbauprodukten bereits nach etwa zwei Wochen erreicht
wird und sich somit ihre Anzahl nicht mehr veréndert.

Ein Vergleich mit aus dem Universititsklinikum St. Polten erhaltenen Proben zeigt
einige Ubereinstimmungen, die Proben zeigen ein #hnliches Auftrennungsmuster. Der
PE-Peak tritt bei den aus St. Polten erhaltenen Proben bei et = 5,4 min aufund liegt somit
im Bereich der anderen Messungen (et = 5,6 min; Abb. 14, d). Er macht etwa 71 % der
Gesamtpeakfldche im Vergleich zu etwa 85 % bei den eigenen Proben aus. Unterschiede
sind bei den Abbauprodukten festzustellen. Bei den Proben aus St. Polten erscheint ein
zusitzliches Signal bei tet = 3,8 min (0,8 % der Gesamtpeakfldche), das in den eigenen
Proben fehlt. Das erste Signal nach dem PE-Peak tritt bei den eigenen Proben bei
tret = 6,5 min (0,6 %), bei denen aus St. Polten erst bei et = 8,6 min auf (2,8 %). Das
zweite und letzte Signal nach dem PE-Peak eluiert bei Proben beider Ursprungsorte bei
tret = 14,5 min (eigene Proben: 0,8 %; Proben aus St. Polten: 1,4 %). Die {librigen Signale
der Abbauprodukte stimmen wiederum iiberein (fet = 3,2 min mit 10/16 % eigen/St.Pol-

ten; tret = 4,0/4,1 min 0,6/0,7 %; tret = 4,2 min 0,4/0,7 %; tret = 4,5 min 0,2/0,6 %).
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Abb. 13: Konzentrationsabnahme von PE-HCI {iber einen Zeitraum von 36 Tagen unter Belas-
tung mit drei Aquivalenten Wasserstoffperoxid im Wasserbad bei einer Temperatur von 40 °C.
Uber die in Kapitel 2.1.2 dargestellte Geradengleichung abgeleitete errechnete Konzentrationen
der Proben sind gegen die Zeit aufgetragen (x + o, n = 3). Die Konzentration von PE-HCI nimmt
von anfangs 1000 "% auf etwa 600 "%, nach ungeféhr 14 Tagen ab, was einer Verminderung
von etwa 40 % entspricht. Danach ist keine nennenswerte Erniedrigung der Konzentration mehr

festzustellen. — PE: Phenylephrin
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Abb. 14: Abbau von PE-HCI unter Belastung mit drei Aquivalenten Wasserstoffperoxid bei ei-
ner Temperatur von 40 °C, mittels analytischer HPLC vermessen nach Methode 2 (Siule:
Shimadzu Shim-pack GIS, Cis, d = 4,6 mm, / = 250 mm; Sdulenofentemperatur: 40 °C; Injekti-
onsvolumen: 10 pl; Flussrate: 1,0 ™min; p = 100 bar; Flusszeit: 16 min; FlieBmittel: Methanol +
wissriger Ammoniumformiatpuffer (pH = 3) 5,0 + 95,0 % ("/#); Detektion: PDA bei
A =272 nm). Chromatogramme der analytischen Auftrennung von Probenziehungen von 20 pl
aus Stammldsung 1, im Verhiltnis 1 : 5§ mit Wasser verdiinnt, nach 24 Stunden (a), 20 (b) sowie
34 Tagen (c¢). Das Signal fiir PE hebt sich bei #.. = 5,3 min deutlich von den anderen Signalen
ab. Die Abbauprodukte erscheinen in ihrer Mehrzahl, ndmlich 6 Signale bei t.. = 2,9, 3,2, 4,0
4,2, 4,5 sowie 5,0 min, vor dem Hauptpeak, zwei Peaks bei #.. = 6,5 sowie 14,5 min jedoch auch
nach diesem. Dazu das Vergleichschromatogramm der analytischen Auftrennung von aus St.
Polten erhaltenen Proben (d). Eine Gegeniiberstellung mit dem Chromatogramm einer eigenen
Probe zeigt eine weitgehende Ubereinstimmung beider, doch erscheint bei den Proben aus St.
Polten ein zusitzliches Signal bei #.. = 3,8 min, welches bei den eigenen Proben fehlt, auch tritt
das erste Signal nach dem PE-Peak bei den eigenen Proben bei # = 6,5 min, bei denen aus St.
Polten erst bei tet = 8,6 min auf.

PE: Phenylephrin
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2.3 Fraktionierung einer wiassrigen Losung
von Phenylephrinhydrochlorid

zur Isolierung der Abbauprodukte

Zur Isolierung der einzelnen Abbauprodukte wurden wissrige Losungen von PE-HCI
mit einer Konzentration von etwa 50 "%y bereitet (Stammlosung 2), folgend unter Ein-
wirkung von drei Aquivalenten Wasserstoffperoxid iiber 14 Tage bei 40 °C im Wasserbad
belastet, um einen Abbau von etwa 40 % zu erzielen (vgl. Kap. 2.2), und sodann mittels
semipraparativer HPLC nach Methode 3 (Kap. 2.1.4) fraktioniert.

Jeweils 1 ml der Probenlésung wurden zu gleichen Teilen mit Wasser verdiinnt und
anschlieBend injiziert. Dies entspricht einer Konzentration von 25 ™% und je Fraktionie-
rungsschritt mit einem Injektionsvolumen von 2,00 ml etwa 50 mg PE-HCI einschlieBlich
seiner Abbauprodukte. Bei 22 durchgefiihrten Fraktionierungsschritten entspricht dies
theoretisch 1100 mg PE-HCI einschlieflich seiner Abbauprodukte. Aus den einzelnen
Messungen ergab sich eine PE-HCI-Konzentration von rund 11,3 ™%m1. Bei einer theoreti-
schen Ausgangskonzentration der injizierten Probeldosung von 25 ™& entspricht dies ei-
nem Abbau von etwa 55 %. Dies tibertrifft den in Kap. 2.2 erhaltenen Wert fiir den Abbau.
Insgesamt verblieben auf diesem Wege etwa 500 mg PE-HCI unverindert, zugleich wur-
den etwa 600 mg PE-HCI zu Abbauprodukten umgesetzt.

Aufgrund der hohen Empfindlichkeit der Losung gegeniiber Verfirbung, besonders
in Gegenwart von Metallionen — in diesem Fall der Metallkaniile der Aufzugsspritze ent-
stammend —, war es wesentlich, bei Probenaufzug und -injektion moglichst ziligig vorzu-
gehen und die gesamte Spritze nach jedem Injektionsvorgang sorgfaltig mit Wasser aus-
zusplilen. Dies verhinderte die Ansammlung stark verfarbter Probenfliissigkeit in Spritze

und Metallkaniile.
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Abb. 15 zeigt exemplarisch das Chromatogramm einer Fraktionierung mittels semi-
praparativer HPLC nach Methode 3 als Gesamtdarstellung (a) sowie vergroBert zur bes-
seren Sichtbarmachung der Abbauprodukte (b). Deutlich zu erkennen ist der PE-Peak
(tet = 5,2 min), welcher starkes tailing zeigt, daneben Peaks von insgesamt neun Abbau-
produkten (#.: = 3,4; 3,9; 4,6; 5,0; 5,6; 7,3; 15,0; 17,7 und 21,5 min). Zum Vergleich ist
dariiber hinaus das Chromatogramm einer Auftrennung mittels analytischer HPLC nach
Methode 2 angefiihrt (¢). Auffillig ist, dass nicht alle bei der Fraktionierung auftretenden
Peaks eindeutig solchen der analytischen Auftrennung zugeordnet werden konnen. Na-
mentlich den drei nach dem PE-Peak hervortretenden Peaks im Chromatogramm der
Fraktionierung (tet = 15,0; 17,7 und 21,5 min) stehen nur zwei Peaks in dem der analyti-
schen Auftrennung gegeniiber (fet = 6,5 und 14,5 min). Auch ist nicht auszuschlieBen,

dass der groBBe PE-Peak mit failing noch weitere kleinere Abbauprodukte {iberlagert.
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Abb. 15: Fraktionierung mittels semipriparativer HPLC einer mit Wasserstoffperoxid bei 40 °C
belasteten wissrigen Losung von PE-HCI mit einer Konzentration von 50 ™%, nach Methode 3
(Saule: Shimadzu Shim-pack GIS, Cis, d = 20 mm, [ = 250 mm; Temperatur: =~ 25 °C (Raumtem-
peratur); Injektionsvolumen: 2,00 ml; Flussrate: 20,0 ™nin; p = 120 bar; Flusszeit: 20 min; FlieB-
mittel: Methanol + wissriger Ammoniumformiatpuffer (pH = 3) 5,0 + 95,0 % ("/); Detektion:
PDA bei 4 =272 nm). a) Gesamtansicht, b) vergroBerter Ausschnitt. Deutlich zu erkennen ist
der méchtige Peak von PE mit tailing (t.« = 5,2 min), daneben Peaks von neun Abbauprodukten
(et =3,4; 3,9; 4,6; 5,0; 5,6; 7,3; 15,0; 17,7 und 21,5 min). ¢) Zum Vergleich angefiihrtes Chro-
matogramm einer Auftrennung mittels analytischer HPLC. Ersichtlich ist, dass nicht alle bei der
Fraktionierung auftretenden Peaks eindeutig solchen der analytischen Auftrennung zugeordnet
werden konnen. Namentlich den drei nach dem PE-Peak hervortretenden Signalen im Chorma-
togramm der semipriparativen Auftrennung stehen nur zwei Peaks in dem der analytischen
Auftrennung gegeniiber.

PE: Phenylephrin
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2.4 Strukturaufklirung der Abbauprodukte
mittels Massenspektrometrie

und Kernspinresonanzspektroskopie

Um die Struktur der Abbauprodukte aufzukldren, wurden die unter Kap. 2.3 beschrie-
benen Proben mittels LC-MS und NMR untersucht. Die LC-MS-Vermessung fiihrte Herr
Daniel Dobusch, MSc durch, die NMR-Vermessung wie auch die Analyse der gewonne-
nen Daten Herr ao. Univ.-Prof. Mag. Dr. Ernst Urban (beide am Department fiir Pharma-

zeutische Wissenschaften an der Universitiat Wien).

Die unter Kap. 2.3 beschriebenen gewonnenen Fraktionen wurden gesammelt, in ei-
nem Rotationsverdampfer eingedampft und sodann jeweils in 1500 pl Wasser gelost.

Die einzelnen Fraktionen wurden mittels LC-MS vermessen. Einzig dem PE-Peak
(tet = 5,3 min; Abb. 15, ¢) konnten eindeutig Masse-Ladungs-Verhéltnisse zugeordnet
werden. Es treten durchwegs "/ 150 und 168, wie sie auch TROMMER u. a. beschrieben
(vgl. Kap. 1.2.2), gemeinsam auf. Diese lieen sich recht eindeutig tiber die Summenfor-
mel CoHiuNO (" 150) mit dem dehydroxylierten Derivat von PE sowie {iber die Sum-
menformel CoH;3NO, (" 168) mit PE selbst verkniipfen.

Die iibrigen Masse-Ladungs-Verhéltnisse wurden jeweils fiir mehrere Retentionszei-
ten im Chromatogramm nachgewiesen und konnten folglich nicht verlésslich einzelnen
Peaks zugeordnet werden. Darunter waren zwei Signale mit "/ 180, die noch genauer dif-
ferenziert werden konnten zu /% 180,07, was iiber die Summenformel C,oHi;NO, mit den
eingangs beschriebenen Tetrahydroisochinolinderivaten, sowie "/ 180,10, was iiber die
Summenformel CoHyNO3 mit dem ebenso beschriebene Chinonderivat assoziiert werden
konnte. Allerdings erschienen die beiden "/z-Verhéltnisse durchwegs gemeinsam, womit
nur schwer eine klare Trennung der beiden Signale moglich war.

Ein weiteres Signal bei "/, 166 legte mit der Strukturformel CoH;;NO, einen Zusam-
menhang zu einem zweifach deprotonierten Derivat von PE nahe, mdglicherweise also in
Form des Ketonderivats mit einem Ketoethylrest. Ein letztes Signal bei "/ 184 mit der
Summenformel CyH;;NO; schien hingegen ein PE-Derivat zu sein, das ein zusétzliches

Sauerstoffatom in Form einer weiteren Hydroxylgruppe tragt.

Die unter Einsatz von MS beschriebenen Strukturen stellten Oxidationsprodukte der
PE-Grundstruktur dar. Der aromatische Phenylring blieb hierbei erwartungsgeméaf erhal-

ten, erfuhr aber teils zusétzliche Hydroxylgruppen oder wurde zu Ketonen umgesetzt,
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wodurch eine Chinonstruktur entstand. Auch ein Ringschluss der Ethylaminoguppe durch
Anellierung mittels des Kohlenstoffs aus der im FlieBmittelpuffer vorhandenen Ameisen-

sdure hin zu einer Isochinolinstruktur legten die Daten nahe.

Auf die MS-Messungen folgend wurden die einzelnen Fraktionen in einer Vakuum-
zentrifuge gefriergetrocknet, in deuteriertem Methanol gelost und sodann mittels "H- und
BC-NMR nach unter Kap. 2.1.1 beschriebener Methode vermessen. In gleicher Weise
wurde ein Kontrollstandard von 7 mg an reinem PE-HCI, welcher keinen Zwangsbedin-
gungen unterworfen wurde, behandelt und vermessen. Es wurden die Verfahren attached
proton tests (APT), correlated spectroscopy (COSY), heteronuclear single quantum co-
herence (HSQC) und heteronuclear multiple bond correlation (HMBC) angewandt.
Wider Erwarten zeigten die NMR-Messungen der Abbauprodukte jedoch nicht die angedachten

oxidierten Derivate von PE, sondern aus der Reaktion von PE mit Ameisensdure hervorgegan-

gene Addukte in Form von N-Formyl-PE-Rotameren (Abb. 16,

Tab. 2). Diese lagen in unterschiedlichen Verhéltnissen zueinander vor, im Beispiel
aus Abb. 16 im Verhiltnis 71 : 21 : 8 flir PE, N-Formyl-PE (Rotamer*) und N-Formyl-PE
(Rotamer™). Die fiir PE erhaltenen Werte fiir die chemischen Verschiebung konnten durch
den Kontrollstandard bestatigt werden. Auch die Spektren der tibrigen Fraktionen zeigten
entsprechende Muster in wechselnden Verhéltnissen von PE und den N-Formyl-PE-Rota-
meren, sofern die Signale liberhaupt einer plausiblen Struktur zugeordnet werden konn-
ten. Thre Herkunft lieB sich auf den fiir die HPLC verwendeten Ammoniumformiatpuffer
zuriickfiihren. Allerdings gilt es zu beachten, dass die leicht fliichtige Komponente Amei-
sensdure durch das eingesetzte Verfahren der Gefriertrocknung im Grunde sehr leicht von
den Proben abzutrennen sein miisste. Der Ursprung aus dem oben beschriebenen Abbau-
weg mit Freisetzung von Formaldehyd (s. Kap. 1.2.2) ist hingegen unwahrscheinlich, da
die hierbei entstehenden Abbauprodukte nicht nachzuweisen waren.

Ein versuchsweiser Wechsel des FlieBmittelpuffersystems weg von einem Ammoni-
umformiat- hin zu einem Natriumphosphatpuffer, um eine Wechselwirkung der Amei-
sensdure aus dem FlieBmittel mit den Proben ausschliefen zu konnen, brachte bei analy-
tischen HPLC-Messungen keine verwertbaren Ergebnisse. Einerseits war der Peak des
Abbauprodukts mit #et = 6,7 min nicht ausreichend von dem PE-Peak (#.t = 6,9—7,0 min)
zu trennen, andererseits unterschieden sich die Intensitdten der Signale deutlich von de-
nen, die aus den Messungen mit Ammoniumformiatpuffer bekannt waren. So hatte nicht

mehr der PE-Peak die hochste Intensitét (25 % der Gesamtpeakfldche), sondern wurde
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von einem Abbauprodukt mit #e = 3,7 min iibertroffen (36 % der Gesamtpeakflédche;
Abb. 17).

Durch einen versuchsweisen Austausch des Losungsmittels fiir die NMR-Messungen
von deuteriertem Methanol zu deuteriertem Dimethylsulfoxid konnten Loslichkeits-
schwierigkeiten der Abbauprodukte in deuteriertem Methanol ausgeschlossen werden.

Das Ziel, den Peaks der Chromatogramme passende Strukturen zuzuordnen, konnte
mithilfe dieser gewonnenen Ergebnisse demnach nicht erreicht werden. Da die formylier-
ten PE-Derivate auf eine Reaktion mit dem FlieBmittel hindeuten, sind diese Verbindun-

gen nicht relevant fiir die Zielsetzung dieser Arbeit.
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Abb. 16: Beispielhaftes 'H-NMR-Spektrum einer irrtiimlich als Oxidationsprodukt von PE an-
gesehenen Substanz: Vermessen wurde eine durch semipriparative HPLC gewonnene, gefrier-
getrocknete und anschlielend in deuteriertem Methanol geldste Fraktion. Die Spektren zeigen,
dass die Fraktion keines der eigentlich erwarteten oxidierten Derivate von PE enthélt, sondern
vielmehr den Ausgangsstoff PE begleitet von N-Formyl-PE-Rotameren. Zur Zuordnung der Sig-
nale siehe
Tab. 2.
PE: Phenylephrin
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Tab. 2: Zuordnung der Signale im 'H-NMR-Spektrum aus Abb. 16.
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Abb. 17: Abbau von PE-HCI unter Belastung mit drei Aquivalenten Wasserstoffperoxid bei ei-
ner Temperatur von 40 °C, mittels analytischer HPLC vermessen nach Methode 2 (Siule:
Shimadzu Shim-pack GIS, Cis, d = 4,6 mm, [ = 250 mm; Sdulenofentemperatur: 40 °C; Injekti-
onsvolumen: 10 pl; Flussrate: 1,0 ™min; p = 100 bar; Flusszeit: 16 min; Detektion: PDA bei
A =272 nm), allerdings mit Methanol und wissrigem Natriumphosphatpuffer (pH = 3)

5,0 + 95,0 % (") als FlieBmittel. a) Chromatogramm der analytischen Auftrennung einer Pro-
benziehung von 20 pl aus Stammlésung 1, im Verhéltnis 1 : 5§ mit Wasser verdiinnt. b) Ver-
gleichschromatogramm mit reinem PE-HCI mit #.c = 6,9—7,0 min. Aufgrund von unzureichender
Auftrennung der Peaks, verdndertem Auftrennungsmuster und verdnderter Signalintensitét kon-
nen durch einen Umstieg von einem Ammoniumformiat- auf einen Natriumphosphatpuffer
keine verwertbaren Ergebnisse erzielt werden.

PE: Phenylephrin
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2.5 Identifizierung des Abbauprodukts
in Fertigspritzen mit Phenylephrinhydrochlorid

Da entgegen den Erwartungen durch die bisherigen Verfahren keine Aufklirung der
Strukturformeln von unter Zwangsbedingungen gebildeten Abbauprodukten mdglich
war, wurden nun anstelle der unter Zwangsbedingungen behandelten Proben der Inhalt
von transparenten Polypropylen-Fertigspritzen mit 0,04 ™¢m PE-HCI in isotoner Natri-
umchloridlésung (0,9 % (")) zu 10 ml, welche vom Universitatsklinikum St. Polten be-
reitgestellt wurden, zur Untersuchung herangezogen. Diese wurden zuvor bei vorgesehe-
ner Lagerbedingung von 4 °C im Kiihlschrank ohne gesonderten Lichtschutz und ohne
Zusatz eines Belastungsagens wie Wasserstoffperoxid aufbewahrt. Hierbei wurden nach
sechs Monaten in etwa 1,1 % des beinhalteten PE-HCI bezogen auf die Gesamtpeakflache
bei 272 nm abgebaut.

Aus den fiir 12 Monate gelagerten Fertigspritzen wurden ohne weitere Probenaufbe-
reitung je 150 pl zur dreifachen Vermessung mittels analytischer HPLC nach Methode 2
herangezogen. Die Chromatogramme zeigen durchgéngig in gleichem Auftrennungsmus-
ter und auch in gleichem Verhiltnis zueinander neben dem deutlichen Peak von PE nur
ein wesentliches Abbauprodukt (#.: = 5,4 min; etwa 1,4 % der Gesamtpeakfldche) unmit-
telbar vor dem PE-Peak (#et = 5,8 min; etwa 98,6 % der Gesamtpeakflidche; Abb. 18). Un-
vermutet ist dies das Signal eines Abbauprodukts, welches zwar ebenso unter Zwangsbe-
dingungen auftritt (Kap. 2.2), dort aber nur sehr schwach ausfillt (<o0,4 % der Ge-
samtpeakfldche), sowohl im Vergleich mit dem Signal von PE selbst als auch im Ver-
gleich mit den iibrigen Abbauprodukten. Andere Abbauprodukte, wie sie unter Zwangs-

bedingungen sehr deutlich hervortreten, fehlen hingegen vollig.
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mAU

25 PDA Multi 1 272nm,4nm

5.760
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5.381

min
Abb. 18: Fertigspritzen nach 12-monatiger Lagerung mit einer Konzentration von 0,04 ™% PE-
HCl in isotoner Natriumchloridlésung (0,9 % ("/»)) zu 10 ml. Vermessung mittels analytischer
HPLC nach Methode 2 (Saule: Shimadzu Shim-pack GIS, C.s, d = 4,6 mm, [ = 250 mm; Sdulen-
ofentemperatur: 40 °C; Injektionsvolumen: 10 pl; Flussrate: 1,0 ™/uin; p = 100 bar; Flusszeit:
8 min; FlieBmittel: Methanol + wissriger Ammoniumformiatpuffer (pH = 3) 5,0 + 95,0 % ("/4);
Detektion: PDA bei 4 = 272 nm). Neben dem deutlichen Signal von PE mit # = 5,8 min (etwa
98,6 % der Gesamtpeakfliache) ist nur ein wesentliches Abbauprodukt mit #e = 5,4 min (etwa
L,4 % der Gesamtpeakfldche) unmittelbar vor dem PE-Peak zu erkennen. Dieses Auftrennungs-
muster tritt mit iibereinstimmender Intensitét in jeder der drei untersuchten Fertigspritzen auf.

(n =3) — PE: Phenylephrin

Die Fertigspritzen enthalten zum Zweck der Isotonisierung 0,9 % ("/») Natriumchlo-
rid. Da dieses im Verhiltnis zur enthaltenen Menge an Wirkstoff PE-HCI und seinem
Abbauprodukt in sehr hoher Konzentration vorliegt, kann es sich ungiinstig auf die NMR-
Messungen auswirken. Um das beigefiigte Natriumchlorid vor der Vermessung mittels
NMR jedenfalls weitgehend abzutrennen, wurde der Inhalt von zehn Fertigspritzen mit-
tels Rotationsverdampfung getrocknet und sodann in Methanol geldst. Da Natriumchlorid
in Methanol ungeldst bleibt, konnte das 16sliche PE-HCI wie auch sein Abbauprodukt im
Riickstand durch Vakuumfiltration iiber eine Glasfritte abgetrennt werden. Die methano-
lische Losung wurde abermals mittels Rotationsverdampfung getrocknet und der gebil-
dete Riickstand fiir NMR-Vermessungen herangezogen.

Durch die NMR-Spektren (Abb. 20) konnten die Strukturen dreier Verbindungen auf-
geklart werden. Neben dem Hauptprodukt PE (a) waren dies zwei weitere Komponenten,
zum einen Glycerin (M: = 92,09 ¥mol; ¢), zum anderen die tetracyclische Verbindung

2,4,6-Tris(3,4-dimethylphenyl)-1,3,5-trioxan (C,;H3005; M = 402,53 %mol; Sturkturformel:
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Abb. 19; NMR-Spektrum: Abb. 20, b). Die Anteile der Verbindungen zueinander, be-
rechnet aus den Integralen isolierter Protonen, betrugen 91 : 3 : 6 (PE : Glycerin : 2,4,6-

Tris(3,4-dimethylphenyl)-1,3,5-trioxan).

CH3

CHg

CHg

Abb. 19: Strukturformel von 2,4,6-Tris(3,4-dimethylphenyl)-1,3,5-trioxan. Diese Verbindung
wurde nach 12-monatiger Lagerung als wesentliches Abbauprodukt in Polypropylen-Fertigsprit-
zen mit 0,04 ™% PE-HCI in isotoner Natriumchloridlosung (0,9 % ("/)) zu 10 ml neben Glyce-

rin bestimmt. Sie tritt bei vorgesehener Lagerbedingung der Fertigspritzen von 4 °C im Kiihl-

schrank ohne gesonderten Lichtschutz und ohne Zusatz des Belastungsagens Wasserstoffper-
oxid auf.

PE: Phenylephrin

2,4,6-Tris(3,4-dimethylphenyl)-1,3,5-trioxan mit zu erwartendem "/, 403,53 lie3 sich
bei Vermessung mittels LC-MS nicht nachweisen. Ein Zusammenhang mit dem Signal
von "/, 403,26 kann ausgeschlossen werden, da fiir dieses Masse-Ladungs-Verhiltnis
keine Summenformel mit 27 Kohlenstoffatomen simuliert werden konnte. Auch fiel die-
ses sehr schwach aus und war kaum von dem Grundrauschen abzugrenzen. Ferner konn-
ten keine 3,4-Dimethylbenzaldehydteilsturkutren mit "/, 135 oder 1,2,4-Trimethylbenzol
mit "/ 121 als mogliche Zerfallsprodukte detektiert werden. Vielmehr zeigte das Massen-
spektrum (Abb. 21) wiederum die aus vorausgehenden Messungen und aus der Literatur
(Kap. 1.1.2 und 2.4) bekannten Werte fiir "/, 150, 168, 180 und 282, die mit Ausnahme von
", 168 fiir PE keiner mittels NMR in den Proben nachgewiesenen Struktur zugeordnet

werden konnten.

Ob es sich bei der Verbindung 2,4,6-Tris(3,4-dimethylphenyl)-1,3,5-trioxan tatsdch-

lich um ein Abbauprodukt von PE handelt oder ob diese auf anderem Wege Eingang in
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die Probe fand, ist schwer zu beurteilen. Einerseits ist es moglich, die dimethylierten Phe-
nylstrukturen auf den aromatischen Ring von PE zuriickzufiihren, wobei nicht nur der
Aminoethylrest auf einen Kohlenstoff abgebaut werden, sondern der Phenylring eine wei-
tere Methylierung in ortho-Position erfahren muss. Die Kohlenstoffe des 1,3,5-Trioxan-
rings konnen von Formaldehyd oder Ameisensdure, in etwa aus dem FlieBmittelpuffer,
hergeleitet werden. Andererseits lassen sich in der Verbindung 3,4-Dimethylbenzoesiu-
reteilstrukturen und damit Abkommlinge von 1,2,4-Trimethylbenzol (Pseudocoumol)
ausmachen.

Uber 2,4,6-Tris(3,4-dimethylphenyl)-1,3,5-trioxan selbst enthilt die Literatur bislang
keine Auskunft iiber Eigenschaften oder Toxizitdt. Hingegen wurden Trimethylbenzole
sowie deren Metaboliten Dimethylbenzoesduren als Bestandteile von Erddlprodukten,
darunter Kunststoffe, und aromatischen Losungsmittelgemischen nachgewiesen; sie wer-
den bei vornehmlich inhalativer Aufnahme mit zentralnervosen Beschwerden wie Kopf-
schmerzen, Schwindel und Miidigkeit in Zusammenhang gebracht (24). Ob &dhnliche Wir-
kungen auch 2,4,6-Tris(3,4-dimethylphenyl)-1,3,5-trioxan ausiibt und welcher Gestalt

diese genau sind, bedarf weiterer Untersuchung.
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Abb. 20: '"H-NMR-Spektren von PE (a), 2,4,6-Tris(3,4-dimethylphenyl)-1,3,5-trioxan (Neben-
produkt 1, b) und Glycerin (Nebenprodukt 2, ¢) aus Polypropylen-Fertigspritzen nach 12-mona-
tiger Lagerung mit 0,04 ™%m PE-HCI in isotoner Natriumchloridlosung, gelagert im Kiihl-
schrank bei 4 °C ohne gesonderten Lichtschutz und ohne Zusatz eines Belastungsagens wie

Wasserstoffperoxid. Zur Zuordnung der Signale siche Tab. 3. — PE: Phenylephrin
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Zuordnung der Signale im 'H-NMR-Spektrum aus Abb. 20.

Tab. 3

£9°61 9z tgy Ptuefgo| oltt | TLEE Lz ‘HO  *HON
Tg ‘61 Lz FHD fuetgp| oLl9S 60°¢/61°C 8995 60°¢/61't | *HD @ *HDN
60‘zo1 ¥9 S HD HD £6°69 16°F £6°69 o6F HD HD
10°5T1 STl HD 9 S1°911 vL9 L1911 ¥lg HD 9
9I°'0t1 'L HD ¢ Liot1 61°'L 0g°0tI 61°L HD ¢
TTQtI — ) L4 £6°L11 389 16°L11 239 HD 14
OI°LEI — 9) € gLeh1 — gL EPT — 9) €
PEPg  TSE658E| (HD  Cpuni | g9°gel Tel HD T CLCII 689 CLCTI 639 HD T
LLEL 99t HD T oI'Lt1 — 9 I T6°gSI — S6°9SIT — 9 I
Dex H: Dex H: Dt Hx Dex Hx
[mdd] ¢ [mdd] ¢ [wdd] ¢
T pinpoaduagayn 1 pnpoaduaqan (A pinpoxdydney [prepur)sonuoy-4Jd
£
THD
0
H HO
tHD
EHD



56

Intenssu +MS, 7.0-7.4min #406-427
x10°
| 180.1013 a
0.8
0.6 282.2784
0.4
0.2 228.2315
1 109.1009 l J LL u 320.2339 378.0957
R | n Llllnnkp L il TN
DB +MS, 7.4-8.5min #428-491
6<
168.1017 b
1 150.0912
4
2<
0 e N 282'3784 449.3729
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 m/z

Abb. 21: Fertigspritzen nach 12-monatiger Lagerung mit einer Konzentration von 0,04 ™% PE-

HCl in isotoner Natriumchloridlésung (0,9 % ("/)) zu 10 ml, LC-MS-Messungen: Massenspekt-

rum fiir das mdgliche Abbauprodukt bei #.; 7,0-7,4 min (a) und fiir PE #. 7,4-8,5 min (b). Zwar

konnte wie in den analytischen HPLC-Messungen (Abb. 19) unmittelbar vor dem PE-Peak das

Signal eines Abbauprodukts (#.: = 7,2 min) registriert werden, doch lésst sich die durch NMR-

Messungen bestimmte Substanz 2,4,6-Tris(3,4-dimethylphenyl)-1,3,5-trioxan (M; = 402,53 Ymol;

"/. 403) nicht nachweisen.

PE: Phenylephrin
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3 Schlussfolgerung

Zielsetzung der Arbeit war, mogliche Abbauprodukte von PE-HCI in wéssriger Lo-
sung bestimmen und deren Struktur aufklaren zu konnen. Ein besonderes Augenmerk lag
hierbei auf transparenten Polypropylen-Fertigspritzen mit 0,04 ™%, PE-HCI in isotoner
Natriumchloridlésung zu 10 ml, welche im Universitédtsklinikum St. P6lten zur internen
Verwendung hergestellt werden und von welchen bekannt ist, dass sich bei vorgesehener
Lagerung im Kiihlschrank bei 4 °C ohne gesonderten Lichtschutz und ohne Zusatz eines
Belastungsagens wie Wasserstoffperoxid ein bis dahin unbestimmtes Abbauprodukt bil-
det. Diese Fragestellung sollte beantwortet werden, indem zu Beginn unter Zwangsbe-
dingung die Bildung verschiedenster Abbauprodukte herbeigefiihrt und deren Struktur
sodann mittels LC-MS und NMR aufgeklart werden sollte.

Der Stabilitétstest iiber 36 Tage mittels analytischer HPLC zeigte, dass sich unter den
gegebenen Zwangsbedingungen — genauer bei Versetzen der wissrigen Losung von PE-
HCI mit drei Aquivalenten Wasserstoffperoxid bei einer Temperatur von 40 °C — inner-
halb von 14 Tagen ein Abbau des Arzneistoffs um etwa 40 % bezogen auf die Ausgangs-
konzentration moglich war und sich dabei verschiedene Abbauprodukte bildeten. Zahl
und Konzentration der gebildeten Abbauprodukte unterlduft nach etwa zwei Wochen kei-
ner nennenswerten Verdnderung. Vergleichende Messungen von in entsprechender
Weise behandelten Proben aus dem Universititsklinikum St. Polten bewiesen weiters,
dass diese Behandlung reproduzierbare Ergebnisse beziiglich des Abbaumusters erzielt.
Mit den im Universitdtsklinikum St. Polten erfolgreich eingesetzten Einstellungen des
Chromatographen konnte jedoch keine zufriedenstellende Auftrennung der Abbaupro-
dukte erreicht werden, weshalb sie in einigen Punkten angepasst werden mussten.

Die durch Auftrennung mittels semipriparativer HPLC gewonnenen Fraktionen der
Abbauprodukte von PE-HCI wurden sodann einzeln mittels LC-MS und NMR vermes-
sen, um die Struktur des jeweils enthaltenen Abbauprodukts aufzuklaren. Wider Erwarten
brachte dieser Schritt keine verwertbaren Ergebnisse. Die gebildeten Substanzen zeigten
sich durchwegs als Reaktionsprodukte mit Ameisensdure, welche sehr wahrscheinlich
dem als FlieBmittel fiir die HPLC verwandten Ammoniumformiatpuffer entstammt, in
Form von N-Formyl-PE-Rotameren. Ein Wechsel auf ein anderes, natriumphosphathalti-
ges Puffersystem erwies sich jedoch unzweckmifig, da es keine zufriedenstellende Auf-

trennung der einzelnen Substanzen ermoglichte.
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Von besonderer Bedeutung fiir diese Arbeit war ohnehin ein einziges, im Chromato-
gramm der HPLC unmittelbar vor PE auftretendes Abbauprodukt, wie es in PE-HCI-Fer-
tigspritzen mit einer Konzentration von 0,04 "%m PE-HCI in isotoner Natriumchloridl6-
sung (0,9 % ("/m)) bei vorgesehener Lagerung auftritt. Um dessen Strukturformel dennoch
aufstellen zu konnen, wurde der Inhalt dieser Fertigspritzen mittels NMR vermessen. Die
Verbindung wurde als 2,4,6-Tris(3,4-dimethylphenyl)-1,3,5-trioxan identifiziert. Jedoch
ist unklar, ob damit tatsidchlich ein Abbauprodukt von PE-HCI vorliegt oder die Substanz
nicht vielmehr anderen Ursprungs ist. Auch konnte die Verbindung mittels LC-MS-Mes-
sungen nicht bestétigt werden. Weiters sind deren Eigenschaften, besonders in Bezug auf
Toxizitét, noch vollig unbekannt und miissen im Zuge weiterer Untersuchungen ergriin-
det werden.

Das Ziel der Arbeit, das bei Lagerung auftretende Abbauprodukt aufzukliren, konnte
erreicht werden. Die gewonnenen Ergebnisse erlauben jedoch keine abschlieSende und
schliissige Erklédrung. Damit kann zum jetzigen Zeitpunkt keine verldssliche Bewertung

der Unbedenklichkeit dieses Abbauprodukts getroffen werden.
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