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Gyogyszeranalitika a fejleszté szemével

BABJAK Monika,” CZIPONE TAKACS Timea és MESZLENYI Gabor
Richter Gedeon Nyrt. Kutatasi Analitikai Osztaly
1103 Budapest, Gyomrdi u. 19-21.

1. Bevezetés

Az analitika szerepe kiemelkedd jelentéségli a
gyogyszeriparban a  gyogyszerkutatastol kezdve a
készitmények rutin vizsgalataig. Feladata mindenutt
ugyanaz: elGsegiteni az anyagok megismerését, mindségi
és mennyiségi jellemzését, tovabba a kapcsolodo
folyamatok megértését abbol a célbol, hogy a gyogyszerek
biztonsagossagat biztositsuk.

Természetesen mas az analitika fokusza és masok az
alkalmazott modszerek a kutatas/fejlesztési fazisban, mas
a klinikai vizsgalatokban és megint mas a termék allando
mindségét igazold rutin méréseknél. Az alabbiakban egy
rovid attekintést kivanunk adni és néhany példan keresztil
bemutatni, hogy a Richter Gedeon Nyrt-ben, a hatéanyagok
fejlesztési fazisaban melyek az analitika fobb feladatai, és
milyen megoldasokat alkalmazunk a Kutatasi Analitikai
Osztalyon.

2. A hatéanyagok fejlesztési fazisa

Akar originalis, akar generikus fejlesztést végzink a
feladat azonos: a laboratériumban néhdny grammos
mennyiségben eldallitott hatéanyagtol a végleges, akar
100 kg-os nagysagrend(i tzemi gyartasig kovetni a
folyamatot, analitikai tdmogatast adva a szintézist végzd
vegyésznek illetve a méretnoveld, ipari technologiat kialakitd
technologusnak. Mindekozben részletesen megismerni
egyrészt a hatoanyagot, annak fizikai, fizikai-kémiai, kémiai
tulajdonsagait, feltarni azokat a korilményeket, amelyekre
az anyag érzékeny, masrészt az eldallitasi folyamatot, és
annak hatdsat a termék mingségére.

A fejlesztési fazisban folyo detektivmunkdhoz igénybe
vessziik a lehetd legtobb analitikai megkozelitést, modszert.
A modszerek kivalasztdsa harom alapvetd pilléren all:

1. A gyogyszerkényvek modszerei és altalanos el6irasai
a forgalomba hozott termékek esetén kotelezdek, ezért
ezeket célszerli mar a fejlesztési fazisban alkalmazni:
az eldirt modszerek megfeleldségét, alkalmazhatosagat
tanulmanyozni, illetve sajat fejlesztési modszerek esetén az
altalanos el6irdsokat figyelembe venni.

2. A gyogyszerek mindségével, analitikdjaval tobb
hatosagi ajanlas, Gn. guideline is foglalkozik. Az ICH
(International Council for Harmonisation, korabban
International Conference on Harmonisation) Q (quality,
mindség) kategoridban tobb szempontbdl is irdnymutatast
ad a hatéanyagok vizsgalatara. Ezek az ajanlasok részben
metodikai megkozelitéseket, részben kovetelményrendszert
is tartalmaznak.
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3. Atermék jellemzését tudomanyos alapon megkozelitve,
a szakmai szabdlyoknak megfelelden, a legkorszertibb
eszkozoket és metodikdkat alkalmazzuk. A fejlesztonek
mindig szem el6tt kell tartania, hogy az altala kidolgozott/
kivalasztott modszert a jovoben fogjak haszndlni, ezért
lehetéleg a legkorszeriibb, ma még talan csak ritkan hasznalt,
de a jovdben varhatdan széleskorien elterjedé megoldasokat
alkalmazza.

Mindezek alapjan a fejlesztési fazisban folyamatosan
valtoznak, fejlédnek mind szamossagban, mind mélységben
az analitikai modszerek. Célunk, hogy a fejlesztési folyamat
végeére, a végleges gyartastechnologia kidolgozasa utan meg
tudjuk allapitani, hogy melyek a termék kritikus minéségi
jellemzoi, ezek milyen modszerrel mérhetdk, milyen lesz
a hatdanyag allando mindsége (,,a mindséget nem mérjiik,
hanem beépitjuk a termékbe”), amit a rutin gyartaskor,
mindségellendrzéskor mindig igazolunk. Ezek a modszerek
kertilnek a hatoanyag specifikacidjaba.

A fejlesztési folyamat sordn szamos olyan mérést is végziink,
amelyet rutinban késébb nem kivanunk alkalmazni (,,un.
kiegészité mérések”), ezekhez akar a legkiilonlegesebb,
legdragabb metodikakat is alkalmazhatjuk. Ugyanakkor a
rutin modszerek esetén a meglévo analitikai lehetéségeket
illetve gazdasagossagi szempontokat is célszeri figyelembe
venni. Ezért a rutin modszerek esetén torekszink a
legegyszertibb, leggazdasagosabb modszerek (pl. egyszeriien
kivitelezhetd, gyors, kis mintaigényi stb.) kidolgozasara.

3. Az analitikai méd megfelel6ségének i 14
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A fejlesztési folyamatban nemcsak szakmai szempontok
alapjan, hanem mindségbiztositasi szempontbdl is fokozodo
elvaras az analitikai modszerek megfeleléségének igazolasa,
a modszerek validalasa. A holisztikus validalasi szemlélet
alapjan a modszer megsziletésétdl, alkalmazasatol
kezdve folyamatosan, a felhasznalasnak megfelel6
mértékben kell igazolnunk a modszer megfeleléségét. A
végleges modszereket a vonatkozo eldirdsok és ajanlasok
figyelembevételével validalnunk kell, amely folyamatban
elére eltervezett méréssorozattal, az eredmények statisztikai
értékelésével igazoljuk, hogy a modszerink alkalmas
a felhaszndldsi célra. Ezen cikk keretein belil nem
foglalkozunk a validalas elméletével ¢és gyakorlataval,
csupan hangstlyozni kivanjuk, hogy a validalasi
tevékenység mind idoben, mind a mérések szamaban eléri,
s6t gyakran meghaladja a mddszerfejlesztésre forditott
munka mennyiségét, és mint ilyen, a fejlesztd analitikusok
egyik o feladata.
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4. A hatéanyagok vizsgalatanak modszerei

A hatdanyag sohasem tiszta szaz szazalékban. Kismértékben
mindig tartalmaz(hat) szennyezéket, amelyeket elsdsorban
méréstechnikai  szempontbol az alabbi  csoportokba
sorolhatjuk. (Vonatkozé guideline: Q3A: Impurities in new
drug substances)

4.1. Viztartalom

Ahatoanyagot legtobbszor szennyezi a gyartasi folyamatban
hasznalt viz. Ez a viz nem jelent egészségugyi kockazatot,
ugyanakkor pontos mennyiségének ismerete fontos. A
viztartalom meghatarozasara elterjedten Karl Fischer (KF)
titralasos modszert alkalmazunk. Amennyiben a termék
viztartalma alacsony, a KF titralasos modszer érzékenysége,
illetve pontossiga nem megfelel6, termogravimetriara
visszavezethetd ¢sszes nedvességtartalmat hatarozunk meg
(szaritasi veszteség).

4.2. Szervetlen szennyezdk

Ebbe a csoportba elsdsorban a szervetlen sok tartoznak. A
gyogyszerkonyvekeldirdasaaméréskivitelezés szempontjabol
megegyezik: 600 + 50°C-on a mintat kénsavval roncsoljuk
¢és a visszamarado szulfathamut visszamérjuk.

4.3. Fémszennyezék

A fémszennyezOk vizsgalatanak uj megkozelitését a 2014~
ben életbelépd uj, ICH Q3D guideline foglalja 6ssze. (Q3D:
Guideline for elemental impurities) Az eddig az osztdlyunkon
is sokszor alkalmazott mddszert (a vizsgalandd mintabol
roncsolast kovetéen tioacetamiddal szulfidot képziink,
aminek a szinét vizualisan értékeljuk) felvaltja a specifikus
¢és érzékeny induktiv csatolasu plazma atomspektroszkopiai
(ICP AS) mérés.

4.4. 1llékony szennyezék

A hatéanyagot az eldallitdshoz hasznalt oldoszerek és a
szintézis soran keletkezd altalaban kis molekulatomegi,
illékony szerves komponensek szennyezhetik. A hasznalt
oldoszerek listaja ismert a gyartastechnologiabol, a keletkezd
anyagok pedig a reakcioegyenletekbol levezethetdk (pl.
észterek hidrolizisekor felszabadulo alkoholok, stb.). A
vonatkozé ICH guideline (Q3C: Impurities for residual
solvents) alapjan azonban nemcsak ezeket a komponenseket
kell vizsgalnunk, hanem a mérést ki kell terjeszteniink
az alkalmazott oldoszerek potencidlis szennyezéseire
is, kulonosen akkor, ha azok toxikologiai szempontbol
veszélyesek. A Q3C guideline az oldoszereket 3 f6 osztalyba
sorolja, és szabalyozza az egyes osztalyokba sorolt
vegytletek megengedett mennyiséget.

A 3. osztalyban a nem veszélyes (,,solvents with low toxical
potential”’) komponensek talalhatok. Ide tartozik tobbek
kozott a gyogyszergyartisban oldoszerként elterjedten
hasznalt etanol, aceton, etil-acetat, i-propanol. Megengedett
mennyiségiik a hatdanyagban 5000 ppm.

A 2. osztaly (,solvents to be limited”) oldoszereinek
megengedett mennyisége alacsonyabb. Pl. az acetonitril
megengedett mennyisége 410 ppm, mig a metanolé
3000 ppm, vagy a diklérmetané 600 ppm.

Az 1. osztaly (,.solvents to be avoided”) oldoszerei ma
mér el6allitishoz nem hasznalhatok, de mennyiségiiket
akkor is vizsgélni kell, ha valamelyik alkalmazott oldoszert
szennyezhetik. Leggyakrabban vizsgalt komponens ebbol
az osztalybol a benzol, amely az eldallitds olddszereként
hasznalt toluol vagy a metanol potencidlis szennyezGje lehet.
Megengedett mennyisége a hatoanyagban legfeljebb 2 ppm.

Ezen komponensek mennyiségét alapvetden
gazkromatografias modszerrel (GC) hatarozzuk meg. A
vizsgalando vegyiilet illékonysaga alapjan alkalmazhatunk
goéztérinjektalast vagy folyadékinjektalast.

Gondolhatnank, hogy kidolgozhato egy teljesen altalanos
modszer, amellyel hatoanyagtol fuggetlenil mérheték
ezek a komponensek. A gyakorlat azonban azt mutatja,
hogy a hatéanyag fizikai-kémiai tulajdonsaga, netalan a
gazkromatograf injektoraban elszenvedett bomlasa miatt
mindenre j6 modszer nem létezik, mindegyik modszert
optimalni kell.
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1. Abra. Referencia oldat gazkromatogramja.
Komponensek: 10,617 perc metanol, 11.500 perc metil-formiat;
14,115 perc etanol: 16,624 perc aceton;
19.870 perc diklérmetan, 20.475 perc terc-butanol;
22,879 perc diizopropiléter: 24,878 perc etilacetat:
25,514 perc tetrahidrofuran; 26,503 perc ciklohexan; 27,426 perc benzol;
31.502 perc toluol. 33.700 perc dimetil-szulfoxid (alap-oldoszer).
A kromatogramon lathato t6bbi csucs a dimetil-szulfoxidbol szarmazik.

Altalaban 30-60 m hosszii kvarc kapillarisokat alkalmazunk.
A kapillaris bevonata/allofazisa tobbféle lehet attol fiiggden,
hogy egyszertien forraspont alapjan el tudjuk valasztani a
mérendoket, vagy masodlagos kolcsonhatasokat is ki kell
hasznalnunk. A legelterjedtebb a langionizacios detektor
(FID) alkalmazasa, de egyes esetekben sziikség lehet a
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2. Abra. Hatoanyag minta oldat gazkromatogramja.
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specifikus s még nagyobb érzékenységii elektronbefogasos
(ECD) vagy akar tomegspektrometrias (MS) detektalasra is.

Az eldzbek értelmében az altalunk kidolgozott GC modszer
joval tobbet tud, mint amennyi a hatéanyag mindségébol
kovetkezne. Példaként bemutatunk két kromatogramot. Az
elsé a referencia oldat kromatogramja, mig a masodik a
hatoanyagé, ez utobbibol lathato, hogy magat a hatéanyagot
csak nyomokban szennyezik illékony komponensek.

4.5. Rokon szerkezetii szerves szennyezék

A hatoanyagfejlesztés soran az analitikus szdméra a
legnagyobb kihivast a rokon szerkezetii szerves szennyezok
mérésére alkalmas kromatografias modszer kidolgozasa
jelenti. A gyogyszermolekuldk fizikai-kémiai tulajdonsaga
valamint a modszert6l megkivant érzékenység miatt az esetek
nagy részeben ez folyadékkromatografias (HPLC) modszert
jelent. Altalanossagban feladatunk kimutatni minden olyan
szennyezGt, ami a gyartasi folyamat soran (a gyartas koztes
termékei, melléktermékek, a felhasznalt kiinduldsi anyagok,
ezek szennyezéseibol az eldallitas soran keletkezo un. ,,carry
over” szennyezések stb.) illetve magabol a hatdanyagbol
keletkezik (bomlastermékek). Az elv minden esetben
ugyanaz, de a gyakorlati megvalositas mindig egyedi. A
vizsgalni kivant vegyiiletek minden hatéanyagndl masok,
ezért minden hatoanyagra, sét azonos hatéanyag esetén akar
az eltér gyartasi lépések miatt is egyedi, a feladatra optimalt
modszert/modszereket kell kidogoznunk.

Egy tisztasagvizsgalati modszer kidolgozasa  elott
Osszegylijtjik ¢és vegyész illetve technologus kollégak
bevondsaval elemezzik az elérhetd informaciokat a
szintézis lépéseirdl. A modszerfejlesztéshez gyakran
nem végleges tisztasagu, hanem szennyezett vagy akar
elrontott elédllitasbol szarmazo anyagokat is felhasznalunk.
A modszerfejlesztés kezdetén altalaban még nem
ismertek a hatéanyag bomlastermékei, ezért az optimalas
kezdetén ezeket in situ allitjuk el a gyoégyszerhatoanyag
bomlasztasaval (szilardan hé, para, fény terheléssel illetve
oldatban savas/lugos/peroxidos kézegben).

Annak kivélasztasara, hogy milyen elvalasztasi modot
alkalmazzunk, segit az elvalasztanddé komponensek
bizonyos fizikai-kémiai jellemzdinek ismerete, amelyekre
mindenképp sziikség van a hatékony és robusztus modszer
fejlesztésehez. Ilyen példaul az oldhatosag, a pK , azaz a
savi disszociacios allandd negativ logaritmusa, a molekulak
lipofilitasat becsld log P (semleges molekuldkra) illetve a
logD (ionos molekulakra).! Azadott molekula kromatografias
viselkedésének jellemzésére jol hasznalhato a logD-pH
diagram, ami a molekula lipofilitasanak véltozasat jellemzi
a pH fuggvényében.

A fizikai-kémiai adatokon kivil az elvalasztandé vegyiletek
ismert szerkezetét is figyelembe kell venni, ha a szerkezeti
izomerektdl a nagyon eltérd polaritast vegyiiletekig minden
szennyezOt egy kromatografias rendszerben kivanunk
elvalasztani és detektalni.

Az  adatok  birtokaban  tudjuk  kivalasztani a
folyadékkromatografias —elvéalasztasi modot  (forditott
fazis, normal fazis, HILIC stb.), illetve a szerencsére mar
nagyszamban rendelkezésre all6 kromatografias oszlopok

kozul mindazokat, amelyek elméleti, irodalmi adatok illetve
sajat tapasztalataink alapjan alkalmasak lehetnek a mérésre.

A fejlesztés és a végs6 modszer kidolgozasa soran esetenként
szamos kromatografias oszlop kiprobalasa és a paraméterek
optimalasa sziikséges. Az egyfajta forditott fazisu oszlopon
elvégzett modszerfejlesztés folyamatat az alabbi példan
mutatjuk be.

A modszerfejlesztés  kezdetén rendelkezésre allt a
gyogyszerhatdanyag €s a szintézisutra jellemz6 négy
potencidlis szennyezés, tovabbiakban: TmpA, ImpB, TmpC,
ImpD.

A 3. é4bran abrazoltuk a gyogyszerhatéanyagnak és
a négy ismert szennyezésének logD-pH gorbéjét, a
jelmagyarazatban feltiintetve a relevans pK, értékeket is
(ChemDesk szoftverrel meghatarozva).
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3. Abra. A hatéanyag és négy potencialis szennyezésének LogD-pH
Gsszefiiggése.

A modszerben mindenképpen pH kontrollt kellett
hasznalnunk, hiszenagydgyszerhatéanyag, az ImpC, az ImpD
valtoztatjdk molekularis formdjukat a pH fiiggvényében.
A logD-pH gorbék lefutdsabél az is lathato, hogy a
gyégyszerhatoanyag, az ImpC, és az ImpD bazikus funkcios
csoportokat tartalmaznak. Ezek a vegyiiletek pH>pKa+2
(azaz esetiinkben pH>11) értékeknél lugosabb tartomanyban
vannak forditott fazis szempontjabol kedvezébb ion-
visszaszoritott, apolarisabb formaban. Ez a pH tartomany
szamunkra mégsem volt kedvezd, mert az elzetes stabilitasi
vizsgalatokbol kiderilt, hogy a gyégyszerhatoanyag lugos
kozegben mar szobahémérsékleten is pillanatszeriien
bomlik. Ha el akartuk kertilni a gyogyszerhatdanyag mérés

kellett maradnunk.

A robusztussag szempontjabdl kedvezdnek tiné pH<pK -2
(estinkben pH<5) tartomanyt is ki kellett zarnunk, mert
itt a bazikus komponensek ionos formaban vannak jelen,
ezért visszatartasuk forditott fazison kicsi. A pH<5 értéknél
savasabb tartomanyban kérdéses, hogy a k (retencids
tényez$) >1 kritérium teljestl—e, hiszen a fokomponens
logD értéke még pH=7-en sem éri el a (-2)-t. Hasonloképpen
gond lehet a savas/liigos/oxidativ bomlastermékekkel,
amelyek ugyan fejlesztés kezdetén nem voltak a keziinkben,
de valoszintileg legalabb olyan, vagy még poldrisabbak,
mint a vizsgalandd fokomponens. A fentieket figyelembe
véve, mivel ragaszkodtunk a forditott fazis alkalmazasahoz
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a mozgofazis pH-janak pH=7-hez minél kozelebb esd
értéket kellett valasztanunk, igy az emlitett példaban az
optimalashoz pH=6-7 tartomany tiint megfelelének.

Ez az a tartomany, amint az a logD-pH fuggvények
lefutdsabol is lathatd, ahol kis pH valtozasra nagy logD
valtozas kovetkezik be, ezért a retencié allandésagahoz,
azaz robusztus modszerhez kiemelten fontos volt a pontos,
tomegmérésre visszavezetett pH beallitas.

A pH bedllitashoz a foszfat puffer tiint kedvezonek, mert
egyrészt a HPO,*/H,PO, rendszer puffer kapacitisa a
pK*1, azaz 58-7,8 tartomanyban maximalis. Masrészt
alacsony UV cut oft értéke miatt (195 nm) a foszfat az
egyik legalkalmasabb, ha alacsony hullamhosszon kell
detektalnunk (esetinkben sem a gyogyszerhatoanyag,
sem az ismert szennyezések nem tartalmaznak A>220 nm
magasabb hullamhosszon elnyel6 kromofor csoportot).

Az oszlopvalasztasnal figyelembe vettiik az elvalasztando
komponensek polaris jellegét ¢és olyan oszlopokat
valasztottunk a modszerfejlesztéshez, ahol a visszatartast
¢és szelektivitdst a polaris kolcsonhatasok (hidrogénhid,
dipol-dipol) is befolyasoljak. A kezdeti kisérletek alapjan
hamar kiderdlt, hogy a pH 6-7 tartomanyban a foszfat ion
nagyon lecsokkentette az oszlopok ¢élettartamat. lgy az
oszlopvalasztasnal az elsddleges szempont az allofazis pH
tiirése lett. Ennek alapjan a tovabbi fejlesztés Gemini C18
(150-4,6 mm, 3um, gyarté: Phenomenex (ajanlott pH:1-12))
oszlopokon folyt.

Az allofazis, a puffer, a pH tartomany, detektalasi hullam-
hossz megvalasztasa utan a fejlesztést optimalo szoftverek,
pl. DryLab® szoftver hasznalataval tehetjitk hatékonyabba
és gyorsabba. A DryLab® (forgalmazd: Molnar-Institute)
napjaink egyik intelligens optimalo szoftvere, amely
segitségével a probalkozason alapuld moédszerfejlesztést
felvalthatjuk pontos, beallitott kisérleti adatokon alapuld
kisérlettervezésre.>* Nemcsak id6t, vegyszert sporolhatunk,
de segitségével a modszer robusztussaga, illetve
érzékenysége a valtoztathato paraméterekre is vizsgalhato.

1G (min]

4. Abra. DryLab® szoftverrel szamolt haromdimenzios felbontas térkép

A 2009-ben megjelent DryLab® 3.9-es verzié mar képes akar
harom faktor (gradiens id, hdmérséklet, pH vagy terner
eluens osszetétele) egyideji kezelésére ¢s haromdimenzios
felbontas térképek szamolasara. A szakirodalom az igy
Iétrejott  harom-dimenziés modellt ,,Cube”nek vagyis
kockanak nevezi. A példankban a DryLab® szoftver
(verzi6:4.2.0.7.) alkalmazasaval 12 alapfutasbol hataroztuk

meg az optimalis pH-t, a homérsékletet és gradienst. A
DryLab® szoftver harom dimenzidban, a pH, a hémérséklet,
¢és a gradiens id6 (tG) fiiggvényében abrazolja, és jeloli a
minimum Rs=1,5 elvalasztast jelentd kisérleti pontokat. A
térbeli abran az Osszefuggd terilletek jelentik a robusztus
tartomanyokat. (4. Abra)

A, .DryLab® kockabol” az optimum kivalasztasa lényegében
szubjektiv szempontok alapjan torténik. Rendszerint arra
torekszink, hogy az elvalasztis lehetéleg rovid legyen,
az oszlop élettartamanak novelése céljabol a homérseklet
minél alacsonyabb legyen és a valasztott optimum pedig egy
robusztus tartomany belsejébe essen.

5. Abra. Vélasztott optimum 3D-ben szemléltetve.

Az 5. és 6. abrakon a valasztott optimum lathato 3D-ben
illetve a szoftverrel szamolt kétdimenzios felbontas térképen
(pH=6,2) szemléltetve.

o
stord

6. Abra. DryLab® szoftverrel szamolt kétdimenzios felbontas térkép.
(pH=6.2).

Az optimalt HPLC-s paraméterekkel a DryLab® szoftver altal
elore jelzett elvalasztas a 7. abran, a megvaldsult elvalasztas
jellemzésére pedig a modell oldat kromatogramja a 8. bran
lathato.

Tapasztalataink szerint a josolt és a gyakorlatban kapott
kromatogramok altaldban jo egyezést mutatnak, a retencids
idok eltérése < 5%.

A fejlesztés soran tobb, a rokon szerkezetii szennyezések
meghatarozasara alkalmas modszert is kidolgozunk abbdl
a célbol, hogy meggydzédjink arrol, hogy a késdbbiek-
ben rutin tisztasagvizsgalatra alkalmazandé modszeriink
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7. Abra. DryLab dltal josolt kromatogram /modell oldat.

alkalmas-e minden szennyezés kimutatasara. Ezek egy része
eltérd elvalasztasi mechanizmuson alapul (elvalasztds mas
tipusu allofazison, eltérd pH-n, stb), méas része alkalmas
folyadékkromatograf-tomegspektrométer (LC-MS) kapcsolt

AEARARRRN

8. Abra. Mért kromatogram / modell oldat.

technika megvalositasara. Az LC-MS médszerek alapvetden
fontosak fejlesztési fazisban a hatdéanyagok rokon
szerkezetli szerves szennyezdinek és bomlastermékeinek
azonositdsahoz is.

4.6. Kiralis szennyezék

A forgalomba kerilé gydgyszer hatdéanyagoknak tobb
mint fele tartalmaz (legalabb) egy kirdlitascentrumot,
azaz elvileg két optikai izomerjik Iétezik. Az optikai
izomerek minden fizikai-kémiai tulajdonsaga megegyezik
(kivéve, hogy a polarizalt fény sikjat eltéré iranyban
forgatjak el), igy akiralis kozegben nem kiilonboztethetdk
meg. Kromatografids modszerekkel elvalasztasuk kirdlis
kornyezetben valosithato meg (vagy a kromatografias
allofazis vagy a mozgofazis tartalmaz kirdlis szelektort),*
vagy eldzetes szarmazékképzést kovetden az enentiomereket
eltér6 fizikai-kémiai tulajdonsagu diasztereomer parokkéa
alakitjuk,” amelyek igy elvalaszthatok. A gyakorlatban
mindig az egyszeriibben Kivitelezhetd megoldast vélasztjuk.

Vannak olyan gyogyszerhatoanyagok, amelyek racém
formaban kerilnek forgalomba, ami azt jelenti, hogy a
két optikai izomerjiik kozel egyforma mennyiségben van
jelen. Ez esetben a fejlesztd analitikus feladata a megfeleld
ardny igazolasa. Elofordulhat azonban, hogy az optikai
izomereknek eltéré farmakoldgiai tulajdonsaguk van, azaz
csak az egyik enantiomerjiik hatdsos, mig a masik hatéastalan,
esetleg toxikus. Erre, és egyben a kiralis tisztasagvizsgalatok
fontossagéra az 50-es években kirobbant Contergan-botrany
hivta fel a gyodgyszerkutatok figyelmét. (A Contergan
esetében a racém formaban forgalomba hozott talidomid
hatéanyagnak csak egyik enantiomerje volt nyugtato
hatasu, a masik enantiomerje sulyos magzatkarosodast

okozott). A hasonl¢ balesetek elkeriilése végett napjainkban
vilagszerte eldtérbe keriilt a tiszta enantiomerek fejlesztése,
¢és az enantiomer arany meghatdrozasa helyett a kiralis
tisztasagvizsgalat.

Az enantiomerarany  meghatarozasnal illetve a
tisztasagvizsgalatnal mas-mas a feladat, igy mas az analitikai
modszer, amivel célszerii a megoldast keresniink.

Racém gyogyszerhatoanyag vizsgalatdhoz a legidealisabb
megoldast a nagyhatékonysagu kapillaris elektroforézis
(HPCE) nyujtja. A hattér elektrolithoz adhato kiralis
szelektorok (ciklodextrinek (nativ és szarmazékolt)
koronaéterek, epesavak, stb.) termékpalettdja egyre
boviild, igy jo eséllyel talalunk koztik olyat, amellyel a
két enantiomer elvalaszthato. A modszer altalaban gyors,
mintaigénye és a méréshez felhasznalt vegyszerigénye
kicsi. Ugyanakkor napjainkban még problémas a médszer
robusztussaga valamint a detektélas érzékenysége, ezért ezt
a korszer(i metodikat elterjedten, rutinszeriien nem tudjuk
alkalmazni kiralis tisztasagvizsgalatokban.

A gyogyszeriparban a  kirdlis oszlopokon végzett
elvélasztasok terjedtek el annak ellenére, hogy ezek a
specidlis kromatografias oszlopok igen dragak, és elméleti
alapon a vizsgalando vegyilet szerkezetének ismeretében
nem tudunk optimalni. Még mindig probalkozasos alapon
valasztjuk ki az igéretesnek tind oszlopokat, amikhez
a modszerfejlesztés nehézsége miatt az oszlopgyartok
altalaban részletes modszerfejlesztési tematikat javasolnak,
amelynek kovetésével jo esetben tudunk eredményt
felmutatni. A feladat bonyolultsagat jelzi, hogy az adott
kromatografias rendszerben nemcsak az enantiomereket kell
elvélasztani egymastol, hanem a modszernek specifikusnak
kell lennie egyéb, nem kiralis izomerekre is.

4.7. Egyéb szennyezik

Az eddig targyalt szempontok szerinti mérések szinte
rutinszerGen allnak ossze a fejlesztés folyaman, de
hatéanyagtol és eljarastol fiiggden eldfordulhat, hogy nem
alkalmasak minden potencidlis szennyezé kimutatdsara. Az
alabbiakban a teljesség igénye nélkil mutatunk be néhany
peldat ezekre:

A kis molekulatomegii szerves savak és bazisok altalaban
nem gazkromatografalhatok —szarmazékképzés nélkiil,
illetve HPLC-vel sem detektalhatok kromofor csoportok
hianyaban. Ezen komponensek vizsgalatara célzottan kiilon
modszereket dolgozunk ki (pl. gdzkromatografidas mérés
szarmazékképzést kovetden, folyadékinjektalassal, vagy
HPLC ionparkromatografia indirekt UV detektalassal, stb).

A hatoanyaghoz szerkezetileg nagyon hasonl6 szennyezések,
az izomerek vizsgalata kulonos figyelmet igényel. Részben
azért, mert hasonlo fizikai kémiai tulajdonsaguk miatt
kromatografias elvalasztasuk problémas lehet. Részben pedig
azért, mert azonositasuk megegyezé molekulatomegiik és
fragmentacidjuk miatt MS detektaldssal is komoly feladatot
jelent. Ezért (is) sziikséges a tisztasagvizsgalatot nem egy,
hanem legalabb ketto, eltérd elvalasztasi mechanizmuson
alapulo kromatografids modszerrel végezni a fejlesztés
soran.
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Napjaink egyik legnagyobb kihivasa a potencidalisan
genotoxikus, nyomokban eldforduld, rokon szerkezetii
vegyiiletek vizsgalata. Ezen komponensek mérése szinte
kizarolag kapcsolt technikds kromatografias modszerrel
torténik, mivel megengedett mennyiségik altalaban
legfeljebb 10-100 ppm kozott van. Ezt az érzékenységet
a tomegspektrometrias MS/MS detektorok, rendkivil
érzékeny ¢és kiemelkedden specifikus modban (MRM)
képesek biztositani.

4.8. Hat6anyagtartalom meghatarozisa

Mikozben egy kiszerelt gyodgyszerkészitmény (tabletta,
kapszula, stb.) hatéanyagtartalmanak meghatarozasa teljesen
evidens, a hatoanyagok rutin tartalmi mérése régota vitatott
koncepcionalis kérdés.® A legpontosabb tartalmi eredményt
gy tudnank meghatarozni, ha ismernénk a hatoanyag
osszes szennyezését, validalt modszerekkel mennyiségiiket
a megfeleld pontossaggal megmérnénk, és ezekbdl az
adatokbol un. szamitott tartalmat hatdroznank meg.

Ezzel szemben a hatosagi elvarasoknak megfeleléen minden
hatoanyagbol kell tartalmi meghatarozast végeznink. A
hatéanyagtartalmi mérések két csoportba sorolhatok. A
relativ mérések soran valamely ismert tartalmu referencia
anyagra vonatkoztatva mérjik és szamitjuk, mig az un.
abszolut tartalmi mérések soran a kapott jelnagysagbol
szamitjuk ki a tartalmat. Leggyakrabban alkalmazott relativ
mérések a kromatografids és az UV spektrofotometrias
modszerek, abszolut modszerek a napjainkban egyre
fontosabba vdlo NMR illetve titrimetrias modszerek.

Gyakorlati példakat a titrimetrids tartalmi mérésekre
mutatunk be, kiemelve, hogy ez a klasszikus modszer még
mindig fontos szerepet tolt be a gydgyszeranalitikaban.”

A gyogyszerhatoanyagok egy része valamilyen so
formdjaban keril eldallitasra. A szokasos (hidroklorid,
hidrobromid, szulfat, acetat stb.) sok tartalmi mérése, vagy
més oldalrol megvilagitva, a soképzés megfeleldségének,
az elméleti sav:bazis arany igazolasanak szinte kizarolagos
modszere a sav/bazis titralas.

A mérés elve

A méréoldat sav, illetve bazis, ami a megfelelé kozegben
pillanatszertien reagal az adott hatoanyaggal. Az elektrod
a reakcio végét potencidlugras formajaban érzékeli. A
szamitogéppel vezérelt automata titrator a kért eredményt
(pl. méréoldat fogyas, hatoanyagkoncentracio) kiszamitja és
tarolja. A sav-bazis titralasok kivitelezését tekintve kétfajta
mddszert hasznalunk: vizes-félvizes kozegii, és nemvizes
kozegii titralasok.

A félvizes kozegii titralasok esetében vizzel korlatlanul
elegyedd szerves oldészer (pl. metanol, etanol, aceton,
acetonitril, 1,4-dioxan, tetrahidrofurdn) és viz elegye a
titralo kozeg. A valasztast az oldhatdsag ¢és a titralasi gorbe
jellege hatarozza meg. Hasonl6 oldhatésag esetében azt az
oldoszert valasztjuk, ahol meredekebb a potencidlugras, igy
jobban értékelheto az inflexids pont.

FErdekes példdk félvizes kozegii titrdldasokra

Hatoanyag sok titralasakor nem vart eredmények is
tapasztalhatok. Példaként az egymassal izomer maleat €s
fumarat sok titralasat mutatjuk be. Titrdlé kozeg aceton és
viz elegye, a méréoldatunk 0,1 M-os, vizes natrium-hidroxid
volt. Nem vart modon a két anyag eltérd titralasi gorbét
eredményez.
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9. Abra. A maleat s titralasi gorbéje.

A maleat szerkezetéb6l kovetkezden, ahogy varhato volt, két
1épesdt kaptunk. Az elsd 1épesd a szabad karboxilcsoporthoz
rendelhet6, a masodik a bazisrdl torténd leszoritashoz.

pH=f(Veolume)
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10. Abra. A fumarat s6 titralasi gorbéje.

A fumarat s6 és fumarsav titralasi gorbéje elére nem vart
modon eltérd volt, egy lépesot kaptunk.

Az a feltételezésink, hogy maleinsav esetében a kozelség
miatt az egyik karboxilcsoport karbonilja hidszerkezetet
alkot a masik karboxilcsoport protonjaval és ez okozza a
két disszociacios allandé egymastél vald eltdvolodasat, mig
fumarsav esetében a karboxilcsoportok olyan tavol vannak,
hogy ,.egyenértékiivé” valnak egymassal.

Masik érdekes példank a titrald kozeg hatasa. Ezt szemléle-
tesen mutatja be a 2-benzoxazolinon molekularészletet
tartalmazo hatdéanyag példdja. A vegyiiletcsalad nem
latszik savnak. A savassag oka a molekulan belili
elektrondelokalizacio, konjugacié és a  karbonil-¢s
o-feniléncsoport negativ induktiv effektusa.
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Ha a metanol — viz rendszer helyett aceton — viz rendszert
hasznalunk a titralaskor, akkor a csekély meredekségti
potencidlugras (rossz értékelhetdség) mar jol értékelhetd
titralasi gorbévé valik és igy az eredményiink is pontosabb,
jobban reprodukalhato.

Méréoldat: 0.1 M NaOH

metanoliviz /,_\ aceton/viz

X ‘
= N =
=R o=( e

11. Abra. A kozeg hatasa a titralasi gorbére.

Az eldz6 példabol 1atjuk, hogy a titrdlé kozeg nagymértékben
befolyasolja a titralhatosagot és a titralasi gorbét. A
gyogyszerhatoanyagok nagy része gyenge bazikussagu
nitrogént tartalmaz. Ebben az esetben semmilyen félvizes
kozegi titralassal nem tudjuk a problémat megoldani. A
gyenge bazikussag oka, hogy bizonyos molekulan beliili
hatdsok miatt a nitrogénen nincs stabilan kotétt elektronpar.
Az ilyen tipusu gyogyszermolekuldkat csak nemvizes
kozegli titraldssal lehet meghatarozni. A tématertilet
elismert kutatdja és tovabbfejlesztdje Tarsasagunk egyik
szaktekintélye, a kutatasi analitikai terilet egyik vezetdje
volt. Dr. Gyenes Istvan hosszi ideig vezette a Tarsasag
Alkalmazott Fizikai-kémiai kutatd laboratoriumat. A
magyarul, angolul és németil megjelent . Titralas nemvizes
kozegben” cimii miive Magyarorszagon ¢s kiilfoldon még
ma is elismert szakkonyv.®

Nem vizes titralas esetén a titralé kozeg altalaban jégecet, de
sajat tapasztalatunk szerint a koncentralt ecetsav ugyanugy
megfelel kozegként. A mérdoldat jégecetes perklorsav. A
perklorsav a legerésebb laboratoriumi szervetlen sav, de
ebben a kozegben egy, sokszorosan erdsebb sav keletkezik,
az acetacidium-perklorat.

vizsgalatanak bemutatasaval szeretnénk ramutatni a modszer
jelentdségére.

Egy elektronszivo szubsztituenst tartalmazo, konjugativ

hatdsnak kitett kinolin-szarmazékot ezzel a mddszerrel
sikertlt pontosan, reprodukalhatoan megtitralni (12. Abra).
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12. Abra. Egy nagyon gyenge bézis perklorsavas titralasa.

A modszer un. nivellalé” moédszer (altalaban nem
kapunk kulon Iépcséket, a félvizes kozegl titralasokkal
szemben, melyek un. differencidldé modszerek). Egyik
gyogyszerhatoanyagunk  (amely  pirimidin = illetve
triazolesoportot is tartalmaz) esetében viszont a perklorsavas
titralassal két 1épcsét kaptunk (13. Abra).
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13. Abra. Elkiilonilt Iépcsék nemvizes kozegben (differencial¢ hatas).

A kisérleti tapasztalatok alapjan az elsé Iépcséhoz a
pirimidin-rész, a masodikhoz a triazolcsoport rendelhetd.

A nemvizes kozegl titralasoknal a baziserdsséget lehet
még novelni. Ha kozegként jégecet vagy koncentralt
ecetsav helyett ecetsavanhidridet alkalmazunk, akkor nd a
baziserdsség. A 14. dbran egy olyan molekula bazisrészlete
van, ami annyira gyenge, hogy jégecetben csak gyenge
inflexios pont latszik, de ecetsavanhidridben a titrélasi gorbe
minden szempontbol idealis.
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14. Abra. A baziser6sség novelése.

Annak a magyardzata csak elméleti szintl, hogy
az ecetsavanhidrid miért fokozza a baziserdsséget.
Feltételezhet6en acetil-perklorat komplex keletkezik, mely
csak ecetsavanhidridben létezik, eddig még senkinek nem
sikerilt kinyerni.

Azirodalom szerint a , legradikalisabb” kozeg™ a koncentralt
hangyasav és ecetsavanhidrid 1 — 1 térfogataranyt elegye.
Ezt sajat méréssel még nem sikerilt igazolnunk. Ha
egy bazis mar olyan gyenge, hogy ecetsavanhidridben
is megtitralhatatlan volt, akkor a koncentralt hangyasav
alkalmazasa sem novelte meg a baziserdsséget.
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5. Osszefoglalas

A hatoanyagok vizsgalati modszereinek fejlesztése a
kilonbozé  technikdkat miivel¢ analitikusok —specidlis
szakmai tudasan és a hatoéanyag el6allitasahoz kapcsolodo
egységek (szintetikus laborok, technologiai egységek,
uizemek, mindségbiztositas, stb.) szakembereinek egyiittes
gondolkodasanalapul. A fejlesztés soran célunk az anyagok és
folyamatok minél részletesebb megismerése, €s a hatoanyag
vizsgalatara alkalmas korszerti, a gyogyszerhatosagok
elvarasainak is megfeleldé moédszerek kidolgozasa. Ebbol
a rovid osszefoglalobol is reméljik kiderilt, hogy bar az
elvarasok és az elvek minden hatoanyag esetén megegyeznek,
de a megvalositas modja mindig kiilonbozd és a fejlesztési
folyamat szamtalan izgalmas tudomanyos feladatot tartogat.

Koszonetnyilvanitas

A hatéanyagok analitikdjanak modern, tudomanyos és
mindségbiztositasi alapokon all6 megkozelitése majdnem
harom évtizedre nyulik vissza. Halas koszonettel
tartozunk elddeinknek, kilonosen Dr. Gorog Sandornak és
Dr. Gazdag Marianak, akiknek koszonhetden kialakult
Térsasagunknal a korszerii gyogyszeranalitikai kutatas. Az
§ innovativ kezdeményez6képességiik és szakmai tudasuk
vezetett a mai szildrd tudas alapon nyugvo rendszerhez, ami
nélkiil a Richter nem tartozna a vilag élvonalaba a gyartas, a
fejlesztés és a kutatas teriletén.

Drug analysis from a developer’s point of view

From original explorative research to the release qualification of
drug products, the need for modern analytical support comes up
in a large variety of activities in the pharmaceutical industry. The
fundamental aim of the analytical work however is the same in the
different fields: promoting a deeper knowledge and the qualitative
and quantitative characterization of the materials, helping the
understanding of the processes in order to guarantee the safety of
the drugs.

The selection of the applied methods and techniques is based on
three pillars:

1. Applying the methods and general chapters of
pharmacopeias is essential in the case of drugs, therefore
it is practical to use them during the development

2. Thereare important [CH quidelines (International Council
for Harmonisation, previously International Conference
on Harmonisation) relating to the quality of the drugs
The objective of these guidances is to recommend both
methodological approaches and acceptance criteria.

3. The characterization of the product should be based on
scientific considerations. The analyst has to keep in view
that the method developed today will be applied in the
future, so state-of-the-art solutions are preferred.

Methods are in progress in the development phase, therefore
the number and nature of the applied methods are continuously
changing. Our aim is to find out what the critical quality attributes
of the products are, and which methods are suitable for measuring
them. Suitability of the method is very important from a quality
assurance point of view. Validation of the methods is also the task
of the method developer.

Koszonjik a fejlesztési folyamat szamos tertletén dolgozo
munkatarsaink egyuttmiikodését.

Kiulon koszonet a Kutatasi Analitikai Osztaly jelenlegi
munkatarsainak munkéjaért, amivel hozzajarulnak az
osztdly eredményeihez. (Dr. Varga Katalin, Dravecz
Ferenc, Géspar Bernadett, Dr. Kalmar Eva, Dr.
Kovacs Maté, Kovesné Dr. Fitz Monika, Nagy Adam,
Dr. Osztheimer Eva, Dr. Szabovik Gabriella, Dr. Tarnai Maté
illetve Asztalosné Haluszka Csilla, Bokor Irén, Cserhatiné
Bodi Rozsa, Horvath Edit, Kériné Kisfaludy Katalin, Perutek
Dorottya, Szentes Zsofia)
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The authors have surveyed in detail the different considerations
of quality monitoring during the development process. The drug
substance always contains impurities originating from the synthesis
and/or the applied materials. According to the pertinent guideline
(Q3A: Impurities in new drug substances) the impurities are
classified as inorganic impurities, residual solvents, and organic
impurities.

Inorganic impurities are normally known and include water,
inorganic salts, and heavy metals. The methods to be applied are
well known general methods such as “Karl Fisher titration” or
“Loss on drying” or “Sulphated ash”.

The control of residues of the solvents (and its potential impurities)
is carried out according to the guideline (Q3C: Impurities for
residual solvents). The used technique in most cases is gas
chromatography (GC) with head space or liquid injection.

The most challenging work is to find out what the potential
organic impurities of the drug substance are, which can arise
during synthesis, purification and storage (“impurity profile”)
According to the physical-chemical characteristics of the drug
substances, the generally applied method is high performance
liquid chromatography (HPLC). Collection of physical chemical
attributes of the sample and known impurities (such as solubility,
pK and logD-pH relation) is necessary for choosing the separation
mode and its optimization. Separation of degradation products is
also expected. The degradation products usually are not known and
available at the beginning of the method development, therefore
these components are “produced” by different stress tests (effect
of temperature, humidity, light in solid form and/or effect of
acidic, basic, and oxidative circumstances in solution). The detailed
example shows how we select the pH of the mobile phase on the
basis of the log D-pH relationship, and what are the other parameters
which have to be taken into consideration to choose the right buffer.
The polarity of the components determines the suitable column.
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DryLab software is used for the optimization using the principle
“Quality by Design”. The robustness map, the “cube” predicted by
DryLab represents a design space where robust separation can be
achieved.

Among the related substances chiral impurities represent a
very important problem. Racemic drug substances are usually
characterized by capillary electrophoresis (HPCE). Enantiomeric
purity can be measured with chiral HPLC, but the method
development is a very challenging job even today.

The routinely applied method for the content determination of a
drug substance is titrimetric assay. Examples and some interesting
observations are shown to demonstrate that this classical method
plays an important role in drug analysis.

The principle of the method is the instantaneous reaction of the
volumetric solution with the active pharmaceutical substance in the
proper medium. The end of the reaction is indicated by a potential
jump when using electrodes. The computer of the automatic titrator
calculates the results and stores them. With regard to the medium
we use two main types of acid-base titration: aqueous-half aqueous
and non-aqueous.

In the case of half-aqueous titration the organic solvent must
mix with water unlimitedly. The solvents most frequently used
are /,4-dioxane, tetrahydrofuran, methanol, ethanol, acetone,
acetonitrile. The choice of solvent determines the solubility of the
substance to be measured and the character of the titration curve.
The steeper the potential jump, the more accurately the inflection
point can be evaluated.

We have highlighted some interesting examples in the field of half-
aqueous titration. Interestingly, the titration curves of the isomeric
maleate and fumarate salts differ in an acetone — water mixture
when using a volumetric solution of 0.1 M sodium hydroxide. The
titration curve of the maleate salt contains two inflection points,
whereas that of the fumarate salt contains one inflection point. The
article explains this phenomenon. The medium can also have some
interesting effects. For example, the 2-benzoxazolinone moiety that
is present in some drug substances does not seem to be acidic (the
inflection point is barely visible) when using a mixture of methanol
and water for the titration. However, in an acetone —water mixture
we obtain an excellent titration curve.

We have also discussed some examples of non-aqueous titration.
Many drug substances contain a weakly basic nitrogen atom due to
electron delocalization, conjugation, and negative inductive effects
within the molecule. In such cases only non-aqueous titrations can
be used. The medium is glacial or concentrated acid, the volumetric
solution is perchloric acid in glacial acetic acid. In this case a
peculiar acid forms that is much stronger than aqueous perchloric
acid. A renowned expert of this method was dr. Istvan Gyenes who
worked at Richter for many years and whose seminal book on the
subject was published internationally. Quinolone derivatives (many
drug substances contain this moiety) can only be titrated in this
way, and an interesting example is given in our paper. If the organic
base 1s so weak that the non-aqueous titration with perchloric acid
does not give a proper titration curve, the glacial or concentrated
acetic acid has to be changed to acetic anhydride. We give an
example of this case.
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