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Das Ziel dieser Bachelorarbeit war es, die Anwendbarkeit einer generischen

HPLC Methode (Ersatz fur 6 Methoden) fur alle Synt
auf thre Anwendbarkeit iIn der Routine QC und
Hauptfokus lag neben der Robustheit (Variation re

nesestufen von Everolimus
PC zu untersuchen. Der
evanter Chromatographie-

Parameter und des Equipments) auch auf der moglichen Optimierung der
Methode. Ausser den in den 7 Syntheseschritten spezifizierten Verunreinigungen,
wurde mittels Stresstests auch nach bisher unbekannten Verunreinigungen
gesucht.

Die Methode zeigte dabel eine gute Reproduzierbarkeit flr alle verwendeten
Gerate und Proben. Es konnte bel den Einspritzvolumina und der
Pufferkonzentration noch eine leichte Optimierung der Methode erzielt werden.
Wahrend der Stress - und Stabilitatstests wurde jedoch eine Diskrepanz
zwischen Assay und dem Verunreinigungsprofil festgestellt. Hochauflosende LC -
MS Messungen zeigten die Verunreinigungen als Oxidationsprodukte.

EINLEITUNG

Everolimus (RAD-001) ist ein makrozyklisches
Lacton, das in der pharmazeutischen Industrie semi-
synthetisch, gefolgt von einer chromatographischen
Aufreinigung, zum Wirkstoff Everolimus derivatisiert
o wird. Der Wirkstoff wird als orale Darreichungsform
fur die prophylaktische Immunsuppression nach
Organtransplantationen verwendet. Certican® und
Zortress® wurden im Jahr 2004 und im Jahr 2009
Afinitor® fur die Onkologie zugelassen.
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Bel einem Methodentransfer, gemessen auf unterschiedlichen UHPLC Geraten
(Shimadzu Nexera und Waters Alliance System), wurden starke Unterschiede In
der Chromatographie beobachtet. Aus diesem Grund wurden weitere
Untersuchungen zur Robustheit sowie Anwendbarkeit der Methode auf einem
bisher nicht verwendeten Gerat (Dionex Ultimate 3000) untersucht.

Auch wenn Everolimus und Rapamycin schon mehrere Jahrzehnte bekannt sind,
wurden erst in den letzten Jahren neue Abbau- und Nebenprodukte entdeckt. Die
publizierten Verunreinigungen stammen Jedoch hauptsachlich aus der
Fermentation. Im Rahmen dieser Arbeit wurde darum das Augenmerk auf
stabilitatsinduzierte Verbindungen gelegt (beschleunigte Degradationsstudien),
die dadurch entstehen konnen. Alle Arbeiten wurden unter Beachtung interner
SOPs und momentan geltenden Pharmakopden!! und ICH!2! durchgefiihrt.
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Abb. 1: Chromatogramm Everolimus Crude Sol (4 mg/mL)

Durch die Erhohung der Konzentration der Einspritzlosung (¢ = 8 mg/mL) und
Reduzierung des Einspritzvolumens (2.5 pyL) konnte eine um 5 % bessere
Trennleistung erzielt werden. Variationen in der Pufferkonzentration zeigten, dass
ein frisch hergestellter Puffer essentiell flir eine gute und reproduzierbare
Chromatographie und Basisline ist, die Konzentration aber so gering wie maoglich
(2.5 mmol) gehalten werden sollte.

Stabilitatsstudien unter saurem (HCI), basischem (NaOH) und oxidativem Stress
(H,O,) wurden durchgefuhrt. Des weiteren wurde der Einfluss von maoglichen
Prozesskontaminationen (AlIOx und Fe3* lonen) die als Katalysator wirken
konnten, untersucht.
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Abbau hervorzurufen.
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Abb. 2 Chromatogramme der Stesstests

Eine Auswertung nach der Zugabe von HCL, war durch die Instabilitat des
Wirkstoffes nicht moglich. Fur den Abbau unter basischen Bedingungen ist ein
Muster (z.B. 3er Peak-Gruppe beil ca. t = 25-27 min) zu erkennen. Oxidativer
Stress und der Zusatz von Metallionen scheinen auf den ersten Blick keinen
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Abb. 3 Unten HPLC-UV bei 278nm (UV-Maximum Everolimus) ; Mitte LC-MS bei M+ 16 , Oben HPLC-UV bel 220nm

Genaueres Betrachten (Assay vs. Flachenprozent) zeigte Jedoch eine
Diskrepanz. Mittels MS - Detektion konnten 3 zusatzliche Signale mit der Masse
975 g/Mol + 16 g/Mol entdeckt werden. Dies lasst auf eine Oxidation schliessen,
was bel den Stressbedingungen auch zu erwarten war. Das Verschwinden der
Signale lasst auf eine Oxidation an der chromophoren Struktureinheit schliessen
die fur das Maximum der Absorption bel Everolimus verantwortlich ist.
Bemerkenswert ist auch, dass diese Oxidation je nach Bedingung (AlOx) ebenso
passiert. Zwel Tautomere, der 6 - Ring (ca. 17.5 min) und der 7 - Ring (ca. 21
min) wurden mit der Methode identifiziert.

Das 10-S Isomer konnte nicht zugeordnet werden. Die Bildung des
Tautomerengleichgewichtes ist relativ langsam (mehrere Tage) und in ACNL stark
auf die Seite des 6- Ringes verschoben. Mit NaOH ist das Gleichgewicht zum
7- Ring hin verschoben. 3!

SCHLUSSFOLGERUNG

Die Methode konnte erfolgreich aufgesetzt und die Anwendbarkeit flr die Routine
IPC und QC Analytik bestatigt werden. Wie aus der Literatur zu erwarten, ist die
Substanz sehr labil gegenuber Stressbedingungen. Es konnte gezeigt werden,
dass die Detektionstechnik (UV ) an Ihre Grenzen stosst und weitere Techniken
notig sind um den Abbaumechanismus im Detall verfolgen zu konnen. Erste
mogliche Abbauprodukte konnten entdeckt werden und mussten nun durch
Isolierung oder Synthese und welitere Untersuchungen bestatigt werden.
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