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Einfithrung

Trizyklische Antidepressiva wurden erstmals in den frithen 1950er Jahren entdeckt
und am Ende dieses Jahrzehnts auf den Markt gebracht. Ihre chemische Struktur
enthalt ein dreigliedriges Ringsystem. Bei den tetrazyklischen Antidepressiva, die
ein Vier-Ringsystem enthalten, handelt es sich um eine eng verwandte Gruppe
antidepressiv wirkender Verbindungen.

Zyklische Antidepressiva waren mit die ersten Antidepressiva, die entwickelt
wurden. Obwohl sie haufig durch neuere Arzneimittel, die weniger Nebenwirkungen
verursachen, ersetzt werden, stellen sie immer noch eine gute Wabhl fiir viele
Menschen dar. Zyklische Antidepressiva wirken dadurch, dass sie mehr
Neurotransmitter wie Serotonin und Noradrenalin im Gehirn verflighar machen.
Dies unterstiitzt die Gehirnzellen dabei, besser zu kommunizieren, was in Folge die
Stimmung beeinflusst. Trizyklische Antidepressiva mit tertidarer Aminstruktur wie
Doxepin und Amitriptylin sind wirkungsvollere Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmer
als trizyklische Antidepressiva mit sekundarer Aminstruktur wie Nortryptylin und
Desipramin [1,2,3].
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Trizyklische Amine sind auch fiir chromatographische
Untersuchungen von Bedeutung. In Abbildung 1 sind diese
Verbindungen dargestellt und ihre hohen pKa-Werte im Bereich
von 9,2 his 9,6 angegeben. Bei einem pH-Wert von 7,0 liegen
die Silanolgruppen des Silica in ihrer ionisierten Form vor und
basische Testsubstanzen wie die trizyklischen Antidepressiva
sind stark protoniert. Bei einem neutralen pH-Wert gehen die
trizyklischen Antidepressiva lonenaustauschwechselwirkungen
mit den Silanolgruppen des Silica ein, wenn sie mit diesen in
Kontakt kommen. Je mehr Silanolgruppen vorhanden sind,
desto stérkeres Peaktailing kann beobachtet werden. Der
Tailing-Faktor von Amitriptylin wird als Mal fiir die Aktivitat der
Silanolgruppen verwendet [4].

In dieser Studie wurden die Leistungen von Agilent Poroshell
HPH C18-Saulen und von Séulen anderer Hersteller bei der
Analyse von trizyklischen Antidepressiva verglichen.

Experimentelles

Es wurde ein Agilent 1260 Infinity LC-System verwendet,
das aus folgenden Komponenten bestand:

+  Agilent 1260 Infinity Binadre Pumpe SL, kann bis zu
600 bar liefern (G1312B)

+  Agilent 1260 Infinity Thermostatierter Sdulenofen (G1316C)

*  Agilent 1260 Infinity Hochleistungsprobengeber SL Plus
(G1376C)

* Agilent 1260 Infinity Diodenarray-Detektor (G4212A)
mit 10 mm Schichtdicke und 1-pl-Durchflusszelle
(Best.-Nr. G4212-60008)

In dieser Untersuchung wurden folgende Séaulen verwendet:

*  Agilent Poroshell HPH C18, 3 x 100 mm, 2,7 pm
(Best.-Nr. 695975-502)

«  Agilent Poroshell HPH C18, 3 x 100 mm, 4 ym
(Best.-Nr. 695970-502)

*  Neue, bei hohen pH-Werten stabile, oberflachenporose
Saulen, 3 x 100 mm, 2,6 und 5 pm, eines anderen Herstellers

Die Software Agilent ChemStation, Version C.1.05, wurde
zur Steuerung der Gerate und zur Verarbeitung der Daten
verwendet.

Die untersuchten Verbindungen waren Uracil (50 pg/ml),
Doxepin-Hydrochlorid (250 pg/ml), Nortryptylin-Hydrochlorid
(500 pg/ml), Amitriptylin-Hydrochlorid (250 pg/ml) und
Trimipramin-Maleat (500 pg/ml). Sie wurden alle von Sigma
Aldrich, Corp. gekauft und in Wasser gelost verwendet.
Abbildung 1 zeigt die Strukturen und Details an. Es wurden
jeweils 20 mM Lésungen von Natriumdihydrogenphosphat-
Dihydrat und Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat, ebenfalls
von Sigma-Aldrich, hergestellt und auf einen pH-Wert von
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Abbildung 1: Struktur trizyklischer Amine.

7,0 titriert. Acetonitril wurde von Honeywell (Burdick and
Jackson) gekauft. Das Wasser wurde mit einem Milli-Q-
System (Millipore) filtriert (0,2 pm, 18 MQ ). Eine mobile
Phase aus bereits vorgemischtem Acetonitril (60 %) und

20 mM Natriumphosphat (40 %) wurde verwendet, um die
Saulen zu testen. Die Saulen wurden bei 25 °C temperiert und
mit 1 ml/min 10 Minuten vor den Tests aquilibriert.

Ergebnisse und Diskussion

Wie in Abbildung 1 angegeben, liegen die pKa-Werte der
trizyklischen Antidepressiva zwischen 8 und 10, d. h. es handelt
sich bei diesen Verbindungen eindeutig um Basen. Proben, die
ionisierbare Verbindungen wie z. B. Basen enthalten, lassen sich
im Allgemeinen am besten mit mobilen Phasen mit einem pH-
Wert von 3 oder darunter trennen. Bei diesen pH-Werten sind die
mdglichen Wechselwirkungen mit Silanolgruppen der Saule am
geringsten. Bei einem pH-Wert mit 5,5 und dariiber kénnen
Restsilanolgruppen auf der Saulenoberflache als O vorliegen.
Diese negativ geladenen Qberflachensilanolgruppen kénnen
lonenaustauschwechselwirkungen mit positiv geladenen
basischen Substanzen eingehen. Dies ist der haufigste Grund fiir
Peaktailing. Viele Trennungen werden optimalerweise jedoch bei
mittleren (4-8) oder héheren pH-Werten (>9) durchgefiihrt, da die
Probenkomponenten bei einem niedrigen pH-Wert nicht stabil
sind. Basische Substanzen sind bei niedrigen pH-Werten
protoniert und eluieren zu schnell oder erfordern Bandenabsténde,
die bei niedrigen pH-Werten nicht gegeben sind.



Die meisten Chromatographieanwender sind sich dariiber im
Klaren, dass herkommliche Kieselgel-basierte Saulen
normalerweise aufgrund der méglichen Auflésung des Silica-
Tragermaterials und dem damit einhergehenden Saulenversagen
nicht fiir den Betrieb bei hoheren pH-Werten (zum Beispiel pH
>8) empfohlen werden. Bei Trennungen, die fiir eine
Durchfiihrung im pH-Bereich von 6-8 ausgelegt sind, konnen
Probleme auftreten. Die Loslichkeit des Silica-Tragermaterials
kann in diesem pH-Bereich erheblich sein, sodass die
Reproduzierbarkeit der Trennungen und die Lebensdauer der
Saule hinter den Erwartungen zuriickbleiben. Es wurde bereits
beschrieben, dass der Verschleild von Kieselgel-basierten Séaulen
bei mittleren (und héheren) pH-Werten im GroRen und Ganzen
seine Ursache in der Aufldsung des Silica-Tragermaterials hat
und nicht im Verlust der gebundenen organischen Substrate
durch Hydrolyse [5]. AuBerdem wurde herausgefunden, dass die
Léslichkeit des Silica-Tragermaterials im pH-Bereich von 6-8
durch einen vorhandenen Phosphatpuffer deutlich erhéht ist,
insbesondere bei héheren Temperaturen und héheren
Pufferkonzentrationen [6].

Es wurde gezeigt, dass die Agilent Poroshell HPH C18-Saule
im Betrieb mit Ammoniumbicarbonat- und Phosphatpuffer
stabil ist. Sie ist daher mittlerweile eine sehr gern gewéhlte
Saule fur Applikationen bei mittleren bis hohen pH-Werten.
Es wurden Applikationen veréffentlicht, die diese Saulen mit
Phosphat-/Boratpuffer, Triethanolamin-/Phosphatpuffer

und Phosphat-, Ammoniumhydroxid- und
Ammoniumbicarbonatpuffer verwenden.
Chromatographieanwender kdnnen mit diesen Saulen die
Vorteile der hohen Effizienz von oberflachenpordsen Saulen
und gleichzeitig eine lange Lebensdauer bei erhéhtem pH-
Wert oder erhdhter Temperatur nutzen [7,8,9].

Abbildung 2 zeigt Chromatogramme von Poroshell HPH C18-
Saulen, eine Saule mit 4-um-Partikeln (A) und eine Saule mit
2,7-um-Partikeln (B), beide im Format 3 x 100 mm. S&ulen mit
diesen Abmessungen werden immer gangiger, da sie weniger
Losemittel verbrauchen als die herkdmmliche GréRe mit

4,6 mm Durchmesser. Ein geringerer Lésemittelverbrauch ist
gleichbedeutend mit geringeren Betriebskosten beim Einkauf
und der Entsorgung der Lésemittel. Sdulen der Abmessungen
3 x 100 mm werden auch haufig in Verbindung mit der
Massenspektrometrie verwendet. Wie in der
zusammenfassenden Tabelle und im Chromatogramm gezeigt,
weisen alle Peaks eine gute Peakform mit minimalem Tailing
auf. Die Peakeffizienz, bestimmt am Trimipramin-Peak, betrug
bei der 2,7-um-Saule 15679 und bei der 4-uym-Séaule 8616. Beide
Séulen konnen mit einem Gerét bis 400 bar gut betrieben
werden. Der Druck liegt fiir die 2,7-um-Séule bei 280 bar und fiir
die 4-uym-Saule bei 143 bar. Die Retentionszeit auf der 4-um-
Saule ist geringfiigig kiirzer als bei der 2,7-uym-Saule, wobei die
Elutionsreihenfolge und die Selektivitat fiir die Verbindungen
auf beiden Saulen dhnlich sind, d. h. die Saulen sind skalierbar.
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Abbildung 2: Mischung trizyklischer Antidepressiva in Phosphatpuffer bei pH 7 auf

Agilent Poroshell HPH C18-Saulen.



Abbildung 3 zeigt Chromatogramme von zwei bei hohen pH-
Werten stabilen, oberflachenporésen Saulen eines anderen
Herstellers. Die Chromatogramme zeigen, dass die Peakform
der trizyklischen Amine schlechter ist als in den
Chromatogrammen der Poroshell HPH C18-Saulen in
Abbildung 2. Durch die schlechte Peakform fiir Basen ist die
Effizienz der 2,6-um-Saule eines anderen Herstellers niedriger
als die der Poroshell HPH C18 2,7-pym-Séule. Der Druck bei der
5-um-Saule eines anderen Herstellers ist niedriger als bei der
Poroshell HPH 4-um-Séaule, der Unterschied ist jedoch gering.
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Schlussfolgerungen

Es wurde gezeigt, dass Agilent Poroshell HPH C18-Saulen in
Ammoniumbicarbonat- und Phosphatpuffern bei hohen und
mittleren pH-Werten eine gute Bestandigkeit besitzen und
daher eine gute Wahl fiir Chromatographieanwender
darstellen. In dieser Application Note wird die hervorragende
Peakform von Poroshell HPH C18 mit Materialien anderer
Hersteller verglichen. Da die Peakform die Trennleistung der
Séaule beeinflusst, darf die Bedeutung guter Peakformen,
inshesondere bei der Analyse basischer pharmazeutischer
Verbindungen, nicht unterschétzt werden.
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Abbildung 3: Mischung trizyklischer Antidepressiva in Phosphatpuffer bei pH 7 auf

oberflachenpordésen Saulen anderer Hersteller.
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Weitere Informationen

Diese Daten stellen typische Ergebnisse dar. Weitere
Informationen zu unseren Produkten und Leistungen finden
Sie auf unserer Website unter

www.agilent.com/chem.
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