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Wykaz skrotow i symboli

NOC- zwigzki azotoorganiczne (ang. Nitrogen-Organic Compounds)
NAs- N-nitrozoaminy (ang. N-nitrosamines)

NIs- niskoczasteczkowe N-nitrozoaminy (ang. low-molecular-weight N-
nitrosamines)

NDSRIs- nitrozo-pochodne zanieczyszczenia zwigzane z substancja czynng (ang.
Nitrosamine Drug Substance-Related Impurities)

NDMA- N-nitrozodimetyloamina (ang. N-Nitrosodimethylamine)
API- substancja czynna (API, ang. Active Pharmaceutical Ingredient)
L-ICHP- Lukasiewicz- Instytut Chemii Przemystowej

NIL- Narodowy Instytut Lekow

EMA- Europejska Agencja Lekow (ang. European Medicines Agency)

GC-MS- chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometrig mas (ang. Gas
Chromatography — Mass Spectrometry)

GC-MS/MS- chromatografia gazowa sprz¢zona z tandemowg spektrometrig mas
(ang. Gas Chromatography — Tandem Mass Spectrometry)

LC-MS/MS- chromatografia cieczowa sprz¢zona z tandemowa spektrometrig mas
(ang. Liquid Chromatography — Tandem Mass Spectrometry)

ESI- jonizacja metoda elektrorozpylania (ang. Electrospray ionization)

APCI- chemiczna jonizacja pod ci$nieniem atmosferycznym (ang. Atmospheric
Pressure Chemical Ionization)

HRMS- spektrometria mas wysokiej rozdzielczosci (ang. High-resolution mass
spectrometry)

FDA- Agencja Zywnosci i Lekow (ang. Food and Drug Administration)

ICH- Miedzynarodowa Rada Harmonizacji Wymagan Technicznych dla
Rejestracji Produktow Leczniczych Stosowanych u Ludzi (ang. The International
Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for
Human Use)

DFT- metoda kwantowo-mechaniczna oparta na teorii funkcjonatu gestosci (ang.
Density Functional Theory)

MNP- 1-metylo-4-nitrozopiperyzyna (ang. 1-Methyl-4-nitrosopiperazine)

Al- dopuszczalne spozycie (ang. Acceptable Intake) — dopuszczalne dzienne
spozycie zanieczyszczenia (np. nitrozoaminy), wyrazane w pg/dzien, ustalane na
podstawie danych toksykologicznych

AL- dopuszczalny limit (ang. Acceptable Limit) — maksymalny dopuszczalny
poziom np. nitrozoaminy w substancji czynnej (API) lub w produkcie leczniczym
zwykle wyrazany w pg/g (ppm)



Wykaz skrotow i symboli cd.

SAR- zalezno$¢ struktura—aktywno$¢ (ang. Structure—Activity Relationship) —
analiza powigzan pomiedzy strukturg chemiczng a aktywnos$cia biologiczng lub
toksykologiczng zwigzku

QSAR- ilosciowa zaleznos¢ struktura—aktywnos¢ (ang. Quantitative Structure—
Activity Relationship) — metoda matematycznego i komputerowego modelowania
zalezno$ci pomiedzy strukturg chemiczng a aktywnoscig biologiczna/toksyczna,
stosowana m.in. do przewidywania potencjatu mutagennego N-nitrozoamin

TDso- mediana dawki toksycznej: dawka wywolujaca toksyczny efekt u 50%
badanej populacji

EC- badania elektrochemiczne (ang. electrochemistry, electrochemical studies)
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Streszczenie

Zwiazki azotoorganiczne (NOCs) to szeroka grupa zwigzkow obejmujaca
m.in. aminy, zwigzki nitrowe, N-nitrozoaminy (NAs) oraz heterocykliczne zwiagzki
azotowe. Z uwagi na potwierdzong wysoka toksyczno$¢ oraz potencjat
genotoksyczny niektorych zwigzkéw azotoorganicznych, w szczegodlnosci
N-nitrozoamin, ich obecno$¢ w s$rodowisku cztowieka powinna by¢ $cisle
monitorowana i regulowana. W 2018 roku wykrycie N-nitrozodimetyloaminy
(NDMA) w partii lekow zawierajagcych walsartan stalo si¢ impulsem
do rozpoczecia globalnych badan i wdrozenia nowych regulacji dotyczacych
nitrozoaminowych zanieczyszczen. Od tego czasu rozwdj 1 walidacja
nowoczesnych metod analitycznych do oznaczania N-nitrozoamin zaczely petnicé
kluczowa rol¢ w systemach zapewniania jako$ci w produkecji farmaceutycznej,
stanowigc jednoczesnie podstawe oceny bezpieczenstwa produktow leczniczych.
Wykrywanie N-nitrozoamin w réznorodnych matrycach, przy koniecznosci
oznaczania ich na niskich poziomach stezen (ppb), stanowi wyzwanie dla
analitykéw z catego $wiata. Analiza ryzyka w zakresie procesOw wytwarzania
substancji czynnych (API) oraz produktow leczniczych wskazuje dodatkowo
na mozliwo$¢ powstawania nowych N-nitrozoamin, dotychczas nieopisanych
w pi$miennictwie. Mechanizmy ich powstawania w trakcie syntezy, wytwarzania
postaci lekow oraz przechowywania substancji czynnych i produktow leczniczych
pozostaja nadal niewystarczajaco poznane, co podkresla znaczenie dalszych badan
w tym obszarze.

Celem niniejszej pracy bylo: przeprowadzenie analizy ryzyka powstawania
N-nitrozoamin, opracowanie sposobu przygotowania probek oraz innowacyjnych
metod chromatograficznych oznaczania N-nitrozoamin i/lub zwiazkéw
azotoorganicznych, walidacja opracowanych metod chromatograficznych,
zbadanie mechanizmoéw powstawania wybranych N-nitrozoamin oraz synteza
nowych zwigzkow azotoorganicznych.

Prace rozpoczgto od wykonania analizy ryzyka powstawania N-nitrozoamin
w wybranych API, majacej na celu okreslenie charakteru zagrozen zwigzanych
z tymi zanieczyszczeniami oraz podjecie dzialan ukierunkowanych na kontrole
profilu zanieczyszczen w produktach leczniczych. Kluczowe znaczenie mialo

zbadanie mechanizméw tworzenia N-nitrozoamin w wybranych API,
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umozliwiajace przewidywanie i zapobieganie ich powstawaniu poprzez kontrole
prekursoréw (NOCs), a nie wylacznie badanie zawarto$ci powstatych
niskoczasteczkowych nitrozoamin (NIs) lub nitrozo-pochodnych substancji
czynnych (NDSRISs).

Badania eksperymentalne pozwolily na opracowanie dwoch metod
analitycznych umozliwiajacych oznaczanie 1 kontrole obecnosci wybranych
N-nitrozoamin w substancjach czynnych oraz produktach leczniczych.
Opracowano i poddano walidacji metod¢ chromatografii gazowej sprz¢zonej
ze spektrometrig mas do jednoczesnego oznaczania dziewigciu genotoksycznych
nitrozoamin w trzech substancjach czynnych: cilostazolu, sunitynibie oraz
olmesartanie medoksomilu, bedacych przedmiotem dziatalno$ci produkcyjnej
w Lukasiewicz - Instytucie Chemii Przemystowej. Nastgpnie w ramach kontroli
rynku, poddano walidacji i wdrozono metode chromatografii cieczowej sprzezonej
z tandemowsa spektrometria mas umozliwiajaca wykrywanie 1-metylo-4-
nitrozopiperyzyny (MNP) w wielosktadnikowych preparatach zawierajacych
ryfampicyne, przy jednoczesnym rozwigzaniu problematyki efektéw matrycowych.
Dodatkowo przeprowadzono badania stabilnosci i1 degradacji produktow
leczniczych z ryfampicyna, co pozwolito lepiej poznaé procesy prowadzace
do powstawania tego niepozadanego zanieczyszczenia.

Kolejnym etapem prac bylo elektrochemiczne generowanie zanieczyszczen
w substancjach czynnych zawierajacych grupe hydrazonowsa: dantrolenie,
nitrofurantoinie, furazydynie oraz nitrofuralu. Zastosowanie systemu ROXY™ EC
umozliwilo zbadanie proceséw utleniania i redukcji wybranych APIs, a nast¢pnie
identyfikacj¢ az 17 nowych zanieczyszczen, ktora zostala wsparta obliczeniami
kwantowo-chemicznymi (DFT) i analizami in silico.

Podsumowujac, realizacja pracy pozwolita na opracowanie i wdrozenie
nowoczesnych, czutych i specyficznych metod chromatograficznych sprz¢zonych
ze spektrometria mas do wykrywania 1 oznaczania N-nitrozoamin i innych
zwigzkow azotoorganicznych w produktach leczniczych i substancjach czynnych.
Opracowane metody pozwolity ponadto na zbadanie mechanizmoéw tworzenia
profilu zanieczyszczen wybranych APIs 1 produktow leczniczych. Wdrozone
metody analityczne nie tylko odpowiadaja na potrzeby regulacyjne, lecz takze

stanowig istotny wktad w rozwoj wiedzy dotyczacej mechanizméw powstawania
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tych zwigzkoéw. Co najwazniejsze, podnosza poziom bezpieczenstwa i jako$¢
produktow leczniczych na polskim i europejskim rynku.

Stlowa Kkluczowe: zwigzki azotoorganiczne, N-nitrozoaminy (NAs), metody
chromatograficzne, spektrometria mas, kontrola jakosci, mechanizmy powstawania

NAs, bezpieczenstwo lekowe.
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Abstract

Nitrogen-containing organic compounds (NOCs) are a broad class
of substances that includes, among others, amines, nitro compounds,
N-nitrosamines (NAs), and nitrogen-containing heterocycles. Given the confirmed
high toxicity and genotoxic potential of certain nitrogen-containing organic
compounds—particularly ~ N-nitrosamines—their presence in the human
environment should be strictly monitored and regulated. In 2018, the detection
of N-nitrosodimethylamine (NDMA) in batches of valsartan-containing medicines
triggered global investigations and the introduction of new regulations concerning
nitrosamine impurities. Since then, the development and validation of modern
analytical methods for the determination of N-nitrosamines has assumed a key role
in quality-assurance systems in pharmaceutical manufacturing and has become
a foundation for assessing the safety of medicinal products. Detecting
N-nitrosamines in various matrices at low concentration levels (ppb) remains
a challenge for scientists worldwide. Risk assessments of manufacturing processes
for active pharmaceutical ingredients (APIs) and medicinal products further
indicate the possibility of the formation of new N-nitrosamines not yet described
in the literature. The mechanisms underlying their formation during synthesis,
formulation of dosage forms, and storage of APIs and medicinal products are still
insufficiently understood, underscoring the need for further research in this area.

The aim of this work was to: perform a risk assessment for the formation
of N-nitrosamines; develop sample-preparation approaches and innovative
chromatographic methods for determining N-nitrosamines and/or nitrogen-
containing organic compounds; validate the developed chromatographic methods;
investigate the formation mechanisms of selected N-nitrosamines; and synthesize
new nitrogen-containing organic compounds.

The work began with a risk assessment of N-nitrosamine formation
in selected APIs to define the nature of the hazards associated with these impurities
and to initiate actions aimed at controlling impurity profiles in medicinal products.
Of key importance was the investigation of N-nitrosamine formation mechanisms
in selected APIs, enabling the prediction and prevention of their occurrence

by controlling precursors (NOCs), rather than focusing solely on the determination
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of the resulting low-molecular-weight nitrosamines (NIs) or nitrosamine drug
substance-related impurities (NDSRISs).

Experimental studies led to the development of two analytical methods for
the determination and control of selected N-nitrosamines in APIs and medicinal
products. First, a gas chromatography—mass spectrometry method was developed
and validated for the simultaneous determination of nine genotoxic nitrosamines in
three APIs—cilostazol, sunitinib, and olmesartan medoxomil-—manufactured at the
Lukasiewicz — Industrial Chemistry Institute (L-IChP). Subsequently, as part
of market surveillance, a liquid chromatography—tandem mass spectrometry
method was validated and implemented to detect 1-methyl-4-nitrosopiperazine
(MNP) in multicomponent preparations containing rifampicin, with explicit
consideration of matrix effects. In addition, stability and degradation studies
of rifampicin-containing medicinal products were carried out to better elucidate the
processes leading to this undesired impurity.

The next stage involved the electrochemical generation of impurities in APIs
containing a hydrazone group: dantrolene, nitrofurantoin, furazidine, and
nitrofurazone. Use of the ROXY™ EC system enabled the investigation
of oxidation and reduction processes of the selected APIs, followed by the
identification of as many as 17 new impurities, supported by quantum-chemical
calculations (DFT) and in silico analyses.

In summary, this work resulted in the development and implementation
of modern, sensitive, and specific chromatographic methods coupled to mass
spectrometry for the detection and quantification of N-nitrosamines and other
nitrogen-containing organic compounds in medicinal products and APIs. The
methods also enabled investigation of the mechanisms by which impurity profiles
form in selected APIs and medicinal products. The implemented analytical methods
not only address regulatory requirements but also contribute significantly to the
advancement of knowledge on the mechanisms of formation of these compounds.
Most importantly, they enhance the safety and quality of medicinal products on the

Polish and European markets.

Keywords: nitrogen-containing organic compounds, nitrosamines (NAs),
chromatographic methods, mass spectrometry, quality control, nitrosamine
formation mechanisms, pharmaceutical safety.
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1. Wprowadzenie

Zwiazki azotoorganiczne (NOCs) to grupa zwigzkéw organicznych,
w ktorych sktad wchodzg m.in.: aminy, zwigzki nitrowe, N-nitrozoaminy (NAs)
oraz heterocykliczne zwigzki azotowe. NAs powszechnie wystepuja w sSrodowisku
czlowieka: w wodach gruntowych, powierzchniowych, skazonej wodzie pitnej,
zywnosci konserwowanej azotanami, np. w wedlinach, w tabace oraz dymie
tytoniowym 1 sg badane przez naukowcoé)w od konca lat 50. XX w. [1-5]. Jednakze
wykrycie w 2018 r. N-nitrozodimetyloaminy (NDMA) w partii produktéw
farmaceutycznych zawierajacych walsartan zapoczatkowalo najwigksze na skalg
$wiatowa badania oraz wprowadzenie nowych regulacji dotyczacych zawarto$ci
N-nitrozoamin w produktach leczniczych. Po szeroko zakrojonych badaniach
przeprowadzonych przez agencje regulacyjne, w tym Europejska Agencje Lekow
(EMA), N-nitrozoaminy wykryto w r6znych innych substancjach czynnych (API)
oraz produktach leczniczych, co doprowadzilo do nagtego wycofania z rynku
produktéw leczniczych zawierajacych substancje czynne nalezace do grupy
sartanow (walsartan, losartan, irbesartan), ranitydyny, nizatydyny, metforminy
1 warenikliny, z powodu przekroczenia dopuszczalnych limitéw ich zawarto$ci
[6,7. W odpowiedzi wprowadzono nowe wytyczne dotyczace kontroli
N-nitrozoamin oraz dodano dedykowany rozdziat w Farmakopei Europejskiej [8,9].
W potowie 2021 roku, gdy sytuacja na rynku farmaceutycznym zwigzana z NAs
wydawala si¢ wzglednie opanowana, stan rzeczy zmienit si¢ diametralnie wraz
z wycofaniem partii produktu leczniczego Chantix (wareniklina) w USA, Kanadzie
1 UE ze wzgledu na obecnos$¢ zanieczyszczenia zwigzanego z nitrozopochodng
substancji czynnej - nitrozowarenikling [10]. Wykazano, ze nie tylko
niskoczasteczkowe N-nitrozoaminy (NIs) moga stanowi¢ zanieczyszczenia
produktoéw leczniczych; nitrozowaniu moga ulega¢ réwniez substancje czynne,
zaawansowane produkty posrednie oraz produkty degradacji zawierajace aminy
drugorzgdowe w swojej strukturze. NDSRIs (nitrosamine drug substance-related
impurities) to nitrozozanieczyszczenia powstajace w trakcie syntezy, wytwarzania
lub przechowywania produktéw leczniczych, wykazujace podobienstwo
strukturalne do substancji czynnej (API). Od 2021 r. NDSRIs wykrywane sg

w lekach ze zwigkszong czgstotliwoscia 1 obecnie stanowig okoto 10% wszystkich
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przypadkéw wykry¢ N-nitrozoamin, co pokazuje, ze kryzys zwigzany

z nitrozoaminami w produktach leczniczych wciaz trwa (Rys. 1) [11].

taczna liczba wykryé

Rysunek 1. Liczba zgloszonych wykry¢ dotyczacych N-nitrozoamin od lipca 2018 r. w USA
i Kanadzie [11], obraz wykorzystany na zasadach licencji CC BY-NC.

Ze wzgledu na toksyczno$¢ N-nitrozoamin ich zawartos¢ w §rodowisku
cztowiecka ~musi  by¢é  rygorystycznie  kontrolowana.  N-nitrozoaminy
sa klasyfikowane jako znane zanieczyszczenia mutagenne klasy 2,
Migdzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem (IARC) zaliczyla za$
te zanieczyszczenia do grup 2A (prawdopodobnie kancerogennych dla ludzi) i 2B
(potencjalnie rakotwoérczych dla ludzi) [12,13]. Przy czym N-nitrozodimetyloamina
(NDMA) 1 N-nitrozodietyloamina (NDEA) nalezg do grupy 2A, podczas gdy inne
N-nitrozoaminy wykryte w produktach leczniczych sg sklasyfikowane jako ludzkie
czynniki rakotworcze grupy 2B (Rys 2). Wytyczna M7 Migdzynarodowej Rady
Harmonizacji Wymagan Technicznych dla Rejestracji Produktow Leczniczych
Stosowanych u Ludzi (ICH) wskazuje, ze N-nitrozoaminy, aflatoksyny, oraz
zwigzki alkilo-azowe s3 silnie kancerogennymi 1  genotoksycznymi

2

zanieczyszczeniami 1 okresla je jako “cohort of concern ” [14]. Dla tej grupy
substancji nie mozna rutynowo stosowa¢ ogolnej wartosci TTC (Threshold
of Toxicological Concern) wynoszacej 1,5 ng/dzien; dopuszczalne limity ustala si¢

dla kazdego zwiagzku oddzielnie.
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Klasyfikacja
nitrozoamin
wedtug

potencjatu
Grupa 2B rakotwdrczego
(IARC)

Rysunek 2. Klasyfikacja toksykologiczna nitrozoamin w APIs wedtug IARC [6].

Aby  zaradzi¢  kryzysowi  zwigzanemu z  nitrozoaminowymi
zanieczyszczeniami, najwazniejsze mi¢dzynarodowe agencje regulacyjne, takie jak
EMA 1 FDA (Food and Drug Administration), wprowadzily rygorystyczne
wytyczne dotyczace badania N-nitrozoamin, w tym NDSRIs, w procesach
produkcyjnych i gotowych produktach leczniczych. FDA wydata w 2019 roku
dokument ,,Control of Nitrosamine Impurities in Human Drugs”, a EMA
opublikowata wytyczng “Nitrosamine impurities in human medicines” [15,16].
Agencje regulacyjne zobowigzaly posiadaczy pozwolenia na dopuszczenie
do obrotu (MAH) do wykonania trzyetapowego schematu postgpowania w celu
kontrolowania i zapobiegania tworzeniu si¢ N-nitrozoamin w API i produktach
leczniczych. W kroku pierwszym producenci produktéw leczniczych byli
zobowigzani wykona¢ ocene ryzyka w celu zidentyfikowania substancji czynnych
1 produktow leczniczych zagrozonych tworzeniem NAs. W drugim etapie
wytworcy produktow leczniczych byli zobligowani do wykonania testow
potwierdzajacych ewentualng obecno$¢ N-nitrozoamin w substancjach czynnych
1 produktach leczniczych przy uzyciu zaawansowanych technik analitycznych,
a nastepnie do zgloszenia potwierdzonej obecnosci NAs do urzedoéw
rejestracyjnych 1 odbiorcow. W ostatnim trzecim etapie MAH mieli za zadanie
wprowadzi¢ (jesli zasadne) zmiany w procesie produkcyjnym oraz kontroli

zawartosci NAs z wykorzystaniem zwalidowanych metod analitycznych
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umozliwiajacych oznaczenia na niskich poziomach stezen. Organy regulacyjne
ds. kontroli produktéw leczniczych okreslity takze dopuszczalne dzienne limity
spozycia dla 214 wykrytych dotad N-nitrozoamin w APIs 1 produktach leczniczych.
Lista N-nitrozoamin wraz z ich limitami w produktach leczniczych jest stale
aktualizowana w zwigzku z wykrywaniem nowych nitrozopochodnych (ostatnia
zmiana 1 sierpnia 2025) (Tabela 1) [17]. Dopuszczalne spozycie (Al, Acceptable
Intake) dla N-nitrozoamin wyznaczone jest zgodnie z podejsciem opisanym
w wytycznych ICH M7(R2) [14,15]. Jezeli dla danej N-nitrozoaminy istniejg
wystarczajace dane dotyczace rakotworczosci u zwierzat, obliczana jest wartos$¢
TDso (mediana dawki toksycznej), ktora nastepnie stuzy do wyznaczenia Al
W przypadku braku takich danych wykorzystuje si¢ wyniki badan mutagennos$ci
in vivo, metody obliczeniowe (SAR / QSAR), zmodyfikowany test Amesa oraz
ocen¢ struktury chemicznej i grup funkcyjnych (CPCA, Carcinogenic Potency
Categorization Approach) [15,18]. Wartos¢ Al odpowiada zaniedbywalnemu
ryzyku zachorowania na nowotwor, oszacowanemu na 1:100 000 w populacji oséb
narazonych przez cate zycie.

Limity dopuszczalne dla danej N-nitrozoaminy (AL, Acceptable Limit)
wyznaczone s3 na podstawie wartosci Al oraz maksymalnej dziennej dawki

produktu leczniczego (MDD, Maximum Daily Dose):

_Hg
Al [dzier'l]
g
MDD [dzieﬁ]

AL[ppm] =

gdzie:
e Al - dopuszczalne spozycie (w pg/dzien),
e MDD — maksymalna dzienna dawka produktu leczniczego (g/dzien),

e AL -—dopuszczalny limit dla danej N-nitrozoaminy w substancji czynnej lub

produkcie leczniczym (pg/g = ppm).

Poziom wyznaczonego limitu jak i sposob jego wyznaczenia w istotny
sposob wplywaja na opracowanie metod analitycznych i forme przedstawienia

wyniku (limit liczony na API lub na produkt leczniczy).
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Tabela 1. Dopuszczalne poziomy spozycia (Al) ustalone przez EMA dla przyktadowych

N-nitrozoamin [17].

N-nitrozo-dimer Dorawiryna 1500 01/08/2025
dorawiryny
lII
~T Y,
N
R
SNePe
o N-nitrozo-despropyl- Ropinirol 18 15/05/2025
oy, ropinirol
|
/\/
N-nitrozo-desmetyl- Zolmitryptan 18 01/12/2024
zolmitryptan
l
ke A
( N-nitrozo-dorzolamid =~ Dorzolamid 1500 15/01/2024
\/\\.,.*\“"x.;¢
= %
@ { N-nitrozo-diklofenak Diklofenak 78000 01/07/2023
C ¢N o}
N-nitrozodietyloamina  np. 26.5 01/06/2020
W
| Walsartan,
~o "~ Losartan,
Irbesartan
N- np. 96 01/06/2020
N o nitrozodimetyloamina ~ Ranitydyna,
_—
e Nizatydyna
Metformina
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Wspomniana wczesniej ocena ryzyka powstawania NlIs i NDSRIs, obliguje
producentéw produktéw leczniczych do identyfikacji czynnikow, ktére moga
prowadzi¢ do powstania N-nitrozoamin. NAs powstajg najczesciej] w wyniku
reakcji czynnikOw nitrozujacych (takich jak azotyny) z aminami drugorzedowymi
[16] (Rys. 3). Natomiast proste trzeciorzedowe alkiloaminy moga ulegac
nitrozowaniu w procesie dealkilacji, ktory jest znacznie wolniejszy niz

nitrozowanie amin drugorzedowych [19].

Amina drugorzedowa : Czynnik nitrozujacy :
¢ alifatyczna/aromatyczna e odczynniki:
* wolnazasada/sél » azotyny
* API I . . » kwas azotowy
¢ produkt rozktadu R‘H‘R NOx R‘rer » nitrosoalkile,
" pochodzacez: Srodowisko nioorganiczne
» rozpuszczalnikéw Srodowisko: * azotyny w substancjach
(np.DMF, DMA) .« pH2-4 pomocniczych
i po}(pmdfjktow ¢ podwyzszonatemperatura ) azognngp\lfvodme d
reage?ntow' * katalizatory nitrozowania rozkta prowadzacy
» katalizatorow (np. Fe*/Fe®, Cu?*, Mn2 do NOx
COZ+)
¢ stezenie
* obecnosé wody
* energia kinetyczna (np.
mieszanie)

Rysunek 3. Warunki powstawania N-nitrozoamin w substancjach czynnych i produktach
leczniczych [16,20].

N-nitrozoaminy moga tworzy¢ si¢ z zanieczyszczen obecnych w surowcach
dostarczanych przez producentow, takich jak aminowe zwiagzki wyjSciowe,
potprodukty, rozpuszczalniki (np. DMF), ponownie wykorzystywane
rozpuszczalniki (rozpuszczalniki po regeneracji), reagenty czy odczynniki
stosowane w procesach syntezy. W trakcie wytwarzania produktow leczniczych
nalezy szczegblowo analizowa¢ m.in. dobor substancji pomocniczych,
konserwantow oraz elementow elastomerowych, poniewaz moga one zawieraé
azotany 1 azotyny, a wigc sprzyja¢ powstawaniu N-nitrozoamin juz w produkcie
koncowym. W 2020 roku brytyjska firma Lhasa Limited zainicjowata utworzenie
bazy danych podajacej poziomy azotyndw w substancjach pomocniczych
stosowanych w wytwarzaniu produktow leczniczych [21]. Warunki po zakonczeniu
tego procesu, takie jak poziom wilgotno$ci, pH czy temperatura przechowywania
produktow leczniczych, moga réwniez wptywaé na powstawanie zanieczyszczen,
w tym N-nitrozoamin, w wyniku proceséw degradacyjnych zachodzacych w trakcie

magazynowania lub transportu. Udokumentowano przypadki, w ktorych obecnos¢
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takich czynnikow sprzyjata powstawaniu N-nitrozoamin w produktach leczniczych,
m.in. w ranitydynie (Rys. 4). W jej przypadku wykazano, ze czasteczka ranitydyny
zawierajaca nietypowa grupe winylonitrowg, moze ulega¢ autooksydacji,
prowadzac do uwolnienia jonu azotynowego oraz dimetyloaminy. Nastepnie,
w wyniku konwersji jonu azotynowego do gazowego czynnika nitrozujgcego —
chlorku nitrozylu (NOCI) — dochodzi do powstania N-nitrozodimetyloaminy.
Z uwagi na ryzyko takiej degradacji 1 przekroczenie dopuszczalnych limitow dla
zawartosci NDMA, ranitydyna zostata calkowicie wycofana z rynku i nie jest juz

dostepna dla pacjentow [22].

Antagoniéci receptora histaminowego H,

grupa lunkcy;na Ranitydyna grupa funkeyjna
nitrowa nitrowa

ancuch boczny

taricuch boczny dimetyloaminowy

dimetyloaminowy ’r
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. F\ i) AP
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Degl yszczenia
Czynniki egzogenne (np. S - wprodukmeleczmczym(np
wysoka temperatura, zanieczyszczenie H
wilgoé, chlorowanie, O,) ranitydyny)
o
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Rysunek 4. Mozliwe przyczyny powstawania N-nitrozodimetyloaminy (NDMA) w ranitydynie

I

i nizatydynie [23], obraz wykorzystany na zasadach licencji CC BY-NC-ND 4.0.

W ciggu ostatnich dwoch lat, uwaga przesuneta si¢ z niskoczasteczkowych
zanieczyszczen nitrozoaminowych powstajacych podczas wytwarzania substancji
czynnych, na NDSRIs, ktore powstajg gldéwnie w wyniku reakcji grup aminowych
obecnych w strukturze substancji czynnej z czynnikami nitrozujacymi w trakcie
syntezy, formulacji postaci leku i przechowywania produktu leczniczego. Kontrola
tych zanieczyszczen stanowi obecnie duze wyzwanie, poniewaz wrazliwe aminy
sg istotnymi elementami strukturalnymi wielu API, a brak wystarczajacej wiedzy
uniemozliwia doktadne przewidywanie ryzyka ich powstawania [24,25]. Ponadto,

wedhug badan mozliwe jest takze utlenianie hydrazonowej grupy funkcyjnej, ktore
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moze prowadzi¢ do powstawania NDSRIs [20]. Nadtlenki, ktore uczestnicza
w procesach utleniajacych, moga bezposrednio reagowac z produktami degradacji
czasteczek substancji czynnych zawierajagcych grupy hydrazynowe lub
hydrazonowe (np. rifampicyna), co prowadzi do powstawania nitrozoamin [26].
Dlatego, niezbedne jest monitorowanie APIs zawierajacych wrazliwe grupy
aminowe, w tym takze hydrazynowe i1 hydrazonowe, ktore ze wzgledu na swoj
charakter strukturalny sg szczegolnie podatne na tworzenie NDSRIs. Przyktadowe
grupy APIs o podwyzszonym ryzyku tworzenia NDSRIs przedstawiono w Tabeli

2.

Tabela 2. Przykladowe szkielety strukturalne APIs o podwyzszonym ryzyku tworzenia NDSRIs
[27].

Klasa APIs Grupa Przyklady Reprezentatywna struktura
funkcyjna szkieletowa
APIs
Blokery receptoréw amina atenolol, OH .
. o}
B-adrenergicznych bisoprolol, Ry N Y Re
drugorzedowa = i\
i p agonisci metoprolol, 2 3
propranolol
Inhibitory konwertazy amina enalapryl, Rl R Ry
angiotensyny lisinopryl, N )W Neg
drugorzedowa H ‘
ramipryl, o
quinapryl
Inhibitory wychwytu amina duloksetyna, HN—R;
Zwrotnego serotoniny fluoksetyna, R,
drugorzedowa
i noradrenaliny o paroksetyna © Rs
aryloksypropanamino- Rs Ry
wym szkielecie
Aminochinolinowe amina amodiachina, "
~Ra2
APIs przeciwmalaryczne chlorochina, HN
drugorzedowa
prymachina X
>
R, N
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Troéjpierscieniowe amina amoksapina, R4
APIs przeciwdepresyjne i dezypramina,
trzeciorzedowa R
doksepina, N R
2
. . . R4 /
imipramina N
Rs
Inhibitory wychwytu amina deswenlafaksyna, HO
R~
zwrotnego serotoniny i E
trzeciorzedowa wenlafaksyna :
i noradrenaliny o
szkielecie Rs
cykloalkanolowo-
etylaminowym
Tryptany amina almotryptan, Re
N—Ra
trzeciorzedowa naratryptan,
Ry
N
rizatryptan, N
sumatryptan
Tienopirydyny amina klopidogrel, R S
PV
. prasugrel,
trzeciorzedowa i
tiklopidyna :
APIs zawierajace hydrazonowa prokarbazyna, Ri—C=NNH-R:
grupe¢ hydrazonowg . .
hydrazynowa rifampicyna
/hydrazynowa

Wspolczesnie, obok wykrywania 1 identyfikacji oraz modelowania
potencjalnych szlakow powstawania N-nitrozoamin, jednym z kluczowych
wyzwan dla chemikoéw analitykOw pozostaje opracowywanie specyficznych
1 czulych metod oznaczania tych zwigzkéw w produktach leczniczych oraz
substancjach czynnych. Rozwdj innowacyjnych procedur analitycznych stanowi
istotny element systemow zapewniania jako$ci zarowno w jednostkach
badawczych, jak 1 w przemys$le farmaceutycznym, majacy bezposredni wpltyw
na bezpieczenstwo 1 skuteczno$¢ stosowanych produktow. Koniecznos¢
prowadzenia oznaczeh w zlozonych 1 zrdznicowanych matrycach, przy
jednoczesnym spelieniu wymogéw wykrywania zanieczyszczen na niskich
poziomach stgzen (rzedu ppb i nizszych), stwarza istotne wyzwania dla analitykow

catego $wiata. Ponadto, wyniki analiz ryzyka zwigzane z procesami syntezy API
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wskazuja na mozliwos$¢ wystepowania nie tylko znanych, lecz rowniez dotychczas
niezidentyfikowanych struktur NIs/NDSRIs, co uzasadnia potrzeb¢ wdrazania
kompleksowych badan przesiewowych ukierunkowanych na ich wykrywanie i
oznaczanie [28-30]. Amerykanska Agencja ds. Zywnosci i Lekow (FDA) w 2020
roku jako pierwsza opublikowata ogolny rozdziat USP 1469, poswigcony kontroli
sze$ciu N-nitrozoamin (NDMA, NDEA, NEIPA, NDIPA, NMBA oraz NDBA) w
APIs. W dokumencie tym opisano cztery metody analityczne:
» chromatografi¢ cieczowa sprzezong z wysokorozdzielcza
spektrometrig mas (LC-HRMS),
» chromatografi¢ gazowa z analizg fazy nadpowierzchniowej sprzezong
z tandemowa spektrometrig mas (GC-HS-MS/MS),
» chromatografie cieczowa sprzezong z tandemowg spektrometrig mas
(LC-MS/MS),
» chromatografie gazowa sprzezong z tandemowg spektrometrig mas
(GC-MS/MS) [31].
Powyzsze metody dotycza wylacznie oznaczania kilku N-nitrozoamin
w wybranych sartanach. W 2022 roku Komisja Farmakopei Europejskiej (Ph. Eur.)
wprowadzita do monografii nowy rozdziat 2.5.42 , N-Nitrosamine Impurities”,
poswigcony oznaczaniu zanieczyszczen jakimi sg N-nitrozoaminy w substancjach
czynnych (sartanach) [8]. Z kolei ten rozdzial opisuje trzy techniki instrumentalne:
A) LC-MS/MS, B) GC-MS oraz C) GC-MS/MS. Procedury A 1 B zostaty
zwalidowane jako testy graniczne przeznaczone do potwierdzenia, czy zawartos¢
N-nitrozoamin nie przekracza ustalonego limitu 30 ppb, natomiast tylko procedura
C ma charakter metody ilosciowej. W opisie procedury A zamieszczono rowniez
uwage, iz obecno$¢ dimetyloformamidu (DMF) w badanej substancji moze
zaktoca¢ wykrywanie NDMA. Z tych powodoéw FDA opracowata metode
LC-HRMS o wysokiej specyficzno$ci, umozliwiajacg rozroznienie NDMA
od DMF, ktére maja bardzo podobng mas¢ monoizotopowa i widma
fragmentacyjne. W przeciwienstwie do LC-MS/MS, gdzie piki otrzymane w trybie
MRM od DMF i NDMA moga wspoteluowa¢ 1 powodowac interferencje,
zastosowanie HRMS lub odpowiednio zoptymalizowanej chromatografii gazowe;

(GC-MS/MS) pozwala na ich skuteczne rozdzielenie i selektywng analize [32,33].
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Kolejne lata prac pokazaly, ze przedstawione opisy metod
w wymienionych wyzej farmakopealnych monografiach, moga stanowi¢ punkt
wyjscia do analiz, ale nie moga by¢ metodami dedykowanymi czy tez
przesiewowymi do innych matryc. Dodatkowo ukierunkowane sg one tylko
na niskoczasteczkowe N-nitrozoaminy. Opracowywanie nowych metod stato si¢
wiec koniecznoscig dla naukowcow z calego $wiata. Nadal najczesciej
stosowanymi  technikami  separacyjnymi w  oznaczaniu  N-nitrozoamin
sg chromatografia cieczowa (HPLC) oraz chromatografia gazowa (GC), sprz¢zone
ze spektrometrig mas niskiej rozdzielczosci (GC-MS, LC-MS/MS, GC-MS/MS)
lub wysokiej rozdzielczosci (LC-HRMS: Orbitrap, Q-TOF) [28,29]. W literaturze
opisano takze nieliczne metody wykorzystujace chromatografi¢ nadkrytyczna
(SFC-MS/MS), chromatografi¢ cieczowa z detektorem UV-VIS, chromatografie
gazowa z detektorem azotowo-fosforowym (GC-NPD), chemiluminescencyjnym
detektorem energii termicznej (TEA), a takze elektroforez¢ kapilarng (CE-MS)
polaczong ze spektrometrig mas [34—37]. Schmidtsdorff i inni opracowali metodg
SFC-MS/MS umozliwiajaca jednoczesne oznaczanie w sartanach (np. walsartanie
i losartanie), szerokiej klasy roznych N-nitrozoamin na poziomie ppb oraz
zanieczyszczen pokrewnych sartanom, w pojedynczej analizie trwajacej krocej niz
20 minut. Pomimo duzego potencjatu analitycznego, technika SFC-MS/MS jest
obecnie rzadko stosowana w laboratoriach kontroli jako$ci, glownie z powodu
ograniczone] dostepnosci specjalistycznej aparatury. Zestawienie przyktadowych
metod wykorzystywanych w badaniu zawarto$ci N-nitrozoamin w produktach

leczniczych przedstawiono w Tabeli 3.
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Tabela 3. Przyktady metod analitycznych, metod ekstrakcji wraz z wyznaczonym LOQ dla

N-nitrozoamin w produktach leczniczych.

Nazwa

produktu

leczniczego

Technika

Autor

Przygotowan
ie probki
/Zxédto

Nitrozoamina

LOQ

1 min, adsorpcja

Wybrane LC- USP (1469) Rozpuszczaniew  NDMA, NDEA, 0,05 [31]
sartany HRMS metanolu /ESI NEIPA, NDIPA,
NMBA, NDBA
Wybrane GC-HS- USP (1469) Rozpuszczeniew  NDMA, NDEA, 0,02 [31]
sartany MS/MS 1 mL metanolu i NEIPA, NDIPA,
1 mL acetonitryluu  NMBA, NDBA
i 100 mg
imidazolu/EI
Wybrane LC- USP (1469) Rozpuszczaniew  NDMA, NDEA, 0,011 [31]
sartany MS/MS 0,1%FA w NEIPA, NDIPA, 0,02
wodzie/APCI NMBA, NDBA
Wybrane GC- USP (1469) Rozpuszczaniew  NDMA, NDEA, 0,005 [31]
sartany MS/MS 5 mL chlorku NEIPA, NDIPA,
metylenu NMBA, NDBA
Ranitydyna LC- FDA Nie opisano NDMA 0,03 [33]
HRMS /ESI lub APCI
Metformina LC- FDA Nie opisano NDMA 0,03 [33]
HRMS /ESI lub APCI
Chlorochina i LC- FDA Nie opisano NDMA, NDEA, 0,02 [33]
hydroksychlor =~ HRMS /ESI lub APCI NEIPA, NDIPA,
ochina NMBA, NDBA
Sartany, SFC- Schmidtsdorff ~ Rozpuszczaniew  NDMA, NDEA, Brak [34]
metformina , MS/MS metanolu /ESI NDELA, NEIPA, danych
ranitydyna , NDIPA, NDPA,
Sitagliptyna i NMBA, NMPhA,
inne NPYR, NMOR,
NPIP, NDBA,
NDPhA,
NDCHA, NDiNA,
NDBzA
Produkty HS- Chang i inni Roztwor NDMA, NDEA, 5*1075. [38]
lecznicze SPME- ekstrahujacy 90%  NMEA, NEIPA, 2,5%10*
GC- NaCl, czas NDiPA, NDPA,
MS/MS inkubacji NDiBA, NDBA,
HeadSpace NPYR, NMOR,
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SPME w 80 °C NPIP, NDCHA,

przez 30 min i NDPhA, NDiNA

desorpcja w 250

°C przez 5 min.
Kwas LC- Nakka i inni Rozpuszczeniew  N-DPA, N-MFA. 1*¥10°3 [39]
mefenamowy MS/MS 0,1 % FA/ACN

(20:80)
Wildagliptyna LC- Kumar i inni Rozpuszczenie w 5 N-Nitrozo- 1,46 [40]

MS/MS mL ACN:H20 (1:1) wildagliptyna

LOQ — granica oznaczalnosci, NDMA — N-nitrozodimetyloamina, NDEA — N-nitrozodietylamina, NEIPA —
N-nitrozo-N-etyl-N-izopropyloamina, NDIPA — N-nitrozo-diizopropyloamina, NDiPA — N-nitrozo-diizopropyloamina,
NMBA — kwas N-nitrozo-N-metylo-4-aminomastowy, NDBA — N-nitrozo-di-n-butyloamina, NDiBA — N-nitrozo-
diizobutyloamina, NDELA — N-nitrozo-dietanolamina, NDPA — N-nitrozo-dipropyloamina, NMEA — N-nitrozo-
metyloetyloamina, NPYR — N-nitrozo-pirolidyna, NMOR — N-nitrozo-morfolina, NPIP — N-nitrozo-piperydyna, NDPhA
— N-nitrozo-difenyloamina, N-DPA — N-nitrozo-difenyloamina, NMPhA — N-nitrozo-metyloanilina, NDCHA — N-
nitrozo-dicykloheksyloamina, NDiNA — N-nitrozo-dinaftyloamina, NDBzA — N-nitrozo-dibenzylamina, N-MFA — N-
nitrozo-kwas mefenamowy, ESI — jonizacja metoda elektrorozpylania, APCI — chemiczna jonizacja pod cisnieniem
atmosferycznym, EI — jonizacja elektronami
W detekcji MS nastgpuje rozdzielenie jonéw w fazie gazowej na podstawie ich
stosunku masy do tadunku (m/z) przy uzyciu pola elektrycznego i/lub
magnetycznego. Analiza wymaga zatem kilku etapow: (i) przeniesienia analitu
do fazy gazowej, (ii) jego zjonizowania, (iii) rozdzielenia powstatych jonow
(pochodzacych zar6wno od analitu, jak i od sktadnikow matrycy), a nastepnie (iv) ich
detekcji. Waznym aspektem w analizie N-nitrozoamin jest wigc wybor odpowiedniej
metody jonizacji analitow. Jonizacja za pomoca elektrorozpraszania (ESI) oraz
jonizacja chemiczna pod ci$nieniem atmosferycznym (APCI) to najczgscie]
stosowane metody jonizacji w oznaczaniu N-nitrozoamin metodg LC-MS/MS.
W praktyce czeSciej wybierana jest jonizacja APCI, ze wzgledu na wysoka czuto$¢
1 mniejsze zakldcenia pochodzace od matrycy. Jednakze NDSRIs oraz inne
N-nitrozoaminy nielotne lub stabo odparowujace maja ograniczong zdolnos$¢
do jonizacji w APCI, co sprawia, ze ESI znajduje szersze zastosowanie w przypadku
tego typu zwiazkéw [41]. W technikach GC-MS/(MS), przeznaczonych gtownie
do analizy lotnych N-nitrozoamin, standardowo stosuje si¢ zrodto jonizacji
elektronowej (EI), zapewniajace powtarzalne 1 dobrze scharakteryzowane widma
masowe, co ulatwia identyfikacje zwigzkow. Oprocz typowej jonizacji przy energii
elektronow 70 eV, w niektorych procedurach, wykorzystuje si¢ nizsza energie 40 eV
[8]. Zastosowanie obnizonej energii jonizacji pozwala ograniczy¢ nadmierng
fragmentacj¢ zwigzkow, zwiekszajac intensywno$¢ jonoéw molekularnych,
co poprawia stosunek sygnalu do szumu dla wybranych N-nitrozoamin

1 moze obnizy¢ granic¢ oznaczalno$ci w trybie monitorowania wybranych reakcji
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(MRM). Jonizacja chemiczna (CI, Chemical Ionization) wykorzystywana jest
gléwnie w analizach $rodowiskowych, gdzie przyktadowo, oznaczana jest NDMA
w wodzie [42].

Ze wzgledu na ztozono$¢ matrycy produktow leczniczych, wyzwaniem jest
skuteczne przeniesienie zaréwno substancji czynnej, jak 1 potencjalnych
zanieczyszczen do roztworu. Kluczowe znaczenie ma zatem dobdr odpowiedniego
rozpuszczalnika i1 procedury przygotowania probki, ktore moga stanowi¢ krytyczny
etap analizy. Szczeg6lnie trudne jest zapewnienie pelnego rozpuszczenia substancji
czynnej 1 wszystkich analitow docelowych przy jednoczesnym uniknigciu strat
wynikajacych z ich lotnosci oraz uzyskanie probki odpowiedniej do dalszej analizy
metodami LC-MS/MS i GC-MS/(MS). W wielu metodach opisanych w literaturze,
w tym rowniez w Farmakopei Europejskiej, do oznaczania zawarto$ci N-nitrozoamin
w prostych matrycach zastosowane jest podejscie bezposrednie, polegajace
na rozpuszczeniu badanego produktu leczniczego w odpowiednim rozpuszczalniku
(np. wodzie, metanolu czy chlorku metylenu), a nastgpnie wprowadzeniu
otrzymanego roztworu bezposrednio do zrodia jonow [8]. Niezaprzeczalng zaleta
takich metod jest ich szybkos¢, tatwos¢ walidacji 1 niskie koszty. Wadami takich
procedur jest natomiast m.in. ryzyko zanieczyszczenia dozownika i spektrometru
mas, szczegoOlnie w przypadku metod GC-MS/(MS), a takze obecno$¢ interferencji
pochodzacych od ztozonej matrycy farmaceutycznej, ktore moga istotnie wplywac
na czutos¢ 1 selektywno$¢ wykrywania oznaczanych analitow [43]. Dodatkowo, wiele
substancji 1 produktéw leczniczych jest bardzo trudno rozpuszczalnych
w standardowych rozpuszczalnikach. Z tego wzgledu jednym z kluczowych wyzwan
w analizie N-nitrozoamin pozostaje takze opracowanie skutecznych strategii
przygotowania probek, ktore pozwolg na rozpuszczenie probki, selektywne
wyodrebnienie analitdw, przy jednoczesnym usuni¢ciu substancji zaktocajacych.
Najczgsciej stosowanymi technikami przygotowania probek w  analizie
N-nitrozoamin s3:

» Ekstrakcja ciecz—ciecz (LLE, Liquid-Liquid Extraction)
» Ekstrakcja do fazy statej (SPE, Solid Phase Extraction)

Mikroekstrakcja do fazy statej (SPME, Solid Phase
Microextraction) [29,38,44].

Wady i1 zalety kazdej z tych metod ekstrakceji z przykladami zastosowan do oznaczen
N-nitrozoamin w produktach leczniczych zestawiono w Tabeli 4.
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Tabela 4. Porownanie technik przygotowania probek do oznaczania N-nitrozoamin w produktach leczniczych.

Technika

Typowe

zastosowania

NajczeSciej stosowane

warianty/metody

LLE — prosta w — duze zuzycie Przygotowanie Ekstrakcja do dichlorometanu [8,31]
wykonaniu rozpuszczalnikow roztworow APIs (DCM) z 1 M NaOH;
—niskie koszty —  — mata selektywno$¢ ~ w analizie GC-
odpowiednia dla — mozliwe straty MSiLC-MS
prostych matryc analitow
SPE — wysoka — wysokie koszty Preparaty o Sorbenty C18, HLB(sorbent o [44,45]
selektywnos$¢ sorbentow zlozonej matrycy ~ réwnowadze hydrofilowo-
— mozliwos$¢ (np. tabletki, lipofilowej ), z wegla aktywnego
zatgzania syropy)
analitow
— dobra
powtarzalnos$¢
SPME — brak — ograniczona Analiza lotnychi  Najcze$ciej stosowane wiokna: [37,38]
rozpuszczalnikow  trwatos¢ wiokien potlotnych PDMS (polidimetylosiloksan),
(technika zgodna ~ — wysokie koszty nitrozoamin w CAR/PDMS (Carboxen-
z zasadami wiokien produktach mikroporowaty wegiel
zielonej chemii) leczniczych i aktywny/PDMS),
— niskie granice APIs DVB/CAR/PDMS
wykrywalnoscei i (divinylbenzen/Carboxen/PDMS)
oznaczalnosci dla
lotnych NAs
— mozliwo$¢
sprzezenia on-
line z GC-
MS/MS

Podsumowujac, opracowanie odpowiedniej, dostosowanej do rodzaju
matrycy metody iloSciowego oznaczania zawarto$ci takich analitow jak NIs
1 NDSRIs, stanowi istotne wyzwanie analityczne. Wynika to zardéwno
z konieczno$ci wykrywania analitow w bardzo niskich stezeniach (rzgdu ppb), jak
1 ze zlozono$ci matryc farmaceutycznych. Odpowiedni dobdr strategii
przygotowania probki, w tym rozpuszczenia i ekstrakcji, oraz techniki detekcji
1 separacji analitow (LC-MS/(MS), LC-HRMS, GC-MS/(MS), SFC-MS/(MS)) sa
kluczowe dla uzyskania wiarygodnych 1 powtarzalnych wynikow, ktore zapewnia
bezpieczenstwo pacjentom. Opracowane dotychczas metody opisane przez
Ph.Eur,, USP czy FDA dotycza tylko wybranych produktow leczniczych
np. sartanow. Rosnie natomiast liczba wykrywanych nowych N-nitrozoamin w

innych produktach leczniczych, dla ktérych metody analityczne nie sg dostepne.

30



Uwzgledniajac powyzsze wyzwania zwigzane z analiza N-nitrozoamin w
substancjach i1 produktach leczniczych, kluczowe kierunki dziatan na najblizsze

lata mozna okres$li¢ nastgpujaco:

e Opracowanie i walidacja metod analitycznych o niskich granicach
wykrywalno$ci i oznaczalno$ci (LOD/LOQ) dla nowych NDSRIs oraz
nowoidentyfikowanych N-nitrozoamin, z wykorzystaniem zaawansowanych
technik instrumentalnych, takich jak GC-MS/(MS), LC-MS/(MS) czy SFC-
MS/(MS). Szczegdlny nacisk kladzie si¢ na promowanie stosowania
wzorcow wewnetrznych znakowanych izotopowo, co pozwala skutecznie
minimalizowa¢ wplyw matrycy oraz zwigksza doktadno$¢ i powtarzalnos¢
oznaczen.

e Synteza i badania stabilno$ci wzorcéw nowych N-nitrozoamin, a takze
analogoéw znakowanych izotopowo.

e Zbadanie wplywu przygotowania probki, na wyniki zawarto$ci
N-nitrozoamin.

e Rozw6j metod przesiewowych umozliwiajacych szybkie wykrywanie
N-nitrozoamin ~ w  produktach  leczniczych  podczas  badan
stabilnosci/stresowych przy uzyciu np. metod elektrochemicznych.

e Zaciesnianie wspoélpracy miedzynarodowej, w tym koordynacja dziatan
europejskich laboratoriow OMCL (Official Medicines Control Laboratories)
1 opracowanie zharmonizowanych wytycznych, aby ujednolici¢ metody
1 wymagania dotyczace N-nitrozoamin, zapewni¢ poréwnywalnos¢
wynikow oraz szybciej i spdjniej reagowacé na nowe zagrozenia.

e Zintegrowane podejscie do zarzadzania ryzykiem, obejmujace
wykorzystanie narzedzi in silico 1 baz danych (np. dotyczacych substancji
pomocniczych) w celu przewidywania ryzyka powstawania N-nitrozoamin
juz na wczesnych etapach rozwoju produktu leczniczego oraz badanie

1 przewidywanie mechanizméw ich tworzenia.
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2. Zatozeniaicel pracy:

Celem nadrzgdnym niniejszego doktoratu wdrozeniowego bylo

opracowanie innowacyjnych metod chromatograficznych oznaczania nitrozoamin

/ zwigzkéw azotoorganicznych w API / produktach leczniczych, ktore beda

wdrozone w Lukasiewicz-Instytut Chemii Przemystowej (Lukasiewicz-IChP),

Narodowym Instytucie Lekéw (NIL) i/lub EDQM, a takze begda stanowily know-

how wprowadzone do oferty wustugowej Lukasiewicz-IChP oraz NIL.

Harmonogram prac badawczo - wdrozeniowych zaktadat:

X/
L %4

X/
L X4

Przeglad pi$miennictwa, wykonanie przegladu drég syntezy wybranych
APl w L-IChP 1 przeprowadzenie analizy ryzyka powstawania
N-nitrozoamin.

Opracowanie innowacyjnych metod chromatograficznych oraz procedur
1zolacji 1 wzbogacania analitow, umozliwiajacych oznaczanie wybranych
zwiazkow azotoorganicznych, w tym N-nitrozoamin.

Synteze nowych zwigzkéw azotoorganicznych.

Walidacje opracowanych metod chromatograficznych (GC-MS/(MS) lub
LC-MS/(MS)) oznaczania zwigzkéw azotoorganicznych w tym
N-nitrozoamin, ktéra bedzie obejmowata: specyficznos¢, linowos¢,
precyzj¢, odzysk, granice oznaczalno$ci i wykrywalnosci oraz elastycznos$¢

metody.

Cel zrealizowany zostat poprzez:

>

Analize ryzyka powstawania N-nitrozoamin dla trzech wybranych API
produkowanych przez tukasiewicz-IChP oraz przeglad mechanizmow
powstawania nitrozoamin w produktach leczniczych / API, ich wtasciwosci
toksykologicznych oraz regulacji prawnych wprowadzonych od 2018 roku
przez EMA, FDA 1 Ph. Eur. Zestawiono rowniez aktualnie techniki
analityczne stosowane w oznaczaniu zawartosci nitrozoamin w produktach
leczniczych, takie jak GC-MS/(MS), LC-MS/(MS), LC-HRMS wraz
z metodami przygotowania probek do badan: LLE, SPE, SPME czy
DLLME, wskazujac zarowno ich mozliwosci, jak 1 ograniczenia

(Publikacja nr 1 oraz doniesienie zjazdowe nr 3).
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» Opracowanie i walidacje metody GC-MS do jednoczesnego oznaczania
dziewigciu genotoksycznych nitrozoamin w cilostazolu, sunitynibie
1 olmesartaniec medoksomilu produkowanych w Lukasiewicz -IChP
(Publikacja nr 2 oraz doniesienie zjazdowe nr 1).

» Opracowanie i wdrozenie metody LC-MS/MS do oznaczania 1-metylo-4-
nitrozopiperyzyny (MNP) na niskich poziomach stezen (ppb) w ztozonych
preparatach z ryfampicyna, uwzgledniajac problem efektow matrycowych
1 konieczno$¢ odpowiedniej ekstrakcji (Publikacja nr 3 oraz doniesienie
zjazdowe nr 4).

» Badania stabilno$ci oraz degradacji produktéw leczniczych z rifampicyna
(Publikacja nr 3 oraz doniesienie zjazdowe nr 4)

» Elektrochemiczne generowanie zanieczyszczen wybranych substancji
czynnych z grupa hydrazonowa (dantrolen, nitrofurantoina, furazydyna
i nitrofural) powstatych w procesie utleniania i redukcji przy uzyciu
aparatury ROXY™ EC system (Publikacja nr 4 oraz doniesienie
zjazdowe nr 5,6).

» ldentyfikacje 17 nowych zanieczyszczen czterech wybranych API z grupa
hydrazonowa wsparta obliczeniami kwantowo-chemicznymi (DFT)

1 analizami in silico (Publikacja nr 4 oraz doniesienie zjazdowe nr 5,6).
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3. Kopie opublikowanych prac wchodzacych w sklad
roZprawy:

3.1 Publikacja 1 (przegladowa)

Witkowska, A. B.; Zezula M.; Glice M., Stolarczyk E.U., Nowe aspekty
metodyki oznaczania N-nitrozoamin, Przemyst Chemiczny
2021;100(3):230-239.
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Sie¢ Badawcza tukasiewicz - Instytut Chemii Przemystowej im. prof. Ignacego Moscickiego, Warszawa

New aspects of the methodology of N-nitrosamines

determination

Nowe aspekty metodyki oznaczania

N-nitrozoamin

DOI: 10.15199/62.2021.3.3

A review, with 63 refs., of recognition of the N-nitrosamines
formation mechanisms in various matrices, such as biolog.
samples, surface and drinking waters, cosmetics, active
substances or pharmaceutical products, and the criteria
for detg. them at very low concn. The use of the MS detec-
tor and tandem mass detector in HPLC and GC allowed
for the development of sensitive methods for the detn.
of nitrosamines at a very low level, using appropriate
techniques of isolation and enrichment of analytes.

Przedstawiono przeglad literaturowy dotyczg-
cy rozpoznania mechanizméw powstawania
N-nitrozoamin w réznych matrycach, takich
jak prébki biologiczne, wody powierzchniowe
i pitne, kosmetyki, substancje czynne lub pro-
dukty farmaceutyczne oraz kryteria ich ozna-
czania na bardzo niskich poziomach stezen.
Zastosowanie detektora spektrometrii mas
i tandemowego detektora mas w chromatogra-
fii cieczowej i gazowej pozwolito na opraco-
wanie czutych metod oznaczania nitrozoamin
z wykorzystaniem odpowiednich technik wy-
odrebniania i wzbogacania analitow.

Glowne zrodfa powstawania zanieczyszczen, jakimi sa zwigzki
azotoorganiczne to przemyst rafineryjny i petrochemiczny, przemyst
wytwarzania tworzyw sztucznych, barwnikow, antyutleniaczy, materia-
tow wybuchowych, a takze przemyst farmaceutyczny. Do zanieczysz-
czen azotoorganicznych naleza N-nitrozoaminy, ktére sklasyfikowano
jako prawdopodobne czynniki rakotworcze i teratogenne dla ludzi
i zwierzat. Pierwsze doniesienia o potencjalnym zagrozeniu i tok-
syczno$cel N-nitrozoamin pojawity si¢ juz w latach 50. XX w.", ale to
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w lipcu 2018 r. szczegdlng uwage zwrocono na t¢ grupg zwigzkow
za sprawa N-nitrozodimetyloaminy (NDMA)”. Jej wykrycie w partii
produktow farmaceutycznych zawierajacych walsartan zapoczatkowato
najwigksze na skale $wiatowa badania oraz wprowadzenie nowych
regulacji dotyczacych tej grupy zwigzkéw. Restrykeyjne spojrzenie na
N-nitrozoaminy w przemysle farmaceutycznym przetozyto si¢ row-
niez na inne galezie przemystu. Dlatego opracowanie nowych metod
analitycznych stalo si¢ istotnym celem kontroli jakosci w podmiotach
naukowych 1 przemystowych, stanowigc wazny element zapewnienia
bezpieczenstwa 1 skutecznosci produktow, a w szczegolnosci lekow
oraz suplementow diety i zywnosci specjalnego przeznaczenia. Niestety,
koniecznos¢ oznaczenia N-nitrozoamin w zréznicowanych matrycach,
takich jak probki biologiczne, wody powierzchniowe i pitne, kosmetyki,
a takze substancje czynne i produkty lecznicze, oraz kryteria oznaczania
ich na bardzo niskich poziomach stgzen, stanowia duze wyzwanie dla
analitykow calego $wiata. Ma to rowniez istotne znaczenie w rozwoju
potencjatu sektora farmaceutycznego i chemicznego w Polsce.

Lotne zwiazki azotoorganiczne (LZN) charakteryzujg si¢ wyso-
ka preznoscia par (powyzej 0,01 kPa w temperaturze pokojowej).
Zgodnie z definicja Amerykanskiej Agencji Ochrony Srodowiska
(US EPA) naleza do lotnych zwiazkow organicznych (LZO)*. Zalicza
si¢ do nich aminy (np. tertbutyloamina, diizobutyloamina, anili-
na, dimetyloanilina, 4-fluoroanilina), zwiazki nitrowe (np. nitroben-
zen), N-nitrozoaminy (np. NDMA, N-nitrozodietyloamina (NDEA),
N-nitrozodibutyloamina (NDBA), N-nitrozodifenyloamina (NDPhA),
N-nitrozodi-n-propyloamina (NDnPA), N-nitrozometyloetyloamina
(NMEA), N-nitrozopirolidyna (NPYR), N-nitrozopiperydyna (NPIP),
N-nitrozomorfolina (NMOR), N-nitrozodietyloamina (NMBA),
N-nitrozodiizopropyloamina (NDiPA), N-nitrozoetyloizopropyloamina
(NEIPA) oraz heterocykliczne zwiazki azotowe (np. pirol, pirydyna,
indol, pirymidyna, pirolidyna). Zwigzki te charakteryzuja si¢ duza
toksycznoscia, trwaloscia i zdolno$cia do akumulacji w tancuchu
pokarmowym. Dzialaja one draznigco na ukfad oddechowy, skore,
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blony sluzowe. N-nitrozoaminy (NA) zostaly sklasyfikowane jako
prawdopodobne czynniki rakotworcze dla ludzi na podstawie badan
na zwierzgtach. Jako pochodne amin o whasciwosciach rakotworczych
moga rowniez dziata¢ teratogennie. NDMA i NDEA zaliczane sa przez
Migdzynarodowa Agencj¢ Badan nad Rakiem (IARC) do grupy 2A
(czyli s w grupie substancji prawdopodobnie kancerogennych dla
ludzi)®. Podobne stanowisko wzgledem NA ma Unia Europejska, ktora
zalicza te zwiazki do kategorii B2, czyli substancji o domniemanym
dziataniu rakotworczym® i jedynie dla tych dwoch nitrozoamin
dostepne sa pelniejsze dane toksykologiczne. Dla pozostalych NA
przyjete dobowe limity podania, np. z lekami, zostaty oparte na ich
podobienstwie strukturalnym do NDMA i NDEA?. Niestety, NA obec-
ne sa niemal wszedzie, zarowno w produktach spozywczych, wodzie
pitnej, jak 1 lekach, dlatego tez limity ich dopuszczalnej zawartosci dla
roznych produktéw zaleza od takich czynnikow, jak dzienna dawka
i czestotliwos¢ spozycia, a ostateczne limity powinny uwzglednia¢
sktadowe z roznych zrédet.

W przypadku wody NA moga powstawac na skutek jej chlorowania,
jako produkt uboczny stosowania silnych utleniaczy w technolo-
gii oczyszczania wody®. EPA wyznaczyta dopuszczalny limit NA
w wodzie wodociggowej na poziomie 0.4 ng/L¥. W zywnosci i napo-
jach wykrywane sa jako produkty reakcji azotanu(Ill) z aminami,
ktore powstajg w trakcie obrobki termicznej. Zgodnie z przepisami
Amerykanskiej Agencji Lekow i Zywnosci (FDA) NDMA jest jedyna
regulowana nitrozoaming w piwie o dopuszczalnej wartosci graniczne)
ponizej 5 pg/L. W USA i Chinach wprowadzono takze limity w pro-
duktach spozywczych (np. limit 10 pg/kg dla wedlin w USA oraz
417 pg/kg dla ryb w Chinach).

Kolejng duza grupa produktow, w ktorych wykryto obecno$¢ NA
sa substancje farmaceutyczne. Poczatek intensywnych dziatan zwia-
zanych z wprowadzeniem regulacji i dziatan kontrolnych to 2018 r.,
kiedy wykryto obecnos¢ NDMA w walsartanie, leku z grupy inhibito-
row konwertazy angiotensyny (inhibitor ACE) stosowanych w terapii
nadcisnienia tetniczego, zwanych sartanami. Doprowadzito to do
wycofania niektorych produktow, dokonania kontroli procesow techno-
logicznych wytwarzania substancji czynnych i produktow leczniczych
oraz przegladu i aktualizacji przepisow regulujacych kontrole NA.
Konsekwencja tych dziatan bylo ustanowienie nowych wytycznych,
a takze kontrola i analiza ryzyka powstawania NA w innych substan-
cjach czynnych. Wynikiem tych analiz bylo wykrycie podobnych
zanieczyszczen w lekach stosowanych w leczeniu zgagi i wrzodow
zotadka (ranitydyna) oraz w terapii cukrzycy (metformina). Okazato
si¢ wigc, ze nowe wytyczne nie beda obejmowaly tylko sartanow, ale
beda dotyczy¢ szerszej grupy lekow. Na podstawie rozporzadzenia”,
w celu zapewnienia posiadaczom pozwolenia na dopuszczenie do
obrotu, udzielono wskazowek dotyczacych dziatan kontrolnych. We
wrzesniu 2019 r. Europejska Agencja Lekow (EMEA) rozpoczeta
przeglad i zmiany wytycznych odnosnie do dopuszczalnych limitow
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dla nitrozoamin. Limity te w lekach zostaly ustalone przy wykorzy-
staniu migdzynarodowych norm, zgodnie z wytyczng ICH M7 (R1)
(Migdzynarodowej Rady Harmonizacji Wymagan Technicznych dla
Rejestracji Produktow Leczniczych Stosowanych u Ludzi), na pod-
stawie ekspozycji na NA przez cale zycie. W tabeli 1 przedstawiono
catkowity dzienny limit dla 6 nitozoamin®.

Table 1. Acceptable intake limits for NDMA, NDEA, NMBA, NMPA, NIPEA
and NDIPA in drug products

Tabela 1. Dopuszczalne dzienne spozycie wybranych N-nitrozoamin
w produktach leczniczych

N-Nitrozoamina | Dopuszczalne dzienne spozycie (Al), ng/dzien
NDMA 96.0
NDEA 26,5
NMBA 96,0
NMPA 26,5
NIPEA 26,5
NDIPA 26,5

Bioragc pod uwage zakres tego problemu oraz ze wzgledu na
znaczenie toksykologiczne i szersze spektrum mozliwych substancji
czynnych, API (active pharmaceutical ingredient), ktore moga zawie-
ra¢ NA jako zanieczyszczenia, zaproponowano opracowanie i wlacze-
nie ogolnego testu dla NA do przysztych wydan farmakopei. Obecnie
taka monografia jest w przygotowaniu”. Dlatego zaleca si¢ rowniez
oceng zawartosci NA we wszystkich syntetycznych substancjach
czynnych®>®. W ramach przegladu wytycznych oraz zwazywszy na
znaczenie problemu, EMEA zwrocita si¢ do posiadaczy pozwolenia na
dopuszczenie do obrotu lekow o dokonanie przegladu swoich produk-
tow leczniczych pod katem mozliwej obecnosci NA 1 przetestowanie
wszystkich podejrzanych surowcow i lekow. Przeglad procesow pro-
dukeyjnych w celu zidentyfikowania 1 w razie potrzeby zmniejszenia
ryzyka obecnosci NA powinien obejmowac: (i) oceng ryzyka w celu
zidentyfikowania substancji czynnych i produktow gotowych zagrozo-
nych tworzeniem si¢ NA np. jako zanieczyszczen krzyzowych; wyniki
nalezato podac¢ najpozniej do 1 pazdziernika 2020 r.; (i) badania ana-
lityczne substancji czynnych i produktow leczniczych, ktore mogg by¢
narazone na tworzenie NA 1 zgloszenie potwierdzonej obecnosci NA
do urzedow rejestracyjnych i odbiorcow oraz (iii) wprowadzenie, jesli
zasadne, zmian w procesie produkcyjnym oraz kontroli zawartosci NA
czulymi, zwalidowanymi metodami analitycznymi, stosujac si¢ do
ustanowionych wytycznych regulacyjnych.

EMEA narzuca zakonczenie tych przegladow do 26 wrzesnia
2022 r. Efekty widoczne sa juz teraz, poniewaz po przeprowadzeniu
analizy ryzyka powstawania NA zostaly wprowadzone nowe metody
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analityczne ich oznaczania, a rygorystyczna kontrola zostala wpro-
wadzona zaréwno w srodowisku, wodzie, $ciekach, jak i jedzeniu,
napojach, kosmetykach i oczywiscie lekach'.

Analiza ryzyka w przemysle farmaceutycznym

Oceng ryzyka stosuje si¢ w celu oszacowania prawdopodobien-
stwa powstawania NA i skutkow zanieczyszczenia nimi substancji
czynnej. Na tej podstawie podejmuje si¢ strategie kontroli obecnosci
tych zwiazkéw w substancji czynnej lub w produktach posrednich.
Do potencjalnych zrodet powstawania NA podczas syntezy substancji
czynnej zalicza si¢: (i) wykorzystanie w syntezie reagentow, ktorych
potaczenie sprzyja zachodzeniu reakcji tworzenia NA, (i) bezposrednie
zanieczyszczenie nitrozoaminami, ktorymi moga by¢ zanieczyszczone
wykorzystywane reagenty, np. woda, (iif) reakcje nastepcze zanieczysz-
czen mogacych wystgpowaé w stosowanych reagentach, (iv) reakcje
nastgpcze zanieczyszczen, ktore moga powsta¢c w trakcie reakcji
wytwarzania substancji czynnej oraz (v) bezposrednie przeniesienie/
kontaminacja NA, ktorymi mogg by¢ zanieczyszczone aparatura wyko-
rzystywana do wytwarzania substancji czynnej,

~y \N >
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Dimetyloamina NDMA

Fig. 2. Formation of N-dimethylnitrosamine (NDMA) from DMF'* 9
Rys. 2. Powstawanie N-dimetylonitrozoaminy (NDMA) z DMF*. )
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Dietyloamina NDEA

Fig. 3. Formation of N-diethyInitrosamine from diethylamine’* 19

Rys. 3. Powstawanie N-dietylonitrozoaminy (NDEA) z dietyloaminy'* 19

opakowania lub pomieszczenia. Analiza ryzyka NaNoO,

powinna zatem zawiera¢ mozliwe reakcje zacho-

dzace w trakcie syntezy lub procesu technolo- + kwas

gicznego wytwarzania produktu leczniczego. N NO* N+ _HNO \\ - H o _\ OH

W dostepnej literaturze opisane jest two-
rzenie si¢ NA w obecnosci II-rzgdowych amin
(np. dimetyloformamidu, N,N-dimetyloaminy
i hydrazyny) lub Ill-rzgdowych amin (np.
dietyloaminy lub trietyloaminy) i jonoéw azota-
nowych(III) (np. pochodzacych z azotanu(III)
sodu), zazwyczaj w kwasnym srodowisku
1 w wysokiej temperaturze'”, glownie w reak-
cjach prowadzacych do powstania pierscienia
tetrazolowego. Ogolny schemat powstawa-
nia NA przedstawiono narys. 1.

Trietyloamina

NO, + H' —HNO,
HNO, + H* — H,NO,"
H,NO," + H' — N,0.+H,0

HO'

H,0
(R),NH +N203>1(R)2N-N=o +NO,

Fig. 1. General scheme of formation NOCs'?
Rys. 1. Ogéiny schemat tworzenia sig¢ NA'?

Do prekursorow NA mozna zaliczy¢ nie tylko aminy I-, II-
1 llI-rzedowe (w tym leki z grupami aminowymi, np. efedryna, pro-
metazyna, penicylina, metamizol), ale rowniez pestycydy, IV-rzgdowe
sole amoniowe i aminokwasy. N-nitrozopochodne amin I-rz¢dowych sa
nietrwale i izomeryzuja do wodorotlenkow diazoniowych. NA powsta-
Jjace z amin II-rzedowych sg zwiazkami trwatymi, zazwyczaj o barwie
z0ltej lub pomaranczowej i maja bardzo stabe wlasciwosci zasadowe'?).
Inicjatorami reakcji sa czesto takie parametry, jak zasadowos¢ aminy,
stezenie reagentow, pH s$rodowiska (optymalnie 3.3), temperatura
(na ogot jej wzrost zwigksza ilos¢ NA), obecnos¢ np. aldehydu mrow-
kowego, halogenkow nitrozylu (X-N=0O; najsilniej dziataja jodki, naj-
stabiej chlorki), nikotyny i tlenkow azotu, rodankow, a nawet bakterii
z rodzaju Escherichia, Pseudomonas i Proteus'.

W przypadku N,N-dimetyloforamidu (DMF) zastosowanie go w syn-
tezie powoduje, ze ryzyko powstawania NDMA wzrasta, poniewaz
glownym zanieczyszczeniem DMF, degradacyjnym, ale rowniez tech-
nologicznym, moze by¢ dimetyloamina. W obecnosci azotanow(III)

B

\/N\N;o —_—

A

-\
N—N“O - HN
NDEA

Fig. 4. Formation of NDEA from triethylamine* 19
Rys. 4. Powstawanie NDEA z trietyloaminy' 1%

pochodzacych z wody w reakeji nastgpczej moze powstawac NDMA.
DMF moze tez by¢ zanieczyszczony $ladowymi ilosciami dietyloaminy,
ktora reagujac z pozostatosciami kationdw azotanowych(III) (obecne
w wodzie lub w azotanie(Ill) sodu), moze prowadzi¢ do powstania
NDEA. Schematy reakcji przedstawiono na rys. 2, 3 i 4.

Kontynuujac analiz¢ ryzyka, nalezy nastepnie uwzgledni¢ wszyst-
kie mozliwe $ciezki usunigcia powstajacej NA. Przyktadowo, NDEA
jest ciecza, ktora jest dobrze rozpuszczalna zarowno w rozpuszczalni-
kach organicznych'®, jak i w wodzie (106 g/L w 24°C)'". Powstajaca
jako produkt uboczny prowadzonych reakcji, moze pozosta¢ ona
w tugach macierzystych po wydzieleniu produktu glownego. Jezeli
podczas reakcji uzywany jest azotan(I1I) sodu, wowczas uzycie wody
gwarantuje rowniez usuni¢cie resztek azotanu(III) sodu, ktory jest
dobrze rozpuszczalny w wodzie'®.

Kolejny punkt analizy ryzyka to charakterystyka stosowanych
odczynnikow, wypelniaczy kolumn, dodatkow i stosowanej wody.
Woda moze zawiera¢ sladowe ilosci NA. Z danych literaturowych
dotyczacych obecnosci NA w wodzie wynika, ze najczg$ciej wyste-
pujaca N-nitrozoaming w wodzie pitnej jest NDMA'"2). Inne NA
(np. NDEA, NMEA, NPIP, NMOR i NDBA) rowniez moga by¢ w niej
obecne, cho¢ wystepuja w mniejszej ilosci niz NDMA. Do znanych
sposobow usuwania NA z wody nalezy odwrocona osmoza (RO).
NDMA jest zatrzymywana na membranie RO jedynie w ok. 60%,
a NDEA juz w 92-98%, a wigksze N-nitrozoaminy nawet w 100%.
Istotne jest rowniez okreslenie, czy w syntezach sg wykorzystywane
rozpuszczalniki regenerowane, czy rozpuszczalniki i inne odczynniki
kupowane sa zgodnie z wymaganiami dobrej praktyki wytwarzania
GMP (good manufacturing practice) jedynie od kwalifikowanych
dostawcow 1 czy rozpuszezalniki stosowane do syntezy sa certyfi-
kowane zgodnie z zatwierdzonymi specyfikacjami i wiarygodnymi
metodami analitycznymi.
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Ostatni element analizy ryzyka obejmuje oceng mozliwosci bez-
posredniej kontaminacji z aparatury, opakowan lub pomieszczen.
Najbezpieczniejsza pod tym wzgledem jest aparatura szklana, ema-
liowana lub ze stali kwasoodpomej. Ponadto cz¢sci wymienne, ktore
maja kontakt z substancja, wykonane z teflonu sa bezpieczniejsze niz te
z gumy, ktora moze zawiera¢ NA??. Dlatego w celu minimalizacji ryzy-
ka powstania NA nalezy prowadzi¢ procesy otrzymywania substancji
czynnych zgodnie z zasadami GMP, w odpowiednio przystosowanych
pomieszczeniach produkeyjnych, na kwalifikowanej aparaturze dopusz-
czonej do przemystu farmaceutycznego, z odpowiednimi procedurami
mycia, ktore podlegaja walidacji. Dzigki temu ogranicza si¢ mozliwosci
zanieczyszczenia procesu N-nitrozoaminami z aparatury i pomieszczen,
ale rowniez ze srodowiska, np. z gleby® lub ze sciekow.

Biorac pod uwage ustalenia wynikajace z przeprowadzonej ana-
lizy ryzyka, nalezy ustalic rowniez adekwatng strategi¢ kontroli
oraz, jesli to zasadne, doda¢ do specyfikacji substancji czynnej lub
produktu leczniczego wymagania dotyczace oznaczania NA z doce-
lowa warto$cig graniczng. Limit nie moze by¢ jednak wyzszy niz
dopuszczalna wartos¢ graniczna wynikajaca z oceny toksykologicznej
rekomendowanej przez ICH. Obecnie wynikiem takich analiz ryzyka
jest poszerzony, przede wszystkim na sartany, zakres kontroli NA.
Procedury ICH obejmuja wszystkie produkty lecznicze zawierajace
kandesartan, irbesartan, losartan, olmesartan i walsartan. Dyskusja
na temat NDMA jako zanieczyszczenia APl obejmuje rowniez inne
leki, poniewaz mozliwe jest powstawanie tej nitrozoaminy rowniez
w wyniku utleniania. Dlatego, nawet jezeli w wyniku analizy ryzyka
wykluczy si¢ mozliwos¢ tworzenia NA podczas syntezy, to moga
by¢ one zanieczyszczeniami degradacyjnymi lekow zawierajacych

azot w strukturze. Powstawanie NDMA w wyniku utleniania stwier-
dzono w nastepujacych lekach: aminopirymidyna, amitryptylina,
chloramfenicol, chloropromazyna, diphenhydramine, doksyloamina,
erytromycyna, imipramina, metapirylen, oksytetracyklina, promazina,
propoksyfen, trimipramina, tetracyklina. Prekursorami NDMA moga
by¢ rowniez: azytromycyna, karbinoksamina, chlorfenamina, chloro-
tetracyklina, klarytromycyna, diltiazem, escytalopram, meropenem,
metformina, minocyklina, nizatydyna, oleandomycyna, chinuprystyna,
roksytromycyna, spiramycyna, ranitydyna, sumatryptan, tramadol,
wenlafaksyna. Doniesiono® o kolejnych zwiazkach jako znanych lub
podejrzewanych prekursorach NDMA; naleza do nich aminopiramina,
amitryptylina, azytromycyna, chlorek benzalkoniowy, karbinoksamina,
chloramfenikol, chlorfenamina (chlorfeniramina), chlorpromazyna,
chlorpromiksen, chlortetracyklina, citalopram, klarytromycyna, klo-
mipramina, dimenhydrynat, diltiazem, N,N-dietylotoluamid (DEET),
difenhydramina, doksepina, doksyloamina, erytromycyna, escitalor-
pram, imipramina, meropenem, metylenon, metylometyl, metyloamina,
metamforyna, chlorek metylenu, mifepriston, minocyklina, nizatydyna,
oleandomycyna, oksytetracyklina, piramidon (dimetyloaminofenazon),
promazyna, propoksyfen, chinuprystyna, ranitydyna, roksitromycyna,
spiramycyna, sumatryptan, trimipramina, tetracyklina, tramadolina
1 tetracyklina.

Metody analityczne oznaczania nitrozoamin
Ze wzgledu na wysoka toksycznos¢ oraz negatywne oddzia-

tywanie NA na $rodowisko i zdrowie, zasadne jest opracowanie
metod analitycznych, ktore umozliwiaja oznaczenie tych zwiazkéw na

Table 2. High performance liquid chromatography for the determination of NOCs in active ingredients and drug products

Tabela 2. Wysokosprawna chromatografia cieczowa w zastosowaniu do oznaczania NA w substancjach aktywnych i produktach leczniczych

Kolumna Warunki HPLC LOD/LOQ*, ppb Probka/nitrozoamina Literatura
elucja gradientowa,
faza A: 0,1% HCOOH w wodzie,
Luna C8 faza B: 0,1% HCOOH w MeOH,
{150t = 2 s o) P O L il 8,6/28.6 losartan potasu/NMBA 29
detekcja MS: tryb MRM,
zrodto jonow: APCI
elucja gradientowa,
faza A: woda. ;
: > NDMA losartan potasu, irbesartan,
ﬁgg"; e - gﬁp‘?ﬁ?ﬁnu{m 24-148/79-492, NDEA | walsartan i produkty 30
detekcja MS: tryb MRM, 6-45/19,5-149 lecznicze/NDMA, NDEA
zrédto jonow: APCI
elucja gradientowa, :
; NDMA irbesartan, losartan,
* 0, 2
Waters HSS-T3 ?:i: ‘g; &le (/‘)’}*I{COOH wwodzie, 1 54 100/100-200; kandesartan, olmesartan .
(100 mm x 3 mm; 1,8 pm) Gorek : MS: t, b MRM NDEA i produkty lecznicze/
cetekcja VS: try g 20-40/40-80 NDMA, NDEA
zrodto jonow: APCI
elucja gradientowa,
. 0, 1
Waters HSS-T3 e A: b e HUCOvandae walsartan i produkty
(100 mm x 3 mm; 1,8 um) Al gl el lecznicze/NDMA =
T detekcja MS: tryb MRM,
zrodto jonow: APCI
elucja gradientowa,
. faza A: HO: MeOH (8:2 obj.), .
Intersil ODS-3 i ) 4 walsartan i produkty
(250 imim * 4.6 m; 5 iin) faza B: H?O MeOH (25:75 obj.), brak danych leoonicae NDMA 33
przeptyw: 1 mL/min,
detekcja UV: 228 nm
elucja gradientowa,
. 0, 1
Waters HSS-T3 o 4 HOORkERGAG, ranitydyna i produkty
(100 mm x 3 mm; 1,8 um) iza B MOU pRize lecznicze/NDMA o
T detekcja MS: tryb MRM,
zrédto jonow: APCI
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Kolumna Warunki HPLC LOD/LOQ*, ppb Probka/nitrozoamina Literatura
elucja gradientowa, zg& Zgg’
Kinetex F5 faza A: 0,1% HCOOH w wodzie, NEIPA 3 /50" losartan, walsartan/NDMA,
) faza B: 0,1% HCOOH w MeOH, 4 NDEA, NEIPA, NDIPA, 35
(100 mm x 4,6 mm; 2,6 pm) : ; NDIPA 8/50;
przeptyw: 0,6 mL/min, : NDBA, NMBA
detekeja HRMS: tryb MRM HDEA o0,
NMBA 10/50
elucja gradientowa,
faza A: 0,1% HCOOH w wodzie, produkty lecznicze
Zorbax Eclipse Plus C18 faza B: MeOH, NDMA 0,02/0,05; z walsartanem 36
(100 mm x 3 mm; 1,8 um) | przeptyw: 0,5 mL/min NDEA 0,005/0,01 i irbesartanem/NDMA,
detekcja MS: tryb MRM, NDEA
zrodto jonow: APCI
elucja gradientowa,
faza A: 0,1% HCOOH w wodzie,
Inertsil ODS-3 faza B: MeOH, 8.5/28.5 walsartan 1 produkty 37
(150 mm x 4,6 mm; 5 pm) | przeptyw: | mL/min S lecznicze/NDMA
temp. kolumny: 30°C,
detekcja UV: 235nm
elucja gradientowa,
faza A: 0,1% HCOOH w wodzie, LOD: produkty lecznicze
Gemini C18 faza B: 0,1% HCOOH w MeOH, NDMA 4.5; z sartanami/NDMA, NDEA, 38
(150 mm x 4,6 mm; 5 pm) | przeptyw: 0,35 mL/min, NDEA, NMBA, NEIPA, NMBA, NEIPA, NDIPA,
detekcja HRMS: tryb SIM, NDIPA, NDBA 1 NDBA
zrodto jonow: ESI
elucja gradientowa,
faza A: 0,1% HCOOH w wodzie, reetformina i prod by
XSelect CSH C18 faza B: 0,1% HCOOH w MeOH, 10730 lecznicze z mgtformin o 39
(150 mm x 3,0 mm; 2,5 pm) | przeptyw: 0,3-0,75 mL/min, NDMA
detekcja MS: tryb PRM,
zrodto jonow: HRMS
elucja gradientowa,
faza A: 0,1% HCOOH w wodzie, sartany i produkty lecznicze/
faza B: 0,1% HCOOH w ACN/ . . NDMA, NDEA, NDPA,
ﬁig‘:ﬁ:ﬂﬂfg D 35y | MeOH @8 obi), ;‘{f} b stkichanalitow. |\prp NDPA NDELA, 40
el przeplyw: 0,6 mL/min, NMOR, NPYR, NPIP,
detekcja MS: tryb MRM, NDIPLA, NMBA, NMEA
zrodto jonow: APCI
elucja gradientowa, :
faza A: 0,02% HCOOH w wodzie, lwalsa.“a“ by
faza B: ACN, LOQ (UV) ecznicze/NDMA, NMBA,
XSelect HSS T3 ) : NDEA, NEIPA, NDIPA,
{100 o 4.6 mnt 3.5 um) prch%yw. 1 fnL/mm, NDMA, NDEA, NDIPA 10, NDBA. 41
detekcja UV: 245nm NMBA, NEIPA, NDBA 20 .
detekcja MS: tryb SIM, mitygymal M
zrodio jonow: ESI
elucja gradientow:
bA CO. 00
- faza B: M66H NDMA 4,55, NDEA 1,58, walsartan, losartan/NDMA,
Viridis HSS C18 SB o ’ ; NMEA 1,81, NDPA 0,24, NDEA, NMEA, NDPA,
(100 mrmx 3,0 i 1.8 ) | P2 P ) ml fimin, NDBA 0,34, NDPhA 022, |NDBA, NDPhA, NPYR, 2
e NPYR 3,71 NPIP, NMOR
detekcja MS: tryb SRM, e ’
SEae NPIP 2,26, NMOR 4,20
zrodto jonow: ESI
NDMA, NMBA, NDBA
elucja gradientowa, 0,05/0,1,
e 0.2% HCOOH w wodzie, |NDEA, NEIPA,NDIPA, | Waisartan, losarian,
Poroshell HPH C18 faza B: MeOH, NMIPA Thestm/NUM. |, NS
: NMBA, NEIPA, NDIPA, 43
(100 mm x 2,1 mm; 1,9 um) |przeptyw: 0,4 mL/min, 0,025/0,05, NDBA NMEA. NPYR
detekcja MS: tryb MRM, NMEA, NPYR, NMPhA NPIP NMPhA )NMIPA’
zrodio jondw: APCI 0,075/0,1, i &
NPIP 0,1/0,15
MRM (multiple reaction monitoring) — tryb monitorowania wybranych produktéw reakcji fragmentacji; APCI - jonizacja chemiczna pod ci$nieniem atmosferycznym; HRMS
- wysokorozdzielcza spektroskopia mas; * LOD (granica wykrywalnosci)/LOQ (granica ¢ Inosci)
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Table 3. High performance and ultra performance liquid chromatography for the determination of NOCs in cosmetics, food and water

Tabela 3. Wysokosprawna i ultrasprawna chromatografia cieczowa w zastosowaniu do oznaczania NA w produktach kosmetycznych, zywnosci
i wodzie

Kolumna Warunki HPLC/UHPLC LOD/LOQ*, ppb Probka/nitrozoamina Literatura
NDMA 480/1616,
elucja gradientowa, NDEA 610/2029, NDPA
Symmetry C18 faza A: 10 mM NH,OH pH 8.9, 330/1097, migso/NDMA, NMEA,
(100 rim % 4.6 rmy: 5 i) faza B: ACN, NDBA 460/1550, NDEA, NDPA, NDBA, 44
’ ’ przeptyw: 1 mL/min, NPIP 300/1011, NPIP, NPYR
detekcja UV NPYR 530/1775,
NMEA - brak danych
elucja gradientowa, NDMA, NMEA 0,7/2,
faza A: 0,1% HCOOH w wodzie, NDEA 1,0/3, NMOR .
Purospher STAR RP-18 C18 |faza B: 0.1% HCOOH w MeOH,  [0,06/0.2, ;"S’é‘;ﬁﬁgﬁﬁfﬁ’* i
(125 mm x 4 mm; 5 pm) przeptyw: 0,5 mL/min, NDELA 0,04/0,12, NPIP I,\IPYR S
detekcja MS: tryb SIM, NPIP 0,2/0,8, NPYR ’
zr6dto jonow ESI 0,05/0,2
elucja gradientowa,
faza A: 0,1% HCOOH w wodzie, kosmetyki 1 $rodki ochrony
Acquity HSS-T3 faza B: 0,1% HCOOH w MeOH, beak danych osobistej/NDMA, NDEA, 46
(100 mm x 2,1 mm; 1,7 um) |przeptyw: 0,3 mL/min, NDPA, NDELA, NDBA,
detekcja MS: tryb MRM, NDPYR, NDPIP, NMOR
zrodto jonow: APCI
elucja gradie;ntowa, ‘ NDMA, NMOR, NPYR,
e e N N B
detekcja MS: tryb MRM, NDBA 0’ 008/(; 01’ & 4
zrédto jonow: APCI 2 ’
: : LOD:
elucja gradientowa,
faza A: 10 mM CH,COONH, o025 SMEADST. | woda pitna/NDMA, NMEA,
Kinetex C8 10,01% CH,COOH w wodzie, NPIP O 778 i\JMOR 0 ’17 ? NPYR, NDEA, NPIP,
: faza B: MeOH, S S NMOR, NDPA, NDBA, 47
(100 mm x 3,0 mm; 2,6 um) ; NDPA 0,26, NDBA 0,14,
przeptyw: 0,3 mL/min, NDPhA. NAT 0.002 NDPhA, NNN, NAB, NAT,
detekcja MS: tryb MRM, NNN N’ AB 0 061 g NNK, NNAL
akogeeiw Bl NNK 0,003, NNAL 0,006
elucja gradientowa,
faza A: 5% ACN w wodzie, LOD
Hypersil BDS CI8 ol A,CIN’ s NPYR 0,0014, NDEA zywnodé/NPYR, NDEA, .
(300 mim <A 6y S ) [P DY T . 0,0025, NDPA 0,0013, NDPA, NDBA
detekcja FLD (derywatyzacja), NDBA 0.0024
detekcja MS: identyfikacja, ’
zrédto jonow: APCI
elucja gradientowa,
faza: 1 mM bufor fosforanowy
z 5% MeOH w wodzie (pH = 6.9),
InertSustain AQ C18 przeptyw: 1.5 mL/min, brak danvch woda/NDMA, NDEA, 48
(250 mm x 4,6 mm; 5 pum) | faza: roztwor 0,5 M weglanu Y NPYR, NDPA, NMOR
10,05 mM luminolu (pH = 10),
przeptyw: 0,5 mL/min,
detekcja CL (chemiluminescencja)
NDMA 0,2/0,5, NMEA
elucja gradientowa, 0.4/10,
; faza A: 0.1% HCOOH w wodzie NPYR 0,05/0,2, woda/NPYR, NDEA, NPIP,
Hypersil Gold C18 o > |NDEA 0,15/0.,5, NMOR, NDPA, NDBA, "
(100 mm x 2,1 mm; 1,9 um) rzepl‘w 1 ;nL/min NPIP 0,015/0,05, NDPhA, NDMA, NMEA,
getekc},a MS' z’rédlo}onéw HESI HMOR D00 HDE
’ ’ NDPA, NDBA, NDPhA
0,01/0,05

* LOD (granica wykrywalnosci)/LOQ (granica oznaczalnosci)
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niskich poziomach stgzen. Metody chromatograficzne w potaczeniu
z odpowiednimi technikami izolacji lub/i wzbogacania analitow moga
zapewni¢ niskie granice wykrywalnosci. Do tego celu wykorzystuje
si¢ przede wszystkim chromatografi¢ gazowa (GC), wysokosprawng
chromatografi¢ cieczowa (HPLC), a takze elektroforez¢ kapilarng
(CE). Oznaczanie NA stwarza wiele problemow ze wzgledu na
charakterystyczne whasciwosci fizykochemiczne, takie jak zasado-
wy charakter, wysoka polarnos¢, wysoka lotnos¢ i rozpuszczalnosé
w wodzie. Ponadto rygorystyczne wymagania dotyczace NA powoduja
konieczno$¢ opracowania bardzo czutych, specyficznych i selektyw-
nych metod analitycznych.

Jedng z technik separacyjnych stosowana w oznaczaniu NA, zarow-
no w substancjach farmaceutycznych (walsartan, ranitydyna, metfor-
mina), produktach leczniczych, produktach kosmetycznych, zywnosci,
jak 1 w wodzie jest chromatografia cieczowa (HPLC). W literaturze
opisane sa w wigkszosci metody HPLC z zastosowaniem kolumn
o niepolarnej fazie stacjonarnej (powierzchnia zelu krzemionkowego
potaczona z lancuchami weglowodorowymi o osiemnastu atomach
wegla, C18). Do analizy produktow leczniczych opisano rowniez
metody z zastosowaniem kolumn HSS T3, zaprojektowanych w celu
zatrzymywania bardzo polarnych zwigzkow przez faz¢ ruchoma
o duzej zawartosci wody. W opisywanych metodach do rozdziele-
nia NA stosowano elucj¢ gradientowa z faz ruchomych, sktadajacych
sig z wody, czesciej jednak z dodatkiem kwasu mrowkowego oraz
acetonitrylu lub metanolu. Do analizy NA stosowano detekcje fluoro-
scencyjna*”, spektrofotometryczng lub detekcje z zastosowaniem spek-
trometrii mas (MS)* 2. Ostatnie doniesienia literaturowe wykazuja,
ze NA absorbuja swiatto w niskim zakresie UV 1 zastosowanie dodat-
kow organicznych do fazy ruchomej moze thumic¢ sygnat i zmniejsza¢
czutos¢ metody, a zastosowanie detekcji MS, pomimo drozszej
eksploatacji, pozwala opracowa¢ metody zdecydowanie bardziej
czute i specyficzne. Szczegolnie istotne jest to przy analizach bardzo
zlozonych matryc, takich jak produkty lecznicze, kosmetyki i zywnos¢.
Poza tym detekcja MS pozwala jednoczesnie na identyfikacje analitu
poprzez analiz¢ widma fragmentacyjnego.

Do jonizacji NA stosowano jonizacj¢ chemiczng pod ci$nieniem
atmosferycznym (APCI), jak rowniez jonizacje przez elektrorozprasza-
nie (ESI). Wybor trybu jonizacji zostat doktadnie zbadany w przypad-
ku NA oznaczanych w probkach zywnoscei 1 wody?”? i zalezy od wielu
czynnikow, takich jak rodzaj badanej matrycy, zastosowana kolumna
i skfad fazy ruchome;j.

Zestawienie metod HPLC do oznaczania NA w substancjach
farmaceutycznych i produktach leczniczych dla LOD (granicy wykry-
walnosci) i LOQ (granicy oznaczalno$ci) przedstawiono w tabeli 2,
a w tabeli 3 zestawiono metody z zastosowaniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej w oznaczaniu NA w kosmetykach, zywnosci
1 wodzie.

W oznaczaniu NA za pomocg chromatografii gazowej w probkach
m.in. wody, $ciekow, migsa oraz lekow wykorzystywane sa zarowno
detektory uniwersalne, jak i detektory selektywne. Najczesciej stoso-
wane detektory uniwersalne wykorzystywane do réznorodnych analiz
$sladowych, zapewniajgce niskie granice wykrywalnosci to: spektro-
metr mas (MS), tandemowy spektrometr mas (MS/MS) oraz spektro-
metr mas typu kwadrupol-detektor czasu przelotu (Q-TOF)®*0. Wsrod
detektorow selektywnych w literaturze® *'-* opisane sa oznaczania za
pomocg detektora azotowo-fosforowego (NPD), chemiluminescyjnego
azotu (CLND) oraz wychwytu elektronow (ECD).

0d 2018 r. w przemysle farmaceutycznym obserwuje si¢ szybki roz-
woj metod chromatografii gazowej do oznaczania NA, oparty w szcze-
golnosci na spektrometrach mas, zapoczatkowany wykryciem NA
w lekach z grupy sartanow. W 2019 r. FDA opublikowata metode
headspace (HS) GC-MS/MS do oznaczen czterech NA (NDMA,
NDEA, NEIPA oraz NDIPA) w probkach walsartanu, dla ktérej LOD
wynosito 0,01-0,025 ppm,a LOQ 0,05 ppm*. Réwnolegle inne organi-
zacje, takie jak Farmakopea Europejska Ph. Eur. (Pharmeuropa 32.2.%)
1 amerykanska USP*? wydaty rekomendacj¢ uzycia metod z zastoso-
waniem m.in. GC-MS/MS oraz HS-GC/MS do oznaczen NA w lekach.

Parr 1 Joseph™ omawiaja metody chromatografii gazowej (GC)
w oznaczeniach walsartanu oraz innych substancjach czynnych,
zwracajac szczegdlng uwage na wplyw matrycy, sposob przygoto-
wania probki oraz typ jonizacji, jakim zwiazki moga by¢ poddane na
okreslonym poziomie wykrywalnosci NA. Sposrod wielu metod przy-
gotowania probek zawierajacych NA najpowszechniej stosowane sa:
ekstrakcja do fazy statej (SPE), mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej
(SPME), ekstrakcja ciecz-ciecz (LLE) oraz destylacja. W najnow-
szej pracy Giménez-Campillo 1 wspotpr.*® wykazuja wysoka czutos¢
oznaczania NA w ranitydynie za pomocg dyspersyjnej mikroekstrakcji
ciecz-ciecz (DLLME) sprzgzonej z GC-MS. Otrzymane poziomy LOQ
dla opracowanej metody (NDMA 0,021 pg/g, NDEA 0,011 pg/g oraz
NDBA 0,0011 png/g) sa nizsze od wynikow otrzymanych z zastosowa-
niem metod LC-MS/MS 1 LC-HRMS, zaproponowanych przez FDA.

Zastosowanie GC/MS w warunkach jonizacji elektronowej (EI)
oraz dodatniej jonizacji chemicznej (PCI) jest najezestsze w analizach
zawartosci/identyfikacji NAS?. Dowiedziono takze, ze wykorzystanie
dodatniej jonizacji chemicznej umozliwia otrzymanie lepszej specy-
ficzno$ci w analizach NA, a takze czgsto zapewnia wigksza czulos¢
metody odpowiednia do osiagnigcia limitow detekeji w analizach
wody*¥. Jest to istotne, gdyz przemyst farmaceutyczny, a takze spo-
zywezy 1 rafineryjny®” sa zrodtami obecnosci NA w wodzie i $ciekach.

Wymagania dotyczace zawartosci NA w wodzie pitnej okreslone
sa przez rozne kraje w dyrektywach/regulacjach?, limit dla NDMA
w wigkszosci krajow wynosi 10 ng/L. Metody analityczne oparte na
detektorach selektywnych GC-NPD 1 GC-CLND sa najczgsciej stoso-
wane w analizach sciekow™ %, w ktorych dopuszczalne stezenie NA
jest na wyzszym poziomie. Do analiz wody pitnej najpowszechniej sto-
sowane sa aparaty GC polaczone ze spektrometrami MS oraz MS/MS®".
Polaczenie GC/MS z technika ekstrakcji SPME pozwala na osig-
gnigcie wartosci LOQ na poziomie 0,1-0,8 ng/L w analizach wody
pitnej oraz piwa®. Ekstrakcja SPME w polaczeniu z HS-GC/MS jest
takze wykorzystywana w analizach czerwonego migsa i pozwala na
rownoczesne oznaczenie zawartosci dziewigciu NA (NDMA, NMEA,
NDEA, NDPA, NDBA, NPIP, NPYR, NMOR, NDPheA) w badanych
probkach na poziomie LOD w granicach 1,45-3,15 pug/L®.

Obecne trendy oznaczania NA za pomoca GC daza do opracowy-
wania metod nie tylko selektywnych, tanich oraz efektywnych, ale
takze przyjaznych $rodowisku, czego przykladem jest praca Huang
1 wspolpr.®), ktora pokazuje wykorzystanie jonizacji chemicznej
GC-CI/MS w polaczeniu z ekstrakcja wspomagana mikrofalami
(MAE) oraz D-u-SPE (mikrosprzezona ekstrakcja do fazy statej)
(LOD na poziomie 0,01-0,12 ng/g). Zestawienie metod GC do ozna-
czania NA przedstawiono w tabeli 4.

Podsumowanie i wnioski

Do czasu przypadkowego zidentyfikowania nitrozoaminy NDMA
w walsartanie nie byly prowadzone badania w kierunku celowanego
wykrywania obecnosci tych NA w lekach. Ich $ladowa zawartos¢
kwalifikowata NA, o ile byty wykrywane przez metodg badawcza, jako
pojedyncze nieznane zanieczyszczenie, spetniajace wymagania ICH.
Sytuacja zmienita si¢, gdy zidentyfikowano jedno z tych zanieczysz-
czen i okazalo sig, ze jego toksycznos¢ jest znana i bardzo wysoka.
Dlatego wprowadzono wiele wymagan, ktore mialy wprowadzi¢
monitoring obecnosci NA w substancjach aktywnych oraz produktach
leczniczych i ustali¢ dla NA bezpieczne limity dobowego spozycia.
Po wykryciu NA w grupie sartanow, a nastgpnie w kolejnych grupach
lekéw (m.in. metforminie, ranitydynie, nizatydynie) wladze rejestra-
cyjne na calym $wiecie zalecity oceng zawartosci NA we wszystkich
syntetycznych substancjach czynnych®®. Dotychczasowe rekomenda-
cje dotyczace limitow wydawane przez EMA uwzgledniaja maksy-
malng dawke leku zazywanego przez pacjentow dziennie 1 zostawiaja
margines bezpieczenstwa dla ewentualnych NA, mogacych dostawac
si¢ do organizmu pacjenta wraz ze spozywana zywnoscia 1 woda.
Dlatego bardzo istotne sg rowniez proby identyfikacji mechanizmow
powstawania N-nitrozoamin.
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Table 4. Gas chromatography for determination of NOCs in active pharmaceutical ingredient, drug product, cosmetics, food and water

Tabela 4. Chromatografia gazowa w oznaczaniu nitrozoamin w substancji aktywnej, produktach leczniczych, kosmetycznych, zywnosci i wodzie

MS (CI)

Kolumna Warunki GC LOD/LOQ¥*, ppb Probka/nitrozoamina | Literatura
LOQ woda:
NDMA 0,0021; NDEA,
NMEA 0,0006;
NDPA 0,0009;
SrI;MEa;nGtCeQdS" 45°C 2 min HEYR, NDP 2 0.002;
. ’1’ e b et NPIP 0,0017; woda i piwo/NDMA,
- UG s 0IC (), LOQ piwo: NDEA, NMEA, NDPA 50
(30 m x 025 mm; 1.4 pm) | 15°C/min — 200°C (12 min), NDMZ‘g% I REEA e
20°C/min — 230°C (1 min); 0.028: Nl('lEAE) 0309: e
detekcja MS (PCI): tryb SIM N’DPA 0.020: ’ %
NPYR 0,0404;
NPIP 0,025;
NDBA 0,0524
GC-CI/MS,
program temp.: 35°C 5,5 min, : .
(’)3]3-;17210 Ssmmiisyanin I Sk daych ;ﬁmﬁnfgnacmykl/ 5
- > 922 H | 409C/min — 240°C (10 min); ;
detekcja MS (CI)
GC-NPD, GC-NCD;, SPE, CLLE,
dozownik: 220°C
DB-1701 DB-1701,
(30 m x 0,32 mm; 1,0 um) |program temp.: 40°C (1 min), woda/NDMA, NMEA,
7°C/min — 150°C/min (3 min), brak danych (IDL) NDEA, NDPA, NMOR, 52
Supelcowax 10 25°C/min — 250°C (2 min); NPYR, NPIP, NDBA
(60 m x 0,32 mm; 0,25 pm) | Supelcowax 1
program temp.: 40°C (1 min),
10°C/min — 250°C/min (5 min)
TR GrCoMaISnn:/:rSn e NDMA, NDEA walsartan (API, produkt
Rop e e o 2 NDIPA, NEIPA leczniczy))NDMA NDEA, | 53
(30 m x 0,25 mm; 0,5 um)  |20°C/min — 240°C (3.5 min); 50/25 NDIPA. NEIPA
detekcja MS: tryb SIM -
HS-GC/MS,
program temp.: 45°C 3 min,
]I;Wf‘l;‘;‘r’lgi';:;““é“& 10°C/min > 130°C (3 min), bk dameh sartany/NDMA, NDEA, ”
(3(‘)’ i Ifm. Lo um) | 130°C/min — 15°C, 40°Chmin, Y NDIPA, NEIPA
e > U HM 1 1900C — 240°C (10 min);
detekcja MS (EI): tryb MRM
GC-MS/MS,
Kwarcowa kolumna program temp.: 40°C 0,5 min,
kapilarna z faza G16 20°C/min — 200°C, brak danych Isjgfgznﬁhﬁ,’: ﬁ%%’: 54
(30 m x 0,25 mm; 1,0 um) |60°C/min — 250°C (3 min); & 2
detekcja MS (EI): tryb MRM
NDBA 0,35/1,1; NDEA
LI e ; 0,29/0,9; NDMA 6,6/21; :
program temp: 50°C 3 min, NDPhA 0.07/0.21: NDPA ranitydyna/NDBA, NDEA,
HP-5MS UI 20°C/min — 80°C (2 min), 037/1.1: I’\IMEA:’; /11 NDMA, NDPhA, NDPA, 56
(30 m x 0,25 mm; 0,25 pm) |5°C/min — 100°C (2 min), N’MOI’Q ’5 317 ’ ’ NMEA, NMOR, NPIP,
35°C/min — 280°C (2,36 min); NPIiP 0 4’7/1 6" NPYR
M (58 SIM NPYR 2.5/84
SPE-GC-MS/MS,
RTx-5 SIL MS program temp: 40°C 3 min, woda/NDMA, NDEA,
{30/m % 025 mom; 1.0 o) 4°C/min — 130°C, brak danych (MDL) NMEA, NDPA, NPYR, 57
’ e 15°C/min — 220°C; NMOR, NPIP, NDBA

T S, ]

47




Kolumna Warunki GC LOD/LOQ*, ppb Probka/nitrozoamina Literatura
NDMA 0,0001/0,0004;
NMEA 0,0004/0,0013;
GC-MS/MS, 7 e
program temp.: 40°C | min, HDEA 0’001/9’0032’ NDEA scieki/NDMA, NMEA,
VEF-17 ms . 0,0009/0,0029;
5°C/min — 80°C, NDEA, NDPA, NPYR, 58
(30 m x 0,25 mm; 0,25 pm) y ; NPYR 0,0004/0,0013; NPIP
20°C/min — 280°C (3 min); NPIP, NMOR, NDBA
detekcja MS (PCI): tryb MRM SN R
L o 0,001/0,0033; NDBA
0,0009/0,0029
HS-SPME-GC/MS, NDMA 3,15/10,50; NMEA
program temp.: 50°C 4 min, 1,65/5,50; NDEA 2,14/7,13; | czerwone migso/NDMA,
DB-WAX 10°C/min — 145°C (6 min), NDPA 1,97/6,57, NPYR NMEA, NDEA, NDPA, 62
(30 m x 0,25 mm; 0,25 pm) | 10°C/min — 160°C (3 min), 1,99/6,63; NPIP 2,75/9,17, |NPYR, NPIP, NMOR,
10°C/min — 200°C (3 min); NMOR 2.46/8,20; NDBA NDBA, NDPheA
detekcja MS (EI) 2,84/9,47, NDPheA 1,45/4,83
b 0l NDMA 0,12/0,36; _
program temp.: 40°C 2 min, . produkty migsne/NDMA,
DB-5MS . . NDPA, NPIP 0,03/0,09;
6°C/min — 100°C (6 min), NPYR, NDPA, NPIP, 63
(30 m x 0,25 mm; 1,0 pm) ; ; NDBA 0,01/0,03; NPYR
30°C/min — 230°C (1 min); NMEA. NDEA 0.06/0.18 NDBA, NMEA, NDEA
detekcja MS (CI): tryb SIS 4 e
GC/MS,
program temp.: 40°C 0,5 min, walsartan, losartan,
VF-624 MS 0,5-7,0 min 40°C — 170°C, il direch olmesartan, candesartan, 9
(30 m x 0,25 mm; 1,4 um) | 7-10,7 min 170°C — 280°C, Y irbesartan/NDMA,
10,7-17,0 min 280°C; NEMA NDEA
detekcja MS (EI): tryb SIM
GC-MS/MS,
program temp.: 40°C 0,5 min, walsartan, losartan,
VF-624 MS 0,5-2,2 min 40°C — 140°C (2 min), olmesartan, candesartan,
(30 m 0,25 mrm 1.4 fim) 4.2-6,2 min 140°C — 180°C (0,5 min), |brak danych irbesartan/NDMA, NDEA, 9
’ =l 6,7-8,7 min 180°C — 240°C (1,8 min), NDBA, NDIPA, NEiPA,
10,5-11,5 min 240°C — 280°C (2.5 min); NDPA
detekcja MS: tryb MRM

* LOD (granica wykrywalnosci)/LOQ (granica oznaczalno$ci), GC-NCD - chromatografia gazowa polgczona z azotowym detektorem chemiluminescencyjnym

W zwigzku z wprowadzonymi regulacjami powstata koniecz-
nos¢ opracowania i zwalidowania czutych metod analitycznych do
oznaczania zawartosci N-nitrozoamin. Zastosowanie detektorow MS
1 MS/MS w chromatografii cieczowej 1 gazowej pozwolio na opra-
cowanie czulych metod, ktore pozwalaja oznacza¢ niektore NA na
bardzo niskim poziomie. Ale pomimo zastosowania tak czulego i spe-
cyficznego detektora, nie zawsze udaje si¢ przeprowadzi¢ oznaczenie
bez odpowiednich technik wyodrgbniania i wzbogacania analitow,
w celu zwigkszenia czutosci metod oznaczania. Z uwagi na rézno-
rodnos¢ matryc, w ktorych oznaczane sa NA jest to powazny problem
analityczny, ktorego rozwiazanie jest wyzwaniem dla przemystu
farmaceutycznego 1 chemicznego.

Podzigkowania

Praca zostala sfinansowana ze Srodkéw Ministerstwa Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego nr 841343.

Otrzymano: 10-12-2020
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Abstract: A worldwide crisis with nitrosamine contamination in medical products began in 2018.
Therefore, trace-level analysis of nitrosamines is becoming an emerging topic of interest in the field of
quality control. A novel GC-MS method with electron ionization and microextraction was developed
and validated for simultaneous determination of nine carcinogenic nitrosamines (NDMA, NMEA,
NDEA, NDBA, NMOR, NPYR, NPIP, NDPA, and N-methyl-npz) in active pharmaceutical ingredients
(APIs): cilostazol, sunitinib malate, and olmesartan medoxomil. The method was validated according
to the International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for
Human Use (ICH) guidelines, demonstrating good linearity in the range of LOQ up to 21.6 ng/mL
(120% of specification limit). The limits of detection for the nine nitrosamines were determined to be
in the range 0.15-1.00 ng/mL. The developed trace level GC-MS method turned out to be specific,
accurate, and precise. The accuracy of all the tested APlIs ranged from 94.09% to 111.22% and the
precision evaluated by repeatability, intermediate precision, and system precision was RSD < 7.65%.
Nitrosamines were not detected in cilostazol and sunitinib, whereas in olmesartan medoxomil NDEA
was detected at the level of LOQ. The novel protocol was successfully applied for nitrosamines
determination in selected APIs and can be used for the routine quality control of APIs under Good
Manufacturing Practices rules, ensuring the safety and effectiveness of pharmaceutical products.

Keywords: nitrosamines; gas chromatography-mass spectrometry; active pharmaceutical ingredient;
ionization; microextraction; validation

1. Introduction

A worldwide crisis with nitrosamine contamination in medical products began in
2018 [1]. Since then, widespread investigations by regulatory agencies, including the Euro-
pean Medicines Agency (EMA) and United States Food and Drug Administration (US FDA),
were undertaken. In drugs such as angiotensin II receptor blockers (ARBs), ranitidine, met-
formin, rifampin, rifapentine, and, recently, verenicline, N-nitrosodimethylamine (NDMA)
and other nitrosamines have been detected [2,3]. Nitrosamines are known as probable
human carcinogens (IARC 2A group for NDMA), potent genotoxic agents, and “cohort
of concern” compounds according to ICH M7 guidance [4,5]. They can form in reaction
of amine source (e.g., 2°, 3° amines, amidines, hydrazines) and nitrosating agents (e.g.,
nitrite in acidic conditions, nitrogen oxide, nitrous acid). According to newly established
guidelines, every marketing authorization holder has to identify the risk of nitrosamine
formation or cross-contamination in the manufacturing /storage of chemical and biological
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medicines. Root causes of nitrosamine impurities in APlIs (active pharmaceutical ingredi-
ents) and drug products can be manufacturing process related as well as stability of the
drug substance / product or excipient compatibility related (Figure 1) [6-8].

Solvents

Starting materials
Interme diates

Drugsubstance
Processing water

Nitrosaminein Stability
Excipients DI’U g /::E;:Ci::i:f"

SUbStance/Product API/Drug substance

Cross
contamination in
multi-purpose
facilities

Figure 1. Root causes of nitrosamine impurities in APIs and drug products.

The scale of the problem is revealed by the fact that, till now, more than one thousand
batches of medical products have been recalled from the market due to the detection of
harmful nitrosamines [9].

A large number of studies also resulted in the introduction of new, more restrictive
legislation that regulated the concentration of nitrosamines in drug products. Therefore,
trace-level analysis of nitrosamines is becoming an emerging topic of interest in the field
of quality control. Till now, a wide range of quantitative analytical methods to measure
nitrosamine traces in pharmaceuticals have been established, including gas chromatogra-
phy with single quadrupole or tandem mass spectrometers (GC-MS/MS) with a headspace
system or direct injection [10-16], liquid chromatography-tandem mass spectrometers (LC-
MS/MS) or high-resolution mass spectrometers [17-20], and liquid chromatography with
UV detectors and supercritical fluid chromatography (SFC) [21-23]. Solid-phase extraction
(SPE), solid-phase microextraction (SPME), and dispersive liquid-liquid microextraction
(DLLME) are also commonly used with GC-MS to produce comparable results of the LOQ
(range 0.5-1.5 ppb) to LC-MS/MS [24-26]. Many already established methods are complex
and can be applied to only one drug product/API, such as ranitidine and metformin. Our
newly established, sensitive analytical screening procedure involving microextraction is
fast, simple, environmentally friendly, and with limits of quantitation (LOQs) close to multi-
step methods involving SPME or SPE extraction. Moreover GC-MS offers low operational
costs, and is commonly used for analysis of volatile impurities in APIs. We demonstrate,
for the first time, that our analytical procedure can be successfully applied for various APlIs
selected for quantitative testing after risk assessment.

2. Results and Discussion
2.1. Risk Assessment

Figure 2 presents the structures of tested APIs and N-nitrosamines examined in
this study.
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Figure 2. Structures of the APIs and nitrosamines presented in this study. Red circles—types of
nitrosamine-related substructures present in APls.

Since 2019, national regulatory agencies (US FDA, EMA) have obligated every market-
ing authorization holder to review their manufacturing process in order to identify the risk
of nitrosamine formation or cross-contamination and, if necessary, to perform confirmatory
testing. Kao et al. [27] in their recent study reported a substructure-based approach as a
method for screening and investigating nitrosamines in medical products. According to
their work, there are eight substructures present in APIs: DBA (dibutylamine), DEA (diety-
lamine), DIPA (diisopropylamine), DMA (dimethylamine), IPEA (isopropylethylamine),
MPA (methylphenulamine, NMP (N-methyl-2-pyrrolidone), and a tetrazole ring can be
suspected to be precursors of nitrosamines. A tetrazole ring is present in the structure of
olmesartan medoxomil and cilostazol, while DEA in sunitinib malate (Figure 2). Another
risk factor for nitrosamine contamination of sunitinib malate is the use of pyrrolidine in
the synthesis. Many suppliers of raw materials for the synthesis of APIs do not provide
information about the reagents used in the synthesis, which is why it is so important to
selectively check batches with risk elements. Regulatory agencies have implemented ana-
lytical methods for sartans, antihistamines, and antidiabetic drugs, but they also continue
to test other drug products; so, our new, sensitive screening method for determination of
the nine nitrosamines in cilostazol and sunitinib malate is a very useful and suitable tool.

2.2. Method Development

A key parameter in the development of the microextraction method for the samples
was optimization of the sample solvent. The solubility studies of olmesartan medoxomil,
sunitinib malate, and cilostazol are presented in Supplementary Tables 51-53. The choice of
solvent involved the selection of the medium in which centrifugal extraction of the analytes
under study was most efficient. Finally, methanol was chosen as the solvent in which
cilostazol, olmesartan medoxomil, and sunitinib malate were slightly soluble. During
method development, the centrifuge speed, centrifugation time, and amount of solvent
taken for extraction were optimized. The best sensitivity was obtained for a centrifugation
speed of 15,000 rpm, time of 10 min, and 250 uL of solvent. At lower centrifugation speeds
and shorter times (5000 rpm, 10,000 rpm, 2 and 5 min), there was no complete extraction of
the analytes (Table 54). Atlonger centrifugation times, no increase in method sensitivity was
observed. During the extraction, no evaporation of the solvent in the centrifuge chamber
was noticed. From the capillary columns commonly used in the analysis of nitrosamines,
such as DB-5 ms, DB-624 ms, and VF-WAXms [28-30], the best chromatographic separation
was obtained on the column VF-WAXms (30 m x 0.32 mm, film thickness of 1.0 pm). For
the quantification analysis on a single quadruple mass spectrometer, we used electron
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ionization in selected ion monitoring mode (SIM) of particular ions, ensuring the highest
sensitivity was chosen (see Section 3.2).

2.3. Validation Results

During the development of the method, satisfactory separation of nine nitrosamines
was obtained in selected APIs. The standard added to the sample did not cause peaks
splitting and the matrix did not affect the result (Figures S1-527). Figure 3 shows a
chromatogram of the standard solution.

(x100,000)
174.00 (30.00)
102.00 (50.00)
88.00 (50.00)
1130.00 (120.00)
116.00 (90.00

5]

o

N-methyl-npz

Abundance
NPIP
NPYR
R

Time [min]

Figure 3. SIM mode chromatogram of the N-nitrosamines standard—18 ng/mL.

Results for linearity, limit of detection (LOD), and LOQ are summarized in Table 1. The
determination coefficients (R2) of the linear regression for the nine nitrosamines were over
0.995, which clearly demonstrates that the method was suitable for quantitative analysis.

Table 1. Validation results for linearity, LOD, and LOQ.

Analyte Range (ng/mL) -,
a

*Y=ax+b LOD LOQ
(R? > 0.990) (ng/mL) (ng/mL)

g SIN>3 (3.3x a/S) SIN > 10 (10x o/S)

Y = 0.0127x +0.0005
2
(R? =0.9996) 015 047 045 143

NDMA 0.45-21.6 158.53

0.5695

NMEA

Y =0.0104x + 0.0011
2
(R*=0.9997) 0.50 0.40 1.50 1.20

ol 159.85

1.4050

NDEA

1.0-21.6

Y = 0.0088x + 0.0009

(R% =0.9997)
Py 0.30 045 1.00 137

1.3608

NDPA

Y =0.0029x + 0.0007
2 =
(R? =0.9988) 1.00 0.78 3.00 2.38

3.0-21.6 70521

1.4061

54



Int. |. Mol. Sci. 2022, 23, 12125

50f11

Table 1. Cont.

Analyte

Range (ng/mL)

*Y=ax+b
(R? > 0.990)

o

LOD
(ng/mL)

LOQ
(ng/mL)

SIN>3 (3.3x 0/S) S/IN > 10 (10x o/S)

*% tp

NMOR

3.0-21.6

Y = 0.0039x—0.0002
(R? = 0.9991)
83.655
0.7650

1.00 0.67 3.00 2.03

NPYR

1.5-21.6

Y = 0.0085x + 0.0007
(R? = 0.9994)
105.24
0.7193

0.50 0.60 1.50 1.82

NPIP

1.5-21.6

Y = 0.0087x + 0.0005
(R2 = 0.9992)
91.615
0.4482

0.50 0.69 1.50 2.10

NDBA

1.5-21.6

Y = 0.0032x + 0.0002
(R? = 0.9986)
71.346
0.4260

0.50 0.88 1.5 2.66

N-methyl-npz

1.5-21.6

Y = 0.0065x + 0.0013
(R% = 0.9996)
137.02
2.2741

0.50 0.46 1.50 1.40

* a—slope; b—y-intercept. ** t,, t,—parameters of the Student’s t-test; t,, =b/Sy, ta = a/S,, where S,—the standard
deviation of a, and S,—the standard deviation of b.

The LODs and LOQs calculated both ways from the linearity and ratio peak/noise
height were very similar. LODs were determined to be within the range 0.15-1.00 ppb
(Table 2); such low LODs are comparable to the results obtained with GC-MS/MS by Liu at
al. [11] (Table S5).

The accuracy of the method was verified at three levels—80%, 100%, and 120%—of the
specification limit. The results for accuracy for all tested APIs are summarized in Table 2.
The results exhibited that recoveries for all nitrosamines in sunitinib malate ranged from
94.09% to 111.22%, for cilostazol from 95.91% to 104.87%, and for olmesartan medoxomil
from 92.20% to 108.72%, respectively.

Method precision was evaluated by repeatability, intermediate precision, and system
precision. As summarized in Table 3, this GC-MS method exhibited satisfactory RSD%
values for repeatability in all APIs in the range of 0.76-5.75%, and for intermediate precision
and system precision in the range of 1.13-7.65% and 1.03-3.65% (area), respectively. Since
the acceptance criteria for recovery and precision for all APIs were established for 60-115%
and RSD < 21%, all the results meet the criteria according to the Association of Official
Analytical Chemists [31].

The robustness of the GC-MS method was evaluated on standard solution to determine
the impact on the result in case of small variations in the chromatographic parameters:
oven initial column temperature 4 5 °C; first temperature ramp 4+ 1 °C/min; and gas
pressure £ 10%. The robustness results (Table S6) showed that the retention time for all
nitrosamines change within a range of & 1.1 min and the separation of the nitrosamines
was not affected.
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Table 2. Validation results of the accuracy for sunitinib, cilostazol, and olmesartan medoxomil.

Accuracy

Mean Recovery 60-115%

Analyte RSD <21% (1 =9)
Sunitinib Cilostazol Olmesartan
Malate 1lostazo Medoxomil
9445 98.26 104.66
NDMA 198 211 5.68
94.09 99.14 95.85
NMEA 2.10 1.78 424
97.97 97.15 97.34
NDEA 357 2.02 144
97.07 95.91 92.20
NDPA 5.05 215 650
111.22 97.10 103.60
NMOR 2.89 3.66 5.16
95.87 100.62 108.72
NFYR 3.82 3.00 5.9
99.37 96.66
NPIP 5.13 6.02 ND
99.30 104.87 102,17
NDBA 6.10 238 8.98
N-methyl-npz 1225'24 95919;] ND

ND—not detected.

Table 3. Validation results of precision for sunitinib malate, cilostazol, and olmesartan medoxomil.

Matrix Sunitinib Cilostazol Olmesartan Medoxomil System Precision
. . . Area Ni- .
Repeatability ln[t’em!ef:hate Repeatability [ntemtefhate Repeatability lntem}efhate trosamine/Area Retention
recision Precision Precision Time RSD
RSD (%) RSD (° RSD (%) o RSD (%) o NDMA-d6 o
(%) RSD (%) RSD (%) G (%)
Analyte RSD (%)
NDMA 212 2.05 0.76 113 3.07 251 1.31 0.03
NMEA 225 199 127 142 247 221 1.08 0.02
NDEA 248 337 1.10 137 3.00 4.04 1.31 0.02
NDPA 395 6.26 297 225 575 4.24 1.03 0.01
NMOR 3.18 5.55 273 449 3.07 3.97 3.52 0.01
NPYR 251 5.08 1.77 391 255 7.50 242 0.01
NPIP 3.67 4.06 3.91 4.60 ND ND 2.01 0.01
NDBA 4.32 6.81 1.68 146 451 471 3.07 0.01
N "2:5“’" 22 645 5.60 765 ND ND 565 0.01
ND—not detected.

Moreover, during validation, the stability of the standard solution and sample solution
was investigated. Standard solution stability studies for all nitrosamines in methanol
demonstrated that after 24 and 48 h in 25 °C, the RSD% (area) ranged from 0.63 to
4.79%, demonstrating that the standard solution was stable up to 48 h after preparation
(Tables S7-515). Stability of the sample solution of cilostazol, olmesartan medoxomil, and
sunitinib malate spiked with nitrosamines at 100% of a specification level was evaluated
after 24 h in 25 °C by measuring the peak area quotient of nitrosamines and NDMA-de6.
The RSD% for all the nitrosamines in olmesartan medoxomil was in range of 1.36-18.33%,
in cilostazol, 0.69-9.14%, and in sunitinib malate, 0.38-10.63%, which indicated the increase
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in RSD with time and the necessity of sample solution preparation directly before analysis
(Tables S16-524).

Supplementary Material Table S5 shows the comparison of the results of this pub-
lication with various reported GC-MS and GC-MS/MS methods for the detection of N-
nitrosamines. The novel GC-MS method with microextraction showed superior results
in the validation test compared with other GC-MS and GC-MS/MS methods. The devel-
oped method offers several benefits over previously established methodologies, including
enhanced sensitivity (LOD below 1 ppb), with no requirements for derivatization and
multistep sample preparation (SPE, SPME or DLLEM); a reduction in solvent usage (only
250 uL); and application to a wide variety of APTs. We have also demonstrated that the
developed method using a single quadrupole is as good as the method with tandem mass
spectrometry.

2.4. Application of the Method for Nitrosamine Determination in Selected APIs

The validated GC-MS method was applied to determine nine nitrosamines in three
active pharmaceutical ingredients: cilostazol, sunitinib malate, and olmesartan medoxomil.
In cilostazol and sunitinib, no nitrosamines were found. NDEA was detected in olmesartan
medoxomil at a concentration of 1.66 ng/mL. Therefore, based on the proposed European
Pharmacopoeia Commission limit (30 ppb), the acceptance criteria for nitrosamines in APIs
have been meet. Olmesartan medoxomil have never been recalled from the market due to
detection of nitrosamines beyond acceptable intake limits [2].

3. Materials and Methods
3.1. Materials

Cilostazol (99.8%), sunitinib malate (99.7%), and olmesartan medoxomil (99.7%) were
purchased from Pharmaceutical Research Institute (Poland). The nitrosamines mix (contain-
ing NDMA, NMEA, NDEA, NDPA, NMOR, NPYR, NPIP, and NDBA) EPA 8270 (Appendix
IX), certified reference material; 2000 ug/mL in methanol) was obtained from Sigma-
Aldrich (USA). 1-Methyl-4-nitrosopiperazine was obtained from Angene International
Limited (London, England). N-Nitrosodimethylamine-d6 (1000 ug/mL in methanol) was
purchased from LGC (Kielpin, Poland). Methanol LC-MS reagent was obtained from J.T
Baker (Oslo, Norway).

3.2. Equipment and Method

The GC-MS analysis was performed using a Shimadzu gas chromatograph GCMS-
QP2010 ULTRA with MS detector. The separation of nitrosamines was performed on a
VE-WAXms polyethylene glycol column (30 m x 0.32 mm, film thickness of 1.0 um) from
Agilent Technologies. In the study, centrifuge tubes with a 0.2 um PVDF filter from Anchem
and an M-Science centrifuge from MPW Med. Instruments were used. All the GC-MS
method’s experimental conditions are presented in Table 4. The ions selected for each
nitrosamine for quantification and confirmation are shown in Table 5.

3.3. Standard Solution Preparation

The internal standard (IS) solution (70 ng/mL in methanol) was prepared from the
internal stock solution NDMA-d6 (1000 ug/mL in methanol) and diluted with methanol.
The nitrosamine intermediate dilution was prepared by dissolving the appropriate amount
of the nitrosamines mix (certified reference material) to reach 10 wg/mL of the nitrosamine
mix in MeOH. A standard solution of nine nitrosamines at the concentration level of
18.0 ng/mL was prepared from the nitrosamine intermediate dilution in a 10 mL volumetric
flask with methanol.
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Table 4. GC-MS method experimental conditions.

GC Parameters

Carrier gas Helium
Column flow rate 2.1 mL/min
Oven initial temperature 75 °C (hold time: 2 min)
First temperature ramp 9.0 °C/min
Second temperature 200 °C/min (hold time: 2 min)
Second temperature ramp 15.0 °C/min
Final temperature 240 °C (hold time: 3 min)
Pressure 45.5 kPa
Injection mode Splitless, high-pressure injection 130 kPa
Injection port temperature 150 °C

MS Parameters

Ion Source Temperature 240

Interface Temperature 240

Acquisition type SIM
Solvent delay 6.5 min

Table 5. GC-MS SIM for the detected nitrosamines.

Compound Quantification Ion (m/z) Confirmation Ion (m/z)
NDMA 74 44
NMEA 88 56
NDEA 102 56
NDPA 130 70
NMOR 116 56

NPYR 100 68

NPIP 114 55
NDBA 116 158, 84
N-methyl-npz 99 100, 56

NDMA-d6 80 50

3.4. Sample Solution Preparation

A total of 150 mg of API was weighed into 2 mL centrifuge tubes with filtration
equipment and 250 uL of the internal standard solution (70 ng/mL NDMA-d6) was added.
Then, the solution was centrifuged at 15,000 rpm for 10 min. A clear organic phase
was transferred to a sample vial because the selected APls were practically insoluble in
methanol.

3.5. Blank Preparation

The blank solution was prepared as described in Section 3.4., but without addition of
the sample.

3.6. Validation of the GC-MS Method

The GC-MS method for the nine nitrosamines in API was validated according to ICH
guidelines. The specificity of the method was examined using a blank solution, standard
solution, sample solution, and reference solution (sample solution spiked with standard
solution at a 100% concentration level of the specified limit).

The calibration curve was prepared in methanol at concentrations from LOQ to 120%
(0.45-21.6 ng/mL) of the specified limit for nitrosamines with respect to sample preparation,
the internal standard solution was added in a concentration of 70 ng/mL NDMA-d6.
The linearity for every nitrosamine was evaluated by linear regression and statistical
evaluation. Linearity experiments included the determination coefficient, y-intercept, slope
of regression line, and residual sum of squares (Sr). The determination coefficients (R2) of
the linear regression for each calibration curve should be >0.995.
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The accuracy of the method was established on three different concentrations: a sample
spiked with nitrosamines at 80%, 100%, and 120% of the specification limit; the acceptance
criteria were 60-115% and the precision at each concentration should not exceed RSD < 21%.
In 2020, the European Pharmacopoeia Commission adopted a new general chapter for
trace-level analysis of nitrosamine impurities where the recommended maximum allowed
limit for nitrosamines in active substances was set at 0.03 ppm (30 ppb) [32]; therefor, in the
present study, the same limit was implemented.

Limit of detection (LOD) and limit of quantitation (LOQ) were calculated in two
different ways: using peak height (S) and noise height (N), where the LOQ was stated
asS/N > 10and LOD as S/N > 3, and using linearity parameters such as the standard
deviation of the response (o) and the slope of the curve (S); then, LOD and LOQ were
determined from the following equations: LOD = (3.3 x ¢/S) and LOQ = (10 x o/S).

The precision of the method was examined as repeatability, intermediate precision,
and system precision. Repeatability for all nitrosamines was obtained from analysis of
the six sample solutions. Intermediate precision was assessed as a result of the intra-
laboratory variations, i.e., a different day or analyst (the RSD should not exceed 21%),
while the difference between the results were tested by statistical Horwitz’s test. System
precision was evaluated by six replicate injections of the standard solution (calculation—
Supplementary Note S1).

During validation, the stability of the solutions and robustness of the method also
were evaluated. The stability of the solutions was established by measuring the peak area
quotient of the nitrosamines and NDMA-d6 for the reference solution, with nitrosamines at
a 100% concentration level of the specified limit and for a sample solution of API (cilostazol,
sunitinib, and olmesartan medoxomil) spiked with nitrosamines at 100% of the specification
level (18.0 ng/mL) after 24 h under autosampler conditions (20 °C + 5 °C). Robustness
of the developed method was investigated by injecting the standard solution in different
chromatographic conditions: column temperature, 45 °C; rate, &1 °C/min; and carrier gas
pressure, £10%.

4. Conclusions

A new, sensitive, simple, environmentally friendly method for extracting nine ni-
trosamines from active pharmaceutical ingredients, using the high-pressure direct injection
GC-MS method, was developed in this study. Based on the performed risk evaluation in
the manufacturing process, three APIs were examined. This is the first described method
for the determination of nitrosamines in cilostazol and sunitinib malate. The implemented
GC-MS method for cilostazol and sunitinib malate showed no influence of the manufactur-
ing process on the development of nitrosamine impurities. The quantitative method for
each API was validated according to the requirements of the ICH guideline. The validation
of the GC-MS method proved that the method was sensitive, accurate, precise, and suitable
for nitrosamine determination in multiple APIs. The results obtained during the validation
showed that the LOD and LOQ were in the range from 0.15 to 1.00 ng/mL. In conclusion,
the presence of nine nitrosamines was determined as below the acceptable intake limits
in selected APIs; however, it is necessary to test other APIs containing specific amine
substructures in their structures to ensure the safety of the drugs for patients.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ /www.mdpi.com/article/10.3390/ijms232012125/s1.
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Abstract: Rifampicin is an essential medicine for treating and preventing tuberculosis (TB). TB is a
life-threatening infectious disease and its prevention and treatment are public health imperatives.
In the time of a global crisis of nitrosamine contamination of medicinal products, patient safety
and a reduction in the number of drug recalls at the same time are crucial. In this work, the LC-
MS/MS method was developed for the determination of the 1-methyl-4-nitrosospiperazine (MNP), a
genotoxic nitrosamine impurity in various products containing rifampicin at a 5.0 ppm limit level
according to Food and Drug Administration (FDA). Extraction with neutralization was necessary
due to the matrix and solvent effect associated with the complexity of the rifampicin product. The
developed method was validated in accordance with regulatory guidelines. Specificity, accuracy,
precision, limit of detection, and limit of quantification parameters were evaluated. The recovery of
the MNP was 100.38 &= 3.24% and the intermediate precision was 2.52%. The contamination of MNP
in Rifampicin originates in the manufacturing process of the drug. Furthermore, the results of the
forced degradation experiments show that the formation of MNP is possible by two mechanisms:
through degradation of rifampicin and the oxidation of 1-amino-4-methyl-piperazine. This article
points out that it is necessary to monitor and describe degradation products and the mechanism
of degradation of potentially affected active pharmaceutical ingredient (API) with respect to the
formation of nitrosamines during stress testing, as it was done in the following work for rifampicin
in multicomponent products.

Keywords: genotoxic nitrosamines; trace level analysis; impurity profile; tuberculosis (TB) drug;
stress study; degradation mechanism

1. Introduction

Rifampicin (Figure 1A), also referred to as rifampin, belongs to rifamycins—an an-
timicrobial class of drugs. It is used for the treatment of numerous Gram-positive cocci,
including Mycobacterium tuberculosis, Clostridium difficile and selected Gram-negative bacte-
ria: Neisseria meningitides, Neisseria gonorrhoeae and Hemophilus influenzae infections [1-3].
FDA approved rifampicin as the first rifamycin antibiotic for treating tuberculosis [4].
Other medical indications for rifampicin include leprosy and less common diseases such
as osteomyelitis, endocarditis, brain abscess, meningitis, and implant infections [3]. The
advantage of rifampicin administration in the treatment of tuberculosis is that it has the
potential to reduce the duration of therapy and has a broad antimicrobial effect [2]. High
concentration of rifampicin is also well-tolerated by patients due to the rapid metabolism
in the liver. This medicine is available for oral and intravenous administration. It is also
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highly lipid-soluble, rapidly absorbed, and distributed throughout the body [3]. For active
tuberculosis it is often used together with isoniazid (Figure 1B), ethambutol hydrochloride
(Figure 1C), and pyrazinamide (Figure 1D). Rifampicin is an extremely important medicine
due to the small number of other active substances available for the treatment of tuber-
culosis. In particular, in times of global crisis of nitrosamine contamination of medicinal
products, patient safety and a reduction in the number of drug recalls at the same time
are crucial [5]. For that purpose, the content of the impurities, especially those of very
probable cancerogenic properties, should be limited as much as possible. Therefore, the
drugs should be well tested and their impurity profile should be known. The International
Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human
Use (ICH) M7 guideline indicates that aflatoxins, N-nitrosamines (NAs), and alkyl-azo
compounds are highly carcinogenic and genotoxic impurities. Hence, they are grouped
as a cohort of concern [6]. N-nitrosamines are considered potent genotoxic agents based
primarily on data from animal models. This is due to the mutagenic effect which can lead
to cancer development. N-nitrosamines can arise from several sources: may be present in
the active pharmaceutical ingredients (APIs) used in final pharmaceutical products (FPPs)
fabrication, may be formed during drug synthesis processes, accidentally introduced due to
cross-contamination, solvents recovery procedures, or from degradation of drug substances
during storage [5,7-10]. It is necessary to note that the formation of NAs impurities can
be specific for a certain product or nonspecific. It is important to perform a meticulous
analysis of risk evaluations of nitrosamines formation.

Figure 1. Structures of API included in rifampicin-containing products: (A) rifampicin; (B) isoniazid;
(C) ethambutol hydrochloride; (D) pyrazinamide.

In August 2020, the United States Food and Drug Administration (FDA) released
information about 1-methyl-4-nitrosopiperazine (MNP) contamination in rifampicin. MNP
is an intermediate for the synthesis of two substrates, i.e., 1-methylpiperazine and 1-amino-
4-methylpiperazine, which are used for the synthesis of drugs [11]. During the synthesis
of 1-amino-4-metylopiperazine, MNP is reduced with zinc powder in acetic acid or with
hydrogen using a palladium catalyst [12]. Moreover, 1-amino-4-methylpiperazine consti-
tutes one of the starting materials for the synthesis of rifampin. This amine may be the
source of the MNP appearing in the final product of the drug. Is the synthesis route the
only source of MNP in rifampicin? Well, no. It was reported that the MNP compound
arises from the decomposition of the sample as a result of high temperature [13]. MNP
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belongs to the nitrosamine class of compounds, some of which are classified as proba-
ble (IARC Group 2A) or possible human carcinogens (IARC Group 2B) [5]. However,
the carcinogenicity of MNP contrasts sharply with the strong carcinogenicity of dini-
trosopiperazine, for example. This is difficult to explain since the alpha hydrogen atoms
are highly reactive, and exchange readily with deuterium in basified D,O [14]. On the
other hand, mononitrosopiperazines are mutagenic in the host-mediated assay, in which,
indeed, 1-nitroso-4-methylpiperazine is much more active than dinitrosopiperazine [15].
The explanation might lie in the highly polar nature of the mononitrosopiperazines, both of
which are strong bases and, therefore, possibly unable to enter cells. But nitrosonornicotine,
which is also a strong base, is an effective carcinogen in rats [16]. It must be concluded that
conformational factors, some substituents can greatly increase carcinogenic activity in a
nitrosamine molecule, other substituents can reduce carcinogenic activity greatly, or even
eliminate it, and polar substituents seem to be particularly effective in accomplishing the
latter [17]. Ideally, MNP as a nitrosamine impurity should not be present in medicines. But
where the presence of MNP cannot be eliminated entirely, they should be controlled below
a level where human cancer risk associated with the exposure is negligible. Manufacturers
of rifampicin should expeditiously implement remediation plans to reduce the presence of
MNP impurity and should test all batches before drug release to ensure the interim limit of
5 ppm [18]. However, limits of 0.16 ppm (FDA) or 0.67 ppm (European Medicines Agency)
are currently under consideration [13,17,19]. Highly sensitive analytical methodologies
are necessary not only because of impurity trace determination at the ppb level but also
because of the significant and different effects of the matrix on the analytes being deter-
mined. Liquid chromatography-tandem mass spectrometry, both LC-HRMS [20-22] and
LC-MS/MS and gas chromatography GC-MS have been widely used for the analysis of
NAs [23,24]. By itself, LC or GC with MS detection is very sensitive. However, to develop
a sufficiently sensitive and selective analytical method it is necessary to develop a proper
sample preparation protocol, which can include solid phase extraction, preparative column
chromatography, recrystallization, phase exchanges, and fractional distillation [25-27].
The sample treatment not only enables analyte preconcentration but also removes com-
ponents of the matrix that may interfere with the analysis protocol. Five methods for the
determination of MNP in medicinal products have been described in the literature using
LC-MS/MS, SFC-MS/MS, and GC-MS/MS, and various extraction methods, including
SALLE and LLE [28-32]. Gas chromatography coupled with mass spectrometry was used
for the determination of MNP in cetirizine, amlodipine /bisoprolol, sunitinib, olmesartan
and cilostazol [28,31]. Rifampicin, according to the literature and our experimental data
(on GC-MS/MS), decomposes at elevated temperatures to MNP, so it was impossible to use
the GC-MS/MS method for determination of MNP in rifampicin products. MNP in single-
ingredient rifampicin capsules has been analyzed by LC-HRMS and LC-MS/MS [13,22].
The HPLC-MS /MS-based method for the detection of MNP in rifampicin capsules was
developed by Tao et al. [13]. This is the de facto method of determining MNP in the API
since rifampicin spilled out of the capsule constitutes the examined sample. The 2D-LC-
UHPLC-MS/MS method developed by de Souza et al. for monitoring N-nitrosamines in
rifampicin is also exclusively applicable to APIs [29]. Additionally, Tao et al. suggest that
MNP is a thermal degradation product of rifampicin which occurs during forced degra-
dation experiments [13]. Their results suggest that temperature during production and
sample storage should be strictly controlled. To our knowledge, methods for determining
MNP with stress studies in complex multi-component matrices with rifampicin have not
been yet reported in the literature.

Our method, developed and described within this article, can be applied to more com-
plex matrices than rifampicin alone. Pharmaceutical complex formulations, for which sam-
ple preparation is important, namely tablets containing rifampicin, isoniazid, pyrazinamide,
and ethambutol hydrochloride may be analyzed. Thus, it also provides an answer to the
question: Should the risk of presence and determination of 1-methyl-4-nitrosopiperazine
(MNP) be considered only for the rifampicin finished products? The development of the
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method was a significant challenge due to the notable matrix effect and solvent effect that
was observed in particular for the four-component product. Additionally, we observed that
in the case of stress testing on rifampicin-containing tablets, it is not only the temperature
that elevates the level of MNPF. Therefore, we have applied the newly developed analytical
method to study the stability of rifampicin-containing products in terms of the formation
of the nitrosamine MNP the source of which may be in the degradation main studied APL
From our perspective it is necessary to monitor and describe the degradation products
and mechanism degradation of potentially affected API concerning nitrosamines formed
during stress testing, what we have done for rifampicin in multicomponent products.

2. Results
2.1. Method Development

Due to the high polarity and low molecular weight of MNP, developing an LC-MS
methodology was a challenging task. To develop a method for the quantitative analysis of
MNP in multicomponent finished products with rifampicin, several analyses were carried
out to choose the best column configuration for minimum analysis time with high efficiency
and resolution. LC conditions were optimized by screening such columns as Acquity CSH,
Kinetex F5, Cosmosil 2.5 HILIC, and Hypersil GOLD Phenyl. The best peak shape of the
analyte and shortest analysis time were obtained for the column Purospher® STAR Phenyl.

The important part related to the development of the LC-MS/MS method also con-
cerned the design of a suitable solvent gradient that would allow the MS valve to cut off
active substances and placebo for determination of MNP at very low levels without the
problems associated with ionization suppression.

Optimization of MS/MS condition was made using Agilent Optimizer (B.07.01) MRM
not only for MNP but also for 1-amino-4-methylpiperazine and 1-methylpiperazine com-
pounds were determined for selectivity and stress studies. MNP-d4 was selected as the
internal standard.

The most difficult part of optimizing the MNP determination method was to develop
a suitable sample preparation method to efficiently extract the MNP into the solution. The
first developed method for preparation of the sample for component products 1, 2, and
3 with rifampicin was extraction into 5 mL of methanol, followed by centrifugation and
filtration of the supernatant. This method did not work for 4-component products with
rifampicin, as a broad peak with low intensity from MNP was observed. The investigation
of the pH of multi-component products with rifampicin in aqueous solution showed that
one-component products have a pH of 6.45, 2-component products have a pH of 6.63, and
3-component products have a pH of 7.54, while 4-component products have a pH of 4.63.
The lower pH of the 4-component solution of the rifampicin product originates from the
presence of ethambutol hydrochloride in the product, which caused a matrix effect and
solvent effect. The matrix effect was observed in the chromatogram as a loss response
for the target analyte and internal standard. Therefore, a second extraction method was
developed for the 4-component product with rifampicin to a solution of methanol: water
(1:1, v/v) with the addition of a base (NaOH). The ratio of water to methanol was optimized
to obtain the best possible extraction. The developed method was validated, and its results
were compared with the method of extraction into methanol. The results of both methods
were presented in Table S1.

2.2. Validation Results

The specificity of the method was verified as described in Section 4.6, no interference
was observed in the retention time of MNP, the standard added to the sample did not cause
peaks splitting and the matrix did not affect the result (Figures 51-512). Figures 2 and 3
show chromatograms of standard solution for MNT and MNP-d4, respectively.
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Figure 2. MRM chromatogram of standard solution at 100% concentration level for MNP (130.1 >
100.2 red curve, 130.1 > 58.2 black curve).
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Figure 3. MRM chromatogram of standard solution at 100% concentration level for MNP-d4
(134.1 > 58.1 blue curve, 134.1 > 104.1 red curve).

Results for range, linearity, accuracy, limit of detection (LOD), and limit of quantifica-
tion (LOQ) were summarized in Table 1. The linearity of the method was evaluated in the
concentration range of 0.51-48.62 ng/mL for MNP, and the coefficients of determination
R? for MNP were >0.999, clearly indicating very good detection responses. The method
range was established from the LOQ to up to 280% of the specification limit due to the high
content of MNP in some of the samples tested. The recoveries for MNP were in the range
of 100.38 =+ 3.24% with RSD = 8.17%.
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Table 1. Validation results for LC-MS/MS method.

Acceptance Criteria Results for MNP
Range: LOQ-120% [ng/mL] 0.51-48.62
Linearity
RZ >0.990 0.9997
a 0.0499
b 0.0096
Sa 0.0003
Sb 0.0074
Sy 0.0152
Accuracy
Recovery 60-115% 100.38
RSD < 21% 8.17
LOD [ng/mL] 0.51
LOQ [ng/mL] 1.52

As demonstrated in Figure 4, method precision for MNP content determination was
evaluated by repeatability, intermediate precision, and system precision, with satisfactory
RSD values below 2.6%.

2.50%
2.00%
1.50%
1.00%
0.50%

Precision - RSD [%]

‘ o’ MNP

System precision System precision
area(100%) retention time (100%)

2.55%
2.52%

RDS, [%]

16%

Figure 4. Results of precision for MNP content in 4-component Rifampicin product.

The LOD and LOQ were calculated both ways from linearity and ratio peak/noise
height, the calculations were very similar and are summarized in Table 1. The results
for LOD and LOQ were satisfactory and LOQ was (as in acceptance criteria) below 30%
of the specification limit. The MRM chromatograms for LOD and LOQ are shown in
Figures S13 and S14. The robustness of the LC-MS/MS method was evaluated on the
standard solution to determine critical factors that most likely can affect an HPLC separa-
tion. The evaluation of method robustness was conducted by applying small variations
of chromatographic parameters: column temperature +5 °C, autosampler temperature:
+5 °C, flow rate: +0.05 mL/min, and mobile phase composition: 2% eluent B. The results
(Table S2) confirmed the robustness of the method. The symmetry factor for MNP peak
was in the acceptance criteria range of 0.8 < As < 1.5.

Moreover, during validation stability for reference solution at 100% concentration
level, LOQ solution, and sample solution of four-component rifampicin product under au-
tosampler conditions were investigated. RSD% (area quotient MNP /MNP-d4) for reference
solution at 100% concentration level after 24 in 10 °C was 0.98%, for LOQ solution after
24 h in 10 °C was 5.05%, and for sample solution of four-component rifampicin product
after 8 h in 10 °C 4.6%, respectively (Tables S3-S5). The research showed the stability of
tested solutions over the time period studied.
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2.3. Stability and Stress Studies

Figures 5 and 6 show the results of accelerated stability studies performed according
to ICH guidelines after 1 and 3 months of storage at 25 °C, 60% RH, and 40 °C, 75% RH,
respectively [33]. The MNP content of the 4-component product with rifampicin increased,
as confirmed by previous studies for API (30 days) [13].

13.28
1400 -
1037
12.00 - 1007
8.64

£ 10.00 - 8.2
Q
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= 800 -
5 450 131 485
5§ 6001
S 2.70
S 400 -
=
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0 1 3

Time period [months] at 25°C/60% Rh
2-component drug
3-component drug

" 4-component drug

Figure 5. The results of accelerated stability studies (25 °C, 60% RH) for 2, 3, and 4-component
Rifampicin products.

12.34 12.37
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6.00 - 431
400
2.00
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" 4-component drug

Figure 6. The results of accelerated stability studies (40 °C, 75% RH) for 2, 3, and 4-component
Rifampicin products.

The results of the forced degradation studies carried out in accordance with ICH guide-
lines and publications [33,34] are summarized in Table 2 [33,34]. As reported before a rapid
decomposition of rifampicin is observed in acid, alkaline, oxidative and thermal (>70 °C)
conditions [35-37]. In our experiments, a significant increase in MNP concentration was
observed in an oxidizing environment, as well as in thermal stress that takes place in an
airy atmosphere.
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Table 2. The results of stress studies for four component Rifampicin product.

Degradation Conditions MNP Content [ppm]
Control sample 7.07
(before degradation) ’
Alkaline hydrolysis 796
(0.1 M NaOH, 1 h, RT) '
Oxidative degradation
(3% Hp04, 1 h, RT) 2920
Thermal stress 8.62

(80°C, 24 h, RT)

For further identification of the mechanism of MNP formation in rifampicin prod-
ucts, additional experiments were performed investigating the presence of both amines:
1-methyl-piperazine and 1-amino-4-methyl-piperazine (4A1MA), and MNP before and
after degradation (Table 3). In samples of both API and the 4-component rifampicin drug,
the presence of 1-amino-4-methyl-piperazine, which comes from the synthesis pathway,
was detected. Compound 1-methyl-piperazine was not found in the samples tested.

Table 3. MNP and 4ATMA content in rifampicin and 4-component rifampicin product after degrada-
tion studies.

Stress Conditions 1-Amino-4-Methyl-Piperazine [ppm] MNP [ppm]
API
control 0.841 3.146
0.1HCL, 1h,25°C 3.020 3.648
0.1 HCI, 1 h, 25 °C + 3% H,02 2.821 2601
4-component rifampicin product
control 10.186 3.871
0.1 HCL, 1h,25°C 20.922 3.616
0.1 HCL, 1 h, 25°C + 3% H,O, 10.494 654

The content of this 1-amino-4-methyl-piperazine increases under acidic conditions
due to the fact that rifampicin decomposes to 1-amino-4-methylpiperazine under these
conditions, as described in the literature [38]. Next, a hydroxide water addition experiment
was performed and oxidation of the amine to MNP was observed (Table 3).

3. Discussion

The developed and validated method was used to assess the presence of MNP in
rifampicin multicomponent drugs. In the two-component rifampicin drugs, the MNP
content ranged from 3.7 to 4.7 ppm, in the three-component drugs from 2.5 to 2.7 ppm, and
in the four-component drugs from 3.9 to 7.5 ppm.

Forced degradation studies are essential to establish the stability of the API/drug
product, learn about potential toxic degradation products, and also to develop sensitive
analytical methods for stability specification. In our study, stress tests (thermal, oxidative,
alkaline and acid hydrolysis) were conducted to investigate the changes in the MNP content
in a four-component drug product with rifampicin and to confirm possible mechanisms of
the formation of this nitrosamine.

In our experiments, a significant increase in MNP concentration was observed in an
oxidizing environment, as well as in thermal stress that takes place in an airy atmosphere.
The content of 1-amino-4-methyl-piperazine increases under acidic conditions due to the
fact that rifampicin decomposes to 1-amino-4-methylpiperazine under these conditions,
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as described in the literature [38]. In acid conditions, the main decomposition product of
rifampicin is 3-formyl rifampicin SV and 1-amino-4-methyl-piperazine [35,38,39]. Next,
under oxidative conditions, the resulting amine is further oxidized to MNP, the content of
which increases. The MNP content does not increase in direct proportion to the decrease
in amine content, indicating that simultaneous oxidation of the amine and further degra-
dation of rifampicin is observed. These results were also confirmed using the LC-QTOF
method, high-resolution mass spectra, and elemental compositions for MNP and 1-amino-4-
methylpiperazine are included in Supplementary Material (Table S6 and Figures S15-518).

Based on this study, we proposed a mechanism for MNP formation during degradation
studies, which is shown in Figure 7.

final stage of the rifampicin

"0

B

contamination
from the synthesis
process

HZN\N/\

10 N

1 amino-4-methyl
piperazine

rlfamplcm sl aenal 0 H,0
H,0, thermal i i
degradation

s % / 0,4“ "
o ‘ 04 \
QMNP generated after degradation conditions

Figure 7. Mechanisms of MNP formation during degradation studies.

Considering the process of the formation of nitrosamines into a drug product, espe-
cially a multicomponent one, is quite complex and challenging. The literature indicates
that three conditions must be met for nitrosamines to be formed: the presence of a nitrosat-
ing agent or its precursor (nitrites), the presence by synthesis of a secondary or tertiary
amine (which may be a component of the drug substance), and suitable conditions to
allow the reaction to take place, such as elevated temperature, acidic conditions [40-42].
API degradation is another mechanism that can lead to the formation of nitrosamines. In
the case of rifampicin, only a temperature effect on MNP formation has previously been
suggested [13]. Our study confirmed the effect of temperature on the MNP content in 2,
3, and 4-component products with rifampicin with access to atmospheric oxygen. With
increasing storage temperature, humidity and time period, the MNP content of rifampicin
drugs increases. The degradation studies described in this thesis revealed two mechanisms
for the formation of MNP the first through the oxidation of 1-amino-4-methylpiperazine
(derived from the synthesis route), and the second through rifampicin degradation. As
recommended by the FDA and EMA regulations, the amine content of products containing
nitrate by synthesis should be strictly controlled and limited. The case of rifampicin clearly
demonstrates that the formation of the nitrosamine MNP is also closely related to the
presence of residual amine.

We propose a degradation mechanism for the formation of MNP by hydrolysis of a hy-
drazone of rifampicin to a hydrazine derivative, in this case to 1-amino-4-methylpiperazine.
The hydrazine derivative can be oxidized to form an MNP impurity. It should be borne
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in mind that hydrazones are stable and hydrolyze in an acidic medium to hydrazine
derivatives, while hydrazine derivatives can oxidize to the corresponding nitrosamine
impurity. Thus, we propose a two-step mechanism for rifampicin degradation: hydrolysis
of the hydrazone followed by oxidation to MNP. It is worth noting that not all of 1-amino-4-
methylpiperazine oxidizes to MNP, but the content of MNP increases significantly when the
oxidizing agent is added. The second mechanism we propose is different and explains the
formation of MNP at elevated temperatures. This is because it is possible that degradation
occurs without the breakdown of the hydrazone. On the other hand, in this case, too, an
oxidizing agent is needed, so that oxygen can first attach to the rifampicin structure and
perhaps then break the bond giving the MNP impurity, or the bond breaks first and oxygen
attaches later.

The temperature-induced degradation of rifampicin to MNP can also be inhibited if
there is no access to oxygen and humidity from the air. We conclude that both oxygen,
humidity, and acidic conditions can degrade rifampicin to MNP. Consider the fact that
ethambutol hydrochloride added to rifampicin products is a hydrochloride and can be a
source of such hydrolysis.

4. Materials and Methods
4.1. Materials

The standards 1-Methyl-4-nitrosopiperazine and 1-Methyl-4-nitrosopiperazine-d4
were obtained from TRC (North York, ON, Canada). Methanol hypergrade for LC-MS
LiChrosolv®, hydrogen peroxide 30% (Perhydrol™, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
hydrochloric acid 37% and sodium hydroxide were obtained from Merck (Darmstadt,
Germany). LC-MS grade water was purchased from Fisher Scientific (Hampton, NH, USA).
Rifampicin and rifampicin finished medical products were acquired from several Marketing
authorization holders (MAHs).

4.2. Equipment and Methods

The LC-MS/MS analysis was performed using 1290 LC (Agilent, Santa Clara, CA,
USA) coupled with a 6460 Agilent triple quadrupole mass spectrometer with a Jetstream
electrospray source. For LC analysis Purospher® STAR Phenyl (10 mm x 2.1 mm X 2.0 um)
column from Merck (Darmstadt, Germany) was used. All LC-MS/MS method experimental
conditions are presented in Table 4. The MRM ion pair for MNP and MNP-d4 with
optimized parameters are listed in Table 5, the MS monitoring time was 2.9 to 5 min.

The key results for stress studies were also confirmed on a MaXis 4G high-resolution,
mass-accuracy mass spectrometer (Bruker Daltonic, Bremen, Germany) with a time-of-flight
(TOF) analyzer coupled to an Ultimate 3000 ultra-high performance liquid chromatography
(UHPLC) (Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Germany) to obtain a high-resolution mass
spectrum and confirm the chemical formula. HPLC experimental conditions were the same
as in the LC-MS/MS method.

4.3. Standard Solution Preparation

The MNP-d4 internal standard (IS) solution (1 pg/mL in methanol) was prepared from
the internal stock solution MNP-d4 (5000 pg/mL in methanol). The MNP intermediate
dilution was prepared by dissolving appropriate amounts of MNP certified reference
material to reach 0.1 ug/mL of MNP in MeOH.

4.4. Sample Solution Preparation

135 mg of rifampicin four-component product (10 tablets thoroughly grated) was
weighed into a 15 mL centrifuge tube and 100 uL of the internal standard solution, 2.4 mL
of methanol, 2.35 mL of water and 150 uL. 1 M NaOH (neutralization) were added. The
mixture was vortex 1 min at 2000 rpm and then centrifuged by 10,000 g rpm for 5 min. The
supernatant was filtered through a 0.2 um PTFE Whatman Mini-UniPrep ™ filter (Cytiva,
Global Life Sciences Solutions Operations UK Ltd., Little Chalfont, Buckinghamshire, UK).
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Table 4. LC-MS/MS method experimental conditions.
LC Parameters
Mobile phase A 10 mM ammoniu formate pH = 9
Mobile phase B Methanol
Time, min Eluent A, % Eluent B, %
0 90 10
. . 2.0 90 10
Gradient elultlon 5.0 5 9%
program. 70 5 95
72 90 10
10.0 90 10
Column temperature 35°C
Autosampler 10°C
temperature
Flow rate 0.3 mL/min
Injection volume 5ul
MS parameters
Gas temperature 350 °C
Gas flow 11 L/min
Nebulizer 50 psi
Sheath gas 350 °C
temperature
Sheath gas flow 12 L/min
Capillary 3000V
Nozzle Voltage 500 V
Fragmentor 40

Table 5. LC-MS/MS MRM transitions list.

Analyte Name RT (min)  PrecursorIon Fragmentor (V) Product Ion 1 CE1(V) Product Ion 2 CE2(V)
MNP 3.985 130.1 40 100.2 10 58.2 18
MNP-d4 3.944 134.1 70 104.1 8 58.1 24

4.5. Blank Preparation

The blank solution was prepared as described in Section 4.4, but without the addition
of the sample.

4.6. Validation of the LC-MS/MS Method

The LC-MS/MS method validation for MNP content determination in rifampicin
multi-component products was performed according to ICH guidelines on the following
parameters: specificity, linearity, range, accuracy, repeatability, intermediate precision,
robustness, stability of solutions, quantitation limit, and detection limit.

The specificity of the method was examined using blank solution, standard solution
at 100% concentration level, sample solution of drug product, sample solution spiked
with standard solution of MNP at 100% concentration level, 1-methyl-piperazine solution
and 1-amino-4-methyl-piperazine solution (100 ng/mL) (Figures 51-512). The calibration
curve was prepared (from MNP intermediate dilution) at concentrations from LOQ to 280%
(0.5-48.6 ng/mL) of the specified limit for MNP with respect to sample preparation due to
high MNP content in the sample. The internal standard solution MNP-d4 was added at a
concentration of 20 ng/mL. Slope a, intercept b and coefficient of determination R? and
standard deviation S,, S, Sxy were established as parameters characterizing the linearity.
The accuracy of the method was evaluated at samples spiked with MNP at 80%, 100%
and 120% of specification limit—9 sample solutions (triplicate independent preparations
for solutions at each level). The acceptance criteria were: 60-115% and the precision at
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each concentration should not exceed RSD < 21% according to the Association of Official
Analytical Chemists [43].

The precision of the method was determined as repeatable—analysis of six sample
solutions with intermediate precision—intra-laboratory variations, i.e., different day and
analyst and system precision—six replicate injections of the standard solution. Acceptance
criteria for the precision of the method were as follows: RSD should not exceed 21%, and
the results should pass the Horwitz statistical test.

LOD and LOQ were calculated in two different ways. One with the Agilent software
(B.07.00) using the signal-to-noise (S/N) ratio, where LOQ was defined as S/N > 10 and
LOD as S/N > 3 and using linearity parameters: standard deviation of the response (o)
and slope of the curve (S), where LOD = (3.3 x ¢/S) and LOQ = (10 x ¢/S).

The robustness of the developed method was tested by injecting a standard solution
after applying minor changes in chromatographic parameters: column temperature 5 °C,
autosampler temperature 45 °C, flow rate £0.05 mL/min and mobile phase composition
(£2% of eluent B). The symmetry factor for the MNP peak and the resolution during this
study were verified.

The stability of the solutions was evaluated by measuring the peak area quotient of
MNP and MINP-d4 for reference solution at 100% concentration level (24 h, 10 °C), LOQ
solution (24 h, 10 °C) and sample solution of Rifampicin product (four-component, 8 h,
10 °C). The peak area mean Standard Deviation (SD) and Relative Standard Deviation
(RSD%) for each solution were calculated.

4.7. Stress Studies

The forced degradation test solutions (0.1 M NaOH, 0.1 M HCI, 3% H;O,) were
prepared as follows: 135 mg of sample was weighed into a 15 mL centrifuge tube, 2.5 mL
of 0.1 M NaOH /0.1 HCl/3% H,O» solution was added and stirred for 1 h. The sample
was neutralized. Then, 2.4 mL of methanol and 100 pL of the MNP-d4 internal standard
solution were added. The tube was capped, vortexed for 1 min at 2000 rpm and the solution
was centrifuged at 10,000 x g rpm for 5 min. The supernatant was filtered through a 0.2 um
PTFE Whatman Mini-UniPrep ™ filter.

The thermal stress study at 80 °C, 24 h was prepared as described in Section 4.4, but
the sample was first placed on a Petri dish in an oven for 24 h at 80 °C.

5. Conclusions

The LC-MS/MS method was developed for the determination of MNP—a genotoxic
nitrosamine impurity in two-, three-, and four-component drug products (rifampicin/isoniazid /
pyrazinamide/ethambutol hydrochloride). In the case of the four-component product, an
effect of the matrix/solvent was observed, which required the development of appropriate
sample preparation for analyte extraction. The method of quantitative determination of
MNP was validated to ensure its appropriate use with a Limit Of Detection (LOD) of
0.15 ppm in two- and three- and four-component medicines. The developed method was
successfully applied to the analysis of rifampicin products from various manufacturers,
providing the first detailed insight into MNP contamination. The study has demonstrated
various levels and sources of MNP: as an impurity from the synthesis pathway and as a
degradation product of rifampicin. MNP formation in medical products with rifampicin
was found to be time, temperature, and degradation environment (0.1 M HCl, 3% H,O,)
dependent. Additional degradation experiments that can explain the origin of MNP
impurity were conducted and the mechanism of this impurity formation was discussed.
It was emphasized that the content of 1-amino-4-methyl-piperazine should be reduced
and strictly controlled due to the possibility of its oxidation to MNP. A much more serious
mechanism appears to be that of direct oxidation of rifampicin and its degradation to MNP.
Work to elucidate this mechanism continues in our laboratory.
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The developed method is intended to provide implementers with insight into where
MNP contamination is coming from, and how the identification and quantification of MNP
in multicomponent rifampicin products may impact the safety of medical products.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at:
https:/ /www.mdpi.com/article/10.3390/molecules28217405/s1.
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Abstract: This study aimed to evaluate the use of electrochemistry to generate the oxidation
and reduction products of active pharmaceutical ingredients (APIs) with a hydrazone
group, including dantrolene, nitrofurantoin, furazidine, and nitrofural. In the first step,
cyclic voltammetry was employed to assess the electroactivity of these compounds. In the
second step, the transformation products of selected APls following electrochemical oxida-
tion and reduction were analyzed using the ROXY EC System equipped with a p-PrepCell™
2.0, coupled with a high-resolution Q-TOF mass spectrometer. The identification of trans-
formation products was based on accurate mass, isotopic distribution, and fragmentation
pattern. Seventeen APl impurities were identified in this study, contributing to insights into
drug stability and potential risks associated with their manufacture. Experimental findings
were supported by the quantum mechanical DFT calculations of the molecular energies.
In addition, using commercially available in silico software, the predicted metabolic prod-
ucts were compared with those obtained by experimental methods. The electrochemical
approach proved useful as a test for determining the stability of compounds, the detection
of new impurities and structure determination using high-resolution mass spectrometry.

Keywords: oxidation; reduction; stability; electrochemistry; DFT; in silico methods

1. Introduction

Knowledge of drug degradation and metabolism pathways is essential to ensure the
safety and efficacy of drug therapy for patients. The global crisis related to the contamina-
tion of medical products with carcinogenic N-nitrosamines and nitrosamine drug substance-
related impurities (NDSRIs), ongoing since 2018, has highlighted the urgent need to develop
new methods to predict potentially toxic drug impurities and to control them using appro-
priate techniques [1]. Bringing a drug product to the market requires extensive stability
studies to confirm its quality, safety, efficacy, and stated shelf life. It is of paramount impor-
tance to predict as early as possible what may occur during the lifetime of a pharmaceutical
product, as this information can significantly shape product development strategies [2].
Electrochemistry has been effectively utilized to replicate the drug metabolism processes
typically mediated by cytochrome P450 enzymes. This is accomplished through a series of
reactions simulated using electrochemical methods [3-5]. Examples of metabolic reactions
mimicked by electrochemical approaches include O-dealkylation [6], dehydrogenation [7],
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benzyl hydroxylation [8], N,S-oxidation [9], N-dealkylation [10], aromatic ring hydroxyla-
tion [11], allylic and aliphatic hydroxylation, and hydroxylation [12]. Electrochemistry (EC)
is a rapidly evolving analytical tool in the field of predicting drug oxidation/reduction
and degradation products, thereby aiding in the assessment of drug stability. Predicting
drug degradation by EC-MS can help identify new, potentially concerning impurities such
as nitroso-compounds [13]. Over the past four decades, the applications of EC-MS have
expanded significantly.

Recent advancements in combining electrochemistry with mass spectrometry include
studies on the following:

¢  drug metabolism [4,12,14];

e characterization of the reducing potencies of antioxidants [15];
e synthesis of pharmaceutical oxidation products [16];

e peptide, protein, and nucleotide research [17-19];

¢  hydrogen/deuterium exchange [20];

¢ prediction of transformation products in the environment [21];
e investigation of the oxidative stability of drugs [22,23].

The processes that occur in living organisms are fundamentally redox reactions in-
volving oxidation and reduction. In EC-MS, the substances can be oxidized or reduced on
the surface of a working electrode depending on the potential applied voltage, making this
technique a promising tool for mimicking oxidative Phase I and even conjugative Phase
II metabolism. EC studies can be conducted in two modes, which are online and offline.
The online mode enables the detection of both stable and short-lived species thanks to
the direct connection of the electrochemical cell to the mass spectrometer, while in offline
mode, oxidation/reduction products and intermediates are collected and analyzed later [3]
(Figure S1).

Various types of electrochemical reactors are employed in EC-MS research, with the
most common being amperometric thin-layer cells and wall-jet electrochemical cells. Coulo-
metric flow-through cells measure changes in generated potential, whereas amperometric
cells measure the generated current [13]. Increasing attention is also being given to microflu-
idics and microchips [24,25]. Each electrochemical reactor is equipped with the following
three electrodes: a reference electrode, an auxiliary electrode (AUX), and a working elec-
trode (glassy carbon, titanium, platinum, gold or boron-doped diamond). The boron-doped
diamond (BDD) electrode is particularly valued for its exceptional stability in aggressive
environments and chemical inertness [26].

Over time, a wide variety of systems incorporating EC have been employed in research,
the most popular currently being the coupling of electrochemistry with mass spectrometry
(mainly high-resolution-HR), capillary electrophoresis with MS, and liquid chromatography
with MS [17]. High-resolution mass spectrometry is the optimal choice for determining
the exact masses of compounds generated in the EC flow cell and fragmentation patterns,
facilitating the prediction of oxidation and reduction product structures. The electrospray
ionization (ESI) source is the most commonly used in EC-HRMS coupling, offering high
sensitivity and reliability at low flow rates [27-31].

As previously mentioned, EC-MS coupling has been applied in numerous contexts,
yet no studies to date have explored the stability of drugs with hydrazone groups. The
oxidation and reduction of hydrazones, hydrazides, and hydrazine-type compounds can
lead to the formation of hazardous impurities [32-34], underscoring the urgent need to
monitor the oxidation and reduction products of drugs containing a hydrazone group
as part of risk analysis for their manufacture and stability. Electrochemistry has already
been established as a tool for oxidative and reductive stress testing, proving to be a faster
alternative that does not require strong oxidants [2]. Understanding how oxidative stress
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affects a drug enables the determination of optimal storage conditions (e.g., temperature,
humidity, light exposure) to maximize shelf life and prevent premature degradation. Oxida-
tive degradation can produce byproducts that may be toxic or cause unwanted side effects.
Understanding these pathways helps identify and mitigate potential risks to patients.

Our research is focused on impurities that may form following the oxidation/reduction
of active pharmaceutical ingredients (APIs) with a hydrazone group, such as dantrolene,
nitrofurantoin, furazidine, and nitrofural (nitrofurazone) (Figure 1).
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Furazidine (FUR) Dantrolene (DAI:I)

Figure 1. Structure of selected APIs for study.

The process of mineralization of nitrofural in water in the presence of chloride ions
by electrochemical treatment has been previously studied by Kuznetsov et al. [35]. In this
study, complete electrochemical destruction of nitrofural was achieved on BDD anodes
after 30 min of treatment, and during that process, four oxidation products were identified,
which were inter alia dichloro-derivatives of nitrofural. In the literature, one oxidation
metabolite of nitrofural is known, which is 4-hydroxynitrofurazone, while the main product
of its metabolism is semicarbazide, formed after reduction by azoreductase, and hydrox-
ylamine is also produced [36-38]. For nitrofurantoin, one impurity is known following
4-hydroxylation, and reduction by nitroreductase may occur during metabolism, with
the primary metabolite being 1-aminohydantoin [39,40]. For furazidine and dantrolene,
oxidation and reduction products have not yet been investigated using EC-MS. Experi-
mental data on the reduction and oxidation products of furazidine are not available in the
literature. Dantrolene is metabolized to 5-hydroxydantrolene and may also undergo the
reduction of its phenyl nitro group to aminodantrolene [41,42].

Due to the limited knowledge about the degradation products of APIs containing a
hydrazone group, we aimed to apply a comprehensive approach using EC-MS-QTOF, DFT,
and in silico metabolite simulations to identify novel API impurities. The EC-MS-QTOF
combination employed provided rapid, reliable, and detailed structural information on
drug metabolites and impurities. DFT calculations and in silico metabolite simulations
further confirmed and complemented the electrochemical findings.
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2. Results and Discussion

Electrochemistry has been applied to the pharmaceutical stability testing of DAN, FUR,
NF, and NFT—active pharmaceutical ingredients—as model substances with hydrazone
groups, with results compared to in silico predictions. Compounds with nitrogenous
fragments in their structure can be a source of dangerous impurities and, therefore, should
be studied and controlled. The ICH M7 guideline designates N-nitroso and alkyl-azoxy
compounds, alongside aflatoxin-like substances, as a “cohort of concern” due to their
potential mutagenic and carcinogenic risks [43].

Initial studies were conducted using electrochemical methods. This study also aimed
to investigate whether the coupling of EC-HR /MS is a useful tool to quickly and easily
elucidate degradation products and estimate drug stability for drugs with hydrazone
group. Additionally, degradation products predicted using commercially available in silico
software were compared to those obtained from the electrochemical methods.

2.1. Electrochemical Measurements

As a first step, electrochemical tests were performed to investigate whether the tested
compounds are electroactive. The study using cyclic voltammetry was performed using a
GCE electrode in the presence of furazidine (FUR), dantrolene (DAN), nitrofural (NF), and
nitrofurantoin (NFT) in deoxygenated solutions of acetonitrile and ammonium formate.

The first studies were performed in the potential range from 0 V to —1.5 V in the
deoxygenated basic electrolyte solution. On the voltammetric curve (Figure 2A) recorded
using the GCE electrode in the ACN/ammonium formate solution pH 7.4, no signals
were observed in the potential range tested. In the deoxygenated solution of 1 mM FUR,
a peak was observed on the voltammetric curve recorded in the solution at a potential
of —0.635 V with a current value of —52.5 uA; for 1 mM of DAN, there was a peak at a
potential of —0.666 V with a current value of —23.7 uA; for 1 mM of NF, there were peaks
at potentials of —0.627 V with a current value of —41.2 uA and —0.925 V with a current
value of —41.8 uA; and for 1 mM of NFT, there was a peak at a potential of —0.607 V with
a current value of —34.8 pA and a peak at a potential of —0.851 V with a current value of
—38.5 pA. All processes were irreversible.

A) B)
0 190
240 Z 90 A
-60 40
-80 + . . . , -10 : - - .
15 -1.1 0.7 0.3 0.1 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
E (V) E (V)

Figure 2. Cyclic voltammetric curves recorded using the GCE electrode in the range of potential:
(A) from 0 V to —=1.3 V and (B) from 0 V to 2.0 V in ACN/ammonium formate solution with a pH of
7.4 (yellow curve) containing 1 mM of FUR (black curve), 1 mM of DAN (blue curve), 1 mM of NF
(red curve), and 1 mM of NFT (green curve), scan rate of 0.1 V/s.

Then, the tests were performed in the potential range from 0 V to 2.0 V in the basic
electrolyte solution without the active substance (Figure 2B). No signals were observed on
the voltammetric curves recorded in this potential range. In the solution containing 1 mM
of FUR, a peak was observed on the voltammetric curve at a potential of 1.551 V with a
current value of 41.5 pA; for 1 mM of DAN, there was a peak at a potential of 1.306 V with
a current value of 16.6 pA; for 1 mM of NF, there was a peak at a potential of 1.222 V with
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a current value of 24.5 uA; and for 1 mM of NFT, a peak was observed at a potential of
1.732 V with a current value of 61.6 pA. All processes were irreversible.

All the compounds tested are electrochemically active, as they undergo both oxida-
tion and reduction in the potential ranges tested. This is manifested by the presence of
corresponding peaks on the recorded voltammetric curves. This is consistent with the
literature, where the presence of signals on the voltammetric curves recorded in aqueous
solutions is related to the presence of easily reducible nitro groups in the structure of their
molecules [44-48].

The electroreduction mechanisms of these compounds are quite complex and involve
several electrochemical steps. Ultimately, this leads to the formation of a hydroxylamine
derivative (RNHOH) or an amine (RNH3). The electrochemical reduction processes of these
compounds depend on both the electrode material and the pH of the solution. As a result of
oxidation, intermediate oxidation products such as dimer, trimer, or polymers can be formed.
Oxidative polycondensation reactions very often occur with these types of compounds [35].

Cyclic voltammetry cannot identify the structure of oxidation or reduction products;
therefore, for the next part of the work, the ROXY system coupled with MS was used.

2.2. Electrochemical Measurements ROXY-QTOF

The ROXY electrochemical reactor cell (EC) was used to generate reduction and
oxidation API impurities. Measurements were made at different potentials (from 0.0 V to
2.0V for oxidation, from 0.0 V to —2.0 V for reduction). Selected compounds were subjected
to electrochemical degradation, and the differences in resulting products were analyzed.
Figures 3-6 show ion chromatograms (MS spectra) recorded at oxidation potentials for
DAN, FUR, NF, and NFT, respectively. Figures 7-10 show ion chromatograms (MS spectra)
recorded at reduction potentials for DAN, FUR, NF, and NFT, respectively. A total of seven
impurities under oxidation conditions and ten impurities under reduction conditions were
obtained and identified. The APIs themselves were used as templates for the interpretation
of the unknown structures of products formed during electrochemical degradation. Many
product ions were observed in the HR-MS/MS spectra of the pseudomolecular ions of
DAN FUR, NF, and NFT (Figures 52-55). These data were used to propose the structures
and fragmentation pathways for the detected impurities. The proposed structures of certain
identified impurities are supported by the literature [35-42].
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Figure 3. Comparison of ESI-MS spectra of oxidation products of dantrolene at 0.0 V and 1.0 V.
Blue—dantrolene, red—DAN-Imp1-Ox, and green—DAN-Imp2-Ox.
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Figure 4. Comparison of ESI-MS spectra of oxidation products of furazidine at 0.0 V and 2.0 V.
Blue—furazidine, and red—FUR-Imp1-Ox.
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Figure 5. Comparison of ESI-MS spectra of oxidation products of nitrofural at 0.0 V and 1.5 V.
Blue—nitrofural, and red—NF-Imp1-Ox.
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Figure 6. Comparison of ESI-MS spectra of oxidation products of nitrofurantoin at 0.0 V and
1.5 V. Blue—nitrofurantoin, red—NFT-Imp1-OX, purple—NFT-Imp2-0X, green—NFT-Imp3-OX, and
yellow—degradation impurity.
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Figure 7. Comparison of ESI-MS spectra of reduction products of dantrolene at 0.0 V and —1.0 V.
Blue—dantrolene, red—DAN-Imp1-RED, and green—DAN-Imp2-RED.
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Figure 8. Comparison of ESI-MS spectra of furazidine’s reduction products at 0.0 V and —2.0 V.
Blue—furazidine, green—FUR-Imp1-RED, purple—FUR-Imp2-RED, and red—FUR-Imp3-RED.
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Figure 9. Comparison of ESI-MS spectra of nitrofural’s reduction products at 0.0 V and —1.0 V.
Blue—nitrofural, red—NF-Imp1-RED, and green—NF-Imp2-RED.
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Figure 10. Comparison of ESI-MS spectra of nitrofurantoin’s reduction products at 0.0 Vand —1.0 V.
Blue—nitrofurantoin, red—NFT-Imp1-RED, green—NFT-Imp2-RED, and purple—NFT-Imp3-RED.

2.2.1. Electrochemical Oxidation

The formation of the API electrochemical oxidation products was monitored by
ESI-Q-TOE. The results are summarized in Table 1, and the proposed structures are
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shown in Figures 11-14. APIs, without being subjected to oxidation, were analyzed as
a control sample.

Table 1. Summary of the main oxidation product of four tested APIs.

Molecular Initial Suggested . DFT Gibbs
Compound MW Lee . EC In Silico Energy
Formula Conditions Transformation
[kcal/mol]
Dantrolene (DAN) 314.253 C14H19N4O5 - - - - -
Dantrolene impurities
DAN-Imp1-Ox(A) Vv X —52
DAN—Impl—Ox(B) 330.252 C4H1pN4Og pH 7.4,+1.0 +0O X \/ _47
DAN-Imp2-Ox 346.252 C14H19N4O7 5 ?27'\;1' +20 Vv X —98
Furazidine (FUR) 264.194 C1oHgN; 05 - - - - -
Furazidine impurities
FUR-Imp1-Ox(A) pH74, X Vv —47
FUR-Imp1-Ox(B) 280.194 C1oHsN4Os +20V O v X -9
Nitrofural (NF) 198.136 CeHgN4Oy4 - - - - -
Nitrofural impurities
NE-Imp1-Ox 214.136 CgHs5N,O5 pH74,+15 +O Vv X —54
Nitrof toi
! “(’;1;;‘ om 238.157 CsHN,Os5 - - - -
Nitrofurantoin impurities
NFT-Imp1-Ox 254156 CgHeN4Og 5?87'\‘;' e N . vy
pH74,
NFT-Imp2-Ox 225.158 CgH7N30s5 10V -N+H Vv X —190
pH?74,
NFT-Imp3-Ox 270.156 CgHgN4O7 2V +20 Vv X —100

EC—electrochemistry; MetabolitePredict—in silico, MW—molecular weight.

After electrochemical oxidation, two dantrolene oxidation products not previously
described in the literature were detected, which were DAN-Imp1-Ox and DAN-Imp2-
Ox. The HRMS analysis of MS spectra showed deprotonated molecular ion peaks at m/z
329.0528 [M—H] ™ and m/z 345.0475 [M—H]~, corresponding to the molecular formulas
Ci4H1gN4Og and C14H1pN4Oy7, respectively. DAN-Imp1-Ox may be identified with two
isomeric structures denoted as DAN-Imp1-Ox(A) and DAN-Imp1-Ox(B). With the DFT
calculations, it was estimated that there was a small AG difference of 5 kcal /mol between
the A- and B-isomers, pointing to isomer A as a preferable structure. According to the
literature, a dantrolene metabolite has been identified as 5-hydroxydantrolene, formed
by the oxidation of the hydantoin ring, which is also confirmed by our in silico studies.
However, in our electrochemical studies, based on the fragmentation obtained, oxidation
occurs also at the aliphatic residue [35]. It was observed that, under these experimental
conditions, an applied voltage of 1.0 V was the optimal potential for generating DAN-Imp1-
Ox, and 1.2 V was optimal for DAN-Imp2-Ox. Figures 56 and S7 display the MS2 spectra of
dantrolene’s impurities, while Figures 523 and 524 present the structures of characteristic
fragments, confirming their identification.

HRMS analysis of MS spectra of the oxidized furazidine solution at 2.0 V showed one
new, previously unreported oxidation product, FUR-Imp1-Ox. The MS spectrum showed a
protonated molecular ion peak at n1/z 280.0686 [M +H]", corresponding to the molecular
formula C1gHgN4Og. The FUR-Imp1-Ox(A) structure has a lower Gibbs energy and is
observed as a predicted metabolite. However, the MS2 spectrum (Figure 58) of this impurity
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and the structures of the characteristic fragments (Figure 525) confirm the identification of
the FUR-Imp1-OX(B) structure.
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Figure 11. Proposed degradation products of DAN.
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In the case of nitrofural, oxidation of the sample at 0.7 V led to the formation of one
previously unknown oxidative degradation product, which was NF-Imp1-Ox. The HRMS
analysis of MS spectra showed a deprotonated molecular [M—H]™ ion at m/z 213.0274,
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corresponding to the molecular formula C¢HsN4Os. Figure S9 presents the MS2 spectrum
of this impurity, while Figure 526 provides the structures of characteristic fragments,
confirming their identification. In nitrofural, electrochemical oxidation occurs at the carbon
of the aliphatic chain.

After the electrochemical oxidation reaction of nitrofurantoin, the following three new
degradation products were detected: NFI-Imp1-Ox, NFT-Imp2-Ox and NFT-Imp3-Ox. MS
spectra showed that, at 800 mV, the first hydroxylation product was formed (oxidation in
hydantoin ring) with a molecular ion peak at m/z 253.0226 [M—H]~; at 1.2V, dioxidation
occurs: m/z 269.0177 [M—H]~. The oxidation of nitrofurantoin also proceeded with the
opening of the imidazolidine-2,4-dione ring: an ion peak at m/z 223.0323 [M—H]~. Figures
510-512 display the MS2 spectra of nitrofurantoin’s impurities, while Figures 527-529
present the structures of characteristic fragments, confirming their identification.

A comparison of the oxidation products obtained by the electrochemical method and
the metabolites predicted in silico is summarized in Table 1.

2.2.2. Electrochemical Reduction

The reduction of dantrolene, nitrofurazone, nitrofurantoin, and furazidine may involve
different mechanisms and conditions described in the literature, with nitro reduction being
the most likely metabolic process. The results of the electrochemical reduction of the studied
APT's are summarized in Table 2, and proposed structures are presented in Figures 11-14.

Table 2. Summary of the main reduction products of four tested APIs.

Molecular Suggested DFT Gibbs
Compound MW Conditions &8 . EC In Silico Energy
Formula Transformation
[kcal/mol]
Dantrolene (DAN)  314.253 C14H19N4O5 - - - - -
Dantrolene impurities
DAN-Imp1-RED 300.270 C14H1pNyOy  pH74, 07V +2H-O Vv v —239
DAN-Imp2-RED 282.259 C14H1gNjO3  pH74, 0.7V -20 Vv X —204
Furazidine (FUR) 264194  C;oHsN4Os - - - - -
Furazidine impurities
H7.4, -07V
FUR-Imp1-RED 234.211 C1oH10N4O3 ppH 74 20V +2H -20 Vv v —398
FUR-Imp2-RED 248.195 CioHgNysOy  pH74, —07V -0 Vv X —128
FUR-Imp3-RED 250.211 CioH1oN3sOy  pH74, —09V +2H-O Vv v —242
Nitrofural (NF) 198.136 CsHgNy Oy - - - - -
Nitrofural impurities
NE-Imp1-RED 168.153 CgHgN4O; pH74,-10V +2H -20 Vv v —399
NF-Imp2-RED 185.137 CgH7N304 pH74, -07V +H-N V4 X —179
Nitrof toi
! “(’;P‘,;‘)‘ om 238157  CgHgNyOs - - - - -
Nitrofurantoin impurities
NFT-Imp1-RED 208.174 CgHgN4O3 pH74, 10V +2H -20 Vv v —400
NFT-Imp2-RED 206.158 CsHgN4O3 pH74, -0.7V -20 Vv X —286
NFT-Imp3-RED 224174 CgHgN4Oy pH74, 10V +2H-O v Vv —244

EC—electrochemistry; MetabolitePredict—in silico, MW—molecular weight.

The HRMS analysis of dantrolene spectra after electrochemical reduction indicated
the two degradation products, DAN-Imp1-RED and DAN-Imp2-RED, with molecular ion
peaks at m/z 299.0785 [M—H]~ and m /z 282.0758 [M—H]~. Figures 513 and 514 display the
MS2 spectra of these impurities, while Figures 530 and 531 present the structures of char-
acteristic fragments, confirming their identification. MS spectra of the dantrolene sample,
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measured at negative potentials from 0 to —2 V, showed the formation of hydroxylamine,
previously described in the literature [41,42], and the new reduction impurity.

The HRMS analysis of furazidine spectra after electrochemical reduction also indi-
cated the reduction of nitro groups. The following three new degradation products were
observed: FUR-Imp1-RED (at —0.7 V), FUR-Imp2-RED (at —0.7 V), and FUR-Imp3-RED
(at —0.9 V), with molecular ion peaks at m/z 249.0657 [M—H]~, m/z 247.0476 [M—H]~,
and m/z 233.0703 [M—H]~. Figures 515-517 illustrate the MS2 spectra for these impuri-
ties, while Figures S32-534 present the structures of characteristic fragments, confirming
their identification.

In the case of nitrofurazone, the detection of two products with m/z 184.0363 and
m/z 167.0572 in electrochemical reduction experiments led to the identification of an
amine (NF-Imp1-RED), which is formed at a potential of —1.0 V and a hydroxylamine
known from the literature (NF-Imp2-RED), which is formed at a potential of —0.7 V
(Figures 518 and 519). Figures S35 and S36 present the structures of characteristic fragments,
confirming their identification.

The formation of three degradation products was confirmed in the nitrofurantoin
reduction studies. HR-MS spectra showed that the highest-intensity impurity, NFT-Imp1-
RED, is an amine formed at a potential of —1.0 V, with m/z 207.0518. According to our
study, the reduction of nitrofurantoin also involves the opening of the nitrofurane ring
(—0.7V), m/z205.0366. At a reduction potential of —1.0 V, a hydroxylamine, NFT-Imp3-
RED with m/z 223.0460, is also formed. Figures S20-S22 illustrate the MS2 spectra of
nitrofurantoin’s impurities, while Figures 537-539 present the structures of characteristic
fragments, confirming their identification.

The electrochemical studies are consistent with the metabolism of nitroreductases
reported in the literature.

A comparison of the reduction products obtained by the electrochemical method and
the metabolites predicted in silico is summarized in Table 2.

2.3. Quantum Mechanical DFT Calculations

The optimized molecular structures were obtained with the Gaussian G16 software,
Revision A.03 [49] using the density functional theory (DFT) with the B3LYP/6-311++G(d,p)
function and optimization with the Berny algorithm until positive harmonic frequencies
were obtained. The Gibbs Free Energy (in kcal /mol) was used as the metric for comparing
the relative stabilities of the investigated structures (the AG values in Tables 1 and 2).
The details of the calculations are presented in the Supplementary Information, see the
Tables S1 and 52.

An analysis of the Gibbs Free Energy differences assigned to the hypothetical stoichio-
metric reaction leads to the following observations.

2.3.1. Oxidation

Oxidation seems to be a regioselective addition of mono or dioxygen addition to the
molecular structure. The most preferred position for the mono-oxygen addition is the -CH-
residue between the nitrogen atom and the furan ring. Subsequent oxygen additions occur
at various positions, such as other -CH- or NH- residues. The following observations of the
AG values can be made:

For NFT, the monooxidation of NFT is resolved to be the structure NFT-Imp1-Ox with
a AG = —47 kcal/mol. The dioxidation of NFT is identified as the structure NFT-Imp3-Ox
and corresponds well with a AG = —100 kcal/mol, i.e., the most negative value among AG
values of other di-oxygenated structures.

91



Int. J. Mol. Sci. 2025, 26, 4295

14 0f 20

The monooxidation of DAN is resolved to be the structure DAN-Imp1-Ox, and its
AG = —52 kcal /mol is the most negative value among the two monooxidated structures
investigated theoretically. The dioxidation of DAN occurs at the sites observed in the
monooxidation, i.e., at the -CH;- residue of the imidazolidinedione ring and at the -CH=N-
fragment of the hydrazone linker.

The monooxidation of NF is resolved to be the structure NF-Imp1-Ox, and its
AG = —54 kcal/mol is the most negative value among the three monooxidated structures
investigated theoretically.

The monooxidation of FUR is resolved to be the structure FUR-Imp1-Ox based on two
structural proposals. The second structural proposal corresponds to AG = —9 kcal /mol, also
known as the less energetically favorable among the five structures considered theoretically.
The most energy advantageous is the first structural proposal, for which the energy is
AG= —47 kcal/mol.

Compounds oxidize either at the carbon in the aliphatic ring or in the five-membered
ring at the carbon. Whereby, in DAN, the first oxidation goes to the carbon in the aliphate
and the second to the ring. In NF, the first oxidation also goes to the carbon in the aliphatic
chain. There is no second oxidation. One can comment on this effect, i.e., the double
oxidation of DAN and monooxidation of NF, with a comparison of the hypothetical sto-
ichiometric reactions, and the corresponding Free Energy output (AG) can be predicted
theoretically as follows:

DAN+1!/,0, = DAN-Imp1-Ox(A) (monooxidation) AG = —52 kcal/mol

DAN + Op — DAN-Imp2-Ox (dioxidation) AG = —98 kcal/mol

The monooxidation of DAN occurs at the aliphatic residue. In the dioxidation process,
the second oxygen atom is located at the imidazolidine-2,4-dione residue. The negative
AG values suggest that both reactions should occur spontaneously. In the case of NF, only
monooxidation is observed. The corresponding hypothetical reaction is as follows:

NF + 1/2 Oy — NF-Imp1-Ox (monooxidation) AG = —54 kcal /mol

However, dioxidation should not occur due to unfavorable AG values for the oxygen
atom insertion into the imidazolidine-2,4-dione residue of AG = —18 kcal/mol (at the imino
nitrogen) and AG = —7 kcal/mol (at the amino nitrogen). Taking the above observations
into account, one can elucidate the reason for the lack of double oxidation in NF, and
consequently, its greater resistance to oxidation compared to DAN, which should be
less resistant. According to the scheme for FUR, we should consider two monooxidated
structures of FUR, i.e., FUR-Imp1-Ox with the OH group attached to the carbon atom of
the -CHj- residue and to the nitrogen atom located between two oxygen atoms. According
to the calculated AG values (=51 kcal/mol and —9 kcal /mol, respectively), the second
structure is less likely.

2.3.2. Reduction

The reduction reactions seem to follow a variety of paths, as a rule leading to a
degradation of the parental (initial) molecule. The stoichiometric reactions suggest that,
in the reduction process, 1-6 electrons are exchanged. The stoichiometric reaction does
not incorporate details of the molecular mechanism of the reduction reaction. One can
only expect that the more electrons that are exchanged, the more complex the reaction,
e.g., multistep reactions, should occur. A tentative generalization based on our empirical
and theoretical data suggests preserving the entire structure of the parent molecule. An
exception is the case of the NFT-Imp2-Ox structure, where NFT oxidation results in the
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opening of the imidazolidinedione ring. This may provide another argument supporting

our belief in the low stability of the parent NFT molecule. In contrast to oxidation, the

reduction reaction leads to the degradation of the parent molecules, splitting them into
various smaller fragments.

An analysis of the hypothetical AG (reaction) is shown as follows. Let us schematically
describe the molecular structure of the parent molecules as follows:

NF (nitrofural): (nitrofuran residue) — (-C=N-) — (formamide residue)

NFT (nitrofurantoin): (nitrofuran residue) — (-C=N-) — (imidazolidinedione residue)

FUR (furazidine): (nitrofuran residue) — (-C=C-C=N-) — (imidazolidinedione resid ue)

DAN (dantrolene): (nitrophenyl-nitrofuran residue) — (-C=N-) - (imidazolidinedione
residue).

The degradation of the parent molecules occurs at each molecular fragment described
above, depending on the experimental conditions and a particular molecular structure of
the parent molecule. The manner in which specific degradation under reductive conditions
occurs can be interpreted with the theoretically calculated AG (reaction).

The estimated AG (reaction) of a series of stechiometric hypothetical reductive reac-
tions falls within the [-400, —11] kcal/mol interval. We believe that the more negative the
AG, the more likely the corresponding degradation of the parent molecules. Following this
reasoning, we predict that, based on the AG (reaction) in the [-400, —300] kcal /mol range,
one should expect the following degradation paths:
¢  NF (nitrofural) undergoes first the NO;- group reduction up to the amino -NH; group.
e  NFT (nitrofurantoin): here, reduction of the NO; group to the -NH; group becomes

the most probable degradation path.

e FUR (furadizine): here too, the reduction of the NO; group to the -NH; group becomes
the most probable degradation path.

e DAN (dantrolene): the degradation of the NO; group to -NH-OH or =NH residues
becomes the most likely path. Here, the reduction does not terminate at the -NH,
group.

Itis suggested that these paths correspond to the exchange of six electrons. It is also
expected that the molecular mechanism of such degradation is much more complicated
than that visualized in a simple six-electron hypothetical stoichiometric reaction.

The reduction of the DAN, FUR, NF, and NFT compounds generally yields amino-
or hydroxylamino derivatives (the -NO; residue reduction). Moreover, in one of the NFT
derivatives, degradation results in the opening of the furan ring and the formation of the
CN triple bond.

By reviewing the AG values of the corresponding hypothetical reduction reactions,
one cannot identify any outliers because all the investigated structures have similar AG
values, of about —50 kcal/mol per one hydrogen atom added. Details are given in the
Supplementary Materials, Table S1 and S52.

3. Materials and Methods
3.1. Chemicals

Acetonitrile for LC/MS, methanol for LC/MS, ammonium formate for LC /MS, ammo-
nia solution, formic acid for LC/MS, and dimethy] sulfoxide were purchased from Merck
(Darmstadt, Germany).

3.2. Electrochemical Measurements

Electrochemical studies were performed using an Autolab potentiostat (Eco Chemie
BV, Utrecht, The Netherlands), which was controlled by a computer with GPES software,
version 4.9. A three-electrode system placed in a glass measuring vessel was used in
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these studies. This system consisted of a reference electrode, a saturated silver/silver
chloride electrode with saturated KC1 (Ag/AgCl, KClsy), a platinum plate, which acted as
an auxiliary electrode, and a working electrode, a glassy carbon electrode with a surface
area of 0.071 em? (GCE, BASi®, Kent Avenue, West Lafayette, IN, USA). The solutions in
which all three electrodes were immersed were deoxygenated by passing argon (99.5%
purity, Air Products, Kielce, Poland) for 20 min before the measurements. During the
measurements, gas was passed over the solution. Measurements were carried out at an
ambient temperature of approximately 22 4= 2 °C.

3.3. EC/ESI-HRMS Measurements

Electrochemical oxidation and reduction were performed using the ROXY™ EC
system (AntecScientific, Zoeterwoude, The Netherlands) [50]. The ROXY™ EC System
(Figure 540) includes the ROXY potentiostat equipped with a p-PrepCell™ 2.0, infusion
pump (HARVARD APPARATUS, Holliston, MA, USA), and a glass syringe (5.0 mL,
HAMILTON Co., Reno, NV, USA). The ROXY EC System is controlled by Antec Dia-
logue software, version 2.0.0.81. The u-PrepCell™ 2.0, equipped with a Magic Damond
(BBD) working electrode, an auxiliary (AUX) electrode (inert polymeric inlet block), and a
HyREF™ reference electrode, was used for the generation of degradation and metabolism
impurities. The experiments were operated at a flow rate of 50 uL/min at room temperature
and a potential range for oxidation from 0 to 2.0 V and for reduction from 0 to —2.0 V. DAN,
FUR, NF, and NFT (Figure 2) were dissolved in 20 mM of aqueous ammonium formate
solution (pH = 7.4) and ACN (50:50 v/v). The final concentration of APIs was 100 pg/mL.

The EC cell was connected to the ESI-MS-HR: Maxis 4G time-of -flight mass analyzer
(Bruker, Bremen, Germany). The QTOF system was controlled by MAXIS software, Com-
pass 1.3, control version 3.0 and data processing DataAnalysis software, version 4.0 SP3.
The HR-MS runs were performed in positive or negative mode depending on the API used
with the following parameters: nebulizer 0.4 bar, dry gas 4 L/min, dry temperature 180 °C,
capillary +2800 V, and end plate —500 V. For EC/HRMS coupling, a mass range from 50 to
1000 m/z was used. The mass spectrometer was tuned before any measurements, and sum
formulas were calculated for the resulting measured ion masses. The molecular patterns
were determined with a high degree of precision, keeping the mass error below 5 ppm
and the isotopic pattern deviation, known as mSigma, below 30. The mSigma value is a
measure of how well the theoretical isotopic pattern matches the observed pattern for a
given mass peak. It includes the standard deviation of both masses and intensities of all
isotopic peaks. For the hybrid mass spectrometer, the precursor ion of the tested compound
was selected using the quadrupole analyzer, and the product ions were analyzed using a
TOF analyzer.

Structure elucidation was facilitated using ACD/Labs MS Fragmenter software, ver-
sion 2023.2.0.

3.4. DFT Calculations

All the calculations were performed on the HPC cluster in the Interdisciplinary Centre
for Mathematical and Computational Modelling at the University of Warsaw, Poland.

The model reactions of the reduction/oxidation (red/ox) processes were assumed
to proceed from a known initial step (Reactants) up to the deduced final step (Products)
without considering any intermediate transition structures or reactions. In this way, we
assumed that the model reaction can proceed spontaneously when the difference between
the Product Gibbs Free Energy and the Reactant Gibbs Free Energy becomes negative.
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3.5. In Silico Prediction of Metabolism

In silico predictions were performed using Bruker Daltonics software (version 2.0;
Germany). The MetabolitePredict (version 2.0; Bruker Daltonics, Bremen, Germany) is a
computational algorithm that predicts the most likely metabolic transformations of the
compound related to phase I reactions in the liver. Moreover, it provides the structure of
the metabolites, formed with a ranking derived from the site of metabolism predictions,
with exact molecular weight (MW).

4. Conclusions

Pharmaceutical compounds such as dantrolene, nitrofurantoin, furazidine, and nitro-
fural were investigated electrochemically to determine their electroactivity and to generate
degradation products. Oxidation and reduction products were predicted and supported
by a computational approach that included an in silico method and a quantum mechani-
cal DFT calculation of their molecular energies. Seventeen degradation impurities were
identified using the QTOF technique, and most of these products were also confirmed by
computational methods. The electrochemical technique has generated a large number of
structurally related products and has proven effective in producing new, not previously
reported, degradative impurities, the toxicity of which is worth considering. Additionally,
electrochemistry allows us to understand the stability of a drug product with hydrazone
groups. In electrochemical oxidation studies, nitrofurantoin proved to be the most unstable,
forming degradable impurities at a potential from +0.7 V, while furazidine proved to be the
most stable, with an oxidation product formed at +2.0 V. For all hydrazone-containing drugs
tested, the stability of reducing potentials was similar, with degradation impurities formed
from —0.7 V. Examination of the stability towards oxidation of the carbon neighboring the
hydrazone group indicates that compounds such as dantrolene and nitrofurantoin may be
more susceptible to the hydrolysis of the hydrazone and the formation of amines or hydrox-
yamines, which can be oxidized to nitrosamines under the right conditions. The present
research becomes essential in the design of methodology applied to protecting patient safety
and developing robust products. The research conducted also determines the conditions
under which electrochemical synthesis of the newly identified impurities will be possible.
This work continues to focus on the detection of low-molecular-weight nitrosamines.

Supplementary Materials: The supporting information can be downloaded at the following: https:
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4. Podsumowanie i wnioski

. Po wykonaniu przegladu pismiennictwa i analizy ryzyka powstawania
N-nitrozoamin w trzech wybranych API produkowanych w t-IChP opracowano
nowg metode chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas (GC-MS)
z uzyciem mikroekstrakcji. Opracowana metoda pozwala na jednoczesne
oznaczanie dziewigciu kancerogennych N-nitrozoamin w cilostazolu, sunitynibie
1 olmesartanie medoksomilu. Metod¢ zoptymalizowano pod wzgledem predkosci
wirowania, czasu wirowania, objetosci rozpuszczalnika uzytego do ekstrakeji
1 warunkow rozdzielania chromatograficznego, a nastepnie poddano walidacji
zgodnie z wytycznymi ICH. Otrzymane granice wykrywalnosci (0,15-1,00 ng/mL)
1 wysokie wspotczynniki determinacji (R? > 0,995) potwierdzity zdolnos¢ metody
do wykrywania N-nitrozoamin na niskich poziomach stezen 1 jej liniowos¢
w badanym zakresie. Walidacja wykazata wysoka doktadnos¢ (94-111%) oraz
precyzje (RSD < 7,65%) metody. W substancji cilostazol i sunitynib nie wykryto
zanieczyszczen, a w substancji olmesartan medoksomilu wykryto NDEA.
Zaproponowana procedura jest szybka, przyjazna $rodowisku i odpowiednia
do rutynowej kontroli jakosci APl w warunkach Dobrej Praktyki Wytwarzania
(GMP).

. Do kontroli produktow leczniczych z polskiego rynku farmaceutycznego,
w Narodowym Instytucie Lekow oraz na potrzeby EDQM, opracowano metodg
LC-MS/MS umozliwiajaca oznaczanie 1-metylo-4-nitrozopiperyzyny (MNP)
w zlozonych preparatach z ryfampicyna. Rozwdj metody uwzgledniat kontrole
wplywu matrycy 1 opracowanie wydajnej ekstrakcji. Opracowana metoda zostata
poddana walidacji zgodnie z wytycznymi regulacyjnymi ICH. Oceniono parametry
takie jak: specyficznos¢, doktadnosé, precyzja, granica wykrywalnosci oraz granica
oznaczalnos$ci. Odzysk MNP wyniost 100,4 + 3,24%, a precyzja posrednia — 2,6%.
Badania stabilnosci i badania stresowe wykazaty, ze MNP powstaje zaréwno
poprzez utlenianie 1-amino-4-metylopiperyzyny, jak 1 w wyniku rozkladu
ryfampicyny w warunkach stresu oksydacyjnego i termicznego. Zaproponowano
mechanizm powstawania MNP w oparciu o hydrolize hydrazonu i dalsze utlenianie
produktéw degradacji ryfampicyny.

. Powyzsze wyniki staly si¢ podstawg do kontynuowania badan nad

produktami leczniczymi zawierajacymi uklad hydrazonowy. Wykonano badania
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nad stabilno$cia wybranych APIs zawierajacych grupe hydrazonowa,
ze szczegbdlnym uwzglednieniem mechanizméw ich utleniania i1 redukcji.
Do analizy wykorzystano aparature ROXY™ EC system polaczony
z wysokorozdzielczg spektrometrig mas typu QTOF, co pozwolito na jednoznaczng
identyfikacj¢ produktow degradacji na podstawie doktadnej masy i widm
fragmentacyjnych.  Przebadano cztery substancje czynne: dantrolen,
nitrofurantoing, furazydyne i1 nitrofural, wykazujac ich znaczng elektroaktywno$¢
i tendencje do tworzenia potencjalnie niebezpiecznych produktow degradacii.
Lacznie zidentyfikowano siedem produktéw utleniania i dziesi¢¢ produktéw
redukcji, w tym nowe zanieczyszczenia nieopisane dotychczas w piSmiennictwie.
Uzyskane wyniki  eksperymentalne  wsparto  obliczeniami  kwantowo-
mechanicznymi (DFT). Ponadto, z wykorzystaniem komercyjnie dostepnego
oprogramowania in silico, poréwnano przewidywane produkty metaboliczne z tymi
uzyskanymi  metodami  eksperymentalnymi.  Polaczenie  elektrochemii
z wysokorozdzielcza spektrometria mas okazato si¢ uzyteczne jako narzg¢dzie
do oceny stabilno$ci zwigzkéw, wykrywania nowych zanieczyszczen oraz

okreslania ich struktury.

o Wdrozenia metod potwierdzaja ponizej zamieszczone dokumenty:
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5. Oswiadczenia wszystkich wspolautorow publikacji

5.1. Publikacja 1 (przegladowa)
Witkowska, A. B.; Zezula, M.; Glice, M.; Stolarczyk, E.U.; Nowe

aspekty metodyki oznaczania N-nitrozoamin, Przemyst Chemiczny
2021;100(3):230-239.
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Jako wspélautor pracy pt. ,Nowe aspekty metodyki oznaczania N-nitrozoamin”,
(Przemyst Chemiczny 2021;100(3):230-239) oéwiadczam, iz méj wlasny wkiad merytoryczny
w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji stanowi: przeglad piSmiennictwa, wyciggniecie wnioskéw, redagowanie i
korekta manuskryptu.

Moj wkiad procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 50%.

Jednoczeénie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cz¢$¢ rozprawy doktorskiej

mgr Anny Witkowskiej.
Der  Loiootisl
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(Przemyst Chemiczny 2021;100(3):230-239) o$wiadczam, iz mdj wiasny wkiad merytoryczny
w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji stanowi: opracowanie koncepcji, przeglad piSmiennictwa, wyciagniecie
wnioskéw, redagowanie i korekta manuskryptu, prowadzenie korespondencji z
redakcja.

Mo6j wkiad procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 48%.
Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czgs¢ rozprawy doktorskiej
mgr Anny Witkowskiej.
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Jako wspélautor pracy pt. .Nowe aspekty metodyki oznaczania N-nitrozoamin”,
(Przemyst Chemiczny 2021:100(3):230-239) o$wiadczam, iz méj wlasny wkiad merytoryczny
W przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji stanowi: korekta manuskryptu.

Méj wkiad procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 1%.
Jednocze$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czes¢ rozprawy doktorskiej

mgr Anny Witkowskiej.

(podpis o$wiadczajacego)
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OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,Nowe aspekty metodyki oznaczania N-nitrozoamin”,
(Przemyst Chemiczny 2021;100(3):230-239) o$wiadczam, iz m6j wlasny wklad merytoryczny
w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji stanowi: korekta manuskryptu.

Moj wklad procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 1%.
Jednocze$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy doktorskiej
mgr Anny Witkowskiej.
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5.2. Publikacja 2 (oryginalna)

Witkowska, A.B.; Giebulttowicz, J.; Dabrowska, M.; Stolarczyk, E.U.;
Development of a Sensitive Screening Method for Simultaneous
Determination of Nine Genotoxic Nitrosamines in Active Pharmaceutical
Ingredients by GC-MS; International Journal of Molecular Sciences
2022; 23(20): 1-11.
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oéwiadczam, iz méj whasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i
opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: opracowanie
koncepcji badan, opracowanie metodyki badan, przeglad piSmiennictwa, analiza
wynikéw, interpretacja wynikéw, wyciagniecie wnioskéw, redagowanie i korekta
manusKkryptu, prowadzenie korespondencji z redakcja.

M6j wkiad procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 70%.
Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy doktorskiej

mgr Anny Witkowskiej.
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Jako wspotautor pracy pt. ,Development of a Sensitive Screening Method for
Simultaneous Determination of Nine Genotoxic Nitrosamines in Active Pharmaceutical
Ingredients by GC-MS”(International Journal of Molecular Sciences 2022; 23(20): 1-11)
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Simultaneous Determination of Nine Genotoxic Nitrosamines in Active Pharmaceutical
Ingredients by GC-MS”(International Journal of Molecular Sciences 2022; 23(20): 1-11)
o$wiadczam, iz méj whasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i
opracowanie badaf oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: korekta
manuskryptu.

Méj wkiad procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 1%.
Jednocze$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czgs¢ rozprawy doktorskiej
mgr Anny Witkowskiej.

(podpis o$wiadczajacego)
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Warszawa, 16.092025r

(miejscowosc, data)

Joanna Giebultowicz
(imie 1 nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. ..Development of a Sensitive Screening Method for
Simultaneous Determination of Nine Genotoxic Nitrosamines in Active Pharmaceutical
Ingredients by GC-MS"(International Journal of Molecular Sciences 2022; 23(20): 1-11)
oswiadczam, iz moj) wilasny wktad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie 1
opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: korekta
manuskryptu.

Moj wktad procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 5%.
Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czgs¢ rozprawy doktorskie)

mgr Anny Witkowskiej.

(podpis o$wiadczajacego)
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5.3. Publikacja 3 (oryginalna)

Witkowska, A.B.; Wolczynska, A.; Lis-Cieplak, A.; Stolarczyk, E.U.,
Development and Validation of LC-MS/MS Method for the Determination of
1-Methyl-4-Nitrosopiperazine (MNP) in Multicomponent Products with
Rifampicin—Analytical Challenges and Degradation Studies; Molecules 2023;
28(21):1-15. DOL: https://doi.org/10.3390/molecules28217405
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astas, 460497015~

(miejscowosé, data)

Anna Barbara Witkowska
(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspélautor pracy pt. ,,Development and Validation of LC-MS/MS Method for the
Determination of 1-Methyl-4-Nitrosopiperazine (MNP) in Multicomponent Products with
Rifampicin—Analytical Challenges and Degradation Studies " (Molecules 2023; 28¢21):1-15)
oéwiadczam, iz moj whasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i
opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: opracowanie
koncepcji badan, opracowanie metodyki badan, przeglad pi$miennictwa, analiza
wynikéw, interpretacja wynikéw, wyciggniecie wnioskéw, redagowanie i korekta
manuskryptu.

M6j wklad procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 70%.
Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czgs¢ rozprawy doktorskiej

mgr Anny Witkowskiej.

(podpis oswiadczajgcego)
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2 A
RN, 0.08. 2005¢.
(miejscowodé, data)

Aleksandra Wolczynska
(imie i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspoélautor pracy pt. ,,Development and Validation of LC-MS/MS Method for the
Determination of 1-Methyl-4-Nitrosopiperazine (MNP) in Multicomponent Products with
Rifampicin—Analytical Challenges and Degradation Studies”(Molecules 2023; 28(21):1-15)
o$wiadczam, iz moéj wihasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i
opracowanie badaf oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: korekta
manuskryptu.

M¢j wklad procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 5%.
Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czes¢ rozprawy doktorskiej

mgr Anny Witkowskiej.

(podpis oswiadczajacego)
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(miejscowosé, data)

Agnieszka Lis-Cieplak
(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. ,,Development and Validation of LC-MS/MS Method for the
Determination of 1-Methyl-4-Nitrosopiperazine (MNP) in Multicomponent Products with
Rifampicin—Analytical Challenges and Degradation Studies” (Molecules 2023; 28(21):1-15)
oéwiadczam, iz méj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i
opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: ilustrowanie i
korekta manuskryptu.

MGj wktad procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 5%.
Jednocze$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czgs¢ rozprawy doktorskiej
mgr Anny Witkowskiej.

(podpis o$wiadczajacego)
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Povseana dm 05,08 2005
(miejscowodc, data)

Elzbieta Urszula Stolarczyk
(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspbtautor pracy pt. ,Development and Validation of LC-MS/MS Method for the
Determination of 1-Methyl-4-Nitrosopiperazine (MNP) in Multicomponent Products with
Rifampicin—Analytical Challenges and Degradation Studies”(Molecules 2023; 28(21):1-15)
o$wiadczam, iz méj wilasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i
opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: opracowanie
koncepeji badan, przeglad piSmiennictwa, interpretacja wynikéw, wyciagniecie
wnioskéw, redagowanie, korekta manuskryptu i prowadzenie korespondencji z
redakeja.

M6j wklad procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 20%.
Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czg$é rozprawy doktorskiej
mgr Anny Witkowskiej.

dpis o$wiadczajacego)
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5.4. Publikacja 4 (oryginalna)

Witkowska, A.B.; Stolarczyk, K.; Fusaro, M.; Le$, A.; Giebuttowicz, J.;
Stolarczyk, E.U., Oxidation and Reduction of Hydrazones—Risk Factors Related
to the Manufacture and Stability of the Drugs; International Journal of Molecular
Sciences 2025; 26(9):1-20. DOI: https://doi.org/10.3390/ijms26094295
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xJ i
[Aaisoat 0460910757
(miejscowo§é, data)

Anna Barbara Witkowska
(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Oxidation and Reduction of Hydrazones—Risk Factors
Related to the Manufacture and Stability of the Drugs” (International Journal of Molecular
Sciences 2025; 26(9):1-20) o$wiadczam, iz mo6j wlasny wklad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji stanowi: opracowanie metodyki badan, przeglad piSmiennictwa, analiza
wynikéw, interpretacja wynikéw, wyciggniecie wnioskéw, redagowanie i korekta
manuskryptu.

Mo6j wklad procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 40%.
Jednoczeénie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cz¢$¢ rozprawy doktorskiej
mgr Anny Witkowskiej.

eq [ //{//gé

.................................................

(podpis oswiadczajacego)
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/.V.év-.ﬁzmﬁa, Gas. /C 0825~

(miejscowo$¢, data)

Elzbieta Urszula Stolarczyk
(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Oxidation and Reduction of Hydrazones—Risk Factors
Related to the Manufacture and Stability of the Drugs™ (International Journal of Molecular
Sciences 2025; 26(9):1-20) o$wiadczam, iz mdj whasny wkiad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji stanowi: opracowanie koncepcji badan, opracowanie metodyki badan,
przeglad piSmiennictwa, analiza wynikéw, interpretacja wynikéw, wyciagniecie
wnioskéw, redagowanie, korekta manuskryptu oraz prowadzenie korespondencji z
redakceja.

Mo6j wkiad procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 38%.
Jednocze$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy doktorskiej
mgr Anny Witkowskiej.

dpis o$wiadczajacego)
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Warszawa, 16.092025 r

(miejscowosc, data)

Joanna Giebultowicz
(imig 1 nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ..Oxidation and Reduction of Hydrazones—Risk Factors
Related to the Manufacture and Stability of the Drugs” (International Journal of Molecular
Sciences 2025; 26(9):1-20) oswiadczam, 1z mo] whasny wktad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji stanowi: redagowanie, korekta manuskryptu.

Moj wklad procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 2%.
Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czes¢ rozprawy doktorskie)

mgr Anny Witkowskie).

(podpis o$wiadczajgcego)
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(miejscowos¢, data)

Krzysztof Stolarczyk
(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Oxidation and Reduction of Hydrazones—Risk Factors
Related to the Manufacture and Stability of the Drugs” (International Journal of Molecular
Sciences 2025; 26(9):1-20) os$wiadczam, iz mdj wilasny wkilad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji stanowi: opracowanie metodyki cz¢Sci badan, przeglad piSmiennictwa, analiza
wynikow, interpretacja wynikow, wyciagniecie wnioskéw, redagowanie i korekta
manuskryptu.

Moj wkiad procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 10%.
Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy doktorskiej
mgr Anny Witkowskiej.

Yooagondoid.. Bodnfls

(podpis o$wiadczajacego)
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Warszawa, 04.09.2025 r.
(miejscowos¢, data)

Prof. dr hab. Andrzej Les$
Profesor emerytowany
Wydziat Chemii
Uniwersytet Warszawski

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspdtautor pracy pt. ,.Oxidation and Reduction of Hydrazones—Risk Factors
Related to the Manufacture and Stability of the Drugs” (International Journal of Molecular
Sciences 2025; 26(9):1-20) oswiadczam, iz méj wiasny wklad merytoryczny Ww
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji stanowi: przeprowadzenie czesci badai, interpretacja wynikéw, redagowanie i
korekta manuskryptu.

Moj wkiad procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 5%.
Jednocze$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy doktorskiej

mgr Anny Witkowskiej.

(podpis o$wiadczajgcego)
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Genova, 2025-09-16
(miejscowosc, data)

Massimo Fusaro
(imi¢ 1 nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,.Oxidation and Reduction of Hydrazones—Risk Factors
Related to the Manufacture and Stability of the Drugs” (International Journal of Molecular
Sciences 2025; 26(9):1-20) oswiadczam, 1z mo] whasny wkiad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie 1 opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji stanowi: przeprowadzenie cz¢s$ci badan i korekta manuskryptu.

Mo wktad procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 5%.
Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czes¢ rozprawy doktorskiej

mgr Anny Witkowskie;j.

gmg_— 10 Moo

(podpis oswiadczajacego)
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6. Wykaz innych publikacji naukowych

1)

2)

3)

4)

S)

6)

7)

Witkowska, A.; Biedrzycka, M.; Izdebski, R.; Literacka, E.; Urbanowicz, P.;
Deforet, F.; Carriere, R.; Robin, F.; Stolarczyk, E.U.; Lemoine, J.;
Gniadkowski, M.; Assessment of an LC coupled with tandem MS
(LC-MS/MS) tool in the detection of antimicrobial resistance mechanisms
in Enterobacterales , Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 2025,
djaf339, https://doi.org/10.1093/jac/dkat339

Stolarczyk, E.U.; Strzempek, W.; Muszynska, M.; Kubiszewski, M.;
Witkowska, A.B.; Trzcinska, K.; Wojdasiewicz, P.; Stolarczyk, K.
Preparation of Diosgenin-Functionalized Gold Nanoparticles: From
Synthesis to Antitumor Activities. Int. J. Mol. Sci. 2025, 26, 1088.
https://doi.org/10.3390/ijms2603108

Stolarczyk, E.U; Groman, A.; Zezula, M.; Witkowska, A.; Application of
GC-MS and LC-MS techniques for direct analysis of amines in
pharmaceutical substances. Acta Poloniae Pharmaceutica - Drug
Research,2022, 79 (5 ), 603-613 DOI: 10.32383/appdr/15608

Laszcz, M.; Witkowska, A., Studies of phase transitions in the aripiprazole
solid dosage form. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis
2016, 117, 298-303. DOI: 10.1016/j.jpba.2015.09.004.

Laszcz, M.; Trzcinska, K.; Witkowska, A.; Ciesielska, A.; Badowska-
Rostonek, K.; Kuziak, K., Structural and Physicochemical Studies of
Olopatadine Hydrochloride Conformational Polymorphs. Journal of
Pharmaceutical Sciences 2016, 105, (8), 2419-2426. DOI:
10.1016/j.xphs.2016.05.031

Laszcz, M.; Trzcinska, K.; Witkowska, A.; Ciesielska, A.; Badowska-
Rostonek, K.; Kuziak, K., Structural and Physicochemical Studies of
Olopatadine Hydrochloride Conformational Polymorphs. Journal of
Pharmaceutical Sciences 2016, 105, (8), 2419-2426. DOI:
10.1016/j.xphs.2016.05.031

Laszcz, M.; Trzcinska, K.; Witkowska, A.; Ciesielska, A.; Badowska-
Rostonek, K.; Kuziak, K., Structural and Physicochemical Studies of
Olopatadine Hydrochloride Conformational Polymorphs. Journal of
Pharmaceutical Sciences 2016, 105, (8), 2419-2426. DOI:
10.1016/j.xphs.2016.05.031
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8)

9)

10)

11)

12)

13)

14)

15)

16)

Laszcz, M.; Trzcinska, K.; Witkowska, A.; Lipiec-Abramska, E.; Szczepek,
W. J.,, Phase transition studies of dutasteride crystalline forms.
CrystEngComm 2015, 17, (11), 2346-2352. DOI: 10.1016/j.jpba.2015.09.004
Laszcz, M.; Kubiszewski, M.; Jedynak, L..; Kaczmarska, M.; Kaczmarek, L..;
Luniewski, W.; Gabarski, K.; Witkowska, A.; Kuziak, K.; Malinska, M.,
Identification and Physicochemical Characteristics of Temozolomide
Process-Related Impurities. Molecules 2013, 18, (12), 15344-15356. DOLI:
10.3390/molecules181215344

Laszcz, M.; Trzcinska, K.; Filip, K.; Szyprowska, A.; Mucha, M,
Krzeczynski, P., Stability studies of capecitabine. Journal of Thermal
Analysis and Calorimetry 2011, 105, (3), 1015-1021. DOI: 10.1007/s10973-
011-1351-x

Filip, K.; Bankowski, K.; Sidoryk, K.; Zagrodzka, J.; Laszcz, M.; Trzcinska,
K.; Szyprowska, A.; Cmoch, P.; Maruszak, W., Physicochemical
characterization of ezetimibe and its impurities. Journal of Molecular
Structure 2011, 991, (1), 162-170. DOI: 10.1016/j.molstruc.2011.02.020
Filip, K.; Bankowski, K.; Sidoryk, K.; Zagrodzka, J.; Laszcz, M.; Trzcinska,
K.; Szyprowska, A.; Cmoch, P.; Maruszak, W., Physicochemical
characterization of ezetimibe and its impurities. Journal of Molecular
Structure 2011, 991, (1), 162-170. DOI: 10.1016/j.molstruc.2011.02.020
Jackowski, K.; Makulski, W.; Szyprowska, A.; Antusek, A.; Jaszunski, M.;
Juselius, J., NMR shielding constants in BF3 and magnetic dipole moments
of B-11 and B-10 nuclei. J. Chem. Phys. 2009, 130, (4), 5. DOIL:
10.1063/1.3065670

Jackowski, K.; Makulski, W.; Szyprowska, A.; Antusek, A.; Jaszunski, M.,
Temperature dependence of the 1J(11B19F) spin—spin coupling in BF3
molecule. Magnetic Resonance in Chemistry 2009, 47, (10), 857-861. DOI:
10.1002/mrc.2484

Bodziachowska-Panfil, M.; Groman, A.;Kubiszewski, M; Stopa, A.;
Witkowska, A.; Szczepek, W. J.;Wady 1 =zalety syntez etabonianu
loteprednolu, Przemyst Chemiczny 2012, 91(3):296-301

Laszcz, M.; Witkowska, A.B.; Trzcinska, K.; Kubiszewski, M.; Kuziak, K.
Analiza wodzianéw substancji czynnych, Przemyst Chemiczny 2012,
91(3):333-341
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7. Wykaz innych doniesien zjazdowych

1. Doniesienie zjazdowe nr Al

Stolarczyk, E.U.; Witkowska, A.B; Kryczyk-Poprawa, A.; Dorozynski, P.;
Elektrochemiczna degradacja benzofenonu-3 w roztworach wodnych przy
zastosowaniu aparatury ROXY - identyfikacja produktoéw posrednich za pomoca
techniki QTOF, 67. Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego,
Wroctaw, 22-26.09.2025, sesja plakatowa

2. Doniesienie zjazdowe nr A2

Lis-Cieplak, A.; Witkowska, A.B.; Stolarczyk, E. U.; Opracowanie metody
oznaczania alkaloidow pirolizydynowych w produktach ziotowych po ekstrakcji
nadkrytycznej, Polska Konferencja Chemii Analitycznej 2025,
Gdansk,01-04.07.2025, sesja plakatowa

3. Doniesienie zjazdowe nr A3

Witkowska, A.B.; Stolarczyk, E.U.; Izdebski, R.; Urbanowicz, P.; Literacka, E.;
Zabicka, D.; Gniadkowski, M.; Deforet, F.; Carriere, R.; Lemoine, J.; Antibiotic
resistance profiling within 1 hour using LC-MS/MS — implementation of the
IDAREMS technology in Poland; 7 Konferencja Polskiego Towarzystwa
Spektrometrii Mas,

Warszawa, 4-6.09.2023, sesja plakatowa

4. Doniesienie zjazdowe nr A4

Michalak, O.; Gruza, M.M.; Laszcz, M.; Witkowska, A.B.; Trzcinska, K.; Bujak,
I.; Cmoch, P., Otrzymywanie 1 charakterystyka fizykochemiczna zanieczyszczen
oraz potproduktu soli disodowej pemetreksedu, leku przeciwnowotworowego,

X Multidyscyplinarna Konferencja Nauki o Leku,

Korytnica, 15-19.05.2016, sesja plakatowa

5. Doniesienie zjazdowe nr A5

Laszcz, M.; Trzcinska, K.; Witkowska, A.B.; Ciesielska, A.; Badowska —
Rostonek, K.; Polimorfizm konformacyjny chlorowodorku olopatadyny, 57
Konwersatorium Krystalograficzne,

Wroctaw, 25-26.06.2015, sesja plakatowa

6. Doniesienie zjazdowe nr A6

Witkowska, A. B.; Laszcz, M.; Trzcinska, K., Lipiec-Abramska, E.; Szczepek, W.
J.; Charakterystyka form polimorficznych dutasterydu; IX Multidyscyplinarna
Konferencja Nauki o Leku,

Korytnica, 12-14.05.2014, sesja plakatowa
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7. Doniesienie zjazdowe nr A7

Michalak, O.; Jatczak, K.; Witkowska, A.B.; Laszcz, M., Pucko, W., Bujak, I.,
Groman, A., Otrzymywanie i charakterystyka fizykochemiczna form
krystalicznych oraz postaci amorficznej soli disodowej pemetreksedu; 1X
Multidyscyplinarna Konferencja Nauki o Leku,

Korytnica, 12-14.05.2014, sesja plakatowa

8. Doniesienie zjazdowe nr A8

Trzcinska, K.; Laszcz, M.; Witkowska, A.B.; Krzeczynski, P.; Luniewski, W.
;Badania rentgenostrukturalne i charakterystyka fizykochemiczna monotosylanu
lapatynibu, 55 Konwersatorium Krystalograficzne,

Wroctaw, 27-28.06. 2013, sesja plakatowa

9. Doniesienie zjazdowe nr A9

Laszcz, M.; Witkowska, A.B.; Kuziak, K.; Cmoch, P.; Filip, K., Gruza, M.,
Jatczak, K. , Koziak, K.; Grynkiewicz, G., Physicochemical characterization of
diacetonide analog of protoescigenin; Euroanalysis

Warszawa, 25-29.08.2013, sesja plakatowa

128



8. Wykaz innych aktywnosci naukowych

cztonek Mutagenic Contaminants OMCL Testing Group under the European
Drectorate for the Quality of Medicines (EDQM) - udziat
w migdzynarodowej wspdlpracy w zakresie regulacji dotyczacych analiz
N-nitrozoamin w produktach leczniczych, analizy produktéw z rynku
europejskiego (2022 — obecnie).

,Zastosowanie spektrometrii mas do badania profili zanieczyszczen
w substancjach i produktach farmaceutycznych”; Zajecia praktyczne dla
studentoéw - farmacja analityczna (WUM) 17-04-2024.

Zajecia pokazowe z roéznych technik analitycznych na zlecenie KW Policji
w Lublinie dla 40 ekspertow z Policji 1 ze Strazy Granicznej z Polski,
Rumunii, Bulgarii, Niemiec, Hiszpanii, Estonii i Krolestwa Niderlandow.
"Narkotyki pod kontrola - zwiekszenie zdolnosci europejskich organow
Scigania do walki z przestepczoscig narkotykowa", “Drugs under control-
enhancing European law enforcement capcity drug trafficking crime” 28-29-
09-2023.

wyktad: BALTIC STATES MEETING (Spotkanie krajow baltyckich Litwa,
Lotwa, Estonia i Polska) ,Nitrosamines and medical cannabis” Pawet
Pawtowski, Anna Witkowska 26-27.11.2024, Urzad Rejestracji Produktow
Leczniczych, Wyrobow Medycznych 1 Produktow Biobdjczych.

gléwny wykonawca w projekcie IDAREMS - JPI-EC-AMR Call 2019 grant
,»Concomitant IDentification and Antibiotic REsistance profile of bacteria
in one hour with an adaptive targeted single Mass Spectrometry analysis”,
Polski tytut NCN: “Jednoczesna identyfikacja 1 profilowanie
antybiotykoopornosci bakteriit w ciggu 1 godziny z wykorzystaniem

celowanej spektrometrii mas”, 2021-2025.
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Wyjazdy naukowe:

e Analytical Sciences Institute, Lyon, Francja — 4-16.12.2022
Udziat w projekcie IDAREMS - JPI-EC-AMR Call 2019 grant ,,Concomitant
IDentification and Antibiotic REsistance profile of bacteria in one hour with
an adaptive targeted single Mass Spectrometry analysis”; badania i szkolenie.

e Swissmedic, Berno, Szwajcaria —6-7.11.2023
Szkolenie EDQM dla cztonak grupy roboczej EDQM nitrosamine workgroup.
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