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(54) System zur Durchfithrung von Kristallisationsexperimenten mit minimalen Substanzmengen.

(57) Das System zur Durchflihrung von Kristallisationsexperi-
menten mit minimalen Substanzmengen basiert auf modifizier-
ten Mikrotiterplatten und besteht im Wesentlichen aus einer
Grundplatte, die mit Mikrogefassen (1) bestlickt ist, welche mit
einem Verschluss (4) verschliessbar sind. Diese Mikrogefasse
(1) sind zur Aufnahme der Testsubstanzen bestimmt und sind
aus transparentem Material gefertigt. Die Innenwénde der Mikro-
gefasse (1) weisen eine transparente, hydrophobe Auskleidung
(3) auf. Diese Auskleidung (3) ist entweder aus einem aus den
Mikrogefassen (1) herausnehmbaren Einsatz, oder durch Be-
dampfen, Beschichten oder einer chemischen Modifikation der
Oberflachen der Innenseiten der Gefasswande (2) gebildet.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein System zur Durchfilhrung von Kristallisationsexperimenten nach dem Oberbegriff des
Patentanspruchs 1.

[0002] Die morphologische Form von chemischen Substanzen, insbesondere pharmazeutischen Wirksubstanzen, hat
einen grossen Einfluss auf deren biologische Aktivitdt. Demzufolge ist die Charakterisierung des festen Zustandes neu-
er Wirkstoffe eine wichtige Tatigkeit innerhalb der pharmazeutischen Entwicklung. Da zudem unterschiedliche morpholo-
gische Formen einer Substanz eigenstéandige Produkte sind, ist es auch aus wirtschaftlicher Sicht wichtig, méglichst in
einer friihen Phase der pharmazeutischen Entwicklung einen Uberblick dariiber zu erhalten, ob allenfalls verschiedene
morphologische Formen existieren.

[0003] Verschiedene morphologische Formen einer Substanz unterscheiden sich in ihren physikalischen Eigenschaften
wie zum Beispiel Schmelzpunkt oder Loslichkeit. Ebenso unterscheiden sie sich in ihren Vibrationsspektren (IR, MIR,
Raman) und Réngtendiffraktionsspektren. Sofern nur geringe Substanzmengen zur Verfligung stehen, sind die Réntgen-
diffraktions- und Ramanspektroskopie die experimentell am besten geeigneten Techniken zur Untersuchung, ob verschie-
dene morphologische Formen vorliegen.

[0004] Eine ebenso wichtige Bedeutung wie die Morphologie auf die physiologische Wirksamkeit einer Substanz hat die
Wahl der Gegenionen bei Aktivsubstanzen mit mindestens einer basischen oder sauren funktionellen Gruppe. Oft kann
mit einer geeigneten Salzbildung die Léslichkeit der Wirksubstanz stark gesteigert und damit deren physiologische Ver-
fugbarkeit verbessert werden. Dementsprechend werden grosse Anstrengungen unternommen, um innerhalb der For-
schungs- und Entwicklungsaktivitdten moglichst friihzeitig physikalisch-chemische Kenntnisse tber die Polymorphie, die
Léslichkeit und die chemische Stabilitat verschiedener Salze der Wirksubstanz zu erlangen. Auch auf diesem Gebiet sind
die Réntgendiffraktions- und Raman-spektroskopischen Methoden gut zur Charakterisierung des festen Zustandes der
Salze geeignet.

[0005] Analog zur Salzbildung werden neuerdings auch Anstrengungen unternommen, das Verhalten von Wirksubstanzen
durch die Bildung von Co-Kristallen mit geeigneten Kristallisationspartnern zu verbessern.

[0006] Die genannten Untersuchungen werden mittels Kristallisationsexperimenten mit minimalen Substanzmengen
durchgefihrt. Bekannt sind dafiir zum Beispiel Systeme, die Mikrotiterplatten &hnlich sind. Die Kristalle werden entweder
durch Abdampfen des Lésungsmittels auf einer Mikrotiterplatte oder durch Filtration der auskristallisierten Lésung auf
einer Filterplatte gesammelt und fur weitere Analysen zugénglich gemacht.

[0007] Weiter ist eine Vorrichtung mit einer Mikrotiterplatte bekannt, die einen variablen Boden aufweist. Nach dem Ab-
dampfen des Lésungsmittels kann der Boden mit einem geeigneten Werkzeug hochgeschoben werden, so dass die Kris-
talle auf dem Boden bzw. dessen Rand gesammelt werden, um fiir weitere Analysen zur Verfigung zu stehen.

[0008] Bekannt ist auch ein Kristallisationssystem mit individuellen Kristallisationszellen, welche aus Glasréhrchen beste-
hen, die auf einer Mikrotiterplatte angeordnet sind.

[0009] Der Nachteil dieser Systeme ist, dass die Kristalle nach der Auskristallisation aus der Lésung oder dem Abdamp-
fen des Losungsmittels durch mechanisch aufwéndige Vorgange wie zum Beispiel durch Filtration oder Abkratzen isoliert
werden missen, bevor die Kristalle mit spektroskopischen Methoden analysiert werden kénnen. In der Praxis werden
deshalb Kristallisationsexperimente oft direkt in flachen 96er-Mikrotiterplatten durchgefuhrt, damit die Kristalle anschlies-
send direkt analysiert werden kénnen. Die Mikrotiterplatten wiederum haben den Nachteil, dass der Verdampfungspro-
zess des Losungsmittels nur schlecht kontrolliert werden kann, wodurch die Substanzen meist in amorpher Form anfallen.
Aus diesem Grund wurden Verschlusssysteme mit Uberstrémkanélen fir Mikrotiterplatten entwickelt, welche eine bessere
Kontrolle des Verdampfungsvorgangs erlauben.

[0010] Eine weitere Moglichkeit, den Kristallisationsprozess besser kontrollieren zu kénnen, besteht in der Verwendung
von zylinderférmigen Gefassen mit einer im Vergleich zum Volumen kleinen Offnung. Verwendet man dabei nicht transpa-
rente Materialien wie z.B. Metallhilsen oder Metallblécke mit Bohrungen, so kann der eigentliche Kristallisationsvorgang
optisch bzw. spektroskopisch nicht verfolgt werden. Bei transparenten Materialien wie Glaszylinder kann der Kristallisati-
onsvorgang zwar verfolgt werden. Aufgrund der Materialeigenschaften von Glas verdampft das Ldsungsmittel jedoch meist
vom oberen Rand der Zylinderéffnung, da die Lésung die Uberstehende Glaswand benetzt. Nach dem Verdampfen des L&-
sungsmittels sind die Kristalle deshalb nicht wie gewlinscht gut geschitzt im Innern des Glaszylinders, sondern am oberen
Gefassrand, wo sie oft schon durch geringe Erschitterungen abbrechen und in oder gar neben den Glaszylinder fallen.

[0011] Der vorliegenden Erfindung liegt nun die Aufgabe zugrunde, ein System zur Durchfihrung von Mikrokristallisati-
onsexperimenten bereitzustellen, das die obengenannten Nachteile bekannter Systeme zur Durchfiihrung von Mikrokris-
tallisationsexperimenten Uberwindet.

[0012] Diese Aufgabe wird durch ein System mit den Merkmalen des Patentanspruchs 1 geldst.

[0013] Weitere Vorteile der Erfindung folgen aus den abhangigen Patentanspriichen und aus der nachfolgenden Beschrei-
bung, in welcher die Erfindung anhand eines in einer schematischen Zeichnung dargestellten Ausfiihrungsbeispieles na-
her erlautert wird.
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[0014] Die Figur zeigt den schematischen Aufbau eines Mikrogefasses zur Durchfiihrung von Kristallisationsexperimen-
ten.

[0015] Das Prinzip des erfindungsgemassen Systems zur Durchfihrung von Kristallisationsexperimenten mit minimalen
Substanzmengen basiert auf modifizierten Mikrotiterplatten und besteht im Wesentlichen aus einer Grundplatte, die mit
Mikrogefassen 1 bestlickt ist, welche mit einem Verschluss 4 verschliessbar sind. Diese Mikrogefisse 1 sind zur Aufnahme
der Testsubstanzen bestimmt und sind aus transparentem Material gefertigt. Die Innenwéande der Mikrogefasse 1 weisen
eine transparente, hydrophobe Auskleidung 3 auf.

[0016] Die Figur zeigt schematisch eine beispielsweise Ausfiihrung eines erfindungsgemassen Mikrogefasses 1, dessen
Gefasswénde aus einem Glasréhrchen 2 bzw. einem unten geschlossenen Glaszylinder, ahnlich einem Reagenzglas,
bestehen. Die Mikrogefésse 1 sind mit einem Verschluss 4 wiederverschliessbar. Das Glasréhrchen 2 ist innen mit einer
Auskleidung 3 versehen. Die Auskleidung bildet dabei den eigentlichen Behalter 5 zur Aufnahme der Testsubstanz, in dem
die Kristallisation durchgefihrt wird. Die Auskleidung 3 besteht aus einem nicht benetzbaren, transparenten Material, d.h.
durch den Glaszylinder 2 und die Auskleidung 3 kann der Kristallisationsvorgang von aussen optisch beobachtet werden. In
einer méglichen Ausfiihrung besteht die Auskleidung 3 aus einem herausnehmbaren Einsatz, der aus einem sehr diinnen
transparenten, an seinem unteren Ende geschlossenen Teflonzylinder gebildet ist. Der die Auskleidung 3 bzw. den Einsatz
umhdillende Glaszylinder 2 gibt der dinnen Hulle der Auskleidung 3 die nétige mechanische Festigkeit. Bei der Verwendung
einer geniigend stabilen Auskleidung 3 kann der Glaszylinder 2 auch aus einem unten offenen Glasrohr bestehen. Es
muss nur sichergestellt sein, dass der Einsatz nicht aus dem Mikrogefass 1 gleiten kann. Der wiederverschliessbare
Verschluss erlaubt die Kontrolle der Verdampfung des Lésungsmittels. Das Mikrogefass 1 kann auch aus einem anderen
Material als Glas sein. Es muss jedoch Uber einen grossen Wellenldngenbereich — éhnlich wie Glas — transparent sein.
Im beschriebenen Beispiel besteht die Auskleidung 3 aus Teflon. Als Auskleidung eignen sich aber auch andere fluorierte
Kunststoffe, oder Polyethylen oder Polypropylen.

[0017] In einer anderen Ausfihrung wird auf eine in das Mikrogefass 1 einsetzbare Auskleidung 3 verzichtet. Die Aus-
kleidung 3 der Innenwand des Glasréhrchens 2 wird durch eine geeignete chemische oder physikalische Modifizierung
der Innenseite der Glaswand erreicht. Das kann zum Beispiel durch eine Beschichtung oder durch Bedampfen der Gla-
sinnenflache des Behélters «Liners» erfolgen oder durch eine chemische Behandlung der Glasoberflache mit bestimmten
Silanen (Organochalogensilane). Bei der dabei ablaufenden Reaktion werden die Si-OH-Gruppen an der Glasoberflache
durch das Silan alkyliert, wodurch die urspringlich polare Oberflache in hydrophobe, eine wenig benetzbare hydrophile
Oberflache, umwandelt.

[0018] Zur Durchfiihrung eines Mikrokristallisationsexperimentes mit dem erfindungsgeméassen System wird folgender-
massen vorgegangen:

Zuerst wird die Testsubstanz, beispielsweise etwa 1 mg, in das Mikrogefass 1 mit der Auskleidung 3 eingewogen und das
Lésungsmittel eingefilllt. Anschliessend wird das Gefass 1 mit dem Deckel 4 verschlossen. Die Testsubstanz wird durch
Erwarmen der Probe gelost. Die Vollstandigkeit der Aufldsung der Testsubstanz wird mittels Ramanspektroskopie und
Videoaufnahme Uberprift und dokumentiert. Durch Abkiihlen und Abdampfen des Losungsmittels wird die Testsubstanz
auskristallisiert. Zum Abdampfen des Loésungsmittels wird der Deckel 4 des Behélters entfernt. Am Ende dieses Vorgangs
liegt die Substanz in fester Form im Behélter 5, also innerhalb der Auskleidung 3 des Gefasses 1 vor. Die Polymorphie der
Testsubstanz wird mittels Ramanspektroskopie und Videoaufnahme Uberprift, ausgewertet und dokumentiert. Anschlies-
send kann die Testsubstanz aus dem Gefass 1 bzw. der Auskleidung 3 mechanisch entfernt werden, um fiir weitergehende
Analysen wie z.B. X-Ray, Loslichkeitsuntersuchungen, zur Verfligung zustehen.

[0019] Salzbildungs- und Co-Kristallisationsexperimente laufen analog zum beschriebenen Kristallisationsexperimenten
ab. Nach der Kontrolle der vollstandigen Aufldésung der Testsubstanz wird jedoch in einem zusétzlichen Schritt die zur
Salzbildung notwendige Saure bzw. Base oder das fir die Co-Kristallisation gewéhlte Substrat in reiner oder geldster
Form zugegeben. Unter Umstanden wird nach dem Auflésen der Saure bzw. der Base oder der zur Co-Kristallisation
beabsichtigten Substanz nochmals eine Kontrolle der vollstandigen Aufldsung der Substanzen durchgefihrt.

Patentanspriiche

1. System zur Durchfiihrung von Mikrokristallisationsexperimenten beinhaltend eine Grundplatte zur Aufnahme von ei-
nem oder mehreren Mikrogefassen (1) und Mikrogefasse (1), welche fir die Aufnahme einer Testsubstanz bestimmt
sind, wobei die Gefasswande (2) aus transparentem Material gefertigt sind und die Innenwande eine transparente,
hydrophobe Auskleidung (3) aufweisen.

2. System zur Durchfihrung von Mikrokristallisationsexperimenten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die
Auskleidung (3) aus einem aus den Mikrogefassen (1) herausnehmbaren Einsatz gebildet ist.

3. System zur Durchfihrung von Mikrokristallisationsexperimenten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die
Auskleidung (3) durch eine Modifikation der Oberflachen der Innenseiten der Gefdsswénde (2) gebildet ist.

4. System zur Durchfihrung von Mikrokristallisationsexperimenten nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass die
Innenseiten der Gefasswénde (2) durch Bedampfen, Beschichten oder chemisch modifiziert sind.
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System zur Durchfuhrung von Mikrokristallisationsexperimenten nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dass die Gefasse (1) eine zylindrische Form aufweisen und verschliessbar sind.

System zur Durchfiihrung von Mikrokristallisationsexperimenten nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die
Mikrogefasse (1) Glasréhrchen sind.

Verfahren zur Durchfilhrung von Mikrokristallisationsexperimenten mit einem System geméass Anspruch 1, wobei
folgende Schritte der Reihe nach ausgefihrt werden:

A) Einflllen der Testsubstanz in das Mikrogefass,

B) Einfullen des Lésungsmittels,

C) Verschliessen des Mikrogefasses,

D) Ldsen der Testsubstanz,

E) Vollstandigkeitskontrolle der Auflésung der Testsubstanz,

F) Rekristallisation der Testsubstanz,

G) Analyse der Testsubstanz,

H) Weitergehende Analyse der Testsubstanz.

Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass ein Zwischenschritt im Anschluss an die Vollstandigkeits-
kontrolle der Aufldsung der Testsubstanz (Schritt E) erfolgt, bei dem eine zur Salzbildung notwendige Séaure bzw.
Base oder das fiir eine Co-Kristallisation gewahlte Substrat in reiner oder geléster Form zugegeben wird, und dass
anschliessend bei Bedarf eine zusatzliche Vollstandigkeitskontrolle der Aufldsung der beigefiigten Saure oder Base
oder Substrat erfolgt.
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