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Souhrn

Analyticka chemie 1ékovych substanci (API) je dosti diskutované odvétvi podléhajici
kontrolam nérodnich autorit nap. SUKL, FDA a zakaznickym auditim. StéZejni metoda na
stanoveni Cistoty resp. na stanoveni piibuznych latek ,related substances* a obsahu API je
HPLC. Prisna kritéria 1ékopisnych metod nuti farmaceutické firmy vyrabét API ve vysoké
kvalité. Dosazeni vyhovujici Cistoty ¢i obsahu dané substance souvisi s .pouzitymi
surovinami, rozpoustédly, technologii vyroby a nezanedbatelnym faktorem je analyticka
kontrola vySe uvedenych latek vcetné meziprodukti. Stanoveni Ccistoty pokrocilych
meziproduktii byva diilezité pro Cistotu konecné substance. Zabyvala jsem se vyvojem HPLC
metody na stanoveni Cistoty resp. ptibuznych latek pokrocilych intermediati (R)-5-(2-
Aminopropyl)-1-(3-benzoyl-oxopropyl)inuline-7-carbonitriletartarate a  (R)-5-(2-Amino
propyl)-1-(benzoyl-oxypropyl)inuline-7-carbonitriletartarate1-[3-(benzoyloxy) propyl] -2,3-di
hydro-5-[(2R)-2-[[2-[2-(2,2,2-trifluoroethoxy)phenoxy]ethylamino]propyl]-1H-indole-7-

carbonitrile oxalate substance Silodosinu a identifikaci ne¢istot metodou LC/MS. Silodosin se
prozatim nenachézi v 1¢ékopisech a neni na néj a jeho meziprodukty vyvinuta oficialni HPLC

metoda na stanoveni Cistoty resp. piibuznych latek ¢i obsahu



Summary

Analytical chemistry of Active Pharmaceutical Ingredients (API) is a frequently discussed
branch which is under supervision of national authorities, for instance the Czech State
Institute for Drug Control (SUKL) and audited by customers. The principal method for
determination of purity, resp. related substances and assay determinations is the High
Performance Liquid Chromatography (HPLC). Strict criteria of pharmacopoeial methods
force APl manufacturers to produce their products in the highest quality. This objective can
be achieved by using verified and approved starting materials, solvents and reagents,
validated technological procedures and a not negligible factor is the analytical control of all
materials including intermediates. The purity determinations of advanced intermediates are
crucial for the final product quality. | have occupied myself in a development of the HPLC
method for the purity determination, resp. related substances analysis of advanced
intermediates (R)-5-(2-Aminopropyl)-1-(3-benzoyl-oxopropyl)inuline-7-carbonitrile tartarate
and  (R)-5-(2-Aminopropyl)-1-(benzoyl-oxypropyl)inuline-7-carbonitrile  tartarate.-1-[3-
(benzoyloxy)propyl]-2,3-dihydro-5-[(2R)-2-[[2-[2-(2,2,2-trifluoroethoxy)phenoxy]ethyl]
amino]propyl]-1H-indole-7-carbonitrile oxalate of the active ingredient Silodosine. Then
related substances were identified by the liquid chromatography equipped with a mass
detector (LC/MS) method. Silodosine is an APl which monograph has not been issued in any
pharmacopoeia, yet. An official analytical method for determination of purity and assay both
of Silodosine and its intermediated was not available.
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1 UVOD

Silodosin je 1€kova substance (API) pouzivana jako antagonista aj-adrenoreceptorii pii 1€cbé
dolnich mocovych cest u muzii s benigni hyperplazii prostaty (BHP). Snizuje vnitini tlak
v moc¢ovodu bez velkého vlivu na krevni tlak a piisobi jak selektivni inhibitor konstrikci
hladkych svali v moc¢ovodu. Se Silodosinem se zacalo obchodovat v r. 2006 v Japonsku. Pod
nazvem Urief ho uvedly na trh firmy Kissei Pharmaceutional Co.,Ltd a Daiichi Sankyo
Pharmaceutical Co., Ltd. Firma Kissei Pharmaceutional Co.,L.td Zadala v 2004 Watson
Pharmaceuticals, Inc. o licenci a prava na prodej Silodosinu na tzeni Ameriky, Kanady a
Mexika. V r. 2008 Watson Pharmaceuticals, Inc. piijala podanou zadost. FDA schvalila tento
1€k 9. 10. 2008. Silodosin se proddva v Americe pod obchodnim nadzvem Rapaflo, Evropa
(Silodyx), Indie (Ipca Urosciences). Dva nezavisli autofi posoudily kvalitu u¢inku Silodosinu
na léébu a vyhodnotily vysledky zrandomizovanych kontrolovanych studii (RST). Mezi

s A AN : o NNt 1,2
hlavni nezddouci piiznaky pfi 1é€b¢ jsou porucha ejakulace a nezhoubné zvétSeni prostaty.™

Silodosin je registrovan v bibliografické¢ databazi Narodni 1ékatrské knihovny USA

a jeho vyroba je popsana v patentu.>*°

Cilem této prace je vyvinout HPLC metodu na stanoveni Cistoty, resp. stanoveni
ptibuznych latek meziprodukti Silodosinu pted a po kritickém kroku a identifikace necistot
metodou LC/MS.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinovd chromatografie, dale jen HPLC je fazena mezi separacni metody.
Jeji princip je zaloZen na rozdilné distribuci latek mezi dvémi nemisitelnymi fazemi, z nichz
prvni fazi je kapalina tzv. mobilni faze, dale jen MF, ktera prochazi druhou, pevnou tzv.
staciondrni fazi naplnénou v kolon¢. HPLC je zpravidla zaloZzena na mechanismech adsorpce,
rozd&lovani a vymény iontu tzv. ion-parova chromatografic.® HPLC je vyuZivana na
stanoveni netékavych, nebo malo t8kavych, termicky stabilnich latek, popt. smési latek.’

Schema kapalinového chromatografu obrazek 1

davlcovac
zafizernd
" ~ 1L 1~ [
terpadlo e -
1 — wym
smmEdovaci zafizer olona detelitor ;
wwhodnocovac
zatizen

zasobnily mohilnd
taze

Obrizek 1: Schema HPLC. 8

HPLC sestava se sklada z cerpaciho systému, davkovaciho zatizeni, chromatografické kolony,
detektoru a zafizeni na zpracovani dat. MF je do systému pfivadéna ptes odplyiiovac
tzv.degasser pomoci vysokotlakého ¢erpadla z jedné ¢i vice zasobnich lahvi. Postupuje pies

tlumi¢ pulst a protéka vétsinou konstantni rychlosti kolonou a nasledné detectorem. Detektor
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je spojen se zafizenim pro registraci prubéhu analyzy (PC s hardwarovou tupravou a
vyhodnocovacim software). Zasobni lahve jsou naplnény rozpoustédly, ktera jsou pouzivana
na proplach systému a jako MF. S pouzitim sméSovaciho zafizeni lze pomér rozpoustédel

Vv priub¢hu analyzy kombinovat tzv. gradientova eluce. Pfi isokratické eluci ziistava zachovan

staly pomér rozpoustédel po cely Cas anal}'/zy.s’ 9.10

2.1.1 Retenéni charakteristiky

2.1.1.1 Retencni ¢as tg
Doba od nastiiku vzorku do zaznamenani maxima elu¢ni kiivky (vrcholu piku) detektorem.

tr patfi mezi kvalitativni charakteristiky latky
tr =tm +t'r; [min]

tv - mrtvy reten¢ni Cas— analyt se pohybuje stejnou rychlosti jako MF a neni v koloné

zadrZzovan

t'r - redukovany reten¢ni cas— doba pobytu analytu ve staciondrni fazi

2.1.1.2 Retenc¢ni objem Vg;

Objem MF, ktera protece systémem od nastiiku do tgr vzorku.
VR,i =Vu+ V’R,i [mI]

VM — mrtvy objem, objem analytu pohybujici se stejnou rychlosti jako MF a neni v koloné

zadrzovan (objem kolonové trubice minus objem napln¢)
V'r — redukovany reten¢ni objem— rozdil reten¢niho a mrtvého objemu
VR == Fm ' tR

Fm — objemovy pritok [ml/min]

14



2.1.1.3 Linearni rychlost mobilni faze u

u= ti [cm/min]

L = d¢lka kolony

2.1.1.4 Reten¢ni pomér k (mira retence separovanych latek)
Udava, kolikrat vice cCasu stravi analyt ve staciondrni fazi nez ve fazi mobilni, tj.
V kolikandsobku mrtvého ¢asu (objemu) analyt eluuje. Déle to je i pomér latkovych mnozstvi

analytu ve stacionarni a mobilni f4zi za rovnovaznych podminek.

; V.
k=(nl)s=KDi__S
(ni)m ' Vm

Kp — distribu¢ni konstanta (pomér rovnovazné koncentrace latky ve stacionarni a mobilni

fazi)

2.1.2 Utinnost chromatografického déje

2.1.2.1 Pocet teoretickych pater n
Bezrozmérnd veli¢ina vyjadiujici G€innost chromatografické kolony. Vypocet se provadi

z sitky piku v chromatogramu.
2
tri\> tr
0= 16.(&) _ 5,54_< R,l>
Wh Wo,5
Vysoké hodnota n — zk4 elu¢ni zéna analytu — ucinné separace
2.1.2.2 Vyskovy ekvivalent teoretického patra H

Dé¢lka kolony ptipadajici na jedno teoretické patro. Souvisi se $itkou elu¢nich zon analytu pfi

priachodu kolonou. Parametr pouzivajici se pro srovnani kolon o rGznych délkach.



2.1.3 Rozmyvani elu¢nich zén

2.1.3.1 Van Deemterova rovnice

H=Hp+H;+Hy+ Hg
K celkovému vyskovému ekvivalentu teoretického patra prispiva:
Hg — vifiva (turbulentni) difize v mobilni fazi
H, — axialni difize v mobilni fazi
Hs — odpor proti ptevodu hmoty ve stacionarni fazi

Hwm — odpor proti ptevodu hmoty v mobilni fazi

Viriva diflize — souvisi s nepravidelnostmi stacionarni faze. Molekuly MF a analytu jsou

unaseny stejnou rychlosti, ale za totozny ¢as urazi rizné drahy.
H F = 2}\dp
A — geometricky faktor, koeficient nerovnomeérného plnéni chromatografické kolony

dp — velikost ¢astic (pramér)

Axialni difuze — koncentra¢ni gradienty po stranach zony zpusobuji pohyb analytu do oblasti

s niz$i koncentraci.

Dn, — diftizni koeficient analytu v mobilni fazi

U — linearni rychlost mobilni faze

Odpor proti prenosu hmoty ve stacionarni fazi Hg

16



Neékteré molekuly analytu proniknou hloubéji do stacionérni faze jak jiné.

_d?,-u k
34D, (k+1)2

Hg

Odpor proti pienosu hmoty v mobilni fazi Hy

Pii prichodu mobilni fdze kanidlkem maji Castice uprostied mnohem vétsi rychlost nez u

stény.

. A2 .
:wdpu

m Dm

o = faktor zavisly na typu naplné

2.1.3.2 Zkraceny zapis Van Deemterovy rovnice
Zavislost vySkového ekvivalentu teoretického patra na linedrni rychlosti mobilni faze.

Nachazi vyuziti v praxi.

B
H=A+—+C-u
u

A, B, C — konstanty pro dany chromatograficky systém 1

H [pm]'f

— \
minimalni H

e

T linearni prutokova rychlost [u]

optimalni prutokova
rychlost [u_ ;]

Obrazek 2: Zavislost vysky teoretického patra na priitokové rychlosti12
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Minimum k¥ivky odpovida optimalni pratokové rychlosti. Dana kolona tehdy vykazuje

wr rwe

nejveétsi ucinnost a minimalné rozsifuje zony analytu.

Ucinnost separace roste se snizujici se velikosti ¢astic naplné. Minimum ktivky udava rozsah

prutokovych rychlosti, pii kterych kolona pracuje bez ztraty a¢innosti.

2.1.3.3 Mimokolonové prispévky
Napomahaji k rozsifeni elu¢ni zony. K celkové Sifce piku pfispiva jak kolona, tak i ostatni
¢asti HPLC systému jako nastiikové a spojovaji zafizeni s detektorem.
2 _ 2 2 2 2 2
Ocelk = Uinj + Okolona + Uspo' + Odet + Oel

J

Gzinj — ptispévek injektoru

Objem vzorku by mél byt co nejmensi (<1. teor. patro). Nastiiknutd zoéna by meéla byt

pravouhla.
2
2 _ Vinj
Oinj = 2

K — faktor zavisly na konstrukci injektoru

62spoj — ptispévek spojovacich trubic

Spojovaci trubice by méla mit maly vnitini primér a musi byt co nejkratsi.

R > T I I
g2 TR L En
seo) = 24D,

R — vnitini polomér
| — délka (trubice)

Dm — diftzni koeficient analytu v mobilni fazi

18



Pii béZnych rychlostech mobilni faze vznika v trubici laminarni proudéni, pii kterém lze

kapalinu povazovat za soubor vrstev, mezi nimiz ptsobi viskozni sily.

Turbulentni proudéni — vznika pii velmi vysokych rychlostech, pohyb mobilni faze je

chaoticky, dochazi k intenzivnimu promichéavani.
o?det — prispévek detektoru
Zavisi na objemu a geometrii detek¢ni cely.

2
2 ~Vdet
O-det ~ KZ

626l — ptispévek elektroniky
Zavisi na casovych konstantach elektronickych obvodi (zesilovaci).

o4 = konst - E2

2.1.4 Symetrie piku

100%
80%
60%

40%

vyska piku

20%

0% A B h~5%

0 0,5 1 1,5 2 2,5 min 3

Obrazek 3: Symetrie piku

Wo,s

B
As == Ty =

As — faktor asymetrie — urcuje se v 10% vysky piku, mira soumérnosti chromatografického

piku
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Tt — tailing faktor — obdobna veli¢ina jako faktor asymetrie, urcuje se v 5 % vysky piku
T¢> 1 — piky asymetrické v sestupné ¢asti (chvostujici piky)

T¢< 1 — piky asymetrické ve vzestupné Casti (frontujici piky)

2.1.5 RozliSeni

Veli¢ina udavajici schopnost chromatografického systému vzajemné oddélit dva analyty.
Cilem chromatografickych metod je dosdhnou dobrého rozdéleni analyzovanych latek
V pfijatelném case. Nejde o dosazeni co nejvétsiho rozliseni, ale o dosazeni pravé potiebného
rozliseni v pfijatelné dobé. S rostoucim rozlisenim stoupaji pozadavky na trvani analyzy a na
pracovni tlak, coz je obecné nezadouci. Dokonalého rozdéleni pikti az na zakladni linii se

doséhne pfi rozliseni Ry 2= 1,5, kdy dochazi k 0,1% piekryvu dvou sousednich pikd.

_ tr2 —tr1
0,5 (Wpo+ Wp1)

Vn k,
Rip =2 (@, = 1) (1 n k1>

R1,2

n — pocet pater (rozliSeni roste s jeho druhou odmocninou)

Prvni ¢len vzorce — selektivita; druhy ¢len vzorce — €innost; tfeti ¢len vzorce — retence

Ovlivnéni selektivity a retence — volbou mobilni faze, stacionarni faze, teploty

Ovlivnéni u¢innosti — délkou kolony, velikosti ¢astic, pratokem

2.1.6 Separacni faktor (selektivita) a
Parametr charakterizujici vzdjemnou retenci dvou analyti vyjadieny pomérem jejich
redukovanych Cast. Separacni faktor ma vysoky vliv na parametr rozliSeni. Ovliviiuje se

D, S 1
optimalizaci stacionarni a MF.

_ks _Kp,

a= =
Ky Kp:
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2.1.7 Statistické parametry

2.1.7.1 Smérodatna odchylka

n
1 _
= X, — X)?
s ”‘1-21( = X)
l=

n — pocet ¢lentl, X; — naméfena hodnota, X — primérna hodnota

2.1.7.2 Relativni smérodatna odchylka

S, == resp. (S;)y =100-S,

il &

S— smérodatna odchylka, X — primérna hodnota®
2.1.8 Zakladni typy chromatografickych systémii

2.1.8.1 Normalni faze

Chromatografie na normalnich fazich (NPC), nazyvana jako adsorpéni chromatografie
(z angl. liquid-solid chrom.), je separac¢ni technika zalozena na adsorpci desorpci analytti na
polarngjsich stacionarnich fazich v kombinaci s nepolarni MF. Nejcast&jsi stacionarni fazi je
silikagel chemicky modifikovany polarnimi skupinami napt. kyanpropylovymi ¢i diolovymi
resp. hydroxylovymi resp. silanolovymi (Si-OH), které se ucastni interakce s analytem. Dale
chromatografie s normalnimi fazemi vyuziva jako stacionarni faze nemodifikovany oxid

Y15 NPC je vyuzivana zejména k separaci polarnich latek, Gastedné

kfemicity a porézni grafit.
k separaci izomerQ a latek nepolarnich. MF komplementarni k NCP jsou smési organickych
rozpoustédel jako je napf. hexan, propanol, ethyleter ap. NCP jsou citlivé na obsah vody
Vv mobilni fazi, ktera se silné vaze na hydrofilni povrch silikagelu a tim méni jeho vlastnosti
(problémy s opakovatelnosti vysledkd). Voda v MF zlepsuje symetrii piku snizenim aktivity

silikagelového povrchu.'®

2.1.8.1.1 Silikagel

vvvvvv

a kyselé. Chemicky vazana stacionarni faze obsahuje zbytkové silanolové skupiny (aktivni

centra). PfiCina stoupajiciho reten¢niho Casu a chvostovani polarnich, zejména bazickych
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skupin latek je rakce analytu s MF a silanolovymi skupinami (vodikové vazby, dipol-dipolové
interakce, reakce iontové-vymeénné). Se zvysSujicim se pH roste vliv zbytkovych silanolovych
skupin. To se stava nevyhodou pro separaci bazickych latek, které uptfednostnuji zasaditou
oblast pH. Je potfeba minimalizovat interakce mezi bazickymi latkami a silanolovymi
skupinami, tim zabranime jejich chvostovani. K potla¢eni chvostovani bazického analytu na
silikagelu se pouzivaji slabé organické baze amoniového typu (napf. triethylamin, nebo
silngj8i trioctylamin) jejich pfidavkem do MF. Baze amoniového typu soutézi s analytem
0 aktivni centra zbytkovych silanolovych skupin a tim dochazi k eliminaci chvostovani. Pti

pH= 8 a vySe dochazi k rozpousténi silikagelu.18

2.1.8.1.2 Oxid hlinity (alumina)

Povrch CO; obsahuje krom¢ hydroxylovych skupin i centra s elektron-akceptorovymi
vlastnostmi schopnych interakce s analyty bohatymi na elektrony (Lewisovy baze). Tyto
interakce vedou K odlisné selektivité¢ mezi Co, a silikagelem pfi separaci latek s odlisSnym
elektronovym rozloZenim, kde je vyhodné&jsi pouzit silikagel. Alumina se uplatiiuje vyhradné
u separaci nenasycenych, nasycenych a polyaromatickych uhlovodikli. Pro separace
mechanismem adsorpéni chromatografie je nejvhodnéjsi typ neutdlni aluminy. Kysely

a zasadity CO; vykazuje vlastnosti iontoménige.'* %

Typy stacionarnich fazi pro NC:
silikagel (silanolova skupina) = Si-OH

propylamin = Si-(CHy)3-NH,
kyanpropyl = Si-(CH,)3-CN
diol = Si-(CH3)3-OCH(OH)-CH,-OH
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Smér toku
Polarnl analyt
(o}
(o]
o ¥
-:. O O%

o& oH OH

Nepolarni analyt

Obrazek 4: Schéma interakce mezi polarni stacionarni fazi (silikagelem) a polarnim

. 21
a nepolarnim analytem.

2.1.8.2 Reverzni faze

Chromatografie na reverznich (tzv. obracenych fazich) je zalozena hlané na rozdélovani
molekul mezi MF a stacionarni fazi. MF jsou polarngjsi jako stacionarni faze. Stacionarni faze
jsou tvofeny ruznymi druhy chemicky modifikovanych nosi¢ti vyrobenych z oxidu
kiemigitého, nebo porézniho grafitu.® *Vyhradng se viak pouziva chemicky modifikovany
silikagel na némz jsou navazany nejcastéji hydrofobni oktadecylové tzv. (C18) a oktanova
(C8) tetézce. MF se skladaji z vody a organického rozpoustédla (ACN, MeOH, THF). Vodu
muze nahrazovat pufr (Casto upraveny na urcité pH) tvofeny z kyselin, anorganickych
komponent napi. KH,PO,, nebo organickych latek podporujicich ion-parovou vyménu napf.
hexansulfonat sodny atd. HPLC na reverznich fazich je vice pouzivana (cca ze 70%) jako
chromatografie na fazich normalnich. HPLC na obracenych fazich umoziuje separovat silné
nepolérni, sttedn€ polarni a polarni analyty i latky iotové povahy, u kterych je potieba dbat na
vhodné zvolené pH. 22

Nekteré typy RP stacionarnich fazi pouzivanych v HPLC kolonach

C18 Si-( CHp)17-CH

C8 Si-(CH2)7-CH3
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2.1.9 Isokraticka a gradientova eluce v HPLC

V klasickém isokratickém uspotadani se slozeni MF (jeji elu¢ni sila) v pribéhu analyzy
nemeéni. Pokud béhem analyzy roste sila MF, tak se jedna o eluci gradientovou. Gradientova
eluce se pouziva u analyz komplexnich vzorki s velkym poétem analyta liSicich se v retenci
(retencnim cCase). Mezi vyhody gradientové eluce patii lepsi rozliseni pro piky na zacatku
chromatogramu a lepsi rozliseni a citlivost pro piky na konci chromatogramu. Jako nevyhodu

wewvr

7 nutnosti ekvilibrace kolon.?®

2.1.10Instrumentace pro HPLC

2.1.10.1 Cerpaci systémy

Nejcastéji pouzivana Cerpadla v HPLC jsou cerpadla pistova. U malych pritokit MF je
vhodné pouzit pistové cCerpadlo s bezpulsnim chodem. Bezpulsni chod snizuje Sum
chromatografického systému a je zajistovan napt. pouzitim dvou a vice pulsujicich pistovych
cerpadel soucasné, jejichz ¢innost je fazove posunuta, nebo zarazeni tlumice pulst do sestavy.

V HPLC se pracuje s tlaky 1-60 Mpa pii priitoku MF v rozsahu od 0,1 do 10 ml. min™*

2.1.10.2 Davkovaci zaFizeni

Utinnost chromatografického dé&e a opakovatelnost separce je zavisld na dokonalém
nadavkovani vzorku. V soucasné dobé, kdy jsou kladeny vysoké pozadavky na spravné
nadavovani vzorku, obzvlasté v laboratotich zpracovavajicich vétsi mnozstvi vzorkt se stavaji
nejvice pouzivné vysokotlaké automatické davkovace tzv. autosamplery umoziujici
nadavkovani vzorku az do tlaku 80 MPa. Kapalny vzorek je nadavkovan do tzv. vialky
(sklenéna ¢i plastova naddobka o objemu nejéastéji 2 ml),poté se uzavie vikem se septem,
umisti do prostoru davkovaciho zafizeni a nasledné€ je nastfiknut pomoci jehly (injekéni

stiikacky) do proudu MF.
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Obrazek 5: Schéma automatického davkovace firmy Agilent
A — separace; B — pInéni jehly; C — davkovani vzorku,

1 — vysokotlaké Cerpadlo piivadéjici MF do systému; 2 — kolona; 3 — Sesticestny ventil;

4 — pist jehly (injekéni stiikacky); 5- krokovy motor; 6 — davkovaci jednotka; 7 — odpad

A — MF je vedena Cerpadlem (1) pfes Sesticestny ventil (3) a davkovaci jednotku na kolonu
B — prepnuti ventilu, dochazi k naplnéni jehly (smycky) vzorkem na softwearové zadany
objem pomoci krokového motoru (5) ovladajiciho pist injekéni stiikacky (4)
C — naslednym ptepnutim ventilu je vzorek vytlacen proudem MF na kolonu (2); davkovaci

systém se dostava do bodu A, dochazi k vyprazdnéni injekéni stiikacky davkovace do odpadu

(")

2.1.10.3 Kolony

Kolony jsou dostupné v mnoha variantach (rozméry, naplné), aby vyhovovaly riznym
aplikacim HPLC. Jsou vyrobeny z valct z nerezové oceli ¢i polymert nebo ziidka kdy ze
skla. Nejbéznéjsi velikosti stacionarni faze se pohybuji v rozmezi 1,0 um az 5 pm, obvykly
vnitini pramér kolon méfi 2,1 mm — 5,0 mm a standardni dékla kolony neptesahuje 25 cm.
Pro separaci API se pouzivaji kolony vyrobené z nerezové oceli, pokud neni v piisluSném
¢lanku jednotlivé 1ékové substance uvedeno jinak. Rychlost pritoku MF kolonou u separace
API pomoci HPLC je v rozmezi (0,8 ml/min — 2 ml/min). Spojeni kapalinové chromatografie
(LC) s hmotnostni spektrometrii (MS) neumoznuje tak vysoké pratoky MF systémem LC/MS
(0,1 pL/min — 1 ml/min). Kolony pouzivané pti LC/MS separaci musi byt kompatibilni

S typickymi t€kavymi pfisadami piidavanymi do MF jako je kyselina mravenci a octova. > °
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koncowa hlavice  poréznd kowvova frita

l kowowy plast
i — -
T stacionartd faze 4

vetup pro kapilat
se Sroubetn

ochranny krouZek

Obrazek 6: Typ kolony vyuzZivané v HPLC 12

2.1.10.4 Detektory

Detektory monitoruji zmény slozeni MF méfenim chemickych ¢i fyzikalnich veli¢in. Mezi
nejcasteji pouzivané detektory v analyze lecivych latek pomoci HPLC patii UV/VIS detektory
a DAD detektor (UV/VIS detektor diodového pole). Dale se vyuziva spojeni (LC) s (MS)
detekei. B UV/IVIS detektory se fadi mezi nedestruktivni detektory tzn. nedochazi k chemické
zméné detekovaného analytu. Pii detekci analytu pomoci (MS) dochazi k nevratné zméné
analyzované latky, tudiz patii mezi destruktivni detektory. Detektory se dale déli na
koncentra¢ni a hmotnostni. Koncentra¢ni detektory méti zmény koncentrace slozky v eluentu
nezavisle na rychlosti prutoku MF (UV/VIS). Hmotnostni detektory méfi zmény
hmotnostniho toku sloZzky v eluentu. Pfi zméné rychlosti pritoku MF zlstava plocha piku
stejnd, meéni se jeho vySka. Detektory mtizeme také tfidit podle moznosti jejich vyuziti na

detektory univerzalni, selektivni a specifické.

2.1.10.4.1 UV/ VIS detektory

Méf#i absorbanci analytu v rozmezi vinovych délek od 190 do 800 nm. Velikost odezvy se fidi
Lambert-Beerovym zakonem, ktery popisuje vzajemny vztah mezi tloustkou absorbujici
vrstvy (1), koncentraci absorbujici slozky (c) a velikosti absorpce vyjadienou absorbanci (A).

Citlivost téchto detektorti zavisi na délce opticke drahy.
A= ¢e-c-l

€ = molarni absorp¢ni koeficient [1/mol/cm]
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Podle konstrukce UV/VIS detektort se déli na:

Detektory s fixni vlnovou délkou (Casto 253,7 nm), meénitelnou vilnovou délkou,

programovatelnou vinovou délkou a DAD (PDA) detektory

2.1.10.4.1.1DAD (PDA) detektory

Snimaji celé spektrum v realném Case bez preruseni separace. Zafeni prochazi ze zdroje (1)
Stérbinou (2), dale postupuje ¢ockou (3), clonou (4) a celou detektoru (5). Zateni se rozklada
na holarografické mftizce (6), kterd je soucasti detektoru a zafivy tok o ur€ité vinové délce
zeslabeny absorpci v cele detektoru dopadd na systém fotodiod (7). Kazda fotodioda je
napojena na kondenzator nabity na danou hodnotu. Fotoelektricky proud vznikly dopadem
zéfeni na fotodiody vybiji kondenzatory. Vybiti jednotlivych kondenzatorii je umérné
dopadajicimu zafeni na diody a vzniku fotoelektrického proudu. Pfi opétovném nabiti
kondenzatorli se méni proud potfebny na jejich dobiti na plivodni hodnotu a zaznamenava se
do paméti fidici jednotky. Proces vybijeni a nabijeni kondenzaturt se velice rychle opakuje.
Tim se zaznamenavaji idaje o absorbanci u kazdé vlnové délky v daném okamziku. Pouziva

se 512 — 1024 diod. Pocet diod ovliviiuje spektralni rozliseni.'?

2.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS), je zaloZena na vytvafeni plynnych iontli z neutrdlnich
molekul analyt, nasledné separace téchto iontd podle (m/z) a jejich detekce. Vysledné
hmotnostni spektrum je graf relativni Cetnosti iontd produkovanych v zavislosti na poméru
(m/z). VétSina iontd ma jednoduchy naboj, proto se jejich pomér rovna hmotnosti iontu.
Hodnota (m/z) je bezjednotkovy pomér hmotnostniho ¢isla k mnozZstvi zakladnich nabojh
iontl. Je tfeba zdlraznit, Ze hmotnostni spektrometrie se zabyva pifesnou hmotnosti
konkrétnich izotopti prvku nebo pfesnou hmotnosti sloucenin, které obsahuji specifickou
Skalu itholﬁ.25 Dnes je hmotnostni spektrometr vysoce sofistikovany elektronicky nastroj.
Sklada se z péti dulezitych ¢asti. Z pfivodu vzorku, ionizace analytu, hmotnostni analyzy,
detekce iontl a zpracovani dat. MS je kombinace separacni a detek¢ni techniky. MS je velice
rozséhld metoda, dilezitd pro stanoveni molekulové hmotnosti, molekuldrniho vzorce c¢i

elementarniho slozeni. Iontova chemie miize byt studovdna napt. s cilem zjistit reakcni
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mechanismy v organické chemii a kone¢né MS mize byt pouzita i pfi analyze sekundarnich

. o .y o 2
jontd ve studiich povrcht.?

2.2.1 Schema LC/MS sestavy Scientific Exactive

LC/MS sestava Scientific Exactive byla pouzita Vv praktické ¢asti na identifikaci necistot
pokrocilého intermedidtu Oxalatu. V teoretické casti hmotnostni spektrometrie jsou dale
popsany mechanismy ionizace a detekce (MS spektrometr), které umoznuje, ¢i byly pouzity

na této sestave.

HCD Collision Cell (optional) ~ Trap Lens C-Trap  Gate Lens Octapole (Multipole 2) ~ SplitLens Lens L1 90° Flatapole
\5 Inl/ (Multipole 1)
|

Lens LO A

RF Lens (RFO) |t S =

]

Zlens

Tube Lens

Orbitrap
Mass Analyzer

Heated Capillary

ﬂ
ESI Sprayer %

API lon Source

LC intlet

Obrizek 7: sestava Scientific Exactive®®
Iontova optika fokusuje a transmituje ionty ze zdroje do hmotnostniho analyzatoru.

heated capillary — asistuje pfi desolvataci iontli, béZna temperance 270°C ESI, 250°C APCI,

ionty z vyhtivané kapilary vstupuji do tube lens
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tube lens — je na nich aplikované napéti, které fokusuje ionty smérem k otvoru Skimmeru
Skimmer — pusobi jako vakuova piepazka, ionty proslé Skimmerem postupuji do RF lens
RF lens — tvofeny z kovovych prvku, zafizeni na zaméfovani iontt

LO lens — pusobi jako kovova clona a vakuova piepazka, aplikované napéti £50V

Multipol 1 — zafizeni na transmisi iotl, ty¢e zahnuté do 90° snizuji stopu, zabrafiuji vstupu

neutralnich objektt do detektoru a tim snizuje Sum v datech
Lens L1 — aplikované napéti £25V

Split lens — pouzivaji se na vpusténi nebo zastaveni iontd do hmotnostniho analyzatoru,
umoziuji vysokou vychylku napéti po vétSinu Casu, vybrané ionty vpusti do c trap a zbytek
iontli vychyli, pro rychlé ptepinani iontového paprsku je tfeba urceni presného ¢asu nastiiku

iontl, jen Nutna automaticka kontrola

c- trap — ionty prochdzejici pasti jsou elektrodou vraceny zpét do této pasti, ztraceji svoji

kenetickou energii

orbitrap — axialn¢ symetricky hmotnostni analyzator slozeny ze stfedové elektrody (vietena)

obklopené dvojici vypuklych elektrod, pouzivé elektrické pole k zachyceni a omezeni iontd 27

2.2.2 Zavadéni vzorku

Vzorky jsou bud zavedeny do vysoce vakuované oblasti, kde je umistén zdroj iontd,
hmotnostni analyzator a detektor iontd (GC/MS), nebo do atmosférického tlaku iontového
zdroje, kde dochdzi kionizaci vzorku a ionty jsou nasledné transportovany do vysoce

vakuovaného prostoru obsahujiciho hmotnostni analyzator a detektor ionti (LC/MS).?®

2.2.3 lonizace vzorku

tvrdé a meékké ionizace. Ve tvrdé varianté je velké mnozstvi energie predano iontu analytu
béhem ionizace, coz nejcastéji zpisobi unimolekularni disociacni reakce. Elektronova
ionizace je archetypalni technikou tvrdé ionizace. VétSina ostatnich technik je vSak zaloZena
na jemné (mé¢kké) ionizaci, jejichz vystupem je mala fragmentace a tedy i informace
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0 molekulové hmotnosti. Jemné techniky Ize dale délit napt. podle zplisobu zavadéni vzorku.
Riizné metody jemné ionizace vytvareji totozné typy iontl, tj. kationizované molekuly, kvili
pfilnuti kationtu napt. H" nebo Na' v reZimu pozitivnich iontii a anionizované molekuly
molekuly (M + H)" vrezimu pozitivnich a deprotonované molekuly (M — H) v rezimu

negativnich iont. 2°

2.2.3.1 APCI (chemicka ionizace za atmosférického tlaku)

Nejrozsitenéjsi aplikace pro LC/MS zarhnnuji chemickou ionizaci za atmosférického tlaku
a ionizaci elektrosprejem (ESI). APCI zdroj/interface se sklada z vyhfivaného pneumatického
rozprasovace, ktery pfevadi pritok kapaliny na jemné kapky. Kapi¢ky migruji za pomoci
plynu prostrednictvim desolvatacni komory do oblasti tvorby iontu, kde coronovy vyboj
iniciuje APCI za odpateni rozpoustédla jako reakéniho plynu. Coronovy vyboj probiha na
jehle o pozitivnim potencialu 2 — 5KV pro pozitivni ionty (negativni potencial pro negativni
ionty) a je zodpovédny za ionizaci rozpoustédla. Kombinace kolizi a ndbojové vymény mezi
rozpoustédlem a forem molekul plynu se tvofi Cinidla plazmového plynu lokalizované
V oblasti coronového vyboje jehly. Tyto ¢inidla odpovidaji za ionizaci molekul vzorkl
ptevodem protonu, vznikaji predevsim adukty MH® nebo MH". Sloudeniny s vysokou
elektronovou afinitou miiZou tvofit negativni ionty elektronového zachytu. SloZeni reakéniho
plynu je fizeno (kontrolovano) sloZzenim MF. Pfidavek octanu amonného do MF zplisobi
rychlé odpateni rozpusténych protonovanych iontil za vzniku amonnych iontd, které se stavaji
dominantnimi ionty reakéniho plynu. Stejné tak 1 pfidani alkylaminn® nebo kyseliny do MF
vede ke tvorbé proponovanych aminii nebo aniontd dominantnich v plynu plazmy. APCI ma
za nasledek tvorbu predevsim adukti molekularnich iontd, které jsou vhodné pro indikaci
molekulové hmotnosti. Mala fragmentace omezuje moznost objasnéni struktury. Fragmentace
muze byt vyvolana kolizi indukovanou disociaci (CID) pouzitim tandemové hmotnostni
spektrometrie nebo mize probéhnout v oblasti zdroj/interface. V oblasti transportu je tlak
plynu stale pomé&rné vysoky a vytvaii potfebné podminky pro CID a efektivni shromazd’ovani
fragment( iontd. Ve zdroji CID je obvykle indukovan vhodny rozdil napéti mezi dvémi
oblastmi napt. mezi tryskou kuzele a skimmerem (sbéra¢), nebo mezi skimmerem a zdrojem
iontli v zavislosti na konstrukci iontového zdroje. Stejny pfistup je pouzit ve zdroji CID

S . . . 28,29,30,31,32,33
s ionizaci pomoci elektrospreje.
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Mechanismus ionizace— odpaieni roztoku— ionizace reakéniho plynu— ionizace analytu

Reakéni plyn: MF + zmlzovaci plyn
Piiklad ionizace pfenosem proton: Nj + € — N
N,™ + 2N, — N7 + N,
Ns~ + H,0 — H,0" + 2N
H,O" + H,0 — H30" + OH’
H;0" + M — [M+H]" + H,O
HsO" (donor protonu); [M+H]" ionizace analytu

Kladny méd: Zavisi na protonové afinité, pouzité rozpoustédlo md mit mensi protonovou

afinitu jak analyzovana latka.

Mechanismy ionizace: pienos protonu H;0" + M — [M+H]" + H,0O
vznik aduktu X" +M— MX*
prenos néboje X" +M— MX"+X

Pozn.: pfenos naboje zavisi na ioniza¢ni energii
Zaporny mod: Zavisi na acidité latek v plynné fazi.
Mechanismy ionizace: deprotonace A" +M — [M-H] + HA
vznik aduktu A +M—- MA
zachyt elektronu M+e —>M (AB+e — A +B)

Pozn.: zachyt elektronu probiha u latek s elektronegativni funkéni skupinou (-NOy, halogeny)

2.2.3.2 Elektrosprej

Je povazovan za nejuniverzalngjsi ionizacni techniku pro neutrani slouc¢eniny a ioty v roztoku
a je zaroveh univerzalni interface pro LC-MS.** % V elekrospreji se tvoii ionty v roztoku
a pak jsou nasledné prevedeny do plynné faze. To je odlisné od APCI, kde jsou neutrdlni

molekuly prvné pfevedeny do plynné faze a ty sou pak ionizovany ion-molekulovou reakci
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VvV plynné fazi. Srdcem zdroje elekrospreje je kovova kapilédra, kterou protéka roztok vzorku.
Na kapilaru je vlozen potencidl 3-6 KV a tvofi sprej malych kapek zaméfenych na
protielektrodu. Vzorkovaci otvor se nachazi asi 1-3 cm od hrotu kapilary. Pozitivni potencial
aplikovany na kapilaru produkuje pozitivni ionty (dochédzi k vybiti negativnich iontt
prostiednictvim elektrochemického vyboje na kovové sténé sprejovaci kapilary), negativni
potencia aplikovany na kapilaru produkuje negativni ionty. Ptizplisobeni riznym pritokim
kapaliny na tvorbu kapek je napomocna optimalizace priméru trysky kapilary rozpraSovace,
pouziti koaxialniho pratoku plynu a tepla pro zvysSeni rychlosti odpafovani rozpoustédla.
V produkci plynnych kapek jsou dulezité tii kroky. (1)Tvorba nabitych kapek na hrotu
kapilary — (2) smrsténi nabitych kapek v disledku odpateni rozpoustédla — (3) opakované
rozpady kapek a produkce plynnych iontt z velmi malych vysoce nabitych kapek. Kapky
pohybujici se smérem k otvoru odbéru se zmenSuji v disledku odpafovani rozpoustédla.
V misté, kde jsou Coulombovi sily odpuzovani mezi ¢asticemi vySsi nez povrchové napéti
kapky (Rayleightiv limit stability) se krom¢ vysledné nestability slzy kapicky vytvareji jeste
mens$i kapicky. V zavislosti na modelu iontového odpatfovéani, kdy je dosazeno velikosti
kapky asi 10 nm je hustota naboje tak vysoka, ze jsou ionty desorbovany z kapky do plynné
faze. U sloucenin mensich nez 1000 Da elektrosprej vyrabi hlavné proponované molekularni
ionty MH" pro bazické sloudeniny a deprotované molekularni ionty (M-H) pro kyselé
slougeniny. Nékteré ionty adukti obsahuji napt. (MNH,)*,(MNa)*, (MK)" nebo (M-H+Na)",
které nékdy mohou byt pouzity k detekci neefektivné ionizovanych slouenin pievodem
protonu.*® Slouceniny o vyS$$i molekulové hmotnosti vytvareni n€kolikandsobné nabité ionty

typu (M+nH)* nebo (M-nH) za podminek elektrospreje.

Elektricky neutralnd Elektricky nabité

@ : odpatovan 1ont
Mebulizer gas

zI—IPI_C % +J P
‘.ID:’EL E— ‘t,...ﬁ- '*
a mobilni faze  Mebulizer Unit MS
l vysoké
napéat
I

Obrazek 8: ionizace elektrosprejem
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2.2.3.3 HESI (termosprej)

Termosprej je kombinace iontového zdroje a rozhrani pro KCh-HS a jinych aplikacnich
systému kapalnych vzorka.***" Neustaly tok kapaliny se rychle vypafuje v proudem zah¥ivané
kovové kapilarni trubce vytvaiejici trysku kapi¢ek pohybujicich se nadzvukovou rychlosti,
Z nichz nékteré maji elektricky ndboj, kdyz je roztok cCastecné kapalny, za piitomnosti
tékavého pufru, jako je napft. acetat Cpavku. Vytvari se mnozstvi kladn€ a zaporné nabitych
kapicek, coz vede k vytvoreni kladnych i zapornych iontl. VétSina zdrojii termospreje je
opatfena vlaknem nebo odtokovou elektrodou k pomoci pii vyrob¢ iont. Elektrony z vldkna
nebo odtoku (plazmasprej) ionizuje para solventu, tedy vzorku, procesy chemické ionizace.
Pfitomnost elektrolytu (napt. 50-100 mM acetatu ¢pavku) je velmi dilezitd, protoze bez n¢j se
vyrobi malé mnozstvi iontl. Pocate¢ni kapicky vytvorené¢ho spreje se nadale smrstuji
disledkem vypatfovani rozpoustédla kvili zaru a vakuu pii pohybu zdrojem k otvoru pii
vstupu do analyzatoru hmotnosti. Nakonec se zmensi do dostate¢né velikosti, aby volné ionty
byly uvolnény z kapicek. Je také mozné vytvaret ionty ve dvojfazovém procesu podobném
bézné chemické ionizaci, kdy iont elektrolytu, napt. NH," se uvoliiuje z kapicky, reaguje
s molekulou vzorku v plynném skupenstvi a vytvaii iont. Typy iontl vysledované pii obou
procesech jsou obvykle molekularni adukty iontd, jako MH®, (M+NHg)", (M-H),
(MO,CCHg)™ atd., které doprovazi ne€kolik fragmentarnich iontt nizké intenzity. Mozna je
i pfitomnost aduktd rozpoustédla jako napt. (M+CH3CN)H™ a (M+ CH3CN)NH4" | které
zt€zuji spektrum. Termosprej rozhodné neni univerzalnim ionizacnim procesem a v nékterych
piipadech mize byt tfeba posilit produkci iontl pomoci ionizace vldkna nebo odvodu plazmy.
Pro vzorky s rozpoustédlem nizké polarity, které nerozpousti t€kavé elektrolyty se toto stava

.. 28, 44,48, 49,50
povinnym.

2.2.4 Hmotnostni analyzatory
V dnesni dobé je k dispozici mnoho typti hmotnostnich analyzatord, ze kterych 1ze uvést napt.
sektorové pfistroje, iontové pasti, kvadrupolové a priletové analyzatory, pfistroje pracujici na

principu iontové cyklotronové rezonance a orbitalni pasti. Vybrané typy jsou popsany nize.

2.2.4.1 Tontova past
Je tvorena z jedné kruhové elektrody a dvou vyklenutych elektrod. Dale ze vstupniho otvoru

umoznujiciho pfivod intd a vystupniho otvoru, ktery separované ionty pousti do detektoru.
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Ionty pfivedené do pasti jsou vhodnymi poméry napéti vlozeného na elektrody zadrzeny.
Naslednymi pozvolnymi zménami napéti jsou tyto ionty vypuzovany podle jejich hodnoty

m/z vystupnim otvorem na detektor.

Veoswt | g povs
eleldtroda

Wyldenute
elektrody

2o (D

Detelce

. {ontl

chlazeni/ CID plyn

Vcap
7777I7?7

Obrazek 9: iontova past

2.2.4.2 Priletovy analyzator (analyzator doby letu)

Nejprve jsou ioty pfi vstupu do evakuované pruletové trubice urychleny kratkym pulsem
(dodani stejné kinetické energie) a nasledné je méfena jejich doba letu (zaznamenano
detektorem), ktera neni urychlena Zadnym polem. Podle ¢asu letu jednotlivych iontl se urci
hodnoty m/z. lonty s mensi hodnotou m/z o stejné kinetické energii se pohybuji v oblasti bez

pole rychleji, tim se dostanou diive do detektoru.

| Ewvalouovana analyzatorova trubice

zrychlene .
napet © ) -
délka I
| I
Tomzace Dietelctor

Obriazek 10: TOF*!
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2.2.4.3 Kvadrupolovy analyzator

Kvadrupolovy analyzator se bézn¢ uplatiiuje ve spojeni LC/MS, nebo GC/MS. Konstrukéné
se jedna o Ctyfi kovové tyce kruhového ¢i hyperbolického prifezu, které jsou pfipojeny ke
zdrojim stejnosmérného a vysokofrekvencniho sttidavého napéti. Ionty, které vlétnou do
prostoru mezi tyCe, se dostanou do stiidavého elektrického pole a zacnou oscilovat. Pii
vhodné zvolenych hodnotach stejnosmérného a stiidavého napéti a jejich vhodném poméru
projdou kvadrupdlem pouze hodnoty o urcité hodnoté m/z, ostatni se dostanou na nestabilni
drahy a zachyti se na ty¢ich kvadrupolu, nebo na sténach pfistroje. Zatizeni se chova jako
hmotnostni filtr nastaveny na urcitou hodnotu m/z. Postupnou zménou napéti vkladanych na
kvadrupdl tzv. skenovanim je mozné nechat timto filtrem postupné projit ionty ve zvoleném

intervalu hodnot m/z.>

+([ LKV cos wt)

o

Detelece ionth

Tomzace

Obrazek 10: kvadrup6lovy analyzator>
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2.2.4.4 Orbitrap (orbitalni past)

lonty jsou zachyceny ve statickém elektrickém poli (nepouziva se magnet), obihaji sttedovou

1
elektrodu a osciluji kolem ni s frekvenci umérnou (%)_5 . V disledku oscilaci iontl je

indukovan proud a pouzitim FT je zaznamenany signal pfeveden na spektrum. Orbitrap
umoziuje vysoké rozliSeni a urceni prfesné hmotnosti na né¢kolik ppm. Jsou kladeny vysoké

pozadavky na vakuum. w = [k- % k — zak¥iveni pole, z - , e - , m — hmotnost

Obriazek 11: iontova past™
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Silodosin

3.1.1 Stukturni vzorec, sumarni vzorec, molekulovi hmotnost, fyzikalné

chemické vlastnosti (vzhled, rozpustnost) a syntéza Silodosinu

Strukturni vzorec:

NHV\O
\ CH, ro
CONH, CF,
OH

Sumarni vzorec:

CosH3004N3F5 CAS RN/160970-54-7/
CosH3204N3F5. 2HBYr CAS RN/169107-04-4/
Molekulova hmotnost: 495,53 g.mol™*

Chemicky nazev:
2,3-Dihydro-1-(3-hydroxypropyl)-5-[(2R)-2-[[2-[2-(2,2,2-trifluoroethoxy) phenoxy]ethyl]
amino]propyl]-1H-indole-7-carboxamide(R)-1-(3-Hydroxypropyl)
-5-[(2-[[2-[2-(2,2,2-trifluoroethoxy)phenoxy]ethyl]Jamino]propyl]indoline-7-carboxamide
(-)-1-(3-Hydroxypropy)-5-[2(R)-[2-(2,2,2-trifluoroethoxy)phenoxy]ethylamino]propyl]

indoline-7-carboxamide
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3.2 Zkoumané latky

3.2.1 Strukturni vzorce, sumarni vzorce, molekulové hmotnosti, fyzikalné

chemické vlastnosti (vzhled, rozpustnost)

Sumarni vzorec latky ¢.1:
(R)-5-(2-Aminopropyl)-1-(3-benzoyl-oxopropyl)inuline-7-carbonitrile tartarate
pozn: déle jen Tartarat

Sumarni vzorec latky ¢.2:
(R)-5-(2-Aminopropyl)-1-(benzoyl-oxypropyl)inuline-7-carbonitrile tartarate
1-[3-(benzoyloxy)propyl]-2,3-dihydro-5-[(2R)-2-[[2-[2-(2,2,2-trifluoroethoxy)
phenoxy]ethyl]lamino]propyl]-1H-indole-7-carbonitrile oxalate

pozn: dale jen Oxalat

Strukturni vzorce:

H
N
CH3 \/\o
m N s I
N CN
5 0
o 0

Tartarat Oxalat

Molekulova hmotnost Tartaratu: 364,20 g.mol™

Molekulova hmotnost Oxalatu: 582,26 g.mol’l
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3.2.1.1 Rozpustnost zkoumanych latek

Rozpustnost zkoumanych latek.(jednotlivé pro Tartarat a Oxalat) byla postupné testovana na
navazkach 2mg do 10 ml odmérné banky vzdy v poradi organické rozpoustédlo, nebo jejich
smés a nasledné pfidani H,O s vyjimkou, kdy jako rozpoustédlo byla pouZzita pouze voda.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce €. 1.

‘ Tabulka &. 1

Rozpoustédlo Pomér rozpoustédel Oxalat Tartarat
H,0 - NE NE*
ACN - ANO NE
ACN/H,0O (50/50) ANO ANO?
MeOH - ANO ANO
MeOH/H,0 (50/50) ANO ANO
MeOH/ACN/H,0O (20/20/60) ANO ANO
THF - ANO NE
THF/MeOH/H,0 (20/20/60) ANO ANO

1 — castecné rozpustny vV H,0O, 2 — rozpustny po ptidani H,O
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3.2.2 Syntéza

V uvodu bylo uvedeno nékolik zptisobii ptipravy Silodosinu, které jsou chranény patentem.s’ 4

> Patent® se zabyval ptipravou Silodosinu metodou reduktivni aminace. Touto schiidnou
metodou piipravy se zabyvala i firma Farmak a.s. v obdobi ledna 2010 az zaii 2011, kdy
obdobné cesta byla jest¢ patentové volnd. V pribéhu vyvoje se bohuzel objevil patent

zabyvajici se identickou. Farmak a.s. se nadale zabyva vyvojem patentové nekolizni cesty.

Ttistupiiova syntéza Silodosinu metodou reduktivni aminace je uvedena na obrazku ¢. .12

H
N
CH, \/\OQ
1
\ CH, o\/CH3
NH, . OMO >
CN

CN O F

1. tartarat M=363 2. aldehyd M=234 0 3. oxaldt M=58

NG N

N

CN
4. hydroxyderivat M=477
HO

Konverze CN na CONH ,

H
N\/\o
N CH, O\/CF3
Obrazek 12: syntéza Silodosinu Ho/ O/ NH,

5. silodosin M=495
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1. stupen:Reduktivni aminace— reakce aminu (Tartaratu) s aldehydem za ptitomnosti
reduk¢niho Cinidla. In situ vznikly imin (Schiffova baze) se mohl redukovat napft.:
kyanoborohydridem  sodnym(NaBH3;CN), borohydridem sodnym  (NaBHy,),
triacetoxyborohydridem sodnym (NaBH(OAC)3), ¢i lithium borohydridem (LiBHy,).
Reakce se provadéla v alkoholu za piitomnosti slabé kyseliny pti 25 - 40°C 5459

2. stupen:Hydrolyza benzolu (chiralni skupiny)— lze provést:

a) 1% NaOH, MeOH, 20°C, 50 min. s 90% vyt&zkem
b) EtsN, MeOH, H,0 v poméru (1:5:1), reflex, 20 hodin s 86% vyt&zkem ®*
c) MeOH, KCN ®

3. Stupen:Hydrolyza CN skupiny na NH; skupinu— Byla provedena alkalickou

hydrolyzou 5M NaOH v dimethylsulfoxidu (DMSO) za piitomnosti oxida¢niho

ve . . ’ 5
¢inidla peroxidu vodiku.

3.3 Vyvoj HPLC metody na stanoveni Cc{istoty pokroc¢ilého

intermediatu Oxalatu
V pribéhu vyvoje HPLC metody na stanoveni Cistoty, resp. ptribuznych latek pokrocilého
intermediatu Oxalatu byl po celou dobu nastfikovan i intermediat Tartarat z divodu mozného
nasledného sjednoceni metod pro ob¢ slouceniny za predpokladu optimalnich podminek. Dale
byl Tartarat nastfikovan kvili sledovani reten¢nich ¢ast vySe jmenovanych sloucenin, ze
kterych vyplyva jejich rozliSeni. Vzhledem k rozdilné velikosti molekul Tartaratu a oxalatu

nebyl ditvod k obavam z jejich blizké eluce a Spatného rozliseni.

3.3.1 Pristroje:
Sestava kapalinového chromatografu Agilent 1100 s vysokotlakym kvartérnim
Cerpadlem a  DAD  detektorem, @ HP  Chemstation verze  A.10.01
oznaceni pfitroje LX15
Sestava kapalinového chromatografu Agilent 1100 s vysokotlakym kvartérnim
Cerpadlem a UV/VIS detektorem, HP  Chemstation verze A.10.01.

oznaceni pfistroje LX21
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Sestava kapalinového chromatografu Agilent 1200 s vysokotlakym kvartérnim
Cerpadlem a DAD  detektorem, HP  Chemstation verze B.04.02.SP1

oznaceni pfistroje LX27

3.3.2 Kolony:

Pii vybéru kolon bylo piihlédnuto k jejich dostupnosti. Strukturni vzorec Oxalatu obsahuje
lehce polarni -NH a -CN skupiny.VVzhledem ke slabé polarité Oxalatu uréené ze strukturniho
vzorce jsem se rozhodla pro vyvoj metody na bézné pouzivanych reverznich fazich sza
pomoci nepolarnich C18, nebo nehce polarnich kolon typu C18, které zadrzuji latky tohoto

typu a jsou zdkladem analytiky na reverznich fazich.

Kinetex 2.6 um, 150 - 4,60 mm, C18 100A
Synergi Polar 4.0 um, 150 - 4,60 mm, RP 80A
Luna 3.0 um, 100 - 4,60 mm, C18(2) 100A

1. Kinetex 2.6 pm C18 100A HPLC Column 150 mm - 4.6 mm

Univerzalni kolona vyrobena technologii core- shell tzn. je tvofena

é TG Casticemi s pevnym jadrem, coz zvySuje jeji ucinnost oproti
P ., kolondm na bazi klasického, plné porézniho silikagelu. Jedna se o

/ \ vysoce hydrofobni, lehce polarni kolonu s nizkou selektivitou
i. k; k aromatickym slou¢enindm Sniz$i  silanolovou aktivitou pfi

pH= 2.5, odolnou v rozmezi pH 1.5 — 10.
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2. Synergi 4 pm Polar- RP 80A HPLC Column 150 mm - 4.6 mm

Kolona s ethericky vazanou fenylovou (fenoxypropylovou) fazi s polarnim endcappingem.
Hydrofilni zakonceni bylo specidlné navrZzené pro maximalni retenci a rozliSeni polarnich a
aromatickych latek, které jsou Casto analyzovany ve farmaceutickém primyslu. Jedna se o
castecn¢ hydrofobni, univerzalni kolonu pro poldrni reverzni fazi. Dosahuje vysoké
selektivity pro aromaticka farmaka, je stabilni v rozmezi pH 1.5 — 7 odolna vic¢i hydrolyze

i pii pH= 1.5. Kolona se stfedni silanolovou aktivitou pii pH= 2.5.
3. Luna 3.0 pm C18(2) 100A HPLC Column 150 mm - 4.6 mm

Kolona vyrobena z extrémné hladkého, sférického, supercistého (99.999%) silikagelu, témér
beze stop kovi. Je hydrofobni, ma slabou senzitivitu kK aromatickym slo¢enindm a malou

silanolovou aktivitu pfi pH= 2.5.

3.3.3 Chemikalie:

Reagencie: Substance:
H,0, LiChrosolv, Merck, 1. Oxalat
ACN g.g., LiChrosolv, Merck, 1.00030 Tartarat
MeOH g.g., LiChrosolv, Merck, 1.06007 Aldehyd

KH,PO, p.a., Merck, 1.04873
K;HPO, p.a., Merck, 1.05104
H3PO, 85% p.a., Merck, 1.00573
KOH 30% roztok
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3.3.4 Prehled pouzitych metod

Nejprve byly postupné méfeny smésné vzorky (Oxalatu, Tartaratu a Aldehydu) na vSech
kolonach viz.(3.3.2 Kolony) za pomoci vySe vyjmenovanych kapalinovych chromatografii
viz. (3.3.1 Piistroje), kde byla MF vytvafena jednoduchou kombinaci organického
rozpoustédla a H0. Analyzami pomoci téchto MF a kolon nebyly naméfeny zadné
uspokojivé vysledky, kromé spojeni MF slozené z ACN/H,0 a kyseliny s kolonou ¢.2, kde
doslo k vétsi absorpci dvou latek. Piky ovsem nebyly symetrické a eluéni ¢as prvniho z nich

Tr=1,4 min. je pfili§ nizky. viz. tabulka. 2

Tabulka ¢. 2

Kolona MF Pomér Vysledek

Dva Spatné¢ vydélené piky v 5 min. 0 plochach
1 MeOH/H,0O 50/50 P v plky P

[2537,4 mAU-s] a [1281,3 mAU s]

Nejveétsi absorpce latek v 1. min. a 13 min. pii wwd
2 MeOH/H,0O 50/50

210 nm do plochy [520 mAU-'s]

Eluce piku v 1. min., pik o plose [3471,3 mAU-s] pti
3 ACN/H,0 50/50 wwd 210 nm, pii wwd 230 nm byla naméfena jeho

plocha [6217,6 mAU:s]

Absorpce v 19. min. Pik o ploSe [3581,4 mAU:s].
1 MeOH/H,0 + K 50/50 )

Symetrie piku v 10% vysky[5,6].

Absorpce v 2. min. a 13. min. pti 210 mn do ploch
2 MeOH/H,0 + K 50/50

[425 mAU's]

Absorpce v 1,5. min. Pik o plose [9528,7 mAU-s].

Symetrie piku v 10% vysky[2,1].
3 ACN/H,0 + K 50/50 ymenep ISyl

Absorpce v 5,5. min. Pik o plose [10131 mAU's].
Symetrie piku v 10% vysky[7,9].

K — pfidavek 85 % H3zPO, v mnozstvi 0,29 ml na 100 ml MF
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Parametry metod uvedenych v tabulce €. 2

Priatok MF: 1 ml/min (kolona ¢.2, 3); 0,6 ml/min (kolona ¢.1), teplota kolony: 30 °C, délka

analyzy:30 min.

Pozn.: Analyzy na sestavach kapalinovych chromatografii s DAD detektorem byly méteny
rozsahu vinovych délek 200 nm az 400 nm. U UV/ VIS detektoru na kolon¢ ¢.1byla zpocatku

vybrana vlnova délka 254 nm.
Piiprava vzorkii:

Smésny vzorek: 2 mg Oxalatu + 2 mg Tartaratu byly navazeny do 10 ml erlenmeyerovi
banky a rozpusStény za pomoci ultrazvuku v ogranickdm rozpoustédle. Poté byla pfidana H,O.
Byl zachovén stejny pomér rozpoustédel jako v MF tzn. 5 ml organického rozpoustédla + 5

ml H,0. Nasledné byl pfidan 1 ml roztoku aldehydu.

Aldehyd: 2 mg Aldehydu byly navazeny do 10 ml erlenmeyerovi banky a rozpustény za
pomoci ultrazvuku v oganickém rozpoustédle. Poté byla ptidana H,O. Byl zachovan stejny

pomér rozpoustédel jako v MF.

Oxalat: 2 mg Oxalatu byly navazeny do 10 ml erlenmeyerovi baiiky a rozpustény za pomoci
ultrazvuku v oganickém rozpoustédle. Poté byla piidana H;O. Byl zachovan stejny pomér

rozpoustédel jako v MF.

Tartarat: 2 mg Tartaratu byly navaZzeny do 10 ml erlenmeyerovi baniky a rozpustény za
pomoci ultrazvuku v oganickém rozpoustédle. Poté byla pfidana H,O. Byl zachovan stejny

pomeér rozpoustédel jako v MF.

Pozn.: Postup piipravy vzorki byl identicky do znac¢né €asti vyvoje metody, pfipadné zmény

jsou uvedeny u konkrétnich metod.
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DalSi postup vyvoje metody spocival ve zaméné H,O za pufr. viz. tab.3

Tabulka ¢. 3

P - pufr: 0,025 M KH,PO,; pH pufru nebylo nijak upravovano, tzn. hodnota pH byla cca 4
Kolona MF Pomér  Vysledek

nejveési odezva pii www 210 nm
2 MeOH/P 50/50 absorpce v 1,5 min; pik o plose [635,2 mAU"s]
absorpce v 14,6 min; pik o plose [100,2 mAU"s]

absorpce ve 2 min,;pik o plose [5522,9 mAU-s] pii
210 nm; pii wwd 230 nm se jeho plocha zvysila na
[9391,3 mAU:-s]; symetrie piku v 10% vysky [2,1]

3 ACN/P 50/50 i
absorpce v 7 min.; pik o plose [6907,3 mAU-s] pti wwd
210 nm; pii www 230 nm se jeho plocha zvySila na
[9374,6 mAU:-s]; symetrie piku v 10% vysky [8,1]
eluce piku Tartaratu ve 3 min.; pik o plose
[20662,6 mAU-s]; symetrie piku v 10% vysky [2,4]
eluce piku Oxalatu v10 min; pik o plose
ACNIP [22359 mAU's] ie piku v 10% vysky [8,0]
-s]; symetrie piku v VS ,
1 zékladni*  50/50 ymETe pray T vy
Metod Piky Tartaratu a Oxalatu byly ovéteny jejich samostatnymi nastiiky
etoaa

na kolonu.
Aldehyd nebyl spolehlivé ovéfen. Doslo k jeho Etyfnasobnému

nastfiku na kolonu.

eluce piku Aldehydu ve 3 min.; pik o plose [60,7 mAU-s]

eluce piku Tartaratu ve 4 min.; pik o plose
[5369,3 mAU-s]; symetrie piku v 10% vysky [3,4]

2 ACN/P 50/50 eluce piku Oxalatu ve 21,5 min.; pik o plose
[7591,6 mAU:-s]; symetrie piku v 10% vysky [8,0]

Eluce pikti Aledehydu, Tartaratu a Oxalatu byly ovéfeny jejich

samostatnymi nastfiky na kolonu.

Na C18 koloné ¢.1 probehly analyzy ve vétsim rozsahu hodnot pH pufru oproti ,,zakladni*
metode (0,025 M KH,PO, pti pH=4 ACN/MeOH 50/50) viz. tab. ¢. 3.Vysledky byly s touto

metodou porovnany a zhodnoceny v tabulce ¢.4
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Tabulka ¢. 4 Kolona ¢.1 C18

Podminky metod: priitok 0,6 ml/min; teplota na koloné 30°C; detekce 230 nm; nastik 20 pl
P - pufr: 0,025M KH,PO,
MF pH pufru  Vysledek

Snizeni pH pufru vedlo k posunu pikti smérem doptedu. U Aldehydu cca o 1
min. tzn. Tg=2,0 min. U Tartaratu doslo k posunu piku z Tg= 3,2min. na
Tr= 2,9min. Symetrie piku Tartaratu se zhorsila z [2,4] na [2,8]. Plocha piku

3 Tartaratu klesla z [20662,6 mAU-s] na [15911,0 mAU-s] Pik Oxalatu se
posunul z Tg= 10,1 min. na Tg= 7,3 min. Jeho symetrie v 10% vysky piku se
zlepsila z [8,0] na [7,4]. Plocha Oxalatu klesla z [22359,0 mAU:-s] na
[16925,4 mAU:-s].

ACN/P
(50/50)

Zvyseni pH pufru vedlo k posunu pikii smérem dozadu. Pik aldehydu s Tg=
3,6 min. eluoval v piku Tartaratu s Tg= 3,5 min. Symetrie piku Tartaratu se
ACN/P zhorsila z [2,4] na [3,3]. Plocha piku Tartaratu klesla z [20662,6 mAU-s] na
(50/50) [19133,3 mAU-'s] Pik Oxalatu se posunul z Tg= 10,1 min. na Tg= 12,0 min.
Symetrie piku Tartaratu v 10% vysky se zlepsila z [8,0] na [7,8]. Plocha piku
Oxalatu klesla z [22359,0 mAU-s] na [18048,4 mAU-s].

Zvyseni pH pufru vedlo k dal§imu posunu pikt (Tartaratu, Oxalatu) smérem
dozadu. Pik aldehydu s Tr= 3,5-3,6 min. se oddélil od piku Tartaratu s
Tr= 3,8 min. Symetrie piku Tartaratu v 10% vysky se zhorsila z [2,4] na
6 [3,8]. Plocha piku Tartaratu klesla z [20662,6 mAU-s] na [18630,7 mAU-s].

Pik Oxalatu se posunul z Tr= 10,1min. na Tg= 25,7 min. Symetrie piku

ACN/P
(50/50)

Oxalatu v 10% vysky se zlepsila z [8,0] na [3,9]. Plocha Oxalatu klesla z
[22359,0 mAU-s] na [18504,7 mAU-s].

Snizeni eluéni sily vedlo k dal§imu posunu vSech piki smérem dozadu. Pik

aldehydu absorboval Tg= 4,6 min. Pik Tartaratu eluoval v Tg=6,1 min.
ACN/P

(40/60) Symetrie piku Tartaratu v 10% vysky se zhorsila z [2,4] na [6,2]. Plocha piku

Tartaratu vzrostla z [20662,6 mAU-s] na [20908,5 mAU-s]. Pik Oxalatu se

posunul z Tg=10,1min. na Tg= 90-100 min. (eluce mino délku amalyzy).
Vyména pufru: z 0,025M KH,PO, 0 pH= 4 na 0,025 M K;HPO, 0 pH= 4 — upraveno
85%H3PO,

Vyména pufru byla vyzkouSena pouze na kolonach ¢.1 a ¢.2 v kombinaci s MF na kterych
probéhly separace s relativné dobrymy vysledky vzhledem K fazi vyvoje. Vysledky byly
porovnany s totoznymi metodami pred vyménou pufru a komentovany v tabulce ¢. 5 Byly

sledovany symetrie piku v 10% vysky, které jsou uvedeny nize v tabulkach symetrii €. 6, 7
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Tabulka ¢. 5

Pomér

Kolona MF

Vysledek

1 ACN/pufr

50/50

Eluce piku Tartaratu s Tg= 3,3 min.je téméf totozna
s Tr= 3,7 min. Aldehydu. Aldehyd vyeluoval ve
chvostu piku Tartaratu.

plocha piku Tartaratu [20899,3mAU-s];
symetrie piku Tartaratu v 10% vysky [2,2]
eluce piku Oxalatu v Tr= 11,2 min.; pik o
plose [20528,3 mAU:-s]; Symetrie piku
Oxalatu v 10% vysky [6,8].

2 ACN/purf

50/50

eluce piku Aldehydu v Tg=3,0 min.

eluce piku Tartaratu v Tr= 3,7 min.; pik 0
plose [5539,0 mAU:-s]; symetrie piku v 10%
vysky [2,7]

eluce piku Oxalatu v Tg= 19,3 min.; pik
0 plose [7006,6 mAU-s]; symetrie piku v
10% vysky [6,4]

Tabulka ¢. 6, 7

Purf

SYMETRIE

Tartarat

Oxalat

SYMETRIE
Purf

KOLONA1

KH,PO,

2,4

8,0

K;HPO,

2,2

6,8

Tartarat

Oxalat

KOLONA 2

KH,PO,

3,4

8,0

K;HPO,

2,7

6,4

Z jednotlivych vysledkl v tabulkach €. 6 a €. 7 je patrné, Ze zména pufru z KH,PO4 na

KoHPO, pti pH= 4 vedla ke zlepSeni symetrii pikti. Nicmémé dosavadni vysledky symetrii |

po zmén¢é pufru nejsou uspokojivé. Dalsi postup vyvoje HPLC metody na stanoveni ¢istoty

pokrocilého intermediatu Oxalatu spocival v kombinacich ACN, MeOH a pufrt pii riznych

hodnotach pH.




Dalsi metody: Kombinace ACN, MeOH, pufri, jejich poméri v MF pii ruznych
hodnotach pH na uvedenych kolonach.

Dalsi vyvoj uz probihal pouze na dvou kolonach. Na kolon¢ ¢.1 (klasicka C18) a na lehce
polarni koloné ¢.2 z diivodu uspory chemikalii a pfistroji ( zGstala jsem na dvou sestavach
kapalinovych chromatografii s DAD detektorem). Z pouzivanych C18 kolon se separace na

kolong ¢.1 prozatim zdaly zdaftilejsi.

i Tabulka & 8 METODA: SILODOS 1

Popis metody— MF: ACN (vol. 40%)/ MeOH (vol. 20%)/ pufr (vol. 40%) Pufr: 0,025M K,HPO,
uprava pufru na pH= 4 85% H;PO,, teplota kolony: 30°C, prutok MF: 0,6 ml/min, wwd 230 nm

kolona ¢.1, wwd 210 nm kolona ¢.2

eluce piku Tartaratu v Tr= 4,3 min.; pik o ploSe [18704,7 mAU-s]; symetrie piku v
10% vysky [3,0]
Pik Tartaratu byl Spatné vydé€len od necistoty v Tr= 4,2 min. (udano hodnotou rozliSeni mezi

pikem Tartaratu a necistotou v Tg= 4,2 min.) R=0,8.

KOLONA 1

eluce piku Aldehydu v Tr= 5,3 min.; pik o plose [40,1 mAU-s]
eluce piku Oxalatu v Tr= 14,1 min.; pik o plose [17381,5 mAU-s]; Symetrie piku v
10% vysky [5,3]
eluce piku Aldehydu v Tr= 3,8 min.; pik o plose [54,8 mAU-s]
eluce piku Tartaratu v Tr= 4,1 min.; pik o plose [6294 mAU-s]; symetrie piku v 10%
vysky [2,2]

Hodnota rozliSeni R= 1,5 mezi pikem Aldehydu a pikem Tartaratu je vyhovujici.
eluce piku Oxalatu v Tg= 17,0 min.; pik o plose [6993,2 mAU-s]; symetrie piku v 10%
vysky [4,3]

KOLONA 2
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Tabulka ¢. 9 METODA: SILODOS 2

Popis metody— MF: ACN (vol. 40%)/ MeOH (vol. 20%)/ pufr (vol. 40%) Pufr: 0,025M K,HPO,
uprava pufru na pH= 5 85% H3PO,, teplota kolony: 30°C, pritok MF: 0,6 ml/min, wwd 230 nm

kolona ¢.1, www 210 nm kolona ¢.2

Zvyseni pH pufru zpusobilo posun piku Tartardtu a piku Aldehydu a zvySeni odezvy
sledovanych latek.
eluce piku Tartaratu v Tr= 4,1 min.; pik o plose [17981,8 mAU-s]; symetrie piku Vv

:(' 10% vysky=[2,7]
% Pik Tartaratu byl opét Spatné vydélen od piechchozi necistoty v Tr= 4,0 min. Hodnota
é rozliSeni se zhorsila z R=0,8 na R=0,7.
eluce piku Aldehydu v Tr=4,9 min.; pik o plose [301,3 mAU-'s]
eluce piku Oxalatu v Tr= 14,2 min.; pik o plose [18037,5 mAU-s]; symetrie piku Vv
10% vysky=[1.3]
Zvyseni pH pufru zpusobilo pokles odezev sledovanych pikti. Doslo k posunu piku Aldehydu
smérem dopiedu a pikt Tartaratu a Oxalatu smérem dozadu, ¢imz se zlepsila hodnota rozliSeni
mezi Aldehydem a Tartaratem. Hodnota rozliSeni mezi pikem Tartaratu a Aldehydu se zvysila
2‘ zR=15naR=5,1.
CZ) eluce piku Aldehydu v Tr= 3,3 min.; pik o plose [32,2 mAU:s]
:CC)I eluce piku Tartaratu v Tg= 4,4 min.; pik o plose [5668,5 mAU-s]; symetrie piku v 10%

vysky [1,7]
eluce piku Oxalatu v Tg= 17,7 min.; pik o plose [6729,9 mAU-s]; symetrie piku v 10%
vysky [3,7]
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Tabulka ¢. 10 METODA: SILODOS 3

Popis metody— MF: ACN (vol. 38%)/ MeOH (vol. 22%)/ pufr (vol. 40%) Pufr: 0,025M KH,PO,,
uprava pufru na pH= 4 85% H;3;PO,, teplota kolony: 30°C, pritok MF: 0,6 ml/min, wwd 230 nm

KOLONA 1

Snizeni pH pufru a pfidavek MeOH v MF zptisobilo posun pik sledovanych latek smérem
dopiedu a snizeni jejich odezev oproti metodé SILODOS?2.
eluce piku Tartaratu v Tg= 3,5 min.; pik o plose [16759,4 mAU-s]; symetrie piku v
10% vysky=[3,0]
Zlepsila se hodnota rozliseni mezi necistotou eluyjici pred pikem Tartaratu a pikem Tartaratu z
R= 0,8 (metoda SILODOS1) na R=1,2.
eluce piku Aldehydu v Tr= 4,4 min.; pik o plose [130,0 mAU-'s]
eluce piku Oxalatu v Tg= 8,9 min.; pik o plose [17748,7 mAU-s]; symetrie piku v 10%
vysky= [6,2]
Posunem Tr Oxaldtu smérem doptedu doslo k jeho pfiblizeni k necistoté eluujici pfed pikem
Oxalatu R=0,6.

Tabulka ¢. 11 METODA: SILODOS 4

'Popis metody— MF: ACN (vol. 45%)/ MeOH (vol. 15%)/ pufr (vol. 40%) Pufr: 0,025M
K;HPO4 tiprava pufru na pH= 4,5 85% H;PO,, teplota kolony: 30°C, pritok MF: 1,0 ml/min,
wwd 210 nm

KOLONA 2

Snizeni pH pufru, pfidavek ACN do MF a zvySeni rychlosti pritoku MF kolonou oproti metodé
SILOSOS2, zpusobilo posun pikl sledovanych latek smérem dopiedu. Odezva Aldehydu se
lehce zvysila. Odezvy Tartaratu a Oxalatu zistaly témét stejné. DoSlo k pfiblizeni piku
Aldehydu a Tartaratu a tim ke sniZzeni hodnoty rozliSeni oproti metod¢ SILODOS2 z R=5,1 na
R=2,2.

eluce piku Aldehydu v Tgr= 3,1 min.; pik o plose [237,7 mAU-s]

eluce piku Tartaratu v Tg= 3,5 min.; pik o plose [6669,3 mAU-s]; symetrie piku v 10%

vysky [2,3]

eluce piku Oxalatu v Tr= 11,7 min.; pik o plose [7045,2 mAU-s]; symetrie piku v 10%

vysky [3,4]
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Tabulka ¢. 12 METODA: SILODOS 5

Popis metody— MF: ACN (vol. 50%)/ pufr (vol. 50%) Pufr: 0,025M K,HPO4 tprava pufru na
pH= 4,5 85% H3PO,, teplota kolony: 30°C, pritok MF: 1,0 ml/min, wwd 210 nm

KOLONA 2

Zvyseni pH pufru na pH=4,5 oproti metodé APS55X4K2 zpusobilo zlepSeni rozliseni mezi
Aldehydem a Tartaratem z R=3,9 na R=5,1 . Odebrani MeOH z MF zapficinilo vyrazné zhorSeni
symetriec  piku  Oxalatu  oproti metodam s MeOH Vv MF viz.  metody
SILODOS1,SILODOS2,SILODOSA.

eluce piku Aldehydu v Tg= 2,7 min.; pik o plose [133,1 mAU-s]

eluce piku Tartaratu v Tg= 3,7 min.; pik o plose [5785,3 mAU-s]; symetrie piku v 10%

vysky=[2,6]

eluce piku Oxalatu v Tg= 17,8 min.; pik o plose [6985,0 mAU:'s]; symetrie piku v 10%

vySky= [4,9]

Tabulka ¢. 13 METODA: SILODOS 6

' Popis metody— MF: ACN (vol. 50%)/ pufr (vol. 50%) Pufr: 0,025M K,HPO4 iprava pufru na
pH= 6 85% H3PO,, teplota kolony: 30°C, priitok MF: 1,0 ml/min, wwd 210 nm

KOLONA 2

Zvyseni pH MF mélo neptiznivy vliv na intermediat Tartarat (srovnano s metodou
SILODOSS). Déle vedlo k rozseparovani pikil necistot mezi Aldehydem a Tartaratem, které
eluovaly ve chvostu piku Aldehydu.
eluce piku Aldehydu v Tr= 2,7 min.; pik o plose [91,8 mAU-s]
eluce piku Tartaratu v Tr= 5,8 min.; pik o plose [5777,7 mAU-s]; symetrie piku v 10%
vysky [3,4]
eluce piku Oxalatu v Tg= cca 33 min.(eluce mino délku analyzy); pik o plose
[7779,3 mAU-s]; symetrie piku v 10% vysky [3,3]
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Tabulka ¢. 14 METODA: SILODOS 7
Popis metody— MF: ACN (vol. 35%)/ MeOH (10%)/ pufr (vol. 55%) Pufr: 0,025M K,HPO4
uprava pufru na pH= 4,5 85% H3;PO,, teplota kolony: 30°C, pritok MF: 1,0 ml/min,

wwd 210 nm

eluce piku Aldehydu v Tg= 6,2 min.; pik o plose [43,4 mAU"s]
eluce piku Tartaratu v Tr= 7,4 min.; pik o plose [5394,9 mAU-s]; symetrie piku v 10%
vysky [3,5]

eluce piku Oxalatu v Tg= cca 60 min. (eluce mimo délku analyzy); pik o neznamé

KOLONA 2

plose a symetrii
Pozn. Nebyl divod analyzu opakovat z divodu nevyhovujichich parametrii intermediatu

Tartaratu a nevyhovujiciho Tr Oxalatu.

Tabula ¢. 15 METODA: SILODOS 8
Popis metody— MF: ACN (vol. 42%)/ MeOH (10%)/ pufr (vol. 48%) Pufr: 0,025M K;HPO4
uprava pufru na pH= 4,5 85% H3PO,, teplota kolony: 30°C, pritok MF: 1,0 ml/min,

wwd 210 nm

eluce piku Aldehydu v Tg= 4,1 min.; pik o plose [245,0 mAU-s]

eluce piku Tartaratu v Tr= 4,7 min.; pik o plose [5776,2 mAU-s]; symetrie piku v 10%
vysky=[2,5]

eluce piku Oxalatu v Tr= 23,4 min.; pik o plose [7369,0 mAU-s]; symetrie piku v 10%

KOLONA 2

vysky=[4,7]
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Tabulka ¢. 16 METODA: SILODOS 9

Popis metody— MF: ACN (vol. 40%)/ pufr (vol. 60%) Pufr: 0,05M K,HPO4 tprava pufru na
pH= 6 85% H3PO,, teplota kolony: 30°C, priitok MF: 0,6 ml/min, wwd 230 nm
Metoda SILODOS 9 byla vymySlena jako navaznost na metodu AP46X6K. Metody byly

totozné az na silu pufru, kde se pufracni kapacita u metody SILODOS 9 zvysila z 0,025M
roztoku na 0,5M roztok KH,PO4. Byl sledovan vliv pufra¢ni kapacity na symetrii piku a plochu
Tartaratu.
eluce piku Aldehydu v Tg= 4,6 min.; pik o plose [56,9 mAU"s]
eluce piku Tartaratu v Tr= 5,6 min.; pik o plose [17732.6 mAU-s]; symetrie piku v
10% vysky [2,5]
Zvyseni pufracni kapacity vedlo ke zlepSeni symetrie piku Tartaratu v 10% vysky z [6,2] na
[2,5]. Dale byl sledovan pokles odezvy piku Tartaratu z [17732.6 mAU-s] na [17732.6 mAU-s].
eluce piku Oxalatu v Tg= 82,6 min.; pik o plose [16392,3 mAU-s]; symetrie piku v
10% vysky= [4,7]

KOLONA 1

Tabulka ¢. 17.METODA: SILODO 10

Popis metody— MF: ACN (vol. 32%)/ MeOH (22%)/ pufr (vol. 48%) Pufr: 0,025M K,HPO4
uprava pufru na pH= 4,5 85% H3PO,, teplota kolony: 30°C, pritok MF: 1,0 ml/min,

wwd 210 nm

V dal§im prabéhu vyvoje HPLC metody na stanoveni ¢istoty pokro¢ilého intermediatu Oxalatu
jsem u nékterych metod prestala identifikovat pik Aldehydu jeho samostatnym nasttikem.
Nejednalo o latku na kterou byla vyvijena metoda a jeho dalsi identifikace v kazdé metod¢ byla
zbytec¢na. Dale byl identifikovan ndhodné u metod, kde jsem si jeho piitomnost chtéla potvrdit
a samoziejmé byl opét nastiiknut samostatné a ve smésném vzorku u kone¢né metody.
eluce piku Tartaratu v Tg= 6,0 min.; pik o plose [5592,3 mAU-s]; symetrie piku v 10%
vysky [2,3]
eluce piku Oxalatu v Tr= 23,4 min.; pik o plose [7371,9 mAU-s]; symetrie piku v 10%
vysky [4,5]

KOLONA 2

54



Tabulka ¢. 18 METODA: SILODO 11

Popis metody— MF B: ACN (vol. 35%)/ MeOH (10%)/ pufr (vol. 55%)
MF C: ACN (vol. 47%)/ MeOH (15%)/ pufr (vol. 38%0)
Omin — 5min 100% MF B; 5min — 30min 100% MF C

Pufr: 0,025M K,;HPO4 uprava pufru na pH= 6 85% H3PO,, teplota kolony: 30°C, prutok MF:
1,0 ml/min, wwd 210 nm

Metoda s prudkym narGstem sily gradientu. Strmy narQst baseline u jednotlivych nastiika

slepého pokusu a smésného vzorku.

: eluce piku Tartaratu v Tg= 5,6 min.; pik o plose [5362,8 mAU-s]; symetrie piku v 10%

8 vysky [2,0]

gl eluce piku Oxalatu v Tg= 13,0 min.; pik o plose [7239,9 mAU-s]; symetrie piku v 10%
vysky [2,9

Tabulka ¢. 19 METODA: SILODO 12

Popis metody— MF B: ACN (vol. 35%)/ MeOH (10%)/ pufr (vol. 55%)
MF C: ACN (vol. 47%)/ MeOH (15%)/ pufr (vol. 38%)

Omin — 5min 100% MF B, 5min — 8min 40% MF B + 60% MF C,

8min — 30min 30% MF B + 70% MF C

Pufr: 0,025M K,HPO4 tprava pufru na pH= 6 85% H3PO,, teplota kolony: 30°C, priutok MF:
1,0 ml/min, wwd 210 nm

Metoda s pozvolnéj$im nartistem sily gradientu. Baseline jednotlivych nastfika neni tak strma.
eluce piku Aldehydu v Tg= 5,2 min.; pik o plose [82,4 mAU"s]
eluce piku Tartaratu v Tr= 5,9 min.; pik o plose [5800,7 mAU-s]; symetrie piku v 10%
vysky=[2,3]
eluce piku Oxalatu v Tr= 18,6 min.; pik o plose [7375,6 mAU-s]; symetrie piku v 10%
vysky= [3,7]

Byl nastiiknut i smésny vzorek bez Aldehydu. Prokazala se v ném jeho pfitomnost, coz

KOLONA 2

potvrzuje  jeho vyskyt jako neCistoty v pokro¢ilém intermediatu Oxalatu, ktery vznikal

syntézou pravé Aldehydu a intermediatu Tartaratu.
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Tabulka ¢. 20 METODA: SILODO 13

Popis metody— MF: ACN (vol. 32%)/ MeOH (20%)/ pufr (vol. 48%) Pufr: 0,025M K,HPO4
uprava pufru na pH= 2 85% H;3;PO,, teplota kolony: 30°C, pritok MF: 1,0 ml/min, wwd 210 nm
Metoda podobna metodé SILODO 10. U metody SILODO 13 bylo snizeno pH z pH= 4,5

(metoda SILODO 10) na pH= 2. Opét byl potvrzen ptiznivy vliv niz§iho pH na symetrii piki.
Dale doslo podle ptedpokladu vlivem snizeni pH k posunu piki smérem dopiedu. Plochy piki
zlstaly témér stejné.
eluce piku Tartaratu v Tg= 4,2 min.; pik o plose [5686,0 mAU-s]; symetrie piku v 10%
vysky [2,2]; [2,3] u metody SILODO 10
eluce piku Oxalatu v Tr= 18,4 min.; pik o plose [7334,6 mAU-s]; symetrie piku v 10%
vysky [3,8]; [4,5] u metody SILODO 10

Tabulka ¢. 21 METODA: SILODO 14

' Popis metody— MF: ACN (vol. 32%)/ MeOH (20%)/ pufr (vol. 48%) Pufr: 0,025M KH,PO4
uprava pufru na pH= 4,5 85% H3PO,, teplota kolony: 30°C, pritok MF: 1,0 ml/min,

KOLONA 2

wwd 210 nm

Metoda SILODO 14 kopirovala pomérem rozpoustédel metodu SILODO 13. Doslo ke zvySeni
pH z pH= 2 (metoda SILODO 13) na pH= 4,5 a ke zméné chemikalie pufru z K,HPO, (metoda
SILODO 13) na KH,PO, a kontrole symetrie piku Tartaratu a zmén v chromatogramu.
eluce piku Tartaratu v Tr= 5,7 min.; pik o plose [7064,7 mAU-s]; symetrie piku v 10%
vysky [3,2]

ZvySenim pH pravdépodobné doslo k vEtsi absorpei a zaroven ke zhorSeni symetrie piku

KOLONA 2

Tartaratu v 10% jeho vysky.
eluce piku Oxalatu cca v Tg= 35 min.; pik mimo délku analyzy

Tabulka ¢. 22 METODA: SILODO 15

Popis metody— MF: ACN (vol. 32%)/ MeOH (22%)/ pufr (vol. 48%) Pufr: 0,025M K,HPO4
uprava pufru na pH= 4,5 85% H;PO,, teplota kolony: 30°C,

prutok MF: Omin — 12min 0,8ml/min; od 12min2,0 ml/min, wwd 210 nm

eluce piku Aldehydu v Tg=4,5 min.; pik o plose [174,6 mAU-s]

eluce piku Tartaratu v Tg= 5,4 min.; pik o plose [5307,7 mAU-s]; symetrie piku v 10%
vysky [3,0]

eluce piku Oxalatu v Tg= 19,4 min.; pik o plose [3612,5 mAU-s], symetrie piku v 10%

KOLONA 2

vysky= [4,6]




3.3.5 Finalni HPLC metoda na stanoveni ¢istoty pokrocilého intermediatu

Oxalatu

i Tabulka ¢. 23 METODA: SILODO 16

wwd 210 nm www 225 nm, nastiik 10 pl

Popis metody— MF: ACN (vol. 43%)/ MeOH (22%)/ pufr (vol. 35%) Pufr: 0,025M KH,PO4
uprava pufru na 30% roztokem KOH, teplota kolony: 30°C, pritok MF: 1,0 ml/min,

Analyza byla méfena pfi wwd 210 nm a WWD 225 nm. Pokrocily intermediat Oxalat i
intermediat Tartarat 1épe absorbovaly pfi wwd 210 nm. U Aldehydu nebyla uvedena v
nasledujicim pifehledu hodnota symetrie piku v 10% jeho vysky a hodnoty rozliSeni. Jeho

: vyskyt ve vzorku je predpokladan pouze ve velmi nizké koncentraci. Symetrie piku v 10%
% vysky Tartaratu s hodnotou 2,3 je. vzhledem k zadanému cili nevyhovuji (vis. Vysledky a
gl diskuze).Na danou hodnotu nebyl bran ohled. Metoda byla vyvinuta na stanoveni Cistoty
pokrocilého intermediatu Oxalatu, ve kterém nebyla predpokladana pfitomnost intermediatu
Tartaratu, nebo pouze v jeho velmi nizké koncentraci. Dalsi hodnoty metody byly uvedeny a
komentovany nize.
Tr (min) | PLOCHA [mAU-s] 210 nm PLOCHA [mAU-s] 225 nm
Aldefyd 2,8 148,1 109,2
Tr (min) | PLOCHA [mAU-s] 210 nm PLOCHA [mAU-s] 225 nm
2932,0 6034,4
Tartarat 95 R1 R2
1,4 -
Symetrie piku v 10% vysky 2,3
Oxalat Tr (min) | PLOCHA [mAU-s] 210 nm PLOCHA [mAU-s] 225 nm
9,5 3684,3 5620,4
R1 R2
2,1 -
Symetrie piku v 10% vysky 1,2
Pocet teoretickych pater 11786

Pozn. R1—RozliSeni mezi pikem uvedeného intermedidtu a necistotou eluujici v nejbliz§im

reten¢nim Case pred zkoumanou latkou

R2—RozliSeni mezi pikem uvedené¢ho intermedidtu a necistotou eluujici v nejblizSim

reten¢nim C¢ase za zkoumanou latkou
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‘ Tabulka ¢. 24 METODA: SILODO 16

wwd 210 nm, www 225 nm, nastiik 20 pl

Popis metody— MF: ACN (vol. 43%)/ MeOH (22%)/ pufr (vol. 35%) Pufr: 0,025M KH,PO4
uprava pufru na 30% roztokem KOH, teplota kolony: 30°C, pritok MF: 1,0 ml/min,

Aldehyd nebyl dale feSen, byl pouze nastfiknut v referenénim roztoku v jeho obvyklé

:(' koncentraci spolecné s tartardtem, jehoz koncentrace byla totoznd s koncentraci
§ Aldehydu.Vyskyt obou latek ve vzorku Oxaldtu byl predpokladdn pouze ve velmi nizké
X koncentraci. Dal$i hodnoty metody byly uvedeny a komentovéany nize.
® Tg (min) ® PLOCHA [mAU-s] 225 nm
8758,25
S.D. ploch 13,703
RSD ploch [%] 0,16
S.D. retenénich ¢asu 0,006
B RSD retencnich casti [%] 0,03
g 21,10 ORI ®R2
V kazdém chromatogramu nebyla
2,2 integrovana necistota za pikem
Oxalatu a pokud ano tak R > 3,9
® Symetrie piku v 10% vysky 1,0
® Pocet teoretickych pater 30008
Chromatogram SILO-074.D- 078.D
Slepy pokus
Chromatogram Hodnota Sumu [mAU] Casové rozmezi [min]
SILO-069.D 0,192 3-35
SILO-069.D 0,052 5-9
0,5 % roztok Oxalatu
Chromatogram ® Plocha [mAU-'s] ® Vyska piku [mAU]
SILO-070-71.D 41,58 2,17
Limit detekce 0,26 mg/l — 0,13 %
Limit kvantifikace 0,88 mg/l — 0,44 %
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Koncentrace roztokii:

Zakladni roztok: 2mg/ 10ml rozpoustédla — 0,2 mg/ml — 200 mg/1
0,5% roztok: tzn. 200 - zfedény zadkladni roztok — 1 mg/1

Vypocet Limitu detekce LD a limitu kvantifikace

(ptiklad vypoctu na pokrocilém intermediatu Oxalatu)

) hodnota Sumu
) koncentrace 0,5% roztoku (mg/l) .......... vyska pika 0,5% roztoku (MAU) 1
P 0,192
0 Imgiml o 2,17 (mAU) 0
X=0,088 mg/I

LD=0,088 - 3= 0,26 mg/l
LQ= 0,088 - 10 = 0,88 mg/I

Prepocet mg/l na % — ukadzka na LD

koncentrace zakladniho roztoku ........................ 100%

) vypoctend hodnota LD (mg/1).............coooiiiiiinn. X% 1

2000 100%

1 0,26 mg/ml ... X% 1
X=0,13%

Hodnota LQ Oxalatu byla vypocitana analogicky tak jako hodnoty LQ alLD v dalsich

metodach u 0,5% roztokl intermediatu Tartaratu a intermediatu Oxalatu.
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0,5 % roztok Tartaratu

Chromatogram Plocha [mAU-'s] Vyska piku [mAU]
SILO-072-73.D 43,76 7,63

Limit detekce 0,02 mg/l — 0,011 %

Limit kvantifikace 0,07 mg/l — 0,04 %

3.3.6 Optimalizace finalni HPLC metody na stanoveni Cistoty pokrocilého

intermediatu Oxalatu

i Tabulka & 25 METODA: SILODO 16

Popis metody— MF: ACN (vol. 43%)/ MeOH (22%)/ pufr (vol. 35%) Pufr: 0,025M KH,PO4
uprava pufru na 30% roztokem KOH, teplota kolony: 30°C, prutok MF: 1,0 ml/min,
wwd 225 nm, nastiik 20 pl

Optimalizace HPLC metody na stanoveni Cistoty pokroc¢ilého intermediatu Oxalatu spocivala
ve zvyseni koncentrace hlavni latky v roztoku vzorku z 2mg na 5 mg v 10 ml rozpoustédla z
divodu nizsi odezvy Oxalatu a malé hodnoty vysky piku jeho 0,5% roztoku. Dale byla potieba
znovu naméfit slepy pokus a zjistit novou hodnotu Sumu baseline. Z ptedchozi analyzy byl

naméfen vysoky Sum zakladni linie, ktery zptisobil nedostate¢né LD a LQ stanovované latky a

KOLONA 1

intermediatu Tartaratu. Vysoka hodnota Sumu zakladni linie 0,19 z ptedchoziho méfeni byla

zpisobena nedostateCnym ustalenim chromatografického systému.

Navazka Oxalatu 5,02 mg

Navazka Tartaratu 5,03 mg
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® Tg (min) ® PLOCHA [mAU-s] 225 nm

28570,08040
S.D. ploch 17,13
RSD ploch [%] 0,06

BE S.D. retenénich ¢asu 0,01

g 19,961 RSD retencnich ¢asti [%] 0,06
ORI O R2
1,48 4,33
® Symetrie piku v 10% vysky 1,34
©® Pocet teoretickych pater 22384

Chromatogram SI1LO0000013.D- 0000019.D

Slepy pokus

Chromatogram Hodnota Sumu [mAU] Casové rozmezi [min]

SILO0000006.D

0,033

3-35

SILO0000006.D

0,012

5-9

0,5 % roztok Oxalatu

Chromatogram

® Plocha [mAU-'s]

® Vyska piku [mAU]

SILO0000007-9.D

148,89301

7,86068

Limit detekce

0,033 mg/l — 0,007 %

Limit kvantifikace

0,11 mg/l — 0,02 %

0,5 % roztok Tartaratu

Chromatogram

® Plocha [mAU-s]

® Vyska piku [mAU]

SILO0000010-12.D

151,99286

24,65876

Limit detekce

0,003 mg/l — 6 - 10™ %

Limit kvantifikace

0,010 mg/l > 2-10° %
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Popis metody— MF: ACN (vol. 43%)/ MeOH (22%)/ pufr (vol. 35%) Pufr: 0,025M KH,PO4
uprava pufru na 30% roztokem KOH, teplota kolony: 30°C, pritok MF: 1,0 ml/min,
wwd 225 nm, nastrik 20 pl
Dalsi krok optimalizace HPLC metody na stanoveni Cistoty pokrocilého intermediatu Oxalatu
spoc¢ival ve sniZzeni koncentrace hlavni latky v roztoku vzorku z 5mg na 3 mg v 10 ml

rozpoustédla. Uvedena nova koncentace byla kompromisem mezi koncentraci ptivodni metody

2 a koncentraci prvni modifikované metody. Navazku stanovované latky z prvni modifikace jsem
% snizila z diivodu nedostate¢ného rozliSeni mezi stanovovanou latkou a necistotou eluujici pred
§ pikem stanovované latky, které vzniklo vysokym navySenim koncentrace pokrocilého
intermediatu Oxalatu. Z vysledki uvedenych nize vyplyva uspésnost této optimalizace metody
silodo16, ktera se stava kone¢nou analytickou HPLC metodou na stanoveni Cistoty pokro¢ilého
intermediatu Oxalatu.
Navazka Oxalatu 3,04 mg
Navazka Tartaratu 3,03 mg
Cistota stanovované substance (pramér) 98,58%
Tartarat (primer) 0,23%
Maximalni nezndma necistota RRT= 0,91(primér) 0,51%
Chromatogram: S1LO0000033.D —38.D
O Tk (mMin) ® PLOCHA [mAU:'s]
17152,73633
S.D. ploch 5,79
RSD ploch [%)] 0,03
5 S.D. reten¢nich Cast 0,02
g 19,736 RSD retencnich cast [%] 0,09
®RI1 ®R2
1,55 5,22
©® Symetrie piku v 10% vysky 1,20
©® Pocet teoretickych pater 25541
O Tailing factor 1,09
Chromatogram SILO0000033.D-38.D
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Slepy pokus

Chromatogram Hodnota Sumu [mAU] Casové rozmezi [min]
SILO0000026.D 0,020 3-35
SILO0000026.D 0,015 5-9

0,5 % roztok Oxalatu

Chromatogram ® Plocha [mAU-s] ® Vyska piku [mAU]
S1LO0000027-29.D 87,98737 4,82087

Limit detekce 0,018 mg/l — 0,006 %

Limit kvantifikace 0,06 mg/l — 0,020 %

0,5 % roztok Tartaratu

Chromatogram ©® Plocha [mAU-"s] ® Vyska piku [mAU]
SILO0000030-32.D 99,16027 15,20536

Limit detekce

0,003 mg/l — 9,9 - 10" %

Limit kvantifikace

0,010 mg/l > 3,3-10° %

Korekéni faktor

0,88

Shoda znamych latek (vypocet korekéniho faktoru):

Shoda dvou latek: (%) = -

.:l_z. 100 = (98,0% — 102,0%)
2

0 plocha 0,5% roztoku Tartardtu (mAU) .... navdzka Tartaratu (mg)

0 X (MAU)............
99,16 (MAU) .....vvee..
1 X,

navazka Oxalatu (mg) 1

X=99,49 mAU — ptedpokladana plocha Tartaratu pti navazce 3,04 mg

plocha Oxalatu mAU pifim = 3,04 mg 87,99

plocha Tartaratu mAU pfi m = 3,04 mg © 9949
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3.4 Vyvoj HPLC/MS metody pro pokrocily intermediat Oxalat

3.4.1 Pristroje:

Sestava kapalinového chromatografu s vysokotlakym kvartérnim cCerpadlem a MS
detekci Thermo SCIENTIFIC LCMS EXACTIVE

Sestava kapalinového chromatografu Agilent 1100 a vysokotlakym kvartérnim
cerpadlem a  DAD  detektorem, @ HP  Chemstation verze  A.10.01

oznaceni ptitroje LX15

3.4.2 Kolony:

1. Poroshell 2.7 pm 120 EC- C18 HPLC Column 50 mm - 2,1 mm

Kolona s ¢astice s pevnym jadrem 1.7 um a pérovitou vrstvou silnou
0.5 um. Vzhledem ke tvaru népln¢ kolony difunduji ¢astice analytu pouze do

malé hloubky (mensi tlak na kolon€). Kolona je stabilni v rozmezi pH

2 — 8(urcena spise pro stiedni pH).

Kolona byla vybrana jako nejbliz§i mozna dostupna variana podobna kolong €.1, na které byla

vyvinuta kone¢nd HPLC metoda na stanoveni istoty pokrocilého intermediatu Oxalatu.

2. Kinetex 2.6 pm XB-C18 HPLC Column 50 mm - 3 mm

Siln€ hydrofobni, nepolarni kolona se slabou selektivitou k aromatickym
slouCenindm, odolna vrozmezi pH= 1,5 — 10. Ochranna butylova

skupina zptsobuje vynikajici tvar piku u bazickych sloucenin.
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3.4.3 Chemikalie:

Reagencie: Substance:
H.0, LiChrosolv, Merck, 1. Oxalat
ACN g.g., LiChrosolv, Merck, 1.00030 Tartarat

MeOH g.g., LiChrosolv, Merck, 1.06007
COONHgy,for analysis, Merck, 1.0116
Triethylamine, SIGMA- ALDRICH, BCBJ1639V
KOH 30% roztok

3.4.4 Pribéh vyvoje:

LC/MS pristroj umozioval dvé varianty ionizace a to pomoci HESI ¢i APCI. Vzhledem ke
struktufe stanovované latky a jeji polarit¢ by mohlo dojit k usp&s$né ionizaci a fragmentaci
pomoci obou nabizenych ioniza¢nich technik. S ptihlédnutim k parametrim HPLC metody na
stanoveni ¢istoty intermediatu Oxalatu, obzvlasté kK vys§imu pritoku a parametrim vybrané
kolony, byla zvolena jako vhodna varianta ionizace metoda APCIL. V MF doslo k vyméné
pufru. Bylo za potiebi do MF dostat t€kavou slozku umoziujici ionizaci vzorku. Proto byl
misto 0,025M KH,PO, dale pouzit 0,01M roztok octanu amonného na LC/MS sestave.
Pomér rozpoustédel i pH pufru zistalo stejné jako v metodé¢ SILODO 16. Dale bylo nutné
snizit prutok MF kvili vysokému tlaku na koloné a ionizaci z1 ml/min na 0,2 ml/min.
Metoda byla nejprve vyzkousena na HLPC pfistroji LX15 pro zjisténi novych parametrt

analyzy po zméné pufru a pritoku MF a poté pfevedena na LC/MS sestavu.
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Tabulka ¢. 27 METODA: SILODO 16 transfer 1

Popis metody— MF: ACN (vol. 43%)/ MeOH (22%)/ pufr (vol. 35%) Pufr: 0,025M COONH,
uprava pufru na pH= 7 30% roztokem KOH, teplota kolony: 30°C, pritok MF: 1,0 ml/min,
wwd 225 nm, nastrik 20 pl

V prvnim kroku pfenosu HPLC metody na LC/MS metodu byly analyzy sledovanych
slou¢enim métfeny jen na HPLC pfistroji. Na zacatku ptenosu byl oproti metodé SILODO 16
zménén pouze pufr (chemikalie). Bylo potfeba srovnat, co tato zména zptisobi oproti zakladni
HPLC metod¢. Zmeéna pufru zapficinila velky posun retenéich asti smérem dofedu. Maximalni
pozorovana necistota vyskytujici se ve vzorku Oxalatu pohybujici se okolo 0,5% se pfiblizila
vice k hlavnimu piku a nejbliz§i necistota cca 0,1% eluyjici pfed pikem Oxalatu v metodé

SILODO 16 se zménou pufru pfi prenosu metody dostala za pik Oxalatu.

KOLONA Poroshell

Priprava vzorku: Byl navazen 1 mg Oxalatu do 10 ml erlenmeyerovi baiiky a rozpustén za
pomoci ultrazvuku Vv oganickém rozpoustédle. Poté byla pfidana H,O. Byl zachovan stejny
pomér rozpoustédel jako v MF.

Sloucenina Tr(min) Plocha (mAU)
Tartarat 2,9 29,7
Oxalat 12,6 10904,1

Nejbliz§i neznama necistota pied pikem Oxalatu 12,1 58,05

R= 1,4 Oxalatu/ nejblizsi neblizsi neznamé necistoty

Tabulka ¢. 28 METODA: SILODO 16 transfer 1 LC/MS

Popis metody— MF: ACN (vol. 43%)/ MeOH (22%)/ pufr (vol. 35%) Pufr: 0,01M COONH,
pufr pH= 7, teplota APCI 400°C pritok MF: 0,2 ml/min, nastiik 5 pl

V transferu 1 LC/MS metody SILODO 16 byla snizena sila pufru a rychlost pritoku MF.
LC/MS sestavou (ionizace vzorku pii MS detekci) neumoziuji tak vysoké pritoky MF
V systému.

Piiprava vzorku: Byl navazen 1 mg Oxaldtu do 10 ml erlenmeyerovi baiiky a rozpustén za
pomoci ultrazvuku v oganickém rozpoustédle. Poté byla piidana H,O. Dale bylo odebrano 50ul
vzorku do 950ul rozpoustédla. Byl zachovan stejny pomér rozpoustédel jako v MF.

Na identifikaci necistot bylo nutné nepustit pokroc€ily intermediat Oxalat na kolonu. Retencni

KOLONA Poroshell

¢as nejblizsi necistoty eluujici pred pikem Oxalatu byl pfilis blizky retencnimu ¢asu Oxalétu a

separace s MS detekci se za téchto podminek nezdarila.
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‘ Tabulka ¢. 29 METODA: SILODO 16 transfer 2

wwd 225 nm, nastiik 20 pl

Popis metody— MF: ACN (vol. 43%)/ MeOH (22%)/ pufr (vol. 35%) Pufr: 0,010M COONH,
uprava pufru na pH= 7 30% roztokem KOH, teplota kolony: 30°C, pritok MF: 0,2 ml/min,

KOLONA
Kinetex

Po nezdafilé separaci v transferu 1 LC/MS metody SILODO 16 doslo k vyméné kolony a
naméfeni novych parametrti na HPLC pfistroji. NecCistota eluujici v nejbliz§im Case pfed pikem
Oxalatu se vice odd¢lila od piku Oxalatu R=1,6.
Piiprava vzorku byla stejna jako u transferu metody SILODO 16 ¢.1

Sloucenina Tr(min) Plocha (mAU)
Tartarat 31 74,3

Oxalat 16,1 26100,1
Nejbliz§i neznama necistota pied pikem Oxalatu 12,1 58,05

R= 1,6 Oxalatu/ nejblizsi neblizsi neznamé necistoty

Popis metody— MF: ACN (vol. 43%)/ MeOH (22%)/ pufr (vol. 35%) Pufr: 0,01M COONH,
pufr pH= 7, teplota APCI 400°C priitok MF: 0,2 ml/min, nastiik 5 pl
Finalni metoda (transfer metody SILODO 16 LC/MS) na stanoveni necistot pokrocilého

% intermediatu Oxalatu.
E Priprava vzorku: Stejna jako u transferu LC/MS 1 SILODO 16
<¥( Vzhledem ke zméné pufru v MF, ke zméné kolony a pritoku MF doslo k identifikaci pouze
§ piku Tartaratu a maximani neznamé neéistoty s RRT= 0,91 vyskytujici se v HPLC metodé
O SILODO 16 s 0,51% plochy piku Oxalatu.

Chromatogram: C:\Xcalibur\data\LUCKA\OX-11
Identifikace necistot
Necistota Tr (min) Molekulova hmotnost Sumarni vzorec
Tartarat 3,18 364,20198 CyoHy60,N5
Maximalni neznama 16,27 580,24148 C3H3304N5F5
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3.5 Vyvoj HPLC metody na stanoveni C istoty intermediatu

Tartaratu

Jak jiz bylo feceno v kapitole 3.3 (Vyvoj HPLC metody na stanoveni Cistoty pokrocilého
intermedidtu  Oxalatu), v pribéhu vyvoje metody na stanoveni Cistoty pokrocilého
intermedidtu Oxalatu byla zaroveil vyvijena i HPLC metoda na stanoveni Cdistoty
intermedidtu Tartardtu. Pro intermediat Tartardt nebyly doposud naméfeny uspokojivé

vysledky. Seznam pouzitych pfistroji, kolon, chemikalii je taktéz popséan v kapitole 3.3.

3.5.1 Prehled dalSich pouzitych metod

Tabulka ¢. 31 METODA: SILODO 18

Popis metody— MF: ACN (vol. 33%)/ MeOH (vol. 22%)/ pufr (vol. 45%) Pufr: 0,025M
KH,PO4 uprava pufru na pH= 4,0 85% H3PO,, teplota kolony: 30°C, priitok MF: 1,0 ml/min,
wwd 225 nm, nastrik 10l

eluce piku Tartaratu v Tr= 5,6 min.; pik o plose [6034,0 mAU-s]; symetrie piku v 10%
vysky [2,5]

KOLONA 2

Tabulka ¢. 32 METODA: SILODO 19

Popis metody— MF: ACN (vol. 43%)/ MeOH (vol. 22%)/ pufr (vol. 35%) Pufr: 0,025M
K;HPO4 tprava pufru na pH= 4,0 85% H3PO,, teplota kolony: 30°C, pritok MF: 1,2 ml/min,
wwd 225 nm, nastiik 10pl

eluce piku Tartaratu v Tg= 5,9 min.; pik o plose [12060,3 mAU-s]; symetrie piku Vv
10% vysky [1,8]

KOLONA 2
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Tabulka ¢. 33 METODA: SILODO 20

Popis metody— MF: ACN (vol. 35%)/ MeOH (vol. 21%)/ pufr (vol. 44%) Pufr: 0,025M
K;HPO4 tprava pufru na pH= 5 85% H;PO,, teplota kolony: 30°C, pritok MF: 1,0 ml/min,
wwd 225 nm, nastiik 20ul

eluce piku Tartaratu v Tgr= 5,9 min.; pik o plose [12060,3 mAU's]; symetrie piku Vv
10% vysky [1,8]

KOLONA 2

Tabulka ¢. 34 METODA: SILODO 21

Popis metody— MF: ACN (vol. 35%)/ MeOH (vol. 21%)/ pufr (vol. 44%) Pufr: 0,05M KH,PO4
uprava pufru na pH= 5 85% H;PO,, teplota kolony: 30°C, priitok MF: 1,0 ml/min, wwd 225 nm,
nastrik 20ul

Metoda vytvotena na zakladé metody SILODO 20, doslo pouze ke zvyseni sily pufru.
eluce piku Tartaratu v Tr= 4,8 min.; pik o ploSe [11368,0 mAU-s]; symetrie piku v
10% vysky [1,7]

KOLONA 2

Tabulka ¢. 35 METODA: SILODO 22

Popis metody— MF: ACN (vol. 35%)/ MeOH (vol. 21%)/ pufr (vol. 44%) Pufr: 0,05M K,HPO4
uprava pufru na pH= 5 85% H;PO,, teplota kolony: 40°C, priitok MF: 1,0 ml/min, wwd 225 nm,
nastiik 20pul

Metoda vytvorena na zakladé metody SILODO 21. Byla zvysena teplota na koloné¢.
eluce piku Tartaratu v Tr= 4,3 min.; pik o plose [11765,1 mAU-s]; symetrie piku v
10% vysky [1,9]

KOLONA 2




Tabulka ¢. 36 METODA: SILODO 22- A

Popis metody— MF: ACN (vol. 35%)/ MeOH (vol. 21%)/ pufr (vol. 44%) Pufr: 0,1M KH,PO4
uprava pufru na pH= 5 85% H;3PO,, teplota kolony: 40°C, pritok MF: 1,0 ml/min, wwd 210 nm

Doslo k vysrazeni pufru.

KOLONA 2

Tabulka ¢. 37 METODA: SILODO 20
Popis metody— MF: ACN (vol. 35%)/ MeOH (vol. 21%)/ pufr (vol. 44%) Pufr: 0,025M

KH,PO4 uprava pufru na pH= 5 85% H3;PO,, teplota kolony: 30°C, pritok MF: 1,0 ml/min,

wwd 210 nm

Metoda SILODO 20 zanalyzovana na nové kolong.
eluce piku Tartaratu v Tr= 4,2 min.; pik o plose [11626,7 mAU-s]; symetrie piku v

10% vysky [3,3]
Nedostatecné rozliSeni mezi pikem tartaratu a nejblizsi necistotou eluujici pred pikem hlavni

Pheny-hexyl

latky R=0,8. Pik Tartaratu chvostuje.

Tabulka ¢. 38 METODA: SILODO 23
Popis metody— MF: ACN (vol. 35%)/ MeOH (vol. 21%)/ pufr (vol. 44%) Pufr: 0,05M KH,PO4
uprava pufru na pH= 5 85% H;PO,, teplota kolony: 30°C, priitok MF: 1,0 ml/min, wwd 225 nm,
nastiik 20pul
Metoda shodna s metodou SILODO 21 (zména kolony).

eluce piku Tartaratu v Tr= 5,9 min.; pik o ploSe [12509,1 mAU-s]; symetrie piku v

10% vysky [3,0]
Nedostatecné rozliseni mezi pikem tartaratu a nejblizsi necistotou eluujici pred pikem hlavni

Phenyl-hexyl

latky R=1,1. Pik Tartaratu chvostuje.




Tabulka ¢. 39 METODA: SILODO 24

Popis metody— MF: ACN (vol. 35%)/ MeOH (vol. 21%)/ pufr (vol. 44%) Pufr: 0,05M NaH,PO,

- H,O uprava pufru na pH= 5 85% H3PO,, teplota kolony: 30°C, pritok MF: 1,0 ml/min,
wwd 225 nm, nastiik 20ul

V dalsich stupnich vyvoje HPLC metody na stanoveni éistoty intermediatu Tartaratu byly
zohlednény relativné dobré vysledky metody SILODO 21 na koloné ¢.2. V dalsich krocich
vyvoje byly metody vytvafeny drobnymi zménami vyse uvedené metody na koloné ¢.2. Metoda

SILODO 24 byla vytvofena podobné jako metoda SILODO 21. V MF doslo k vyméné
chemikalie purfu.

KOLONA 2

eluce piku Tartaratu v Tg= 5,6 min.; pik o plose [12343,8 mAU-s]; symetrie piku v
10% vysky [2,3]; Ri2> 1,5

Tabuka ¢. 40 METODA: SILODO 25

' Popis metody— MF: ACN (vol. 35%)/ MeOH (vol. 21%)/ pufr (vol. 44%) Pufr: 0,05M KH,PO4

uprava pufru na pH= 5,2 85% H3PO,, teplota kolony: 30°C, pritok MF: 1,0 ml/min, wwd 210
nm, nastrik 20ul

Metoda SILODO 25 byla vytvofena podobné jako metoda SILODO 21. V MF doslo ke zvySeni
pH pufru.
eluce piku Tartaratu v Tr= 4,6 min.; pik o plose [11488,6 mAU:'s], symetrie piku v
10% vysky [2,0]; Ri2>1,5

KOLONA 2

Tabulka ¢. 41 METODA: SILODO 26

Popis metody— MF: ACN (vol. 35%)/ MeOH (vol. 21%)/ pufr (vol. 44%) Pufr: 0,05M KH,PO4

uprava pufru na pH= 4,8 85% H3;PO,, teplota kolony: 30°C, pritok MF: 1,0 ml/min,
wwd 225 nm, nastiik 20pl

Metoda SILODO 26 byla vytvoiena podobné jako metoda SILODO 21. V MF doslo ke sniZeni
pH pufru.
eluce piku Tartaratu v Tg= 4,3 min.; pik o plose [11814,2 mAU-s]; symetrie piku v
10% vysky [1,9]; Ri2> 1,5

KOLONA 2




Tabulka ¢. 42 METODA: SILODO 27

Popis metody— MF: ACN (vol. 35%)/ MeOH (vol. 21%)/ pufr (vol. 44%) Pufr: 0,05M KH,PO4
uprava pufru na pH= 4,8 85% H3PO, + 0,1% triethylaminu, teplota kolony: 30°C, pritok MF:
1,0 ml/min, wwd 225 nm, nastiik 20ul
Metoda SILODO 27 byla vytvoifena podobné jako metoda SILODO 21. Do MF byl pfidan
triethylamin pro mozné zlepSeni symetrie piku.
eluce piku Tartaratu v Tr= 4,3 min.; pik o ploSe [11223,3 mAU-s]; symetrie piku v
10% vysky [1,8], Ri2> 1,5

KOLONA 2

Popis metody— MF: ACN (vol. 35%)/ MeOH (vol. 21%)/ pufr (vol. 44%) Pufr: 0,05M KH,PO4
uprava pufru na pH= 4,8 85% H3PO, + 0,3% triethylaminu, teplota kolony: 20°C, priitok
MF: 1,0 ml/min, wwd 225 nm, nastiik 20ul

Metoda SILODO 28 byla vytvoiena podobné jako metoda SILODO 27. Do MF byl piidan

% triethylamin ve vét$im mnozstvi jako v metodé SILODO 27 a byla sledovana symetrie piku.
8 Namétené hodnoty analyzy odpovidaly stanovenému cili a metoda byla nasledn¢ ovéfena.
<
Navazka Tartaratu 2,00 mg
Cistota stanovované substance (pramér) 99,44%
Maximalni neznama necistota RRT= 0,28%
Chromatogram: SILO0000048.D — 53.D
©® Tr (Min) ® PLOCHA [mAU:'s]
11441,40120
S.D. ploch 12,97
RSD ploch [%] 0,11
8 S.D. reten¢nich cast 0,004
E: 4,600 RSD retenénich ¢ast [%] 0,09
ORI ®R2
2,16 2,64
® Symetrie piku v 10% vysky 1,58
® Pocet teoretickych pater 5732
O Tailing factor 1,29
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Chromatogram

S1LO0000048.D-53.D

Slepy pokus

Chromatogram

Hodnota Sumu [mAU]

Casové rozmezi [min]

S1LO0000044.D

0,022

33-44

S1LO0000044.D 0,083 4,7-20

0,5 % roztok Tartaratu

Chromatogram ® Plocha [mAU-s] ® Vyska piku [mAU]
SILO0000030-32.D 57,52569 7,32445

Necistoty v Tr 3,3 — 4,4 min

Limit detekce 0,009 mg/1 — 0,006 %

Limit kvantifikace

0,03 mg/l — 0,020 %

Necistoty v Tr4,7 — 20 min

Limit detekce

0,003 mg/1 — 0,003 %

Limit kvantifikace

0,11 mg/l — 0,055%
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Optimalni parametry vyvinutych HPLC metod

Vybrané sledované veli¢iny a jejich limity jsou v souladu s parametry 1ékopisnych metod.

Tabulka €. 44 Limity vybranych naméfenych veli¢in

Sledovana veli¢ina Limit

RSD ploch <5%

RSD retenénich casii <5%

Tailing faktor <20
Symetrie piku v 10% vysky <2,0

Pocet teoretickych pater >5000

LQ neznamych necistot okolo 0,05%

LQ necistoty Tartaratu

okolo 0,05%

Shoda znamych latek
(korekeni faktor)

98% - 102%

V rozmezi 0,8 az 1,2 nemusi byt zahrnovan do

vypoctu
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4.2 HPLC metoda na stanoveni Cistoty resp. pribuznych latek
pokrocilého intermediatu  Oxalatu 1ékové substance

Silodosinu

Popis metody— MF: ACN (vol. 43%)/ MeOH (22%)/ pufr (vol. 35%) Pufr: 0,025M KH,PO4
uprava pufru na 30% roztokem KOH, teplota kolony: 30°C, pritok MF: 1,0 ml/min,

wwd 225 nm, nastiik 20 pl , kolona ¢. 1

Hodnota Sumu slepého pokusu— 0,020 mAU (3 — 35min); 0,015 mAU (5 — 9min)

Oxalat

Cistota stanovované substance 98,58%

Tartarat 0,23%

Maximalni neznama necistota RRT=0,91 0,51%

Tr 19,7 min.

RSD Tr 0,09%

Plocha 17152,74 mAU's

RSD ploch 0,03%

Rozliseni Oxalat/ nejblizsi necistota >1,6

Symetrie piku v 10% vysky 1,20

Pocet teoretickych pater 22541

Tailing factor 1,09

Limit detekce 0,018 mg/1 — 0,006 %
Limit kvantifikace 0,06 mg/l — 0,020 %
Tartarat 0,23%

Limit detekce 0,003 mg/l — 9,9 - 10™ %
Limit kvantifikace 0,010 mg/l — 3,3 107 %
Korekeni factor 0,88

Vyse uvedené vysledky svédéi o vysoké kvalité noveé vyvinuté, optimalizované HPLC metody
na stanoveni Cistoty resp. pifibuznych latek pokrocilého intermedidtu Oxalatu substance
Silodosinu. Vy$§i hodnota Tr hlavniho piku je pfijatelnd v ramci lékopisnych metod a
vzhedem K ostatnim neméfenym parametrim a napocitanych veli¢in této HPLC metody
nebyla nutna dalsi optimalizace, ktera by se tykala pravé Tg Oxalatu. Hodnoty RSD ploch a

retencnich Casii svedci o stabilité systému.
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4.3 HPLC metoda na stanoveni Cistoty resp. pribuznych latek

intermediatu Tartaratu lékové substance Silodosinu

Popis metody— MF: ACN (vol. 35%)/ MeOH (vol. 21%)/ pufr (vol. 44%) Pufr: 0,05M KH,PO4
uprava pufru na pH= 4,8 85% H3PO, + 0,3% triethylaminu, teplota kolony: 20°C, priitok
MF: 1,0 ml/min, wwd 225 nm, nastiik 20ul, kolona 2

Hodnota $umu slepého pokusu— 0,022 mAU (3,3 — 4,4min); 0,083 mAU (4,7 — 20min)

Tartarat

Cistota stanovované substance 99,44%

Maximalni neznama necistota 0,28%

Tr 4,6 min.

RSD Tr 0,09%

Plocha 11441,40 mAU's

RSD ploch 0,11%

Rozliseni Tartarat/ nejblizsi necCistota >2,2

Symetrie piku v 10% vysky 1,58

Pocet teoretickych pater 5732

Tailing factor 1,29

Limit detekce (necistoty v T 3,3 — 4,4min) 0,009 mg/1 — 0,006 %
Limit kvantifikace (ne¢istoty v Tr 3,3 — 4,4min) 0,03 mg/l — 0,02 %
Limit detekce (necistoty v Tr 4,7 — 20min) 0,003 mg/l1 — 0,003 %
Limit kvantifikace (necistoty v Tg 4,7 — 20min) 0,11 mg/l — 0,055 %

Vyse uvedené vysledky nové vyvinuté HPLC metody na stanoveni Cistoty resp. piibuznych
latek intermedidtu Tartaratu lékové Substance Silodosinu vyhovuji stanovenému cili. Horsi
hodnoty limitu detekce a kvantifikace souvisi s naméfenou hodnotou Sumu a nerovnostmi
v zdkladni linii. Vysoka hodnota Sumu mohla byt zpiisobena nedostateCnym ustalenim
chromatografického systému. Nerovnosti (eluce mensiho piku) v zakladni linii
pravdépodobné pochéazi zrozpoustédel. Hodnoty RSD ploch a retencnich Casi svéd¢i o

stabilité systému.
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44 LC/MS metoda na identifikaci necistot pokrocilého

intermediatu Oxalatu

Popis metody— MF: ACN (vol. 43%)/ MeOH (22%)/ pufr (vol. 35%) Pufr: 0,01M COONH,,
pufr pH= 7, teplota APCI 400°C priitok MF: 0,2 ml/min, nastiik 5 pl, kolona Kinetex

Identifikace necistot

Necistota Tr (Min) Molekulova hmotnost Sumarni vzorec
Tartarat 3,18 364,20198 C2H260,N;
Maximalni neznama 16,27 580,24148 CsyH330,N;3F3

Usp&iné byly identifikovany dvé nelistoty. Jako zndma neéistota byl identifikovan
intermediat Tartarat, vyskytujici se pokrocilém intermediatu Oxalatu a maximalni nezndma
necistota intermediatu Oxalatu.s RRT= 0,91. Ostatni mensi necistoty nebyly identifikovany.

Vymeéna kolony a pufru z dihydrogenfosfore¢nanu draselného na octan amonny oproti HLPC

wrwe
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S5 Zavér

Cilem této prace bylo vyvinout HPLC metodu na stanoveni Cistoty intermediatu Tartaratu a
Cistoty pokrocilého intermedidtu Oxalatu, u kterého se dale mély identifikovat necistoty
metodou LC/MS. Na stanoveni Ccistoty, resp. piibuznych latek pokrocilého intermediatu
Oxalatu, byla postupné vytvorena a nasledné optimalizovana metoda SILODO 16, ktera
poskytovala dobré vysledky v ramci stanoveného cile. Metoda SILODO 16 je uvedena a
popsana v praktické Casti. Jedna se o izokratickou HPLC metodu. V pribéhu vyvoje metody
se doslo k MF, ktera se skladala z kombinace ACN (vol. 43%)/ MeOH (vol. 22%) a pufru
(vol. 35%; 0,025M KH,PO4).MF slozené¢ z ACN/ H,O; ACN/ purf, MeOH/H,0 ¢i MeOH/
pufr neposkytovaly dobré vysledky v kombinaci s bézn¢ dostupnymi kolonami pouzivajicimi
se v systému reverznich fazich. Po ptidavku MeOH do MF tvotfené z ACN a vody, nebo ACN
a pufru dochazelo ke zlepSeni sledovanych hodnot (pievazné symetrie piku Oxalatu v 10%
vysky). Nejzdarilej$i separace v kombinaci s vySe uvedenou MF probihaly na klasické C18
koloné€ Kinetex 2.6 pm C18 100A; 150 mm - 4.6 mm (udano velikosti absorpce tzn.hodnotou
plochy hlavniho piku [17153mAU-s], hodnotami rozliSeni piki neéistot eluujicich
Vv nejbliz§im Tr pied [1,55] a za [5,22] pikem Oxalatu, hodnotou symetrie piku v 10% vysky
hlavni latky[1,20], tailing factorem [1,09], poctem teoretickych pater [25541] a hodnotou LQ
neznamych necistot [0,06mg/l; 0,020%]).VySe uvedena HPLC metoda byla nasledné
pfevedena na LC/MS metodu. Pienos metody spocival ve vyméné pufru (pfidani tekavé
slozky umoZnujici 1onizaci), kolony a sniZeni pratoku MF. lonizace probéhla metodou APCI,
ionty byly separovany v orbitdlni pasti a jednotlivé izotopy Mg byly detekovany a
zaznamenany v MS spektru. LC/MS metodou dos$lo k identifikaci necistoty intermediatu
Tartaratu v Tr=3,2 min. s Mg =364,20 a nejvétsi neznamé necistoty (brano z % plochy) s RRT
0,91 vTgr=16,3 min. s Mg =580,24. Vyvoj HPLC metody na stanoveni C(istoty, resp.
piibuznych latek intermediatu Tartaratu probihal zéarovenn s vyvojem HPLC metody na
stanoveni Cistoty, resp. piibuznych latek u pokrocilého intermediatu Oxalatu Iékové substance
Silodosinu. V prubéhu dalsiho vyvoje se doslo k metodé SILODO28, ktera se stala finalni
HLPC metodou na stanoveni ¢istoty, resp. piibuznych latek intermediatu Tartaratu. Metodu
tvoti MF slozena z ACN (vol. 35%)/ MeOH (vol. 21%)/ a pufru (vol. 44%; 0,05M KH,PO4
pH= 4,8) v kombinaci s lehce polarni kolonou Synergi 4 um Polar- RP 80A HPLC Column
150 mm - 4.6 mm. Byly naméfeny uspokojivé vysledky v ramci sledovanych veli¢in (udano
velikosti absorpce tzn.hodnotou plochy hlavniho piku [11441mAU-s], hodnotami rozliSeni

pikl necistot eluujicich v nejbliz§im Tr pied [2,16] a za [2,64] pikem Oxalatu, hodnotou
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symetrie piku v 10% vysky hlavni latky[1,58], tailing factorem [1,29], poftem teoretickych
pater [5732], hodnotou LQ neznamych necistot v rozmezi Tr 3,3 — 4,4 min. [0,03mg/I;
0,020%]) a hodnotou LQ neznamych necistot v rozmezi Tg 4,7 — 20 min. [0,11mg/l;

0,055%]).HPLC metoda vyhovovala stanovenému cili.
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SEZNAM PRILOH

1 SILODO16:Blank

Data File C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\SIL0O0000026.D
Sample Name: Blank

Acqg. Operator : Petra Hulicna Seq. Line : 3
Acq. Instrument : LX 27 Location : Vial 1
Injection Date : 18.10.13 16:59:50 Injite 6
Inj Volume : 20.0 pl
Acqg. Method : C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\
SILODO16.M
Last changed : 15.10.13 10:41:49 by Mgr.Linhartova

Analysis Method : C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\
SILODO16.M (Sequence Method)

Last changed : 21.10.13 11:25:33 by Lucie Hankova
(modified after loading)

Method Info : Silodosin
Column:Kinetex C18, (150x 4.60 mm, 2.6um)

ACN + MeOH pufr KH2PO4 pH 7 (43/22/35)

Sample Info : Silodosin - purity
Solvent run

~ DAD1 D, Sig=225,16 Ref=360,100 (SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\SILO0000026.D)

mAU
25

20

5 po 0 15 B0 R 25 30 3% = min

Area Percent Report with Performance and Noise

Calib. Data Modified : 211013 1114207
Multiplier: - 1.0000
Dilution: 3 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DADl D, Sig=225,16 Ref=360,100

Noise determination:

Time range Noise Noise Noise
from | to | (6*SD) | (PtoP) | (ASTM) | Wander | Drift
[min] | [min] | [mAU] | [mAU] | [mAU] | [mAU] | [mAU/h]

——————— R e B e B e B
3.000 35.000 1.568e-2 1.973e-2 8.965e-3 7.492e-3 6.486e-2

LX 27 21.10.13 11:26:55 Lucie Hankova Page 1z of 2
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2 SILODO16: Blank

Data File C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\SIL0O0000026.D
Sample Name: Blank

Acq. Operator : Petra Hulicna Seqg. Line : 14
Acqg. Instrument : LX 27 Location : Vial 1
Injection Date : 18.10.13 16:59:50 Ing i 6
Inj Volume : 20.0 pl
Acq. Method : C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\
SILODO16.M
Last changed : 15.10.13 10:41:49 by Mgr.Linhartova

Analysis Method : C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\
SILODO16.M (Sequence Method)
Last changed : 23.10.13 11:18:07 by Mgr.Linhartova
(modified after loading)
Method Info : Silodosin
Column:Kinetex C18, (150x 4.60 mm,2.6um)
ACN + MeOH pufr KH2PO4 pH 7 (43/22/35)

Sample Info : Silodosin - purity
Solvent run

DAD1 D, Sig=225,16 Ref=360,100 (SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\SILO0000026.D)
mAU |

|
g 25
|

|
|
\
| |
' 20

5 10 15 20 25 30 35 min

Area Percent Report with Performance and Noise

Calib. Data Modified : 21 0} S N 1ol s [0/
Multiplier: 5 1.0000
Dilution: g 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 D, Sig=225,16 Ref=360,100

Noise determination:

Time range Noise Noise Noise
from ||  to | (6*SD) | (PtoP) | (ASTM) | Wander | Drift
[min] | [min] | [mAU] | [mAU] | [mAU] | [mAU] | [mAU/h]

——————— B el e B It ettt
5.000 9.000 1.578e-2 1.502e-2 3.395e-3 8.933e-3 7.298e-2

LX 27 23.10.13 11:18:09 Mgr.Linhartové Page Lrof @
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3  SILODO16: Limitni roztok Oxalatu

C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\SILO0000027.D

Silodosin - purity
limit solution 0.5 %

Injection Date : 18.10.13 17:41:26 Seq Line { 2
Sample Name : lim OX Location 3 Vial 2
Acqg Operator : Petra Hulicna Inj. No. $ 1
InjisiVols 20 pl
Acg. Method : C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18

13-31-50\SILODO16.M

Analysis Method : C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18
13-31-50\SILOD0O16.M (Sequence Method)

Last Changed : 21,120,113 11:14:12

Silodosin
Column:Kinetex C18, (150 4.60 mm,2.6um)
ACN + MeOH pufr KH2PO4 pH 7 (43/22/35)

DAD1 D, Sig=225,16 Ref=360,100 (SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\SILO0000027.D)
mAU |

80

60

r_19.835- OXALAT

0 ) ) 130 min

10

n

Area Percent Report:

Sorted By Signal

Calib. Data Modified : 21.10.13 114207
Multiplier : 1.000000

Dilution : 1.000000

Uncalibrated Peaks : not reported

Signal Description : DAD1 D, Sig=225,16 Ref=360,100

% | RT | Type | Width | Area | Area % | Name |

| | [min] | | [min] | [mAU*s] | [%] | |

[N 00| | 0.000] 0.000] 0.0000 | TARTARAT

[ 2 1908 35| BB [ 0.279] 87.973| 100.0000|OXALAT |
Totals: 100.0000

*** End of Report ***
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4 SILODO16: Limitni roztok Tartaratu

C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\SIL0O0000030.D

Silodosin - purity
limit solution 0.5 %

18.10.13
lim TAR
Petra Hulicna

Injection Date 19:46:01
Sample Name

Acq Operator

Acgq. Method
13-31-50\SILODO16.M
Analysis Method :

Seqg Line 3
Location Vial 3
Inj. No. <
Inj. Vols 20 pl

C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18

C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18

13-31-50\SILOD0O16.M (Sequence Method)

Last Changed 2103013
Silodosin
Column:Kinetex C18,

ACN + MeOH pufr KH2PO4 pH 7 (43/22/35)

11:34:12

(150x 4.60 mm,2.6um)

[ DAD1 D, Sig=225,16 Ref=360,100 (SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\SILO0000030.D)

mAU
80 -
60 L=
g
=
40 g
=
| 3
’ 20 - &
| |
ST . g
. ; = =
10 e 20 ot == 30
Area Percent Report:
Sorted By Signal
Calib. Data Modified 2 F05d'3 11:14:07
Multiplier 1.000000
Dilution 1.000000

Uncalibrated Peaks not reported

Signal Description : DAD1 D, Sig=225,16

Ref=360,100

Area % |
[%] I

% 1 RT | Type | Width | Area |
| | [min] | | [min] | [mAU*s] |
[ 2l 5.854|BB | 0.098] 99.310]|
| 2] 0.000] | 0.000] 0.000]

100.0000 | TARTARAT
0.0000 | OXALAT
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5 SILODO16: Oxalat

C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\SIL0O0000033.D

Silodosin - purity

Injection Date : 18.10.13 21:50
Sample Name : Oxalat
Acq Operator Petra Hulicna

Acqg. Method

S

13-31-50\SILODO16.M
Analysis Method : C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18
13-31-50\SILODO16.M

Last Changed 3 21.10.13

Silodosin

Seq Line
Location
Inj. No.
Inj. ¥ol.

(Sequence Method)

3131412

Column:Kinetex C18, (150x 4.60 mm,2.6um)

ACN + MeOH pufr KH2PO4 pH 7 (43/22

/35)

4

Vial 4
1

20 nl

C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18

DAD1 D, Sig=225,16 Ref=360,100 (SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\SILO0000033.D)
mAU | g
80
|
0
:; |
60 - 2
(o
: |
40 5 |
&
1 40 g R
] e o o wo 5T ~ o~
s sg & EEls | B S8
< N9 - ™ w © e o o ™
ok e lioma & R Berinll 8 &3
[ = B
10 20 S " min
Area Percent Report:
Sorted By Signal
Calib. Data Modified : 21.10.13 11:14:07
Multiplier : 1.000000
Dilution : 1.000000
Uncalibrated Peaks : not reported
Signal Description : DAD1l D, Sig=225,16 Ref=360,100
liEEE SR T | Type | Width | Area | Area % | Name
| | [min] | | [min] | [mAU*s] | [%] | |
I Z 1351 BB | 0.063] 2.019] 0.0116| |
| 2| 4.741|BB | 0.086] 15 37di| 0.0884 | |
& 3] 5.8761BB | 0.098] 36.354| 0.2091 | TARTARAT
| 4| 8.068|BB | 0.134] 3.765]| 0.0216| |
| 5| 8.438|BB =021 11231 0.0065| |
| 61 9.046|BV I£ 60-230] 130778l 0.0792| |
o e 9s8 28 |IVB e % i ] e 169 0.0067| |
I8 1157 BB | 0.146/| 1.073| 0.0062| |
| 9] 13.070|BB | 0.166] 13321 0.0077| |
| 101 15.735|BB [T OS2 15 5.240]| 0.0301| |
|11 16.723 (BB I 023 16.079| 0.0925| |
| 12| 17.978|BB i 0252 87.488| 0.5031] |
| 13| 19.011|BV | 0.242] 25.993| 0.1495] |
| 14| 19.715|VB | 0.279) 17156,756] 98.6642 | OXALAT
LX 27 2110013 11:15003 Petra Hulicna Page 1S ofed
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6 SILODO16: Oxalat

C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\SILO0000033.D

Silodogin -~ purity
| # | RT | Type | Width | Area | Area % | Name
| | [min] | | [min] | [mAU*s] | [%] |
| 1S 22.286|BB | 0..228] 3397 | 0101950
| L6| 32,407 | BV | 0.411| 8.986| 0:.:0517 |
317 33.367|VB | 0.354| 9.124| 0.0525]|

Totals: 100.0000

**%* EBnd of Report ***

SN2 2NAOSES 17152103 Petra Hulicna Page &0
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7

SILODO16: Tartarat

C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\SILO0000039.D

Silodosin - purity

Injection Date 19.10.13 2:00:23 Seq Line ]
Sample Name Tartatrat Location Vial 5
Acg Operator Petra Hulicna Inj. No. 1

Inj. Vol. 20 pl

Acg. Method

C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18
13-31-50\SILODO16.M
C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18

Analysis Method :

I3
2

Last Changed

Silodosin
Column:Kinetex C18,

ACN + MeOH pufr KH2PO4 pH 7

mAU | =

80 o

1 [

60 -/ ©

4 m‘
40

] g||

3l

20 - :l :‘

© |

S\

m‘[ \

~ DAD1 D, Sig=225,16 Ref=360,100 (SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\SILO0000039.D)

31-50\SILODO16.M (Sequence Method)
10.13 11:28:14

(150x 4.60 mm,2.6um)
(43/22/35)

o e 10 = 2200 & i N min
Area Percent Report:
Sorted By Signal
Calib. Data Modified 2100c 13 11:14:07
Multiplier 1.000000
Dilution 1.000000
Uncalibrated Peaks not reported
Signal Description DAD1 D, Sig=225,16 Ref=360,100
AR SR | Type | Width | Area | Area % | Name
| | [min] | | [min] | [mAU*s] | [%] | |
I 1] 2:979|BV | 0.080] 1.890] 0.0097] |
) ~2)  3.481 |V | 0.061] 1.335] 0.0068| |
I 3] 3.582|WW | 0.069] 3.344| 0.0171] |
| 4] 53085 VV [ 0092 255963 0.1330] |
| 5] 5.340|VV | 0.088] 111.400]| 0.5708] |
16l 5665 VB | 0.178| 19344.688| 99.1169| TARTARAT |
| 71 9.019|BV | 0.148] 4.206] 0.0215] |
| 8] 9.3721VV I EE2] 13.120] 0.0672] |
IS 8. 685]VE I 0,169 11.103] 0.0569] |
| 10| 0.000] | 0.000] 0.000] 0.0000 | OXALAT
Totals: 100.0000
LX 27 21.10.13 11:28:18 Petra Hulicna Page 1 of 2
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8 SILODO16: Statistika 0,5 % roztoku Oxalatu

Sequence File C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\SILODOSIN.S
SELEAT el s e Report
Sequence table: C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\

SILODOSIN.S
Data directory path: C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\

Operator: Lucie Hankova
Method file name: C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\SILODO1l6
Run Location Inj Inj. Date/Time File Name Sample Name
# #
o el e s [Emermm—e e | e e s
1 vial 2 818103 17041226 SILO0000027.D lim OX
2 Vial 2 2 18510013 18:22:58 SILO0000028.D lim OX
3 Vvial 2 318.10:13 19:04:30 SILO0000029.D lim OX

Statistic results for compound TARTARAT not available.
Compound: OXALAT (Signal: DAD1 D, Sig=225,16 Ref=360,100)

Run Type RetTime Amount Area Height Width Symm.
i [min] [ng/ul] [mAU*s] [mAU] [min]

e e e e [EresmsLaie esstcraass e e

1 BB 19835 87.97298 87.97298 4.81129% 0.2783 1.19

2 BB 19.840 88.01250 88.01250 4.81894 0.2791 1.18

3 BB 19.848 87.97663 87.97663 4.83238 0.2804 1.19

Mean: 19.841 87.987%31 87.98737 4.82087 0.2796 1.19
S.Dis 6.68e-3 2.18405e-2 2.18405e-2 1.06755e-2 7.03e-4 5e-3
RSD : 0.034 2.48223e-2 2.48223e-2 2.21444e-1 0.2514 0.46
95% GL: 0.017 5.42549%9e-2 5.42549e-2 2.65194e-2 1.75e-3 0.01
LX 27 21.10.13 11:18:15 Lucie Hankova Page 1 of 1
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9 SILODOL16: Statistika 0,5 % roztoku Tartaratu

Sequence File C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\SILODOSIN.S
Statistie Report
Sequence table: C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\

SILODOSIN.S
Data directory path: C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\

Operator: Lucie Hankova
Method file name: C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\SILODO16
Run Location Inj Inj. Date/Time File Name Sample Name

# #
= | M o K e s by i e [ s

1 vial 3 118.10.13 19:46:01 SILO0000030.D lim TAR

2 Vial 3 218,130,313 20:27:36 SILO0000031.D lim TAR

3 Vial 3 3 18-10.3321 709512 SILO0000032.D lim TAR

Compound: TARTARAT (Signal: DAD1 D, Sig=225,16 Ref=360,100)

Run Type RetTime Amount Area Height Width Symm.
# [min] [ng/ul] [mAU*s] [mAU] [min]
e ] et [====sr=s |==mmmem—ar [ttt el IS ===
1 BB 5.854 99.31016 99.31016 15.20536 0.0982 0.82
2 BB 5.860 99.26809 99.26809 15.18043 0.0983 0.82
3 BB 5.867 98.90256 98.90256 15,15%23" 10,0982 " 0.83
-------- A e e [ e e e | e e e
Mean: 5.860 99.16027 99.16027 15.17900 0.0982 0.82
Sabi 6.56e-3 2.24173e-1 2.24173e-1 2.70933e-2 6.88e-5 5e-3
RSD : 0.112 2.26071e-1 2.26071e-1 1.78492e-1 0.0701 0.60
95% CI: 0.016 5.56877e-1 5.56877e-1 6.73036e-2 1.71le-4 0.01

Statistic results for compound OXALAT not available.

LX 27 21.10.13 11:19:13 Lucie Hankova Page T vof
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10 SILODOL16: Statistika

Sequence File C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\SILODOSIN.S
B tatistic Report
Sequence table: C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\

SILODOSIN.S
Data directory path: C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\

Operator: Lucie Hankova
Method file name: C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\SILODO16
Run Location Inj Inj. Date/Time File Name Sample Name
# #
e e e [t e e i e R S e SOt e
1 vial 4 1°18.10.13 21:50347 SILO0000033.D Oxalat
2 Vial 4 2038 0513022532228 SILO0000034.D Oxalat
3 Vial 4 30 A8V 1302314500 SILO0000035.D Oxalat
4 Vial 4 4 1801013 23:55:36 SILO0000036.D Oxalat
5 Vial 4 5 191013 0437213 SILO0000037.D Oxalat
6 Vial 4 6 19.19.13 1:18:48 SILO0000038.D Oxalat
Compound: TARTARAT (Signal: DAD1 D, Sig=225,16 Ref=360,100)
Run RetTime | i *Mean variation of data points and confidence interval -
# [min] | measRetTime
___I _____________________
1 5.87575 e e
2 5.88402 59 e ] '
3 5.88974 ! 5.88 R e e o N =i W L W
4 5.89562
5 5.90203 | oae
6 5.90756 ‘ 9,04 £oT: Sl
Runs
Mean: 5.89245
SeDiis 0.01172
RSD : 0.19896
95% CI: 0.01230
Run Peak area | *Mean variation of data points and confidence interval
# [mAU*s] area |
e e e e e e e e e j +
1 36/, 35352 501 =l e el e
2 36.17976 40 -
= — |
3 35.75922 e + “ + + |
4 36.31657 303 = D ;
5 36.93682 20 i
6 57.37085 ‘ S \
— - Runs |
Mean: 39.81946
SeDa 8.60671
REDI 21.61432
95% ET ¢ 9.03218
LX 27 21.10.13 11:21:10 Lucie Hankova Page 1 of 4
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11 SILODO16: Statistika

Sequence File C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\SILODOSIN.S

Run Tailing factor *Mean variation of data points and confidence interval
# ‘ tailFact
e b T e e T T 175 +
il 1.12020 ‘ 15 - sl
2 1.12008 [ 125 N ae 17
3 1.03885 1 i £ + [
4 1.04786 0.75 N = }
5 1.03757 0.5
6 1.83408 0.25 = et e ‘J
= L i Runs 1
Mean 119977
S B4 0.31315
RSD 26.10073
95% CI 0.32863
Run Plates *Mean variation of data points and confidence interval i
# (tangent method) tangentPlates |
e e 22000 -
1 19834.77980 ] = S e e =% 22 =
2 19914.10258 20000 - + Sl = ol e
3 20123.40220 |
18000 - 151 BT b S U a8 i
4 19977.16922 :
5 19832.71500 16000 -
6 16215.09143 s = -
Runs
Mean 19316.21004
s.D. 1523.05813
RSD 7.88487
95% CI 1598.35128
Run Resolution [ *Mean variation of data points and confidence interval
# (halfwidth method) |halWidthResol
e e T e e e | 76
1 7.45032 | 7.4 § SR == —
2 7.41958 } Firal e RS
3 6.85774 \ 743 2 K 7
4 7.08882 ‘ 88 = e
5 7.11733 6
6 6.93789 6,41,,,777 . 190 Ben
I A S0 | v ) Sarh Runs_|
Mean 7.14528
SIEDS 0.24411
RSD 3.41640
95% CI 0.25618
Compound: OXALAT (Signal: DAD1 D, Sig=225,16 Ref=360,100)
Run RetTime ~ *Mean variation of data points and confidence interval
# [min] ' measRetTime
i S e i e e 19.85
1 19.71497 19.8-
2 19.72223 [ 19.75 4 e = Fre—ee it
3 19.72657 197 -
4 19.73579 19.65
5 19.74924 196
6 19.76435 19.56 1 et
S Runs
LX 27 21.10.13 11:21:10 Lucie Hankova Page 2 of 4

93



RetTime

[min]

Mean: 19735538
L 0.01843
RSD : 0.09340
95% CI: 0.01934
Run Peak area
# [mAU*s]

Mean: 17152.73633
SaD.s 5.79123
RSD : 0.03376
95% €It 6.07752
Run Tailing factor
#
___l _____________________

1 1.08949

2 1.09497

3 1.09505

o 1.09874

5 1.09623

6 1.09197
Mean: 1.09441
S 0.00326
RSD : 0.29753
95% C1: 0.00342
Run Plates
# (tangent method)

Mean: 25541.45831
SvDe: 108.00692
RSD : 0.42287
95% CI: 113.34629

12 SILODO16: Statistika

Sequence File C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\SILODOSIN.S

*Mean variation of data points and confidence interval

area l‘
17250 -
17200 -|
17150% _— —
17100 -
17050 |
17000

*Mean variation of data points and confidence interval
tailFact -

114 ‘
1.095 - e £ i) ‘
1.09 - i

1.085

*Mean variation of data points and confidence interval
tangentPlates -

25700 -
25600 -

i s L= el oy,

255004 +
25400
25300
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13 SILODO16: Statistika

Sequence File C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-10-18 13-31-50\SILODOSIN.S

*Mean variation of data points and confidence interval

Run Resolution

# (halfwidth method) halfWidthResol -

Sl e e s C e e e 1.565 -

1 1.54239 1.56 -

2 1.55169 ‘ 1.556

3 1.55396 ‘ 185

4 1.56193 1.545 -

5 1.55324 o8 g

6 1.55186 1.5354
Mean: 1.55251
ShDL: 0.00624
RSD : 0.40209
95% CI: 0.00655

LX 27 21.10.13 11:21:10 Lucie Hankova
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14 LC/MS metoda: Necistota RRT 0,91

r C:Xcalibur\data\LUCKA\OX_11

8/1/2013 4:09:18 PM

oxalat 1mg/10ml, APCI-MS, divert off 16.1-17.1min L.Hankova
C:\Xcalibur\methods\OXALAT_IZO_3.meth
RT: 0.09 - 35.02
. NL: 3.41E8
= TIC F: FTMS {1,1}
18— + p APCI corona
17= Full lock ms
e [70.00-700.00]
16— MS OX_11
15—
14—
g -
= 133
© 1
512
'o -
< 113
2 3
5 10 =
&, 94
85 \
75 l‘
6- 17.88
54 RT:3.18 _ 18.20
O 435 751 Ri:0.20 b 19.24 2172 2876 34.48
4 ORI cM{"wwt,Mw,,wmwwmpwﬂw"J‘Mﬁl,dx W ',I—. L . f"‘m\.;jw’vw’ L Ty M'JV’WW’" Ry
[ I I T | N ) | U (A e
5 10 3D 20 25 30 35
Time (min)
364.20198 NL:
100 7.09E5
" 2 OX_11#197 RT:3.18 AV: 1
e 80 SB: 22 2.63-2.95 , 3.36-3.72
i T: FTMS {1,1} + p APCI
5 60 corona Full lock ms
g i [70.00-700.00]
S )
ke
& 20- '
0 225.13873 | | 408.22814
O,ﬂ‘ Ju i dowl | 1 [
364.20195 NL:
‘lOOﬁi 7.74E5
80 C22H25 O2 N3 +H:
C22H26 O2 N3
a pa Chrg 1
60—
40~
204
O ,
100 200 300 400 500 600 700
m/z
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15 LC/MS metoda: Oxalat

C:\WXcalibur\data\LUCKA\OX_11
oxalat 1mg/10ml, APCI-MS, divert off 16.1-17.1min
C:\WXcalibunmethods\OXALAT_IZO_3.meth

RT: 0.18 - 27.40

22-]

20

|

=
o

I »
15 5 Y TS B T

Relative Abundance

o]

RT: 318 435 g37 1167 RT:1627

1

JS(T)

1

19.
WM»«EN AN At K A N YA A N AN AN A AN A NN AN A N &w L/él\ W

8/1/2013 4:09:18 PM

L.Hankova

NL:
4.48E8

TIC F: FTMS
{1,1} + p APCI
corona Full ms
[70.00-700.00]
MS OX_11

\
\

| RT: 17.88
04 2032 2388

SN sV o MAAAA A el

0— vy e e rrepere
5 10 15 20 25
Time (min)
580.24158 NL:
100 9.24E5
> | OX_11#997 RT: 16.24 AV: 1
e 80 SB: 17 7.08-7.27 , 7.60-7.94
. d T: FTMS {1,1} + p APCI
S 60 113.07116 corona Full lock ms
g i [70.00-700.00]
2 404
o (R
& o | 266.16520
1. ‘1 i 388.20194
Lol L I\ L
0 580.24177 NL:
1003 6.92E5
C32H32O4 N3 F3+H:
80 C32H33 O4N3F3
pa Chrg 1
60
40—
20—
0 1 T ] | S g O SRS L L B
100 200 300 400 500 600 700
m/z
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16 SILODO28: Blank

Data File C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-12-11 12-35-59\SIL0O0000044.D
Sample Name: Blank

Acqg. Operator : Lucie Hankova Seqg. Line : 2
Acq. Instrument : LX 27 Location : Vial 1
Injection Date : 11.12.13 13:41:41 ITnjy- &)
Inj Volume : 20.0 pl
Acqg. Method : C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-12-11 12-35-59\
SILODO28 .M
Last changed : 11.12.13 11:16:25 by Lucie Hankova

Analysis Method : C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-12-11 12-35-59\

SILODO28.M (Sequence Method)

Last changed : 12,12.13 12:24:18 by Lucie Hankova

(modified after loading)

Method Info : Silodosin Tartarat

Column:Synergi Polar-RP 80A, (150x 4.60 mm, 4.0um)

ACN/MeOH/pufr K2HPO4 0.05M pH 4.8 + 0.3% triethylaminu (35/21/44)

Sample Info : Silodosin - purity

Solvent run

mAU

25

20 -

DAD1 D, Sig=225,16 Ref=360,100 (SILODOSIN\SILODOSIN 2013-12-11 12-35-59\SILO0000044.D)

26 5 75 10 125 15 475 min

Area Percent Report with Performance and Noise

Calib. Data Modified : 12. December 2013 12:08:04
Multiplier: 8 1.0000
Dilution: s 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1l D, Sig=225,16 Ref=360,100

Noise determination:

Time range Noise Noise Noise
from: || ito | (6*SD) | (PtoP) | (ASTM) | Wander | Drift
[min] | [min] | [(mAU] | ([mAU] | [mAU] | [mAU] | [mAU/h]

------- ] Dt B It

3.300 4.400 3.241e-2 2.156e-2 4.522e-3 1.463e-2 -6.388e-1
4.700 20.000 3.420e-2 8.286e-2 1.391e-2 1.559e-2 1.837e-1

LX 27 12.12.13 12:26:00 Lucie Hankova Page
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17 SILODO2S8: 0,5 % roztok Tartaratu

C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-12-11 12-35-59\SIL00000045.D

Silodosin - purity
limit solution 0.5 %

Injection Date : 11.12.13 14:03:15 Seq Line 3 3
Sample Name : lim TAR Location : Vial 2
Acq Operator : Lucie Hankové Inj. No. 2 1
Tngies Yol . . 20 pl
Acg. Method : C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-12-11

12-35-59\SILODO28 .M

Analysis Method : C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-12-11
12-35-59\SILOD028.M (Sequence Method)

Last Changed s 12012:13 12:21:09

Silodosin Tartarat
Column:Synergi Polar-RP 80A, (150x 4.60 mm,4.0um)
ACN/MeOH/pufr K2HPO4 0.05M pH 4.8 + 0.3% triethylaminu (35/21/44)

mAU |
1
25

>
_4.640 - Tartarat

(&)

5 SR e 15 g min

Area Percent Report:

Sorted By Signal

Calib. Data Modified : 12.12.13 12:08:04
Multiplier : 1.000000

Dilution : 1.000000

Uncalibrated Peaks : not reported

Signal Description : DADl1 D, Sig=225,16 Ref=360,100

| # | RT | Type | Width | Area | Area % | Name
| | [min] | | [min] | [mMAU*s] | [%] | |
[ 2] 4.640|BB'S | 0.12%1]| 57.383] 100.0000|Tartarat

Totals: 100.0000

*%* End of Report ***

LX 27 12.32.313 12:22:06 Lucie Hankové Page T ol 1
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18 SILODO28:Tartarat

C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-12-11 12-35-59\SIL0O0000048.D

Silodosin - purity

Injection Date : 11.12.13 15:07:47 Seq Line 4
Sample Name : Tartatrat Location Vial 3
Acqg Operator : Lucie Hankové Inj. No. ik
Ind. Vol. 3 20 pl
Acg. Method : C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-12-11
12-35-59\SILODO28 .M
Analysis Method : C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-12-11
12-35-59\SILOD028.M (Sequence Method)
Last Changed t 12032.33 12:21:09
Silodosin Tartarat
Column:Synergi Polar-RP 80A, (150x 4.60 mm,4.0um)
ACN/MeOH/pufr K2HPO4 0.05M pH 4.8 + 0.3% triethylaminu (35/21/44)
; DAD1 D, Sig=225,16 Ref=360,100 (SILODOSIN\SILODOSIN 2013-12-11 12-35-59\SILO0000048.D) =
- mau ] g |
4 ®
! < \
o 2|
20 |
i
15 - - ;
8 |
‘ 10 - 7 i
i 10
\ 53 §¥3 . @ |
‘ oYl 9 =
0 S S SN\ B, - — = L=l D07 T EICEYE. A G SN ;,l
|
| -5 -
1 -10 — T —p———— — f—va
L L= ol s =GR L 10 = 18 ____min
Area Percent Report:
Sorted By Signal
Calib. Data Modified : 12.12.13 12:08:04
Multiplier : 1.000000
Dilution : 1.000000
Uncalibrated Peaks : not reported
Signal Description : DAD1 D, Sig=225,16 Ref=360,100
] RT | Type | Width | Area | Area % | Name |
| | [min] | | [min] | [mAU*s] | [%] | |
I Xl 1.363|BV | 0.054]| 32.284| 0.2805] |
| 2| 3.694|BB [ 4.761] 0.0414| |
| 3| 4.144|BV [ 205207} 12.3421 010721 |
| 4| 4.594|VB S | 0.145| 11445.374] 99.4527|Tartarat |
| 5 525 BRSNS 0 S0 93 4.275] 0.0371] |
| 6| 6.575|BB | 0.194] 9.324| 0.0810]| |
Totals 100.0000
*** End of Report ***
LX 27 12.12.13 12:22:18 Lucie Hankova Page 3 6f &
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19 SILODO28:

Statistika 0,5 % roztoku Tartaratu

Sequence File C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-12-11 12-35-59\SILODOSIN.S

Sequence table:

Data directory path:

Operator:
Method file name:

Run Location Inj

4 #
e e e
1 vial 2 1
2-Vral 2 2y 1
3 vial 2 31

Staat il s a e Repozxrt
C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-12-11 12-35-59\
SILODOSIN.S

C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-12-11 12-35-59\
Lucie Hankova

C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-12-11 12-35-59\SILODO28

Inj. Date/Time File Name Sample Name

______________________ l o e I —————— o

212,33 14:03315 SILO0000045.D lim TAR
12.13 14:24:46 SILO0000046.D lim TAR
A2:13 147463717 SILO0000047.D lim TAR

Compound: Tartarat (Signal: DAD1 D, Sig=225,16 Ref=360,100)

Run Type RetTime Amount Area Height Width Symm.
# [min] [ng/ul] [mAU*s] [mAU] [min]

e e et === St et e ratlioe—=
1 BB S 4.640 44.61683 5738323 7.32555 0.1214 0;94
2 BB S 4,645 44.84113 57.67170 Te822388 HOLN 219 0593
3 BB S 4.647 44.72483 5752213 T«32542" 01216 0.94

-------- e e e i it ity

Mean 4.644 44.72760 51- 52569 7332445 ©.1216 0.94

S.D 3.66e-3 1.12172e-1 1.44268e-1 1.79239%e-3 2.50e-4 5e-3

RSD 0.079 2.50790e-1 2.50790e-1 2.44714e-2 0.2056 0.54

95% CI: 9.10e-3 2.78651e-1 3.58383e-1 4.45255e-3 6.21le-4 0.01

LX 27 12.12.13 12:14:24 Lucie Hankova

Page 1tof 1
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20 SILODO28: Statistika

Sequence File C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-12-11 12-35-59\SILODOSIN.S
Sqtatti st g @ Report
Sequence table: C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-12-11 12-35-59\

SILODOSIN.S
Data directory path: C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-12-11 12-35-59\

Operator: Lucie Hankova
Method file name: C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-12-11 12-35-59\SILOD0O28
Run Location Inj Inj. Date/Time File Name Sample Name
i #
S=sfi=sss e e B e e i s e e e st ey
1 vial 3 1AL 27013 0500 47 SILO0000048.D Tartatrat
2 Vial 3 2. 11512013 15329223 SILO0000049.D Tartatrat
3V als 3 320135 1525057 SILO0000050.D Tartatrat
4 Vial 3 40110125130 16:12:32 SILO0000051.D Tartatrat
5 Vvial 3 5 T1:12.13 516534506 SILO0000052.D Tartatrat
6 Vial 3 6 11120130 167 55540 SILO0000053.D Tartatrat
Compound: Tartarat (Signal: DAD1l D, Sig=225,16 Ref=360,100)
Run RetTime ~ *Mean variation of data points and confidence interval 2l
# [min] measRetTime -| |
———| e ] |
1 4.59368 4.62
2 4.59708 26 ——— s I
3 4.59899 | — =
4 4.60090 458 -
5 4.60329 i ‘
6 4.60564 4567 S o IR
e thl 2 Lt Runs ‘
Mean: 4.59993
8Dt 0.00431
RSD : 0.09369
95% CI: 0.00452
Run Peak area | *Mean variation of data points and confidence interval ‘
# [mAU*s] area | ‘
B 1 ‘
1 11445.37402 e w
2 11416.35645 | 11450 e Tr
3 11442.20801 ] ==
4 11441.79590 11400 5
] 11451.14160 11350
6 11451.53125 | 1 —— g iy B, |
[ ks g . i OO Runs
Mean: 11441.40120
Sigleie 12.97169
RSD @ 0, 11337
95% CI: 13.61295
LX 27 12.12.13 12:16:09 Lucie Hankovéa Page 1 ef 3

102



21 SILODOQOZ28: Statistika

Sequence File C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-12-11 12-35-59\SILODOSIN.S

Run Peak height | *Mean variation of data points and confidence interval
- (mAU] | height |
I SO R 1260 - ‘
g 1253.35938 ] |
2 1250.64087 12569 = e
3 1253.31799 | 125011 =3 == R
4 1252269531, ]
5 1253.53625 * 1245
6 1253.29175 ’ R <
o - = betid - Runs
Mean: 1252.80693
Siebae 1.09887
RSD ¢ 0.08771
95% (€L 1.15320
Run Tailing factor [ ~ *Mean variation of data points and confidence interval 3
# | tailFact | ‘
e e i i
1 1.29016 ‘ 13 el PEl s Foas 5
“ 1.29254 1.295 - A
3 1.29015 ]
4 1.29816 Bk e e ST e =
5 1.30099 ‘ 12851
6 329572 L B = 2 =y St ———
. S LisJen L OAES Runs
Mean: 1.29462
St 0.00444
RSD! @ 0.34281
95% CI: 0.00466
Run Plates [ " *Mean variation of data points and confidence interval
# (tangent method) tangentPlates |
e | m e 3
i 5724.33830 ‘ 5760
2 5733.37612 ‘ STACTHRRE S e
3 5739.42563 5720 | == : —==r== = —
4 5736.77072 | ]
5 5724.25587 ‘ o
6 5734.49987 | 5680 - == (S e
A B - = l, Runs |
Mean: 57132.11108
5Bt 6..33753
RSD @ 0.11161
95% ClL: 6.71379
Run Resolution [ ~ *Mean variation of data points and confidence interval ]
# (halfwidth method) halfWidthResol |
——— | 1
1 2.15241 0 et L N
2 2.13605 216 . 5 R B ‘
3 2.17562 P ‘
4 2.15624 214 - s o RN o
5 2.15830 1
6 2.16976 212 - : Nioee v b |
= s =—dc ,Rgn.ST
LX 27 12.12.13 12:16:09 Lucie Hankova Page 2of 3
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22 SILODOQOZ28: Statistika

Sequence File C:\CHEM32\1\DATA2013\SILODOSIN\SILODOSIN 2013-12-11 12-35-59\SILODOSIN.S

Resolution
(halfwidth method)

Mean 2.15806
SeDais 0.01389
RSPz 0.64377
95% CI: 0.01458

LX 27 12.12.13 12:16:09 Lucie Hankova

w
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