UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE

FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

Katedra analytické chemie

Vyvoj a validace metody pro hodnoceni tablet agomelatinu

pomoci UHPSFC a UHPLC

Vedouci diplomové prace: doc. PharmDr. Lucie Novakova, Ph.D.

Vedouci katedry: Prof. RNDr. Petr Solich, CSc.

Hradec Kralové 2016 Katerina Plachka



ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra Analytické chemie

Kandidat: Katefina Plachka

Skolitel: doc. PharmDr. Lucie Novakova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyvoj a validace metody pro hodnoceni tablet agomelatinu

pomoci UHPSFC a UHPLC

Agomelatin je jednim z nejnovéjsich antidepresiv. Vzhledem k odliSnému mechanismu
Ucinku nabizi novy pfistup klécbé depresivnich poruch. Byly vyvinuty dvé
chromatografické metody pro stanoveni agomelatinu a jeho nedistot. Separace
na UHPSFC systému probéhly za pouZiti stacionarni faze BEH 2-EP a gradientové eluce
za vyuziti CO2 a MeOH obsahujiciho 20mM mraven¢an amonny a 5 % vody. Gradient se
zvySoval od 5 do 30 % organického modifikatoru béhem 3 minut. UHPLC separace
probéhly na stacionarni fazi BEH Shield RP 18. Jako mobilni faze byla vyuzita smés
acetonitrilu a metanolu v poméru 1:1 a 10mM pufr octanu amonného pH 9,5. Obé
vyvinuté metody byly naleZité zvalidovany dle doporucenych postupl ICH
v parametrech linearity, citlivosti (LOD, LOQ), presnosti a spravnosti. UHPSFC metoda
byla linedrni v rozmezi 0,25-70 ug/ml pro vsechny analyty se spravnosti > 97,4 % a
>100, 2 % a presnosti RSD < 2,4 a < 0,8 pro necistoty a APl. UHPLC metoda byla
linedrni v rozmezi 0,1-10 ug/ml pro vSechny analyty s vyjimkou tfi nedlistot, jejichz
linedrni rozmezi bylo vétsi, a to 0,1 — 25 pg/ml. Byla potvrzena spravnost metody
> 95,7 % a2 95,2 % a presnost metody s RSD < 2,6 a £1,5 pro necistoty a API.

Bylo provedeno méreni vzorkd tablet a metody byly porovnany ve vybranych
parametrech. Bylo zjisténo, Ze obé metody jsou vhodné pro stanoveni agomelatinu
a jeho nedistot ve farmaceutické kontrole kvality, ackoli UHPSFC metoda byla shleddna
jako vyhodnéjsi. Mezi vyhody této nové vyvinuté UHPSFC-UV metody patti jeji
ekologi¢nost vzhledem k pouzivané mobilni fazi, dobré rozliseni, selektivita a vysoka

rychlost analyzy (celkovy ¢as analyzy je 4,1 minuty).

Klicova slova: agomelatin; vyvoj metody; UHPSFC; UHPLC; optimalizace; kontrola
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Title of Diploma Thesis: Development and validation of methods for the

determination of agomelatine using UHPSFC and UHPLC

Agomelatine is one of the newest antidepressants. Due to a different mechanism of
action it offers a completely new approach in the treatment of depressive disorders.
Two chromatographic methods for determination of agomelatine and its impurities
were developed. The separations on UHPSFC system were accomplished using
stationary phase based on BEH 2-EP and gradient elution using CO; and MeOH
containing 20mM ammonium formate and 5 % of water. The gradient was run from
5-30 % of organic modifier in 3 min. The UHPLC separations were performed on
stationary phase BEH Shield RP18. The mixture of acetonitrile and methanol in ratio
1:1 and 10mM ammonium acetate buffer pH 9.5 were used as mobile phase. Both
developed methods were properly validated in terms of linearity, sensitivity (LOD,
LOQ), accuracy and precision according to ICH guidelines. The UHPSFC method was
linear in the range 0.25-70 pg/ml for all analytes with method accuracy > 97.4 % and >
100.2 % and method precision RSD < 2.4 and < 0.8 for impurities and API, respectively.
The UHPLC method was linear in the range 0.1-10 pg/ml for all analytes except three
impurities for which the linear range was larger 0.1- 25 pg/ml. Method accuracy > 95.7
% and > 95.2 % and method precision RSD < 2.6 and < 1.5 were found out for
impurities and API, respectively.

The measurement of tablet samples was performed and the methods were compared
in the selected parameters. In conclusion, both methods were appropriate for the
determination of agomelatine and its impurities in pharmaceutical quality control,
although the UHPSFC method was found as slightly more convenient. The advantages
of newly developed UHPSFC-UV method are its environmental friendliness due to
mobile phase used, a good resolution, selectivity and high speed of analysis (total time

of separation is 4.1 min).
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FD
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N,N-bis[2-(7-methoxynaft-1-yl)-ethyl]amin

aktivni farmaceuticka substance
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hybridni stacionarni faze s ethylenovymi mustky s C18 fetézcem a vlozenou
poldrni karbamatovou skupinou

reguldtor zpétného tlaku

hybridni ¢astice BEH s aplikovanym kontrolovanym povrchovym ndbojem a
nasledné modifikovdna pomoci 18uhlikatého retézce

hybridni ¢astice BEH s aplikovanym kontrolovanym povrchovym ndbojem a
nasledné modifikovana pomoci pentafluorofenylu

hybridni ¢astice BEH s aplikovanym kontrolovanym povrchovym nébojem a
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melatoninovy agonista a selektivni serotoninovy antagonista
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podtyp melatoninového receptoru 1

podtyp melatoninového receptoru 2
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Sitka piku v 5 % jeho vysky
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1. Uvod

Agomelatin je ndzev chemické slouceniny N-(2-(7-methoxynaft-1-yl)ethyl)acetamidu.
Jednd se o synteticky analog melatoninu a prvni léCivo z nové skupiny agonistl
melatoninovych receptorli MT1 a MT; a selektivnich serotoninovych antagonistu
pouzivané v terapii depresivniho onemocnéni dospélych.

Spole¢né s agomelatinem bylo analyze podrobeno jeho Sest potencidlnich necistot
s chemickou strukturou odvozenou ze struktury agomelatinu, avsak s velmi rozdilnymi
fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi.

Pro separaci a stanoveni téchto latek byly zvoleny dva rozdilné chromatografické
systémy. Prvnim z nich byla superkritickd fluidni chromatografie. PfestoZze se jednd
o metodu, jejiz vyuziti ve farmaceutickém pramyslu roste, nebyla doposud publikovana
zadna SFC metoda zabyvajici se analyzou agomelatinu. A jelikoz se jedna o velice nové
lé¢ivo, bylo publikovdano pouze nékolik metod stanovujicich agomelatin pomoci
kapalinové chromatografie. Pouze dvé z nich se pak zabyvaly stanovenim agomelatinu
spolecné sjeho nedistotami. VSechny tyto separace vyuzivaly stacionarni faze
s Casticemi vétSimi nez 2 um a pres ¢asovou narocnost u nich nebylo dosazeno
dostatecné selektivity. Proto byla tato studie zaméfena na ultra-vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii a  ultra-vysokoucéinnou  superkritickou  fluidni

chromatografii vyuzivajici ¢astice mensi nez zminéné 2 um.
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2. Cil

Hlavnim cilem této studie bylo vyvinout a zvalidovat UHPSFC a UHPLC metody
pro separaci a stanoveni agomelatinu a jeho Sesti potencidlnich nedistot. Po validaci
byly metody taktéz aplikovany na realné vzorky tablet. Vzhledem k rozdilnym fyzikalné-
chemickym vlastnostem separovanych latek, bylo jednim zcilG srovnani retence
a selektivity nejen v systému superkritické fluidni chromatografie a kapalinové
chromatografie, ale také na daném systému za odliSnych separacnich podminek. Byl
popsan vliv jednotlivych parametrd na selektivitu separaci stejné jako rozdily ve vyvoji

UHPSFC a UHPLC metod.
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3. Teoreticka cast

3.1. Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie

3.1.1. Kapalinova chromatografie

Kapalinovd chromatografie je separacni metoda zaloZzend na rozdélovani latek ve smési
mezi dvé nemisitelné faze, tedy mezi fazi mobilni a stacionarni. Jak jiz vyplyva z nazvu,
mobilni fazi je pri této metodé kapalina, stacionarni fazi pak maze byt tuha latka nebo
kapalina upevnéna na nosici. V kapalinové chromatografii je vSak vZdy stacionarni faze
umisténa v chromatografické koloné ve formé sorbentu [1].

Latky smési jsou nasledné déleny na zakladé svych rozdilnych distribu¢nich koeficientd,
nebot mezi obéma zminénymi fazemi existuje fazové rozhrani. Po nastfiku je vzorek
undsSen proudem mobilni faze na kolonu, kde ndsledné dochazi k opakovanému
ustalovani rovnovahy délenych latek mezi stacionarni a mobilni fazi [1].

Separace jednotlivych slozek smési je tedy ovlivnéna vlastnostmi obou téchto fazi. Dle
vzajemné polarity jednotlivych fazi se rozliSuje chromatografie na normalnich
a reverznich fazich. O prvni typ se jedna ve chvili, kdy jsou v sorbentu chromatografické
kolony obsaZzeny polarnéjsi skupiny (napf. silikagel, CN, NH2) a mobilni faze je
nepolarniho charakteru (napf. alifatické a aromatické uhlovodiky). Naopak v systému
reverznich fazi se jedna o polarni roztoky sloZzené z organického modifikatoru (napft.
metanolu, acetonitrilu, tetrahydrofuranu) a vodné slozky. Charakter rozpoustédla
ovliviiuje miru retence a selektivitu separace, kdy latky s vyssi polaritou jsou eluovany
drive, nebot vykazuji vyssi afinitu k této polarni mobilni fazi nez ke stacionarni fazi
s nepolarnimi skupinami (napr. C18, C8, fenyl) [1].

Eluce mlzZe probéhnout za konstantniho sloZzeni mobilni faze, tzv. izokraticka eluce,
nebo s vyuzitim mobilni faze, jejiz elucni sila je postupné dle zvoleného programu
zvySovana (gradientova eluce), ktera byla vyuZzita i v této studii.

Vzhledem k tvorbé gradientu je pak rozliSovan gradient nizkotlaky a vysokotlaky.
Nizkotlaky gradient vznikd tak, Ze slozky mobilni faze jsou za atmosférického tlaku

miseny v gradientovém ventilu a aZz poté vstupuji do vysokotlakého cerpadla. Tim je
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zajiSténa vysoka presnost, avsak dochazi k uréitému ¢asovému zpozdéni gradientu kvdli
mrtvému objemu pravé v gradientovém ventilu. Naopak pfi vysokotlakém gradientu je
zpozdéni gradientu malé. Zde je kaida slozka mobilni faze davkovdna vlastnim
vysokotlakym cerpadlem a misena az ve sméSovaci komUrce pred kolonou. Mensi
presnost této tvorby gradientové MF pak vychazi ze stlacitelnosti kapalin a objemovych

zmén pfi jejich sméSovani [1][2].

3.1.2. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je dobfe zavedend separacni technika
pouzivana k feSeni mnoha analytickych probléma [3]. Této chromatografie vyuZzivaji
oblasti environmentalni, chemické ¢i potravinové analyzy, bioanalyzy, farmacie a dalsi.
Proto je zadouci, aby ¢as jednotlivych analyz byl zkracen, a tim se zvysila produktivita
a bylo mozno analyzovat vétsi mnozstvi vzorkad [2].

Zakladnim cilem HPLC metody je dosaZeni co nejlepsiho rozdéleni latek v co nejkratSim
Case. Ultra-vysokoucinna kapalinovd chromatografie k dosazeni ucinnych a rychlych
separaci vyuzZivda chromatograficky sorbent, jehoZz ¢dastice jsou mensi nez 2 um. Tyto
¢astice maiji nizky odpor proti pfevodu hmoty, takze jejich optimalni separacni G¢innost
je zachovana v SirSim rozmezi pratokovych rychlosti. Toto tvrzeni vychdzi z dynamické
van Deemterovy teorie. Ta umozZnuje popsat déje prispivajici k rozmyvani eluc¢nich zoén
latek a tim ke sniZeni Uéinnosti separace [1].

Chromatograficky zaznam charakterizuji kfivky gaussovského tvaru nazyvané piky.
Doba od nastfiku do dosazeni vrcholu piku se oznacuje jako retencni ¢as a kvalitativné
charakterizuje danou latku. Pro kvantitativni hodnoceni je pak vyuzivana plocha piku
zvolené latky. Optimalni chromatografickd separace se vyznacuje dokonale oddélenymi
piky s ostfe ohrani¢enymi zénami. Déje, které tento tvar piku nepfiznivé ovliviuji, maji
za nasledek snizeni U¢innosti separace [1].

Rozmyvani zén separovanych latek je ovlivnéno tfemi zakladnimi procesy: vifivou difuzi
analytu v mobilni fazi pfi prdchodu naplini kolony (¢len A), podélnou molekularni difuzi
analytu v mobilni fazi (¢len B) a odporem proti prevodu hmoty mezi mobilni
a stacionarni fazi (¢len C). Soucet dilCich prispévkl téchto procest nasledné vyjadfuje

uc¢innost chromatografické separace oznaCovanou jako vySkovy ekvivalent
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teoretického patra (H). Ten mda rozmér délky a je definovan jako délka kolony
pfipadajici na jedno teoretické patro. Veli¢ina pocet teoretickych pater (N)
charakterizuje uc¢innost chromatografické kolony, avsak je zdvisld jak na retenénim
faktoru slozky, tak délce a historii kolony, viskozité a rychlosti pritoku mobilni faze
a dalSich. Pravé pro porovnani kolon rGznych délek byl zaveden zminény vyskovy
ekvivalent teoretického patra (H) rovnajici se podilu délky kolony a poctu teoretickych
add se vycist zvan Deemterovy kfivky vyjadfujici zavislost vyskového ekvivalentu

teoretického patra na rychlosti pritoku mobilni faze (Obr. 1) [1].

H [pm] | !
I Van Deemterova rovnice
| H=A+Bpn+C*n ___-"
]
Y
inH \ N -~ ] . -
min \ \\: e
>—</ Bin

optimalni prutokova rychlost linearni pritolkova rvchlost [u]

Obr. 1 - Van Deemterova rovnice popisujici vztah mezi rychlosti pratoku a ucinnosti [4].

Vliv velikosti ¢astic na tvar Van Deemterovy kfivky pak ukazuje Obr. 2, z néhoz lze
vyCist, Ze pfi velikosti Castic 1,7 um je dostate€nd ucinnost separace zachovana

v rozmezi pratokovych rychlosti od 1 ml/min do 3,5 ml/min a vice [5].

30 10 pm
f—'"’f H
25
_"-'—F'-'-f-.r
= 20
E
= e
z 5 pm
10
3 um
. - H
I— 1.7 um
0
0 1 2 | mmig 3 4 5

Obr. 2 - Vliv velikosti éastic stacionarni faze na priibéh van Deemterovy kfivky [5].
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Vysoka ucinnost UHPLC separaci taktéz umozZnila zkraceni analytickych kolon
azmenseni jejich prGméru, takie pres zvySeni linedrni priatokové rychlosti jsou
vysledné objemy pritok( velmi nizké, coZ snizuje spotiebu rozpoustédel.

Kromé zminénych kolonovych pfispévkl se na rozmyvani elu¢nich zén podileji taktéz
mimokolonové prispévky. Ty jsou kriti¢téjsi u kolon s mensim vnitfnim priimérem nez
standardnich 4,6 nebo 3 mm. Mimokolonové rozmyti piku je funkci pratoku, difuzniho
koeficientu latky, viskozity mobilni faze, teploty a davkovaného objemu [6]. Rozsireni
eluéni zény mimokolonovym pfispévkem je dano celkovym objemem nastfikového
zafizeni, spojovacich kapilar a detektoru. Je nutné, aby objemy téchto ¢asti byly co
nejmensi, aby se zabrdanilo snizeni U¢innosti kolony [1][2].

Zminéné zmenseni ¢dstic s sebou prineslo zvyseni zpétného tlaku, kdy dle Darcyho
zakona je tento narlst tlaku nepfimo Uumérny druhé nebo dokonce treti mocniné
velikosti Castic, coZ prakticky znamena, Ze 1,7um c¢dstice budou vytvaret az 25x vyssi
zpétny tlak nez castice 5um[1][2]. UHPLC separace tedy probihaji za tlaku az kolem
1000 bar( [3]. Instrumentdlni obtize stim spojené byly odstranény vroce 2004
zavedenim prvniho komeréniho UHPLC pfistroje Acquity UPLC firmy Waters. Kromé
schopnosti pracovat za vysokych tlakl musi byt splnény také pozadavky na robustni
Cerpadlo a presny davkovaci systém, vysokou frekvenci sbéru dat a minimalni
mimokolonové objemy, aby nedochdzelo kvyse zminénému rozmyvani elucnich

z6n [1].

3.1.3. Stacionarni faze pro UHPLC

K dosaZeni rychlé a Ucéinné separace za ultra-vysokého tlaku je nutné splnit taktéz
podminku kvalitni a stabilni stacionarni faze. Kolona tvofi zaklad chromatografického
systému, jelikoZ na ni probiha separace latek. V soucasnosti je nejéastéji vyuzivana
kapalinova chromatografie na reverznich fazich, ktera umoznuje analyzu rdznorodych
vzorkd slozenych z nepoldrnich i poldrnich latek. V této diplomové praci byly pouzity
hybridni stacionarni faze v analytickych kolonach s rozméry jak 2,1 x 50 mm, tak 2,1 x
100 mm. Do prvni skupiny patfila kolona Acquity UPLC BEH Shield RP18 a také Acquity
UPLC BEH Phenyl a UPLC BEH C18. Posledni zminéné byly vyzkouseny i v 100mm

provedeni, stejné jako kolony Acquity UPLC CSH C18 a Acquity CSH Fluoro-Phenyl.
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Hybridni c¢éstice s ethylenovymi muastky BEH (Bridged Ethyl Hybrid) vzniklé reakci
tetraethyoxysilanu a bis(triethoxysilyl)ethanu (Obr. 3) se vyznacuji chemickou
odolnosti, ucinnosti a mechanickou stabilitou. Hybridni ¢astice BEH byly v dalSich

kolonach modifikovany fenylem (Obr. 4) a 18 uhlikatym fetézcem (Obr. 5).

Ethylenové mistky v
silikagelové matrici
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Obr. 3 - Struktura hybridni ¢astice BEH [7].
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Obr. 4 - Struktura stacionarni faze BEH Phenyl [8].
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Obr. 5 - Struktura stacionarni faze BEH C18 [8].

Byla testovana i kolona BEH Shield RP18 s obdobnym uhlikatym fetézcem a vloZenou

poldrni karbamatovou skupinou (Obr. 6).

Obr. 6 - Struktura stacionarni faze BEH Shield [8].

Pouzita byla i kolona CSH sjiz zminénym C18 uhlikatym fetézcem a taktéz
modifikovand pentafluorofenylem (CSH Fluoro-Phenyl). CHS kolony patfi jiz do treti
generace hybridnich sorbentl poskytujicich naprosto odliSnou selektivitu separaci.
Na hybridni ¢astici BEH je nejprve aplikovan kontrolovany povrchovy naboj a nasledné

je modifikovana pomoci pentafluorofenylu (Obr. 7) ¢i jiného fetézce.

Obr. 7 - Struktura stacionarni faze CSH PFP [12].

3.1.4. Instrumentace

Instrumentace kapalinového chromatografu se mlze mirné lisit, avSak vidy obsahuje
nékolik zdkladnich ¢&3asti. Jedna se o zasobniky mobilni faze, vysokotlaké Eerpadlo,

automaticky davkovac, chromatografickou kolonu nejcastéji umisténou v termostatu,
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detektor a pocita¢ se softwarem pro vyhodnocovani ziskanych dat [1]. Detektory
zaznamenavaji rozdil vsigndlu mezi prlichodem Ccisté mobilni faze a mobilni faze
obsahujici analyt. Typ vyuzitého detektoru se liSi na zdkladé jeho principu, citlivosti
a samoziejmé na vlastnostech latek, jez maji byt detekovany. Mezi detektory
vyuzivané v HPLC patfi napfiklad detektory fluorescencni, elektrochemické, univerzalni
na bazi aerosolu, refraktometrické, vodivostni, chemiluminiscenéni a hmotnostné
spektrometrické. V této préci byl vyuZit dalsi z detektorll a to ten nejpouzivané;si
spektrofotometricky.

Spektrofotometrické detektory jsou zaloZeny na principu absorpce zareni v oblasti
vinovych délek ve viditelném a ultrafialovém spektru, tedy od 190 do 800 nm [1].
Kvantitativni vyhodnoceni je umoznéno platnosti Lambert-Beerova zakona. Tento
zakon pomiji vliv vinové délky, teploty a rozpoustédla na hodnotu absorbance. Proto je
jeho platnost omezena pravymi a zdanlivymi odchylkami. Dojde-li v roztoku ke zméné
chemické rovnovahy zplisobené ménici se koncentraci, je tato odchylka oznacena jako
prava. Tato zména koncentrace mulZe byt zplsobena iontovymi i molekulovymi
interakcemi, disociaci, asociaci, dimerizaci, polymeraci, tvorbou komplexu nebo
hydrolyzou. Zdanlivé odchylky maji fyzikalni charakter a jsou nejcastéji dlsledkem
nedostatecné monochromaticnosti zareni [1].

Zkratkou PDA (PhotoDiode Array) se oznacuje, vtéto praci vyuzity, detektor
s diodovym polem. V ném zareni ze zdroje prochazi mfizkou tak, Ze na kazdou
fotodiodu dopada zafivy tok o urcité vinové délce zeslabeny absorpci v cele detektoru.
Po dopadu na diodu vznika fotoelektricky proud, ktery vybije kondenzator spojeny
s touto diodou, ktery byl predem nabity na urcitou hodnotu. Nasledné je méren proud
potfebny na opétovné nabiti daného kondenzatoru. Timto principem je tedy mozno

detekovat latky pfi jakékoli zvolené vinové délce [1].

3.2. Superkriticka fluidni chromatografie

3.2.1. Mobilni faze

Superkriticka fluidni chromatografie je separacni metoda vyuZivajici jako mobilni fazi

kapalinu v jejim nadkritickém stavu. Jedna se o stav, kdy je latka pod takovym tlakem
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a teplotou, Ze mizi rozdil mezi kapalinou a plynem a béhem chromatografie muize byt
vyuZito vlastnosti obou téchto skupenstvi. Difuzivita a viskozita odpovida plynnému
skupenstvi, kdezto hustota a schopnost solvatace kapalnému skupenstvi [9]. Pro ucely
této studie byl pouzit oxid uhlicity, ktery patfi mezi nejcastéjsi mobilni faze pouzivané
v SFC. Jako mobilni faze bylo v SFC vyzkouseno vice latek, nejbéznéji se vSak vyuziva
pravé oxid uhli¢ity vzhledem ktomu, Ze je netoxicky, nepoldrni, inertni a jeho
nadkriticky stav je snadno navoditelny, nebot nastava jiz pti teploté nad 31°C a tlaku
nad 74 bar( (1074 psi, 7,4 MPa) [10], cozZ je napfiklad v porovnani s vodou snadnéji
dosahnutelny stav. Podobné dobré podminky nabizi i oxid dusny, ten ma vsak silné
oxidacni vlastnosti, které jsou pro chromatografickou separaci nevhodné [9].

Pfes snadnou dosaZitelnost superkritickych podminek pfi pouZiti CO, probihaji SFC
separace Casto za subkritickych podminek. Dle zjisténych udaji vsak tato skutecnost
na analyzy nema vliv [11]. Proto v pfipadech, kdy je oxid uhli¢ity vyuzit jako mobilni
faze, at jiz za super- nebo sub- kritickych podminek, je vidy pouZivano oznaceni SFC
[11]. Tento posun je dan vyuZitim modifikatord mobilni faze, které se misi s CO,, a tim
méni podminky nutné k navozeni nadkritického stavu [9]. Mezi nej¢astéji pouzivané
organické modifikatory patfi metanol, etanol a acetonitril, které jsou pridavany
do oxidu uhli¢itého, aby byla snizena jeho lipofilita a zvySena polarita, a tim byla
umoZnéna retence a separace rozmanitéjSiho mnozstvi latek [10][12]. Nejbéinéji
pouzivanym modifikatorem je metanol diky jeho dobré misitelnosti s CO,. Bylo
dokazano, Ze jiz malé mnozstvi metanolu (2 %) zlepsuje tvary pikQ diky omezeni jejich
chvostovani [13]. Jeho efekt vSak nemusi byt dostateény a proto jsou ¢asto do tohoto

modifikatoru pridavana dalsi aditiva ke zlepseni selektivity a symetrie pikd [9].

3.2.2. Stacionarni faze pro UHPSFC

Jedine¢nost SFC techniky spociva taktéz v moZnosti pouzit pfi separacich jak polarnich,
tak nepoldrnich stacionarnich fazi se stejnou mobilni fazi [13][14]. Vyuziti polarnich
staciondrnich fazi se pak vztahuje knormalnim fazim v LC a naopak analyzy
na nepoldrnich stacionarnich fazich jsou svou retenci blizké chromatografii
na reverznich fazich. Tato rdznorodost umoZnuje srovnani vlastnosti jednotlivych

stacionarnich fazi a vétsi moznost vybéru vhodné kolony pro danou analyzu [13].
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V této diplomové préci byly pro SFC separace vyuZity tyto kolony: Acquity UPC? BEH,
Acquity UPC? BEH 2-EP, Acquity UPC? CSH PFP a Acquity UPC? HSS C18. Jejich rozdilnost
doklada Obr. 8, kde jsou stacionarni faze rozdéleny na zakladé 5 parametrd, jako je
pfenos naboje, disperze, interakce dipdl-dipdl a schopnost tvorit vodikové vazby jako
donor ¢i akceptor. Nepoldrni stacionarni faze, jako je C18 ¢i phenylhexyl, a polarni
stacionarni faze (s funkénimi skupinami ethylpyridin, kyano, amino) jsou zde umistény
na opacnych stranach grafu. Mezi nimi se nachazi staciondrni faze s rliznorodym

chovanim [15].
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Obr. 8 - Diagram rozdélujici SFC stacionarni faze dle separacnich vlastnosti [14].

V této studii byly poldrni stacionarni faze zastoupeny hybridnimi fazemi BEH a BEH 2-
EP. BEH je jiz vySe zminéna hybridni stacionarni faze s ethylenovymi mustky. Druha
z téchto hybridnich fazi, BEH 2-EP uréend pfimo pro SFC analyzy, vychazi ztéze
struktury, avsSak je ddle modifikovana 2-ethylpyridinem (Obr. 9). Na koloné BEH
dochazi k vétsi retenci bazickych slouc¢enin na rozdil od kolony BEH 2-EP, jeZ vykazuje

slabsi interakce s bazickymi latkami a tim zlepsuje tvar jejich pikd[15].

HO
Ao §-

Obr. 9 - Struktura stacionarni faze BEH 2-EP [14].
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Z nepolarnich stacionarnich fazi byla vyuzita kolona HSS C18. Jednd se o specidlni
silikagelové ¢astice, vtomto pripadé modifikované ligandem tvofenym 18 uhlikatym

fetézcem (Obr. 10).

Ho L
/?l_o,?l_o,?l\

Obr. 10 - Struktura stacionarni faze HSS C18 [15].

Mezi témito dvéma extrémy se se svymi vlastnostmi nachazi kolona CSH PFP popsana
jiz ve stati o kapalinové chromatografii.

V ramci této diplomové prace byly vSechny zminéné kolony pouZity v rozmérech 100 x
3,0 mm. Velikost ¢astic byla 1,7 um kromé kolony HSS C18, jejiz ¢astice maji velikost
1,8 um. Jednalo se tedy o superkritickou fluidni chromatografii na malych ¢&asticich
a pro tuto metodu bylo, podobné jako v kapalinové chromatografii, zavedeno oznaceni
ultra-vysokoucinnd superkriticka fluidni chromatografie — UHPSFC. Bylo zjisténo, Ze
zména velikosti ¢astic z5 um na 2 um nema vliv na interakce, avsak obdobné jako
u UHPLC, umoznuje rychlejsi a ucinnéjsi separace [10][16][17]. TentyZ efekt pak ma

v SFC separacich vyuzivana vyssi linearni pritokova rychlost mobilni faze [13].

3.2.3. Instrumentace pro SFC

Instrumentace v superkritické fluidni chromatografii vychazi nejcastéji z HPLC zafizeni

s nékolika podstatnymi modifikacemi (Obr. 11).
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Obr. 11 - Schéma SFC instrumentace.

K zajisténi spolehlivosti a reprodukovatelnosti SFC techniky je potfeba pfesna regulace
zpétného tlaku (BPR). V rdmci diplomové prace vyuZity systém Acquity UPC?> ma tuto
regulaci dvoustupnovou. Prvni ztéchto stupnd je pasivni, kdy staticky regulator
zpétného tlaku udrzuje tlak pfiblizné na 75 — 90 barech. Jemnéjsi kontrolu zpétného
tlaku pak zajistuje dynamicky regulator. Toto usporadani umoznuje reagovat na zmény
v generovaném tlaku, které se odvijeji od pouziti gradientové eluce [9]. Tim je
zajisténo, aby zmény BPR béhem analyzy nepfesahly 0,1 baru, coZ by vedlo ke zvySeni
Sumu zakladni linie pfi UV detekci [10]. JelikoZ by mohlo dojit k vysrazeni suchého ledu,
je mezi tyto dva reguldtory vloZzen termostat. Pfi vyuzivani UV detektoru je treba
vysokotlakd cela a nasledny restriktor. Samoziejmosti jsou pak tlakové moznosti
Cerpadel az 600 barl, kratké a rovné spojovaci kapilary, nizky nastfikovany objem
a vysoka rychlost zaznamu dat [10].

Hlavni oblast vyuziti SFC spociva prevainé ve farmaceutickém primyslu. Diky az 5x
kratSim analyzam v porovnani s HPLC je tato technika vhodna pro rychld stanoveni
malych molekul Ié¢iv v rdmci kontroly kvality stejné jako pro chirdlni separace. Jedna se
o techniku vyuZitelnou ve vyvoiji l1éCiv, kterd je schopna ve srovnani s HPLC dosahnout
lepsiho rozliseni pik( a vyssi ucinnosti [18]. SFC taktézZ nabizi jedine¢nou selektivitu, coz
je ddno moZnosti wvyuzit stacionarni faze srozmanitymi vlastnostmi [11].
Nezanedbatelna je také Setrnost k Zivotnimu prostredi, ktera vyplyva z pouziti CO; jako
mobilni fadze a malého mnoistvi organickych modifikdtoru [18]. Tim je nejen
minimalizovdno pouziti toxickych organickych rozpoustédel, ale CO, muizZe byt navic

ziskan z atmosféry nebo jako vedlejSi produkt fermentaci [11]. Vyhodné je taktéz
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vyuZiti v preparativni chromatografii, kde je mozné opétovné zkapalnéni a recyklace

mobilni faze.

3.3. Agomelatin

Chemicky je agomelatin N-(2-(7-methoxynaft-1-yl)ethyl)acetamid a jeho strukturu
zobrazuje Obr. 12. Jedna se o synteticky analog melatoninu a prvni IéCivo z nové
skupiny melatoninovych agonist(i a selektivnich serotoninovych antagonisti (MASSA)

vyuZivané v lé¢bé deprese dospélych.
0

HN)J\
C

Obr. 12 - Struktura agomelatinu.

Deprese je zdvainé onemocnéni, jehoz dopady jsou jak osobni, socialni, tak
ekonomické [19]. Jde o unipolarni afektivni poruchu, jez je charakterizovadna
patologickymi zménami ndlad. Pacient propada pocitim beznadéje a zoufalstvi, které
jsou Casto doprovazeny sebevrazednymi tendencemi. Toto komplexni onemocnéni je
pravdépodobné ovlivnéno genetickymi a environmentalnimi faktory a projevuje se
navice urovnich. Vyskytuji se u néj psychomotorické symptomy, poruchy spanku,
somatické symptomy, bolesti, Uzkosti a dalsi [20]. Z toho vyplyva heterogenni obraz
pacientl s rozdilnymi, ¢asto neznamymi patogennimi mechanismy.

Tento stav je vSak zaroven vidy provazen nedostatecnym mnozstvim noradrenalinu,
serotoninu a dopaminu. Mechanismem ucinku antidepresiv je tedy zvySeni hladiny
téchto monoamint a hustoty jejich receptort v mozku. Dle zplsobu, jakym je tohoto
ucinku dosazeno, jsou rozlisSeny 2 zakladni skupiny téchto Ié¢iv. Thymoleptika inhibuji

transportéry pro zpétné vychytavani biogennich amin(. Radi se zde tricyklickd
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antidepresiva, ktera prenasece ovliviiuji neselektivné a jsou povazovana za 1. generaci
téchto léciv. Pozdéjsi generace jiz pusobi na neuromedidtory selektivnéji a jejich
zastupci jsou napf. latky ze skupiny SSRI (Selective Serotonin Reuptake Inhibitor —
selektivni inhibitor zpétného vychytdvani serotoninu), SNRI (Serotonine-
Norepinephrine Reuptake Inhobitor — Inhibitory zpétného vychytdvani serotoninu
a noradrenalinu) a dalSi. Druhou ze zminénych skupin tvofi inhibitory
monoaminooxiddz oznacované zkratkou IMAO (MonoAmine Oxidase Inhibitors),
nebot, jak naznacuje jiz nazev, se jedna o latky inhibujici tyto enzymy a tim zpomalujici
biodegradaci aminu. | tato skupina se dale déli do generaci na zakladé selektivniho Ci
neselektivniho a reverzibilniho nebo ireverzibilniho plsobeni. V posledni dobé se také
objevily latky s jinymi mechanismy ucinku, napf. tianeptin zvysujici zpétné vychytavani
predevsim serotoninu [21].

Znacnd C¢ast populace se nékdy béhem svého Zivota potykd s depresi, ale pres
rozmanitost vyse uvedené farmakologické |éCby, zUstava zvladnuti tohoto onemocnéni
i nadale vyzvou. V roce 2000 probéhla studie, které se zucastnilo pres 2800 pacient(
s nemocemi zahrnujicimi naptiklad bipoldrni poruchu, psychdézy, obsedantné
kompulzivni poruchu, poruchy pfijmu potravy i zachvaty. Jejim zavérem bylo, Ze
celkem dvé tretiny zucastnénych dosdhly remise diky postupné |é¢bé, z cehoZ jedna
polovina se po prvotni Ié¢bé antidepresivy navratila k pdvodnimu stavu bez priznakd.
Avsak pres rozdilné terapie celd jedna tretina téchto pacientd zlstala |écena
neefektivné [22]. Deprese je 4. nejcastéjSi pficinou pracovni neschopnosti
a predpoklada se, Ze vroce 2020 bude jiz na druhém misté. Avsak plnou remisi
po lécbé vykaze celkové méné nez 50 % pacientd [20]. Hledani nového pristupu k [écbé
vyustilo ve vyzkum novych antidepresiv, jednim z nichz je i agomelatin.

Agomelatin jako acetamidovy naftalenovy analog melatoninu [19] byl vyvinut
evropskou farmaceutickou spole¢nosti Sevier Laboratories Ltd a pro terapeutické
vyuziti byl schvalen v Unoru 2009 [23] pod obchodnim nazvem Valdoxan a Thymanax
[22]. Agomelatin je, mimo télu vlastni hormony, melatoninu nejvice podobnd latka
vyvinuta pro terapii deprese [20]. Jiz z jeho zarazeni do skupiny MASSA (Melatonin
Agonists and Selective Serotonin Antagonists) Ize vyvodit, Ze se jedna o agonistu
melatoninovych receptor(l. Presnéji se jedna o receptory MT1 a MT2. Ty reguluji

cirkadianni hodiny suprachiasmatického jadra a timto mechanismem muzZe dojit
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k ndpravé poruch v cyklu spanku a bdéni [19]. Ty jsou moznou pfi€inou poruch nalad,
coz predstavuje pfrilezitost pro novy pfistup k [é¢bé onemocnéni, které tyto symptomy
vykazuji, jako je pravé deprese [24]. Druhad cast zkratky nazvu skupiny odkazuje
na ovlivnéni serotoninovych receptor(. Tentokrat se jednd o receptor 5HTyc, ktery
inhibuje uvolfovani noradrenalinu a dopaminu. Jelikoz je agomelatin antagonistou
tohoto receptoru, dochdzi jeho pUsobenim k potlaeni této inhibice a zminéné
2 monoaminy jsou uvolfovany [22]. Zuvedeného vyplyvaji 2 faze ucinku. V noci
prevazuje podpora spanku nad anti-hypnotickou blokddou receptoru 5HT,c a béhem
dne pak antidepresivni aktivita dand inhibici pravé tohoto receptoru [20]. Mimo to
agomelatin reaguje taktéz s receptory 5HTg, ale ty nejsou v CNS cetné a jejich funkce
je neznamad [19]. Neddvny dikaz uvddél, Ze onemocnéni depresi je spojeno s Ubytkem
novotvorby granulovych bunék v hippokampu. Bylo zjisténo, Ze agomelatin proliferaci
téchto bunék zlepsuje a zaroven prodluZuje jejich preziti [19].

Agomelatin je podavan peroralné ve formé kapsli nebo tablet [19] s obsahem 25 mg
ucinné latky. Optimalnost tohoto obsahu byla potvrzena studii srovnavajici
terapeuticky efekt rdznych ddvek [19]. Mnoha klinickymi studiemi byl potvrzen
pozitivni vliv melatoninu v Ié¢bé poruch spanku, avsak jeho terapeutickému vyuziti
brani velmi nizka biodostupnost [25]. U jeho analogu agomelatinu ovSem tento
problém nenastdva. Ten je ze zazivaciho traktu dobre vstfebavam, prestoze celkova
biodostupnost je vzhledem k vysokému efektu prvniho prlichodu taktéz nizsi [20]
a byla pozorovana vyssi u Zen ve srovnani s muzi [22][26]. 85 az 95 % |éCiva je v plazmé
vazano na plazmatické proteiny [20] a metabolizace probihd pomoci jaternich
cytochromu z rodiny izoenzym@ P450 [20][22]. Z toho vyplyva, Ze jeho vstrebavani je
ovlivnéno soucasnym podanim latek, které s timto cytochromem reaguji at jiz
v kladném nebo zaporném sméru. Metabolizaci vznikaji latky s nizsi aktivitou,
predevsim demethylovana, hydroxylovana a epoxidovana forma agomelatinu [20].
Eliminace je rychld [22], probihd pfedevsim moci (61-81 % davky) a malé mnoZstvi
diolového metabolitu prochazi fekalni exkreci [20]. Polocas rozpadu je 1 az 2,3 hodiny
[19].

Pocatecni davka odpovidd 1 tableté pred spankem, avsak v pfipadé, Ze nedojde
k o¢ekdvané odpovédi, mize byt ddvka zvySena na 50 mg agomelatinu, tedy 2 tablety

denné [19][22].
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Castou souldsti deprese jsou jiz zminé&né poruchy spanku. Agomelatin zlepuje
celkovou kvalitu spanku [27], coZ je dano jeho vlivem na melatoninové receptory. Tim
dochazi kresynchronizaci cirkadianniho rytmu, a tak se ve srovnani sjinymi
antidepresivy pfi terapii agomaletinem nevyskytuje nezadouci Ucinek v podobé denni
sedace [19][22]. Na rozdil od jinych |é¢iv ztéto skupiny, u lécby agomelatinem
nedochazi k vykyvim hmotnosti, podrazdéni Zaludku a k symptomdam z vysazeni [20].
MuUze se vSak vyskytnout nauzea, nevolnost, nespavost, migréna, uzkost, zacpa, Unava,
bolest zad a dalsi. Tyto nezadouci Ucinky se nejc¢astéji vyskytuji béhem prvnich 2 tydn(
IéCby a jsou mirné a pfechodné. Nejzdvainéjsi nepfiznivou odezvou na tuto terapii je
az trojnasobné zvyseni obsahu jaternich transamindz v séru nad normalni limit, které
se objevilo u vice nez 1 % jedincl [22]. Z toho vyplyvd poZadavek na monitorovani
funkci jater pfi zacatku terapie a ve 3., 6., 12. a 24. tydnu lécby, aby se predeslo
potenciondlnimu vzniku toxické hepatitidy [23]. Podobné jako u dalSich antidepresiv,
i u agomelatinu existuje potencidlni riziko vyskytu sebevrazd a manii. Jelikoz vsak
agomelatin neovliviiuje hladiny serotoninu, nehrozi pfi jeho pouzivani riziko
serotoninového syndromu a abnormalniho krvaceni. Navic agomelatin zplsobuje
minimalni sexualni dysfunkce a nema vliv na télesnou hmotnost pacientl. Dostupné
reporty uvadeéji, ze preddvkovani ma za pfic¢inu somnolenci, neklid, uUzkost, napéti,
nevolnost a maldtnost [22]. Pfesto je potfeba dalSich studii zaméfenych predevsim
na nezadouci Uc¢inky pfi dlouhodobéjsi 1écbé [28].

Na zvifecich modelech byla prokazdna schopnost desynchronizace cirkadidnniho
rytmu, stejné jako to, Ze agomelatin ma na rozdil od melatoninu i anxiolytické
vlastnosti. Preklinické zkousky ukazaly nejen antidepresivni Ucinek agomelatinu, ale
taktéz jeho uzitek pfi 1é¢bé spankovych onemocnéni a resetovani biologickych hodin
¢lovéka [19]. Tato zjisténd chronobioticka aktivita je podobnd té melatoninu[25] a byla
prokazana i u lidi [27]. Klinickymi studiemi bylo dokazano, Ze Ucinnost agomelatinu je
vysSi nez u placeba [23] a srovnatelnd s ucinnosti mnoha béiné terapeuticky
vyuzivanych antidepresiv véetné venlafaxinu, paroxetinu a fluoxetinu [19][22][25][29].
Toto je velmi dulezité zjisténi vzhledem k jedinecnému mechanismu uUcinku a lepsi
tolerovatelnosti agomelatinu [23]. V doporucenych postupech NICE je agomelatin
uveden jako soucast 3. generace antidepresiv, na néz je doporucéeno prejit ve chvili,

kdy SSRI, SNRI nebo mirtazepin neni tolerovan i jsou tato IéCiva kontraindikovana
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[23]. U pacientl podrobenych |écbé agomelatinem béhem klinickych studii se
objevovaly odliSnosti v odezvé a Ucinnosti této terapie. Tato skutecnost vSak mlze byt
zpUsobena kolisajici sekreci melatoninu, kterd se méni s vékem [20]. Navic se objevily
také dukazy odlvodnujici Ié¢bu agomelatinem v kombinaci s lithnymi ionty nebo
valproatem u pacientl s bipolarni poruchou, nebot pfi této terapii doslo k rychlému
zvraceni bipolarni deprese [19]. Agomelatin taktéZ vykdzal pfiznivy vliv v Iécbé
anhedonie, tedy neschopnosti pfijemného prozivani [29]. Dalsim onemocnénim, jez
ma agomelatin potencidl 1écit, je syndrom nocniho jedeni (NES). Ten je doprovazen
zménami v cirkadidnnim rytmu spdanku a jidla s castym probouzenim spojenym
s nutkanim jist. Vzhledem ke svému mechanismu Ucinku, je agomelatinu schopen
tento rytmus resynchronizovat. Studie ukazala, Ze agomelatin byl schopen redukovat
NES syndromy a vyrazné zlepsit nadladu pacientl bez nezddoucich vedlejSich ucinkd
[30]. Stejné tak je agomelatin podrobovan dalSimu vyzkumu s cilem stat se uziteCnym
nastrojem v lécbé spankovych a pridruzenych poruch spojenych s Parkinsonovou

chorobou [31].

3.3.1. Potencialni necistoty agomelatinu

VSechny v této prdaci separované necistoty se vyznacuji zakladnim skeletem shodnym
s tim, ktery tvofi agomelatin. Analyty se vétSinou liSi pouze substituentem, ktery je

na naftalen vazan pres methylovy mistek. Ten je na Obr. 13, oznacen pismenem R.

C

Obr. 13 - Zakladni struktura necistot 1.

R
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Tabulka 1 uvadi prehled skupiny analyzovanych necistot. Prvni z nich, 7-methoxynaft-
1-yl)octovd kyselina, byla pro zprehlednéni oznacena jako kyselina na zdakladé
karboxylové skupiny tvoftici substituent. Podobné byly odvozeny zkraceniny pro (7-
methoxynaft-1-yl)acetamid, tedy amid, (7-methoxynaft-1-yl)acetonitril — nitril,
respektive sl pro (7-methoxynaft-1-yl)ethylamin hydrochlorid. Pro porovnani jsou
v tabulce uvedeny taktéZ hodnoty pKa a log P vSech latek véetné agomelatinu. Tyto
fyzikdlné-chemické veli¢iny byly zvoleny k popsani vlastnosti téchto analytd
a zvyraznéni jejich rozdild. Hodnota pKa je rovna zapornému dekadickému logaritmu
disociacni konstanty latky, kterd popisuje silu dané kyseliny ¢i baze. Koeficient P pak
popisuje pomér rovnovaznych koncentraci ve dvou nemisitelnych kapalindch, oktanolu

a vodé, a lze z néj odvodit hydrofilitu ¢i lipofilitu dané latky.

Tabulka 1 - Vlastnosti necistot — prvi Cast.

pKa
Substituent logP
bazické kyselé
Kyselina -COOH 2,79 - 4,3
Amid -CONH2 2,28 -0,7 16,1
Nitril -CN 2,69 NA NA
sal -CH2NH2.HCl 2,89 NA 10,0
Agomelatin - CH2-NHCO-CH3 2,46 -0,5 16,2

Strukturné se ponékud lisi latky bis[2-(7-methoxynaft-1-yl)-ethyllamin, ktery byl
oznacen pro lepsi prehlednost jako amin, a N,N-bis(2-(7-methoxynaft-1-
yl)ethyl)acetamid oznaceny jako dimer. Jak jiz vyplyva z chemického nazvu a Obr. 14,
jedna se o molekuly, ve kterych jsou pres dusik spojena dvé substituovana naftalenova
jaddra agomelatinu a kterd se lisi tfetim substituentem (na obrazku oznaceny Y) tohoto

dusiku.
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Obr. 14 - Zakladni struktura necistot 2.

Dimer obsahuje methylkarbonylovou skupinu jako tento substituent, amin pak pouze
vodik. Toto spole¢né s jejich acidobazickymi vlastnostmi a rozpustnosti shrnuje Tabulka

2.

Tabulka 2 - Vlastnosti necistot — druha cast.

pKa
Substituent logP
bazické kyselé
Amin -H 6,96 9,7 -
Dimer -COCHs 6,58 0,6 -

VSechny tyto latky jsou povaZovany za potenciadlni nelistoty agomelatinu, protoze
jejich tvorba béhem syntézy agomelatinu je velmi pravdépodobnd a vétsSina z nich
vznikd nékterou z popsanych vedlejSich reakci (Obr. 15) [32]. Nedistota oznacend zde
Imp-5 odpovida nitrilu, z néhoZz hydrolyzou muaze vzniknout amid a z néj pfipadné
i kyselina. Imp-1 je strukturné shodna s latkou vyse oznacenou jako sll. Imp-6 je

totozna s aminem a Imp-7 s dimerem.
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Obr. 15 - Vznik nékterych analyzovanych necistot agomelatinu [32].
Imp-1 - sdl, Imp-5 — nitril, Imp-6 — amin, Imp-7 — dimer.

3.3.2. Publikované metody zabyvajici se analyzou agomelatinu

Téchto 7 vySe uvedenych nedistot oznadenych Imp-1 az Imp-7 bylo v praci Y.Liu [32]
separovano na kapalinovém chromatografu. Jednalo se u HPLC separaci na reverznich
fazich za vyuiziti kolony Hypersil BDS C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um) a gradientu
s 15mM dihydrogenfosforecnanem draselnym o pH 3,0 a acetonitrilem pfi pratoku
1,0 ml/min a PDA detekci pfi 230 nm [32]. Presto, Ze délka této analyzy presdhla
50 minut, nebylo dosaZzeno optimalni selektivity a rozliSeni (Obr. 16) pfedevsim mezi

Imp-1 a Imp-2. Linedrni rozmezi této metody bylo stanoveno na 0,01 — 0,20 ug/ml.
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Obr. 16 - Vysledny chromatogram publikované metody pro separaci agomelatinu a jeho necistot [32].

Byla taktéZ publikovana prace zabyvajici se nucenou degradaci agomelatinu [33].
Pro stanoveni produktl degradace zde byla vyvinuta HPLC metoda s PDA detekci (240
nm). Separace probéhla na koloné Hypersil BDS C18 (150 x 4,6 mm, 5,0 um) za vyuziti
gradientové eluce, kdy pomér acetonitrilu zac¢inal na 5 % a stoupal béhem 10 minut

na 90 %. Dale analyza probihala izokraticky az do ukonceni v 30. minuté [33].

Tabulka 3 - Porovnani publikovanych metod pro stanoveni agomelatinu.

Autor LC SF MF detekce I|nearn|’
rozmezi
Liu [32] HPLC Hypersil BDS C18 ACN/lSF::ng ';aHZPO“ PDA  0,01-0,2 ug/ml
'[g‘;;‘math' HPLC 18 ACN/octan amonny PDA -
MeOH/0,05M
El- Shaheny HPLC BDS Hypersil phenyl fosfatovy pufr pH 2,5 FD 0,4-40 ng/ml
[34]
(35:65)
Harika [35] HPLC Phenomenax C18 voda/MeOH (20:80) uv 10-50 pg/ml
Saracino HPLC Zorbax C8 ACN/50mM fosfatovy D 0,5-25 ng/ml
[36] pufr
MeOH/2mM
Patil [37] HPLC Belasil C18 eOH/2mM octan MS/MS  0,05-8 pg/ml
amonny

] ] LC C8 ultrasphere voda/ACN RIA LOQ 15 pg/ml

Simonin [38]
GC MS LOQ 1 pg/ml
MeOH/5mM octan
Wang [39] HPLC Zorbax C8 amonny s 0,1% kys. MS/MS 0,05-10 ng/ml
mravenci

Pro separaci a stanoveni samotného agomelatinu bylo publikovano nékolik metod,

vSechny z nich za vyuzZiti kapalinové chromatografie na reverznich fazich [34][35][36]
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[37][38]. V RP-HPLC metodé vyvinuté pro stanoveni agomelatinu v tabletoviné a
davkovaci formé byla vyuZita UV detekce pfi 230 nm a linearity bylo dosaZzeno
v koncentra¢nim rozmezi 10-50 pg/ml [35]. HPLC metoda pro stanoveni agomelatinu
v lidské plazmé, slinach a suchych krevnich kapkach naopak vyuZila pfirozenou
fluorescenci agomelatinu a byla provedena s fluorescenénim detektorem. Mezi
nevyhody této metody vSak patfilo pouZiti acetonitrilu s fosfatovym pufrem jako
mobilni faze, coz vyustilo v potfebu dlouhotrvajiciho promyvani kolony po analyze.
Stanoveni obsahu bylo omezeno na koncentrace 0,5 — 25 ng/ml [36]. Dalsi z HPLC
metod aplikovana na tablety agomelatinu a lidskou plazmu byla provedena se stejnym
detektorem i pufrem, avSak druhou ¢ast mobilni faze tvofil metanol. Zde se linearni
rozmezi nachazelo mezi 0,4 az 40 ng/ml [34].

Pro detekci agomelatinu byla rovnéz vyzkousena radioimunologickd detekce (LC-RIA).
Ta umoznila detekovat agomelatin jiz v koncentraci 15 pg/ml [38]. Jesté nizsi mez
detekce (1 pg/ml) poskytlo spojeni GC-MS [38]. Pro stanoveni agomelatinu v lidské
plazmé byly taktéz publikovdny dvé metody vyuZivajici spojeni kapalinové
chromatografie a hmotnostni spektrometrie [37][39]. Prvni z nich vyuzila ke stanoveni
obsahu vnitfni standard (fluoxetin) a dosahla linearniho rozmezi 0,05 — 8 ng/ml [37].
Rozsah druhé zminéné byl velmi podobny (0,05 — 10 ng/ml) [39].

Vsechny zminéné metody kapalinové chromatografie probéhly na kolondch s ¢asticemi
vétsSimi nez 2 um [34][35][36][37][38][39]. A pres Siroké vyuzivani superkritické fluidni
chromatografie, nebyla doposud vyvinuta metoda pro stanoveni agomelatinu na
tomto systému. Proto byla tato studie zaméfena na analyzy probihajici
na stacionarnich fazich s ¢asticemi mensimi nez 2 um a to nejen na kapalinovém
(UHPLC) ale také na superkritickém fluidnim chromatografickém systému (UHPSFC)
za UCelem dosazeni potiebné selektivity a kratSiho ¢asu analyzy v porovnani kjiz

publikovanym studiim.
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4. Experimentalni cast

4.1. Pouzité chemikalie a pristroje

NiZe jsou popsany veskeré standardy zkousenych latek, roztoky a pfistroje, které byly
béhem experimentl vramci této diplomové prace vyuzity. Zminéné analytické

standardy byly poskytnuty firmou Zentiva, k.s., Praha.

4.1.1. Standardni latky

e Agomelatin — necistota ,,AgoM2 amine hydrochloride” — Reference Standard
C13H1sNO.HCI, 2-(7-methoxynaft-1-yl)ethylamin hydrochlorid, Mr 237,26,
Cistota 100%

e Agomelatin — necistota ,AgolmpM2 — |“ — Reference Standard
C26H27NO2, N,N-bis[2-(7-methoxynaft-1-yl)-ethyllamin, Mr 385,50, Cistota 97,7%

e Agomelatin — necistota ,,AgolmpM?2 — II“ — Reference standard
C28H29NO3, N,N-bis[2-(7-methoxynaft-1-yl)-ethyllacetamid, Mr 427,53, Cistota
99,8%

e Agomelatin — necistota ,AgoM3 nitrile“ — Reference Standard
Ci3H11NO, 2-(7-methoxynaft-1-yl)acetonitril, Mr 197,23, Cistota 99,4%

e Agomelatin — necistota ,AgoM4 amide” — Reference Standard
Ci3H13NO3, 2-(7-methoxynaft-1yl)acetamid, Mr 215, 25, ¢istota 99,2%

e Agomelatin — necistota ,AgoM5 acid” — Reference Standard
Ci13H1203, 2-(7-methoxynaft-1-yl)acetic acid, Mr 216,23, Cistota 99,9%

e Agomelatin-kyselina citrénova co-crystal — Primary Reference Standard
CisH17NO; + CsHsgO7, N-(2-(7-methoxynaft-1-yl)ethyl)acetamid — citric acid co-
crystal, Mr 435,44 (243,31 + 192,13), Cistota 99,9%
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4.1.2. Rozpoustédla

Acetonitril, Acetonitrile LC-MS Chromasolv®, Fluka Analytical (Riedel-deHaén),
2,51, C2H3N, Mr 41,05, Cistota > 99,9%

Metanol, Methanol LC-MS Chromasolv®, Fluka Analytical (Riedel-deHaén), 2,51,
CH40, Mr 32,04, Cistota > 99%

Tetrahydrofuran, Tetrahydrofuran G. R., lach:ner, 1 1, C4HsO, Mr 72,11, Cistota >
99,86%

Ultracista voda

Destilace vody pomoci pfistroje Milli-Q RG probéhla na Katedfe analytické
chemie. K filtraci pred kazdym pfipravenim mobilni faze ¢i pufru uréenych pro

UHPLC byla vyuzita vakuové cerpadlo a filtr 0,45 pum.

4.1.3. Dalsi chemikalie

Amoniak, Ammonium hydroxide solution = 25%, Fluka Analytical, 100 ml, NH3,
Mr 35,05

Kyselina mravenci, Formic acid, Sigma-Aldrich, 100 ml, HCOOH, Mr 46,03,
Cistota 295 %

Kyselina octova, Acetic acid, Sigma-Aldrich, 500 ml, C;H4032, Mr 60,05, ¢istota >
99,7 %

Mravencan amonny, Ammonium formate, Sigma-Aldrich, 1 kg, CHsNO, Mr
63,06, Cistota > 98%

Octan amonny, Ammonium acetate, Sigma-Aldrich, 1 kg, C;H7NO2, Mr 77,08,
Cistota 2 98 %

Pufr pH 4,01 pro kalibraci pH metru, Technical Buffer pH 4,01, WTW

Pufr pH 7,00 pro kalibraci pH metru, Technical Buffer pH 7,00, WTW

Pufr pH 10,01 pro kalibraci pH metru, Technical Buffer pH 10,01, WTW

35



4.1.4. Pristrojové vybaveni

UHPLC chromatograficky systém Acquity UPC? (Waters, Milford, USA)
UHPSFC chromatograficky systém Acquity UPLC (Waters, Milford, USA)
Analytické kolony (Waters, Milford, USA)
Acquity UPC? BEH, 100 x 3,0 mm x 1,7 um
Acquity UPC? BEH 2-EP, 100 x 3,0 mm x 1,7 um
Acquity UPC? CSH PFP, 100 x 3,0 mm x 1,7 pm
Acquity UPC? HSS C18, 100 x 3,0 mm x 1,8 um
Acquity UPLCCSH C18, 100 x 2,1 mm x 1,7 um
Acquity UPLC CSH Fluoro-Phenyl, 100 x 2,1 mm x 1,7 um
Acquity UPLC BEH Shield RP18, 50 x 2,1 mm x 1,7 um
Acquity UPLC BEH Phenyl, 100 x 2,1 mm x 1,7 um
Acquity UPLC BEH C18, 100 x 2,1 mm x 1,7 um
Acquity UPLC BEH Phenyl, 50 x 2,1 mm x 1,7 um
Acquity UPLCBEH C18,50x 2,1 mm x 1,7 um
Analytické vahy, Sartorius, CR
Automatické mikropipety se $pi¢kami, Biohit, CR
Injekéni stiikacka, Hamilton-Bonaduz, CHE
Magneticka michacka, RCT basic IKAMAG, IKA®Werke GmbH & Co. KG, DE
Membranové filtry, Albet, Chromservis, CR
pH metr, HANNA instruments, pH 212, Microprocessor pH Metr, USA
Sroubovaci vialky s uzavéry, Vitrum, CR

Vakuové pumpa, Vacc-space, Chromservis, CR
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4.2, Pracovni postup

4.2.1. Priprava standardi

4.2.1.1. Priprava standardt pro UHPSFC metodu

K optimalizaci metody byly pouzity roztoky analytickych standardd nedistot a Ucinné
latky nafedéné na rGzné koncentrace.

Do vialek byl navazen pfiblizné ptesné 1 mg daného sypkého krystalického standardu.
Poté bylo pfiddno 100 pl metanolu. Tetrahydrofuranem (THF) byl objem doplnén
nalml a vialka byla radné protfepdna. Rozpousténi bylo podporeno kratkym
vystavenim (5 min) vialky ultrazvuku. Vzniklé zdsobni roztoky standardd o koncentraci
1 mg/ml byly podle potfeby déle fedény smési metanolu a tetrahydrofuranu tak, aby

byl zachovan pomér téchto rozpoustédel 1:9.

4.2.1.2. Priprava standardti pro UHPLC metodu

Pro optimalizaci UHPLC metody byly opét pfipraveny zasobni roztoky téchto standard(
v koncentraci 1 mg/ml tak, Ze do vialek byl navazen priblizné pfesné 1 mg standardu
a ten byl nasledné rozpustén v 1 ml metanolu.

Potfebnych nizsich koncentraci bylo dosazeno fedénim pomoci metanolu nejcastéji
v ramci desetinné rady. Do vialky bylo pipetou preneseno 100 ul zasobniho roztoku

ata byla nasledné doplnéna metanolem na 1 ml. Tim bylo dosazeno koncentrace

evvs

4.2.2. Priprava smési standardl analyzovanych latek

Pri vyvoji separacnich metod byly pouZity také roztoky smési standardd agomelatinu
a necistot. Tyto smési byly pfipraveny dle stejného postupu pro oba typy
chromatografickych systém(. Ze zasobnich roztokd standard( pripravenych dle 4.2.1.

o koncentraci 1 mg/ml uréenych pro danou separacni metodu bylo odpipetovano 100

37



pl do spolecné vialky. Pfidanim 30 pl metanolu a 270 ul THF byl vytvoren zdsobni
roztok smési analyzovanych latek uréeny pro UHPSFC v koncentraci 0,1 mg/ml. Pokud
bylo namisto smési metanolu a THF pfidano pouze 300 pl metanolu, vznikl zasobni
roztok smési analyzovanych latek pro separaci na UHPLC, jak ukazuje Tabulka 4.
Naslednym redénim pomoci danych rozpoustédel byly ziskdny i niz$i koncentrace

téchto smési.

Tabulka 4 - P¥iprava vzorku obsahujiciho smés analyzovanych standardt

Roztok smési pro UHPSFC Roztok smési pro UHPLC

NITRIL 100 pl 100 pl
DIMER 100 pl 100 pl
AMID 100 pl 100 pl
Roztok standardu
KYSELINA 100 pl 100 pl
(koncentrace 1 mg/ml)
AMIN 100 pl 100 pl
AGOMELATIN 100 pl 100 pl
sUL 100 pl 100 pl
MeOH 30 ul 300 pl
Rozpoustédla
THF 270 ul 0l

4.2.3. Priprava vzorku z tabletového prasku

Dvacet tablet sdeklarovanym obsahem 25 mg agomelatinu bylo rozmélnéno
a zhomogenizovano ve tfeci misce. Prasek o hmotnosti jedné tablety (uréen jako podil
z hmotnosti 20 tablet), byl rozpustén v 50 ml metanolu a na 20 minut podroben
ultrazvuku. Vznikly roztok byl prefiltrovan za pouziti 0,2um PTFE membranového filtru.
Konecné koncentrace 50 pug/ml bylo dosazeno odpipetovanim 100 pl filtratu do vialky
a naslednym doplnénim na 1 ml. U vzorku uréeného pro UHPSFC separaci byl jako
rozpoustédlo pouZit tetrahydrofuran, aby zlstal zachovan pomér metanolu a THF 1:9.

Vzorek méreny na UHPLC byl fedén metanolem.
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4.2.4. Priprava vzork z tablety

Do 50 ml odmérné barnky byla vioZena jedna tableta a barika byla doplnéna po rysku
metanolem. Po 20 minutach v ultrazvuku byl roztok prefiltrovan pres membranovy filtr

a zfedén stejnym postupem jako pfi pfipravé vzorkd z tabletového prasku (4.2.3.).

4.2.5. Priprava mobilni faze, aditiv a pufrt

4.2.5.1. Priprava mobilni faze a aditiv pro UHPSFC

Jako organicky modifikator v mobilni fazi byl pouzit metanol, jenz byl ddle upraven
pfidanym aditivem.

Rozpusténim 0,6306 g mravenfanu amonného v metanolu, prevedenim tohoto
roztoku do 500 ml odmérné bariky a jeho doplnénim po rysku byl pfipraven 20mM
roztok mravencanu amonného v metanolu.

Druhym z pouzitych aditiv byl 20mM roztok octanu amonného, pfipraveny obdobnym
zplUsobem jako prvni ze zminénych roztok(, avSak s tim rozdilem, Ze v metanolu bylo
rozpusténo 0,7708 g octanu amonného.

Poslednim byl 20mM roztok mravenc¢anu amonného v metanolu s pfidavkem 5 % vody.
500 ml tohoto roztoku bylo pfipraveno navazenim 0,6306 g mravencanu amonného,
ktery byl rozpustén v metanolu a kvantitativné prenesen do 500 ml odmérné banky,
do niz bylo nasledné pfidano 25 ml ultracisté vody. Odmérna banka byla metanolem

doplnéna po rysku.

4.2.5.2. Priprava mobilni faze a pufru pro UHPLC

Jako organicka ¢ast mobilni faze pro separaci na UHPLC byl pouZit metanol, acetonitril,
anebo smés metanolu a acetonitrilu v poméru 1:1, kterd byla pfipravena nasledujicim
postupem. Do 500 ml odmérné bariky bylo napipetovano 250 ml acetonitrilu a tato

banka byla nasledné pomoci metanolu doplnéna po rysku.

39



Vodnou slozku mobilni faze tvofil pufrs pH 2, 3,7, 9, 9,5 nebo 10. 10mM pufr s pH 3,0
byl pfipraven rozpusténim 3,15 g mravencanu amonného v 225 ml vody. K tomuto
roztoku bylo pfidano 6,25 ml kyseliny mravenci, ¢imz vznikl zasobni roztok, jenz byl
tésné pred pouzitim 20krat zfedén a to tak, Zze bylo do 200 ml odmérné bariky
odpipetovano 10 ml tohoto roztoku a ndsledné byla barika doplnéna po rysku a roztok
byl zfiltrovan. Ze stejného zasobniho roztoku byl taktéz pfipraven 10mM pufr o pH 2,0,
kdyZz bylo pH zdsobniho roztoku upraveno pomoci pH metru a kyseliny mravenci
na hodnotu 2,0.

Obdobnym fedénim jako prvni z uvedenych pufri byl pfipravovan i 10mM pufr o pH
9,0. Zasobni roztok pro tento pufr vznikl rozpusténim 3,85 g octanu amonného v 225
ml vody a pfidanim 20 ml 25% roztoku hydroxidu amonného.

Pufr o pH 9,5 byl pfipraven pfidanim 187 pl hydroxidu amonného do pfrefiltrované
vody tak, aby konecny objem roztoku byl 250 ml. Pomoci pH metru a kyseliny octové
bylo nasledné pH upraveno na 9,5. Pufr o pH 10 byl pfipraven podobnym postupem,
avsak kyselina octova byla pfidavana, az dokud nebylo dosazeno zvoleného pH.
Konecéné roztoky vsech pufrii byly pred pouzitim prefiltrovany za vyuZiti vakuového

¢erpadla a 0,45um filtru.

4.2.6. Podminky separace

4.2.6.1. Podminky UHPSFC separace

Pro separace byl pouZit superkriticky fluidni chromatograficky systém Acquity UPC?
(Waters, Milford, MA, USA) a 4 rozdilné stacionarni faze. VSechny znich byly
v rozmérech 100 x 3,0 mm a s velikosti ¢astic 1,7 um (Acquity UPC? BEH, Acquity UPC?
BEH 2-EP, Acquity UPC? CSH PFP) nebo 1,8 um (Acquity UPC? HSS C18). Ke gradientové
eluci byl vyuZit modifikovany CO; (> 99,995%, LindeGas, Ceska Republika). Gradientovy
program zacinal na 5 % modifikatoru a koncil na 30 % ve 3. minuté. Jako modifikator
byl vyuZit metanol s aditivem (20mM mravenéan amonny, 20mM octan amonny,
20mM mravencan amonny s pfidavkem 5 % vody). Pratok byl nastaven na 2 ml/min,
teplota na 40°C a BPR na 2000 psi. Teplota v automatickém davkovaci byla nastavena

na 10°C. Tim byla zajiSténa stdlost teploty a zamezeni odparovani organického
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rozpoustédla. Nastfikovany objem odpovidal 2 pl. UV detekce byla zajisténa

detektorem Acquity UPC? PDA pfi 225 nm.

4.2.6.2. Podminky UHPLC separace

UHPLC analyzy byly provedeny na ultra-vysokoucinném  kapalinovém
chromatografickém systému Acquity UPLC (Waters, Milford, MA, USA). Testované
stacionarni faze zahrnovaly kolony s primérem 2,1 mm a ¢asticemi ve velikosti 1,7 um,
avSak s rozdilnymi délkami: 100 mm Acquity UPLC CSH C18 a Acquity CSH Fluoro-
Phenyl, 50 mm Acquity UPLC BEH Shield RP18 a Acquity UPLC BEH Phenyl a Acquity
UPLC BEH C18 v50mm i 10mm provedeni. Metanol, acetonitril a smés metanolu
a acetonitrilu v poméru 1:1 byly vyzkouseny jako organicka ¢ast mobilni faze za vyuziti
rGznych nastaveni gradientu, gradientovych kfivek a pufrd (pH 2,0 a 3,0 — 10mM pufry
mravencanu amonného, 9,0, 9,5 a 10,0 — 10mM pufry octanu amonného). Teplota
kolony byla nastavena na 30°C, nastfikovany objem 2 ul a PDA detekce probéhla

pfi 225 nm.

4.2.7.Validace metod

4.2.7.1. Test zpusobilosti systému

Pfred samotnou validaci byl proveden Test zpUlsobilosti systému (SST), aby byla
potvrzena vhodnost uréenych separaénich podminek. Tato méreni byla provedena na 3
koncentracnich hladinach pro kazdou z metod. Na UHPSFC se jednalo o koncentrace
25 pg/ml, 50 pg/ml a 70 pg/ml, na UHPLC systému pak byly méfeny koncentrace
0,7 ug/ml, 2,5 pug/ml a 10 pg/ml.

V ramci validace byly uréeny parametry linearity, limitu detekce, limitu kvantifikace,

presnosti a spravnosti.
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4.2.7.2. Linearita

Dle smérnic ICH by mélo byt pfi uréovani linearity pfipraveno a metodou analyzovano
vice nez 6 kalibracnich standard(, které svou koncentraci pokryvaji celé predpokladané
koncentrac¢ni rozmezi [40].

Tyto podminky byly splnény, nebot pro UHPSFC metodu bylo pfipraveno 12 vzork
s koncentracemi od 0,1 pg/ml po 70 pg/ml. Byla pfipravena smés standard(
analyzovanych latek. Ta obsahovala kazdou latku v koncentraci 0,1 mg/ml a nasledné

z ni byly pfipraveny i koncentrace nizsi (Tabulka 5 a Tabulka 6).

Tabulka 5 - Pfiprava vzorkt pro méfeni linearity na SFC.

vzorek o koncentraci 10 pg/ml 25 pg/ml 50 pg/ml 70 pg/ml
roztok smési standard( pro UHPSFC (0,1 mg/ml) 100 pl 250 ul 500 ul 700 ul
MeOH 90 75 ul 50 ul 30 ul
THF 810 pl 675 ul 450 pl 270 pl

Tabulka 6 - Redéni dle desetinné fady pro pfipravu vzorkii na méreni kalibraénich k¥ivek na UHPSFC.

vzorek o vznikla vznikla
MeOH THF MeOH THF
koncentraci konc. konc.
10 pg/ml 100 pl 90 ul 810 pl 1 ug/ml 100 pl 90 ul 810 pl 0,1 pg/ml
25pg/ml 100u  90pl  810p 2,5 pg/ml 100 pl 90ul 810wl 0,25 pg/ml
50 pg/ml 100 pl 90 pl 810 ul 5 ug/ml 100 pl 90 ul 810 ul 0,5 pug/ml
70 pg/ml 100 pl 90 ul 810 pl 7 pg/ml 100 pl 90 ul 810 pl 0,7 pg/ml

Obdobné bylo pfipraveno 12 vzork( pro analyzy pomoci UHPLC metody. | ty pokryvaly
koncentrace od 0,1 pg/ml po 70 pg/ml. Postup fedéni byl proto stejny jako ten vyse
popsany s jedinou vyjimkou a to pouzitim pouze Cistého metanolu jako rozpoustédla

(Tabulka 7 a Tabulka 8).




Tabulka 7 — Zakladni fedéni pro pFipravu vzork(i na méfeni kalibraénich kfivek na UHPLC.

vzorek o koncentraci 10 pg/ml 25 pg/ml 50 pg/ml 70 pg/ml
roztok smési standardti pro UHPLC 100 pl 250 pl 500 pl 700 pl
MeOH 900 ul 750 pl 500 pl 300 pl

Tabulka 8 - Redéni dle desetinné fady pro piipravu vzorkd na méreni kalibraénich k¥ivek na UHPLC.

vznikla vznikla
vzorek o koncentraci MeOH MeOH
konc. konc.
10 pg/mi 100 pl 900 ul 1 pg/ml 100 ul 900 ul 0,1 pg/ml
25 pg/ml 100 pl 900 ul 2,5 pg/ml 100 pl 900 ul 0,25 ug/ml
50 pg/ml 100 pl 900 ul 5 ug/ml 100 pl 900 ul 0,5 pug/ml
70 pg/ml 100 pl 900 ul 7 ug/ml 100 ul 900 ul 0,7 pg/ml

Linearita metod byla nasledné u obou metod prokazana regresnimi rovnicemi

a koeficienty determinace pro jednotlivé analyty.

4.2.7.3. Urceni presnosti a spravnosti UHPSFC metody

Pfesnost a prdvnost byly na UHPSFC systému hodnoceny na 3 koncentracnich
hladinach (40, 50 a 60 pg/ml) pro agomelatin jako Gcinnou latku a na 3 odlisnych
koncentracnich hladinach (2, 2,5 a 3 ug/ml) pro necistoty.

Jako vychozi 100% koncentrace agomelatinu byla brana koncentrace 50 upg/ml.
Pro vzorky bylo fedéni zvoleno tak, aby bylo dosazeno 3 koncentracnich hladin
odpovidajicich 80, 100 a 120 % této zakladni koncentrace. Roztoky s témito znamymi
koncentracemi standardu agomelatinu byly pfidany k desetkrat zfedénym vzork(m
pfipravenym z tabletového prasku dle popsaného postupu (4.2.3). Vialka podrobena
analyze tedy nakonec obsahovala jak standard agomelatinu, tak agomelatin obsazeny
v tabletovém prasku (Obr. 17). Jednalo se tedy o metodu pfidavku standardu, ktera

byla vyuZzita, aby koncentrace jednotlivych vzork( byly ve validovaném rozmezi.
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Obr. 17- SloZeni vzork( pro uréeni pfesnosti a spravnosti UHPSFC metody.

Tyto vzorky o tfech riznych koncentracich standardu agomelatinu byly pfipraveny
ve tfech provedenich a nasledné podrobeny analyze za vybranych podminek.
V sekvenci byly taktéz zanalyzovany vialky se vzorky slouzicimi jako vnéjsi standard. Ke
kazdé koncentracni hladiné byly pfipraveny 2 vialky vnéjsiho standardu (STANDARD A-
C) obsahujici pouze standard agomelatinu v dané koncentraci, tedy 40 ug/ml, 50 pg/ml
a 60 pg/ml. Na zacatek i konec sekvence bylo navic vlozeno méfeni vialek se zdsobnim
roztokem ztabletového prasku (STANDARD PLV) o koncentraci 10 ug/ml.SloZeni

analyzovanych vzorkd, z nichZ kazdy byl v sekvenci zméren 3x, ukazuje Tabulka 9.

Tabulka 9 - Redéni vzorki pro uréeni presnosti a spravnosti méreni tcinné latky na SFC.

celkova zasobni zasobni
konc. roztok AGO roztok PLV  MeOH THF
[ng/ml] 0,1mg/ml 50 pg/mi

celkova c c AGO cPLV
= + 50 400 pl 200 pl 8ol 620l
50 pg/ml 40 pg/ml 10 pg/ml
STANDARD A 40 400 pl oul 100 ul 500 ul
celkova c c AGO cPLV
= + 60 500 pl 200 pl 8ol 620l
60 pg/ml 50 pg/ml 10 pg/ml
STANDARD B 50 500 pl oul 100wl 400 pl
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celkova zasobni zasobni
konc. roztok AGO roztok PLV  MeOH THF

[ng/ml] 0,1mg/ml 50 pg/ml

celkova c c AGO c PLV
= + 70 600 pl 200 pl sopl 620l
70 pg/ml 60 pg/ml 10 pg/ml
STANDARD C 60 600 pl oul 100wl 300 pl
STANDARD PLV 10 oul 200 pl 8ol 720

Doporucené postupy ICH [41] uvadéji, Ze mez stanovitelnosti necistot vyplyva
z maximalni denni davky daného Iéciva. Ta je u agomelatinu 50 mg a proto zde plati, Ze
hrani¢ni koncentrace nedistot je rovna 0,5 % z maximalni denni davky léciva, tedy 250
ug. Béhem pripravy vzorku tablety byla jedna 25mg tableta agomelatinu rozpusténa
v 50 ml rozpoustédla. Byla tak ziskana koncentrace 0,5 mg/ml. Tato koncentrace je
100krat nizS§i nez zminénd maximalni denni davka agomelatinu a proto byla
koncentracni hladina necistot zvolena taktéz stonasobné nizsi nez vySe vypoctenych
250 pg. Redéni bylo proto provedeno tak, aby 1 ml vzorku obsahoval 2,5 pg kazdé
z necistot. Ostatni hladiny odpovidaji 80 a 120 % této koncentrace.

Pro urceni spravnosti a pfesnosti pfi méreni necistot byly ke vzorkim z tabletového
prasku pridany roztoky smési standardud téchto necistot o 3 rlznych koncentracich a to
2 pug/ml, 2,5 pg/ml a 3 pg/ml.

Dle postupu uvedeného v kapitole 4.2.2 byla pfipravena smés necistot o koncentraci
0,1 mg/ml, ktera byla dle desetinné fady zfedéna na koncentraci 10 pg/ml. Odebranim
400 pl, 500 pl, respektive 600 pl, a jejich doplnénim na objem 1 ml tetrahydrofuranem
byly pfipraveny zasobni roztoky necistot (zasobni roztok IMP) s koncentracemi
4 pg/ml, 5 pg/ml, resp. 6 pg/ml. Dle postupu uvedeného v Tabulka 10 z nich byly
nasledné pripraveny vzdy 3 vialky a 2 vnéjsi standardy pro kaZzdou koncentracni hladinu

necistot a také 2 standardy z tabletového prasku.
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Tabulka 10 - Redéni vzorkii pro uréeni presnosti a spravnosti méfeni necistot na SFC.

konc. konc. PLV zasobni zasobni zasobni
Cislo vialky necistot [ug/.ml] roztok IMP roztok roztok PLV THF
[ng/ml] [ng/ml] IMP 50 pg/ml
1 2 25 4 500 pl 500 pl oul
STANDARD A 2 0 500 pl ol 500 pl
2 2,5 25 5 500 pl 500 pl owul
STANDARD B 2,5 0 500 pl ol 500 pl
3 3 25 6 500 wl 500 ul ol
STANDARD C 3 0 500 ul ol 500 wl
STAND PLV 0 25 ol 500 ul 500 ul

4.2.7.4. Urceni presnosti a spravnosti UHPLC metody

Aby byla zachovdna podminka, Ze se zakladni stoprocentni koncentrace nachazi
pfiblizné uprostied kalibra¢niho rozmezi, byla pro méreni na kapalinové chromatografii
zvolena zakladni koncentrace agomelatinu na 5 pg/ml, tedy 10x nizsi nez u SFC.

V kazdé vialce byl opét agomelatin z tabletového prasku, tentokrat v koncentraci
1 pg/ml. K nému bylo pfiddno mnozZstvi zasobniho roztoku standardu agomelatinu, aby
bylo dosaZzeno koncentraci 5 pg/ml, 6 pg/ml a 7 ug/ml. Ty odpovidaji opét 80 %, 100%
a 120 % ze zvolené zakladni koncentrace. Kazda z téchto koncentracnich hladin byla
pfipravena 3x a tyto byly zadroven svnéjSimi standardy podrobeny analyze
za vybranych podminek. Ke kazdé trojici vialek byly pfipraveny 2 standardy
agomelatinu (STANDARD A-C), které obsahovaly standard agomelatinu v pfislusné
koncentraci, tedy 4 pug/ml, 5 ug/ml a 6 pg/ml. Zaroven byly zanalyzovany i standardy
z tabletového prasku (STANDARD PLV). Pfipravu jednotlivych vzork(, z nichz kazdy byly

v sekvenci zanalyzovan 3x, ukazuje Tabulka 11.

Tabulka 11 - Redéni vzork{ pro uréeni presnosti a spravnosti méreni Géinné latky na UHPLC.

celkova zasobni roztok zasobni roztok

MeOH
konc. AGO 10 ug/ml PLV 5 pg/ml
celkova c cAGO cPLV
5 ug/ml 400 pl 200 ul 400 pl
5 ug/ml = 4ug/m  + 1pg/ml
STANDARD A 4 pg/ml 400 pl O ul 600 pl
celkova c cAGO cPLV
6 ug/ml 500 ul 200 ul 300 ul
6 ug/ml = 5S5pug/m  + 1pg/ml
STANDARD C 5 pg/ml 500 ul o ul 500 pl
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celkova zasobni roztok zasobni roztok

MeOH
konc. AGO 10 pg/ml PLV 5 pg/ml
celkova c c AGO c PLV
7 pug/ml 600 pl 200 pl 200 pl
7 pug/mli = 6ug/m + 1ug/ml
STANDARD E 6 ug/ml 600 pl oul 400 pl
STANDARD PLV 1 pg/ml oul 200 pl 800 pl

Vzorky pro uréeni presnosti a spravnosti méreni necistot pomoci UHPLC systému byly
pfipraveny obdobnym postupem jako ty uréené pro SFC, avsak stim rozdilem, Ze
pozadované koncentrace byly opét 10x nizsi, tzn. 0,2 pg/ml, 0,25 pg/ml a 0,3 pg/ml.
Tim byla dodrZena podminka, aby 100% koncentrace nelistot odpovidala 0,5 %
ze zakladni koncentrace ucinné latky, kterd je zde uréena na 5 pug/ml.

Smés necistot pfipravend dle 4.2.2 byla zfedéna tak, aby bylo dosazeno koncentraci
0,4, 0,5 a 0,6 ug/ml (zdsobni roztok IMP). Roztok z tabletového prasku byl pfipraven
dle 4.2.3 a 100x zfedén (zasobni roztok PLV). Ztéchto zasobnich roztokd byly
pfipraveny vzdy 3 vzorky pro kazdou z koncentraénich hladin necistot. Aby bylo mozno
nasledné vypoditat vytéZnost jednotlivych méreni, byly rovnéz vidy ve dvou
provedenich pfipraveny standardy. A to jak standardy ztabletového prasku
o koncentraci 0,25 pg/ml (STAND PLV), tak standardy A az C, tzn. vnéjsi standard pro

kazdou koncentracni hladinu necistot. Pfipravu jednotlivych vialek shrnuje Tabulka 12.

Tabulka 12 - Redéni vzork{ pro uréeni presnosti a spravnosti méreni neéistot na UHPLC

konc. konc. PLV zasobni zasobni zasobni
Cislo vialky necistot . I roztok IMP roztok roztok PLV THF
[pg/ml] [hg/m [pg/ml] IMP 50 pg/ml
1 0,2 25 04 500 pl 500 il oul
STANDARD A 0,2 0 ’ 500 ul ol 500 wl
2 0,25 25 05 500 wl 500 pl ol
STANDARD B 0,25 0 ’ 500 ul ol 500 wl
3 0,3 25 06 500 ul 500 pl ol
STANDARD C 0,3 0 ’ 500 pl ol 500 pl

STAND PLV 0 25 oul 500 pl 500 pl




5. Vysledky a diskuze

5.1. Vyvoj UHPSFC metody

5.1.1. Optimalizace chromatografickych podminek

Vzhledem k rozdilnym fyzikalné-chemickym vlastnostem necistot agomelatinu, které
byly zminény v kapitole 3.3.1., byl jednim z cilG a prvnim krokem screening a srovnani
separaci na 4 rtznych kolondach. Vsechny testované kolony obsahovaly ¢astice mensi
nez 2 um, avsak liSily se svou selektivitou a polaritou. Polarni stacionarni faze
zahrnovaly hybridni stacionarni fazi s ethylenovymi mdastky (BEH) a stejnou fazi
modifikovanou 2-ethylpyridinovou skupinou (BEH 2-EP). Naopak, vicemodalni hybridni
faze s ndbojem modifikovana pentafluorofenylovou skupinou (CSH PFP) a silikagelova
faze s 18 uhlikatym retézcem patii mezi staciondrni faze se smiSenymi vlastnosti,
respektive nepolarni stacionarni faze.

Analyzy na vSech kolonach probéhly za téchto chromatografickych podminek:
gradientova eluce z5 na 30 % metanolu jako organického modifikdtoru s pridavkem
20mM octanu amonného, pratok 2 ml/min, 40°C a 2000 psi. PfestoZe bylo moZno
pozorovat vyznamné zmény vretenci nelistot a jejich selektivité, na vSech
4 testovanych stacionarnich fazich byly vSechny latky eluovany.

Dostate¢ného rozliSeni vSech analytd bylo dosaieno pouze na hybridni fazi
s ethylenovymi mUstky (BEH). Pik 6-amin zde byl vSak znacné rozmyty. Elu¢ni poradi
latek se liSilo na vSech ostatnich kolonach (Obr. 18). Nejmensi rozdil bylo mozno
pozorovat mezi staciondrni fazi BEH a 2-ethylpyridinem modifikovanou hybridni
kolonou, kde eluéni poradi zGstalo stejné, avsak piky 5-kyselina a 6-amin koeluovaly.
Naprosto odlisné poradi nabidla separace na HSS C18, kde pik 2-dimer eluoval po piku
3-amidu a blizko piku 4-agomelatinu a kde se opét objevila koeluce kyselinu a aminu
(piky 5 a 6). Separace na CSH PFP byla charakteristicka drivéjsi eluci piku 5-kyseliny,
ktera méla stejny retencni ¢as jako agomelatin, a nizkym rozliSenim mezi piky 6-amin

a 7-s0l. Proto byl v dalS$im kroku na vsech kolonach vyzkousen vliv zmény aditiva.
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Obr. 18 - Srovnani UHPSFC separaci na kolonach BEH, BEH 2-EP, HSS C18 a CSH PFP za vyuZiti 20mM octanu
amonného v metanolu jako aditiva. (1) nitril (2) dimer (3) amid (4) agomelatin (5) kyselina (6) amin (7) sul

Vyména z octanu na mravencan vedla na koloné BEH ke zméné poradi v eluci piku
5-kyselina a 6-amin, avsak ten zUstal stale rozmyty. A stejné tomu zlstalo i po pridavku
5 % vody, ktery vedl pouze kdfivéjSi eluci necistoty kyseliny (Obr.19). Posuny

v retencnich ¢asech jednotlivych latek shrnuje Obr. 20.
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Obr. 19 - Srovnani UHPSFC separaci na koloné BEH za vyuziti rGznych aditiv. (1) nitril (2) dimer (3) amid (4)
agomelatin (5) kyselina (6) amin (7) sul.
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Obr. 20 - Posuny v retenénich ¢asech analyti na koloné BEH vlivem zmény aditiva.

Podobny posun v reten¢nim case kyseliny jako na koloné BEH byl pozorovan také
na koloné CSH PFP, coZz vedlo krozseparovani pik(i 5-kyselina a 4-agomelatin.
K obdobnému posunu doslo po pfidavku vody jak u kyseliny tak agomelatinu, coz vedlo

k jejich zpétné koeluci (Obr. 21, Obr. 22).
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Obr. 21 - Srovnani UHPSFC separaci na koloné CSH PFP za vyuZiti riznych aditiv. (1) nitril (2) dimer (3) amid (4)
agomelatin (5) kyselina (6) amin (7) sul.
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Obr. 22 - Posuny v retenénich ¢asech analytl na koloné CSH PFP vlivem zmény aditiva.

TaktéZz na koloné HSS C18 doslo pfi vyméné octanu za mravencan k posunu
v retencnich casech. Kyselina a amin byly eluovany ve stejném retencnim case pfi
separaci s octanem amonnym, avSak pfi vyuziti mravenéanu amonného byla retence
kyseliny nizsi. Stejné tak tomu bylo pfi analyze s pfidavkem vody. Vliv aditiva se projevil
také pfi separaci analytd 2 a 4, tedy dimeru a agomelatinu. Pfi pouZiti octanu se na
chromatogramu objevily piky sice separované, ale s velmi malym rozliSenim. Vyuzitim
mravencanu doslo jesté ke zhorseni separace, nebot doslo ke smyti pikd téchto dvou
analyt(. Naopak po pfidani vody do aditiva se tyto piky oddélily a latky byly z kolony
vymyty s rozdilnymi retencnimi ¢asy. Posledni zminéné aditivum také zlepsilo uc¢innost

separace soli pti zachovani stejné délky analyzy (Obr. 23, Obr. 24).
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Obr. 23 - Srovnani UHPSFC separaci na koloné HSS C18 za vyuziti rtznych aditiv. (1) nitril (2) dimer (3) amid (4)
agomelatin (5) kyselina (6) amin (7) sul
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Obr. 24 - Posuny v retenénich éasech analyt na koloné HSS C18 vlivem zmény aditiva.

Po vyméné octanu za mravencan byly na koloné BEH 2-EP separovany piky 5-kyselina
a 6-amin, které za vyuZiti octanu koeluovaly. Doslo ktomu zménou retencniho casu

kyseliny z 1,97 na 1,7 min. Pfidavek vody mél na separaci na této stacionarni fazi maly,



avsak vyznamny vliv. Nezménilo se elu¢ni poradi, avSak pridavek vody vedl| k vétSimu

rozliSeni mezi piky 2-dimer a 3-amid (Obr. 25, Obr. 26).
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Obr. 25 - Srovnani UHPSFC separaci na koloné BEH 2-EP za vyuZiti riznych aditiv. (1) nitril (2) dimer (3) amid (4)
agomelatin (5) kyselina (6) amin (7) sul.

2.5
2 = ' —

—_ o
£
E s
@ . F —q
:§ —_— A
>S 4
s 1
1]
(3

O T T 1
20mM octan amonny 20mM mravenéan amonny 20mM mravenéan amonny +
5 % vody
aditivum
== Nitril =fll=Dimer =fe=Amid =lll=Agomelatin Kyselina ==@==Amin == S{|

Obr. 26 - Posuny v retenénich ¢asech analyt na koloné BEH 2-EP vlivem zmény aditiva.
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Vzhledem k pfedloZzenym chromatogramm ziskanym béhem vyvoje metody, kdy byly
vyzkouSeny kombinace ¢tyf zminénych kolon se vSsemi 3 aditivy, bylo zjisténo, Ze
nejvhodnéjsi selektivitu poskytuje hybridni stacionarni faze BEH modifikovana 2-
ethylpyridinem. Vysledkem separace na této koloné za vyuziti 20mM mravencanu
amonného s 5 % vody jako aditiva do metanolu byly uzké symetrické piky. DoSlo také
ke stabilizaci retencnich ¢asl a separaci vSech latek na zakladni linii. Vhodnost téchto
separacnich podminek byla potvrzena testem zpUsobilosti systému a vysledky

validaCnich méreni, viz kap. 5.1.3 a5.1.4.

5.1.2. Optimalizace pripravy vzorku tablet

Pro pfipravu vzork( tablet byla vyzkousena 3 rlizna rozpoustédla. Jednalo se o Cisty
metanol a smés metanolu a vody v pomérech 3:1 a 1:1. 20 tablet s obsahem 25 mg
agomelatinu bylo rozmélnéno a zhomogenizovano. Hmotnost prasku odpovidajici
1 tableté byla rozpusSténa v 50 ml zkouSeného rozpoustédla a nasledné 10x zfedéna
tetrahydrofuranem, aby byl vzorek slucitelny s mobilni fazi UHPSFC. Timto bylo
dosazeno koncentrace 50 pg/ml Gcéinné latky ve vzorku. Nejvyssi primérna
procentudlni vytéZznost z 8 méreni a nejmensi relkativni smérodatnd odchylka ukazaly,

Ze nejvyhodnéjsi je pouZiti Cistého metanolu (Tabulka 13).

Tabulka 13 - Procentualni vytéZnost a relativni smérodatna odchylka pfi optimalizaci pfipravy vzorku.

Rozpoustédlo Vytéinost [%] RSD [%]
MeOH 99,7 4,8
MeOH : H20 = 3:1 86,4 8,6
MeOH : H20 = 1:1 77,5 20,0

5.1.3. SST — Test zpuUsobilosti systému pro UHPSFC metodu

Vhodnost chromatografického systému s vybranou kolonou BEH 2-EP za vyuziti 20mM

mravencanu amonného v metanolu s pridavkem 5 % vody jako aditiva do mobilni faze
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CO; byla potvrzena testem zpUsobilosti systému porovndvajicim nékolik vybranych
parametr(: retencni ¢as, plocha piku, faktor symetrie, rozliSeni a u¢innost.

Dle postupl uvedenych v Experimentalni ¢asti byly pripraveny vzorky latek
ve 3 rlznych koncentracich, a to 25 pug/ml, 50 ug/ml a 70 ug/ml, aby bylo co nejlépe
pokryto celé kalibracni rozmezi. Kazda vialka stakto pfipravenym vzorkem byla
v sekvenci 10x zanalyzovana za zminénych optimalizovanych podminek a ziskané

hodnoty byly porovndany (Tabulka 14).

Tabulka 14 - Vysledky méreni SST pro UHPSFC metodu.

RT Plocha RozliSeni  Faktor symetrie w50  Kapacita separace

@ RSD  RSD @ @ ? ?

Kyselina 1,65 0,03 1,27 8,05 1,31 0,010 177
Dimer 1,16 0,08 1,3 25,25 1,91 0,019 94

E Amin 1,89 0,03 1,32 14,87 1,36 0,014 127
Eo sal 2,17 0,03 0,68 9,32 1,25 0,018 99
< Ago 1,44 0,05 1,17 6,34 0,77 0,016 111
Amid 1,27 0,09 1,36 3,66 1,28 0,023 78
Nitril 0,49 0,10 0,65 - 1,41 0,016 111
Kyselina 1,65 0,09 0,92 8,15 1,3 0,010 177
Dimer 1,16 0,03 0,91 25,44 1,93 0,018 99

€ Amin 1,89 0,04 11 7,94 1,33 0,014 127
E_" sal 2,16 0,04 0,88 9,44 1,25 0,016 111
2 Ago 1,44 0,03 0,56 6,39 0,77 0,015 119
Amid 1,27 0,04 0,92 3,73 1,26 0,020 89
Nitril 0,49 0,09 0,48 - 1,41 0,015 119
Kyselina 1,65 0,06 0,67 8,16 1,28 0,010 177
Dimer 1,15 0,13 0,98 25,09 1,88 0,019 94

€ Amin 1,89 0,05 0,6 8,00 1,32 0,014 127
E_" sal 2,16 0,04 0,59 9,47 1,25 0,018 99
R Ago 1,43 0,07 0,95 6,45 0,78 0,018 99
Amid 1,27 0,12 0,92 3,78 1,38 0,024 75
Nitril 0,49 0,10 0,66 - 1,41 0,020 89

5.1.4. Validace UHPSFC metody

Linearita analytické metody je schopnost této metody v daném rozmezi ziskat

vysledky, které jsou pfimo Uumérné koncentraci analytu ve vzorku [42]. Linearita
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metody byla potvrzena kvantitativnim hodnocenim ucinné latky i vSech necistot.
Pro tato méreni byly pfipraveny vzorky necistot na 12 koncentracnich hladinach
v rozmezi 0,1 az 70 pg/ml dle postupu uvedeného v Experimentalni ¢asti 4.2.2.

Tyto vzorky byly analyzovany vyse popsanou metodou a ndasledné byla integraci ur¢ena
velikost plochy jednotlivych pik(. Linearni zdavislost odezvy, tedy plochy piku,
na koncentraci byla pozorovana u 11 ze vzork(, a to téch v rozmezi koncentraci od 0,25
do 70 pg/ml. Z grafli kalibracnich krivek byly rovnéz uréeny rovnice regrese a hodnoty
spolehlivost R. Linearita byla potvrzena determinaénimi koeficienty vétSimi nez 0,9990
u vSech analyzovanych latek (Tabulka 15). Navic byly uréeny meze detekce (LOD) a
linearniho rozmezi, jejiz pomér signdlu k Sumu byl vétsi nez 10 a kterd splfiovala

podminky pfesnosti a spravnosti.

Tabulka 15 - UHPSFC - Koeficienty determinace, LLOQ, ULOQ pro vSechny separované latky.

R? Rovnice regrese LLOQ pg/ml LOD pg/ml  ULOQ pg/ml
Nitril 0,9992 y =13 955 963 866x + 6950 0,25 0,08 70
Dimer 0,9993 y =7902 639 893x + 2589 0,25 0,08 70
Amid 0,9993 y =5557 451 255x + 2348 0,25 0,08 70
Agomelatin 0,9993 y =8508 747 207x + 4002 0,25 0,08 70
Kyselina 0,9993 y =9531457 345x + 3183 0,25 0,08 70
Amin 0,9993 y =7 951 884 658x + 2442 0,25 0,08 70
] 0,9993 y=9019 294 231x + 2817 0,25 0,08 70

Pfesnost a pravnost byly na UHPSFC systému hodnoceny na 3 koncentracnich
hladinach (40, 50 a 60 pg/ml) pro agomelatin jako G¢innou latku (API) a na 3 odlisnych
koncentracnich hladinach (2, 2,5 a 3 ug/ml) pro necistoty.

Pfesnost analytické metody vyjadfuje miru rozptylu neboli tésnost shody mezi
jednotlivymi mérenimi téhoz vzorku [42]. Proto byly pfipraveny vidy 3 vzorky na kazdé
ze 3 zvolenych koncentraénich hladin a kazdy z nich byl vsekvenci 3x zméren.
Smérodatné odchylky vysledkd, tedy ploch pikd ziskanych integraci chromatogramd,
jez byly mensi nez 2,4 % pro necistoty a 0,8 % pro API, potvrdily pfesnost metody.
Spravnost metody udava miru shody mezi hodnotou, ktera byla pfijata jako referencni,
a hodnotou, jez byla ziskana jako vysledek méreni pomoci dané metody [42]. Z tohoto

dlvodu byly ke kazdé ze zminénych 3 koncentracnich hladin pfipraveny 2 vzorky




obsahujici standardy analyzovanych latek se stejnou koncentraci. Vzhledem k témto
standarddm byla nasledné vypocitana procentudlni vytéznost z jednotlivych vzorka.
Tim byla potvrzena spravnost metody, protozZe tato vytéznost se pohybovala mezi 97,4
— 102,7 % pro necistoty a mezi 100,2 — 100,8 % pro agomelatin jako API. Vysledky
shrnuje Tabulka 16.

Tabulka 16 - Potvrzeni pfesnosti a spravnosti UHPSFC metody

konc. konc.
hladina Nitrili Dimer Amid Ago Kyselina Amin Sul hladina API
[ng/ml] [pg/ml]

2 [%] 99,8 98,2 98,5 98,7 98,0 98,5 101,5 20 [%] 100,7
RSD 1,0 0,8 0,9 1,7 1,6 1,6 1,5 RSD 0,8

25 [%] 99,8 98,1 97,4 1013 100,0 99,2 99,9 50 [%] 100,8
RSD 0,4 0,9 1,1 0,2 0,7 0,2 1,7 RSD 0,2

3 [%] 99,3 101,0 99,3 102,7 97,5 98,1 102,6 60 [%] 100,2
RSD 1,0 1,6 1,5 0,3 2,4 1,4 2,3 RSD 0,8

5.1.5. Obsahova stejnomérnost

Vyvinutou optimalizovanou metodou byla nakonec ovérena obsahova stejnomérnost
tablet. Jak uvadi Cesky lékopis 2009, kazd4 jednotka pfipravku musi obsahovat t¢innou
l[atku v koncentraci 85 az 115 % primérného obsahu [43]. K ovéfeni byla provedena
analyza 10 vzorkU jak z tabletového prasku (kapitola 4.2.3) tak pfimo z tablet (kapitola
4.2.4). Tabulka 17 ukazuje, Ze véechna méfeni podmince Ceského lékopisu vyhovovala,
nebot u vzork( z tabletového prasku bylo dosazeno 99,9% a u vzorkl z tablety 98,8%

vytéznosti, a relativni smérodatna odchylka se pohybovala pod 1,1 %.
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Tabulka 17 — Obsahova stejnomérnost tablet uréena pomoci UHPSFC.

Vzorek €. Prasek Tableta

1 101,0 98,9

2 100,8 97,5

3 100,3 100,3

4 99,8 98,4

5 98,9 97,6

6 100,1 97,5

7 99,3 98,8

8 100,2 100,2

9 98,5 100,1

10 100,1 98,6

% vytéinosti 99,9 98,8
RSD[%] 0,8 1,1

5.2. Vyvoj UHPLC metody

5.2.1. Volba optimalnich chromatografickych podminek

V kapalinové chromatografii je mnoho parametr(, které mohou byt ovlivnény, aby bylo
dosazeno optimalnich separaénich podminek. U stacionarni faze jsou to napr. funkéni
skupiny a typ silikagelu, u mobilni faze pak jeji sloZzeni a sklon gradientu, gradientova
kfivka, pH, slozeni pufru, rychlost priitoku a teplota. Vliv na separace ma vsak také
sloZzeni rozpoustédla vzorku, nastfikovany objem a také rychlost sbéru dat [44].

Vzhledem k jiz zminénym rozdilim ve fyzikalné-chemickych vlastnostech separovanych
latek, bylo prvnim krokem pfti optimalizaci podminek separace na UHPLC srovnani
vysledk(l analyzy za vyuziti rliznych staciondrnich fazi a mobilnich fazi tvorenych
odliSnymi organickymi modifikatory a pufry. Vybrany byly 50mm kolony BEH C18, BEH
Shield a BEH Phenyl. Organickou ¢ast mobilni faze tvofil acetonitril nebo metanal,
vodnou slozku pak 10mM pufr mravenéanu amonného o pH 3,0 nebo 10mM pufr
octanu amonného o pH 9,0. Tyto tfi faktory, tedy kolona, organicka faze a pufr, byly
zkombinovany tak, Ze vzniklo 12 jednotlivych separaénich podminek. Vsechny tyto

analyzy dlouhé 5 min probéhly pfi pritoku 0,6 ml/min, teploté kolony 30°C, UV detekci
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pfi 225 nm a zékladnim gradientu zacinajicim na poméru 95/5 vodné a organické slozky
a koncici v 5. minuté na poméru 5/95 pfi vyuZiti gradientové krivky 6.

Obr. 27 shrnuje chromatogramy ziskané za téchto podminek na koloné BEH C18. Jako
vhodnéjsi organicky modifikator se jevil acetonitril, nebot metanol poskytoval vyssi
retenci a dochdazelo ke koeluci APl a necistoty (pik 1-nitril). LepSi selektivity bylo
dosaZeno pfi bazickém pH, kdy doslo k posuniim retencnich c¢asli tak, Ze API eluovala
dostatecné pred nasledujici necistotou. Problémem vsak byla eluce dimeru a aminu

(pik 2 a 6) v blizkém retencnim ¢ase s malym rozlisenim.

Ed
ACN, pH 3,0

ACN, pH9,0 =

MeOH, pH 3,0
ES

MeOH, pH 9,0 7 2
2

0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 250, 00 3-00 350 4.00 450 5.00 5.50

Obr. 27 - Screening UHPLC separacnich podminek na koloné BEH C18. (1) nitril (2) dimer (3) amid (4) agomelatin
(5) kyselina (6) amin (7) sal.

Na koloné BEH Phenyl bylo viditelné velké rozmyti jednotlivych eluénich zén
a nedostatecné rozliSeni za vSech zvolenych podminek, proto zde chromatogramy
nejsou prezentovany.

Porovnani analyz na koloné BEH Shield RP18 je uvedeno na Obr. 28. Zménami
v mobilni fazi bylo mozno pozorovat obdobné posuny v retencnich ¢asech jako u vyse
zminéné kolony BEH C18. At jiz organickou ¢ast mobilni faze tvofil acetonitril nebo
metanol, zménou pH z 3,0 na 9,0 doslo k drivéjsi eluci kyseliny a naopak silnéjSimu
zadrZeni soli aaminu. Vzhledem k pfili§ vysoké retenci pfi analyzach s metanolem

a lepsi selektivité pfi vyssim pH, se jako nejslibnéjsi jevily podminky s acetonitrilem
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a pufrem octanu amonného o pH 9. Zde vsak eluovala nedistota 7-stl velmi blizko API,

coz taktéz nebylo vhodné.
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Obr. 28 - Screening UHPLC separacnich podminek na koloné BEH Shield RP18. (1) nitril (2) dimer (3) amid (4)
agomelatin (5) kyselina (6) amin (7) suil.

Jelikoz ani jedna ze zminénych kombinaci podminek nezarucovala potfebnou
selektivitu a rozliseni, byly vyzkouSeny dalsi 2 stacionarni faze CSH PHE a CSH C18
v délce 100mm, aby byla zvySena separacni Ucinnost. Jedna se o vicemodalni hybridni
faze obsahujici jak nepolarni tak iontové vyménnou skupinu, a tim zarucujici odliSnou
selektivitu. Na obou z nich byly provedeny 3 separace, jak ukazuje Obr. 29 a Obr. 30.
Kazda z nich probéhla za jiz zminénych standardnich podminek za vyuzZiti acetonitrilu
jako organické casti mobilni faze. Jedinou provedenou zménou bylo vidy pH pufru,
které bylo uréeno na 2,0 a 3,0 u pufru s 10mM mravenéanem amonnym a pH 9,0
u 10mM octanu amonného.

Na koloné CSH PHE pfi pH 2,0 koeluoval amin a amid (piky 3 a 6) a ve velmi blizkych
retencnich ¢asech byly eluovany taktéz latky 4-agomelatin a 5-kyselina. Blizka byla

eluce téchto latek i za vyuziti pufru s pH 3,0. Obdobn3 situace nastala pfi vyuziti pufru

60



s pH 9,0 s tim rozdilem, Ze s agomelatinem koeluovala stl. Analyza pfi pH 3,0 vykazoval
dobrou retenci a selektivitu, avSak necistota 5-kyselina eluovala blizko za
agomelatinem jako API, coz by pfi analyzach redlnych koncentraci nebylo vhodné,
nebot predpokladand koncentrace agomelatinu v tableté je o nékolik fadu vyssi nez
zminéné necistoty, takze by kvuli rozmyvani piku mohlo dochazet ke smyti téchto dvou

pikd a obtizné kvantifikaci necistoty.

3+6

0.00 0.50 1.00 1.50 200 250 300 350 400 450 5.00 5.50
Minutes

0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2550 3.00 3.50 400 150 5.00 5.50
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Obr. 29 — UHPLC separace na koloné CSH Phenyl za vyuZiti acetonitrilu jako organického modifikatoru mobilni
faze. (1) nitril (2) dimer (3) amid (4) agomelatin (5) kyselina (6) amin (7) sul.

Kolona CSH C18 pti pH 2,0 vykazovala pfili$ silnou retenci, nebot 2 ze separovanych
latek nebyly z kolony vymyty (amin a sul). Naopak pfi pH 9,0 doslo ke koeluci soli
s agomelatinem a piky dimeru a aminu vykazovaly nedostatecné rozliseni stejné jako

piky agomelatinu a kyseliny a aminu s nitrilem pfi separaci s pufrem o pH 3,0.
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Obr. 30 — UHPLC separace na koloné CSH C18 za vyuziti acetonitrilu jako organického modifikatoru MF. (1) nitril
(2) dimer (3) amid (4) agomelatin (5) kyselina (6) amin (7) sul.

Ani na téchto kolonach nebylo dosaZeno optimalni separace vSech analyzovanych
latek, a proto byla pozornost zamérena na zménu podminek na predchozich
staciondrnich fazich poskytujicich slibné vysledky, a tim zvySeni rozliSeni mezi API
a necistotou eluovanou za ni, coz se jevilo jako hlavni problém vétsiny analyz. Prvnim
krokem bylo opakovani separaci na koloné BEH Phenyl, nebot pozorované rozmyti pik(
a sSiroké eluéni zény mohly byt zplsobeny nastriknutim prilis velkého objemu vzorku
na kolonu nebo ¢asteénou degradaci kolony. Aby byla zvySena separacni kapacita,
probéhly nasledujici analyzy na 100mm koloné namisto 50mm a délka separace byla
prodlouzena na 7,5 minuty. Jak ukazuje Obr. 31, prvni z analyz probéhla s acetonitrilem
jako organickou slozkou mobilni faze a pufrem s pH 3,0. Bylo dosazeno dostateéné
retence a symetrickych pikd, avsak agomelatin a kyselina (piky 4 a 5) koeluovaly.
PFi druhé separaci byl vyuzit pufr o pH 9,5. Selektivita analyzy za téchto podminek byla
dobrd a byly ziskany uzké symetrické piky u vSech latek az na sul, jejiz pik byl nizky

a rozmyty, coz pfi nizSich koncentracich ztéZovalo jeji kvantifikaci. Jako dal$i zména byl
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misto acetonitrilu jako organické ¢asti mobilni faze vyzkousSen roztok acetonitrilu
a metanolu v poméru 1:1. PfestozZe byl vyuZzit stejny pufr, doslo k rozsifeni jednotlivych
eluénich zén a piky ztratily svou symetric¢nost. SGl navic koeluovala s nitrilem (piky 7
a 1). Jako posledni bylo vyzkouSeno pH 10,0 pfi pouZiti stejné organické slozky, coZ se
sice projevilo rozseparovani téchto dvou latek, ale rovnéz jesté vétsSim rozmytim pika
jednotlivych analytd.

4+5

ACN, pH 3,0

0.00 050 100 150 200 250 300 (240 400 450 500 550 6.00 650 7.00

ACN, pH9,5° ] l :

000 050 100 150 200 250 300 240 400 450 500 550 600 650 7.00

ACN/MeOH, ? 3

pH 9,5 A

0.00 050  1.00 1.50 200 250 300 &30, 400 450 5.00 550  6.00 6.50 7.00

ACN/MeOH,
pH 10,0

0.00 050 100 150 200 250 300 380 400 450 500 550 600 650 7.00

Obr. 31 — UHPLC separace na 100mm koloné BEH Phenyl. (1) nitril (2) dimer (3) amid (4) agomelatin (5) kyselina
(6) amin (7) sul.

Jelikoz ani tyto upravy podminek nevedly k optimalnim vysledkim, pozornost byla
zamérena na analyzy na kolonach BEH C18 a BEH Shield RP18.

Nasledujici Upravy vychazely z vySe uvedenych podminek separaci na koloné BEH C18,
kdy bylo potvrzeno, Ze vhodnéjsi mobilni fazi tvofi pufr s bazickym pH a acetonitril jako
organicky modifikator. Byl sledovan vliv gradientové kfivky a kone¢ného poméru
organické faze a pufru. AvSak bylo moZno pozorovat, Ze ani jeden z téchto faktord

nezlepsil rozliseni kritického paru necistot a to aminu a dimeru (piky 2 a 6) (Obr.32).
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Obr. 32 - Vliv nastaveni gradientové kiivky na UHPLC separaci na koloné BEH C18.

Proto bylo ddle sledovano ovlivnéni separace pomoci pH vodné slozky mobilni faze.
Sjiz pouzitymi pufry s pH 3,0 a 9,0 byly porovnany separace pfi pH 7,0, 9,5 a 10,0
(Obr. 33). Bylo mozno odvodit, Ze pH nizsi nez 9,0 nejsou pro tuto analyzu vhodn3,
nebot jak u pH 3,0 tak pH 7,0 dochézelo k Uplné koeluci API s kyselinou, respektive soli.
Zvyseni pH na 9,5 vedlo ke zlepSeni rozliSeni mezi aminem a dimerem (piky 2 a 6),
které pti pH 9,0 koeluovaly. Prestoze dalsi zvySeni na 10,0 mélo tentyzZ pozitivni efekt,
agomelatinu a tim velmi nizké rozliseni téchto dvou pikl. Zavérem tedy bylo uréeno

optimalni pH separace na koloné BEH C18 na 9,5.
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Obr. 33 - Vliv pH na UHPLC separaci na koloné BEH C18 za vyuZiti acetonitrilu jako organické slozky mobilni faze.
(1) nitril (2) dimer (3) amid (4) agomelatin (5) kyselina (6) amin (7) sul.

Jelikoz piky soli s agomelatinem a dimeru s aminem stale vykazovaly nizké rozliseni,
jako dalsi Uprava byla zvolena vyména 50mm kolony za 100mm a prodlouzZeni analyzy
na 7 minut. Na této delsi koloné bylo provedeno nékolik separaci. Ménitelnymi faktory
byl opét konecny pomér mobilni faze a pufru a gradientovad kfivka. Ze srovnani
vyslednych chromatogrami pfi rlznych konecnych pomérech mobilni faze a pufru
pti gradientové kfivce 6 vyplynulo, Ze nejvhodnéjsi gradient zacind na poméru 95/5
a kon¢i 20/80. Stimto gradientem byly nasledné provedeny separace s odliSnymi
gradientovymi krivkami. Bylo zjiSténo, Ze optimalni podminky separace by mély nastat
pfi vyuZiti acetonitrilu, pufru o pH 9,5, gradientu z 95/5 na 20/80 pfi kfivce 6 a délce
separace 7,5 minuty. AvSak byl-li za téchto podminek zméren vzorek s koncentracemi
latek napodobujicimi redlnou situaci (tedy 100x mensi koncentrace necistot oproti
koncentraci agomelatinu jako ucinné latky), doslo k nedostate¢nému rozseparovani
necistoty soli a agomelatinu. Ztohoto dldvodu nasledoval pokus optimalizovat

podminky separace na koloné BEH Shield RP18.
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Za vychozi podminky byl zvolen zakladni gradient s acetonitrilem a pufrem o pH 9,0.
Avsak optimalnich podminek nebylo dosazeno ani zménou gradientové krivky,
pocateéniho nebo konetného poméru organické slozky mobilni faze a pufru ci
prodlouZenim doby separace. PrestoZe nékteré z téchto separaci vykazovaly dobrou
selektivitu a rozliSeni, po podrobeni danych podminek zkousce se vzorkem s realnymi
koncentracemi podobné jako u kolony BEH C18 opét doslo ke smyti piku soli s pikem
agomelatinu. To ukdzalo, Ze faktory analyzy je tfeba ddle upravit. Proto byl zvolen
obdobny postup jako u kolony BEH C18. Zde bylo jako optimalni uréeno pH 9,5. Tato
skutecnost se potvrdila i na koloné BEH Shield, jak ukazuje Obr. 34 porovnavajici
chromatogramy ziskané s pufry o pH 9,0 a 9,5. RozliSeni mezi piky 2 a 6 je pfi tomto pH
mnohondasobné vétsi. Stejné tak byla vyresena blizka eluce API a soli, nebot retencni
Cas tohoto piku se posunul natolik, Ze jiz nehrozilo jejich smyti pfi analyze vzorku
s realnymi koncentracemi analytl. BohuZel tento posun byl natolik vyrazny, Ze doslo

k nizSimu rozliseni soli a nitrilu (piky 7 a 1).
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Obr. 34 - Vliv pH na UHPLC separaci na koloné BEH Shield. (1) nitril (2) dimer (3) amid (4) agomelatin (5) kyselina
(6) amin (7) sal.
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Po nalezeni optimalniho pH vodné slozky mobilni faze byl zkouman také vliv organické
slozky. Mimo jiz zminény acetonitril a metanol byla vyzkouSena smés acetonitrilu
a metanolu v poméru 1:1. Spolec¢né se snizenim prdatoku na 0,4 ml/min, Gpravou
gradientu a gradientové kfivky doslo k optimalni separaci latek. Témito zménami bylo
dosazeno podminek, kdy kolona vykazovala dostatecnou retenci a selektivitu a piky
ostrost a symetri¢nost. Po sloZité a zdlouhavé optimalizaci byly za konecné zvoleny
tyto podminky: stacionarni fdze BEH Shield RP18, mobilni faze tvorend acetonitrilem
a metanolem v poméru 1:1 a pufrem s pH 9,5, gradient s kfivkou 4 zacinajici na 95/5
a koncici v 5. minuté na 30/70, pratok 0,4 ml/min, teplota kolony 30°C, UV detekce
pfi 225 nm.

Minutes

Obr. 35 - Separace za optimalnich podminek. (1) nitril (2) dimer (3) amid (4) agomelatin (5) kyselina (6) amin (7)
sal.

5.2.2. Test zpUsobilosti systému SST

Vhodnost analyzy na vybrané koloné BEH Shield RP18 za vyuZiti smési acetonitrilu
a metanolu v poméru 1:1 jako organické slozky mobilni faze, pufru o pH 9,5 jako vodné
¢asti MF a vySe zminéného gradientu, byla potvrzena testem zpusobilosti systému.
Porovnavany byly stejné parametry jako u UHPSFC metody.

Tabulka 18 uvadi hodnoty ziskané, kdyz byly vialky obsahujici roztok smési latek
v koncentraci 0,7 pg/ml, 2,5 pg/ml a 10 pg/ml vsekvenci 10x zanalyzovany

za zminénych podminek.
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Tabulka 18 - Vysledky méfeni SST pro UHPLC metodu.

RT Plocha RozliSeni  Faktor symetrie w50 Kapacita piku
@  RSD RSD @ ) )
Kyselina 094 0,12 5,03 - 0,70 0,022 135
Dimer 436 0,05 2,38 15,05 1,12 0,015 197
E Amin 506 0,08 4,23 7,77 1,23 0,021 141
E" sal 320 0,19 2,82 9,59 1,49 0,024 124
S Ago 235 0,05 1,74 11,84 1,34 0,022 135
Amid 1,90 0,04 3,74 26,34 1,24 0,058 52
Nitril 2,59 0,05 1,00 5,83 0,84 0,050 60
Kyselina 0,94 0,04 0,77 - 1,37 0,023 129
Dimer 436 0,01 1,48 16,53 1,06 0,015 197
E Amin 506 0,07 1,35 8,68 1,18 0,021 141
E" sal 321 0,11 3,42 10,81 1,34 0,024 124
~  Ago 235 0,02 1,33 12,33 1,33 0,022 135
Amid 1,90 0,05 091 27,35 1,38 0,062 48
Nitril 259 0,03 0,83 6,12 1,34 0,051 59
Kyselina 0,94 0,09 0,67 - 1,46 0,023 129
Dimer 436 0,01 0,96 14,53 1,15 0,017 174
T Amin 507 0,05 0,84 8,48 1,35 0,021 141
E" sal 321 0,0 1,02 9,47 1,96 0,024 124
2 Ago 2,35 0,02 0,65 12,07 1,42 0,024 124
Amid 1,90 0,02 0,90 26,73 1,50 0,062 48
Nitril 259 0,03 0,70 6,00 1,40 0,055 54
5.2.3. Validace UHPLC metody
Kvantitativnim hodnocenim uc¢inné Ilatky i nedistot byla potvrzena linearita

optimalizované metody. Pripravené vzorky obsahovaly analyzované Ilatky ve 12
raznych koncentracnich hladinach od 0,1 pg/ml po 70 pg/ml. Linedrni zavislost odezvy,
tedy plochy piku, na koncentraci byla pozorovdna u 9 ze vzorkd, a to téch v rozmezi
koncentraci od 0,1 do 10 pug/ml. Necistoty dimer, amin a sGl vykazaly linearni zavislost
az do koncentrace 25 pg/ml. Toto pak zobrazuji jednotlivé grafy kalibracnich krivek,
ze kterych je rovnéz urcena rovnice regrese a hodnota spolehlivosti R. Tyto hodnoty
shrnuje Tabulka 19, kde je rovnéz uveden limit detekce i stanovitelnosti pro jednotlivé

latky.
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Tabulka 19 - UHPLC - Koeficient spolehlivosti, LOD, LOQ pro vSechny separované latky.

R? Rovnice regrese LLOQ pg/ml LOD pg/ml  ULOQ pg/ml
Nitril 0,9998 y = 87 469x + 2952 0,1 0,03 10
Dimer 0,9995 y=73368x—-1764 0,1 0,03 25
Amid 0,9997 y =76 643x + 2815 0,1 0,03 10
Agomelatin 0,9994 y =70986x + 6162 0,1 0,03 10
Kyselina 0,9998 y =60 828x — 4942 0,1 0,03 10
Amin 0,9993 y =81 753x + 1029 0,1 0,03 25
] 0,9990 y =69 975x - 8575 0,1 0,03 25

Pfesnost a spravnost byly na UHPLC systému hodnoceny na 3 koncentracnich

hladinach (4, 5 a 6 pg/ml) pro agomelatin jako Ucinnou latku a na 3 odlisnych

koncentracnich hladinach (0,2, 0,25 a 0,3 pg/ml) pro nedistoty.

Obdobné jako u UHPSFC metody, byla spravnost uréena jako mira shody mezi

koncentraci vzorku a daného standardu, presnost pak jako mira rozptylu jednotlivych

méreni. Postup vypoctl byl shodny s tim vySe popsanym u UHPSCF metody, vysledky

shrnuje Tabulka 20. Spravnost byla potvrzend vytéznosti pohybujici se v rozmezi 97,1

az 102,7 % pro necistoty a 96,5 — 98,3 % pro API. Pfesnost pak smérodatnou odchylkou

mensi nez 2,6 % pro nedistoty, respektive 1,5 % pro API.

Tabulka 20 - Potvrzeni pfesnosti a spravnosti UHPLC metody.

konc. konc.

hladina Nitril Dimer Amid Ago Kyselina Amin  Sdl hladina API

[ng/ml] [ng/ml]
02 [%] 102,7 99,5 100,9 100,9 97,1 97,3 984 4 [%] 98,3
RSD 1,9 2,3 0,4 2,0 1,2 0,7 1,0 RSD 1,5
0.25 [%] 100,9 96,8 97 97,5 100,2 97,0 96,6 5 [%] 98,0
RSD 1,6 1,2 0,7 1,3 1,1 0,6 0,6 RSD 1,4
03 [%] 100,4 98,5 95,7 102,6 97,7 97,3 98,6 6 [%] 96,5
RSD 0,7 1,2 0,8 1,0 2,6 0,1 0,7 RSD 0,3

5.2.4. Obsahova stejnomérnost

Na zavér byla UHPLC metodou otestovana obsahova stejnomérnost tablet, nebot dle

Ceského Iékopisu 2009, musi kaZda tableta obsahovat u¢innou latku v koncentraci,

ktera neni mensi nez 85 % a vétsi nez 115 % pramérného deklarovaného obsahu, tzn.

v tomto pripadé 25 mg agomelatinu. K ovéreni byla provedena analyza 10 vzorkl jak




z tabletového prasku (4.2.3) tak pfimo z tablet (4.2.4). Integraci chromatogramu byly
ziskany plochy pik(i agomelatinu v jednotlivych vzorcich. Ty byly porovnany s plochou
piku standardu agomelatinu, jenz byl pfipraven ve stejné koncentraci jako vzorky
z tablet a tabletového prasku, tedy 50 ug/ml. Jak uvadi Tabulka 21, vSechna méreni
podmince Ceského lékopisu vyhovovala, nebot u vzorku z tabletového prasku bylo
dosaZzeno 96,4% a u vzorku z tablety 97,7% vytéZnosti, a relativni smérodatna odchylka

se pohybovala pod 1 %.

Tabulka 21 - Obsahova stejnomérnost tablet a tabletového prasku uréena pomoci UHPLC metody.

Vzorek €. Prasek Tableta

1 98,1 98,4

2 97,9 96,5

3 97,3 99,3

4 96,3 98,0

5 96,2 97,4

6 96,3 97,6

7 96,0 97,0

8 95,5 97,9

9 95,5 97,6

10 95,4 97,1

% vytéZnost 96,4 97,7
RSD [%] 1,0 0,8

5.3. Srovnani UHPLC a UHPSFC metody

Jak ukazuji kapitoly 5.1.4 a 5.2.3 v parametrech opakovatelnosti, linearity, pfesnosti
a spravnosti vykazaly obé metody velmi dobré vysledky. To umozZnilo srovnani téchto
dvou chromatografickych metod v nékolika zvolenych parametrech. Obé metody
splnily kritéria validace, prestoze UHPSFC metoda poskytla mirné lepsi vysledky
pro presnost (RSD 0,2 ku 1,4 %) a rozliSeni mezi piky APl a nasledujici necistoty (8,21
ku 5,54). Taktéz celkovy ¢as analyzy byl kratsi (4,1 min ku 5,5 min). Na rozdil od UHPLC
analyz, kde piky aminu a soli byly Sirsi, vSechny piky ziskané UHSFC metodou byly Gzké
a symetrické. Primérna kapacita separace byla pro obé metody prakticky srovnatelna.

Vyhodou UHPLC metody byla vétsi citlivost na spodni hranici linearniho rozmezi (LLOQ
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0,1 ku 0,25 mg/ml na UHPSFC) (Tabulka 22). Nicméné bylo nutné zvazit také mnozstvi
experiment(l a ¢as nutny pro optimalizaci této metody, ktery byl pro UHPLC metodu

znatelné delsi. Popsané rozdily shrnuje Obr. 36.

Tabulka 22 - Porovnani linearity, LLOQ a ULOQ jednotlivych metod.

UHPSFC (225 nm) vs. UHPLC (225 nm)

R? LLOQ upg/ml LOD pg/ml uLoQ pg/ml
0,9992 0,25 0,08 70
Nitril
0,9998 0,1 0,03 10
) 0,9993 0,25 0,08 70
Dimer
0,9995 0,1 0,03 25
0,9993 0,25 0,08 70
Amid
0,9997 0,1 0,03 10
0,9993 0,25 0,08 70
Ago
0,9994 0,1 0,03 10
0,9993 0,25 0,08 70
Kyselina
0,9998 0,1 0,03 10
] 0,9993 0,25 0,08 70
Amin
0,9993 0,1 0,03 25
sl 0,9993 0,25 0,08 70
a
0,9990 0,1 0,03 25
Stejnomérnost
obsahu

LLOQ  csmmmmm UHPSFC

ea» UHPLC

RozliSeni mezi piky
API a nasledujici
necistoty

Kapacita separace

Obr. 36 - Srovnani vyvinutych metod ve vybranych parametrech.




6. Zaver

Byly vyvinuty 2 chromatografické metody pro stanoveni agomelatinu a jeho
6 potencialnich necistot v tabletach. Byla porovnana selektivita riznych aditiv mobilni
faze SFC, zcehoz vyplynul pozitivni efekt pridavku malého mnoZstvi vody
a komplexnéjsi, nebot bylo nutné optimalizovat i jemnéjsi parametry. Z porovnani vlivu
pufrd na selektivitu vyplynula nutnost pouZziti bazického pH. Organicka ¢ast mobilni
faze selektivitu taktéz silné ovlivnila a bylo nutné vyuZit smés metanolu a acetonitrilu
v poméru 1:1, aby bylo dosazeno dostatecné selektivity a rozliSeni. Byl sledovan taktéz
vliv nastaveni gradientu a strmosti gradientové kfivky.

Obé metody byly optimalizovany tak, aby bylo dosazeno co nejlepsi selektivity
a citlivosti, a nasledné validovany dle doporucenych postupd ICH a porovnany
ve zvolenych parametrech (¢as analyzy, rozliSeni mezi piky APl a nasledujici necistoty,
kapacita separace a dalsi). Jak UHPLC tak UHPSFC metoda vykazaly dobrou ucinnost
a rychlost, coz umoziuje jejich vyuZiti ve farmaceutické kontrole 1éciv. Vzhledem k vyse

uvedenému srovnani, byla jako mirné vhodnéjsi zvolena metoda na UHPSFC systému.
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Agomelatine is the first antidepressant from a new group of melatonin agonists and selective
serotonin antagonists. Agomelatine is a synthetic analogue of hormone melatonin, which
regulates circadian rhythms and is indicated for the treatment of depression disorders in
adults. The aim of this study was to develop and validate a new analytical method for the
determinati on of agomelatine and its six potentials impurities: (7-methoxynapht-1-
yl)ethylamine hydrochl oride, (7-methoxynapht-1-yl)acetonitrile, bis[2-(7-methoxynaphtalen-
1-yl)-ethyl Jamine, (7-methoxynapht-1-yl)acetamide, (7-methox ynapht-1 -yl)acetonitrile, (7-
methoxynapht-1-yl)acetic acid. Their separation and quantification was accomplished by
supercritical fluid chromatography with PDA detection.
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Fig l: The siructure of agomelatine.
The impurities of agomelatine include compounds with basie, acidic and also neutral
properties. Therefore, one of the main goals was to compare the retention and selectivity on
different stationary phases (BEH, BEH-2-EP, CSH PFP and HSS C18). Using additives such

as, 20 mM ammonium acetate, 20 mM ammonium formate and 20 mM ammonium formate
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with 5% of water, to CO2/MeOH based mobile phase was necessary to ensure symmetrical
peak shapes. These separations were performed at following conditions: flow rate 2ml/min,
column temperature 40°C, UV detection at 275 nm and BPR 2000psi. The gradient program
started at 5% of MeOH with 20mM additive and was increased up-to 30% within 3 minutes.
The ¢column BEH-2-EP and gradient elution with 20 mM ammonium formate with the
addition of 5% of water were chosen due to the best selectivity and resolution results.
During method development the solubility of tablets and the recovery of agomelatine in pure
methanol and in mixtures of methanol and water in the ratio 1:1 and 1:3 was tested. The
samples of the tablets or tablet’s powder were dissolved in one of these solvents, and then
diluted 10x with tetrahydrofuran to guarantee the compatibility of solvent and 3FC mobile
phase. Based on recovery results (99.7% for pure MeOH, 86.4% for ratio 3:1 and 77.5% for
ratio 1:1) and RSD (4.8% for pure MeOH, £.6% for ratio 3:1 and 20% for ratio 1:1) the pure
methanol was finally chosen.

The developed method was validated in terms of linearity, limit of detection, limit of
quantification, accuracy and precision. The method demonstrated good linearity with

correlation coefficient values > 0.9992. Detection limit for impurities was 0.25 pg/ml — 0.36

ug/ml, quantification limit 0.83 pg/ml -1 pg/ml. The accuracy and precision were measured at

four concentration levels: 10, 40, 50 and 60 pg/ml for agomelatine and 1, 2, 2.5 and 3 pg/ml
for impurities. The results of accuracy were between 97.6% and 100.4% for agomelatine and
90.3% - 103.3% for impurities, respectively. Method precision demonstrated RSD < 0.77%
for agomelatine and < 3.44% for impurities. Subsequently the measurement of real samples
was performed. The advantages of newly developed SFC-UV method are its environmental
friendliness due to mobile phase used, a good resolution, selectivity and high speed of
analysis (total time of separation is 4.1 min). In conclusion this allows for the widespread use

of this method in quality control in pharmacy.

The study was supported by SVIF2014/260063.
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Uvod

Agomelatin  je synteticka sloufenina "

s chemickou strukturon N-(2+7- bazicke pka=- 0.3
kvselé pha=16.2 il

methoxynafi-1-yljethyljacetamidu  (Obr.
1). Jedni se o analog epifyzamiho
hormom melatoninu a prvod 16€ivo z nové
skupiny melatoninovych agonisti  a
selektivnich serotoninovych antagonisti
(MASSA) vyuzivané vléché deprese
dospélych. Obr. 1: Struktura agomelatinu

Agomelatin byl vyvimut evropskou farmaceutickou spolecnosti Sevier Laboratories Ltd a pro
terapeutické vyuziti byl schvilen vunoru 2009' pod obchodnim nizvem Valdoxan a
Thymanax”. Mimo terapii deprese se objevily také dikazy odiivodfmjici pouziti agomelatinu
v 1éébé anhedonie, syndromu noéniho jf::dv:m’3 a také u pacientt s bipolarni pomchmﬁ.
Drilezitost kontroly kvality 16¢iv spofiva v nutnosti zajistit jejich spravné sloZeni a Gistotu a
tim 1 bezpecnost WV kontrolné anmalytickych laboratofich jsou diroce wyuZivané zejmeéna
chromatografické metody vzhledem k moznosti nejen separace jednotlivych latek, ale taktez
jejich kvantitativniho hodnoceni. Nejvyuzivanéjii je vzhledem k chemické povaze léciv
kapalinova chromatografie. ktera je jednou z nejéastéjsich lékopisnych metod. V modernich
laboratofich je pouZivana jeji varianta UHPLC. Naproti tomm, vyuziti vysckoufinné
superknticke fludni chromatografie (SFC) je minimalni, pfestofe se jedna o progresivni
metodu, ktera nabizi novy pfistup a mnoho vyhod’.

Béhem vyvoje 1éciva jsou identifikovany jeho potencialni necistoty, jejichZ obsah se nasledné
sleduje v konecnych produktech. WV této praci byly spolecné s agomelatinem sledovany takeé
nasledujici netistoty: 2-(7methoxynaft-1-yljethylamin hydrochlorid (sul), 2- (7-methoxynaft-

1
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1-yljacetonitril (nitril). N N-bis[2+7-methoxynaft-1-y1)-ethyl]amin (amin), 2-{7-methoxynaft-
I-yljacetamid (amid). 2-(7-methoxynafi-1-yl)octova kyselina (kyselina), NN-bis(2-(7-
methoxynafi-1-yl}-ethyl)acetamid {dimer).

Hlavnim cilem této studie bylo vyvinout a validovat UHPSFC a UHPLC metodu s UV
detekci pro separaci a stanoveni agomelatinu a 6 nedistot. Vzhledem k rozdilnym fyzikalng-
chemickym vlastnostem separovanych latek (log P, pKa). bylo jednim z cilii stovnani retence
a selektivity nejen UHPSFC a UHPLC obecné, ale takeé na danych systémech za odlidnych
separacnich podminek Byl popsan viiv jednotlivich parametni na selektivitn separaci.

Experimentalni st

E praci pouzité standardy latek byly poskytonty firmou Zentiva, Praha. Rozpoustédla byla
v éistoté LC-MS grade: metanol, acetonitril a tetrahydrofuran (HPLC grade, lach:ner). Jako
aditiva byly pouZity: roztok hydroxidu amomného (= 25%), mravenfan amonny., octan
amonny, kyselina octova (Sigma Aldrich).

UHPSFC separace probéhly na chromatografickém systénm Acquity UPC® (Waters,
Milford, USA). Pro separaci byly pouZify stacionirni fize: Acquity UPC® BEH. Acquity
UPC® BEH 2-EP. Acquity UPC® CSH PFP a Acquity UPC* HSS C18 v kolonich s rozméry
100 x 3,0 mm a velikosti castic 1.7 pm. Byla aplikovana gradientova eluce s modifikovanym
COy (= 00.905%, Messer). UV detekce pomoci Acquity UPC” PDA detektoru probéhla pii
275 nm. Podminky viech separaci byly nasledujici: pritok 2 ml‘min. teplota kolony 40 °C,
BPE. 2000 psi a gradientovy program zafinajici na 5 % metanolu s aditivem a vzmstajici na
30 % béhem 3 muinut.

UHPLC separace byly provedeny na chromatografickém systému Acguity UPLC (Waters,
Milford, USA). Stacionarni fize s éasticemi o velikosti 1.7 um zahrnovaly: Acquity UPLC
CSH CI18, Acquity CSH Fluoro-Phenyl, Acquity UPLC BEH Shield RP18. Acquity UPLC
BEH Phenvl a Acquity UPLC BEH C18 (primér 2.1 mm, délka 50-100 mm). Opét byla
pouZita gradientova eluce a UV detekce pii 275 nm.

Visledky a diskuze

Optimalizace UHPSFC metody

UHPSFC separace byly provedeny na 4 kolonach dle kap. 2. K zajisténi svmetrickych piki
bvlo vyzkoufeno nékolik aditiv. mefanolicky roztok 20mM octann amomného, 20mMd
mraventanu amonného a 20mM mravenéamm amonného s piidaviem 5 % vody.
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Nejlepéi selektivitu vykazovaly staciondrni fize BEH a BEH 2-EP. Hybridni stacionami
faze BEH modifikovana 2-ethylpyndinem za wvyuziti 20mM mrmavenéann amonného
s piidavkem vody poskytovala uzké symetricke piky a separaci viech latek na zakladnd lindi
(Obr. 2A). Vhodnost téchto separacnich podminek byla potvizena testem zplsobilosti
systému (S5T) a visledky validacnich méfeni, kieré jsou uvedeny v kapitole 3.3,

14 (B
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Obr. 2: Gprima]jzm'aué. UHPSEC separace na koloné BEH 2-EP (A) a UHPLC separace
na koloné BEH Shield RT 18 (B)

Il 3 W

b

Optimalizace UHPLC metody

Pii UHPLC separacich byly vyuZzity stacionarni faze uvedené v kap. 2. Jako organicka éast
mobilni faze byl testovan acetonitril, metanol a smés acetonitrilu a metanolu v pomém 1:1.
Jako vodna faze byvly vvzkouseny pufiy o rozdilnyeh pH (3.0; 2.0; 2.5). Béhem vyvoje této
metody byly postupné ménény parametry chromatografického systému véetngé gradientu,
gradientovych kiivek a éasu analyzy. Obr. 2B ukazuje chromatogram ziskany na koloné BEH
Shield RP 18, kde bylo dosaZeno dostateéné retence, selektivity a symetrickych piki
(nasledn® potvrzeno SST). Za optimdlni podminky byly zvoleny tyto: prutok 0.4 ml'min,
teplota kolony 30°C, gradientova kiivka éislo 4 a nasledujici gradientovy program. Poéiteéni
sloZzeni MF: smés metanolu a acetomtrilu (pomeér 1:1) a puft o pH 9.5 v pomém 95/5, koneéné

slozeni MF 30/70 v 5 min

Validace metody
Za danych podminek byly obé chromatografické metody validovany s vyuZitim metody
vnéjiiho standardu. Hodnoceny byly parametry linearita, limit detekce a kvantifikace,

spravnost a pfesnost.
Obé metody vykazovaly dobrou linedrni zivislost s korelaénim koeficientem wétSim neZ
09000 vrozmezi 0.7 az 70 pg/ml pro UHPSFC a vrozmezi 0,1 pgml po 10 pg/ml pro
3
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UHPLC. Spravnost a plesnost byly méfeny na 4 koncentradnich hladinach: 10, 40, 50
(zvoleno jako 100 % APT) a 60 pg/ml pro agomelatin a 1, 2. 2.5 a 3 pg'ml pro nefistoty na
TUPHSEC (0,5 % ze zvolene 100% koncentrace APT) a s 10x méné koncentrovanymi roztoky
na UHPLC. Vysledky validace vyhovovaly poZadaviiim ICH (Tab. 1).

Tabulka I

Hodnoceni pfesnosti a spravnosti UHPSFC a UHPLC metod

UHPSFC
komnc. . ] komnc.
Bladi NITRIL DIMER AMID AGO KYSELINA AMIN SUL oo API
) [®4] o7 4 93,8 100,1 1000 90,5 970 983 10 %] 976
= RED 24 14 1,1 1.6 32 14 24 £ RSD 07
) %] 285 100,1 070 1007 96,0 982 983 0 %] 1004
= RSD 16 13 14 o 22 3 30 & RSD 07
) - [24] 975 0835 100,1 1012 993 005 078 s %] 1001
= e/ RSD 16 1.2 L0 0,3 1,5 1,1 10 £ RSD 03
) [%4] 003 95,6 1019 1016 96,1 961 1035 50 %] 1000
= RED 0.6 14 2,1 0.6 22 13 2,1 £ RSD 0@
UHFLC
%] 203 1012 101,89 1040 100.4 990 1002 [%] 952
0.1 pg'ml 1 pg/ml
RSD 13 15 0,7 0,7 1,1 1.5 15 RSD 10
[%4] 102.7 99,5 1008 1000 97,1 973 084 [%] 023
0,2 pz/ml - 4 pg/ml
ESD 19 13 0.4 1.0 1,2 0,7 10 ESD 15
015 [%4] 100,92 96,3 970 975 1002 970 066 - %] 920
’ 5 ug!
pg/ml RSD L6 12 0.7 13 1.1 0,6 0.6 ve RED 14
[=4] 100.4 0835 857 1026 97,7 973 056 [%] 063
0.3 pg/ml § pgiml
RSD 0.7 1.2 0.8 10 2,6 0,1 0,7 RSD 03

Aplikace metod — analyza tablet
Obé vwyvinuié mefody byly nasledné pouZity pro hodnoceni obsahové stejnomeérnosti
tablet. Viechna méfeni vyhovovala podmince Ceského lékopisu 2009, nebof u vzorku
z fabletoveého pragku bylo UHPSFC metodou dosaZzeno 99.7% a u vzorku z tablety 98,3%
vyteinosti s RSD pohvbujici se kolem 2 %. UUHPLC metoda dosahla u tabletoveého praskn
vytéznosti 96,44 %, u tablety 97.68 % s RSD < 1 %.
Poslednim krokem bylo porovnani obou vyvinutych metod (Obr. 3). Nejvetsi rozdily
bvlo moZno pozorovat u dolniho linearniho rozmezi, kdv na UHPLC systénm, ktery
poskytoval lepéi rozliSeni pikn, bylo mozno detekovat i vzorky obsahmjici pouze 0,1 pg/ml

agomelatinu. Pro vzorky s koncenfraci vyssi nez 7 pg/ml se naopak jevilo vhodnéjsi
UHPSFC, které poskytlo i daldi vihody: vvisi pfesnost, lepéi symetrie pikil, rychlejéi eluci
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APT kratii &as analyzy a ekologiénost, nebot’ pfi jeho vyuZiti je spotfebovano znatelné

mensi nmozstvi organickych rozpoustédel.
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Obr. 3: Srovonani vyvinutych UHPSFC a UHPLC metod v uvedenych parametrech
pro API

Byla vyvimita analvticka metoda pro stanoveni agomelatinn a jeho 6 neéistot v tabletach
s vyuZitim superkriticke fluidni 1 kapalinove chromatografie. U obou byly optimalizovany
podminky tak, aby bylo dosaZeno co nejlepsi selektivity, dobrého rozlifend, symetrickyvch
piku a separace na zakladni linii. Nasledné byla provedena validace téchto metod a jejich
srovoani. Obé metody viak byly rychlé a poskytovaly pfesné a spravné vysledkoy.
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Agomelatine 15 a synthetic compound with chemical strueture N-(2-(7-methoxynapht-1-
yllethyllacetamide (Fig.1). It 15 an analogue of epiphysis hormone melatonin and the first
antidepressant from a new group of melatonin agomsts and selective serotonin antagonists
(MASSA). By influencing MT;, MT; and 5-HT,- receptors agomelatine regulates circadian
thythms and the release of noradrenaline and dopamuine. This effect allows its indication for

treatment of depression disorders in adults.

(]

N

Fig 1: The structure qf agomelating
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The aim of this smdy was to develop and validate UHPSFC and UHPLC methods with TV
detection for the separation and the determination of the group of stucturally similar
substances, agomelatine and its sk impunties:  (J-methoxynapht-1-yljethylamine
hydrochlonide, (7-methoxynapht-1-ylacetonitrile, bis[2-(7-methoxynaphtalen-1-yl)-
ethyllamine, (7-methoxynapht-1-ylacetamide, (7-methoxynapht-1-yDacetonitrile,  (7-
methoxynapht-1-yl)acetic acid.

Altheugh these substances are stucturally close to agomelatine, their physicochemical
properties differ substantially. Therefore, one of the main geals was to compare the retention
and selectivity not only in supercntical flmd chromatography system and  lLigpud
chromatography system but also under different separation conditions. The UHPSFC
separations were accomplished using four different stationary phases (Acquity UPC? BEH,
Acquity UPC? BEH 2-EP. Acquity UPC* CSH PFP and Acquity UPC* HSS C18), all of them
with 100 x 30 mm dimension and with particles sizes 1.7 pm. Gradient elution was
performed using modified CO: with gradient program started at 5 % of modifier and ended at
30 % in 3 mimutes. Methanol with different additives including 20mM ammonium acetate,
20mM ammonium formate and 20mM ammoenium formate with addition of 5 % of water was
used. Flow rate was set at 2 ml/mun, the temperature at 40°C and BPE. at 2000 psi. The UV
detection was performed by Acquity UPC® PDA detector at 275 nm. The column BEH 2-EP
and gradient elution with 20mM ammonium formate with the addition of 5 % of water were
chosen due to the best selectivity and resolution results.

The stationary phases for UHPLC system included Acquty UPLC CSH C12, Acquity CSH
Flucro-Phenyl, Acquity UPLC BEH Shield RP18, Acquity UPLC BEH Phenyl and Acquity
UPLC BEH C12 with colummn dimension 2.1 x 50 mm X 1.7 ym or 2.1 x 100 mm x 1.7 pm.
Methanol, acetonimle and a mixture of acetonitrile and methanol in the ratio 1:1 were tested
a5 a organic component of mobile phase using gradient elution with different gradient slopes.
gradient curves and buffers (pH 2.0, 3.0, 9.0, 95 and 10.0). The column temperature was
30°C and the UV detection was performed at 275 nm. The final conditions were chosen as
follows: column BEH Shield EP18, gradient elution with a mixture of methanol and
acetonitrile (ratio 1:1) and buffer with pH 9.5 started at 5 % and increased up-to 70 % within
5 minutes under gradient curve number 4.

Both developed methods were properly validated according to ICH guidelnes. The methods
were validated in terms of lineanty, sensitivity (LOD, LOQ), accuracy and precision. The

9
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UHPSFC method was linear in the range 0.7-70 pg/ml for all analytes with accuracy and
precision = 95.5 % and RSD = 2.4 for impunties and = 97.6 % and RSD = 0.9 for API. The
UHPLC method was linear in the range 0.1-10 ug/ml with accuracy = 95.7 % and RSD = 2.6
for impurities and = 95.2 % and RSD = 1.5 for APL

The measurement of real samples of agomelatine tablets was performed and the methods

were compared in the selected parameters as shown in Fig 2.

Unitormity of content
Lo

Symmutey factor

Resolution - , LoD
o UHPSIC

& UHPLC

Retentiontime of ASY = oo

Timeal anakysis Precision

Amount of arganic
solyent

Fig.2: The comparison of UHPSFC and UHPLC methods in selected parameters

The study was supported by SVV/2015/260184.
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Optimization, validation and comparison of UHPSFC and UHPLC methods

for the determination of agomelatine and its impurities
Plachka K ', Chrenkova L. Dousa M * Novakova L'

! Department of Analytical Chemistry, Faculty of Pharmacy in Hradec Krdlové, Charles
University in Prague, Heyvrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové, Czech Republic
}Zenrfva, ks. Praha, U Kabelovay 130, 102 37 Praha 10, Czech Republic

e-mail: plachkka@faf cuni.cz

Kevwords: agomelatine; UHPSFC, UHPLC, method development

Agomelatme 15 a synthetic compound with chenucal structure N-(2-(7-methoxynapht-
l-yljethyljacetamide. It is an analogue of epiphysis hormone melatonin and the first
antidepressant from a new group of melatonin agonist and selective serotonin antagonists
(MASSA). Due to effect to MT1. MT: and 5-HT3c receptors agomelatine regulates circadian
thythms and the release of noradrenaline and dopamine. This influence allows its indication
for treatment of depression disorders in adults.

Two chromatographic methods for determination of agomelatine and its impurities
({ 7-methoxynapht-1-yl)ethylamine hydrochlonde, (7-methoxynapht-1-yljacetonitrile, bis[2-
(7-methoxynapht-1-yl)-ethyl]Janune,  (7-methoxynapht-1-yl)acetanude, (7-methoxynapht-1-
vl)acetonitrile, (7-methoxymapht-1-vl)acetic acid) were developed. The separations on
UHPSFC system were accomplished using stationary phase Acquity UPC® BEH 2-EP (3.0x
100 mm, 1.7 pm) and gradient elution using 20mM ammoninm formate in methanol with
addition of 5 % of water to CO,. The gradient started at 5 % of modifier and ended in 3. min
at 30 % of modifier. The conditions of chromatographic system were set as follow: flow rate 2
ml'min, temperature 40°C, BPR 2000 psi, UV detection at 275 nm. The UHPLC separations
were performed on stationary phase Acquity UPLC BEH Sheeld FP18 (2.1 x 50 mm, 1.7 pm).
The muxture of acetonifrile and methanol in ratio 1:1 and buffer with pH 9.5 were used as
mobile phase. The setting of conditions was following: the gradient started at 5 % of the
organic component and mcreased up-to 70 % within 5.1 min flow rate 0.4 ml/nun, column
temperature 30°C and UV detection at 275 nm.
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Both developed methods were properly validated according to ICH guidelines
including evaluation linearity, sensitivity (LOD, LOQ), accuracy and precision. The UHPSFC
method was linear in the range 0.7-70 pg/ml for all analytes with accuracy = 95.5 % and
precision expressed as RSD = 2.4 for impurities and = 97.6 % with RSD < 0.9 for API The
UHPLC method was linear in the range 0.1-10 pg/ml with accuracy = 95.2 % and RSD = 1.5
for API and = 95.7 % with RSD = 1.5 for impurities. The measurement of real samples was
performed and the methods were compared in the selected parameters (Fig.1). In conclusion.
the UHPSFC method was selected as more appropriate for the determination of agomelatine
and its impurities. The advantages of newly developed UHPSFC-UV method are its
environmental friendliness due to mobile phase used. a good resolution. selectivity and high
speed of analysis (total time of separation is 4.1 min) In conclusion this allows for the
widespread use of this method in quality control in pharmacy.

Undormity of content
1

Symmetry loctor Accuracy

Hesolutson
—HPSFC
- wUHPLC

Retention timme of AFI

uLog

Time of analysis Precision

Amauntof organic solvent

Fig 1: The comparison of UHPSFC and UHPLC methods in selected parameters

The study was supported by SVV/2014/260063.
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Agomelatine iz one of the newsst antideprassants, Due to a diffsrent mechanism of acdon it offers 2
carnpletzly new approach in the e atment of depressve discrders Two chromatogr aphic methods far
detarmination of agomelatine and itsimpuritie s wer e devel opad. The sep arations on UHPSFCsystemwere
accomplished using stadonary phase based on BEH 2-EP and gradient ehion with €0 and methanol
containing 20 mM ammeniurn formate and 5% of water, The UHFLC separations were performed on
atationary phase BEH Shizld BP18. The mixture of acetonimile and methanal inratio 1i1 and ammoninm
acetate buffer pH 9.5 were used az mobile phase,

Both deweloped methodswere properly walidated in terms of inearity, sensitivity (LOD, LOOY, accuracy
and predaon according to ICH muidelines The THPSFC method waslinear in the range 0.25-70 pgfrel
for all analytes with method acouracy =974% and =100.2% and method intra-day predsion RID =24
and = 0.8 for impuritizz and API{ active pharmaceurical ingradisnt), tespectivaly, The UHPLC metho d was
linear in the rangs 0,1-10 pugfml for all analytes sxcept three impurides for which the inear rangs was
larger 0125 gfmnl, Method acouracy = 95, 7% and =95 2% snd method intr a-day predasion R3D =26 and
=1.5wers foundfor impurites and APL respectvealy,

Tha meamurement of tablet samples was performed and the szlected parameters of the methodawer:
comnparad, In condusion, both methods wers appropriatz for the deteminad on of agomelatine and its
imgpurities in pharmaceutical quality contral (QC), although the THPSFC method was found a2 mors
conveniznt espadally in the method development phase, The advantages of newly developed THPSFC-
FDA (photo diods aray detector) method wers its snvironmental frisndlinegss dus to the mobils phass
used, a very goodrzsolution, selectivity andhigh speed of analysiz(total dme of s2paratdonwas4,1min),

& 2016 Elseviar BV, Allrights resenvad,

1. Inroducton

dizorders of sleep-wralee cycles [2], The clinical trials prowved that
the efficiency of agomelatine is comparable with the efficiency of

Agomelatine is the first antidepreszant from a new group of
melatonin agonists and selectve serctonin antagonists (MAZSA).
Chemically, it is W-{ 2 7-nethoxynaphtalen-1 -yl jethyl Jacet arnide
(Fiz. 1) Agomelatine is a symthetic analogue of epiphy& s hormone
melatonin, which regulates circadian rhythns and is indicated
for the treatment of depression disorders in adults. The serotonin
receptor 5-HTe inhibitstherelease ofnoradrenalin and dopamine,
Agomelatine az an antagonist of thisreceptor counteracts thisinhi-
bition which leads to inereasing levels of thess monoamines [1].
Agomelatine regulates cireadian rhythme due to postive affect-
ing of melatonine receptors Ty and Ty It can also cormect the

* orresponding author.
E-mail dddress nol@ernailcs (L. Movilovd).

htip:f fdx doiorgf10.1016j jpba. 2016 04.020
0721-7025K 2016 Elzavier B Al rights reserved.

many antidepreszants cormmonly used in dinical practice such as
wenlafaxine, paroxetine andfluoxetine [ 1-4] Thizsizimportantfind -
ing given the unique mechanism of action and better tolerability
[5].

Six potential impurities of agomelatine have to be moni-
tored simultanecusly in pharmaceutical QC (quality control)
analyzis of the dmg substance andfor the drug product
{247 -methoxynaphtalen-1-yljethan-1 -amine hydrochlo-
ride  (Ago3alt), bBiz[2-(7-methomymaphtalen-1-1)-ethylJamine
(arine),  MAM-Bis[2+47-methoxynaphtalen-1-)-ethyl |acetamnide
(dirner), 2-{7-methoomapht alen-1-yl)acetonitrile (mitrile),
24 7-methoxymaphtalen-1yljacetamide {armide), 2-(7-
methoxynaphtalen-1-lacetic  acid  (acid).  Although  these
substances are structurally gquite dose to agomelatine, their
physicochemical properties differ (Fig. 1) including addic,
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Fig. 1. The structures of agornelatin and its six potential inmpurities included in this study and their physioochemical properties.

bagic and neutral molecules as well as a salt. Therefore, their
simultaneous analyss rermains challenging.

Agomelatine is relatively new drug. There are only two pub-
lished methods dealing with the separation of agomelatine andits
potential impuritiez [5,7]. Indurnathi et al, [7] published a study
dealing with the forced degradation of agomelatine where the
degradation impurities were determined by HFLC method using
Hypersil 0D 3C18 (150 x 4.6 o, 5.0 prny and gradient elution with
acetonitrile and arnrnoniurn acetate, Total timne of this analysizswas
30min. The second mentioned separation [6] was accomplished
using RP-HFLC using Hypersil BDS C18 column (250 x 4.600m,
5 prn) and gradient elution with mobile phaze formed by acetoni-
trile and potassium dihydrogen phosphate (15 b, pH adjusted to
3.0).In spite of SOmin analysis, the optimal selectivity and resolu-
tion waz not obtaned [6]) considering dose elution of two critical
pairs of impurities,

Ontheotherhand, fewmethodsfor the determination of agormne-
latine itself using FP-HFLC have already been published [5-11].
RF-HFLC method with UV detection was developed for the deter-
mination of agomelatine in bulle and dosage formes (9], Saracing
et al. [1 0] published another HFLC method developed for the deter-
mination of agomel atine in human plasma, saliva and dried blood
spots, Thiz method tool advantages of the natura fluorescence of
agomelatine and used the fluorescence detection. However, using
acetonitrile with phosphate buffer az a mobile phase resulted in
the need of prolonged eolumm washing cydes and inecompatibdity
with M3 detection. Similar method was deweloped by El-Shaheny
[&] for agomelatine in tablets and human plasma. This separation
was performed with the same detection and the buffer as in prewi-
oug method, while the second part of the mobile phaze was formed
by methanol, Another approach incduded liquid chromatography
technique with radicimmunoassay's detection (LC-RIA) [11]. Two
LC-MS5/MS methods [12,13] for determination of agomelatine in
human plasma have also been described as well as the GC-M3
method [11].

The separation and the determination of the group of
structurally similar substances with different physicochernical
properfies, such ag active pharmaceutical ingredient (AR} and its
impurities, are the basis of pharmnaceutical QC, HFLC methods with
warious detection techniques are considered as gold standardin QC

of drig substances, Inthischromatographic systemn, awiderange of
parameters can be optimized { stationary phase type, composition
of mobile phase, pH of buffers, gradient elution, gradient slopes,
temnperature) [14]. However, in some cages none of the modifi-
cations may dllow the separation of all substances with adequate
resolution, Therefore, a number of SFC separations in pharmaceu-
tical industry hasincreased recently due toits different selectivity
[14-14].

SFC iz a unique separation technique allowing the use of
colurrn s with both polar and non-polar stationary phases [15,16].
Eventhough polarityprofile of SFCis basically the same as for nor-
mal phage chromatography, SFC can beused for separation ofboth,
polar and non-polar, substances [14,17-19]. For analysis of polar
cormnpoundsin pharmnacy modification of the non-polar COp—bazed
mobile phaze is needed in order to extend the polanity range,
Routinely, methanol, ethanol or acetonitrile, are used as organic
modifiers to improve the solvent strength. Moreover, the pealk
shapes may be further improved by additives [20,19]. The term
UHFSFC {ultra-high performance supercritical fluid chromatogra-
phovd iz uzed for supercritical fluid chromatography performmed on
stationary phase with sub-2 pm or superficially porous particles,
According to Khater ef al. [21] the change in particle size from
Sy to 1.7 prn does not affect the interactions, but similarly to
UHPLZ, sub-2-pm particles enable ultra-fast and efficient separa-
tions [22,23].

The aim of thiz study was to develop and walidate fast UHPSFC
and UHFLC methods with UV detection for the separation and
the determination of the group of structurally simnilar substances,
agomelatine and its six impurities, Although these substances are
siructurdly quite dose, their physicochemical properties differ,
Therefore, one of the main goals whas to compare the retention
and selecfivity not only in supercritical fluid chromatography
systemn and liquid chromatography systemn but also under differ-
ent separaton conditions. During method developrment different
chromatographic conditions such as stationany phases, mobile
phases, additives and buffers were tested. After the optirization of
separation condifions complete separations were obtained in both
systerns, Both developed method s were properly validated accord-
ing to ICH guidelines [24], The measuremnent of tablet sampleswas
performed andthe methods were compared in the selected param-
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eters, The benefitz and drawbacles of both developed methods,
UHPSFC and UHPLC, are dizcussed in detail.

2. Experimental
2.1, Chemicals and reagents

The el eTemCE standards of agomelatine (M-
[2+4 7-mnethoxynaphtalenyl jethnd | acetarnide -citric
arid  co-crystad —99.9%)  and  its six impurities (7-
methoxy-1-naphtaleneethanamine hydrochloride) -
100.0% - Ago3alt, T-methoxy-M-[ 24 T-nethomy-1-
naphtalenyljethyl]-1-naphtaleneethanamine - o158 -
Armine, 7-methoxy-1-naphtadeneacetamide - 97.9% - Amide,
T-methory-1-naphtaleneacetonitrile - 55.5% - Mifrie, MM-bis[2-
(7-methoxy-1-naphtalenyljethyl]-acetarnide - 98.8% - Dimer,
T-mnethomy-1 naphtaleneacetic acid - 99.9% - Acid) as well as
tablets containing 25mg of agomelatine were used for this study,
All ofthese substanceswere obtained fromZentiva, Czech Republic,
Tetrahydrofuran in HPLC grade purity was obtained from Lach-
Mer (Meratowice, Czech Republic) Methanol, acetonitrile (bBoth
in HPLC gradient grade purity), formric acid {=95%), acetic acid
(for LC-05), amnmonium hydroxide solution (=25%), ammeniurm
formate {=58%) and ammonium acetate {=98%) were obtained
from Zigrna-Aldrich (Czech Eepublic).

2.2 Ultra kigh performance sup ercritical fluid chiroreatograpfoy

The supercritical fluid chromatography system Acquity URC2
wyaters, Milford, M, UsA) wasused, The separations were acooln-
plished using four different stationary phases, all of them with
100 x 3. 0mmdimensions andwith particles sizeof 1.7 pnd A cquity
UPC2EEH, Acquity UPC2 EEH 2-EF, Acquity UPC2 CSHFFP) or 1.8 pn
(Acquity UPC2 HSS C18). Gradient elution was performed using
modified COy (>99.995% LindeGag, Czech Republic) with gradient
program from 5 to 30¥ of organicmnodifier in 3 oin, Meth anol with
different additives incuding 20mh ammonium acetate, 20wk
amnrnonium formate and 20 armoniumn formate with the ad di-
ton of 5% of water were used, Flow rate was set at 2mlfmin, the
temperature at 40°C and BFR (back-pressure regulator) pressure
it 13.78MPa. The auto-samnpler ternperature was set at 10°C The
injected volume wasz 2 pl. The UV detection was performed by
Acquity UPC2 PDA detector at 225nm.

2.2, Ultra kigh performance iquid chromatography

The analyses were accomplished By the ultra-high performance
liquid chromato graphy systern Acquity TPLC0W aters, Milford, A,
T5A). The tested stationary phases incduded 1.7 pm columns with
21 LD, with different colurnn lengths: 100mm A cquity UFLC
C3H 18 and Acquity CSH Fluaro-Fhenyl, S0 mm Acquity UFLCBEH
Shield FP18, and finally A cquity UPLC BEH Phenyl and Acquity UFLC
BEH C1&with both S0and 100mrm column slengths Methanol, ace-
tonitrile and a mixture of acetonitrile and methanolintheratio 1:1
were tested asorganicmnodifiers using gradient elution with differ-
ent gradient slopes, sradient curves and buffers (pH 2.0, 3.0-10 i
amrnonium formate buffers, 9.0, .5, and 1 0.0-10 M anmonium
acetate buffers). The colurnn temperature was 30°C, injected vol-
ume 2 pl and the v detection was performed at 225 nm.

2.4, Preparation of standard s olutions and samples

The stocl standard solutions of all reference substances were
prepared by dissolving 1mg of particular standard in 1ol of
methanol or in the mixture of tetrahydrofuran and methanol (9:1)
for UHFL C and UHPEFC, regpectively. The obtained concentration

1 mgfmlwasfurther diluted withmethanol or the abovementioned
rnixture,

The agomelatine tablets were prepared in two ways for the
determnination of agomelatine, first for the determination in indi-
widual tablets and secondly in the tablet's powed er, One tablet or the
arnount of tablet's powder corresponding to the weight of 1 tablet
wag dizgolved in 50ml of methanol and subjected to ulfrazonic
bathfor 20min. The resulting solution wasz filtered through 0.2 pm
PTEE filter and further diluted with methanol or tetrahydrofuran
for UHFLC and UHFPSFC, respectively.

2.5, Methodvalidation

Frior to method validation Systernsuitabilitytest (33T was per-
formed to confirm the suitability of the separation conditions The
developed methods were subsequently walidated in terms of lin-
earity, imits of detection, liits of quantification, accuracy and
precizion, Accuracy and precidion were evaluated on UHPEFC sys-
tem at three concentration levels(40, 50, 50 pegfmnl) for agomelatine
ag an AFL Method precizsion was evaluated as anintra-(within one
day) and inter-day(within three daysiprecision. IH guideline Q3B
[25] states that the lower limmit of quantification for impurities iz
based on 4 maximum daily dose, Thiz corresponds to 50wy for
agomelatine, Therefore the validated concentration lewel for impu-
rities wag equal to 0.5% of the daily dose of AFI, comesponding
to 2.5 pefmd if the concentration of AFL iz equal to 50 pgfml. The
other validated concentT ation levels corresponded to 80 and 120%
of this concentration, Therefore, three concentration levels (2, 2.5,
3 pgfrol) for imnpurities were evaluated, For the UHFLCmethod the
sampleswere diluted ten times more, especially due tolower UL OQ
{upper limnit of quantitaton, the highest concentration level of the
calibration curve).

For the evauation of method linearity and sensitivity 12 sam-
ples in the concentration range 0.1-100 pgfml for UHFEFC and
UHPFLC where prepared and injected in triplicates ILOQ and ULOG
were determnined and the method sensitivity was expreszsed azLOQ
and LOD bazed on the waues of method aceuracy, precizion and
signalfnoise ratio.

3. Results and discussion
2.1, The developrment of UHPSEFC metfiod

Thetested stationary phasesincduded UHPSFC stationary phases
pacled with mub-2 pm particdles and were different in selectiv-
ity and polarity, as wasg recomnmend for staring experiments by
Khater et al. [21]. The polar stationary phages incduded bridged
ethid hybrid phase (BEH) and the samne hybrid phaze modified with
2-ethylpyridine group (BEH 2-EF). Intermediate and non -polar sta-
tionary were represented by the charged hytrid phasze modified
with pentafluorophenyl group (C3H PFPY and the 018 modified
silica (H35 C18), respectively [26], The low polarity of C0; as a
mobile phage in SFC limits its applicability, Therefore, methanol
igthe most commenly used organic modifier to enhance eluotropic
strength due toits complete miseibility with COy ower 2 widerange
of ternperatures and pressures [20]. Various acidie, basic or salt
additives are also uzed due to positive imnpact on the peal: shape
and selectivity [20], In this study the comparison of three different
additives (20 arnmnonium acetate, 20 o ammonium formnate
and 20mh ammonium formate with addition of 5% of water in
methanol) was made, Their effect on the retention and the selec-
tivity wrag examined on all four tested staionary phaszes. These
experiments were performed at generic chromatographic condi-
tionsuging gradient elution from Sto 30% of methanol as an organic
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Fig. 2 The influence of additives on the s paration of a goroe latine and its irmpurities in UHPSEC on coluran Acquity UPCE BEH 2-EP using gradient elution with 5-20% of
COgfroethanal with the additive being (A) 20 M aroroonivrnacetate, (B) 20 M arommoninmn Beroae, (0 20 il aroraonionn feroatewith SEofwaterin 2min at 20 rolfmin,

ternperatuce 40 «C, BPR pressure 2000 psi. Pealt nurabers correspond 1o Fig. 2.

modifier with warious additives at 2.0mliTnin, 40°C and BFE pres-
sure at 13.79MPa,

20t arnmoniurn acetate in COgfmethanol mobile phase was
chosen for the first comparison, All analytes were eluted on all 4
tested stationary phases using above described generic conditions
(Figz. 2}, Among these stationary phases, significant changes in the

retention and selectivity were observed, Unfortunately, at these
conditions a commplete baseline regolution of all components was
obtained only on BEH stationary phase. However, for a peals 6-
armine significant broadening was observed (Fig. 2D), which was
attributed to the interaction with remaining slanol groups of this
stationary phasze. The elution order was different on all other

95



280 IE Plichivd et al § Jowrntdof B ceutiosdand Biomed il Anabysis 125 (201 6) 376 - 334

stationany phases The smallest difference in elution order was
obserwed between BEH and 2-EF modified hybrd colurnn, Howe-
ever, the selectivity was different resulting in the coelution of the
peals S-acid and G-amin and incomplete baseline resolution of
thepeals 2-dimer and 3-amide. Completely different elution order
weas obtained on H55 C18 (Fiz 24) In this case the peals 2-dimer
eluted after the peals 3-amid, near to the peals 4-agomelatine and
the coelution of peales 5-acid and S-amin appeared again, The sep-
aration results on CSH FFP were characterized by earlier elution
of the peal S-acid, which eluted at the same retention time like
peals d-agomelatine, and by a low resolution between peals &-
armin and 7-Ago3alt The most significant difference in retention
wras obzerved for the acidicimpurity and for amnide inopurity,

The change of anrnonium acetate to ammonium formate in
C0yfmethanol mobile phaze led to the largely positive effect on
resolution and pealt asymmetry. This change affected mainly eu-
tion of peals 5-acid, On BEH 2-EP stationaryphasesthe pealcs S-acid
and G-amin were separated due to the shift of retention time of
acid (from 1.97 to 1.7min, Fig. 3B}, while these twao peals were
coeluted whenusding armmnonium acetate, A drnilar shift(from1.41
to 1.29min) was obgerved on C3H FFF stationary phase which led
to the separation of peals 5-acid and 4-agornelstine, Alzo on H5S
C1& columnn the change inretention tineof peales S-acid (from 2.37
to 1.9min) led to the separation of peals 5-acid and S-amine Cn
the other hand, a small shift of the retention time of agomelatine
(fromn 1.72 to 1.69min) ocourred which caused a coelution of this
pealt4 and peals 2-dimner {data not shown), The change of the addi-
tive changed also an elution order between amine and acid (peals
S and 6) on BEH colurnn (datanot shown ),

In order to further increaze the separation efficiency and
selectivity a amall addition (5%) of water to 20ml ammonium
formnate in methan ol{C0; wastested, Some peals were influenced
negatively—for example on C5H PFFP column the shift of retention
tirne of peals S-acid(from1.09t0 1.1 Smin) and peals 4-agomel atine
(from 1,14 to 1.1 6min) led to their coelution {data not shown) On

the other hand, on H5S C18 the shift of retention time of peal 2-
dirner{fromn1.69to01.54min) caused the separation of thispeal and
ped 4-agomelating, which co-eluted when using 20 il ammo-
ninmformate {data not shown ), Smaller shifts occurred also on EEH
2-EF stationary phage, There were no changes in the elution arder.
Howewer, the addition of water to 20mb ammonium formate in
COa/methancolled tohigher resolution between pealis 2-dimer and
3-amid, to narrow and symrnetric pealts and to baseline resolution,
Therefore, these conditions were chosen for further validation of
UHPSFC method (Fig, 3C).

22, Thedevelopment of UHFLC method

The first screening under UHFLC conditions was accomplished
uging BEH phase bonded with C181igand (BEH C18), BEH Shield RFF
C15 colurm with carbamate group inzerted in the bonded phase
ligand and BEH phasze modified by phenyl group ( BEH Fhenyd), Ace-
tonitrile or methanol in combination with 10mM formate buffer
PH3.00r 10mM acetate buffer pH 9.0 were used as mobile phages,
Thesge three variables were combined to provide 12 diff erent chro-
matographic conditions in a systemnatic screening approach, A1l of
these separations were performed under generic gradient elution
(from 5% of organic modifier to 85%within Smin) and separation
conditions described in Section 2.3,

Under all these conditions a coelution of at least one par of
analytes andfor dose elution of AFl and one of the impurities
was obzerved, Slightly better efficiency (based on whp evalua-
tion) waz obtaned in separations with acetonitrile compared to
methanol All the tested columns provided better selectivity with
acetonitrile and buffer pH 9.0(Fiz. 4) However, none of these sta-
tionaryphases showed an optimal selectivity and resolution which
required further optimniz ation, In comparison with UHPSF Crnethod,
substanfially more experiments and fine method tuning werenec-
egzany, Several more stationary phases were tested (C5H FHE and
CSH C18) inorder to obtain completely different selectivity as well
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Fig. 4. The UHPLC chromatograms of agomelatine and its irpurities on th ree tested stationary phases: (A) Aoquitr UPLC BEH (18, S0mm, (B) Acguity UPLC BEH Shield
RF1E, 50 romoand (0) Acquity UPLCCEH 18,100 ror usin g gradientelution with acetonitrile and aronooniwn acetate buffer pH 90, 5-05% within 5 min. Terope rature 30°C,

flowe-rate 0.6 mlfmin. Peal: nwmbers correspond © Fig. 2.
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Table 1

The results of 55T (retention tiroe, area, esolution, symoretnyr Botar, we, pealt capacity) for optimized conditions on UHFSEC (frst ling) and UHFLC (second ling) for

concentration 25 gl and 2.5 pgfral, respectively.

LUHPSEC (25 pgfral) vs. UHELE (2.5 pgfral)

Retention time Area Resolution Syrornetry facor Wy [eals caparity
average % R3D average #RSD average AVE[age AVerage Average
Hitrile 0.4a8 010 232466 064 - 122 o010 1775
2581 ooz 175074 0.7 612 124 oozz 1280
Crircer 1158 ong 145218 0og 25.28 1.25 oo1s ji=lu]
4260 ool 150271 ooz 16.52 106 o015 1920
Amide 1269 ong 174644 100 266 114 o014 1271
1900 ons 160584 0ao 27.35 138 oozl 1411
Azommelatine 1.427 ons 152197 097 £.24 022 0016 1112
2251 ooz 175207 0.:1 1z2.22 122 o024 1225
i 1655 ons jesekiie ke 097 505 110 o015 1186
0022 on4 141212 0.7 - 127 oozz 1247
Amine 1.280 ooz 08624 100 14.27 107 oozo 22
SOG4 ooy 150427 100 568 11% ooes2 454
Agofalt 2166 ooz 155571 nes g.32 117 o015 1126
2200 011 130352 099 10.21 124 o051 587
Table 2
The results of roethod lingarity (correlation coefficient, LLOG, LoD, ULOG froptimized UHPSFC and UH ML Croethods.
1IH BSPC {225 ) HPLCC22E n)
p2 LLOQ [pgiral] LoD [pafrl] ULOQ [pefml] p? LLOQ [pgfral] LoD [pefml] LG [pefml]
Hitrile 0999z 0.25 ons T 09935 010 ooz 10
Crircer 00092 0.25 ooz 70 0.0m5 010 ooz 25
Amide 0009z 0.25 ooz 70 00wy 010 ooz 10
HAgomelatine 09993 0.25 ons T 09994 010 ooz 10
HAaid 00092 0.25 ooz 70 0oms 010 ooz 10
Amine 0009z 0.25 ooz 70 009wz 010 ooz 25
Agosalt 00093 0.25 ans T 0.0000 010 ooz 25
Table 2
The results of roethod accuracy and precision in UHEEPC and WHPLC rmethods for AM and iropurities at three concentration levels.
UHREPC
Concentration level [itrile Dirner Aroide Agarnelating Arid Arnine Agofalt AR
1 [#] 998 95.2 95.5 987 980 985 1015 1007
RED-inira 10 0.2 og9 1.7 1k 1k 15 02
RiD-inter 11 6.6 6.2 49 52 4.4 5.0 2.2
C2 [#] 998 951 7.4 1013 1000 992 wa 1005
RED-inira 0.4 og 11 0.2 o7 0.2 17 0.2
RiD-inter 28 E.7 1.2 5o 55 T4 41 19
3 [#] 993 oo w3 o2y 975 981 102.6 100.2
RED-inira 10 186 15 0.z 2.4 14 2.2 02
RiD-inter 27 a7 5.0 10 43 57 5.2 11
UHFLC
4 [#] 1027 99.5 1009 1009 971 o732 0z.4 o]
RED-intra 19 2.2 0.4 2n 12 o7 10 15
RiD-inter g0 5.2 749 6.3 53 o 5.7 2.8
5 [#] 1009 952 o0 975 1002 a7n OE.6 o20
RED-intra 16 12 0.7 12 11 0 0.6 14
RiD-inter 18 6.5 18 in I8 45 10 28
Ch [#] 100.4 985 Q5.7 1026 Q7.7 Q72 Q2.6 965
RED-intra 0.7 12 0.z 10 25 01 0.7 1z
RiD-inter 35 43 53 4.4 38 6.7 55 2.5

Concentration levels for UHPSEC C1=2 pgfrol, C2=2.5pgiml, ©3=2 pgfrol forimpurities; C1= 40 pgfrol, C2=50 pogfrol, ©3 = 60 pogfral for A
ConcentTation levels for UHPLC Cd=0.2pgfml, C5=025 pgiml, C6 =02 pgfral for immpurities: Cd=4 pgiml, CS=5pgfml, Chi=6 pgiml o AR,

azother pHwalues, such a5 2.0 and 9.5, Due to extensive amount of
results and mostly negative findings, these data are not shown. The
main problem of these experiments was close elution of agomela-
tine {AFI) and one of the impurities eluted right after AT (acid or
AgoSalt). This ocowrred under all tested condifions with the best
resolution achieved when using buffer pH 9.5,

In the light of all these experiments, BEH C18 and BEH Shield
FF1& seemed to be the most promising among all tested station-
ary phazes, However, a co-elution of the critical pair of impurities
(Z-dirner and G-amin ) persisted under all tested conditions on BEH
C18 despite a large number of optimization experiments. There-

fore, further optinmization was performned on stationary phase BEH
Shield FP18. An increase in buffer pH from 9 (Fig. SA) o 9.51ed to
a later elution of pealss 7-Ago3alt and 6-amine (Fig. SB) and thus
its separaftion from API Howewer, the resolution of peadls 1-nitrile
and pealc 7-AgoSalt was still insufficient. Using a mixture of ace-
tonitrile and methanolintheratio 1:1 a5 an organic modifier of the
mobile phase then caused an earlier elution of peale 1-nitrile { data
not shown). Mevertheless, the sufficient selectivity and resolution
were achieved only by relaively complex optimization. The fine
parameters such as gradient slope, gradient curve and tite of anal-
veis were modified (Fig, 5C), Thus, the final conditionz were chosen
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Fig 5. The optimization of the UHPLC chromatographic conditions on Acqutity UPC2 BEH Shield RP12, 50 mno. (&) The generic gradientat Aow -rate 0.6 rolfrain using ACH
as modifier and buffer pH 90, tiroe of analysis 5 min, (B) The generic gradientwith A0 and buffer pH 9.5, fow tate 0.6 ralfroin, analysis tinoe Sroin (0 Mixture of ACH and
reethanolin the catio 101 a8 arganic roodifier, buffer pHO.5, 5-70% in 5 rain, gradientcunve 4, Aow-rate 0.4 rolfroin. The teroperaturewas 20° Cand pealin urnbers correspond

wFig. 2

az followes: gradient started at 5% and inereazed up-to 70% within
Srmin under gradient enrve number 4 {other parameters were set
up as describedin Section 2). Theze guaranteed baseline separation
az well ag narrow and syrnmetric peals for al compounds,

2.3, Quantitative arnalysis and vatidation of metf ods

Quantitative analysiz of agomel atine and it six potential impu-
riies weas accomplished at optimnized conditions described in
Section 3.1 and 3.2, The applicability of these chromatographic con-
ditions was confirmed by Systemn suitability test, Table 1 shawe
the results for the repeatability of retention times and peals areas,
resolution, peals syrnmetry and pealc capacity, BSD=1.06% for both
retention fimes and peal areas confirmed very good repeatability
of both dewveloped methods, The values of peals symnmnetny dose to
1.0 a5 well az the resolution 1.5 demonstrated good peals shapes
and resolution. Both methods provided approximately the same
results of peal capacity.

The developed methods demnonstrated wery good line arity with
correlation coefficient values =0.9992intherange of 0.25-70 gl
for UHPSFCmethod and with correlation coefficient values =0.89580
in the range of 0.1-10 g/l for UHFLC method (for impurities
dirner, amnine and AgoSalt the linear range was larger correspond -
ing to 0.1-25 pgfmd) (Table 2) Higher concentration levels were
tested also on UHFLC, but the measured absorbance for these con-
centrations was bevond the linear range,

The lowest point of calibration curves was deterrnined as the
lirmit of quantification providing the signal/moige ratio corr espond-
ing to 10 and appropriate results for accuracy and precizion.
Accuracy and precidon (intra- and inter-day) were evaluated at
three concentrations levels for agomelatine as AFT and for impu-
rifies. The concenfrations of UHFSFC samples were 40, 50 and
60 el for agomnelatine and 2, 2.5 and 3 pogiml for itz impourities,
The zamples analyzed by THFLC systemn were diluted ten times
more,

Table 4
The results of the measureroentof tablet samples, which proved the wnibornoit of
content of single-dose preparations.

UHPSFC UHRLEC

Tablet's povder Tablet Tablet's povder Tablet
1 1010 9z9 981 0% .4
2 1005 975 974 965
3 1002 100.3 g7.2 9.2
4 9.2 %4 Og.2 o0
5 gz a7k 0g.2 074
B 1001 a7s Og.2 o7&
7 9.2 azz ag.0 o7n
g 100.2 o0z 955 9749
g 985 1001 955 976
il 1001 Qg6 95.4 a71
#Recovery o949 az2 O6.4 o717
RED %] 02 11 1.0 02

In UHFSFC systern the results of acouracy were between 100.2%
and 101.7% for agomelatine and S7.4%-102.7% for impurities,
respectively, Method intra-day precision expressed as RED was
=08 for agomelatine and <2.4 for mpurities, In UHPLC results of
method accuracy were between 95.2% and 98.0% for agomelatine
and 95, 7%-104. 0% forimpurities, respectively, RSDvalues for intra-
day precizsion were <1.5 for agomelatine and <2.5 for impurities,
The reqults for inter-day precision provided RSD better than 8.5%
(Table 33,

2.4, Application of developed methods and evaluation of tablet
samples

Subsequently the measuremnent of tablet samnples was per-
formed. Ten samples from both individual tablets and tablet's
powder were prepared by dissolving in methanol using an ultra-
sonicbath, Subsequently, the sarmples for UHFPSF C and UHFLC were
diluted by tetrahydrofuran or methanol, respectively. Az shown in
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Fig. 6. Thecomparison of developed UHRSFC and UH PLC methods for the determination of agaroelatine and its six impurities.

Table 4, the average recovery of tablet samples was 98.8% and for
powder samples 99.9% in UHPSF C while it weas 57.7% and 96.5% in
UHFLC, respectively, with RS0 walues <1.1 n all cases, This prowved
the uniformity of the content of the single-dose preparations as
described in Europe an Fharmacopoei a, which statesthat everyunit
of medicinal product st contain an AR in the concentration
Tange §5-115% of the average content [27].

2.5 Cotrparison of URHPSFC and UHFLC treth ods

(antitative performanee of both UHFLC and UHPSFCmethods
demonstr ated very good resultsin terms of repeatability, linearity,
accuracy and precision. A comparison of these two chromato-
graphictechniquesin the multiple selected parametersiz shownin
Fig. 6 Both methods fulfill the requirernent of method validation,
even though UHPSFC provided slightly better results for method
precizion (RESD 0.2 contrary to 1.45%) and resolution between peales
of APT and following Tnpurity (8.21-554), Also total analysis ime
was slightly shorter (4.1min-5.5min). Unlike in TUHFLC, where
the peals of amide and Ago Salt were quite wide, al of UHPSFC
peals were syrrmetTic and very narr ovw, Howewver, the aver age peals
capacity of both methods was practicaly the satme, The advantage
of UHFL Crrethod weas higher sensitivityr (LLOQ 21 pgfml compared
to 0.25 pgfml in UHFSFC). Howewer, a great amount of experi-
ments and long time needed for optimization of UHFLC method
was needed for this particular QC method. oreowver, using of gra-
dient curve 4 males UHPLC method hard to transfer on another
instrument,

4. Concluosion

Twio chromatographic methods for determination of agome-
latine and itz immpurities in tablets were developed using UHPLC
and UHPSFC, The selectwity of different additives added to
COgfmethanol bazed mobile phases in UHPSFC was compared. In
thiz particul ar method smmnoninm formnate provided better results
compared to amrmonium acetate Moreover, a podtive effect of the
addition of a amall amnount of weater in the mobile phaseon the peals
shape, rezolution and selectivity wag observed.

The developrnent of UHFL Coethod was much more challenging
due to complicated fine tuning phase—either the separation of AFI
and following imopurity or the separation of two impurities was a
perasting problem Animportant factor for successful separation
was a uge of basic pH and combined acetonitrilefmethanol (1:1)

modifier, whichizlesz typicd inLCmethod development and which
further confirms the complexity of the problemn,

Bothmethodswere optimizedto achieve thebest possible selec-
tivity and properly walidated, UHFLC as well az UHPSFC method
achieved good remults in all requested paramneters, which allowes
for their widespread use in QC in pharmnacy. In concusion, the
UHPSF Crmethod was designated as a dightlymore appropriate one
for the determination of agomelatine and its impurities in tablets
due tothe advantages of speed, ecological mobile phaze and more
straightforward method development.

Aclmowledgement

The authors gratefully acnowledge the grant project WY
2602922016,

References

[1] R.& Zansone, LA, Sansone, Azoreelatine: a novel antidepressant, Innowv, Clin,
Meurosci. 8 (20113 10-14,

[2] &H. Kennedy, B.5. Bisfeld, Azoroelatine and its therapeutical potential in the
depressed patient, Meuropsychiztr, Dis. Treat, 202007 423-424,

[3] D Eszr, T.C Baghai, H .- Mdller, Agoroel atine: the evidence far its place in the
treatrnent of depression, Gore Byid. 4020097 171-179.

[4] v de Bererdis, 5. Marini, M. Bornaco, Y. Srinivasan, F.lasswoli, CTormaset, A
Walchera, G. Beena, M -4 Quera-Salva, G MWarkinott, M. di Ciannantanio, The
relatonergic system in mood and anxietydisorders and the mole of
agornelatine: implications for clinical practice, Int.]. Mol Sci. 4 (2012)
12458-124%2.

[5] O Taylor, & Sparshatt 5.Warmoa, O. Olofinjana, Antidepressant efficacy of
agorelating: roeta-analysis of published and wunpublished studies, BNV 343
(2014) 71888,

[6] . Liw, L. Chen, Y. Ji, Quantification and structtural elucidation of potential
irpurities in agamelatine active phatnoaceutical ing redient, ). Fharcm.
Biored. Anal. #1-8202013) 193-201.

[7] 165 Indurgathi, H.5. Rao, B M. Rao, Porced degradation, identification and
characterization of irmpurities of agornelatine wsing chromato graphic and
spectoscopic technigues, Res ). Phacra, Biol, Chern, Sci. 6 (2015) 1112-1126,

[#] R.H.El-Shaheny, Braluation ofa gorelatine stability wnde cdiffzrent stress
condition s using an HPLC roethod with fuorescence detection: application to
the analysis of tablets and huroan plasro, Luminiscence 20 (2014)920-022.

[9] B. Harilsa, V. Srilalani, B Mallwri, M. Vijayra Lalshmi, Deweloprosnt and
validation of RP-HFLC roethod for the estirnation of agorelatine in bullidoug
and pharmaceutical dosage forms, ). Chen. Pharm. Res. 5 (2012 1162-1167.

[10] MLA. Saracing, L Meocoling, ©. Cacbini, V. Volterra, AL Quacta, M. Arooce, WA,
Ragzi, Multi-roatmix assayof the Arst melatonergic antide pres sant
agornelating by combined liguid chrormato graphy-fuorinetric detection and
oic roextraction by pacled sorbent,]. Pharmo. Bioroed. Anal 95(2014) 61-67.

[11] <. Sirmonin, L. Bow, E. Leligvee, ] -F. Jeanniot, BB romet, B Walther,
Boursier-Meyret, Determination of rmelatonin in biological Auid s in the
presence of the roelatonin agonist 5 20098 cornparisonaf irmmunalogical
technigues and GC-M3 roethods, ). Phacrn. Bioroed. Anal. 2101999) 531-601.

99



254 IC Plickiud et al fouratlof Pharmdceutictland Bimmedion LAmtlsis 125 (2016) 376354

[12] S.R. Fatl, 10K, Meourlzar, &0 Calaralarc, V. Palsale, Y. Mangaonlar, 5.6,
Fingale, Validated LO-MWSM S roethod for quantification of agormelating in
hurnan plasmaand its application in a pharmacolsinetic study,]. Mass
Spectrorn. 47 (2012) 23-28,

[13] . Wang, [ Zhang, M. Liw, H. Zhao, & O, L Meng, H. Liw, LC-ME M S roethod
for thedeterrnin ation of agoroelating in huroan plasma and its application 1o
a pharmnacolkinetic study, Biored. Chromatogr. 28 (2014 218-222.

[14] V. Desfontaine, 0. Cuillarroe, E. Francotte, L. Movaleova, Supercritical Auid
chromatography in pharmaceutical analysis,]. Fharm. Bioroed. Anal. 112
(2015) 56-71.

[15] E.Lermasson, 5. Bertin, . Hening, H. Boiews, E. Lesellier, C West,
Developroentof an achiral supercritical fuwid chromatography rmethod with
ultraviolet absorbance and roass spectoometric detection fr inmpurite
profiling of drug candidates. Part | optimization of roobile pha s
composition, ] Chooratogr, & 1408 (2015) 217-226.

[16] E.Lemasson, 5. Bertin, P. Hening, H. Boiews, E. Lesellier, C West,
Developroent of an achiral supercritical Auid chromnatozea phy rethod with
ultraviolet absorbance and roass spectoometric detection fr inmpurit:
profiling ofdrug candidates. Part 11: selection of an arthogonal setof
stationary phases,]. Choornatogr. 4 1408 (20150 227-235,

[17] E.Lessllier, Retention roechanisms in super/subcritical fluid chromatography
on paclked colurons, ] Chooratoge. & 1216 (20090 1881-1530.

[12] E.Lessllier, Cwerview of the retention in subcritical Auid chromatograp by
with varied polarity stationacy phases,]. Sep. 5ci. 3102008 1238-1251.

[19] E.Lessllier, C West, The roany faces of packed coluron supercritical uid
chromatogaphy—acritical review, ). Chroratogr A 138202015 2-46.

[20] L.Movaliova, A Grand-Guillawrne Perrenoad, | Francois, © West, E. Lesellier,
D. Guillacroe, Modern analytical supercritical fuid chrormatography wsing
colurans pacled with sub-2-pro particles: a tutorial, Anal. Chiro, Acta 824
(2014)12-35.

[21] 5. Khater, CWest, E. Lesellier, Characterization of five cheristries and thres
particle sizes of stationary phases usedin supercritical Auid chrorato gra phy,
]. Chromahogr. 4 1319 (2013) 148-159.

[22] & Grand-Guillauroe Perrenowd,] -L. Yeuthey, Do Cuillarroe, Cornparison of
ulira-high permormance supercritical fwid chromatography and uliza-high
perforroance liquid chrormatography for the analysis of pharmaceutical
compounds, ). Choomatogr. A 1266 (2012) 158-167.

[23] < Gourroel, A Crand-Cuilaurne Perrenoud, L Waller, B Reginato, ]. Verne, B.
Dulery, ].-L.Weuthey, 5. Rudaz, ). Schappler, D. G uillarmoe, Bvaluation and
corapacison of warious separation technigues fr the analysis of
closely-related cornpounds of pharmareutical interest,]. Chromaogr A 1282
(20131 172-177.

[24] ICH BxpertWarling Croup, Validation of analytical procedures: Text and
reethodology, | CH Harmonised Tripartit®e Suideline, 2005.

[25] HHE, BDu, COER, CBER, Cuidance for | ndustry Q3B(R2) Irmpurities in Hew
Drug Products, ICH, 2016, pp. 1-7.

[26] < West, B Lesel lier, & unified classification of stationa nr phases for pacled
coluran supercritical fuid chromatography, ] Choomatogr. A 1191 (2008)
21-39.

[27] Council of Burope, Buropean Fharrnacopoeia, Council of Burope, Strasbouryg,
2001, 224

100



