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Abstrakt

Tikagrelor je protisrazliva latka, ktera se pouziva jako l1é¢ivo pii akutnich
korondrnich syndromech. Jaternim metabolismem vznika aktivni vedlejsi produkt, ktery
funguje na principu reverzibilniho blokatoru P2Y 1, adenosindifosfat receptoru.
Tikagrelor je rozpustny v nejméné 50 % (obj.) methanolu.

V ramci této prace byla vyvinuta a validovana metoda stanoveni tikagreloru
pomoci ultravysokoucinné kapalinové chromatografie. Nejlepsich vysledkl bylo
dosazeno pii gradientu mobilni faze (0-4 min: 20280 % A,

4-6 min: 80 % A; 6-6,5 min: 80>20 % A; 6,5-8,5 min: 20 % A), kde A oznacuje
acetonitril. Zbyla procenta mobilni faze dopliiuje roztok octanu amonného o koncentraci

20 mmol-dm™

a pH 8,0. Jako reverzni stacionarni faze byla pouzita kolona Kinetex
C18 100A (100 x 2,1 mm, 1,7 um; Phenomenex, USA). Retenc¢ni ¢as tikagreloru pii
téchto podminkach byl 4,91 min.

Dale byla vyvinuta metoda pouzita ke sledovani oxidac¢ni degradace tikagreloru
peroxidem vodiku. Z vysledkt vyplyva, Ze k oxida¢nimu rozkladu 20 % tikagreloru

dochazi po 7 hodinach oxidace pti 50 °C. Stejnou rychlosti zdniku G€¢inné latky vznikal

jeden degradacni produkt, jehoz reten¢ni ¢as byl 3,95 min.
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Abstract

Ticagrelor is a platelet aggregation inhibitor drug, used for treatment of patients
with acute coronary syndrome. The only active metabolite, a reverse blocator of P2Y 1>
adenosindiphosphate receptor, is produced by hepatic metabolism. Ticagrelor is soluble
in 50 % (vol.) methanol solution.

The most efficient separation of ticagrelor using ultrahigh performance liquid
chromatography turned out to be in gradient:

(0-4 min: 20280 % A; 4-6 min: 80 % A; 6-6,5 min: 80220 % A; 6,5-8,5 min: 20 % A;
A stands for acetonitrile). Mobile phase is composed of acetonitrile and ammonium
acetate buffer (20 mmol-dm™ and pH 8,0). Reverse stationary phase is Kinetex

C18 100A column (100 x 2,1 mm, 1,7 um; Phenomenex, USA). Retention time of
ticagrelor is 4,91 min.

The separation method was used to observe the oxidative degradation of
ticagrelor. After 7 hours of exposition to hydrogen peroxide solution at 50 °C, 20 % of
ticagrelor has degraded. One degradation product was formed at same speed as the

degradation of ticagrelor had. Retention time of this degradation product is 3,95 min.
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Seznam pouZzitych zkratek a symboli

Seznam pouzitych zkratek

ADP
AIBN
HPLC

LOD
LOQ
MS
PDA
RPLC

UHPLC

UV/VIS

adenosindifosfat

azobisisobutyronitril

vysokoucinna kapalinové chromatografie (z anglického high
performance liquid chromatography)

mez detekce (z anglického limit of detection)

mez stanovitelnosti (z anglického limit of quantification)
hmotnostni spektrometr (z anglického mass spectrometer)
detektor diodového pole (z anglického photodiode-array)
kapalinova chromatografie s reverzni fazi (z anglického reverse
phase liquid chromatography)

ultravysokoucinna kapalinova chromatografie (z anglického
ultrahigh performance liquid chromatography)

ultrafialova a viditelna oblast spektra

Seznam pouzitych symboli

absorbance

analyticka koncentrace

objemovy zlomek

vyskovy ekvivalent teoretického patra (z anglického height
equivalent to the theoretical plate)
vyska piku

Sum zakladni linie

rozdélovaci koeficient

vlnova délka

smérnice kalibracni pfimky
relativni molekulova hmotnost
rozliSeni

plocha piku



St

S}d

Texp

te

smerodatna odchylka
relativni smérodatna odchylka
relativni plocha piku

cas

teplota

doba expozice

retenni Cas

pratokova rychlost

objem



1. TEORETICKY UVOD

1.1. Cil prace

Cilem m¢ bakalarské prace bylo vyvinout metodu separace tikagreloru pouzitim
ultravysokoucinné kapalinové chromatografie (UHPLC). Nasledn¢ tuto metodu
validovat, konkrétné ovéfit linearitu, robustnost, opakovatelnost a ur¢it mez detekce
a mez stanovitelnosti. Nakonec by tato metoda méla byt pouzita ke studiu kinetiky
oxidacni degradace tikagreloru pouzitim 3% (obj.) peroxidu vodiku. Vzniklé degradac¢ni
produkty by touto metodou mély byt separovany a poté identifikovany pomoci

hmotnostni spektrometrie (MS).

1.2. Tikagrelor

Tikagrelor je organicka latka s relativni molekulovou hmotnosti 522,6, zndzornéna
na obrazku 1.1. Molekulovy vzorec tikagreloru mé podobu: C23H23F2NsO4S. [1]
Chemické a fyzikalni vlastnosti této slouceniny jsou uvedeny v tabulce 1.1. Pfi této
praci byl pouzivan tikagrelor ve formé nartizovélého krystalického prasku. Tikagrelor je
ucinnd farmaceuticka latka, ktera je soucasti 1€civ prodavajicich se ve formée tablet pod
oznacenim Brilinta nebo Brilique. [2]

Tikagrelor se pouZziva jako protisrazlivé 1é€ivo pii akutnich koronarnich
syndromech. Jaternim metabolismem vznika aktivni vedlej$i produkt, ktery funguje na
principu reverzibilniho blokatoru P2Y 1> adenosin difosfat (ADP) receptoru. Ten brani
aktivaci a agregaci trombocytll, ale neinteraguje piimo s vazebnym mistem pro ADP.
[2-4]

Tikagrelor se uziva oralné¢ ve form¢ potahovanych tablet. Farmakokinetika byla
studovana P. Adamski a spol. pro obsah tc¢inn¢ latky v tablet¢ 180 mg. Absorpce je
rychld, k maximalnimu u¢inku dochazi po 1,5 az 3 hodinach. Pozdéjsi nastup ucinku
byl pozorovan u pacientli 1é¢enych morfinem a také pii akutnim koronarnim syndromu
bez elevace ST segmentu. V téchto ptipadech dosdhla aktivni latka maximalni
koncentrace v plazmé po 4 az 5 hodinach. [4,10]

Tikagrelor je v krvi pfevazné vazan na plazmatické bilkoviny. Je odbouravan
jaternim mechanismem. Hlavnim enzymem odpovidajicim za jeho metabolismus je

cytochrom P450 3A4, oznacovany také jako CYP3A4. V ptipadé, Ze byl podan



radioaktivné znaceny tikagrelor, bylo pfiblizné 58 % z jeho pivodniho mnoZzstvi
vylouc€eno do stolice a 27 % do moci. Polocas eliminace tikagreloru je pfiblizné

7 hodin. [5,8]

Obrézek 1.1: Struktura tikagreloru, piekresleno podle H. S. Yaye a spol. [3]

Tabulka €. 1.1: Zakladni fyzikalni a chemické vlastnosti tikagreloru [1,6,7]

M, Molekulovy Rozpustnost ve  CAS ¢islo logP
vzorec vodé
522.,6 C23H2sF2N6OsS 10 pg-ml! 274693-27-5 231

1.3. Akutni koronarni syndrom

Akutni koronarni syndrom byva také oznacovan jako akutni forma ischemické
choroby srde¢ni. Jednd se o formu ischémie, mistni nedokrvenosti srde¢ni, pfi které
dochazi k prasknuti aterosklerotického platu, vrstvy tuku usazeného na sténé cévy,
a naslednému ucpani krevniho fecisté. Pfiznakem tohoto onemocnéni byva bolest na
hrudi, dusnost, zavraté, poceni, navaly horka a pocity slabosti. Bolest na hrudi mtize
trvat v fddu minut az hodin. V ojedinélych ptipadech se nemusi vyskytovat zadné

pfiznaky. [9]
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1.4. Ultravysokoucinna kapalinova chromatografie

Ultravysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC) patii mezi vSestranny
a Casto pouzivany typ elu¢ni chromatografie. Byla vyvinuta v roce 2004 firmou Waters.
Oproti vysokoucinné kapalinové chromatografii (HPLC) probiha UHPLC analyza
piiblizné pii tiikrat vyssich tlacich, které mohou nabyvat hodnoty az 1000 bar. [12]
Kolona je naplnéna ¢asticemi o prameéru piiblizn€ 2 pm. [11,14,19] Separace smési
pouzitim UHPLC je rychlejsi, ucinngjsi a s vys$§im rozliSenim. Zaroven byva vyrazné
zredukovén Sum a piky jsou uzsi a strméj$i, coz umoziuje analyzovat smes latek
o blizkych retenc¢nich Casech. [13-15]

Ptistroj pro UHPLC analyzu, jehoZ schéma je znazornéno na obrazku 1.2, se sklada
z péti hlavnich komponent — davkovaciho zafizeni, ¢erpadla, kolony, detektoru
a vyhodnocovaciho zatizeni. Davkovaci zafizeni nabere smés urcenou k separaci,
vstiikne ji do proudu mobilni fize a tim je analyzovanéd smés undSena na kolonu. Pokud
separujeme v gradientovém rezimu, byva pted ¢erpadlem smésovac, ktery misi
jednotlivé slozky mobilni faze. Vysokotlaké ¢erpadlo zajist'uje stabilni pritok mobilni
faze. Pracuje na principu vytlaovani mobilni faze ze zdsobniku pistem ¢i membranou.
Pohybu pistu mize byt dosazenu tlakem plynu, tlakem hydraulické kapaliny nebo
mechanickou silou. [11,12,13,16]

V koloné probihd opakované rozdélovani analytl mezi dvé faze (staciondrni
a mobilni). Pokud se jedna o separaci na reverzni fazi (RPLC), byva mobilni faze
polarnéjsi nez faze stacionarni. Reverzni faze se vyuZziva k separaci polarnich latek,
kterymi jsou napftiklad 1éciva. NejCastéji pouZivana stacionarni faze v reverznim modu
se oznacuje jako Cisg. Je tvotena silikagelem s kovalentn€ vazanymi funkénimi
skupinami s osmnécti uhliky — oktadecyly. Tim se stacionarni faze stava nepolarni.
Mimo oktadecylti mohou byt funkénimi skupinami také oktyl, hexyl, propyl, ethyl
a fenyl. Mobilni fazi byva voda s organickym rozpoustédlem, naptiklad methanolem,
acetonitrilem a tetrahydrofuranem. Pro separaci v reverznim modu byva casto
pouzivana gradientova eluce. [12,15]

Velikost ¢astic silikagelu pouzivaného pro piipravu stacionarni faze se nejcastéji
pohybuje okolo 2 um. [14,19] V této praci byly pouzity ¢astice o velikosti 1,7 pm.
Kolona mtze dosahovat délky od 30 do 150 mm a jeji vnitini pramér byva 2,1 nebo

1 cm. [17] Silikagelové kolony maji znatelnou mechanickou odolnost, ale mohou byt
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pouzivany pouze v urcitém rozmezi pH. Kolona pouzivana v této praci ma rozsah
pH 1,5-8,5. [18]

K detekci v UHPLC se nejcastéji pouziva spektrofotometricky detektor, detektor
s diodovym polem (PDA), fluorescen¢ni, hmotnostni nebo elektrochemicky detektor.
Spektrofotometrické detektory detekuji vinové délky od 190 do 800 nm. Limitujicim
faktorem miize byt vyssi absorbance mobilni faze pfi nizsich vinovych délkach,
ptipadné nizsi absorbance analytu. Hmotnostni spektrometrie poskytuje informace
o molekularni struktute latky. [12] PDA detektor snimé celé spektrum v realném case
bez preruseni chromatografické separace. Funguje na zakladé nabijeni a vybijeni
kondenzatorti. K vypracovani této bakalarské prace byl pouzit PDA a MS detektor.
[11,16]

Jak jiz bylo zminéno, separace UHPLC je efektivngjsi a rychlejsi nez HPLC.
Vyplyva to z van Deemterovy kiivky, ktera popisuje zavislost vyskového ekvivalentu
teoretického patra, HETP, na linearni rychlosti mobilni faze, u. Tato zavislost je
znazornéna na obrazku 1.3. Minimum ktivky odpovida pritokové rychlosti, pfi které je
ucinnost kolony nejvyssi. Se snizujici se velikosti ¢astic sorbentu se zvySuje moznost
pouziti vyssich pritokovych rychlosti. Pti velikosti ¢astic 1,7 um je van Deemterova
kiivka pti vysSich pratokovych rychlostech téméf konstantni. Diky tomu lze pratokovou

rychlost ménit, aniz by doslo ke zméné citlivosti a efektivity separace. [12,16,20]
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Obrazek 1.2: Schématické znazornéni ptistroje pro HPLC ¢i UHPLC analyzu. 1 —
zasobni lahev, 2 — filtr, 3 — vysokotlaké ¢erpadlo, 4 — davkovaci zafizeni, 5 —
predkolona, 6 — kolona, 7 — kolonovy termostat, 8 — detektor, 9 — odpadni lahev a 10 —

vyhodnocovaci zatizeni. Pfevzato a upraveno z S. H. Hansen. [12]

13



35.00

10 um

30.004

25.004

HETP (um)

20.004

15.004

10.00 1

5.001

0.00

0 2 4 6 8 10 12 14
u (mm/s)

-

Obrazek 1.3: Znazornéni van Deemterovy kiivky pro rizné velikosti ¢astic stacionarni

faze. Pfevzato a upraveno z L. Novakova a spol. [20]

1.5. Stabilita a degradace
1.5.1. Obecna definice

Stabilita 1é¢ivé latky je zasadni parametr, ktery miZe ovlivnit bezpecnost
pacienti z divodu moznosti vzniku toxickych degradac¢nich produktt a ubytku
ucinné latky v organismu. Degradacni studie se provadi za ucelem pozorovani
degradacnich procest a identifikace degradacnich produktl. Tyto studie byvaji
provadény pomoci stresovych testll. Lécivo je vystaveno pusobeni svétla, tepla,
vlhkosti, hydrolyze kyselinou nebo zdsadou a oxidaci po urcity ¢asovy usek.
Jednotlivé stresové podminky se mezi sebou velmi Casto kombinuji. Optimalni
degradace byvé od 5 do 20 %. V tabulce 1.2 jsou uvedeny nejcastéjsi podminky
stresovych testil. [21-23]
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Tabulka 1.2: Nejcastejsi stresové podminky a zplsoby jejich provedeni [21]

stresové podminky | zplsob provedeni texp/ dny 7/ K
Hydrolyza 0,1M HCl 1,3,5
0,1M NaOH 3132333
Oxidace 3 % H202 1,3,5 298 a 333
AIBN
Fotolyza zafeni o vinové délce 1,3,5 -
300-800 nm
Termolyza tepelna komora 1,3,5 333-353

1.5.2. Degradace tikagreloru

Stabilita tikagreloru byla popsana pouze v jedné praci H. S. Yaye [3].
Tikagrelor je stabilni pfi pisobeni hydrolytickych a termolytickych stresovych
podminek. Polo¢as rozpadu pti 80 °C je 1125 hodin. Pokud je tikagrelor
hydrolyzovéan pouzitim octanu amonného o koncentraci 10 mmol-dm™
v rozmezi pH 4-9, nelze pozorovat zddné degradacni produkty. Tikagrelor
podléha svételné a oxidacni degradaci. Pisobi-li na n€j 30% (obj.) peroxid
vodiku po dobu ¢tyt hodin, vznikaji tfi degrada¢ni produkty. Polo¢as rozpadu
byl v tomto ptipad¢ 7,45 hodin. Pisobenim svétla o vinové délce 300-800 nm
pii svételné intenzité 1,5 W-m?, byly pozorovany &tyfi degradaéni produkty.
Polovina pivodniho mnozZstvi tikagreloru se rozpadla po 1,92 hodinéch. [3]

Pti méfeni, publikovaném H. S. Yaye a spol., byly po HPLC separaci
urceny tii oxidacni produkty. VSechny eluovaly na kolon¢ Cig XTerra diive nez
tikagrelor. Mozné mechanismy vzniku oxida¢nich produkti podle H. S. Yaye
jsou uvedeny na obrazku 1.4. Prvni oxidacni produkt vznikl pravdépodobné
odstépenim propylenu z atomu siry, ktera je navdzana v poloze 2 na adeninu.
Poté byl kyslikem vytésnén atom siry. Druhy oxida¢ni produkt vznikl
navazanim dvou atomi kysliku na atom siry. Hydroxylaci 6-aminoadeninu na

necyklickém dusiku vznikl oxida¢ni produkt ¢islo tii.
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Obrazek 1.4: Schéma pravdépodobnych degradacnich cest tikagreloru vystavenému ptisobeni 30% (obj.) peroxidu vodiku po 4 hodiny.
TIC — tikagrelor, OP1-OP3 — vznikl¢ oxidacni produkty. Pfevzato a upraveno z H. S. Yaye a spol. [3]
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2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1. Pouzité chemikalie a pFistroje

2.1.1. Chemikalie

acetonitril CHROMASOLV®, for HPLC, gradient grade > 99,9%, Honeywell,
USA

methanol, CHROMASOLV®, for HPLC, gradient grade > 99,9%, Honeywell,
USA

octan amonny, LiChropur® for LC-MS, Merck, Némecko

roztok amoniaku, 28% p. a., LiChropur® for LC-MS, Merck, Némecko
deionizovana voda, MiliQ, Milipore, USA

2.1.2. Pristroje

kapalinovy chromatograf, Waters Acquity UHPLC H Class, USA
ultrazvukovy sonikator, Elma S15, Elmasonic, Némecko

analytické vahy, 262 SMA-FR, Sartorius, Svycarsko

pH metr, JENWAY 3540 pH/conductivity metr, UK

kapalinovy chromatograf, Agilent 1290 infinity, Agilent Technologies,
Némecko

trojity kvadrupdlovy hmotnostni spektrometr, Agilent 6460, Agilent
Technologies, Némecko

klimaticka komora, ICH 260L, Memmert, Némecko
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2.2. Priprava vzorki, pufri a kalibra¢nich roztoku

2.2.1. Priprava vzorku tikagreloru

Vzorek tikagreloru o koncentraci 1,0 mmol-dm™ byl ptipraven rozpusténim
5,2 mg latky v 10 ml 50% (obj.) roztoku methanolu v deionizované vod¢.
Roztok byl vlozen na 10 minut do sonifikatoru, aby doslo k uplnému rozpusténi
tikagreloru. Vysledny roztok byl uchovavan v lednici, taktéz i roztoky a vzorky

dale uvedené v této praci.

2.2.2. Priprava vzorki tikagreloru pro studium oxida¢ni degradace

Nejprve byl pfipraven zdsobni roztok tikagreloru o koncentraci
2,0 mmol-dm>, navaZzenim 51 mg latky a doplnénim v 50ml odmérné baice po
rysku 100% (obj.) methanolem. Takto pfipraveny roztok byl 10 minut
sonifikovan.

Roztoky tikagreloru o koncentraci 1,0 mmol-dm™ v 50% (obj.) methanolu
pro studium oxida¢ni degradace byly pfipraveny nasledovné: Ze zasobniho
roztoku tikagreloru bylo odebrano 750 pul a doplnéno 150 ul roztoku 30% (obj.)
peroxidu vodiku a 600 pl deionizované vody. Vedle vzorkl obsahujicich
peroxid vodiku byly také pfipraveny tzv. blanky. Tyto vzorky obsahovaly pouze

zasobni roztok tikagreloru a deionizovanou vodu v poméru 1:1.

2.2.3. Priprava kalibraénich roztoki

Pro ptipravu kalibrac¢nich roztokt byl pouzit roztok tikagreloru
o koncentraci 1,0 mmol-dm™ v 50% (obj.) methanolu, ktery byl ptipraven
navdzenim 13 mg tikagreloru a doplnénim 50% (obj.) methanolem do 25ml
odmérné banky. Celkem bylo pfipraveno sedm koncentracnich urovni
kalibraénich roztokd: 0,05 mmol-dm™, 0,08 mmol-dm™, 0,10 mmol-dm™,
0,20 mmol-dm=, 0,50 mmol-dm™ a 0,80 mmol-dm>a 1,0 mmol-dm™ .
Zminénych koncentraci bylo dosaZeno fedénim vyssi koncentracni trovné
roztokem 50% (obj.) methanolu v 10ml odmérné barice, jak je uvedeno v tabulce

2.1.
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Tabulka 2.1: Postup ptipravy kalibra¢nich roztoki tikagreloru.

Cvistedns/ Mmol-dm™  Vyysledny/ Ml Czasobni/mmol-dm Vzasobni/ ml
1,00 10,0 1,00 10,0
0,80 10,0 1,00 8,0
0,50 10,0 1,00 5,0
0,20 10,0 1,00 2,0
0,10 10,0 1,00 1,0
0,08 10,0 0,80 1,0
0,05 10,0 0,50 1,0

2.2.4. Priprava pufri
Byly ptipraveny pufry o hodnotach pH 6,5 a 8,0. Roztok octanu amonného
o koncentraci 20 mmol-dm™ a pH 6,5 byl ptipraven odvéazenim 1,54 g latky
a rozpus$ténim v jednom litru deionizované vody. Hodnota pH vysledného roztoku byla
upravovana pridavanim 25% (obj.) roztoku amoniaku na 8,0. Vysledny roztok byl

prefiltrovan pies nylonovy filtr o velikosti ¢astic 0,45 um za pouziti vakuové pumpy.

2.3. Chromatografické podminky

K UHPLC separaci byl pouzit kapalinovy chromatograf Waters Acquity UHPLC H
Class, USA. Jako reverzni stacionarni faze byla pouzita kolona Kinetex C18 100A
(100 x 2,1 mm, 1,7 um; Phenomenex, USA). Mobilni faze byla tvofena smési
acetonitrilu a roztoku octanu amonného o koncentraci 20 mmol-dm™ a pH 8,0. Pomér
acetonitrilu a roztoku octanu amonného se ménil podle gradientového programu
(0-4 min: 20>80 % A; 4-6 min: 80 % A; 6-6,5 min: 80220 % A; 6,5-8,5 min:
20 % A), kde A znaci procentudlni zastoupeni acetonitrilu v mobilni fazi. Tento
gradient je zndzornén na obrazku 3.2 (strana 23). DalS$i separacni podminky byly
nastaveny nasledovné: teplota kolony 25 °C, teplota autosampleru 10 °C a optimalni
pritokova rychlost 0,250 ml-min™!. Davkovany objem vzorku 1 pl byl detekovan PDA

detektorem pfii vinové délce 295 nm.
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2.4. Analytické zpracovani dat

2.4.1. Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce (LOD) je koncentrace, jejiz signal je statisticky vyznamné odlisSny
od Sumu. Mez stanovitelnosti (LOQ) je koncentrace, pti které je pfesnost stanoveni
takova, ze dovoluje kvantitativni vyhodnoceni. Vypocitaji se ze vztahti

LOD =3

(2.1)
10 -hp

LOQ = ===, (2.2)

kde A, je Sum zékladni linie a m je smérnice kalibraéni kiivky, pocitané pro vysku

piku tikagreloru. [24]

2.4.2. Linearita

Linearita je ptima zavislost nezavislé proménné (koncentrace) na zavislé
proménné (plose piku). Vysledkem vyneseni této zavislosti je rovnice pifimky ve
smérnicovém tvaru a korelaéni koeficient, ktery charakterizuje tésnost zavislosti obou
proménnych. Korela¢ni koeficient by mél nabyvat nejméné hodnoty 0,9990. V této

praci byla linearita méfena na sedmi koncentra¢nich trovnich stanovované latky. [25]

2.4.3. Opakovatelnost
Opakovatelnost byla mé&fena na dvou koncentra¢nich hladinach (1,0 mmol-dm™
a 0,1 mmol-dm™ tikagreloru). Byla vypo&tena z vysledkii deseti po sobé& jdoucich
méteni. Z naméfenych hodnot plochy pikt, vysky piki a reten¢nich €asti byla
vypocitana nejdiive smerodatna odchylka, s, a nasledné relativni smérodatna odchylka,

Srel

¢ = El:ln(x—_ll_x)z (2.3)
2.4)

Srel =

2

Rilw

kde 7 je celkovy pocet méteni, x; je hodnota i-t¢ého méfeni a X je primérna hodnota ze

vSech méteni. [26]
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

3.1. Rozpustnost tikagreloru

Rozpustnost tikagreloru byla testovana rozpousténim 1 mg latky v 1 ml
rozpoustédla, tedy pfi koncentraci 2,0 mmol-dm™. Bylo zjisténo, Ze tikagrelor je
rozpustny v minimaln¢ 50% (obj.) roztoku methanolu ve vodé. K uplnému rozpusténi je
nutné pouzit sonifikator. Ve 100% (obj.) methanolu je tikagrelor rozpustén ihned, i bez
pouziti sonifikatoru. Pfi pomérech methanolu ve vodé nizsich, nez 50 % (obj.) nedoslo
ani po sonifikaci k Uplnému rozpusténi. Po zahtéati na 50 °C byl tikagrelor plné
rozpustén i v 40% (obj.) roztoku methanolu ve vod¢€. Po ochlazeni vzorku bylo

rozpusténi opét nedostatecné.

3.2. Vyvoj chromatografické metody stanoveni tikagreloru
3.2.1. Volba vinové délky detekce

Tikagrelor vykazuje tfi absorpni maxima pii vlnovych délkach 220, 255 a 295 nm.
Jak ukazuje obrazek 3.1, ktery predstavuje naméfené absorpéni spektrum tikagreloru.
Bé&hem vyvoje chromatografické metody stanoveni tikagreloru byly k detekci pouzity
vSechny tfi vinové délky. Pii vlnové délce 220 nm byly pfed pikem tikagreloru
o koncentraci 1,0 mmol-dm™ viditelné ne&istoty, které se pii vyssich vinovych délkach
neobjevovaly. Detekce pti vinovych délkach 255 nm a 295 nm se liSila pouze ve vySce
piku tikagreloru. Pfi detekci 295 nm byl pik tikagreloru pfiblizné o 10 % vyssi, proto

byla k nésledné detekci pouzita tato vinova délka.
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Obrazek 3.1: Absorp¢ni spektrum tikagreloru méteni vinovych délek od 200 do 400 nm.

3.2.2. Vyvoj metody separace

Nejprve byla testovana izokraticka eluce mobilni fazi slozenou z 50 % (obj.)
acetonitrilu a z 50 % (obj.) deionizovan¢ vody. Retenéni Cas tikagreloru pti této separaci
byl 2,41 min. Cilem této prace bylo vyvinout metodu pro separaci oxidacnich
degradacnich produkti tikagreloru. Tyto produkty by se podle H. S. Yaye a spol. mély
na kolon¢ vylucovat dfive neZ u¢inna latka. Pfi takto kratkém reten¢nim case hrozi
koeluce tikagreloru s oxida¢nimi produkty. Z téchto diivodu byla vyzkouSena
gradientova eluce, kterd by méla oddalit vylu¢ovani tikagreloru na koloné.

Pro mobilni f4zi sloZenou z acetonitrilu a deionizované vody byl nastaven gradient
(0-3 min: 50290 % A; 3-5 min: 90 % A; 5-6 min: 90250 % A; 6-8,5 min: 50 % A),
kde A oznacuje procentudlni zastoupeni acetonitrilu v mobilni fazi. V piipade
retencniho Casu tikagreloru nebyla sledovana vyraznd zména. Z toho divodu byl
nastaven gradient (0-5 min: 20>80 % A; 5-7 min: 80 % A; 7-7,5 min: 80220 % A;

7,5-9,5 min: 20 % A). Reten¢ni ¢as tikagreloru se v tomto piipad€ téméf zdvojnasobil.
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Pik tikagreloru byl uzky, nebyl rozmyty ani rozdvojeny. Nasledné bylo testovano, zda je
mozné zkratit dobu trvani jednotlivé separace.

Nejlepsi separace bylo dosaZeno nastavenim gradientu (0-4 min: 20280 % A;
4-6 min: 80 % A; 6-6,5 min: 80220 % A; 6,5-8,5 min: 20 % A). Tento gradient je
podrobné popsany na obrazku 3.2.

Nasledné¢ byl vyzkousSen vliv pufra¢niho roztoku octanu amonného o koncentraci
20 mmol-dm™ a pH 6,5 na separaci tikagreloru. Pufraéni roztok nahradil deionizovanou
vodu v mobilni fazi. Gradientova eluce probihala za stejnych podminek jako na obrazku
3.2. Vysledny pik tikagreloru byl lehce asymetricky. Vzhledem k bazické povaze
tikagreloru by bylo nejvhodnéjsi pouzit pufr o nejvyssim mozném pH. Kolona v této
praci umoznuje pouziti gradientu pouze do pH 8,5 [17], proto byl pfipraven pufr o pH
8,0. Vysledny chromatogram tikagreloru analyzovaného za vyse uvedenych podminek

je uveden na obrazku 3.3.
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Obrazek 3.2: Priib¢h gradientového programu tikagreloru.

23



0,5 7

0,4 -

0,3 A

0,2 -

signdl detektoru (V)

0,1 -

0 _

0 1 2 3 4 .. 5 6 7
t (min)

Obrazek 3.3: Chromatogram tikagreloru. Méteno optimélni metodou (viz.

experimentalni Cast).

Degradac¢ni produkt byl pozorovan po vystaveni roztoku tikagreloru
o koncentraci 1,0 mmol-dm™ ptisobeni 3% (obj.) peroxidu vodiku. Oxidace probihala
v tepelné komote pii 50 °C po dobu 5 hodin. Vysledny vzorek byl separovan
gradientovou eluci, uvedenou na obrazku 3.2, za pouZziti mobilni faze sloZené
z acetonitrilu a octanu amonného o pH 8,0 a koncentraci 20 mmol-dm=. Oxidaéni

produkt, ktery je viditelny na obrazku 3.4 eluoval v ¢ase 3,95 min.
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Obréazek 3.4: Chromatogram oxidovaného tikagreloru o koncentraci 1,0 mmol-dm™. 1 —

peroxid vodiku, 2 — oxida¢ni produkt, 3 — tikagrelor.
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3.3. Validace metody

3.3.1. Linearita

Vyvinutd metoda byla validovana. Nejprve byla zmétena kalibra¢ni kiivka
o sedmi koncentraénich hladinach tikagreloru: 0,05 mmol-dm=; 0,08 mmol-dm;
0,10 mmol-dm; 0,20 mmol-dm=; 0,50 mmol-dm™; 0,80 mmol-dm™ a 1,0 mmol-dm.
Kazda koncentra¢ni hladina byla métena trikrat. Vysledna kalibra¢ni kiivka, uvedena na
obrazku 3.5, vyjadiuje zavislost medianu namétenych ploch piku tikagreloru na
ptislusnych koncentracich. Vysledné body byly prolozeny linedrni regresni rovnici.
Tak byl ziskan korelacni koeficient 0,9996. Vzhledem k tomu, Ze je vyssi nez 0,9990

lze vyvinutou metodu povazovat za linedrni.
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Obrazek 3.5: Kalibra¢ni kiivka tikagreloru popisujici zavislost plochy piku na

koncentraci.
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3.3.2. Mez detekce a mez stanovitelnosti

Hodnota Sumu zakladni linie byla odec¢tena z chromatogramu oxidovaného
tikagreloru a stanovena na 110,4 V. Podle rovnic 2.1 a 2.2 (strana 20) byla spocitana
mez detekce a mez stanovitelnosti. Smérnice kalibracni piimky zavislosti koncentrace
na vysce piku, m, odpovidd hodnoté 430838 pV-mmol-dm=. Mez detekce byla

stanovena na 7,68 - 10 mmol-dm™ a mez stanovitelnosti na 2,56 - 10~ mmol-dm™.

3.3.3. Opakovatelnost

Opakovatelnost vyvinuté metody byla testovana na vzorcich tikagreloru
o koncentraci 1,0 mmol-dm™ a 0,1 mmol-dm™. Kazd4 koncentrace byla mé&fena
desetkrat. Na zdklad€ naméfenych dat byla, podle rovnic 2.1 a 2.2 (strana 20),
vypocitana relativni smérodatna odchylka, s,, retenc¢nich ¢ast, vySky piku a plochy
piku, jak je uvedeno v tabulce 3.1. Nejlépe opakovatelné byly retencni Casy, nebot’ se
lisily u obou koncentra¢nich hladin pouze o 0,03 %. Plochy piku se v ptipadé nizsi
koncentrace lisily 0 0,22 %, u koncentrace 1,0 mmol-dm=o 1,41 %. Vyska piku je
nejmén¢ stabilni parametr, v piipad¢ vyssi koncentrace se liSila o 1,93 %, u koncentrace
0,1 mmol-dm~ pouze 0 0,99 %. Vzhledem k malym odchylkdm lze metodu povazovat

za opakovatelnou.

Tabulka 3.1: Opakovatelnost UHPLC metody pro stanoveni tikagreloru.

¢/ mmol-dm™ se(S) % st (h) % se () %
1,0 1,41 1,93 0,03
0,1 0,22 0,99 0,03
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3.3.4. Robustnost

Robustnost metody znaci, zda je metoda opakovatelna pfi mirn€¢ zménénych
separa¢nich podminkéch. Pti validaci metody separace tikagreloru a jeho degrada¢nich
produktti byl pozorovan vliv zmény teploty kolony, pH octanu amonného
a procentualniho zastoupeni acetonitrilu ve sloZeni mobilni faze. Tyto podminky
pusobily na roztok tikagreloru o koncentraci 1,0 mmol-dm -, ktery byl vystaven
pusobeni 3% (obj.) peroxidu vodiku po dobu 5 hodin. Namétené hodnoty pii
zménénych podminkach byly dany do poméru s hodnotami naméfenymi za ptivodnich

podminek separace

_ hodnota po zméné podminek
hodnota pti pivodnich podminkach’

3.1)

Vysledné pomeéry, x, jsou uvedeny pro tikagrelor a degradacni produkt zvlast
v tabulkéach 3.2 a 3.3. V ptipadé¢ tikagreloru byly nejvétsi odchylky od ptivodnich
podminek pozorovany pii zméné teploty. Rozdily se pohybovaly do 14 %. Odlisné
procentudlni zastoupeni acetonitrilu v mobilni fazi zptisobi odchylku od ptivodniho
stavu maximalné o 8 %. Nejméné byly ovlivnény vzorky vystavené zméné pH, v tomto
pripad¢ se parametry zménily pouze o 4 %. Celkové nejstabilnéjSim parametrem za
vSech podminek byla relativni plocha piku, faktor symetrie a retencni Cas. Retencni Cas
se odliSoval pouze v ptipadé zmény procentudlniho zastoupeni acetonitrilu v mobilni
fazi.

U degradac¢niho produktu zptsobily vykyvy teploty kolony zmény oproti ptivodnim
podminkdm maximalné do 13 %. Nejvice je to viditelné na relativni ploSe piku. Rozdil
v procentudlnim zastoupeni acetonitrilu v mobilni f4zi se projevil vii¢i pivodnim
podminkam odchylkou 6 %. Zména pH, stejné jako v ptipad¢ tikagreloru, vyvolala
nejmensi odezvu, a to odliSnost 0 4 % oproti ptiivodnim podminkdm. Stejné jako
v ptipadé€ tikagreloru byly u degrada¢niho produktu nejstabilnéjSimi parametry retencni
cas a faktor symetrie. Relativni plocha piku je v tomto ptipadé nejméné stabilni.
Nejveétsi zmeny oproti pivodnim podminkdm zpiisobilo rozdilné procentudlni

zastoupeni acetonitrilu v mobilni fazi, taktéz jako pti stanovovani tikagreloru.
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Tabulka 3.2: Robustnost méfenych hodnot pro vyvinutou metodu stanoveni tikagreloru.
Sledovan byl vliv teploty kolony, pH octanu amonného a procentudlni zastoupeni
acetonitrilu v mobilni fazi na retencni Cas, ¢, plochu piku, S, vysku piku, 4, rozliSeni,

Ri12, symetrii a faktor symetrie.

. . ) faktor
tikagrelor | &ymin  S/pV-sec A/ pVvV Srel/ %o symetrie Rio .
symetrie
Pivodni
1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
podminky
+5°C 1,00 1,06 1,14 1,01 0,89 1,09 0,96
-5°C 1,00 1,03 1,06 1,01 0,93 1,05 0,97
+2 % ACN | 0,97 1,04 1,08 1,01 0,99 1,05 1,01
-2% ACN | 1,03 1,01 1,06 1,01 0,96 1,05 0,98
pH -0,5 1,00 1,01 1,04 1,00 1,00 1,04 1,00
pH 0,5 1,00 1,01 1,01 1,00 1,01 1,03 1,01

Tabulka 3.3: Robustnost vyvinuté separacni metody pro stanoveni degradac¢niho
produktu tikagreloru. Sledovan byl vliv teploty kolony, pH octanu amonného
a procentualni zastoupeni acetonitrilu v mobilni f4zi na retencni €as, ¢, plochu piku, S,

vysku piku, 4, rozliSeni, R 2, symetrii a faktor symetrie.

degradacni . )
Iy min S/ uV-sec pv o Sl % symetrie Rin
produkt
Piivodni
1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
podminky
+5°C 1,00 0,91 0,92 0,87 1,06 1,01
-5°C 1,00 0,92 0,92 0,92 1,05 1,05
+2 % ACN 0,96 0,96 0,96 0,94 1,02 1,02
-2 % ACN 1,03 0,93 0,96 0,94 0,99 0,98
pH -0,5 1,00 0,96 0,96 0,96 0,99 0,99
pH 0,5 1,00 0,97 0,99 0,97 1,01 1,00
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3.4.Studium oxidace tikagreloru

Rychlost oxida¢ni degradace tikagreloru byla testovana na vzorcich tikagreloru
o koncentraci 1,0 mmol-dm™ v 50% (obj.) methanolu, ktery byl vystaven piisobeni 3%
(obj.) peroxidu vodiku. VSechny vzorky byly oxidovany v tepelné komote pii 50 °C
v rozmezi od 1 do 110 hodin. Prvni tfi oxidované vzorky byly méteny dvakrat a tim
byla ovéiena opakovatelnost vysledka. Diky prokdzani bezproblémové spolehlivosti
metody, nebylo uz nutné opakovat métfeni nasledujicich vzorka. Sledovéana byla
relativni plocha piku tikagreloru a degradacnich produkti.

Hlavni degradac¢ni produkt (OP3, # = 3,95 min, pomér vici tikagreloru 0,80)
vznikal v men$im mnozstvi uz béhem prvni hodiny oxidace. Z 20 % byl tikagrelor
oxidovan po 7 hodinach a z 50 % se rozpadl za pfiblizné za 18 hodin. Dale byly
pozorovany dva vedlejsi degradacni produkty. Prvni, s retencnim ¢asem 3,11 min, coz
odpovida poméru 0,64 vici tikagreloru, se zacal objevovat po 15 hodinach oxidace.
Druhy, jehoz reten¢ni ¢as byl 4,19 min a pomér 0,86 vuci tikagreloru, zacal vznikat
49 hodin po zacatku oxidace. Relativni plocha pikt téchto degrada¢nich produktt
nepiekrocila hranici 5 %. Grafické znazornéni pribéhu degradace tikagreloru, a s tim
souvisejiciho vzniku hlavniho degrada¢niho produktu, je uvedeno na obrazku 3.6.

Slepé vzorky, které byly v tepelné komote pfi stejné teploté i po stejnou dobu jako
vzorky s peroxidem vodiku, neposkytly Zadné¢ degrada¢ni produkty. Lze fict, Ze
tikagrelor je tepelné staly pfi teploté 50 °C minimélné po dobu 110 hodin.

Hlavni degradacni produkt byl identifikovan na zakladé méteni hmotnostniho
spektra tikagreloru, o koncentraci 1,0 mmol-dm~, oxidovaného 15 hodin. Degrada¢ni
produkt mél m/z 539. Tento degradacni produkt vznikl pravdépodobné hydroxylaci
6-aminoadeninu na necyklickém dusiku. Vysledny degrada¢ni produkt odpovida OP3,
zjisténym H. S. Yaye a spol., ktery jsou uvedeny na obrazku 1.4 (strana 16), vznikl
pravdépodobné stejnym zptisobem. Spole¢nym znakem s H. S. Yaye je také eluce pred
tikagrelorem. Rozdilem bylo pouziti desetkrat koncentrovanéj$iho roztoku peroxidu
vodiku. Z toho diivodu je mozZné, ze polocas rozpadu tikagreloru je v podle H. S. Yaye

7,45 h, zatimco v této praci byl stanoven na 18 h.
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Obrazek 3.6: Zavislost relativni plochy pikt tikagreloru a hlavniho degrada¢niho

produktu na dobé¢ oxidace. Modra kiivka zndzorniuje degradaci tikagreloru a ¢erné vznik

degradac¢niho produktu.
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4. ZAVER

Byla vyvinuta UHPLC metoda stanoveni tikagreloru. K separaci tikagreloru

a degradacnich produktti byla pouzita kolona Kinetex C18 100A (100 x 2,1 mm,

1,7 pm; Phenomenex, USA). Mobilni faze byla tvoiena roztokem octanu amonného

o koncentraci 20 mmol-dm  a pH 8,0 a acetonitrilem. Gradientovy program byl
nasledujici: (0-4 min: 20280 % A; 4-6 min: 80 % A; 6-6,5 min: 80220 % A;

6,5-8,5 min: 20 % A), kde A znazoriiuje procentudlni zastoupeni acetonitrilu. Retencni
Cas tikagreloru byl 4,91 min. Retenc¢ni ¢as hlavniho oxida¢niho produktu byl 3,95 min.
Dalsi dva vzniklé oxidacni produkty mély retencni €asy 3,11 min a 4,19 min. Separace
probihala pfi teploté kolony 25 °C a teploté davkovaciho zatizeni 10 °C. Latky
vyloucené z kolony byly ur¢ovany PDA detektorem. Vysledné chromatogramy byly
vyhodnocovany pfi vinové délce 295 nm.

Vyvinuta metoda byla validovana. Byla zmétena kalibra¢ni kiivka o sedmi
koncentra¢nich trovnich. Korela¢ni koeficient byl stanoven na 0,9996. Poté byla
ovéiena robustnost metody na zékladé zmény teploty o = 5 °C, zmény procentudlniho
zastoupeni acetonitrilu v mobilni fazi o = 2 % a zmény pH roztoku octanu amonného
o koncentraci 20 mmol-dm = 0 £ 0,5. Tyto podminky v riizné mite ovlivnily retenéni
¢as, plochu piku, vysku piku, relativni plochu piku, symetrii piku, rozliSeni a faktor
symetrie. Veskeré parametry se zménily o méné nez 15 %. Opakovatelnost byla métena
u vzorku tikagreloru o koncentraci 1,0 mmol-dm = a 0,1 mmol-dm . Relativni
smérodatnd odchylka byla maximalné 2 %. Mez detekce byla stanovena na
7,68 - 10" mmol-dm -} a mez stanovitelnosti na 2,56 - 10~ mmol-dm .

Tikagrelor byl oxidovéan 3% (obj.) peroxidem vodiku v klimatické komote pti
50 °C. Oxidace byla sledovéana na zéklad¢ zmén relativnich ploch pikl. Z 20 % byl
tikagrelor oxidovany po 7 hodinach. Polovina z jeho piivodniho mnoZzstvi se rozpadla
po 18 hodinach. Hlavni oxidacni produkt, s reten¢nim ¢asem 3,95 min, vznikl
hydroxylaci 6-aminoadeninu na necyklickém dusiku. Po 10 a 49 hodinach od pocatku
oxidace byly detekovéany dva vedlejsi oxidacni produkty. Jejich relativni plochy piku
nepiekrocily 5 %.
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