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Abstrakt

Tato prace se vénuje oxidacni degradaci U¢inné farmaceutické latky ticagrelor,
ktera je pouzivana spolu s kyselinou acetylsalicylovou jako prevence
proti aterotrombotickym pifihodam u dospélych pacientd. V ramci této prace byla oxidace
studovéna, jak tradi¢ni cestou pomoci peroxidu vodiku, tak nové elektrochemickym
pristupem. Oxidace byla provadéna 3% roztokem peroxidu vodiku pti 50 °C v riznych
rozpoustédlech. V ramci prace byla dale vyvinuta elektrochemicka metoda na oxidaci
ticagreloru. Tato metoda byla poté optimalizovana, aby bylo dosazeno, co nejvyssi
ucinnosti oxidace. V préaci byl také zkoumdn vliv excipienti na rychlost oxidace.
Degradacni produkty byly vyhodnocovany pomoci ultra-vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie. Struktury vSech vzniklych degradacnich produkti byly identifikovany

pomoci QDA hmotnostniho detektoru.

Klic¢ova slova: UHPLC, elektrolyza, degradacni studie, léciva



Abstract

This thesis deals with the oxidative degradation of the active pharmaceutical
substance ticagrelor, which is used together with acetylsalicylic acid as a prevention
against atherothrombotic events in adult patients. In this thesis, oxidation was studied
both in the traditional way using hydrogen peroxide and the new electrochemical
approach. The oxidation was performed with a 3% solution of hydrogen peroxide at 50 °C
in various solvents. An electrochemical method for the oxidation of ticagrelor was
developed as part of the thesis. This method was then optimized to achieve the highest
possible oxidation efficiency. The thesis also investigated the effect of excipients
on the oxidation rate. Degradation products were evaluated using the ultra-high
performance liquid chromatography. The structures of all the degradation products

formed were identified using a QDA mass detector.

Key words: UPLC, electrolysis, degradation studies, pharmaceuticals
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Seznam pouzitych zkratek a symboli

Pouzité zkratky

AIBN
ADP
API

BR pufr
DMF
DMSO
FDA

FT-IR
HPLC
LC-MS
NMR
PDA
PEEK
QDA

RP-HPLC

SIM
UHPLC

UV

azobisisobutyronitril

adenosindifosfat

ucinna farmaceuticka latka (z ang. Active Pharmaceutical Ingredient)
Britton — Robbinsontiv pufr

dimethylformamid

dimethylsulfoxid

Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv (z ang. Food and Drug
Administration)

infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (z ang. Fourier
transform infrared spectroscopy)

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie (z ang. high-performance
liquid chromatography)

kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (z ang. liquid
chromatography-mass spectrometry)

nuklearni magneticka rezonance (z ang. nuclear magnetic resonance)
detektor s diodovym polem (z ang. photodiode array detector)
polyetheretherketon

hmotnostni detektor s monokvadrupolem (Waters)

vysokoucinna kapalinova chromatografie s reverznimi fazemi (z ang.
reverse phase HPLC)

metoda indikujici stabilitu (z ang. stability indicating method)
ultra-vysokoucinna kapalinovéa chromatografie (z ang. ultra-high
performance liquid chromatography)

ultrafialovy

Pouzité symboly

A

plocha elektrody
koncentrace latky
tloustka difuzni vrstvy

redoxni potencial



~ Q= ~

Faradayova konstanta
elektricky proud
koeficient pfenosu hmoty
elektricky naboj

cas

retencni Cas

objem



1. Teoreticky uvod

1.1 Ticagrelor

Ticagrelor je bily az svétle nartzovély praSek, ktera ma molekulovou hmotnost
522,57 gmol!.  Molekulovy  vzorec  této  latky je = Ca3HasFaNeOaS.!
Néazev slouceniny dle [UPAC je (1S5,25,3R,55)-3-[7-[[(1R,2S5)-2-(3.4-
difluorophenyl)cyclopropyl]amino]-5-propylsulfanyltriazolo[4,5-d]pyrimidin-3-yl]-5-
(2-hydroxyethoxy)cyclopentane-1,2-diol.?

Patti do chemickeé skupiny cyklopentyltriazolopyrimidinil. Ticagrelor je pouZzivan
jako protidestickové 1é¢ivo, které podavano pacientim peroralnim zpdsobem.’
Tato u¢inna farmaceuticka latka (API) je soucasti 1€Civého pripravku, ktery se prodava
pod nazvem Brilique v Evropské unii a pod ndzvem Brilinta ve Spojenych statech
americkych ve form& potahovanych tablet.* Rozpustnost ticagreloru ve vodé
pii laboratorni teploté je 10 pgml!. Dale je ticagrelor rozpustny v organickych
rozpoustédlech jako je ethanol, DMSO a DMF.> Hodnoty pKa byly vypo&teny jako 12,94

(nejsilngjsi kyselina) a 2,93 (nejsilngjsi baze).® Na obrazku 1 je zndzornéna struktura

F \\‘A
\\

ticagreloru.

NH
F NZ N\\
Py W,
SN TSN
WOH
“OH

HO/\/O

Obrazek 1: Struktura ticagreloru

Ticagrelor je  prvni z  nové  tfidy  protidestiCkovych  latek,
cyklopentyltriazolopyrimidin. Podobné jako thienopyridiny je ticagrelor peroralni
antagonista P2Y 12 receptoru, ktery vykazuje protidestickové t€inky blokovanim ADP.
Na rozdil od jinych protidestickovych 1€¢iv ma ticagrelor vazebné misto odlisné od ADP,

coz z n&j &ini allosterického antagonistu a blok je reverzibilni.” Ticagrelor nevyzaduje
9



metabolickou aktivaci a tim pAdem ma rychlej§i nastup G¢inku.® Maximaélni plazmatické
koncentrace bylo dosazeno jiz po hodiné a pil.’ Je rychle absorbovan ze stiev
a jeho hlavni metabolit je tvofen pomoci enzymu cytochromu P450 typu 3A4 (CYP3A4),
a to dehydroxylaci v poloze 5 cyklopentanového kruhu.!® Tato metabolick4d pfeména

je znazornéna na obrazku 2.

F \.A F \‘A
D\‘ NH D\‘ NH
F NZ 5N N7

AN} F

[N N
o~ Ay KU N
WOH WOH

l,/OH II/OH

HO/\/O HO

Obrazek 2: Hlavni metabolické cesta ticagreloru (pievzato a upraveno z ['])

Ptipravek Brilique je podavany spolu s kyselinou acetylsalicylovou jako prevence
proti aterotrombotickym piihodam u dospélych pacientt, ktefi maji v anamnéze akutni
koronarni syndrom nebo infarkt myokardu nebo u pacientd, u kterych je velké riziko
vyvoje aterotrombotickych ptihod.!! SloZeni tablety Brilique je uvedeno v tabulce 1.

Akutni koronarni syndrom patii do skupiny onemocnéni, kam fadime naptiklad
némou ischémii myokardu, nestabilni anginu pectoris nebo srdec¢ni selhdni. Akutni
koronarni syndrom je zdravotni komplikaci, ktera je oznaCovéana jako akutni forma
ischemické choroby srdecni, po které dochazi k ndhlé zméné stavu pacienta.
Pti této formé ischémie, dojde k prasknuti aterosklerotického platu (tj. vrstvy tuku, které
se dlouhé roky usazuji na sténach cévy) a nasledné¢ dojde k ucpani krevniho feciste.
Tyto akutni formy zptisobuji kolem tietiny imrti v Ceské republice.'>!3

Lécba ve vétsin€ piipadii probihd farmakologicky a ve vaznéjSich piipadech
se pristupuje k instrumentdlnimu zpriichodnéni véncité tepny. Posledni moznosti,

jak fesit akutni korondrni syndrom, je formou bypassu.'2

Tabulka 1: SloZeni 1é¢ivého piipravku Brilique

Casti tablety Chemicka latka Hmotnost (mg)
Utinna latka:  Ticagrelor 60
Jadro tablety: ~ Mannitol 84

Dihydrat hydrogenfosfore¢nanu vapenatého 42
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Stearan hotfecnaty 2

Sodna sil karboxymethylskrobu (typ A) 6
Hydroxypropylceluldza 6
Potah tablety:  Oxid titaniCity 2,2
Polyethylenglykol 0,4
Hydroxypropylmethylcelul6za 4,4

1.2 Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie

Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC, z anglického Ultra-High
Performance Liquid Chromatography) je pomémé mladd chromatografickd metoda
poskytujici nové moznosti v kapalinové chromatografii. Prvni komer¢ni pfistroj
piedstavila firma Waters v roce 2004. Ultra-vysokotlaky systém umoznuje pouziti kolon,
které obsahuji stacionarni fazi tvofenou malymi ¢asticemi, pramér ¢astic se pohybuje
od 1,5 um do 2 um. Kolony jsou dlouhé 50 az 150 mm a vnitini primér maji vétSinou
2,1 mm. Pfistroje umoznuji pracovat s vysokymi tlaky az do 120 MPa. Oproti klasické
vysokoucinné kapalinové chromatografii (HPLC, z anglického High Performance Liquid
Chromatography) ma tadu vyhod jako je zvySeni separac¢ni ucinnosti, zkraceni doby
analyzy, zvySeni citlivosti, snizeni meze detekce a snizeni nakladii z divodu mensi
spotieby rozpoustédel. '

Jak jiz bylo zminéno vyse, UHPLC funguje na stejném principu jako HPLC, ovsem
instrumentace musela byt piizpisobena tlaku, kterého se v systému dosahuje. Vykonné
pumpy zajistuji v systému dostatecné vysoky tlak. Tomuto tlaku musi byt uzptsobeny
spojovaci materialy, které jsou vyrabény z vysoce odolnych materidlu (odolavaji taktéz
vysokym teplotdm) jako naptiklad ocel, pozlacena ocel, kombinace ocel-PEEK
(polyetheretherketon) nebo vysoce odolny PEEK. '

V UHPLC se pouzivaji stejné sorbenty jako v HPLC, tedy predevsim silikagel
nebo sorbenty na polymernim zékladég. Silikagel je mechanicky odolny a vysoce G¢inny,
ale mezi jeho nevyhody patfi limitovany rozsah pH mobilni faze, chvostovani bazickych
solutli a jeho chemicka nestabilita. V pfipad€ vyuZiti polymeru lze pracovat v Siroké
oblasti pH, polymer je chemicky stabilni a nedochazi na ném k iontovym interakcim.
Mezi jeho nevyhody patii menSi mechanicka odolnost. O spojeni obou typt sorbenti,
a tak ziskdni optimdlnich vlastnosti se pokousi technologie Hybrid Particle

Technology. '*
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V praxi existuyje mnoho UHPLC kolon ovSem nejvice jsou pouzivané
tyto stacionarni faze: C8, C8 se zabudovanou polarni skupinou (karbamatem), C18
a fenylové kolona.'*

Detekce je stejna jako u HPLC nejcastéji se pouziva UV-VIS, fluorimetricky,
hmotnostni detektor a dal$i.'® V této praci byl pouzit PDA detektor, ktery patii do skupiny
UV-VIS detektorti a snimd celé spektrum vlnovych délek v redlném case.!” Dale byl
pouzit QDA detektor jako hmotnostni detektor.

UHPLC je vhodna technika pro rutinni analyzy v laboratotich, kde se zpracovavaji
velka mnozstvi vzorkli. UHPLC ma velké uplatnéni ve farmaceutickych oborech,
pfi analyzach v potravinovych matricich a environmentalnich analyzach. V pfipadé¢,
7e chceme stanovit stopoveé koncentrace naptiklad 1éCiv, které se vyskytuji v Zivotnim
prostiedi nebo potravindch je mozné vyuzit spojeni UHPLC spojené s modernim citlivym

hmotnostnim spektrometrem. '®

1.3 Coulometrie

Coulometrie je elektroanalyticka absolutni metoda zaloZena na uplné elektrolyze.
Dochazi ptfi ni ke kvantitativni pieméné stanovované latky v roztoku disledkem
elektrolyzy, ktera probihd na pracovni elektrod€. V coulometrii je pro nds analytickou
informaci elektricky naboj, ktery je potfebny k Gplné pfeméné stanovované latky
v roztoku. Pomoci coulometrie je mozné stanovit mald mnozstvi latek s vysokou
piesnosti pii splnéni téchto podminek:

1) Zajisténi 100% proudové ucinnosti, coz znamena, ze veskery elektricky naboj,
ktery projde roztokem musi byt spotiebovdn na elektrochemickou pifeménu
analytu. K tomu, aby doslo k uplné preméné¢ analytu pfispivd oddéleni prostoru
pomocné a pracovni elektrody, volba zakladniho elektrolytu a pouziti vhodného
materidlu pracovni elektrody. Mezi pouzivané elektrodové materidly se tadi
platina, rtut’ a v této dobé& jsou oblibené riizné formy uhliku.!”

2) Konec coulometrického stanoveni by mél byt pfesné urCeny, coZ znamena,
ze by mél byt urcen okamzik, kdy je veSkera stanovovana latka kvantitativné
pfeménéna. Konec elektrolyzy je mozny u potenciostatické coulometrie zjistit
z hodnoty elektrického proudu, kdy se tato hodnota blizi nule. U galvanostatické

coulometrie je potfeba urcit bod ekvivalence.
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3) Prosly naboj Q musi byt pfesné uréen z rovnice 1:

Q=J, Idt (1)
kde QO je naboj a I; je proud v daném case. Pii potenciostatické coulometrii
se k zjiSténi naboje pouzivaji napiiklad elektronické integratory. Pokud se provadi
galvanostaticka coulometrie je potfeba méfit Cas elektrolyzy a naboj 1ze pak zjistit
Z rovnice 2:

Q=1t 2)

kde Q je néboj, I je proud a ¢ je Cas.

1.3.1 Potenciostaticka coulometrie

V této praci byla pouzita potenciostatickd coulometrie, pii které je na pracovni
elektrodé udrZzovan konstantni potencidl. Elektrolyticky proud exponencialné klesa
s Casem, cozjevsouladu subyvajicim mnoZstvim stanovované latky v roztoku.
Elektrolyza je ukoncena, kdyZ je hodnota proudu témét nulova. Plati nasledujici rovnice:

I= loe™ (3)

kde I je proud [A], I; je proud v daném Case [A], k je koeficient pfenosu hmoty
[s']atje cas [s].

Zvysit rychlost elektrolyzy lze zvySenim teploty nebo hodnoty k. Ke zvySeni
hodnoty k& dojde pii zvétSeni plochy elektrody a snizeni tloustky diftzni vrstvy,
coz v praxi znamena intenzivnéj$i michani a také zmenseni objemu elektrolyzovaného

vzorku. VSe shrnuje nasledujici rovnice:

nFADc DA
I, = 5 exp (— 7 t)

kde n je pocet vyménénych elektroni, F je Faradayova konstanta

(F =96458,31 Cmol!), 4 je plocha elektrody [m?], D je difizni koeficient [m? s™'],

(4)

c je koncentrace stanovované latky v roztoku pied zacatkem elektrolyzy [mol dm™],

J je tloustka difuzni vrstvy [m], ¥ je objem analyzovaného vzorku [m’] a ¢ je ¢as [s].

Elektrolyza za konstantniho proudu je nejii¢inngj$im zptisobem, jak provést tplnou
elektrolyzu, jelikoZ elektrolyticky proud je maximalni, a za zvolenych experimentalnich
podminek (aktudlni koncentrace stanovované latky, michani) rovny limitnimu proudu.

Ptistroj pro potenciostatickou coulometrii je sloZen z elektrolytické cely,
potenciostatu, ktery udrzuje konstantni potencial na pracovni elektrodé a elektronického

integratoru zapojeného v obvodu v sérii s ampérmetrem.”’ Pro potenciostatickou
13



coulmetrii se pouziva tiielektrodové usporaddni. Schéma zapojeni potenciostatické
coulometrie je znazornéno na obrazku 3. Pracovni elektrodou je v tomto piipade
velkoplosna elektroda, pomocna elektroda je oddélena solnym mustkem a jako referencni
se pouzivd elektroda druhého druhu (s konstantnim potencidlem), naptiklad

argentchloridova. Roztok zakladniho elektrolytu je po celou dobu méfeni promichéavan.

|
Wdroj napéti

A voltmetr
potenciostat
ampérmetr
meérna pracovni referen¢ni
elektroda elektroda elektroda

Obrazek 3: Schéma zapojeni potenciostatické coulometrie (pfevzato a upraveno z [*!])

1.4 Degradacni studie l1éCiv

Degradacni studie 1éCiv, kterd je Casto také oznaCovéna jako stresové testovani
1é¢iv, je hlavnim néstrojem pouzivaném k pfedpovidani problému se stabilitou 1€Civ.
Zahrnuje vyvoj analytickych metod aidentifikovani degrada¢nich produkti
¢i jednotlivych degradaénich drah.??> Zmény ve stabilit& 1é¢iva mohou ohrozit bezpe&nost
pacienta vytvorenim toxického degrada¢niho produktu nebo miize byt pacientovi dodana
niz8i davka nez ktera je ocekédvana. Proto je nezbytné znat profil Cistoty a chovani 1é€ivé
latky za riiznych podminek prostredi.??

Provedeni studii stability nové skupiny lékid se stalo povinnosti pfed registraci
samotného 1é¢iva. Stabilitni studie se skladaji ze stresové testovani, zrychlenych testi
a dlouhodobych testii. Do stresového testovani patii zkousky, pifi kterych se 1écivy
piipravek ¢i U¢innéd latka podrobi extrémni chemické a fyzikalni zatézi a tim dojde
k urychleni chemického rozkladu dané latky. Toto testovani se taktéz vyuziva
pro optimalizaci analytickych metod sledujicich stabilitu 1é¢iva. Tyto metody pomahaji
rozlisit sledované latky a jejich degradaéni produkty a stanovit jejich obsah v produktu.?*

14



Lécivo je vystaveno rlznym stresovym podminkdm v rtiznych c¢asovych
intervalech. Mezi stresové podminky se tfadi teplo, vlhkost, svétlo, hydrolyza vlivem
kyseliny ¢i baze nebo oxidace, ptipadné kombinace téchto podminek. Optimalni
degradace sledované API b&hem stresové studie by méla byt mezi 5 % az 20 %.% Vyssi
troven degradace je mimo rozsah pozadavk® na stabilitu.?® Degradace API zahrnuje
vytvofeni nebo zanik kovalentnich vazeb v chemickych procesech jako je oxidace,
redukce, termolyza a hydrolytické reakce.? Stresové testovani trva nejvyse tii mésice.?’

V tabulce 2 jsou zndzornény typické stresové podminky a zpiisob jejich provedeni.

Tabulka 2: Typické stresové podminky pro API a 1éCivy piipravek (pfevzato a upraveno

2 [22))
stresova zpusob provedeni API Lécivy pripravek
podminka pevny roztok/  pevny  roztok/
suspenze suspenze

Kyselina 0,1 — 1 mol dm™HCI - + - +
Baze 0,1 -1 moldm>NaOH - + - +
Oxidace  0,3% H,O: — + - +
Svétlo 1200 Lux h + + + +
Teplota 10-70°C + + + +
Vlhkost 60 —90 r.h. + — — +

Metoda indikujici stabilitu (SIM) je analyticky postup, ktery se pouziva
ke kvantitativnimu snizeni mnozstvi uc¢inné farmaceutické slozky (API) v 1éCivém
produktu v dusledku degradace. Podle pokynii FDA je metoda indikujici stabilitu
validovanym kvantitativnim analytickym postupem, ktery lze pouzit k detekci toho,
jak se stabilita [éCivych latek a 1é¢ivych produktlh méni v ¢ase. SIM presné¢ méfi zmény
koncentrace ucinnych latek bez interference z jinych produktl rozkladu, necistot
a pomocnych latek. NejrozSifenéjSim analytickym néstrojem pro separaci a kvantifikaci
necistot je RP-HPLC nejéastéji v spojeni s UV detektorem.?

Kromé stresového testovani 1é¢iv se v ramci studii stability provadi zrychlené
a dlouhodobé testy. Pii zrychlenych testech je 1éCivo ¢i léCivy piipravek kratkodobé
skladovan pfi extrémnich skladovacich podminkach mimo optimalni rozsah. Tyto testy
jsou provadény za ti¢elem urychleni chemického rozkladu nebo fyzikdlni zmény 1é¢iva

nebo 1é¢ivého piipravku.?’ Extrémnimi podminkami jsou pii téchto testech teplota
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a vlhkost. Na latky se nejcastéji ptisobi teplotou 40 °C pii 75% relativni vlhkosti,
a to po dobu minimalné Sesti mesicti. Maximalni doba trvani zrychlenych testi je jeden
rok. Vysledky zrychleného testu lze pouzit k ovéfeni stability, kdy pfipravek
je kratkodobé skladovan mimo navrzené podminky, coz mize byt napiiklad pii preprave.
Informace ziskané pfi zrychlenych testech lze nésledné pouzit ke stanoveni optimalnich
podminek skladovani.?*?’.

Dlouhodobé testy se provadi za i¢elem zjisténi doby pouzitelnosti 1é¢iva. Pripravek
je testovan v origindlnim uzavieném obalu za doporucenych podminek skladovani.
Podminky, za kterych se ptipravek bude skladovat zavisi na typu klimatického pasma.
Ceska republika spada do I. klimatického pasma, testy jsou provadény pii teploté 25 °C

a 60% relativni vlhkosti a to nejdéle po dobu az péti let.?’

Tento test by mél zachytit
pfedpokladané zmény b&hem skladovani, které by mohly ovlivnit u€innost, kvalitu
a bezpe¢nost 1é¢ivého pripravku.?*

Lécivou latku lze povaZovat za stabilni, pokud vyhovuje specifikaci za podminek
uchovavani 40 °C/75% RV po dobu Sesti mésicii a za podminek uchovavani 25°C/60 %

RV po dobu dvou let.?®

1.5 Oxida¢ni degradace

Oxidac¢ni degradace je jednim ze dvou nejcastéjSich mechanismii degradace 1écCiva.
Jsou znamy ti1 hlavni oxidac¢ni cesty pro degradaci a to radikélové iniciovana oxidace,
téz znama jako autooxidace, peroxidem vodiku zprostfedkovana oxidace a oxidace
zprostiedkovana elektronovym prenosem.?? Peroxid vodiku je nejvice pouZivan
pro oxidaci IéCivych latek, ale mohou byt pouzita i jind oxidac¢ni ¢inidla jako jsou ionty
kovil, kyslik a iniciatory radikaldi (napf. azobisisobutyronitril).?> Klasicky test
oxidativniho stresu spocivéa ve vystaveni 1é¢ivych latek peroxidim, rozpusténim 1éCiva
ve ziedéném vodném peroxidu vodiku (napt. 0,3-3% peroxidu vodiku).??

Oxidace léciv mlze byt také zplisobena expozici peroxidim, které lze nalézt
vriuznych hladinaich v nékterych pomocnych latkach (napf. polysorbaty,
polyethylenglykol a hydroxypropylceluloza). Hladiny se mohou postupem casu
v disledku autooxidacnich procesti zvySovat. Peroxidové necistoty v pomocnych latkach,
jako je naptiklad povidon maji pii skladovani tendenci se zvySovat. To mlZe omezit
pfinos pouziti pomocné latky s nizkou pocateni koncentraci peroxidu a je zavislé
na podminkach skladovéani.?® Peroxidy mohou podléhat tfem typtim oxida¢nich

chemickych reakci s 1é¢ivymi latkami:
16



Prvni moznosti je nukleofilni adi¢ni reakce, pokud se hydroperoxid nachdzi
v zésaditém prostfedi, pak se mulze peroxidovy anion chovat jako nukleofil, ktery
lze adovat na lécivou latku. Napiiklad Michaelova adice na a,Bf-nenasyceny keton

nasledovana ztratou peroxidu, kdy vznika epoxid (viz obrazek 4).

HO-O-
AT @of/\\/g . 7o

Obrazek 4: Michaelova adice na a,p-nenasyceny keton

Druhou moznosti mize byt elektrofilni vytésnovaci reakce (viz. obrazek 5).
S 1é¢ivymi latky, které maji dobra nukleofilni centra, jako jsou aminy nebo thioly, mizou
hydroperoxidy ptisobit jako elektrofily. Produktem je nakonec amin-N-oxid (pro terciarni

aminy), hydroxylamin (pro primérni a sekundarni aminy) nebo sulfoxid.
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Obrazek 5: Mechanismus elektrofilni vytésiiovaci reakce
Posledni moznosti mtize byt radikdlova reakce. Peroxid muze byt redukovan

na vice reaktivni hydroxylovy radikal v pfitomnosti kovii.*

1.6 Stabilita ticagreloru a oxidacni degradace peroxidem

vodiku

Bylo publikovano nékolik praci, které se zabyvaly degrada¢nimi studiemi
ticagreloru. Doposud se ovSem pouze dvé prace zabyvali oxidacni degradaci ticagreloru
a jen jedna z nich objasnuje struktury degrada¢nich produkti, a to v prace H. S. Yaye
akol.’! Pro praci byl pouzit 1é¢ivy pripravek Brilique obsahujici ticagrelor. Légivy
piipravek byl rozpustén ve smési acetonitrilu s vodou (50/50, v/v). Roztok ticagreloru byl
podroben hydrolyze v octanu amonném v rozmezi pH 4,0 — 9,0. Pfi téchto podminkach
se ukazal ticagrelor jako stabilni a nevznikaly Zadné degradacni produkty.

V ramci studia termolytického rozkladu byla na pracovni roztoky aplikovana

teplota 80 °C. Po 21 dnech bylo v roztoku nalezeno 45 % ticagreloru a polocas rozpadu
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byl vypocitan jako 1125 hodin. Ticagrelor lze tudiz povazovat za stabilni i vii¢i termolyze.
Vzniké jeden degradac¢ni produkt.

Pti fotolyze ticagreloru byly pracovni roztoky vystaveny ptisobeni svétla o vinové
délce 300 — 800 nm. Pii vystaveni svétlu byl poloc¢as rozpadu pouze 1,92 hodin. V tomto
pripadé dochazelo ke vzniku ¢tyt degradacnich produktt. Z toho jeden produkt byl stejny
jako v ptipadé, kdy ticagrelor byl vystaven termolytickym podminkam.

V ptipad¢ oxidacni degradace ticagreloru, kdy jako oxidacni ¢inidlo byl pouzit
peroxid vodiku o koncentraci v roztoku 0,03 % (obj.) a oxidace probihala ¢tyfi hodiny
pii laboratorni teploté, doSlo ke vzniku tfi degradacnich produkt. Polo¢as rozpadu
byl 7,45 h. Ticagrelor neni stabilni vii¢i oxidaci. Jednotlivé navrZzené degradacni cesty

jsou zobrazeny na obrazku 6.
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Obrazek 6: Vzniklé oxidacni degradacni produkty ticagreloru ((pfevzato a upraveno z Yaye
a kol.*").

Jednotlivé degradéni produkty byly identifikovany pomoci LC-MS/MS.
Degradacni produkty eluovaly pied ticagrelorem, coz naznacuje, Ze mohou byt vice
hydrofilni nez samotny ticagrelor. Prvni oxida¢ni produkt, ktery eluoval nejdiive
a jeho protonizovany ion poskytl pfesnou hmotnost 465,1698 Da odpovida

elementarnimu slozeni Ci0H23F2N¢Os'. S-dealkylaci doSlo k odStépeni propylenové
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skupiny z atomu siry, které je navdzana na adenin. Nasledné doslo k vytésnéni atomu siry
kysliku. Druhy oxida¢ni produkt odpovidd vzorci C23H29F2NeOsS™. V porovnani
s ticagrelorem obsahuje elementdrni vzorec dal$i atom kysliku. Doslo k hydroxylaci
na necyklickém dusiku, ktery je navdzan na adenin, a tak vznika derivat hydroxylaminu.
Tteti oxidacni produkt poskytl protonovany iont o m/z 555,1819, ktery odhalil pfitomnost
dalsich dvou atomu kysliku. Tento produkt je derivat arylsulfonu, ktery vznikl navazanim
dvou atomi kysliku na atom siry. Molekularni vzorce jednotlivych oxida¢nich produktt

spolu s hodnotami m/z jsou shrnuty v tabulce 3.

Tabulka 3: Naméfené m/z hodnoty oxidacnich degrada¢nich produktt a jejich molekularni

vzorce
Degradac¢ni produkt fr (min) m/z Molekularni vzorec
OoXx1 2,5 465,1698 C20H23F2NsOs"
0x2 3,5 539,1888 Ca3H29F2NsOsS™
0X3 4,2 555,1819  Ca3H20F2NsO6S™

Druha prace, ktera se vénuje oxidaéni degradaci ticagreloru, je od C. Gobetti a kol.>?

Pro praci byl rovnéz pouzity 1é¢ivy piipravek Brilique od firmy AstraZeneca. Ticagrelor
byl rozpustén v methanolu. K oxida¢ni degradaci byl pouzit 3% (obj.) peroxid vodiku
aroztok byl oxidovan dvé hodiny ve tmé. Po dvou hodinach byl vSechen ticagrelor
zoxidovan a vznikl jeden degradacni produkt.

Déle byl vzorek vystaven kyselé hydrolyze za pouziti kyseliny chlorovodikové
(c= 0,1 mol I'") a bazické za pouziti hydroxidu sodného (¢ = 0,1 mol I""). Vzorek
ticagreloru byl hydrolyzovan po dobu 24 hodin pii laboratorni teploté. Ticagrelor byl
zhydrolyzovan skoro z 60 % a vznikal jeden degrada¢ni produkt.

V ramci fotolyzy byl ticagrelor vystaven UVA a UVC lampé po dobu dvou hodin.
Pti pouziti UVA lampy nebyl pozorovan degradacni produkt, ticagrelor je tedy viici t€émto
podminkdm stabilni. Pfi pouziti UVC lampy byly pozorovany tfi degrada¢ni produkty.

Posledni stresovou podminkou, ktera byla testovana je teplota. Ticagrelor byl
vystaven teplot¢ 60 °C po dobu dvou hodin. Tyto podminky nezptisobily Zadnou
degradaci. V této praci nebyly identifikovany jednotlivé degrada¢ni produkty.
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V praci R. B. Kakdeho a kol.** byla provedena degradace za kyselych podminek.
Ticagrelor byl smichan s kyselinou chlorovodikovou v methanolu. Roztok se refluxoval
dvé hodiny pti 70 °C nasledné byl roztok ziedén methanolem a neutralizovan pomoci
hydroxidu sodného.

Ve studii byl pozorovan jeden degrada¢ni produkt a jeho struktura byla potvrzena
pomoci spektroskopickych technik (NMR, LC-MS a FT-IR). Elementarni slozeni
degradacniho produktu bylo stanoveno jako Ci4H22NsO4S a jeho hmota byla vypoctena
na 370,15 Da. Na zédkladé FT-IR bylo vyhodnoceno, Ze vSechny skupiny
jsou v ticagreloru ptitomné s vyjimkou C-F. Vznik kyselého degradacniho produktu

je zndzornén na obrazku 7.
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Obrazek 7: Vznikly kysely degradaéni produkt (pfevzato a upraveno z Kakde a kol.*).

Fotodegradaci 1é¢ivého pripravku Brilinta® se zabyval L. M. Bueno a kol.** Je znamo,
ze fotolyza je faktorem, ktery hraje dilezitou roli ve stabilité 1éCiv, zejména béhem
farmaceutického skladovani, a proto je dilezité objasnit produkty fotodegradace. Vzorek
byl podroben degradaci ptisobenim UVC zateni. Vznikly dva degrada¢ni produkty.

Na zéklad€ hmotnostni spektrometrie byly ur€eny struktury degrada¢nich produktii.
Prvni degradacni produkt vznikl N-dealkylaci s pfimym Stépenim N-C vazby na 3,4-
difluorfenylcyklopropylové skuping, hmota protonovaného produktu je 371,2573.
Tento produkt je stejny jako degradacni produkt, ktery vznikl za kyselych podminek,

struktura je zndzornéna na obrazku 8.
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Obrazek 8: Prvni fotodegradaéni produkt (pfevzato a upraveno z L. M. Bueno a kol.*)
Druhy degradacni produkt vychazi z prvniho zminéného degradacniho produktu,
kdy dochézi ke Stépeni molekuly v jejim triazolopyrimidinovém kruhu se ztratou N>

a autooxidaci. Produkt odpovida vzorci CisH20F2N4O4S™ a hmoté 341,2674. Vznik

druhého degradacniho produktu je zndzornén na obrazku 9.
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Obrazek 9: Vznik druhého degradaéniho produktu (pievzato a upraveno z L. M. Bueno a kol.**).

1.7 Elektrochemické stanoveni ticagreloru

Elektrochemickym stanovenim tacagreloru se dosud zabyval pouze M. Rizka
akol.®¥, ktery vyvinul citlivou a presnou square wave voltametrickou metodu
pro stanoveni ticagreloru. Hlavnim cilem této prace bylo studium elektrochemického
chovani ticagreloru pomoci cyklické voltametrie a chronoamperometrické techniky
pro charakzerizaci elektrochemickych vlastnosti 1é¢iva. Ticagrelor byl stanoven,

jak v podobé¢ roztoku ¢isté API v ethanolu, tak v redlném vzorku plazmy.

Elektrochemické chovani ticagreloru bylo dale zkouméano pomoci cyklické
voltametrie. Cyklicky voltamogram ticagreloru vykazoval jediny anodicky pik
pii potencialu 0,97 V. Pti zpétném skenovani nebyl pozorovan katodicky pik, coz ukazuje
nevratnou povahu elektrodové reakce. V ramci optimalizace byl zkouman vliv pH a typ
pufru. Prvnim pufrem, ktery byl vyzkousen, byl Britton — Robinsontv pufr (BR pufr),
ktery byl pouzit v rozmezi pH = 2,0 — 6,0. Potencial se posunoval k negativnim hodnotdm

pii zvysujici se hodnoté pH, coz ukazuje, Ze oxidace ticagreloru zavisi na pH. Zavislost
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potencidlu na pH naznaCuje, ze na procesu prenosu naboje se podili protonace
¢i deprotonace. Anodicky pik ziskany v rozsahu pH = 2,0 — 6,0 zacinal mizet, jakmile
se médium zacalo stavat neutrdlnim az alkalickym. To lze pfipsat snadné protonaci
thioesterové skupiny v kyselém médiu. Jako optimalni hodnota pH byla zvolena hodnota
pH=2.

Jako dal$i podpurné roztoky elektrolytu byly pouzity kyselina chlorovodikova
a kysely ftalatovy pufr o pH = 2. Bylo zji$téno, ze BR pufr vykazoval nejvyssi anodicky
proud. V ramci tohoto ¢lanku byl navrhnut mechanismus elektrochemické oxidace

ticagreloru, ktery je znazornén na obrazku 10.
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Obrazek 10: Navrhnuty mechanismus elektrochemické oxidace (pievzato a upraveno z M. Rizk

a kol.*)
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2. Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo studium oxidacni degradace ticagreloru. Tento

obecny cil zahrnuje tyto dil¢éi cile:

1) Studium vlivu pouzitého rozpoustédla na oxida¢ni degradaci ticagreloru pomoci
peroxidu vodiku.

2) Vyvinuti spolehlivé elektrochemické metody pro studium oxidacni degradace
ticagreloru.

3) Identifikace vzniklych degradaénich produkti.

4) Srovnani tradi¢ni a elektrochemické oxidace ticagreloru na zakladé vzniklych

degradacnich produkti.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie a pristroje

3.1.1 Chemikalie

Acetonitril CHROMASOLV®, pro HPLC, gradient grade > 99,9% (Honeywell, Francie)
Deionizovana voda MiliQ (Millipore, USA)

Dihydrat hydrogenfosfore¢nanu vapenatého (Zentiva, Ceska republika)

Dusiénan stiibrny, 99,8% p.a. (Lach-Ner, Ceska republika)

Hydroxid amonny, 28% p.a., LiChropur® pro LC-MS (Merck, Némecko)

Hydroxid sodny, 98% p.a. (Lach-Ner, Ceska republika)

Hydroxypropylceluléza (Zentiva, Ceska republika)

Hydroxypropylmethylcelul6za (Zentiva, Ceska republika)

Isopropanol CHROMASOLV®, pro HPLC, gradient grade > 99,9% (Honeywell, Francie)
Kyselina borita, 99,5% p.a. (Lach-Ner, Ceska republika)

Kyselina octova, 99% p.a. (Lach-Ner, Ceska republika)

Kyselina trihydrogenfosfore¢na, 85% p.a. (Lach-Ner, Ceska republika)

Mannitol (Zentiva, Ceska republika)

Methanol CHROMASOLV®, pro HPLC, gradient grade > 99,9% (Honeywell, Francie)
Octan amonny LiChropur® pro LC-MS (Merck, Némecko)

Oxid titani¢ity (Zentiva, Ceska republika)

Peroxid vodiku, 30% (Lach-Ner, Ceska republika)

Polyethylenglykol (Zentiva, Ceska republika)

Sodna stl karboxymethylskrobu, typ A (Zentiva, Ceska republika)

Stearan hotfe¢naty (Zentiva, Ceska republika)

Ticagrelor (Zentiva, Ceska republika)

3.1.2 Instrumentace a dalsi laboratorni material

Kapalinovy chromatograf Waters Acquity H-Class UPLC (Waters, USA)
Chromatograficka kolona Kinetex C18 (100 x 2,1 mm; 1,7 um), (Phenomenex, USA)
Analytické vahy 262 SMA-FR (Sartorius, Svycarsko)

Ultrazvukovy sonikator ELMA S15 (Elmasonic, Némecko)

Degradacni komora Memmert Humidity Chamber HCP 108 (Memmert, Némecko)

pH metr Jenway 3540 (Bibby Scientific, Velka Britanie)
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Mikrocentrifuga Minispin plus (Eppendorf, Némecko)

Magnetickd michacka (Thermo Scientific, USA)

Elektroda ze skelného uhliku (Metrohm, Svycarsko)

Platinova elektroda (Elektrochemické detektory, Turnov)

Argentchloridova elektroda (Elektrochemické detektory, Turnov).
Potenciostat/galvanostat model 273 EG&G (Princeton Applied Research, USA)

3.2 Priprava vzorkiu

3.2.1 Oxidace ticagreloru peroxidem vodiku

Vzorek ticagreloru (¢ =1 mmol dm™) pro oxida¢ni degradaci pomoci peroxidu
vodiku byl pfipraven navazenim piesného mnozstvi ticagreloru a rozpusSténim ve smeési
organického rozpoustédla (acetonitril, isopropanol nebo methanol) s vodou. Vzorek byl
nasledn¢ 10 minut sonikovan. Poté byl ke vzorku ptidan peroxid vodiku, a to takové
mnozstvi, aby ho v celém roztoku bylo 0,3 % (obj.). Pomér organického rozpoustédla
a vody byl ve vzorku 50/50, v/v. Nasledné byl takto ptipraveny vzorek ticagreloru vlozen
do stresové komory, kde byla nastavena teplota 50 °C. Casové intervaly pro odbér vzorku
byly tyto: 0 h; 0,5h; 1 h; 1,5h; 2h; 3 h; 4 h; 5 h; 7 h a 24 h. Pro UHPLC analyzu bylo
vzdy odebrano 0,7 ml kapaliny.

3.2.2 Oxidace ticagreloru s excipienty peroxidem vodiku

Bylo pfipraveno 10 g excipientll ve stejném procentudlnim sloZeni jako v tableté
prodavané pod nazvem Brilinta®. Procentudlni zastoupeni a jednotlivé navazky
excipientl jsou zndzornény v tabulce 4. Jednotlivé excipienty byly spole¢né

zhomogenizovany.

Tabulka 4: Procentualni zastoupeni a navazky jednotlivych excipientli na 10 g smési

Excipient Zastoupeni (%) Hmotnost (g)
Mannitol 40,58 5,714
Dihydrat hydrogenfosfore¢nanu vapenatého 20,29 2,857
Stearan hotecnaty 0,970 0,1360
Sodna stl karboxymethylskrobu (typ A) 2,898 0,4081
Hydroxypropylceluloza 2,898 0,4081

Oxid titaniCity 1,060 0,1496
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Polyethylenglykol 0,193 0,0272
Hydroxypropylmethylcelul6za 2,125 0,2993

Obsah ticagreloru v tableté Brilinta® byl 28,98 % zbytek tablety jsou jiz zminéné
excipienty.

Vzorek ticagreloru (¢ = 1 mmol dm™) s excipienty pro oxidaéni degradaci pomoci
peroxidu vodiku byl pfipraven navazenim ptesného mnozstvi
ticagreloru a dle procentudlniho zastoupeni byly k ticagreloru navazeny excipienty.
Vzorek byl rozpustén ve smési organického rozpoustédla (acetonitril, isopropanol
nebo methanol) s vodou. Vzorek byl nasledné 10 minut sonikovéan. Poté byl ke vzorku
piidan peroxid vodiku, a to takové mnozstvi, aby ho v celém roztoku bylo 0,3 % (obj.).
Pomér organického rozpoustédla a vody byl ve vzorku 50/50, v/v. Néasledné byl
takto pfipraveny vzorek ticagreloru s excipienty vlozen do stresové komory, kde byla
nastavena teplota 50 °C. Casové intervaly pro odbér vzorku byly tyto: 0 h; 0,5 h; 1 h;
1,5h; 2 h; 3 h; 4 h; 5 h; 15 h a 24 h. Po téchto intervalech byl odebran 1 ml vzorek,
ktery byl vlozen do centrifugy na 10 minut. Na UHPLC analyzu bylo vzdy odebrano
0,7 ml kapaliny.

3.2.3 Priprava roztoki pro elektrochemickou oxidaci

Elektrochemicka oxidace probihala v prostfedi octanu amonného. Zasobni roztoky
octanu amonného o koncentraci 0,5 mol dm™ a pH = 4,0; 7,0 a 9,0 byly piipraveny
rozpusténim vypocteného mnozstvi octanu amonného v deionizované vod¢. Pro Gpravu
pH byl pouzit hydroxid amonny (28%) nebo kyselina octova (99%). Pufr byl prefiltrovan
na filtracni aparatute pfes filtr Nylon 66 Membranes o velikosti porii 0,2 pm. Déle byl
v praci pouzit BR pufr, kdy jeho kyseld cast byla pfipravena smichanim kyseliny
trihydrogenfosforecné, kyseliny octové a kyseliny borité, kazdd zkyselin méla
koncentraci 0,4 mol dm™. Pfiddnim hydroxidu sodného o koncentraci 0,2 mol dm™ bylo
dosazeno pozadovanych hodnot pH = 2,0; 7,0 a 9,0.

Vzorek ticagreloru pro elektrochemickou oxidaci byl pfipraven navaZenim
ticagreloru ato, v takovém mnozstvi, aby jeho vyslednd koncentrace v roztoku byla
1 mmol dm™. K ticagreloru byl piidin octan amonny o koncentraci 0,5 mol dm?
v takovém mnozstvi, aby jeho kone¢na koncentrace v roztoku byla 50 mmol dm™.

Vzorek ticagreloru byl rozpuStén ve smeési organického rozpoustédla (acetonitril,
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isopropanol nebo methanol) s vodou, aby vyslednd koncentrace odpovidala poméru

50/50, v/v. Vzorek byl vlozen k sonikaci do ultrazvukové 1azn€ na 10 minut.

3.3 Podminky chromatografickych méreni

Stanoveni ticagreloru pomoci UHPLC bylo provedeno metodou vyvinutou
Be. Barborou Tonnerovou v ramci jeji bakalafské prace.*® Jako mobilni fize byla pouzita
smés organické a vodné slozky. Organickou slozku (slozka A) v tomto ptipadé tvofil
acetonitril a vodnou slozkou (slozka B) byl vodny roztok octanu amonného o koncentraci
20 mmol dm™ a pH = 8,0. Zastoupeni jednotlivych slozek se ménilo podle zvoleného

gradientového programu (viz tabulka 5).

Tabulka 5: Zastoupeni acetonitrilu a octanu amonného (¢ = 20 mmol dm™) v gradientovém

programu

t(min)  @a(%) @8 (%)

0 20 80
4 80 20
6 80 20
6,5 20 80
8,5 20 80

Meéieni bylo provadéno na koloné Kinetex C18 (100 x 2,1 mm; 1,7 um) od firmy
Phenomenex, pritok mobilni faze byl 0,25 ml min™', ddvkovaci objem vzorku 1 pl, teplota
kolony byla 25 °C a teplota autosampleru 10 °C. Byl pouzit detektor s diodovym polem
a jako vhodna vlnova délka byla zvolena 255 nm. D¢lka jedné analyzy byla 9 minut.

Vzniklé degradacni produkty byly identifikovdny pomoci QDA detektoru. Méfeni
probihalo v pozitivnim modu. Hmotnostni rozsah byl nastaven od 300,00 do 750,00 Da.
Hmotnostni spektrum bylo zaznamenavdno od 2 do 6 minut. Napéti kuzelu bylo
nastaveno na 15 V, teplota sondy na 600 °C a kladné a zdporné napéti na kapilaie bylo

nastaveno na 0,8 kV.

3.4 Cyklicka voltametrie

Cyklicky voltamogram byl méfen v tfielektrodovém zapojeni. Elektroda
ze skelného uhliku byla zvolena jako pracovni, pomocnou elektrodou byla platinova

ajako referentni byla zvolena argentchloridové elektroda s KCl (¢ = 3 mol dm?).
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Jako rychlost polarizace byla zvolena 100 mV s a potencidlové okno mélo rozsah 0-
1600 mV. Proméfen byl BR pufr o pH = 7,0 a roztok ticagreloru (c = 1 mmol dm™)

v desetkrat ztedéném BR pufru.

3.5 Podminky elektrolytickych méreni

Elektrochemicka oxidace byla provadéna v tiielektrodovém zapojeni. Jako
pracovni elektroda byla zvolena platinova sitka, ktera méla upraveny tvar tak, aby byla
béhem méteni cela ponotfena do roztoku. Pracovni elektroda byla pfed kazdym métenim
vyzihana v hornim redukénim plamenu kahanu. Pomocnou elektrodou byla také
platinovéa sitka, ktera byla ponofena ve 40 ml octanu amonného (c=0,2 mol dm™).
Sttibrna elektroda prvniho druhu byla zvolena jako referentni a byla ponofena v roztoku
octanu amonného (c=0,02 mol dm™) a dusi¢nanu stfibrného (¢ =0,01 mol dm™).
Jednotlivé prostory elektrod byly odd€leny solnymi mistky, které byly naplnény octanem
amonnym o koncentraci 0,2 mol dm>. Aparatura pro elektrochemickou oxidaci
je zndzornéna na obrazku 11.

Meéieni byla provadéna v roztoku o objemu 25 ml , ktery obsahoval ticagrelor
(¢ =1 mol dm™) a octan amonny (¢ = 0,05 mol dm™) ve smési organického rozpoustédla
(acetonitril, isopropanol nebo methanol) s vodou (50/50, v/v). Méteni byla provadéna
pii konstantnim potencidlu. Byly testovany tyto potencidly: 0,5 V; 0,7V; 0,9 V; 1V;
1,1 V; 1,2V; 1,3 Val,5V. Roztok ticagreloru byl michan po celou dobu experimentu
pomoci magnetické michacky. Vzdy po uplynuti dané doby elektrolyzy byl
zaznamenavan prosly naboj a nasledné proveden odbér vzorku (0,7 ml resp. 0,2 ml).

Vzorky poté byly analyzovany pomoci UHPLC.
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Pracovni Pt elektroda

PiN:180269-0002

Obrazek 11: Aparatura pro elektrochemickou oxidaci ticagreloru

Referentni Ag
clektroda
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4. Vysledky a diskuze

4.1 Oxidace ticagreloru peroxidem vodiku

Ticagrelor je latka Spatné rozpustna v Cisté vodé a je nutné ji rozpoustét ve smesi
vody a organického rozpoustédla.’ Je znamo, Ze rozpoustédlo ovliviiuje pribéh oxidace
peroxidem. V praci H. S. Yaye®! byl pouzit 50% (obj.) acetonitril a v bakalafské praci
Be. Tonnerové®® byl pouzivan 50% (obj.) methanol. Tato dvé rozpoustédla byla pouzita
1 v této préci. Jako treti rozpoustédlo pro studium vlivu rozpoustédla na pritbéh oxidace
byl zvolen isopropanol, ktery je dokonale misitelny s vodou a s peroxidem vodiku netvoti

vybusné smési.

4.1.1 Oxidace ticagreloru ve smési acetonitrilu s vodou

Oxidace ticagreloru ve smési acetonitrilu s vodou (50/50, v/v) probiha rychle
vzhledem k oxidacim v jinych rozpoustédlech, po dvou hodindch se ve vzorku nachézi
necelé jedno procento puvodniho mmnozstvi ticagreloru. Degrada¢ni produkt 1
(trr = 4,2 min) zacind vznikat po jedné hodin¢ oxidace a s postupujici dobou oxidace
jeho mnozstvi roste. Po 24 hodinéch je ve vzorku pfitomno 95 % tohoto produktu, lze
ho tedy povazovat za hlavni degradacni produkt oxidace ticagreloru. Jedna se o procenta
relativni plochy piku. Do ploch pikt byl vzdy zapocitan pik ticagreloru a jeho degradacni
produkty, pik peroxidu vodiku nebyl zafazen do vyhodnocovani. Degrada¢ni produkt 2
(tr = 3,9 min) vznika relativné rychle — po ptil hodin€ oxidace je ho ve vzorku necelych
deset procent, nicméné¢ po 4 hodinich oxidace zanika, tudiz se s nejvetsi
pravdépodobnosti jedna o meziprodukt oxidace. Degrada¢ni produkt 3 (rr = 3,1 min)
zacina vznikat po dvou hodinach oxidace a po 24 hodinach je ho ve vzorku ptitomno
zhruba 5 %. Casovy priib&h procentudlniho zastoupeni jednotlivych degradagnich

produktl je zndzornén na obrazku 12.
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Obrazek 12: Casovy pribsh oxidaéni degradace ticagreloru ve smési acetonitril/voda (50/50,
v/v).

Déle byl studovan vliv excipientll na rychlost oxidace ticagreloru. Po piidani
peroxidu vodiku za¢ind ihned dochazet k oxidaci a po provedeni analyzy smési
je ve vzorku jen zhruba 70 % ticagreloru. Po piil hodin€ uZ zde neni pfitomen viibec Zadny
ticagrelor. Degradacni produkt 1 (zr = 4,2 min) zacina vznikat také ihned po piidani
peroxidu vodiku a po pll hoding€ je ho ve vzorku piitomno pies 80 %, stejné jako
v pfedchozim ptipadé 1 zde se jedna o hlavni degradacni produkt. Degradacni produkt 2
(tr = 3,9 min), vySe zminovany jako meziprodukt zanika jiz po jedné hodin¢ oxidace.
Degradac¢ni produkt 3 (zr = 3,1 min) za¢ind vznikat také diive nez v predchozim ptipade¢,
a to jiz po pul hoding, po 24 hodinach je tohoto produktu ve vzorku kolem 10 %,
coz je o polovinu vice neZ u oxidace bez excipientll. Excipienty zvySuji rychlost oxidace,
coz je velmi atypické chovani. Moznym vysvétlenim je v ivodu zminovany vznik
peroxosloudenin z n&kterych excipienti.?’ Ubytek ticagreloru v ¢asovych intervalech
je zobrazen ve sloupcovém grafu na obrazku 13. Prekryté chromatogramy v pfitomnosti

excipientll a bez nich po 24 hodinéch jsou zndzornény na obrazku 14.
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Obrizek 13: Casovy pribéh oxidaéni degradace ticagreloru v piitomnosti excipientd ve

sm¢si acetonitril/voda (50/50, v/v).
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Obrazek 14: Chromatogramy oxidace ticagreloru ve smési acetonitrilu s vodou (50/50, v/v)
bez a s pritomnosti excipientl po 24 hodindch (3: degradacni produkt 3, 1: degradacni
produkt 1).



4.1.2 Oxidace ticagreloru ve smési methanolu s vodou

Oxidace ve smési methanolu s vodou probihd pomaleji nez ve smési acetonitrilu s
vodou. Po 24 hodinach je ve vzorku ptitomno stale ptes 50 % ticagreloru. Nedochazi zde
vibec ke vzniku degrada¢niho produktu 1 sretencnim casem 4,2 minuty, ktery byl
v piipadé pouziti acetonitrilu hlavnim degradacnim produktem. Degrada¢ni produkt 2
(tr = 3,9 min), ktery byl v predchozim ptipad¢ oznacen jako meziprodukt, je zde hlavnim
degradacnim produktem. Zac¢ina pomalu vznikat po pil hodin¢ oxidace a po 24 hodinach
ho ve vzorku je ptitomno pies 40 %. Degradaéni produkt 3 (fr = 3,1 min) zac¢ina vznikat
az po 7 hodinach oxidace ve velmi malém mnozstvi a po 24 hodinach je ve vzorku
pritomno kolem 3 %. Na obrazku 15 je zndzornén Casovy pribéh oxidacni degradace
ticagreloru, kdy mtizeme sledovat nartist jednotlivych oxida¢nich degradacnich produkta

v danych ¢asovych intervalech.
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Obrizek 15: Casovy pribéh oxidaéni degradace ticagreloru ve smési methanol/voda (50/50,

v/v).

V ptitomnosti excipientll probiha oxidace rychleji stejné jako v pifipad€ pouziti
smési acetonitrilu s vodou. Po 24 hodinéch je ve vzorku ptitomno ptes 40 % ticageloru,
¢ili o 10 % méné nez pii oxidaci bez exicipientl. Degradacni produkt 3 (fr = 3,1 min)
zacind vznikat jiZz po dvou hodinach, o pét hodin dfive nez v pfedchozim pftipadé,
po 24 hodinach je pfitomno kolem 20 % tohoto produktu. Degrada¢ni produkt 2
(R = 3,9 min) zacind vznikat také po pll hodiné¢ jako v pfipadé bez excipienti,
po 24 hodinach je ptitomno 35 % tohoto produktu, ¢ili o trochu mén¢ nez v ptedchozim
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pfipadé. Dlvodem muize byt vznik vétsiho mnozstvi degrada¢niho produktu 3
(r = 3,1 min). Na obrazku 17 je znazornén chromatogram po 24hodinové oxidaci,
kdy v pfitomnosti excipientd vznikalo o 17 % vice degradacniho produktu 3.
Na obrazku 16 je znazornén casovy prubéh oxidace ticagreloru ve smési methanolu
s vodou v pritomnosti excipientd, kde lze pozorovat nartst jednotlivych degradacnich

produktti v danych ¢asovych intervalech.
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Obrizek 16: Casovy pribéh oxidaéni degradace ticagreloru v piitomnosti excipientd ve

smési methanol/voda (50/50, v/v).
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Obrazek 17 Chromatogramy oxidace ticagreloru ve smési methanolu s vodou (50/50, v/v)
bez a s piitomnosti excipientli po 24 hodinach (3: degradacni produkt 3, 2: degrada¢ni produkt 2,
API: ticagrelor).

4.1.3 Oxidace ticagreloru ve smési isopropanolu s vodou

Oxidace ve smésiisopropanolu s vodou ma podobny pribéh jako oxidace
ve smesi methanolu s vodou, nicméné je pomalejsi. Po 24 hodinéch je ve vzorku kolem
85 % ticagreloru. Degradac¢ni produkt 3 (fr = 3,1 min) zaciné vznikat aZ po 24 hodinéch,
ato necelé 1 % (u methanolu kolem 3 %). Degradacni produkt 2 (fr = 3,9 min) zacina
vznikat po dvou hodinach oxidace, €ili o hodinu a ptl pozdé€ji nez v ptipadé methanolu,
po 24 hodinach je tohoto produktu ptitomno kolem 14 % procent (u methanolu kolem
40 %). Chromatogram oxidace ticagreloru po 24 hodinach je zndzornén na obrazku 20

a Casovy prub¢h oxidacni degradace ticagreloru na obrazku 18.
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Obrizek 18: Casovy priibéh oxidaéni degradace ticagreloru ve smési isopropanol/voda (50/50,
v/v).

Opét plati, ze oxidace v pritomnosti excipientii je rychlejsi. Po 24 hodinach
je ve vzorku ptitomno kolem 78 9% ticagreloru, coz znamend, Ze doSlo k degradaci
jeho veétsi Casti nez v pfipad¢ bez pritomnosti excipientii. Degradacni produkt 3
(trr = 3,1 min) zacind vznikat po dvou hodinach v malém mnozstvi a po 24 hodinach
je ptitomno 9 % této latky (o 8 % vice neZ v ptipadé bez excipentil). Narlst je znazornén
v chromatogramu po 24 hodinové oxidaci na Obrazku 16. Degradaéni produkt 2
(fr = 3,9 min) zacina vznikat po pul hodin€ a po 24 h je ho pfitomno kolem 12 % (méné
0 2 % nez methanolu). Opét to miZe byt z toho divodu, Ze vznikd vice degradacniho
produktu 3. Jednotlivy nardst téchto dvou degradacnich produktii je znazornén

ve sloupcovém grafu na obrazku 19.
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Obrizek 19: Casovy priibéh oxidaéni degradace ticagreloru v piitomnosti excipientd ve

sm¢ési isopropanol/voda (50/50, v/v).

0,30

H,0, API
0,25

0,20

0,15

Odezva detektoru, AU

0,10
0,05 L
0,00 ! A

-0,05

t,, min

bez excipientl s excipienty

Obrazek 20: Chromatogramy oxidace ticagreloru ve smési isopropanolu s vodou (50/50, v/v)
bez a s pfitomnosti excipientli po 24 hodinach (3: degradacni produkt 3, 2: degradacni produkt 2,
API: ticagrelor).

Na obrazku 21 je znazornén graf porovnavajici ubytek ticagreloru v jednotlivych

rozpoustédlech. Oxidace probihala nejrychleji ve smési acetonitrilu s vodou (50/50, v/v),

kdy po tieti hoding nebyl v roztoku ptitomen ticagrelor. V ¢lanku H. S. Yaye a kol.*!

bylo
pouzito stejné rozpoustédlo a po Ctyfech hodindch doslo ke vzniku tfi degradacnich
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produktii. V ramci této prace vznikaly také tfi degradacni produkty z toho jeden byl
oznacen jako meziprodukt a oxidace probihala rychleji nez je uvedeno ve zminéném
¢lanku. V pripadé pouziti smesi methanolu s vodou (50/50 v/v) bylo po 24 hodinach
pritomno ptes 50 % ticagreloru a vznikaly dva degrada¢ni produkty. V ¢lanku C. Gobetti

a kol.*

bylo jako rozpoustédlo zvolen methanol a po dvou hodinach byl vSechen
ticagrelor zoxidovan a vznikal pouze jeden degradacni produkt. Nejpomaleji probihala
oxidace ve smési isopropanolu s vodou (50/50, v/v), kdy zoxidovalo pouze kolem 15 %
ticagreloru a vznikaly opét dva degradacni produkty. V ¢lancich nebylo toto rozpoustédlo
zatim vubec pouzito. Oxidace ve smési methanolu ¢i isopropanolu s vodou (50/50, v/v)
probiha velmi podobné, vznikaji stejné dva degradacni produkty, pouze rychlost oxidace
v isopropanolu je mnohem niz$i. Rozdilny pribéh ve smési acetonitrilu s vodou (50/50,

v/v) je dany pravdépodobné tim, Ze jde na rozdil od methanolu a isopropanolu o aprotické

rozpoustédlo.
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Obriazek 21: Casovy pribéh oxidaéni degradace ticagreloru v jednotlivych rozpoustédlech.
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4.2 Elektrochemicka oxidace ticagreloru

4.2.1 Cyklicky voltamogram

Cyklicky voltamogram byl méfen z divodu ovétreni elektrochemické oxidace
ticagreloru. Na obrazku 22 je znazornén naméfeny cyklicky voltamogram, kde miizeme
pozorovat voltametrickou vlnu zptsobenou oxidaci ticagreloru v rozmezi 600-800 mV.
Z obrazku je také patrné, ze nedochazi ke zpétné redukei ticagreloru. Samotny BR pufr

nevykazuje zadnou oxida¢ni vInu, stejné jako octan amonny.>’
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Obrazek 22: Cyklicky voltamogram ticagreloru (modra kiivka) v BR pufru (Cervend kiivka)
meétfené na elektrodé ze skelného uhliku (rychlost skenu 100 mV s’1, rozsah potencialu O-

1600 mV)

4.2.2 Volba optimalniho pufru a pH

Na zékladé ¢lanku M. Rizka a kol.>* byl nejprve testovan BR pufr o hodnotach
pH=2,0; 7,0 a 9,0. V ¢lanku byla jako optimalni pH BR pufru zvolena hodnota 2,0.
Vzorky byly odebirany po 20, 40 a 60 minutach elektrolyzy. Méfeni probihala
pii konstantnim potencialu 1,10 V. Nejvice ticagreloru bylo zoxidovaného pii pH 9,0,
pficemZ se jednalo o neceld 3 % plvodniho mnoZstvi ticagreloru po 60 minutach
elektrolyzy. Pii pH 2,0 byla oxidace nejpomalejsi a ticagreloru bylo zoxidovano jen néco
malo pfes 1 %. Vzhledem ktomu, ze pii vSech testovanych hodnotach pH bylo
zoxidovéano jen velmi malé mnozZstvi ticagreloru, a to i po relativné dlouhém case, byl
na zakladé predchozi dobré zkusenosti jako dalsi pufr testovan octan amonny.>’ Pritbéh

oxidace ticagreloru v BR pufru je zndzornén ve sloupcovém grafu na obrazku 23.
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Obrazek 23: Elektrochemicka oxidace ticagreloru v BR pufru o pH =2,0; 7,0 2 9,0.

Jako dalsi pufr byl otestovan octan amonny o pH =4,0; 7,0 a 9,0. Octan amonny
byl vybran na zéklad¢ bakalarské prace Bc. Prazdkové, kdy octan amonny byl dobrym
pufrem pfi oxidaci abacaviru.’’ Na ziklad& &lanku M. Rizka a kol.*> se &ekalo, 7e pH
bude mit vliv na elektrochemickou oxidaci, a proto byly testovany rizné hodnoty pH.
Vliv pH byl testovan na vzorku ticagreloru (¢ = 1 mmol dm™) ve smési acetonitrilu
a octanu amonného (50/50, v/v), jehoZ pfesnd pfiprava je popsana v experimentalni ¢asti
(kap. 3.2.3., str. 26). Elektrochemicka oxidace pfi pouziti octanu amonného probihala
asi dvakrat rychleji nez pfi pouziti BR pufru. Vzorky byly odebirany po 10, 20 a 30
minutdch. Méfeni probihala pfi konstantnim potencidlu 1,10 V. Po tficeti minutach pti pH
4,0 doslo k oxidaci zhruba 20 % ticagreloru, coz je horni hranice pro optimalni
degradaci.?> Oxidace pti tomto pH probihala nejrychleji. Naopak nejpomaleji oxidace
probihala pfi pH 9,0, kdy po tficeti minutach bylo zoxidovano necelych 8 % ticagreloru.
Jako optimalni pufr byl zvolen octan amonny o pH 4,0. Srovnani mnoZstvi zoxidovaného
ticagreloru elektrochemickou oxidaci v octanu amonném o rtizném pH je zndzornéno

na obrazku 24.
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Obrazek 24: Elektrochemicka oxidace ticagreloru v octanu amonném o pH = 4,0; 7,0 a 9,0.

4.2.3 Volba optimalniho rozpoustédla

Pti pouziti peroxidu vodiku rychlost oxidace zavisela na pouziti rozpoustédla, proto
vramci elektrochemické oxidace byla testovana stejna rozpoustédla. Byl pouzit
acetonitril, isopropanol a methanol. Vzorek byl vzdy odebran pfed zacitkem analyzy,
dale v sedmé, desaté a patnacté minute. Potencial byl nastaven na hodnotu 1,10 V a byl
po celou dobu méfeni konstantni. Potvrzuje se, Ze nejrychleji probiha oxidace
v acetonitrilu, kdy doSlo béhem 15 minut k zoxidovani zhruba 12 % ticagreloru.
V ptipadé¢ methanolu doslo k zoxidovani 8 % a nejpomaleji probihala oxidace
v isopropanolu, kdy doslo k oxidaci pouze 5 % ticagreloru. Jako optimalni rozpoustédlo
pro dalii zkoumani elektrochemické oxidace byl zvolen acetonitril. Ubytek ticagreloru
béhem elektrochemické oxidace v jednotlivych rozpoustédlech je znazornén

na obrazku 25.
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Obrazek 25: Vliv rozpoustédla na elektrochemickou oxidaci ticagreloru.

4.2.4 Volba optimalniho potencialu

Na zaklad¢ ptedchozich vysledka bylo zvoleno jako optimalni rozpoustédlo smés
acetonitrilu s vodou (50/50, v/v) a jako optimalni pufr byl pouzit roztok octanu amonného
o pH=4,0. Posledni parametr, ktery byl v této praci optimalizovan byl aplikovany
potencial. Byly vyzkouSeny potencidly v rozsahu od 0,50 V do 1,50 V. Jednotlivé
vybrané potencidly jsou zobrazeny v grafu na obrazku 26. Méfeni bylo provadéno
po dobu 30 minut. Poté bylo odebrano 0,7 ml zoxidovaného vzorku k UHPLC analyze.
Vhodna hodnota potencialu byla zvolena 1,10 V, kdy bylo zoxidovano 20 % ticagreloru.

U vysSich hodnot probihala oxidace pomaleji a hrozil by vznik nezddoucich produkti.
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Obriazek 26: Vliv potencialu na elektrochemickou oxidaci ticagreloru.
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4.2.5 Rychlost elektrochemické oxidace

Za experimentalnich podminek, které byly vyhodnoceny jako optimdlni, byla
sledovana rychlost elektrochemické oxidace ticagreloru (¢ =1 mmol dm™). Oxidace
probihala ve smési acetonitrilu s octanem amonnym (50/50, v/v)
o koncentraci 0,05 mmol dma pH = 4,0 pfi vhodné& zvoleném potencialu 1,1 V. Vzorky
byly do desaté minuty odebirany po jedné minuté a dale uz byl casovy rozestup delsi,
posledni vzorek byl odebran ve tficaté minuté. Vzorky byly analyzovany pomoci
UHPLC. Ticagrelor elektrochemickou oxidaci poskytuje dva degrada¢ni produkty.

Degradac¢ni produkt 2 (fr = 3,9 min) bude pravdépodobné shodny s degrada¢nim
produktem ziskanym oxidaci peroxidem vodiku. Po tficeti minutach oxidace
je ho pfitomno zhruba 15 %. Druhym je degrada¢ni produkt 4 (fr = 2,8 min), ktery
pfi oxidacich peroxidem vodiku vlbec nevznikal. Vznikd v menSim mnoZstvi
nez degradacni produkt 2, po tficeti minutach jsou ve vzorku ptitomny zhruba 4 % tohoto
produktu. Po 10 minutich bylo zoxidovano 10 % ticagreloru. K 20% degradaci
ticagreloru doslo az po tficeti minutach. Rychost elektrochemické oxidace a vznik dvou
degradacnich produkt je znazornén na Obrazku 24. Oxidace ticagreloru peroxidem
vodiku ve smési acetonitrilu s vodou (50/50 v/v) probihala vyS$i rychlosti
neZ elektrochemicka oxidace. Casovy pribéh elektrochemické oxidace je znazornén

na obrazku 27.
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Obrizek 27: Casovy priibéh elektrochemické oxidace ticagreloru
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4.2.6 Vliv excipientii na elektrochemickou oxidaci ticagreloru

V dalsi ¢asti prace byl zkoumén vliv excipientli, které jsou soucasti tablety
Brilinta®, na elektrochemickou oxidaci ticagreloru. Do roztoku ticagreloru v octanu
amonném o pH = 4,0, ktery byl vyhodnocen jako optimalni bylo pfidano adekvéatni
mnozstvi pomocnych latek. Pro lepSi rozpusténi excipientd byla smés sonikovana
po dobu 10 minut. Oxidace 25 ml roztoku ticagreloru probihala za zvolenych optimalnich
podminek. Vzorky oxidovaného roztoku byly odebirdny po péti minutach,
centrifugovany a 0,7 ml supernatantu bylo odebrano pro UHPLC analyzu. Pfitomnost
excipientl zpomaluje elektrochemickou oxidaci. Po patnacti minutich je zoxidovano
zhruba o 4 % ticagreloru méné nez v roztoku bez exicipientti. Degrada¢ni produkty, které
vznikaji, jsou stejné jako v ptipad¢ bez excipientii. Porovnani elektrochemické oxidace

ticagreloru v pfitomnosti excipientli a bez nich je znazornéno na obrazku 28.
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Obrazek 28: Porovnani elektrochemické oxidace ticagreloru bez excipientl a s excipienty

4.2.7 Opakovatelnost elektrochemické oxidace
Pro méteni opakovatelnosti elektrochemické oxidace byl zvolen opét roztok
ticagreloru (¢ = 1 mmol dm™) v octanu amonném o pH =4,0. Jako vhodny &as
pro posouzeni opakovatelnosti elektrochemické oxidace bylo zvoleno deset minut,
kdy za optimalnich podminek bylo zoxidovano vzdy kolem 10 % ticagreloru. Oxidace
byla provedena celkem pétkrat a vzorky nésledné analyzovany pomoci UHPLC.
Vyhodnoceni opakovatelnosti bylo provadéno na zékladé smérodatné odchylky

a jeji relativni hodnoty. Hodnoceny byly relativni plochy piku ticagreloru. Na jejich
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zaklad¢€ byla vypoctena relativni smérodatna odchylka opakovanych elektrochemickych
oxidaci ticagreloru. Relativni smérodatnd odchylka byla vypocétena jako 1,5 %,
coz ukazuje na velmi dobrou opakovatelnost elektrochemické oxidace. Diilezité dale je,
ze stanovend RSD ma hodnotu pod 2 %, coz je povolené maximum pouzivané
ve farmaceutickych firmach. UHPLC metoda je dobie opakovatelnd, relativni

smérodatna odchylka retenénich ¢asti, vysky piku a plochy piku byla pod 2 %.3°

4.3 Identifikace degradacnich produkti

Degradacni produkt 1 (zr =4,2 min) vznikal pfi oxidaci ticagreloru peroxidem
vodiku ve smési acetonitrilu s vodou (50/50, v/v) jako hlavni degradacni produkt.
Po 24 hodindch bylo ve vzorku piitomno 95 % tohoto produktu. V dalSich dvou
zkoumanych rozpoustédlech (methanol, isopropanol) nedochazelo ke vzniku tohoto
produktu. V hmotnostnim spektru poskytoval signal o m/z = 593,27. Jedna se patrné
o derivat arylsulfonu, ktery vznikl navazanim dvou atomt kysliku na atom siry. Struktura

degradacniho produktu 1 je znazornéna na obrazku 29. Tento produkt vznikal i v ¢lanku

H. S. Yaye a kolektivu.?!
F A
D\‘ NH
F N)IN\\
o) N
\/\%)%N N,
i WOH

“/OH

HO/\/O

DP 1
Obriazek 29: Struktura degradaéniho produktu 1 (pfevzato a upraveno z [*]).

Degradacni produkt 2 (r = 3,9 min) vznikal pfi oxidaci ticagreloru peroxidem
vodiku ve smési acetonitrilu s vodou (50/50, v/v) jako meziprodukt. Nicméné vznikal
jako hlavni degrada¢ni produkt pfi oxidaci ticagreloru peroxidem vodiku ve smési
methanolu ¢i isopropanolu s vodou (50/50, v/v). V neposledni fad¢ byl také hlavnim
degradacnim produktem pfi elektrochemické oxidaci ticagreloru. V hmotnostnim spektru
poskytoval signal o m/z = 577,24. Oproti ticagreloru tento produkt obsahuje dalsi atom
kysliku. Dochézi k hydroxylaci na necyklickém dusiku, ktery je navdzan na adenin

a vznika derivat hydroxylaminu. Tento produkt vznikal také v ¢lanku H. S. Yaye
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31

a kolektivu.”” Pravdépodobnéd struktura degrada¢niho produktu 2 je zndzornéna

na obrazku 30.
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Obrizek 30: Struktura degrada¢niho produktu 2 (pfevzato a upraveno z [*]).

Degradacni produkt 3 (DP 3) (fr = 3,1 min) vznikal pfi oxidaci peroxidem vodiku
ve vSech pouzitych rozpousStédlech. Ve smési acetonitrilu s vodou (50/50, v/v)
ho bylo po 24 hodinach pfitomno 10 %, ve smési methanolu s vodou (50/50, v/v)
se jednalo o pouhd 3 % a ve smési isopropanolu s vodou (50/50, v/v) se jedné o necelé
procento. V hmotnostnim spektru byl nejintenzivnéjsi pik odpovidajici m/z = 679,64.

Tato hmota se neshoduje s zddnym v literatuie zminénym degrada¢nim produktem.

Degradac¢ni produkt 4 (DP 4) (fr = 2,8 min) vznikal pfi elektrochemické oxidaci
ticagreloru. Pfi oxidaci peroxidem vodiku nevznikal viibec. V hmotnostnim spektru byl
nejintenzivnéj$i pik odpovidajici m/z = 717,64. Tato hmota se neshoduje s zadnym
degradacnim produktem z literatury. V tabulce 6 je znazornén vznik jednotlivych

degradacnich produktii pti riiznych typech oxidace a jejich relativni retencni Casy.

Tabulka 6: Tabulka porovnavajici vznik jednotlivych degradacnich produktd pfi oxidaci
peroxidem vodiku v pouzitych rozpoustédlech ¢i elektrochemickou oxidaci a jejich relativni

retencni Casy.

Typ oxidace DP 1 DP 2 DP3 DP 4
(te1 = 0,88)  (te1 =0,81) (1 =0,65) (tret =0,58)
H20; ACN/H20 + + + —
MeOH/H,O - + + —
Iso/H20 - + + _
elektrochemicka - + — +
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5. Zavér

V prvni ¢asti diplomové prace byla studovana oxida¢ni degradace ticagreloru
pomoci peroxidu vodiku v riznych rozpoustédlech. Ticagrelor (¢ = 1 mmol dm?) byl
oxidovan 3% peroxidem vodiku (obj.) ve stresové komote pii 50 °C. Jako rozpoustédla
byla zvolena: acetonitril, methanol a isopropanol ve smési s vodou (50/50, v/v). Oxidace
byla vyhodnocovana na zékladé relativnich ploch pika.

Nejrychleji probihala oxida¢ni degradace ticagreloru ve smési acetonitrilu s vodou
(50/50, v/v), kdy po dvou hodinach bylo ve vzorku ptfitomno necelé¢ jedno procento
ticagreloru. Dochazi ke vzniku tfi degradacnich produktti (DP 1, DP 2 a DP 3), pficemz
v piipadé degradacniho produktu 2 se jednd o meziprodukt. Ve smési methanolu s vodou
(50/50, v/v) probihd oxidace mnohem pomaleji. Po 24 hodinach je ve vzorku pfitomno
pies 50 % ticagreloru. Dochazi ke vzniku pouze dvou degradacnich produkti (DP 2
a DP 3). Jako nejpomalej$i byla vyhodnocena oxidace ticagreloru ve smeési isopropanolu
s vodou (50/50, v/v). Po 24 hodinach doSlo k oxidaci pouze 15 % ticagreloru. Vznikaji
stejné degradacni produkty jako pti pouziti methanolu (DP 2 a DP 3). Tato oxidace
pravdépodobné probihd stejnym mechanismem jako v methanolu akorat mnohem
pomaleji.

Déle byl zkouman vliv excipienti na rychlost oxidace ticagreloru peroxidem
vodiku. V piitomnosti excipientli ve vSech rozpoustédlech probihala oxidace rychleji.
Ve smési acetonitrilu s vodou (50/50, v/v) neni, jiz po pul hodiné piitomen ticagrelor.
Ve smési methanolu s vodou (50/50, v/v) je po 24 hodindch zhruba o 10 % méné
ticagreloru nez v ptipad¢ bez excipientll. Ve smési isopropanolu s vodou (50/50, v/v) bylo
ticagreloru zoxidovano zhruba o 7 % vice. V piitomnosti excipientli vznikaly stejné
oxidacni degradaéni produkty jako bez nich, jen s vyssi rychlosti.

Déle v ramci této prace byla vyvinuta nova elektrochemickd metoda k oxidaci
lécivé latky ticagreloru. Jako metoda byla zvolena potenciostatickd coulometrie.
Tato metoda byla optimalizovana tak, aby b&hem kratkého Casového intervalu doslo
k zoxidovani, co nejvétsiho mnozstvi 1€¢ivé latky. Nejprve byl vybran pufr o vhodném
pH, v tomto piipad€ byl zvolen octan amonny o pH = 4,0. Jako optimalni rozpoustédlo,
kde oxidace probiha nejrychleji byla zvolena smés acetonitrilu s vodou (50/50, v/v).
Poslednim parametrem, ktery byl optimalizovan byl potencidl, kdy jako optimalni

hodnota byla zvolena hodnota 1,10 V. Za téchto optimalnich podminek byla sledovana
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rychlost elektrochemické oxidace. K 10% oxidac¢ni degradaci ticagreloru doslo po deseti
minutach. K 20% oxidac¢ni degradaci, coz je horni hranice pro optimalni degradaci, doslo
po tficeti minutach. V pfitomnosti excipienti probiha -elektrochemickd oxidace
ticagreloru pomaleji zhruba o 4 %. Opakovatelnost elektrochemické oxidace byla métena
u péti vzorkl ticagreloru (¢ = 1 mmol dm™). Relativni smérodatnd odchylka byla
vypoctena jako 1,5 %. Povolené maximum RSD ve farmaceutickych firméach jsou 2 %.
Elektrochemickou oxidaci vznikaly dva degradacni produkty (DP 2 a DP 4). Degrada¢ni

produkt 2 vznikal 1 pfi oxidaci ticagreloru peroxidem vodiku.
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