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Introduction

Au cours de trois étapes de son cycle de vie, le principe actif est régulierement
exposé a un environnement aqueux : au sein de formes pharmaceutiques liquides,
lors de son devenir dans l'organisme et/ou aprés son élimination dans

I'environnement via les eaux usées.

Tout d'abord, en termes de formulation, méme si les formes pharmaceutiques solides
sont privilégiées pour des raisons de stabilité, de manipulation et de facilité
d'administration, les formes liquides, quant a elles, présentent I'avantage de délivrer
l'ingrédient actif a I'état déja dissous ou partiellement dissous, limitant ainsi des
variations d'exposition systémique dues au processus de libération a partir d'une
forme solide. De plus, la forme liquide est plus appropriée a I'ajustement posologique
et a I'administration via d'autres voies que la voie digestive. Elle est également plus

adaptée aux patients pédiatriques et a ceux présentant des difficultés de déglutition.

Ensuite, quelle que soit la forme pharmaceutique, aprés administration, le
médicament est systématiquement exposé aux différents compartiments aqueux de
I'organisme au cours des étapes allant de sa distribution a son élimination.

Enfin, il arrive fréquemment que le principe actif soit partiellement éliminé sous forme
inchangée par le patient ce qui explique que le principe actif est susceptible d'étre
présent dans les eaux usées.

Au cours des trois étapes precédemment décrites, des mécanismes de dégradation
et/ou de métabolisation en milieu aqueux operent sur le principe actif conduisant
ainsi a des changements en matiere d'identité et de teneur du médicament.

Ces transformations impliquent une disparition partielle ou totale de la molécule mere
et, parallelement, l'apparition d'autres composés de structure plus ou moins
apparentée mais dont le profil bénéfice-risque est souvent moins bien évalué voire
reste inconnu. Cet aspect est a prendre en compte dans la mesure ou de tels
produits de transformation peuvent posséder des profils d'activité et de toxicité
différents de ceux du principe actif vis-a-vis de 'homme (Melo et al., 2014) et/ou de
I'environnement (DellaGreca et al., 2014).

Si I'on considére la premiére des trois étapes présentées ci-dessus, c'est-a-dire si
'on se place sous l'angle qualité du médicament, les risques de dégradation sont

souvent anticipés lors du développement pharmaceutique. Toutefois les conditions
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expérimentales alors appliquées ne sont pas toujours suffisamment larges pour
prendre en compte des évenements courants pouvant survenir en dehors des
conditions de manipulation et de conservation préconisées par le laboratoire
pharmaceutique. Aussi, ce n'est pas parce que le médicament se présente sous une
forme orale solide que des études de son comportement en milieu aqueux peuvent
étre exclues. Par exemple, le broyage des comprimés ou l'ouverture des gélules
suivis de la mise en suspension de la poudre sont des pratiques courantes a I'hépital.
Elles sont employées pour faciliter I'administration des formes solides chez les
patients intubés, les sujets agés présentant des difficultés de déglutition et les
enfants en bas age lorsqu’il n'existe pas de formes pédiatriques adaptées. Ces
pratiques, logiquement non anticipées par le laboratoire titulaire compte tenu de la
forme pharmaceutique revendiquée, sont de nature a remettre en cause la stabilité
du médicament et donc son rapport bénéfice-risque au moment de I'administration.
Ainsi, il a été montré que le broyage suivi de la mise en suspension du médicament
en milieu aqueux induit des incertitudes quant a la quantité de principe actif
administrée et son devenir dans I'organisme (Cornish, 2005 ; Thong et al., 2018) d'ou
l'intérét de systématiquement étudier le comportement du médicament en milieu

aqueux quelle que soit la forme pharmaceutique.

L’étude des phases relatives au devenir du médicament dans I'organisme, bien

qu'essentielle, ne fait pas partie du travail développé dans cette thése.

Si I'on examine le devenir du médicament en aval de son élimination par I'organisme,
les nombreux types de milieux aquatiques dans lesquels le polluant pharmaceutique
est susceptible d’étre transformé rendent I'évaluation du risque environnemental
particulierement complexe (Heberer, 2002). C'est pourquoi ce travail de thése se
limite volontairement a I'analyse du risque inhérent a 'emploi de procédés visant a
réduire son empreinte environnementale. Le choix s’est porté sur les procédés
d’oxydation avancée, ces procédés étant souvent particulierement efficaces pour
dégrader des polluants rémanents et résistants aux traitements conventionnels, mais

présentant le risque de générer des produits toxiques (Schrank et al., 2004).

Face au besoin d’élargir la connaissance des processus de dégradation en solution,
une premiére étape a consisté a déterminer quels principes actifs paraissaient les

plus pertinents a étudier. Le premier critere retenu a été celui de l'absence de
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données relatives au processus de dégradation du principe actif ou de principes
actifs qui lui sont apparentés d’un point de vue structural. En effet, il fallait s’assurer
gue I'étude menée contribue a enrichir 'espace des connaissances scientifiques. Un
second critere a été I'importance de 'activité pharmacologique du principe actif, un
composé a haute activité pharmacologique étant susceptible d’induire des effets
néfastes lors de sa dégradation.

Répondant a ces deux criteres de choix, les études relatives au devenir en solution
de deux principes actifs de la classe des nouveaux anticoagulants : I'apixaban et
'argatroban, ainsi que d'un principe actif cytotoxique, le pémétrexed, ont été
réalisées. Les trois études illustrent les travaux a mener dans le cadre de I'évaluation
du devenir du principe actif en solution aqueuse dans des situations d’écarts de

conservation, de manipulation et d’élimination.

La premiére étude a eu pour objet le devenir en solution aqueuse de l'apixaban,
principe actif actuellement commercialisé sous forme orale solide, afin d’offrir des

données pouvant aider au développement de formes pharmaceutiques liquides.

La seconde étude avait trait a mettre en évidence les mécanismes de
photodégradation de I'argatroban et a évaluer le potentiel toxique des produits de
dégradation pour apporter des données nécessaires au choix de procédés capables

de réduire la photodégradation de I'argatroban et son impact sur les patients.

Enfin, dans un contexte autre que le contexte pharmaceutique, une étude de
dégradation du pémeétrexed par photocatalyse via un procédé d'oxydation avancée a
été réalisée afin d’évaluer si ce procédé pouvait étre utilisé pour réduire I'impact

environnemental de ce composé potentiellement trés toxique.

Les deux premiers chapitres du manuscrit ont pour objet de préciser le contexte des
études (chapitre 1), puis d’expliquer les approches analytiques et théoriques choisies
(chapitre 2). Les trois chapitres suivants exposent les travaux menés dans le cadre
de la caractérisation des processus de dégradation de I'apixaban, de I'argatroban et
du pémétrexed ainsi que pour I'évaluation des impacts pharmaceutiques et/ou

environnementaux de leurs transformations.
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CHAPITRE 1 : DEGRADATION DU PRINCIPE ACTIF EN MILIEU
AQUEUX ET CONSEQUENCES POTENTIELLES







1. Aspects fondamentaux de la dégradation en milieu aqueux

1.1. Aspects thermodynamique et cinétique

La réaction de dégradation d'un principe actif (PA) en présence d'un réactant
conduisant au produit de dégradation (DPi) peut s’écrire, dans le cas simple ou les
coefficients stcechiométriques sont égaux a 1 :
PA+réactant ->DPi + autres produits de réaction,

les autres produits de réaction étant constitués des parties du principe actif et du
réactant qui ne se retrouvent pas dans DPi. La thermodynamique nous indique que
pour que la réaction de dégradation précédente conduisant a DPi puisse se dérouler
a la température T, sa variation d’enthalpie libre AGi(T) doit étre négative. AGi(T)
peut étre déterminée si I'on connait a la température T les valeurs des enthalpies
libres molaires de toutes les espéces qui interviennent dans la réaction.

La condition thermodynamique AGi(T)< 0 est une condition nécessaire pour que le
produit de dégradation puisse se former mais n’est pas suffisante. Des
considérations cinétiques sont aussi a prendre en compte. Ainsi, la vitesse Vi de la
réaction de formation de DPi doit permettre de le produire, dans une durée
acceptable, en quantité telle qu’il puisse étre observé. La constante de vitesse k de

la réaction peut étre déterminée a partir de la loi d’Arrhenius :

B

k= Ade &
avec A : facteur de fréquence prenant en compte la fréquence des collisions et les
effets stériques ; E, : énergie d’activation en J.mol™ ; R : constante des gaz parfaits
en J.K".mol" ; T : température en K.
Au total, des considérations de thermodynamique et de cinétique devraient permettre
de prévoir les réactions conduisant a la formation effective des produits de
dégradation.
Mais cette approche se heurte a une difficulté importante : la connaissance des
valeurs des grandeurs thermodynamiques et cinétiques en jeu. Cela tient a deux
raisons principales. D’une part, ces valeurs sont difficilement accessibles car elles

ont trait non pas a des corps purs mais a des mélanges en solution : la dégradation



Chapitre 1 : dégradation du principe actif en milieu aqueux et conséquences potentielles

du principe actif doit étre examinée dans les conditions dans lesquelles il est utilisé
ou dans lesquelles il sera rejeté dans I'environnement. D’autre part, les molécules de
principe actif sont des molécules complexes renfermant généralement plusieurs
dizaines de liaisons. Aussi, le nombre d’espéces susceptibles de se former dans les
réactions de dégradation est trés élevé du fait du nombre important de ruptures de
liaisons dans le principe actif et de reformations.

Pour les raisons qui précédent une approche expérimentale, fondée sur la
caractérisation structurale des produits de dégradation a été préférée a I'approche
prédictive, formelle, fondée sur de seules considérations thermodynamiques et
cinétiques.

Pour que I'approche expérimentale soit développée en cohérence avec ce qui est
susceptible de survenir en solution, cette approche doit étre construite a partir des
situations rencontrées dans le cycle de vie du principe actif. Elle doit aussi prendre
en compte I'état de connaissance existant sur les mécanismes de dégradation pour
déterminer une approche expérimentale appropriée. Ces aspects mécanistiques
seront développés dans le paragraphe suivant.
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1.2. Processus de dégradation

1.2.1. Hydrolyse

Les processus d’hydrolyse des principes actifs sont décrits en détail dans la revue
(Waterman et al., 2002a). D’apres les auteurs, la majeure partie des cas d’hydrolyse
des principes actifs sont la conséquence de la présence d’un carbone électrophile
relié a un groupe qui peut facilement partir. Ainsi, les composés contenant un groupe
carbonyle constituent I'essentiel des composés hydrolysables (figure 1, d’aprés
Waterman et al., 2002a). Il existe aussi d’autres types de composés hydrolysables
dont une partie est rapportée dans la figure 2 (d’aprés Waterman et al., 2002a).

i
H™ + OM -
+ “._IH-’ R - e t
L OH

Figure 1 : schéma d’hydrolyse de composés.
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Figure 2 : groupes fonctionnels de principes actifs susceptibles de subir une

hydrolyse

1.2.2. Processus d’oxydation radicalaire

Les processus d’oxydation radicalaire par réaction en chaine consistent en une

séquence de phases initiant, propageant et terminant la réaction (Waterman et al.,

2002b).
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Phase d’initiation

L’initiation consiste en I'obtention de radicaux. A I'obscurité un radical peut se former

par la rupture homolytique d’une liaison, en général d’une liaison C-H.
PaH étant le principe actif, la réaction d’initiation est du type : PaH + O, — Pa’+ HO,'
Phase de propagation

Une fois que le radical initiant la réaction (Pa’) est formé, les réactions suivantes

peuvent se produire :

Pa’+ O>->Pa0Q0O’

PaOO’ + PaH -> PaOOH + Pa’

Phase de terminaison

Elle correspond a la disparition de radicaux par réaction de deux radicaux entre eux :
Pa'+Pa’->Pa-Pa

Pa'+PaOO’->PaOOPa

PaOO +Pa00O’->Pa00-0O0Pa->PaO0OPa+0,
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1.2.3. Processus d’oxydation en présence de contaminants

Les excipients ajoutés au principe actif sont susceptibles de contenir des peroxydes
et/ou des traces de métaux qui provoquent des réactions supplémentaires
(Waterman et al., 2002b).

Réactivité des peroxydes

e Les peroxydes peuvent réagir avec des insaturations du principe actif par
addition nucléophile. Par exemple les cétones a,B3-insaturées réagissent avec

un peroxyde en milieu basique selon I'addition de Michael (figure 3)

0 o
3 B o
N L L <IHs
1 2 3
R30OH
®
BH
B R300H
®
7 BH

’Q)J\ R300°

1,

Figure 3 : réaction d’addition de Michael d’apres (Lu et al., 2008).

e Les principes actifs a centre nucléophile (amines et thiols par exemple)
peuvent facilement réagir en présence de peroxydes, en formant pour les
amines tertiaires un amine N-oxyde, pour les amines primaires et secondaires

une hydroxylamine, et pour les thiols un sulfoxyde.
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e En présence d’'ions métalliques, les peroxydes sont des réactifs permettant la
formation de radicaux hydroxyle lors de la réaction de Fenton (cf. infra). Le
radical hydroxyle est un oxydant trés puissant (E°=+2,81V).

Réactivité des métaux/catalyse

Comme nous I'’évoquerons davantage dans la partie relative a la réactivité de
'oxygéne, les réactions entre I'oxygéne a I'état fondamental (état triplet) et une
molécule de principe actif (état singulet) sont cinétiquement trés peu favorables car
les deux molécules ont des spins différents (McClure, 1949).

Des catalyseurs métalliques permettent de faciliter I'oxydation du principe actif. lls
interviennent en réduisant I'oxygéne en espéces radicalaires trés réactives : l'ion

superoxyde O2" et le radical hydroxyle HO'.

Par exemple, en présence du métal M la réaction suivante est susceptible

d’intervenir, PaH étant le principe actif :
O+ M -> O +M™

02"+ PaH-> PaO,H"

PaO,H"+M™"-> PaOo,H+M

La réaction de Fenton, au cours de laquelle 'ion Fe?* céde un électron au peroxyde
d’hydrogéne conduit a la formation d’'un radical hydroxyle HO- (Pignatello et al.,
2006) :

F82+(aq) + H202 — F63+(aq) + OH_(aq) + HO
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1.2.4. Processus de dégradation du principe actif sous irradiation lumineuse

La lumiére peut interagir avec le principe actif ou les excipients et engendrer des
réactions a l'origine de la dégradation du principe actif (Baertschi et al., 2013). Ces
réactions sont rendues possibles par des transferts électroniques ou énergétiques.

Le diagramme de Jablonski (figure 4) rend compte de l'interaction entre la lumiére et
la matiere et des différents transferts susceptibles de survenir entre les niveaux
énergétiques. Ces transferts permettent d’interpréter les phénomeénes pouvant

induire la dégradation du principe actif :
- processus de photolyse directe : le principe actif absorbe les radiations,

- processus de photolyse indirecte, qui concerne le cas ou les excipients absorbent

les radiations et interagissent ensuite avec le principe actif,
-processus comportant de la photolyse directe et de la photolyse indirecte.

Conséquences de l'interaction lumiéere-matiere : diagramme de Jablonski

Singlet excited stales

e Vibrational
_ -1:' AT relaxation
i 3 conversion
h-. [ X /f
3 'y
% 4 7 “-‘/l Triplet exened state
& h 'Y s
g ' .
=1 E L o
3 -‘Tﬁ 3 I 1
£ 7 ol A
5 ! ! [mersysiem i
= Fluorescence Siaciina For |
| T e ]
Absorplion Phosphorescence
i [ i1
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| L] ¥ I
, | 3 Wb 112 b
Ground | ¥ -ﬂ_fcli;;x'gﬁng .
state. S, | (il ]
x b v

Figure 4 : diagramme de Jablonski.

Dans le diagramme (figure 4), I'état fondamental de la molécule est singulet

(multiplicité de spin égale a 1), ce qui est la situation la plus fréquente.

La notation « S, » renvoie a un niveau d’énergie n dans lequel la molécule est dans

un état singulet. La notation « T, » renvoie a un niveau d’énergie n dans lequel la

28



Chapitre 1 : dégradation du principe actif en milieu aqueux et conséquences potentielles

molécule est dans un état triplet (multiplicité de spin égale a 3). Lors d’un retour a
I'état fondamental singulet Sy, la durée de vie d’un état triplet excité est généralement
bien plus longue que celle d'un état singulet excité. Cela a pour origine un
changement de la multiplicité de spin dans la transition T -> Sy alors que la
multiplicité est inchangée dans la transition S1 -> Sp. En pratique, la possibilité de
former un état triplet qui a plus de temps pour interagir est donc a considérer.

Une radiation de longueur d’onde spécifique peut interagir avec un électron d’'une
molécule et induire une excitation : I'électron est porté a un niveau d’énergie plus
élevé. Dans le diagramme ci-dessus, la radiation induit une excitation : I'électron

passe du niveau fondamental singulet Sp a un état excité singulet S1 ou S..

Ces états excités sont métastables et I'électron perd de I'énergie pour retrouver son

état fondamental par différentes transitions énergétiques qui peuvent étre (figure 4) :

- radiatives : émission de fluorescence correspondant a la transition Si->Spou de
phosphorescence correspondant a la transition T1->S,,

- non radiatives : relaxation vibrationnelle, conversion interne, conversion

intersystéeme.
Photolyse directe

Dans ce cas, le principe actif (PA) absorbe directement 'UV-A et/ou le visible ce qui
entraine son excitation (formation de PA*, réaction (1)) qui peut induire les réactions

suivantes :

PA + hv — PA* (état S;) (1)

PA* — produits de dégradation (2)

PA*+PA*— PA™ + PA™ (3)

PA” ou PA* +autre molécule — autres radicaux (4)

PA” ou PA™ +autre radical— produits de dégradation (5)

PA* — PA* + chaleur (conversion interne S»->S1 ou conversion intersysteme S1->T+)

(6)
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PA* — PA+ hv' (S1->S, fluorescence) (7)
PA* — PA+ hv" (T1-> So phosphorescence) (8)
PA*+excipient — PA + excipient* (transfert d’énergie) (9)

La réaction (2) : réarrangement électronique interne et la succession des réactions

(3), (4) et (5) conduisent a I'obtention de produits de dégradation.

Les réactions (6), (7), (8) et (9) permettent de perdre de I'énergie sous forme

thermique ou lumineuse et sont en compétition avec la photodégradation.

Ainsi, un principe actif qui absorbe de I'énergie lumineuse peut ne pas étre dégradé
car il peut perdre de I'énergie sous forme radiative ou transférer de I'’énergie a un

excipient.
Photolyse directe en présence de dioxygene

Le dioxygéne, molécule ubiquitaire, peut réagir avec des composés excités ou des
radicaux formés et conduire & des espéces trés réactives : le dioxygéne singulet 'O

et I'anion superoxyde O,".

En réagissant avec le principe actif, ces deux espéces amenent des voies
supplémentaires de dégradation du principe actif en présence de lumiére.

*Réactivité du dioxygéne singulet

Contrairement a la plupart des composeés, I'état fondamental du dioxygéne est un
état triplet. En effet, a I'état fondamental, en respect de la régle de Hund, les deux
orbitales occupées les plus énergétiquement élevées sont chacune occupées par un
électron de méme spin. Le spin global S a pour valeur +1 et la multiplicité de spin

2S+1 vaut 3, indiquant la présence d’un état triplet noté 32‘9.

Dans les états excités, les électrons ont des spins opposés de sorte que le spin
global S est nul. La multiplicité de spin 2S+1 vaut 1. Les états excités notés 'X*, et

'Ag, sont donc des états singulets (figure 5).
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Figure 5 : diagramme des orbitales moléculaires des différents états du

dioxygene.
Le dioxygene a I'état singulet est trés réactif (DeRosa, 2002) car :

- s’agissant d’un état excité le retour a un état plus stable, I'état triplet, se traduit par

une libération d’énergie

- s’agissant d’un état singulet, si 'oxygéne réagit avec une autre molécule, la somme
des spins sera plus faible que si c’était I'état triplet qui réagissait. Cette réaction est
donc favorisée par rapport a celle pouvant survenir lorsque le dioxygéne est a I'état

triplet.

*Réactivité de I'anion superoxyde

L’anion superoxyde O," est formé par transfert d’'un électron d’'un radical au
dioxygéne. C’est un précurseur de nombreux radicaux libres, tels que le radical
hydroxyle HO’, qui peuvent réagir trés facilement avec le principe actif ou les

excipients en solution (Hayyan et al., 2016).
Photolyse indirecte

Dans ce cas, un excipient ou une impureté A-B absorbe dans I'UV-A et/ou le visible,
ce qui induit la formation d’espéces réactives qui peuvent ensuite réagir suivant les

différentes réactions ci-dessous :

A-B +hv — A-B* (1)
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A-B* - A'+B (2)
A’ ou B'+ 0, — A-OO’ ou B-OO’ (3)
A-OQO’ ou B-OO' + Principe actif — Produits de dégradation (4)

A-B est une molécule susceptible d’absorber dans 'UV-A et/ou le visible, de s’exciter
(1). La liaison A-B peut se rompre pour former les radicaux A’ et B* (2). Ces radicaux
sont capables de réagir avec I'oxygéne moléculaire ce qui conduit a la formation de

radicaux peroxyle (AOO’ ou BOO') (3) qui peuvent dégrader le principe actif (4).
Photolyse directe et indirecte dans un médicament, en I'absence d’oxygéne

Les deux processus peuvent se dérouler simultanément pour un médicament
contenant un principe actif (D) et un excipient (E) absorbant tous les deux dans le
domaine de I'UVA-visible, comme cela est résumé sur le schéma ci-dessous (figure
6). Dans ce cas, en plus de la dégradation par photolyse directe (i), le principe actif
est susceptible d’interagir avec I'excipient qui peut jouer un réle (figure 6) :

- photoprotecteur, lorsqu’il est a I'état fondamental E : en tant que filtre, (ii) ce qui
empéche la dégradation du principe actif ou en tant qu’extincteur « quencher » en

facilitant le retour du principe actif a I'état fondamental (iv),

- inducteur, a I'état fondamental E, de la dégradation du principe actif en réagissant
avec le principe actif excité D* (v),

- inducteur, a I'état excité E*, de la dégradation du principe actif a I'état fondamental
D en transférant de I'’énergie au principe actif directement (iii et vii) ou aprés

formation d’intermédiaires radicalaires (vi).

32



Chapitre 1 : dégradation du principe actif en milieu aqueux et conséquences potentielles

Products
, D
i e B

E—>
! D\i”_ W R—24 products
| iii
E

B .
D—\r D= —'r- Products

ey

E

Products
E

Figure 6 : Réactivité du principe actif D en présence de lumiére et d’excipient E.

Processus de dégradation photocatalytique

Un autre phénoméne susceptible de survenir au cours du cycle de vie du principe
actif est sa dégradation par des phénomenes photocatalytiques.

La photocatalyse d’'un composé organique se déroule suivant la séquence :
— adsorption du substrat organique a la surface du catalyseur,

— photoexcitation du photocatalyseur,

— transfert de charge entre le catalyseur et le substrat.

Lorsqu’'un composé est dissous dans de l'eau, les particules de catalyseur sont
recouvertes de groupements hydroxyle ou de molécules d’eau physiosorbés qui
induisent I'adsorption de substrats organiques par interactions faibles

électrostatique, hydrophobe, liaison hydrogéne.

En milieu aqueux, deux catégories de processus de dégradation peuvent survenir
sur le catalyseur :

- la dégradation directe du composé organique par oxydation par intervention des
lacunes électroniques, h* et/ou réduction par intervention des électrons,

- la dégradation du composé organique par des espéeces tres réactives par exemple
le radical hydroxyle ‘OH et I'ion superoxyde O, qui sont formées par oxydation de

'eau (1, 2) et/ou réduction de I'oxygene (4).
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h*+ H,0 — H*+ "OH (1)
2 h++2 HQO—>2 H++ H202(2)
H.O, — 2 "OH (3)

e +02— 027(4)
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2. Dégradation du principe actif aux différentes étapes de son cycle
de vie

2.1. Dégradation du principe actif au sein du médicament

Aprés sa synthese, le principe actif est généralement sous forme pulvérulente. La
production de médicaments étant réalisée dans un contexte maitrisé, le responsable
du site de production met en place une stratégie de contréle et un suivi des
parametres affectant sa dégradation, de sorte que le principe actif est trés peu
dégradé pendant la fabrication du médicament. En revanche, toutes les étapes
suivantes jusqu’a ce que le principe actif se retrouve dans I'organisme sont moins
bien maitrisées. Les conditions de conservation et d’administration peuvent fluctuer
de fagon conséquente et étre a l'origine de la dégradation du principe actif dans le

médicament.
2.1.1. Dégradation en solution en cours de conservation

L’influence de l'eau et de la température sont a examiner avec une attention
particuliere, eu égard notamment aux conditions de conservation trés variables en
fonction des zones climatiques. L’'oxygéne moléculaire étant un réactif ubiquitaire,
difficile a éliminer et susceptible de réagir avec les excipients polymériques
(polysorbates, povidone, polyéthyléne glycol) en générant des peroxydes, son impact
et celui des radicaux générés sont donc a étudier en profondeur (Ha et al., 2002).

D’autres réactions peuvent survenir en raison de la présence d’excipients et de leurs
impuretés. Par exemple, certains excipients tres employés, comme les oligo ou les
polysaccharides (lactose, amidon) ont des propriétés réductrices. La fonction
aldéhyde de ces excipients est susceptible de réagir avec les acides aminés
primaires et secondaires selon la réaction de Maillard (Fg and Vm, 1989).

Au total, en cours de conservation, les processus majoritaires de dégradation sont
ceux discutés dans les paragraphes 1.2.1., 1.2.2. et 1.2.3. a savoir I'hydrolyse et les
réactions d’oxydoréduction. En effet, 'exposition a la lumiére est généralement tres
réduite car les solutions sont protégées par un conditionnement secondaire

(emballage carton ou autre) et sont généralement conservées a I'obscurité.
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2.1.2. Dégradation en cours d’administration: la problématique des

médicaments injectables

Les solutions de principes actifs sont généralement administrées per os (solution
orale) ou par voie parentérale (solution injectable). Dans le cas d’une solution
injectable, une solution ou une poudre de principe actif est diluée ou dissoute dans
un contenant plastique renfermant un solvant (solution aqueuse contenant 0,9% de
NaCl ou 5% de glucose en fonction des cas). Le contenant plastique étant en
général transparent, en plus des processus précédemment mentionnés, le principe
actif est susceptible de subir une dégradation sous l'action de la lumiére. D’autre
part, au cours de la préparation des solutions injectables, de I'air et donc de
'oxygéne peut étre introduit dans le conditionnement final. Pour les médicaments
injectables, et d’autant plus pour ceux reconnus comme photosensibles, une étude
approfondie des processus de dégradation par photolyse en présence d’oxygene est
nécessaire.

En cours d’administration, par rapport aux conditions de conservation, les processus
de dégradation supplémentaires a étudier sont ceux discutés dans le paragraphe 1.-
2.4. : processus de dégradation du principe actif sous irradiation lumineuse avec, en
principe, une faible contribution des processus photocatalytiques.
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2.2. Dégradation du principe actif éliminé dans I’environnement

2.2.1. Devenir du principe actif dans I’environnement

Le devenir du principe actif dans I'environnement est d’évaluation complexe car les
systémes et les eaux qu’il rencontre sont tous indirectement liés (figure 7). Il dépend
notamment de ses propriétés physico-chimiques qui sont trés diverses, expliquant sa

tendance a se concentrer ou a étre éliminé par certaines matrices.

Dans une vision simplifiée, les principes actifs utilisés en médecine humaine peuvent
étre éliminés directement sous forme inchangée ou sous forme de métabolites dans
I'urine ou les féces qui vont ensuite partir au tout-a-I'égout. Les eaux du tout-a-I'égout
subissent généralement une étape de traitement dans les stations d’épuration et sont
rejetées dans une riviere ou dans un fleuve qui diffusent parfois dans les eaux
souterraines. Pour les médicaments a usage vétérinaire, les principes actifs sont
éliminés directement ou sous forme de métabolites, et aboutissent dans les eaux
souterraines sans prétraitement. Dans les deux cas, le rendement d’élimination des
stations d’épuration ou des processus survenant dans les boues étant variable, mais
rarement total, les principes actifs ou leurs produits de dégradation, souvent nommeés
produits de transformation dans le domaine des sciences de I'environnement,
pourront se retrouver dans les eaux souterraines ou ils sont susceptibles d’induire

des dommages sur la faune et la flore aquatiques et contaminer les eaux de boisson.
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Figure 7 : devenir du principe actif aprés administration (issu de I’article

PhA3010 des techniques de I’'ingénieur).
2.2.2. Dégradation du principe actif dans I’environnement aquatique

Dans les eaux de surface, les principes actifs sont soumis aux variables
environnementales suivantes : acido-basicité du milieu, exposition solaire et

présence de composés dissous, qu’ils soient de nature organique ou inorganique.

De nombreuses études relatives aux processus de transformation des principes
actifs utilisés a des fins de médecine humaine ou vétérinaire ont été publiées. Les
prochains paragraphes ont pour objectif de donner quelques exemples de classes
thérapeutiques et de processus de dégradation bien décrits.

Les principes actifs présentant des fonctions facilement hydrolysables sont par
essence sensibles a des pH extrémes, mais aussi a une température élevée. La
cinétique de rupture de la liaison sulfonamide des principes actifs de cette classe
thérapeutique (sulfachlorpyridazine, sulfadimethoxine et sulfathiazole) a ainsi été
étudiée (Biatk-Bielinska et al., 2012).

Comme cela a été indiqué dans la partie relative a la dégradation des principes actifs

dans le médicament, les principes actifs ou d’autres substances qui présentent une
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absorption a des longueurs d’onde supérieures a 300 nm (cut off des radiations
solaires parvenant a la surface terrestre) sont susceptibles d’absorber une certaine
quantité d’énergie émanant des radiations solaires. lls peuvent alors convertir
I'énergie qu’ils absorbent en passant a un état excité. Cet état excité peut engendrer
la formation d’autres especes réactives (radicaux) ou d’autres especes dans un état
excité. Les radicaux/especes excitées ainsi formés vont étre principalement a

I'origine de la dégradation du principe actif.

Les antibiotiques de la famille des cyclines et des fluoroquinolones, qui présentent
une absorption élevée dans le domaine de I'UV-visible ont ainsi été trés étudiés et

sont des exemples de dégradation par photolyse directe (Sturini et al., 2012).

Des exemples de dégradation induite par des processus de photolyse indirecte

médiée par des espéces dissoutes dans I'eau sont aussi décrits.

Ainsi, pour I'atorvastatine, il a été démontré que la dégradation environnementale du
principe actif provenait essentiellement de la présence de matiere organique
dissoute réagissant avec la lumiere en formant des espéces réactives (Lam and
Mabury, 2005).

Des phénomeénes combinés peuvent aussi exister. Il a ainsi été démontré que la
présence d’'ions hydrogénocarbonate favorise la dégradation du méthotrexate (Lai et
al., 2017).

39



Chapitre 1 : dégradation du principe actif en milieu aqueux et conséquences potentielles

2.3. Dégradation du principe actif par exposition aux conditions de

traitement des eaux usées

Le développement et I'optimisation de procédés visant a dégrader rapidement et
efficacement les principes actifs constituent un secteur de recherche particulierement
intense. Les processus artificiels d’élimination du principe actif dans I'environnement
ont fait 'objet d’'une revue (Ahmed et al., 2016.).

On distingue ainsi les procédés conventionnels, couramment utilisés, des procédés
non conventionnels, en cours d’évaluation. Les procédés conventionnels font appel a
des processus physiques et biologiques de dégradation : charbon activé, réacteurs a
microalgues et boues d’épuration. Ces procédés sont parfois inefficaces pour
permettre la dégradation de certains composés organiques et sont treés variables en
termes de rendement (Yang et al., 2017).

Pour cette raison, de nouvelles techniques de traitement des eaux ont été
proposées : les procédés non conventionnels. lls regroupent des procédés
chimiques de coagulation et/ou produisant des stress oxydants forts (Deng and
Zhao, 2015) ainsi que des procédés physiques, reposant sur des techniques de
filtration ou d’osmose inverse. Les procédés d’oxydation avancée ont été définis par
Glaze en 1987 (Glaze et al., 1987). Il s’agit de procédés pour traiter 'eau a une
température et une pression proches des conditions ambiantes, avec pour objectif
d’obtenir des rendements élevés d’élimination par oxydation poussée pour les
polluants difficiles a oxyder méme en utilisant 'ozone qui est un des réactifs les plus

employés a cette fin.

Les techniques d’oxydation avancée envisagées sont nombreuses. De fagon
générale, ces techniques induisent la formation de radicaux hydroxyle a partir
d'ozone, de peroxyde d’hydrogéne, d’oxygéne ou d’autres composés en utilisant un
procédé chimique, photochimique ou catalytique. Les principaux procédés sont
présentés dans la figure 8.
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Figure 8 : procédés d’oxydation avancée (issu de I'article W2702 des

techniques de I'ingénieur).

Les procédés photocatalytiques : des procédés durables d’élimination par
oxydation avancée

Parmi I'ensemble des procédés non conventionnels, les procédés d’élimination par
photocatalyse ont fait I'objet d’'une attention particuliere car ils permettent une
dégradation rapide et peu colteuse des composés organiques (Prieto-Rodriguez et
al., 2012). La photocatalyse est basée sur I'aptitude d’'un catalyseur solide de type
semi-conducteur a convertir I'énergie photonique en énergie chimique. Un semi-
conducteur a une structure de bandes caractérisée par deux séries de niveaux

d’énergie :

- une premiére série constituée de niveaux d’énergie tres proches correspond a la

bande de valence relative aux liaisons entre atomes,

- une seconde série de plus haute énergie constitue la bande de conduction du semi-
conducteur.

La différence d’énergie (dénommeée gap) entre la bande de valence occupée par des
électrons et la bande de conduction électroniquement vacante est un parametre
critique de la réactivité du semi-conducteur. En effet c’est elle qui fixe la valeur de
I'énergie photonique permettant de provoquer la transition d’un électron de la bande
de valence vers la bande de conduction et, par conséquent, la formation d'une

lacune électronique (h*) au niveau de la bande de valence.
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Mais le systéme ainsi constitué est instable en raison de I'apparition de charges de
signes opposés dans la bande de valence et dans la bande de conduction aprés
exposition & un stress lumineux. Les phénoménes de recombinaison sont trés faciles
et s’Taccompagnent d’'une émission de chaleur. Comme la dégradation des principes
actifs que I'on veut éliminer est issue de réactions initiées par la formation de lacunes
électroniques et d’électrons, le développement de photocatalyseurs limitant les

phénoménes de recombinaison fait I'objet de recherches intenses.
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3. Conséquences potentielles de la dégradation

3.1. Sur le plan pharmaceutique

La dégradation du principe actif induit une perte en principe actif qui peut
occasionner une moindre efficacité du traitement pour le patient. Elle entraine aussi
I'apparition de produits de dégradation parfois toxiques. Quelques exemples de cas
rapportés sont ainsi décrits ci-dessous.

Chez I'hnomme, un des premiers cas rapportés est celui de la tétracycline, dont le
produit de dégradation, formé par épimérisation du principe actif, entraine un
syndrome d’atteinte rénale réversible (Frimpter et al., 1963). De facon plus
impressionnante, la dégradation de la pethidine induit la formation de composés

responsables d’un syndrome parkinsonien irréversible (Quaglia et al., 2003).

D’autres cas sont décrits chez des modeles animaux ou cellulaires. Il a été démontré
que I'oxydation et la photodégradation de I'ibuproféne conduisent a la formation de

composés présentant une toxicité pour les fibroblastes (Castell et al., 1987).

En plus de ces études, dans lesquelles une toxicité des produits de dégradation a
été établie, d’autres cas rapportés démontrent par des approches informatiques que
certains produits de dégradation présentent une toxicité potentiellement supérieure a
celle du principe actif (Patel et al., 2015 ; Devrukhakar et al., n.d. ; Pinheiro et al.,
2017).

Ces résultats laissent présager que I'état de connaissance actuel de I'impact des
produits de dégradation sur 'homme et I'animal est encore trés restreint, et que des

études complémentaires sont a mener a ce sujet.

L’accés a l'information structurale des produits de dégradation permet non seulement
de mieux comprendre les voies de dégradation, ce qui peut conduire a limiter la
dégradation de la substance active, mais également d’anticiper certains impacts de

la dégradation en termes de sécurité.

Etant donné la complexité des mécanismes a I'origine de la toxicité, il est de plus en

plus difficile d’établir un modele physiologique permettant de prédire la toxicité de

43



Chapitre 1 : dégradation du principe actif en milieu aqueux et conséquences potentielles

chaque produit de dégradation sur chaque systéme physiologique. De plus, le colt
des études in vivo et in vitro peut étre élevé et peu compatible avec I'évaluation
systématique de composés traces ou ultra traces. En outre, ces études nécessitent
la synthése et la purification des composés a étudier, ce qui peut étre a l'origine de
dépenses contrairement aux études in silico qui ne nécessitent que I'achat d’'un

ordinateur et d’'un logiciel (Dearden, 2003).

Avec l'avénement des méthodes de synthése a haut débit de composés
chimiquement définis, des approches ont été développées pour déterminer les
parameétres pharmacocinétiques et la toxicité de principes actifs candidats a un
développement pharmaceutique. Ces approches dénommeées in silico reposent sur
des logiciels et exploitent des bases de données. Les approches in silico font
maintenant partie intégrante des étapes précliniques de développement
pharmaceutique (Benfenati, 2016).
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3.2. Sur le plan environnemental

L’élimination environnementale du principe actif inchangé induit une exposition des
especes au contact avec le principe actif et, a terme, avec les produits issus de sa
dégradation.

En ce qui concerne le principe actif inchangé, il ne fait aucun doute que sa présence
dans I'environnement peut avoir des impacts environnementaux tres significatifs.
Une revue publiée dans le journal Science of the Total Environment compile
quelques exemples (Pal et al., 2010). L’'un d’eux, dramatique, est celui de la quasi
extinction de trois especes de vautours en Asie du Sud par exposition a du
diclofenac contenu dans le foie des cadavres d’anes, les fievres de ces derniers
étant largement traitées par ce principe actif (Green et al., 2007). La féminisation des
poissons par les agents perturbateurs endocriniens tels que les agents contraceptifs
et certains additifs plastifiants est une source d’inquiétude majeure (Ankley et al.,
2009). D’autres composés a haute activité pharmacologique sont susceptibles
d’engendrer des effets délétéres méme a des doses trés faibles. D’aprés certains
auteurs, il est urgent d’évaluer I'impact de l'activité génotoxique des anticancéreux
sur la faune et la flore ainsi que l'impact de leurs produits de dégradation (Toolaram
et al., 2014).

En ce qui concerne les produits issus de la dégradation du principe actif, des revues
indiquent que ceux-ci peuvent présenter une toxicité pour les espéces aquatiques
plus grande que le principe actif lui-méme (Yin et al., 2017 ; Fatta-Kassinos et al.,
2011). A titre d’exemple, dans des situations environnementales simulées, en
solution aqueuse et en présence de lumiére, le diclofenac forme des produits de
dégradation conduisant a une solution aqueuse jusqu’a 6 fois plus toxique que la
solution initiale envers I'espéce chlorophyte unicellulaire Scenedesmus vacuolatus
(Schmitt-dansen et al., 2007). De méme, il a été démontré que des produits de
dégradation de la tétracycline formés sous I'action de la lumiére sont plus toxiques

que la tétracycline elle-méme (Jiao et al., 2008).

C’est dans ce contexte, et compte tenu du faible rendement d’épuration des
procédeés d’élimination conventionnels, que des procédés d’oxydation avancée sont

en cours de développement.
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Les procédés d’oxydation avancée permettent de dégrader les principes actifs en
peu de temps et avec un coGt réduit. lls constituent donc des méthodes
prometteuses pour limiter la présence de principes actifs inchangés dans

I'environnement.

Cependant, l'obtention des especes réactives utilisées dans les procédés
d’'oxydation avancée nécessite un emploi dénergie. Cette consommation
énergétique peut soulever des problématiques environnementales aussi est-il
nécessaire de développer des procédés permettant de générer des especes
réactives en utilisant le moins d’énergie possible. C’est pour cette raison que des
travaux sont réalisés afin de définir des conditions et/ou de développer des

matériaux composites permettant d’augmenter les rendements d’épuration.

De plus, lorsqu'on emploie ces procédés, un autre aspect a évaluer est la toxicité
des composés issus de la dégradation du principe actif par ces procédés. En effet,
des phénoménes d’augmentation de la toxicité de la solution ont été décrits dans le
cas de I'emploi de procédés d’oxydation avancée. Par exemple, au cours de I'emploi
d’'un procédé de photocatalyse visant a dégrader la doxorubicine, Calza et al ont
démontré que certaines solutions étaient plus toxiques pour Vibrio fischeri que la
solution initiale de principe actif (Calza et al., 2014). Des résultats similaires ont été
retrouvés lorsque une solution d’aciclovir est exposée a des procédés
photocatalatytiques (An et al., 2015). Des approches in silico ont conduit au méme
résultat : il est possible que des produits de dégradation soient plus toxiques que le
principe actif dont ils sont issus (Trawinski and Skibinski, 2017).

L’anticipation de I'impact des produits de dégradation doit faire partie intégrante du

développement et du choix des conditions d’emploi de ces procédés.
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4. Conclusion

Dans ce chapitre, les processus de dégradation majoritaires du principe actif en
solution aqueuse ont été décrits. lls ont ensuite été rapportés a chacune des étapes
qui constituent le cycle de vie du principe actif en solution.

Les processus de dégradation du principe actif induisent une perte de principe actif
et la formation de produits de dégradation. Que ces processus soient de facon
involontaire a 'origine de la dégradation du principe actif avant son administration ou
employés pour limiter la présence du principe actif dans I'environnement, ils sont
susceptibles d’avoir des conséquences néfastes pour le patient et pour tous les

organismes qui y sont exposés.

Pour cette raison, la caractérisation des mécanismes de dégradation du principe actif
et I'évaluation de I'impact des produits de dégradation, que ce soit dans un contexte
de développement pharmaceutique ou de limitation de l'impact environnemental,

sont essentielles.
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1. Choix méthodologiques

Une réflexion sur les performances analytiques nécessaires pour parvenir a I'objectif
fixé constitue une étape indispensable pour obtenir des données expérimentales ou
théoriques suffisantes. Un examen des performances analytiques (sensibilité,
spécificité et capacité a quantifier les analytes) en fonction des étapes du processus
de caractérisation des produits de dégradation et d’évaluation de leurs impacts est

proposeé.

La mise en évidence des produits de dégradation nécessite une méthode d’analyse
apte a détecter les produits de dégradation formés et a discriminer le signal de
chaque produit de dégradation et du principe actif. Cette méthode doit aussi
permettre de suivre leur augmentation et leur diminution. Parmi les techniques
couramment employées et disponibles, ces performances analytiques peuvent étre
obtenues par le couplage de techniques de chromatographie liquide (LC) avec une
détection fondée sur la spectroscopie UV-visible, ou la spectroscopie de masse
(MS). Ces approches par couplage ont donc été privilégiées.

L’élucidation structurale nécessite I'obtention de signaux spécifiques qui permettent
de proposer une structure univoque, et ce, méme pour des produits a I'état de traces.
Comme cela sera discuté par la suite, le couplage LC-HRMS" (couplage avec un
spectrometre de masse haute résolution avec emploi de gaz de collision) répond a
ces besoins analytiques.

Cependant, la connaissance des composés métastables et des espéces réactives
formés de durée de vie trés limitée (de I'ordre de la fentoseconde pour les états
excités) ne peut reposer sur une méthode expérimentale dont le temps d’analyse
excede la durée de vie de ces especes. Les couplages LC-UV ou LC-HRMS
(couplage avec un spectrometre de masse haute résolution sans emploi de gaz de
collision) ne peuvent donc étre utilisés dans ce cas. Pour cette raison, une approche
théorique ab initio a été choisie pour caractériser les processus a courte durée de

vie.

Pour ce qui est des impacts toxicologiques, les éléments a évaluer dépendent du

moment du cycle de vie du médicament que I'on souhaite étudier.
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Par exemple, dans le cadre de la demande d’autorisation d’'un médicament, la
mutagénicité des produits de dégradation et des impuretés est un aspect qu’il est
obligatoire d’évaluer (guideline ICH M7). Pour documenter cet aspect, en cas
d’absence de données expérimentales, cette ligne directrice recommande I'emploi

d’'une approche informatique.

Les approches d’évaluation d’écotoxicité pour les organismes vivant dans I'eau
reposent sur des méthodes permettant d’évaluer la toxicité globale des composés en
utilisant des modeles prédictifs de ce qui pourrait survenir sur des especes
aquatiques de taille similaire/ayant la méme place dans la chaine alimentaire (méme
niveau trophique). C’est ainsi que des approches expérimentales et informatiques ont
été congues pour évaluer la toxicité globale des composés sur les différents niveaux
trophiques cellulaires (différentes espéces d’algues), pluricellulaires (différentes
espéces de daphnies) et organismes de grande taille (plusieurs poissons).

Pour évaluer le potentiel toxique des processus de dégradation sans avoir recours a
I'expérimentation animale, des approches informatiques (in silico et ab initio) et in
vitro ont donc été employées en fonction des objectifs.
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2. Dégradation en conditions de stress

2.1. Lignes directrices : rappels

Dans le cadre de la demande d’autorisation de mise sur la marché d’un médicament,
afin de mettre en évidence les voies de dégradation du principe actif, la ligne
directrice ICH Q1A R2 (ICH Guideline, 2003) indique que le médicament doit étre
exposé a des conditions de stress hydrolytique, thermique, photolytique et oxydant.
Cependant, en dehors des conditions de stress photolytique explicitées dans la ligne
directive ICH Q1B (ICH Guideline, 1996), il n’existe pas de recommandations
spécifiques fixant les conditions d’exposition vis-a-vis des autres facteurs a explorer,
ni de recommandations sur les approches analytiques a employer. L'intensité des
conditions de stress et la durée d’exposition sont donc a déterminer par
I'expérimentateur et ce, en fonction des objectifs prédéfinis, des risques identifiés et

des moyens disponibles (Alsante et al., 2003).

Des recommandations sur I'’évaluation du devenir environnemental sont aussi
données dans le cadre de la mise sur le marché du médicament dans le texte
«guideline on the environmental risk assessment of medicinal products for human
use». Ces reglementations préconisent d’étudier le devenir du principe actif en milieu
agueux en aérobiose et en anaérobiose, milieu aqueux dans lequel sont ajoutées
des espéces ayant des potentiels redox définis. Néanmoins, toutes ces conditions
préconisées ne permettent pas d’obtenir I'ensemble des mécanismes de dégradation
potentiels des principes actifs. Par exemple elles ne permettent pas d’anticiper le
devenir du principe actif aprés 'emploi de procédés d’oxydation avancée. (Ahmed et
al., n.d.). La encore, les conditions de stress vont donc dépendre de ce que

I'analyste souhaite évaluer et/ou mettre en évidence.
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2.2. Conditions expérimentales utilisées

2.2.1. Dégradation chimique en solution

Les réactions d’hydrolyse sont généralement catalysées par des bases ou des
acides. Les conditions d’acido-basicité du milieu doivent étre choisies afin de
permettre la plupart des réactions d’hydrolyse des différents états d’ionisation du
principe actif. Les études de dégradation forcée se font ainsi généralement en milieu
aqueux a pH 1 (acide chlorhydrique 0,1 mol.L™") et a pH 13 (hydroxyde de sodium 0,1
mol.L™"). Mais, la solubilité du principe actif en milieu aqueux dépendant de son état
de charge qui est fonction du pH de la solution, il est possible que le principe actif
soit insuffisamment soluble pour évaluer son hydrolyse en milieu aqueux (Alsante et
al., 2003). Pour cette raison, il est d’'usage d’avoir recours a de I'acétonitrile ou a du
méthanol comme co-solvant. Néanmoins, le méthanol étant susceptible d’induire des
attaques nucléophiles, il est préférable d’utiliser I'acétonitrile réputé plus inerte. Ce
dernier peut cependant induire des époxydations en milieu basique et en présence
de peroxydes (Payne et al., 1961).

La dégradation des médicaments sous I’action de la température répond souvent a la
loi d’Arrhenius (Waterman, 2009), avec une énergie d’activation généralement
supérieure & 50 kJ.mol™. Il est donc d’'usage de considérer que si I'on conserve un
médicament pendant 1 mois a 80°C on simule a minima sa dégradation apres 24
mois de conservation a 25 °C. Toutefois, un chauffage de la solution a des
températures élevées peut induire la formation de produits de dégradation différents.
Par exemple lorsque le Cefaclor® a été exposé a 85 °C les produits de dégradation
etaient différents de ceux obtenus a température ambiante (Dorman et al., 1997).

La sensibilité aux oxydants d’'un principe actif peut étre évaluée en I'exposant au
peroxyde d’hydrogéne. Les solutions doivent parfois étre préparées a des pH
différents pour s’assurer que tous les états d’ionisation sont testés (Jung et al.,
2009). Ces essais doivent se dérouler a 25°C et a I'obscurité pour éviter la formation
de radicaux hydroxyle responsables de réactions concurrentielles (Zang and
Farnood, 2005).

54



Chapitre 2 : approches méthodologiques

2.2.2. Photodégradation en milieu aqueux

L’évaluation de la photodégradation en milieux aqueux dépend elle aussi de I'objectif
poursuivi. Par exemple, s’il s’agit d’évaluer le devenir en condition solaire simulée
(norme ID 65 et guideline ICH Q1B), le recours a une lampe a spectre continu
normalisé est a envisager. La chambre QSUN test (utilisée dans nos essais de
photolyse directe) fait partie des instruments couramment employés dans ce type

d’expérimentation car ses filtres permettent de reproduire le spectre solaire selon la
norme ID65 (figure 9).
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Figure 9 : spectre UV-visible émis par I’appareil QSUN et spectre UV-visible de
la norme ID 65.

Le fabricant de cet appareil propose des durées d’exposition permettant d’obtenir
des conditions répondant a la norme ICH Q1B (tableau 1).

Tableau 1 : caractéristiques des lampes et durée d’exposition a choisir pour
obtenir une exposition correspondant a la norme ICH Q1B.

Set Point @420 nm | UV Irradiance | llluminance | Test Duration | UV Dosage Visible Light
(300-400nm) Dosage
0.62 W/m? 28.3 W/m? 504 kix 24 hours 673 W-hr/m? 1.21 milllon lux-hr
1.10 Wim®* 49.7 Wim? 89.5 kix 13.5 hours 671 W-hefm?® | 1.21 milllion lux-br
1.47 Wim® 66.5 W/im® 119.6 kix 10 hours 665 W-hr/m® | 1.20 million fuxhr

Afin d’évaluer I'impact du contenant des solutions (verre de type 1) employé lors des

études d’exposition, son spectre UV-visible a été obtenu en placant des échantillons
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de ce verre dans un spectrométre UV-visible. Au-dela de 280 nm le coefficient

d’extinction molaire n’était pas différent de celui du vide.
2.2.3. Photocatalyse en milieu aqueux

Pour les conditions de photocatalyse, le dioxyde de titane (TiO.) sous forme de
nanoparticules et de qualité P25, matériau composite constitué de 80% de forme
rutile et de 20 % de forme anatase (Ohno et al., 2001), a été choisi.

En effet, parmi 'ensemble des photocatalyseurs existants, le dioxyde de titane (TiOy)
sous forme de nanoparticules et de qualité P25 est I'un des plus utilisés a cause de
son efficacité importante dans la dégradation de composés organiques (Carp, 2004).

Cela s’explique par :

- sa composition : I'association rutile et anatase permet d’obtenir une synergie
d’activité : la différence d’énergie entre la bande de valence et la bande de
conduction est faible. La valeur de I’énergie a mettre en ceuvre pour obtenir un
électron et une lacune électronique est donc réduite si bien qu’une radiation
UV-visible (aux alentours de 360 nm) peut permettre d’induire des processus
de photocatalyse (Sudha and Sivakumar, 2015).

- ses caractéristiques microscopiques qui lui conferent une bonne surface
disponible (Ohno et al., 2001) et donc une capacité élevée a dégrader les
composeés sorbés.
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3. Analyse structurale

3.1. Séparation chromatographique

Les produits de dégradation étant des substances apparentées au principe actif et
minoritaires par rapport a ce dernier, il est nécessaire d'utiliser une méthode

séparative performante pour les discriminer.

Qu’il s’agisse d’hydrolyse, d’oxydation, ou de réaction radicalaire, la plupart des
réactions impliquées dans la dégradation du principe actif s’accompagnent d’un
réarrangement, d’'une perte ou d’'une oxydation de groupements. Ces changements
induisent des modifications des propriétés physico-chimiques, notamment de
polarité, qui peuvent étre utilisées pour la séparation des produits de dégradation.
C’est pour cette raison que le phénoméne de partage a été mis a profit en employant
des systémes de chromatographie liquide a haute performance (CLHP).

Les phases stationnaires avec un greffage alkyle (C18) sont a préférer, au moins
dans un premier temps. En effet, ces phases stationnaires ont de bonnes
performances pour des composés dont le coefficient de partage octanol/eau (P) est
tel que log P est compris entre -1 et 5, ce qui est en général le cas des principes
actifs. Aussi elles sont les plus employées et constituent plus des deux tiers des
phases utilisées sur la période 2008-2012 pour la séparation des produits de
dégradation de principes actifs (Jain and Basniwal, 2013). La modification du pH de
la phase mobile peut améliorer la rétention de certains composés, comme cela est le

cas de ceux qui présentent des fonctions acide carboxylique.
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3.2. Couplage chromatographie liquide et spectrométrie de masse
multiniveaux a haute résolution (LC-HRMS")

Ces derniéres années ont vu I'émergence d'un nombre important de travaux
montrant la performance du couplage CLHP-HRMS" dans la caractérisation des
produits de dégradation de principes actifs dans un contexte pharmaceutique (Attia
et al., 2016 ; Bhandi et al., 2016 ; Lei et al., 2017) ou environnemental (Segalin et al.,
2015 ; An et al., 2015 ; Trawinski and Skibinski, 2017). En effet, ce couplage permet,
dans la plupart des cas, d’acquérir des données suffisamment caractéristiques pour

établir la structure des substances apparentées au principe actif.

Ce niveau d’information sur la structure, apporté par les spectrometres a haute
résolution, repose d’'une part sur le déploiement du processus de fragmentation a
multiples niveaux des ions a caractériser et d’autre part, sur leur aptitude a confirmer
la nature des ions produits et des pertes neutres par la mesure directe ou indirecte
de leur masse exacte (cf.infra). L'accés a la masse exacte conduit a cibler la
composition élémentaire des ions analysés et des pertes neutres.

La méthode de détection voit sa performance augmenter quand elle est couplée a
une méthode séparative, en l'occurrence la chromatographie liquide a haute
performance, a condition que la composition de la phase mobile soit compatible avec

le fonctionnement de l'interface de couplage utilisée.
En effet, 'apport de la séparation en amont est utile pour (Niessen and Tinke, 1995) :

- I'étude des composés isobares présents dans le mélange,

- l'obtention d’informations supplémentaires sur les propriétés physico-
chimiques (estimation du coefficient de partage en chromatographie a polarité
de phases inversée) des produits étudiés via leur rétention chromatographique
relative ce qui contribue, dans une certaine mesure, a leur élucidation
structurale,

- améliorer la détection des substances apparentées a I'état de traces, dont la
détection peut étre rendue difficile par le signal du principe actif qui sature le

spectrométre de masse.
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L’ensemble des caractéristigues analytigues du couplage CLHP-HRMS" explique
donc que cette méthode soit celle de choix pour I'’étude de substances apparentées
dans le domaine pharmaceutique, en agro-alimentaire et en science de

I'environnement (Pedrouzo et al., 2011 ; Petrovic et al., 2007).
Intérét de ’analyse en mode haute résolution

La définition IUPAC de la résolution en spectrométrie de masse est le rapport entre
la masse m de l'ion étudié et Am, Am étant la largeur du pic du signal de l'ion. La
largeur Am peut étre mesurée a 50%, 5% ou 0,5% de la hauteur du pic. D’aprés
'ITUPAC (Ni¢ et al., 2009), la résolution doit de préférence étre déterminée en
mesurant Am a mi-hauteur (50%). La largeur Am a mi-hauteur est notée par
'acronyme 'FWHM' (Full Width of the peak at Half its Maximum height). Dans le cas
d’'une mesure de Am a mi-hauteur on considére que la résolution est élevée
lorsqu’elle est supérieure a 10 000, basse dans le cas contraire (Lacorte et al., 2015).

En spectrométrie de masse, I'exactitude relative est le plus souvent calculée et

exprimée en partie par million (ppm) suivant cette formule :
Exactitude relative = 10° x (masse mesurée-masse théorique)/masse théorique

La résolution élevée des spectrometres de masse combinée a I'emploi de calibrants
de haute pureté confére aux mesures une exactitude relative faible en valeur
absolue.

Sous réserve que la calibration ait bien été effectuée, la résolution des spectrometres
de masse permet d’obtenir des valeurs d’exactitude relative de I'ordre du ppm pour la

masse des fragments (Lacorte et al., 2015).

Le nombre de formules brutes possibles est fonction de la masse mesurée et de
I'exactitude relative. La figure 10 donne un ordre de grandeur du nombre de formules
brutes possibles en fonction de I'évolution de ces deux paramétres. Lorsque
'exactitude relative est faible en valeur absolue, le nombre de formules brutes
diminue significativement. Cela peut permettre d’une part de faciliter le travail de
I'analyste en limitant le nombre de structures possibles et, d’autre part, d’apporter

une meilleure confiance dans l'attribution de la structure des ions précurseurs et des
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fragments et donc dans I'élucidation structurale du composé étudié (Bart Emary and
Zhang, 2013).
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Figure 10 : nombre de formules brutes possibles en fonction de I'exactitude
relative et de la masse mesurée exprimée en dalton (Bart Emary and Zhang,
2013).

Une résolution élevée en spectrométrie de masse est obtenue par I'emploi de
spectrométres de masse a haute résolution. L’intérét relatif des différents
spectrométres de masse haute résolution utilisés en couplage avec la

chromatographie liquide est discuté dans la partie suivante.
Spectrométres de masse a haute résolution

Les capacités de résolution des spectrometres a haute résolution sont étroitement

liées a I'analyseur.

Trois analyseurs permettent de réaliser des acquisitions en haute résolution avec un
couplage avec la chromatographie liquide : I'analyseur a temps de vol (Time of Flight,
ToF), 'orbitrap et I'analyseur a résonance cyclotronique (Milman, 2015). L’emploi de
ce dernier étant trés anecdotique, il ne sera pas comparé aux deux autres
analyseurs.

Trois grandes caractéristiques different entre les spectrometres de masse a haute
résolution existants : la gamme de masse étudiable, la FWHM et la possibilité de
réaliser différents niveaux de fragmentation.
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Pour les spectrométres a analyseur orbitrap, la résolution est de 100 000 pour une
plage du rapport m/z entre la masse m et la charge z du fragment allant de 50 a
4 000. Avec ces analyseurs il est possible de réaliser des fragmentations multi-
étapes (HRMS"). Dans le cas d’un analyseur ToF, la résolution est de 60 000 pour
les appareils les plus sophistiqués, pour une plage de m/zde 50 a 20 000.
Contrairement aux spectrometres a analyseur orbitrap les appareils les plus
fréequemment utilisés ne permettent souvent de réaliser qu’'un seul niveau de
fragmentation (ToF/ToF, MS?)(Lacorte et al., 2015).

L’emploi de ces deux types de spectrométres de masse est donc différent : il est
préférable d’utiliser un spectrométre de masse a analyseur orbitrap pour des
composés de masse peu élevée, jusqu’a 4000 Da tandis que les spectrométres de
masse a analyseur a temps de vol sont plus adaptés pour des composés de masse
plus élevée. Concrétement, pour ce qui est des médicaments, les petites molécules
issues de synthése ou d’hémisynthése présentent le plus souvent des masses
inférieures a 1000 Da et sont donc mieux caractérisées par analyseur orbitrap. Pour
les médicaments issus de biotechnologies, dont la masse peut atteindre plusieurs

centaines de kDa, il est préférable d’utiliser un analyseur a temps de vol.

Le spectrométre a analyseur orbitrap étant le plus adapté a I'étude des voies de
dégradation de principes actifs chimiquement définis, une description de son principe
est présentée ci-apres.

Principe du spectrometre de masse a analyseur orbitrap

Les spectrométres de masse Orbitrap® sont utilisés pour I'analyse d’échantillons en
milieu liquide, sans ou avec séparation en CLHP (Scigelova and Makarov, 2006). Le
schéma d’ensemble d’un spectrométre de masse de type Orbitrap® est représenté

figure 11 :
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Figure 11 : représentation d'un spectrométre de masse Orbitrap® (Hu et al.,
2005).

Comme la plupart des spectrométres de masse fonctionnant en couplage avec la
chromatographie liquide (Hopfgartner, 2013), les spectrometres de masse Orbitrap®
(Hu et al., 2005) sont composés des éléments suivants (Niessen and Tinke, 1995) :

- un dispositif d’'introduction et de nébulisation de I’échantillon,
- une source d’ionisation des molécules,
- une optique électronique pour séparer les ions des especes non chargées,

- un octopdle pour faire une premiére sélection des ions en basse résolution (+/- 0,4
Da),

- une trappe d’ions (C-trap) pour augmenter la quantité d’ions étudiés,
- une chambre de collision pour obtenir des fragments d’ions,

- un analyseur, qui constitue la partie spécifique de cet appareil et permet de

déterminer la masse des ions avec une résolution élevée.

Dans un premier temps, la solution d’analytes est nébulisée, puis les ions sont
formés grace a deux types de sources : les sources d’ionisation par electrospray
(ESI) et les sources d’ionisation par ionisation chimique (APCI). Les ions sont

séparés des molécules non chargées et focalisés via des systémes optiques, jusqu’a
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atteindre le premier octopdle. Le signal nécessitant d’étre amplifié pour étre analysé,
les ions sont concentrés dans une trappe d’'ions puis sont dirigés soit directement
vers I'analyseur de masse a trappe orbitalaire, soit vers la cellule de collision afin
d’obtenir des ions fragments dont les masses seront par la suite mesurées dans

I'analyseur a trappe orbitalaire (figure 12).

Figure 12 : représentation d'un analyseur orbitrap (Hu et al., 2005).

La trappe orbitalaire est constituée de deux parties : un axe interne et un barillet
externe. Un champ électrique est appliqué entre ces deux électrodes, le barillet étant
non chargé. La forme de I'analyseur crée un champ électrique de type « quadro-
logarithmique » qui induit un mouvement spécifique des ions que Il'on peut
déconvoluer en deux composantes : un mouvement radial autour de I'axe interne et
un mouvement suivant cet axe qui répond a des oscillations de type harmonique.
C’est la déconvolution des oscillations harmoniques qui au travers d’outils
mathématiques (transformée de Fourier) permet d’obtenir une haute résolution pour

la mesure des masses étudiées.

Grace a cet analyseur orbitalaire, les spectrometres de masse Orbitrap® réalisent
des mesures de masse avec une résolution élevée, ce qui justifie leur appellation de
spectrométres de masse a haute résolution (Hu et al., 2005).
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3.3. Elucidation structurale par LC-HRMS"

Le processus général de caractérisation des produits de dégradation est présenté
dans la figure 13 (Narayanam et al., 2014) et est illustré au travers des chapitres 3, 4
et 5.

Une premiere étape consiste a optimiser les conditions instrumentales afin d’acquérir
le plus possible d’informations structurales. Cela nécessite de choisir une source et
des conditions d’ionisation qui permettent de former le plus grand nombre d’ions
d’intérét. Ces optimisations sont réalisées en employant une solution du principe actif
qui est soit infusée directement dans le spectrometre de masse via une seringue, soit
introduite en utilisant la pompe et l'injecteur du systéme chromatographique sans
colonne (analyse en flux continu). Ce dernier cas présente I'avantage de pouvoir étre
réalisé en présence de la phase mobile utilisée par la suite en couplage LC-HRMS"
et donc de prendre en compte les impacts éventuels de celle-ci sur les processus
d’ionisation. En paralléle des optimisations de la source, les conditions
chromatographiques sont développées, soit en couplage LC-UV, soit directement en
couplage LC-HRMS", de sorte a permettre la séparation des produits de dégradation
et du principe actif.

Une fois les paramétres instrumentaux optimisés, les échantillons peuvent étre
analysés en LC-HRMS". Dans un premier temps, I'analyste peut déterminer la
formule brute des ions moléculaires des produits de dégradation en examinant les
spectres de masse obtenus en fonction des temps d’élution, sans utiliser de
processus de fragmentation (LC-HRMS). A partir de ces premiers résultats, il peut
demander que les ions moléculaires soient fragmentés (LC-HRMS?) avec différentes
énergies de collision puis que les ions ainsi obtenus le soient de nouveau (LC-
HRMS?®) et ce, autant de fois que la sensibilité de I'instrument le permet (LC-HRMS").

Les données spectrales sont ensuite exploitées pour I'élucidation structurale.

La caractérisation des produits de dégradation est basée sur la recherche et
linterprétation des similitudes et des différences entre leurs spectres de masse et
ceux du principe actif. Une premiére étape consiste a mettre en évidence des

processus de fragmentation du principe actif en s’appuyant sur :
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Y

- la structure des fragments, proposée a partir des spectres haute résolution qui

permettent de connaitre la formule brute des fragments,
- la filiation des ions produits, déterminée grace aux fragmentations multiniveaux,

- la connaissance de processus de fragmentation en phase gazeuse, décrits dans la

littérature.

Grace a cette étape, I'analyste peut identifier des ions fragments et des pertes
caractéristiques qui permettront par la suite de déterminer les parties inchangées et
celles modifiées de chaque produit de dégradation par rapport au principe actif. Ces
premieres observations, combinées a la connaissance de la formule brute, vont
conduire l'analyste a proposer une structure plausible pour chacun, qui sera
confirmée ou infirmée grace aux résultats des analyses structurales. Ainsi, les
données LC-HRMS" doivent étre cohérentes avec la structure des produits de
dégradation et permettre, tout comme pour le principe actif, de proposer un schéma
de fragmentation.

Une fois que les structures de I'ensemble des produits de dégradation ont été
proposées, la pertinence de celles-ci peut étre vérifiée en établissant, parfois avec le
recours a des données bibliographigues, un mécanisme qui explique l'origine des
modifications structurales et les raisons pour lesquelles certains composés
apparaissent avant d’autres au cours du processus de dégradation. Ce mécanisme
et les données quantitatives obtenues, permettront de renforcer les hypotheéses

structurales plausibles proposées.
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Figure 13 : méthode de caractérisation des produits de dégradation (DPs) par

LC-HRMS"
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3.4. Optimisation analytique

La phase mobile et le type de méthode chromatographique ont un impact sur la
désolvatation. Leur choix doit donc étre réalisé de sorte a optimiser la détection des

COmposés.

Les composés détectables par spectrométrie de masse n’étant que ceux sous forme
chargée, le processus d’ionisation est particuliérement important. Les facteurs
influencant la détection de I'analyte en ESI sont développés dans une revue (Cech
and Enke, 2001). Deux facteurs sont critiques pour la détection en ESI : Iionisation
de I'analyte et son aptitude a se désolvater de la solution avec laquelle il est introduit.
Ces deux facteurs dépendent de I'affinité protonique de I'analyte et de sa surface
topologique, ainsi que du solvant employé pour I'introduire dans le spectrométre de
masse. Puisque les propriétés intrinseques de I'analyte ne peuvent étre modifiées,
I'optimisation du processus d’ionisation peut donc étre réalisée en modifiant la phase
mobile de sorte a faciliter les transferts de protons. Ceux-ci pouvant I'étre par I'ajout
d’acides (acide formique-acide acétique) ou de bases (hydroxyde d’ammonium)
aptes a transférer facilement des protons en phase gazeuse, une pratique courante

consiste a ajouter de I'acide formique dans les phases mobiles.

Dans le cadre de la séparation de produits de dégradation, deux méthodes
chromatographiques sont fréquemment utilisées : la chromatographie par interaction
hydrophile (HILIC) et la chromatographie a polarité de phases inversée (RP-CLHP).
Une publication compare I'emploi de ces deux techniques de chromatographie pour
'évaluation de la sensibilité de trois spectrométres de masse (chacun triple
quadripble et analyseur non orbitrap) a géométrie de source différente. Pour cette
étude de sensibilité il a été utilisé 53 principes actifs ayant des propriétés physico-
chimiques représentatives en termes de pK, et de log P. Pour un des spectromeétres
de masse a triple quadripfle, il a été obtenu un gain trés significatif (supérieur a 5
fois) du signal en HILIC par rapport a ce qui a été obtenu en RP-CLHP. Pour les
deux autres spectrométres de masse a triple quadripble, les résultats étaient
beaucoup plus nuancés. Une autre étude a évalué I'aptitude d’un spectrométre de
masse Orbitrap® a détecter des métabolites dans des urines, en fonction des
méthodes chromatographiques citées plus haut (Zhang et al., 2012). Globalement, le
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couplage HILIC-HRMS" a permis de détecter 2210 composés, tandis que le
couplage RP-HRMS" a permis d’en détecter 1886. Mais, les métabolites présents
dans les urines étant généralement plus hydrophiles que les trois principes actifs
étudiés dans la thése et leurs produits de dégradation, il apparait délicat de
transposer les résultats obtenus pour les métabolites aux produits de dégradation
des trois principes actifs.

D’autre part, I'objectif des méthodes développées étant la détection de substances
apparentées, souvent a I'état de traces, il convient aussi d’évaluer I'aptitude du
spectrométre de masse a détecter ces composés et a obtenir leur masse exacte
méme lorsque ceux-ci sont a I'état de traces. Dans le cas de la recherche
d’'impuretés et de produits de dégradation, la méthode doit permettre de détecter des
produits de dégradation correspondant a 0,05 % du principe actif (seuil
d’identification d'ICH Q3A), c'est-a-dire un rapport de 1 pour 2000 (m/m). Les
spectromeétres a analyseur orbitrap ayant une gamme dynamique de 5000 (Makarov
et al., 2006) pour la mesure de masse exacte avec au maximum 5 ppm d’erreur, ils
peuvent permettre de détecter et de mesurer la masse exacte de I'ensemble des

COmposés.

En conséquence le couplage RP-HRMS" avec I'emploi d’'un analyseur orbitrap
semble donc présenter les performances analytiques nécessaires a la détection des
produits de dégradation de principes actifs. Il a été préféré au couplage HILIC-
HRMS" car la chromatographie par interaction hydrophile (HILIC) semble plus
adaptée aux composeés a caractere hydrophile plus marqué que celui des principes
actifs.
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4. Approches computationnelles

4.1. Approche ab initio : modélisation moléculaire

Avec I'amélioration des performances des ordinateurs et I'accés a des bases de
données informatiques, des approches pour prédire, expliquer ou interpréter des

résultats expérimentaux, ont été développées sans avoir recours a des expériences.

Ces approches reposent sur des extrapolations réalisées a partir de I'exploitation de
modeles théoriques et de résultats expérimentaux. Les résultats obtenus par ces
approches sont donc a interpréter avec précaution car dépendant (i) du choix du
modele et de la possibilité de transposer les données existantes au probleme posé
(i) de la validité/applicabilité des données expérimentales et des régles empiriques
sur lesquelles repose le modéle.

La modélisation moléculaire peut constituer une aide précieuse pour comprendre la
réactivité¢ d’'une molécule (Chermette, 1999) (Reid et al.,, 2004). En effet, la
modélisation permet de visualiser et de quantifier des informations moléculaires, et
d’établir des données sur la structure électronique susceptibles d’aider a

anticiper/expliquer la réactivité de molécules.

Les principes de modélisation moléculaire par approche ab initio ont fait I'objet
d’'intenses recherches et de prix Nobel. Le terme ab initio signifie «au
commencement » et fait référence au fait que les calculs ab initio reposent sur des

constantes physiques.

Les calculs ab initio ont pour objectif de proposer des solutions a I'équation de
Schrddinger. L’équation de Schrddinger décrit un systeme de fagon compléte.
Cependant elle est bien souvent insoluble et des approximations doivent étre
effectuées. Les choix des approximations sont a I'origine d’'une multitude de modéles

utilisés en chimie computationnelle.

Les principes de ces approches et les choix de modéles seront présentés. Puis des
exemples d’applications dans le contexte de I'étude de la réactivité des principes

actifs seront discutés.
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4.1.1. Exemples de modéles et de leurs limites
Méthode de Hartree-Fock et méthodes dérivées

La méthode de Hartree-Fock a été introduite en 1927 peu de temps aprés que
I’équation de Schrédinger ait été établie. La simplification proposée par Hartree-Fock
a été de calculer la fonction d’'onde en la considérant comme une combinaison
d’orbitales ne contenant chacune qu’un seul électron soumis a un champ composite

produit par tous les autres électrons et les noyaux.
Cette méthode présente deux écueils majeurs :

- les résultats obtenus peuvent étre insuffisamment précis par rapport a I'objectif car
la corrélation électronique, c’est-a-dire les interactions entre les électrons, n’est pas

prise en compte,

- cette approche peut nécessiter de nombreuses heures voire des jours de calculs
lorsque la taille des systémes grandit.

Pour ces raisons des variantes de cette méthode ont été développées : les méthodes
semi-empiriques et les méthodes post Hartree-Fock.

Les méthodes semi-empiriques s’appuient sur des données expérimentales
supplémentaires par rapport a celles utilisées dans la méthode de Hartree-Fock et
qui permettent de diminuer le temps de calcul. Elles sont utilisées pour des
molécules de grande taille (masse molaire supérieure & 1000 g.mol™") pour lesquelles
les temps de calcul seraient trop longs. Il s’agit par exemple des méthodes MINDO,
MNDO, AM1, PM3 et PM6.

Les méthodes post Hartree-Fock reposent sur les mémes principes que la méthode
de Hartree-Fock mais prennent davantage en compte les effets de corrélation
électronique. Elles sont trés exigeantes en temps de calcul et ne peuvent donc
s'utiliser que pour des systéemes de taille trés réduite. Il s’agit par exemple de
méthodes s’appuyant sur la théorie de la perturbation de Mgaller-Plesset : MP2, MP3
et MP4.
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Théorie de la fonctionnelle de la densité

A la différence de la méthode Hartree-Fock, dans laquelle I'énergie totale du systéme
est une fonctionnelle de la fonction d’onde, I'énergie totale du systéme a I'état
fondamental est définie dans la théorie de la fonctionnelle de la densité (density
functional theory, DFT) comme une fonctionnelle de la densité électronique de I'état

fondamental.

Cette approche a pour intérét d’offrir une bonne précision des résultats sur des
systémes de taille intermédiaire (masse molaire de plusieurs centaines de g.mol™) et
de nécessiter un temps de calcul acceptable sur des ordinateurs de calcul
scientifique.

Au sein des méthodes reposant sur la théorie de la fonctionnelle de la densité, I'une
des plus utilisées est la B(BECKE)3(Version 3)L(LEE)Y(YOUNG)P(PAR) qui est une
méthode hybride, reposant aussi partiellement sur la méthode de Hartree-Fock.

Bases de calcul

En plus du choix de la méthode, la base de calcul est un autre facteur qui va influer
sur le temps de calcul et la précision des résultats. En effet, en chimie quantique, une
base de calcul est un ensemble de fonctions utilisées afin de modéliser des orbitales

moléculaires.
On distingue ainsi les bases dites minimales et les bases a valences séparées.

Les bases minimales ne considérent pas les effets émanant des valences et ne

doivent donc étre utilisées que pour des systéemes trés complexes.

Les bases a valences séparées donnent une représentation plus précise des
orbitales. Ce sont les plus utilisées pour les systemes complexes. Par exemple, les
bases 6-31G (d,p) et 6,31 G+(d,p) permettent respectivement de réaliser des calculs
trés précis dans le contexte de molécules et d’anions ne contenant pas d’atomes

lourds.
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4.1.2. Exemples de calculs réalisables
Réactivité des molécules

Les travaux de recherche du Professeur Fukui (Fukui et al., 1952) sur le réle des
orbitales frontiéres Iui ont valu d’obtenir le prix Nobel de chimie en 1981. Il a
démontré que les électrons les plus faiblement liés, ceux des orbitales frontieres,
jouent un réle important dans la réactivité des molécules. Plus précisément, dans ses
travaux qui ont été a l'origine de I'obtention du prix Nobel, le Professeur Fukui a
démontré en prenant 'exemple d’'une série d’hydrocarbures, que si I'on distinguait les
électrons de I'orbitale moléculaire la plus élevée des autres, on obtenait I'explication

de la réactivité préférentielle d’'un carbone par rapport a un autre.

La théorie formulée par le Professeur Fukui est ainsi toujours utilisée pour expliquer
la réactivité de composés chimiques ou formuler des hypothéses structurales lorsque
les données analytiques sont équivoques, en employant des logiciels de chimie
quantique (He et al., 2017 ; An et al., 2015).

Calcul de I’énergie a différents niveaux d’excitation

Comme cela a été évoqué dans le chapitre 1 du manuscrit, sous l'influence de la
lumiere ou suite a des transferts énergétiques, un principe actif peut se retrouver
sous différents états excités. L’approche ab initio permet de calculer I'énergie d’'une
molécule dans différents états d’excitation (singulet ou triplet), de sorte que I'on peut
evaluer quelles transitions du diagramme de Jablonski (décrit dans le chapitre 1) sont
possibles.

4.1.3. Conditions de calcul choisies
Tous les calculs ont été effectués avec le logiciel Gaussian (version 9.0) et I'interface
graphique associée Gaussianview (version 5.0) en utilisant un ordinateur scientifique

présentant une capacité de calcul (32 coeurs) et une mémoire vive élevées (32 Go).
Modeles choisis pour évaluer les sites de réactivité moléculaire

La plupart des auteurs réalisant des calculs de chimie quantique pour |'étude de
principes actifs dont la masse est de plusieurs centaines de g.mol™, emploient des
approches ab initio reposant sur la DFT, en utilisant le modéle B3LYP et la base de
calcul 6,31 G+(d,p). Ces méthodes ayant une précision similaire aux approches post
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Hartree-Fock sans nécessiter autant de temps computationnel, semblent étre a
I’heure actuelle, pour des systemes de ce type, d’un trés bon rapport précision/temps
computationnel (Tirado-Rives and Jorgensen, 2008). Elles ont donc été choisies pour
modéliser les principes actifs étudiés.

Par ailleurs, des logiciels permettent de prendre en compte la solvatation. Les
modeles les plus utilisés sont les modeles implicites (comme le modéle IEFPCM, cf.
infra) dans lesquels on considére que le soluté est placé dans une cavité au sein du
solvant assimilé a un milieu continu polarisable. Ce type d’approche a pour avantage
de présenter un bon rapport précision de calcul/temps de calcul nécessaire (Roux
and Simonson, 1999).

Modélisation des états excités

La modélisation des états excités peut étre réalisée par 'emploi de la théorie de la
fonctionnelle de la densité dépendant du temps (Time Dependant Density Functional
Theory, TD-DFT). Ainsi, dans le chapitre relatif a I'argatroban (chapitre 4), les

énergies des états excités ont été obtenues en effectuant :

- une optimisation de la structure de I'argatroban a I'état fondamental en utilisant le
modéle B3LYP 6,31 G+(d,p) et en prenant en compte I'effet de I'’eau (en utilisant une
modélisation de type IEFPCM),

- a partir de la structure optimisée a I'état fondamental, les calculs d’énergie en

employant le méme modéle qu’a I'état fondamental.
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4.2. Approche in silico : évaluation toxicologique

4.2.1. Principe

Avec la quantité grandissante des données expérimentales de toxicité et
d’écotoxicité, des scientifiques se sont interrogés sur la possibilité de développer des
stratégies ne recourant a aucune nouvelle expérience. Il a ainsi été proposé
d’employer des approches basées sur la création de modéles utilisant les
connaissances déja existantes de la toxicité de certains composés. Ces approches,
reposant uniquement sur des calculs bien souvent effectués par des
microprocesseurs informatiques dont le composant principal est le silicium, ont été

ainsi dénommées approches in silico.
Il existe deux types d’approches in silico :

- 'approche qualitative fonctionnant selon un mode utilisant des régles construites a

partir des groupements connus pour avoir un potentiel a induire une toxicité

- 'approche quantitative par construction de modéles élaborés a partir de données
quantitatives, QSAR (Quantitative Structure Activity Relationship). (cf. infra).

La premiére catégorie de logiciels, dénommée par les anglophones « rule-based
systems », s’appuie sur des connaissances que l'on a des mécanismes de
génération de toxicités. lls reposent essentiellement sur la recherche au sein de la
molécule étudiée de groupements fonctionnels reconnus pour leur potentiel toxique.
Ces logiciels apportent des données qualitatives (figure 14).
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Figure 14 : exemple de modeéle basé sur des régles : modéle de type

arborescent. En fonction de I’application d’une régle oui (Y) ou non (N), le

composeé est évalué comme actif (A) ou inactif (I). (Benfenati, 2016).

La deuxieme catégorie de logiciels, s’appuyant sur une approche de type QSAR,
fournit des données quantitatives. Le logiciel recherche dans sa base de données
des composés similaires a celui étudié et dont la toxicité a été évaluée
expérimentalement. Il propose alors un modéle pour évaluer quantitativement la
toxicité du composé étudié (figure 15). Ce modele est basé généralement sur des
corrélations entre une toxicité donnée et différentes propriétés physico-chimiques :
nombre des cycles dans la structure, masse molaire, coefficient de partage octanol-
eau et pK, par exemple (Doucet and Panaye, 2010).
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Figure 15 : étapes de modélisation selon I’approche QSAR

(Doucet and Panaye, 2010).

L’emploi d’'une combinaison d’une approche qualitative basée sur des regles et d’'une
approche quantitative QSAR est un moyen de criblage « screening » tout a fait admis
et a méme été proposé dans la ligne directrice ICH M7 pour I'évaluation du risque
génotoxique des impuretés et des produits de dégradation (Sutter et al., 2013) dont

une synthése est proposée sous la forme d’'un logigramme dans la figure 16.
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Mise en évidence de la structure d’une impureté ou d’un produit de dégradation
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Groupe 5 : pas d'alerte structurale ou données suffisante pour démontrer I'absence
de mutagenicité et de carcinogenicité
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Figure 16 : résumé de I'approche d’évaluation de la mutagénicité d’impuretés

ou de produits de dégradation selon ICH M7.

De nombreux logiciels existent pour évaluer le potentiel toxique des produits de
dégradation. Citons deux d’entre eux: le logiciel Derek Nexus (systéme expert
d’évaluation toxicologique in silico de Lhasa Limited, Leeds, Angleterre), basé sur
une approche de type regles d’exclusion et le logiciel TEST (Toxicity Software
Estimation Tool) développé par I'agence de I'environnement des Etats-Unis,
proposant une approche de type QSAR. Une revue traite des logiciels existants et de

leurs emplois possibles (Raies and Bajic, 2016).

4.2.2. Approches utilisées
En fonction du contexte pharmaceutique ou environnemental, les criteres choisis

sont tres différents.

Dans un contexte pharmaceutique, la quantité de la substance a laquelle le patient

est exposé est plus importante que dans I'environnement mais le principe actif a été
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développé pour avoir une certaine innocuité vis-a-vis des patients. La problématique
provient donc surtout de la formation de produits de dégradation a haute toxicité.
C’est pour cette raison que I'évaluation de la toxicité a été centrée sur une évaluation
de la génotoxicité des produits de dégradation par une approche in silico, comme
cela est préconisé dans la guideline ICH M7.

Dans un contexte environnemental, il est possible que le principe actif lui-méme
présente un pouvoir toxique sur différentes espéces. Pour cette raison, les
approches doivent permettre d’évaluer la toxicité du mélange du principe actif et des
produits de dégradation. Dans le cadre de la thése, pour avoir a la fois des données
relatives a la toxicité de chaque produit et aussi du mélange, les études suivantes

ont été menées :

- étude de la toxicité du mélange du principe actif et de ses produits de dégradation
par approche in vitro (test de bioluminescence avec V. fischeri),

- évaluation de la toxicité du principe actif et des produits de dégradation isolés sur
trois espéces appartenant a des niveaux trophiques différents par approches QSAR,

- évolution de la toxicité du mélange du principe actif et des produits de dégradation
en utilisant les données QSAR et en pondérant avec les concentrations relatives,

- évaluation de la réactivité de chacun des composés par approche ab initio.
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Chapitre 3 : dégradation de I'apixaban en conditions hydrolytiques et implications potentielles

1. Contexte de I’étude

Si les formes orales solides d’'un médicament présentent 'avantage considérable de
permettre un transport et une conservation plus faciles que les solutions destinées a
la voie orale, il n'en demeure pas moins que dans certains tableaux cliniques I'emploi

d’une solution orale est nécessaire.

Plus précisément, les solutions orales ont un intérét élevé car elles offrent les

avantages suivants :

- adaptation facilitée de la dose par mesure d’un volume, ce qui permet d’administrer

la dose exacte par rapport au poids du patient,

- administration plus aisée du traitement chez des patients présentant un trouble de
la déglutition ou une sonde naso-gastrique,

- meilleure acceptation du médicament par les patients par ajout d’édulcorant dans la

solution.

Pour I’heure, lorsqu’une solution orale commerciale n’existe pas, il est d’'usage
d’avoir recours soit a un broyage des formes solides dans le service de soins, soit a
la préparation d’une solution orale par la pharmacie. Cependant, le risque d’erreur de
calcul et la difficulté de maitrise des conditions de broyage en font une pratique a
risque pour le patient. Il est donc préférable d’avoir recours a des solutions orales
déja préparées. Etant préparées a I'avance pour les services de soins, ces solutions

orales sont susceptibles de se dégrader.

En plus des situations cliniques évoquées, dans le cadre d'un développement
pharmaceutique, méme si la forme finale commercialisée sera une forme orale
solide, il est usuel, pour les études précliniques et les études cliniques de phase 1,
d’avoir recours a une solution orale afin de s’assurer d’obtenir I'exposition la plus
constante et la plus élevée possible pour mettre en évidence le plus grand nombre
d’effets indésirables.

L’étude du devenir du principe actif en solution constitue donc une étape obligatoire

avant le développement de solutions orales qui seront utilisées dans les phases
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précoces du développement pharmaceutique. Cela peut aussi étre une étape
nécessaire pour permettre le développement de formes adaptées au contexte

clinique.

La solubilisation d’'un principe actif I'expose a des interactions avec le solvant utilisé
et d'autres substances dissoutes pouvant initier des réactions chimiques en solution
susceptibles de conduire a sa dégradation. C'est pourquoi, bien que la stabilité des
principes actifs ait déja été caractérisée a I'état solide en raison de leur forme
commerciale actuelle, il est important d'explorer leur comportement dans un état et
un environnement différents.

Pour contribuer a anticiper I'impact d'un tel changement vis-a-vis des principes actifs
étudiés, il convient dans un premier temps de déterminer :

- l'influence du solvant vis-a-vis de I'hydrolyse des principes actifs impliquant la
catalyse thermique et/ou acido-basique,

- linfluence liée a la présence d'autres composés dissous, qu’il s’agisse de gaz
dissous, d’impuretés ou d’excipients,

- I'influence de l'irradiation lumineuse impliquant le domaine spectral correspondant
aux UV-A et au visible.

Ces études sont souvent réalisées en mode multivarié avec comme criteres, la
cinétique de dégradation et la caractérisation structurale des produits de dégradation
formés. A partir de ces données, les voies majoritaires de dégradation peuvent étre
etablies et les conséquences en termes de sécurité d'emploi évaluées.

L'avenement des nouveaux anticoagulants oraux a permis de diminuer les accidents
hémorragiques qui survenaient lors de la prise des anticoagulants alors existants.
Dans la classe des nouveaux anticoagulants, trois disposent d’'une autorisation de
mise sur le marché : le rivaroxaban, le dabigatran etexilate et I'apixaban. Les
présentations disponibles de ces trois principes actifs sont des formes orales solides
a libération immédiate telles que gélules ou comprimés. Présentant une plus faible
iatrogénie par rapport aux anciens anticoagulants, le développement d’'une solution
orale de nouveaux anticoagulants serait donc d'un grand intérét pour certains
terrains cliniques.

Parmi les trois anticoagulants cités des travaux portant sur le rivaroxaban ont déja

éte réalisés par (Ramisetti and Kuntamukkala, 2014) et ont montré une sensibilité du
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rivaroxaban aux stress acide et basique. Deux des trois produits de dégradation
majoritaires ont été caractérisés. En revanche, I'apixaban et le dabigatran etexilate
ont été retenus pour nos travaux dans la mesure ou aucune étude n’était publiée sur
la stabilité de ces principes actifs. L’équipe s’est intéressée aux processus de
dégradation en solution de ces deux principes actifs et les résultats de ses
recherches ont fait 'objet de deux publications dans un journal de chimie édité par la
Royal Society of Chemistry, RSC Advances (Secrétan et al., 2015 ; Amrani et al.,
2015).

La publication des travaux menés sur le dabigatran etexilate est rapportée en annexe

du manuscrit. Ceux sur I'apixaban font I'objet de ce chapitre.

Au moment ou les travaux sur l'apixaban ont été initiés, ses processus de
dégradation en solution étaient non publiés et donc indisponibles. Il n’existait alors
qu’une seule publication ayant pour objectif de développer une méthode indicatrice
de stabilité et dans laquelle il a été démontré que I'apixaban était sensible en solution
a des milieux trés acides (Prabhune et al., 2014). Cependant, cette étude ne
contenant aucune information sur la structure des produits de dégradation, les
processus de dégradation de I'apixaban en solution aqueuse et leurs implications

étaient non accessibles lorsque nos travaux ont été initiés.

La structure de I'apixaban (figure 17) présente deux fonctions lactame et une
fonction amide portée par un cycle pyrazole (appelée par la suite carboxamide)
susceptibles de s’hydrolyser (cf. chapitre 1). Afin d’évaluer si les deux cycles lactame
sont hydrolysables en conditions acido-basiques, une étude de dégradation forcée a
été menée afin d’en déduire I'impact des variations d’acido-basicité du milieu dans

lequel le principe actif est solubilisé.

En plus des conditions hydrolytiques, il était également intéressant de s’interroger sur
la résistance chimique de I'apixaban aux autres conditions de stress a savoir

l'irradiation lumineuse et la présence d’un agent oxydant.
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Po P

Apixaban

Figure 17 : structure de I'apixaban

La détermination des mécanismes de dégradation de I'apixaban et I'évaluation de la

toxicité des produits en solution reposent sur les informations issues de :

- l'approche expérimentale portant sur la décroissance de la quantité de principe
actif et la caractérisation des produits néoformés,

- Il'approche ab initio qui permet de conforter les hypotheses issues de
I'expérimentation,

- l'approche d’évaluation in silico de la toxicité potentielle de chaque produit de
dégradation par rapport a I'apixaban.

Afin d’étudier le comportement de I'apixaban au regard des conditions de stress, le
suivi de la teneur en principe actif ainsi que celui de I'apparition des produits de
dégradation a été réalisé par CLHP-UV. Pour cela il était important de développer
une méthode présentant une capacité indicatrice de stabilité, c’est-a-dire capable
d’analyser sélectivement les produits en présence. Néanmoins, un tel
développement devait prendre en compte les conditions de fonctionnement de la
spectrométrie de masse ultérieurement utilisée. Autrement dit, la méthode séparative
développée en CLHP-UV devait étre transposable au couplage CLHP-spectrométrie
de masse utilisé pour la caractérisation des produits néoformeés.

Or la méthode actuellement recensée dans la littérature ne correspond pas a ces
critéres, dans la mesure ou la phase mobile est constituée d’un tampon phosphate

(Landge et al, 2015) incompatible avec un spectrométre de masse.
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Ainsi, une nouvelle méthode CLHP-UV sans tampon phosphate a été développée
puis transposée dans le cadre d’'un couplage CLHP-spectrométre de masse a
analyseur de type orbitrap pour permettire de réaliser I'analyse élémentaire (analyse
en mode HRMS) et structurale (analyse en mode HRMS") et d’en déduire la structure
des produits de dégradation.

A partir de la structure des produits de dégradation, une évaluation de leur toxicité a
été effectuée par approche in silico. Les mécanismes de formation ont pu aussi étre
proposeés et la régiospécificité des réactions en fonction du pH a été confortée par
approche ab initio. La synthése des études réalisées est proposée dans la figure 18.

o]

APIXABAN o M*

% NHa
o NH;

GROUPES FONCTIONNELS SENSIBLES ET MECANISMES DE DEGRADATION
MODELISATION AB INITIO

JUSTIFICATION DE LA REGIOSPECIFICITE MISE EN EVIDENCE DE PRODUITS DE
DES REACTIONS DEGRADATION TOXIQUES

Figure 18 : éléments étudiés dans le chapitre 3.
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2. Méthodes et protocole d’essai

Pour caractériser les processus de dégradation majoritaires de I'apixaban, une étude
de dégradation forcée a été menée en exposant I'apixaban a des stress hydrolytique,
oxydant, lumineux et thermique. Pour cela une solution d’apixaban (200 mg.L™" dans
un mélange eau/méthanol 50/50) a été mélangée a parts égales avec des solutions
acide (acide chlorhydrique 0,1 mol.L™", 40°C), basique (hydroxyde de sodium 0,1
mol.L™", 40°C), oxydante ( eau oxygénée H»O, 3%, 40°C) et avec de I'eau dans le
cas des expériences de thermolyse (menée a 80°C) et de photolyse (emploi d’'une
lampe répondant a la guideline ICH Q1B, 25°C, cf. chapitre 2).

A partir des différentes solutions dégradées, une méthode CLHP-UV a été optimisée
de sorte a séparer les produits de dégradation. Compte tenu de la valeur de log P de
'apixaban (2,22, d’aprés DrugBank®) et de I'absence de formes dont les états de
charge différent de pH 2 a 10 (pKa; (apixaban) = -1,6 ; pKax (apixaban) = 13,1,
d’aprés DrugBank®), une phase stationnaire greffée de chaines alkyles (C18) et une
phase mobile constituée d’eau et d’acétonitrile ont été choisies a priori. La longueur
d’'onde de détection retenue était 220 nm car cette longueur d’onde constitue
souvent un bon compromis entre la détection des analytes et les interférences dues

a 'absorption du solvant.
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3. Résultats

3.1. Performances analytiques : évaluation de la capacité indicatrice de

stabilité de la méthode séparative

Dans les conditions de gradient optimisées, les valeurs des facteurs de résolution
chromatographique étaient acceptables (Rs supérieure a 1,5 en moyenne sur 6
déterminations) sauf pour DP-4 pour lequel Rs avec I'apixaban était en moyenne de
1,32 sur 6 injections. L'absence de co-élution de I'apixaban avec d’autres produits a

été vérifiée par analyse en composante principale (CODA).

La linéarité de la méthode a été étudiée dans un domaine de concentrations de 25 a
150 pg.mL™". Le coefficient de corrélation avait pour valeur 0,9978 ; la valeur de
'ordonnée a l'origine ne différait pas significativement de zéro. En appliquant un
modeéle linéaire, les résidus étant normalement distribués, ce modéle était utilisable
sur cet intervalle de concentrations.

Pour évaluer si les conditions instrumentales permettaient de détecter tout ou
majeure partie des analytes, une balance de masse a été calculée entre les
échantillons dégradés et ceux de l'apixaban non dégradé (valeur comprise entre
98,2% et 99,5%) et les limites de détection et de quantification ont été estimées (0,4
et 1,3 pg.mL"). Compte tenu de la concentration des solutions analysées
(125 pg.mL™), les limites de détection et de quantification relatives sont de 0,3% et

de 1%, ce qui est proche des seuils d’action ICH Q3A.

Au total, la méthode développée était donc satisfaisante au regard des objectifs de
I'étude a savoir séparer les produits de dégradation et le principe actif, quantifier le

principe actif et détecter les produits de dégradation.
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3.2. Dégradation en fonction des conditions de stress

Aprés un délai d’exposition suffisant pour évaluer linertie ou la réactivité de
I'apixaban a ces différents stress (3 fois le temps d’exposition recommandé d’apres
la norme ICH Q1B, 1 mois pour les expériences de thermolyse, 1 semaine pour les

autres expériences), I'apixaban n’a été dégradé qu’en conditions hydrolytiques.

Les études des échantillons en CLHP-HRMS sans fragmentation ont permis de
détecter sept produits de dégradation : deux issus de I'action de la base forte et six
de l'acide fort (tableau 2) ; DP-2 se forme dans les deux cas. Deux produits de
dégradation étant isobariques (DP-1 et DP-4), les spectres de masse spécifiques de
chaque ion produit isobarique ont été obtenus par une séparation
chromatographique en amont du détecteur.

Tableau 2 : conditions d’obtention, temps de rétention et composition

élémentaire des produits de dégradation.

T Elemental Theoretical ~ Accurate masses with  Relevant MS/MS product ions assigned

Products (min) Conditions [M+ H] compositions masses error in ppm (miz)

DP-1 8.7 Basic 478 C,:H, N.O.©  478.20849  478.20755 (—1.97) 461; 460; 417; 288; 271; 244; 227; 203;
199; 191

DP-2 9.7 Acidic/basic 461 CosHoNLOST 46118195 461.18090 (—2.28) 443; 415; 387; 282; 254; 227; 199; 185; 174

DP-3 12.8 Acidie 379 CooH (N,O,5  379.14008 379.13883 (—3.30) 361; 333; 303; 241; 200; 199; 185; 172

Apixaban  13.3 460 CosH,eN-0,"  460.19793  460.19674 (-2.39) See Table 1

DP-4 13.6 Acidic 478 CysH,NO:™ 478.20849 478.20702 (-3.07) 4615 460; 443; 432; 416; 404; 390; 378;
361; 333; 300; 282; 199; 185; 101

DF-5 14.6  Acidic 393 C.H, N0 393.15573  393.153436 (-3.48) 393; 37% 361; 333; 241; 200; 199; 185;
1725 156

DP-6 15.6 Acidic 475 CagHaoNLO."  475.19760 47519621 (-2.93) 475; 461; 443; 282; 254; 241; 227; 199;
185; 172; 156

DP-7 16.2 Acidie 192 CasH3oNsOs™  492.22415  492.22257 (—3.21) 475; 432; 416; 404; 390; 378; 377; 371;
333; 314; 282; 227; 199; 185; 115

Par l'interprétation des études en CLHP-HRMS, la formule brute de chaque DP a pu
étre déterminée et il a été établi que les composés sont formés a partir de I'apixaban

par :

- gain d’eau pour DP-1 et DP-4 et de méthanol pour DP-7, s’expliquant par la
présence de méthanol dans le milieu,

- perte d’'ammoniac et gain d’eau pour DP-2,
- perte d’ammoniac et gain de méthanol pour DP-6,

- pertes significatives pour DP-3 et DP-5 : CsHgN et C4HsN respectivement.
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Les structures de DP-2 (461) et DP-6 (475) ont été facilement élucidées, dans la
mesure ou ils conduisent & des ions produits que I'on observe en mode HRMS? et
HRMS?® pour l'apixaban. La formation de DP-2 peut facilement s’expliquer par
I’hydrolyse de la fonction carboxamide de I'apixaban, celle-ci étant largement décrite
dans ces deux milieux. DP-6 est issu de l'estérification par le méthanol (contenu
dans le solvant) de la fonction acide provenant de I'hydrolyse de la fonction

carboxamide de I'apixaban.

En ce qui concerne DP-1, DP-4 et DP-7, il a été envisagé que leur formation est la
conséquence de l'hydrolyse de la fonction amide d'un des cycles lactame qui
engendre la formation d’un acide carboxylique (suivie d’'une estérification pour DP-7),
ce mécanisme d’hydrolyse étant connu (cf. chapitre 1). Comme cela sera décrit par
la suite, les expériences de HRMS? et HRMS? ont permis de distinguer quel cycle est
préférentiellement hydrolysé en fonction des conditions acides ou basiques.
Notamment, la présence d'un ion produit (carbocation dérivant de [I'acide
pentanoique) caractéristique de I'ouverture du cycle lactame non fusionné, a permis
d’établir que ce cycle était préférentiellement hydrolysé en milieu acide (formation de
DP-4 et DP-7), l'autre cycle lactame étant plus facilement hydrolysé en milieu alcalin
(DP-1).

Les spectres HRMS? de DP-3 et DP-5 sont trés similaires. Comme cela sera décrit
en détail, 'ensemble des résultats a permis d’établir que ces deux composés sont

issus de I'ouverture du cycle lactame non fusionné suivie d’'une N-déalkylation.

3.3. Elucidation structurale des produits de dégradation

3.3.1. Processus de fragmentation de I'apixaban

Les processus de fragmentation de [I'apixaban (1H-Pyrazolo[3,4-c]pyridine-3-
carboxamide,4,5,6,7-tétrahydro-1-(4-méthoxyphényl)-7-oxo-6-[4-(2-0x0-1-

pipéridinyl)phényl]) ont été étudiés en HRMS" en utilisant une source ESI en mode
positif, ce mode d’ionisation ayant permis d’obtenir le plus de fragments

caractéristiques.
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Dans ces conditions, I'ion protoné de l'apixaban (CasH2sNsO4", masse théorique
460,1979) a été exposé a un premier processus de fragmentation et a donné
naissance a deux ions produits de masses 461,1805 et 443,1701 (figure 19).

20141215 apixaban 1 #78-95 RT: 1.17-1.39 AV: 16 NL: 1.07E7
F: FTMS + p ESI Full ms2 460.17@cid30.00 [125.00-550.00]

100 443.17006

461.18054

Figure 19 : spectre HRMS? de I’apixaban.

Un calculateur a été employé pour déterminer les formules élémentaires les plus
probables des ions produits : CosHosN4sOs'™ (461) et CosHasN4sO4* (443). Ces ions
correspondent respectivement a une hydrolyse de la fonction carboxamide en phase
gazeuse (voie rouge) et a une perte d’'ammoniac (voie bleue) comme cela est

représente sur la figure 20.
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Chemical Formula: Co5H,5N4O5"

N
Q\Q Q Exact Mass: 461.1819
(e}
N | N\N
y ‘?/H o—
(o b
NH
(\5 (s N
(e}
Chemical Formula: C,5H,4N5O," o
Exact Mass: 460.1979 N N\
N
/
7
O/

Chemical Formula: C,5H,3N,0,"
Exact Mass: 443.1714

Figure 20 : voies de fragmentation de I'apixaban en HRMS?2.

Afin d’obtenir plus d’informations sur les processus de fragmentation, I'ion produit
443 a été étudié plus en détail en mode HRMS? et le spectre de masse obtenu est

présenté dans la figure 21.

19906620
28212312

241.06004
415177

1

320 =0 3] 380 400 420

Figure 21 : spectre HRMS? de I’apixaban (460->443->).

Les formules élémentaires attribuées aux ions produits de la figure 21 sont par ordre
décroissant de masse : Co4H23N4Os" (415,1754), CieH1eN3O2" (282,1231),
CisHoN2O3*  (241,06004) et CioHiiN2O*(199,0602). Etant donné la lacune
électronique laissée sur le groupe carbonyle lors du départ d’'ammoniac, ces ions
sont issus de réarrangements électroniques internes qui facilitent le départ de
certaines parties de I'apixaban. Les processus de formation de ces ions produits sont

discutés dans les prochaines lignes.
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L’ion produit de m/z 415 correspond a une perte de monoxyde de carbone par
rapport & son précurseur. Etant donné la lacune électronique laissée sur le groupe
carbonyle lors du départ d’'ammoniac, I'ion produit de m/z 415 est issu d’'un départ de

monoxyde de carbone de la fonction reliée au cycle pyrazole (figure 22).

o—

Toa P+ Pa

N\
N

o—

o
N N\
CpsHp3N4O4" ‘ y N
443,1701* Q ®
Vi

© Cy4H)3N405"
415,1755*

Figure 22 : voie de fragmentation en HRMS?® (460->443->415).

L’ion produit C1sH1sN302" (282,1231), coincide avec une perte neutre de CgH;NO:..
Cet ion produit (m/z 282) n’est pas obtenu en mode MS* & partir de I'ion produit 415
(apixaban->443->415->) mais uniquement en mode MS® & partir de lion 443
(apixaban->443->). D’autre part lorsque I'ion m/z 282 est exposé a des processus
MS* (apixaban->443->282->), |la perte de monoxyde de carbone n’est pas retrouvée.
La formation de I'ion produit m/z 282 est donc accompagnée d’une perte d’une partie
importante du principe actif qui comporte aussi le groupe carbonyle initialement relié
au cycle pyrazole. Compte tenu de ces informations et de la structure de l'ion
précurseur, il a pu étre proposé que la perte de neutre observée CgH7NO-
correspond au [(4-méthoxyphényl)imino]éthenone. Cette perte de neutre peut
s’expliquer par deux processus successifs. La premiére étape consiste en la
migration du groupe méthoxyphényle d’un atome d’azote du cycle pyrazole sur
l'autre atome d’azote de ce cycle. Dans un deuxieme temps, un transfert
d’hydrogéne interne induit une migration d’électrons responsable de la cassure de la
liaison entre les 2 atomes d'azote du cycle pyrazole. De 1a, la perte de 2-(4-
méthoxyphénylimino)éthénone peut facilement avoir lieu et donner naissance a l'ion
produit 282 (figure 23).

94



Chapitre 3 : dégradation de I'apixaban en conditions hydrolytiques et implications potentielles

9H7NO
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Figure 23 : voie de fragmentation en HRMS?® (460->443->282).

A partir de m/z 443 on observe aussi un ion produit trés intense de m/z 199,
correspondant a la formule brute Ci2H1iN2O" et a une perte globale de neutre
C13H12N2Os. La perte de neutre conduisant a cet ion produit étant importante en
termes de masse, il a été envisagé qu’il est la résultante de réarrangements
successifs d’'ions moins stables donc plus faiblement détectés. Des ions précurseurs
de lion produit de m/z 199 ont donc été recherchés dans le spectre MS®. Il a ainsi
été détecté un ion produit beaucoup moins intense de m/z 227 (C13H11N202") qui,
lorsqu’il est soumis & un processus de fragmentation supplémentaire (HRMS?),
conduit a la formation de l'ion produit de m/z 199 via une perte de monoxyde de
carbone. Cette perte de neutre permet d’établir que lion produit de m/z 199
correspond a une partie de I'apixaban comportant le cycle pyrazole, le monoxyde de
carbone provient du groupe carbonyle qui était lié a ce cycle dans l'ion m/z 227
(figure 24). Pour cette raison, il a été proposé que l'ion produit de m/z 199 est issu
d'une perte séquentielle de 1-(4-isocyanatophényl)pipéridin-2-one (correspondant
aux cycles phényle et lactame non lié au cycle pyrazole) menant a I'obtention de l'ion
produit intermédiaire de m/z 227 suivie d’'une perte de monoxyde de carbone menant
a la formation de lion produit m/z 199. Le mécanisme permettant d’expliquer le
départ de 1- (4-isocyanatophényl)pipéridin-2-one est un transfert 1-4 d’hydrogéne qui
induit une migration d’une insaturation du cycle pyrazole et un appauvrissement en
électrons de la région située entre I'azote du cycle pyrazole et le groupe carbonyle

du cycle lactame (figure 24).
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Figure 24 : voie de fragmentation en HRMS?® (460->443->227).

La derniére voie de fragmentation observée en mode HRMS? de I'ion produit m/z 443
est celle relative a la formation de lion produit 241, correspondant a une perte de
neutre de formule brute Ci2H14sN2O. Lorsqu’il est soumis au mode HRMS*, cet ion
produit peut perdre deux molécules de monoxyde de carbone ce qui permet
d’envisager que lion produit 241 comporte deux groupes carbonyle. Puisque
'apixaban peut perdre facilement du monoxyde de carbone a partir du groupe
carbonyle rattaché au cycle pyrazole, il est probable que ce cycle soit toujours
présent dans I'ion produit 241 (figure 25). Compte tenu de la structure de I'apixaban,
I'autre groupe carbonyle est vraisemblablement celui du cycle lactame fusionné avec
le cycle pyrazole. Etant donné la structure de I'apixaban, il a ét¢ émis I'hypothése
que l'ion produit 241 a conservé la partie pyrazole et méthoxyphényle, et que le site
de modification/cassure se situe entre le carbone et I'azote de la fonction lactame.
Cette perte neutre correspond donc vraisemblablement a la perte de [4-
(méthylideneamino)phényl]pipéridin-2-one issue d'un réarrangement interne

correspondant a un transfert d’hydrogéne (figure 25).

——

O
@ C12H14N2 \ @ 2CO
" 202 1106** t C;HoN,O"

N
07NN 185,07035*

1,6 H- transfer N
/

@ 7®

C13HgN, 05"
241,06004*

Figure 25 : voie de fragmentation en HRMS?® (460->443->241).
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La compréhension de I'ensemble des voies de fragmentation de I'apixaban a permis

d’établir son schéma de fragmentation qui est produit dans la publication (figure 26).
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Figure 26 : schéma de fragmentation de I’apixaban.
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3.3.2. Structure des produits de dégradation de I’apixaban

Produits de dégradation issus de I’hydrolyse du groupe carboxamide : DP-2 et
DP-6

Les produits de dégradation DP-2 et DP-6 correspondent respectivement aux
formules élémentaires CosHosN4Os™ et CoeHo7N4Os™. Les spectres LC-HRMS? de
DP-2 (m/z=461) et DP-6 (m/z=475) sont quasiment identiques a celui de I'apixaban.
L’ion produit de m/z 443, caractéristique de la désamination du groupe carboxamide
observée pour I'apixaban est aussi retrouvé pour DP-2 et DP-6. Son existence est
attribuée a une perte d’eau pour DP-2 (figure 27) et une perte de méthanol pour
DP-6 (figure 28). Lorsqu’il est soumis a des processus supplémentaires de
fragmentation, I'ion produit de m/z 443 donne naissance aux mémes ions produits

qu’il soit issu de DP-6, de DP-2 ou de I'apixaban.

Par conséquent, la structure de DP-2 correspond a I'acide 1-(4-méthoxyphényl)-7-
0X0-6-(4-(2-oxopipéridine-1-yl)phényl)-4,5,6,7-tétrahydro-1H-pyrazolo[3,4,c]pyridine-
3-carboxyliqgue et celle de DP-6 au 6 méthyl-1-(4-méthoxyphényl)-7-oxo-6-(4-(2-
oxopipéridine-1-yl)phényl)-4,5,6,7-tétrahydro-1H-pyrazolo[3,4,c]pyridine-3-
carboxylate.

o o—

H;O . . . N

Q 0 Q Q Q La suite est identique a
DL R —= YL —

o}
o} ‘ § ce qui est observé pour
N N
r
2 H

N
N I'apixaban
o £
DP-2 - o)

Chﬂiix«‘lOi_ CIEHZE’\:404_
Accurate Mass: 461,18054 Accurate Mass: 443,17006

Figure 27 : fragmentation de DP-2.
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0— o~
Q\@j Q o H,0 Q‘Q o Q La suite est identique a
0 NN T ey 2 0 - -, . ce qui est observé pour
5 .
{. I'apixaban
+2~0CH
DP-6 @ 3 H 0//C
H” "H

C,HN,O;
Accurate Mass 443,17006

Figure 28 : fragmentation de DP-6.

Produit de dégradation issu de I’hydrolyse du cycle lactame fusionné au cycle

pyrazole : DP-1

Le produit de dégradation DP-1 (m/z 478) a une masse mesurée correspondant a
une composition élémentaire C2sH2sNsO5". Le gain de 2 atomes d’hydrogéne et d’un
atome d’'oxygéne par rapport a I'apixaban suggére un mécanisme d’hydrolyse qui
sera par la suite confirmé. Le spectre HRMS? de DP-1 contient un ion produit de m/z
460 ainsi que d’autres ions déja rencontrés dans le spectre de masse de 'apixaban :
227, 199, 185 et 172. En dehors de ces ions, le spectre de masse de DP-1 contient
aussi lesions m/z 461, 417, 288, 271, 217, 203 et 191.

L’ion produit m/z 460 suggére que I'ion moléculaire ([M+H]*) de DP-1 m/z 478 peut
perdre facilement de I'eau. La transition caractéristique : 461->417 (417 apparaissant
en MS® : 478->461->), correspond a une élimination de dioxyde de carbone
inexistante pour I'apixaban. Ceci indique qu’une fonction acide carboxylique a été
formée dans DP-1. Compte tenu de la structure de l'apixaban, la formation de la
fonction acide carboxylique dans DP-1 provient d’'une modification au niveau d’un
carbonyle situé soit dans le groupe carboxamide soit dans I'un des cycles lactame de

I’'apixaban.

La présence de l'ion produit de m/z 461, s’expliquant par une perte de NHs, reflete la
persistance de la fonction carboxamide dans DP-1, ce qui montre que DP-1 est bien

formé par hydrolyse d’une fonction amide d’un des cycles lactame.

La présence de lion produit de m/z 288 (Ci14H14N304") peut s’expliquer par un

processus de N-déalkylation au niveau du groupement oxopipéridine-aniline. Ceci
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indiqgue que I'hydrolyse de la fonction amide s’est effectuée au niveau du cycle

lactame fusionné (figure 29).

O/ CquQ"‘D O’_’
@ Mass 180 o—
N
N
ol/ \@ ?OHN Q HOLC e @
. 2

NH | N © NH, | NN 4' HO.C.. N

= 7 | N
+ N-dealkviation T 4
% ~NH3 NH;
© o

DP-1 *
o°
CpsH g N0." CH N0 G, N0
m'z 478 miz 288 m'z 271

Figure 29 : voie de fragmentation de DP-1(1).

Les autres ions produits (m/z 203 et 191) confirment cette hypothése. lIs s’expliquent
par la protonation d’un autre groupe que précédemment, c’est-a-dire au niveau de

I'azote du groupement aniline (figure 30).

Ainsi, I'ion produit de m/z 191 est obtenu par le biais d’'une N-déalkylation, alors que
I'ion de m/z 203, provient d’'un réarrangement de type Mac-Lafferty (figure 30). Ceux-
ci confirment que I'hydrolyse de la fonction amide a bien lieu au niveau du cycle

lactame fusionné.

DP-1 a donc pu étre identifié comme étant I'acide 3-carbamoyl-1-(4-méthoxyphényl)-
4-(2-(4-(2-oxopipéridin-1-yl)phénylamino)éthyl)-1 H-pyrazole-5-carboxylique  (figure
30).
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Figure 30 : voie de fragmentation de DP-1 (2).

Produits de dégradation issus de I’hydrolyse du cycle lactame non fusionné au
cycle pyrazole : DP-4 et DP-7.

Comme DP-1, DP-4 présente un ion protoné de m/z 478, en faveur de I'hydrolyse
d’'une des fonctions lactame. Son spectre de fragmentation HR-MS? inclut des ions
en commun avec l'apixaban ainsi que des ions produits de m/z 461, 432, 416, 404,
390, 378, 361, 333 et 101. La présence de ces derniers confirme I'ouverture du cycle
lactame non fusionné par hydrolyse de la fonction amide. De nouveau, l'ion produit
de m/z 461 s’expliquant par une perte de NHs, reflete la persistance de la fonction
carboxamide dans DP-4.

L’ion produit intense de m/z 378 est formé par N-déalkylation consécutivement a la
protonation de I'azote du cycle lactame non fusionné. Ce dérivé acidium peut ensuite
perdre successivement de 'ammoniac et du monoxyde de carbone pour générer

respectivement les ions m/z 361 et 333 (figure 31).

101



Chapitre 3 : dégradation de I'apixaban en conditions hydrolytiques et implications potentielles

— o~ o—

* H. I\l+ H-N
-
(0] N) N, . N N, . NJ N
[N LN N
o N-dealkylation I
o +
o7 NH NHz C,H,N,0; o NHs

C,HNOS 0O
DP-4 ?1-‘133?8 m/z 378
NH3
o~ Q
HoN
| N 7
'|('|3+ +
Cc
L0~ C HNO~ 7
CH-NO, w4y Q

miz 333 m’/z 361
Figure 31 : voie de fragmentation de DP-4 (1).

L’existence de certains ions fragments s’explique par des ruptures séquentielles de
liaisons carbone-carbone sur la chaine latérale formée par hydrolyse du cycle 2-oxo-
1-pipéridinyl (cycle lactame non fusionné). Ce mécanisme se rapporte aux ions de
m/z 432 et 404 ainsi que 416, et 390 dont la formation correspond a deux voies
distinctes. Aprés une perte d’eau par DP-4, I'ion produit résultant (m/z 460) peut
conduire (LC-HRMS?®) & la formation des ions produits de m/z 432 et 416 par perte
de monoxyde de carbone et d’éthanal respectivement (figure 32). Les expériences
LC-HRMS* menées sur ces deux ions produits conduisent & la formation de deux
autres ions produits en fonction de I'ion précurseur choisi. Ainsi, les expériences LC-
HRMS* : DP-4->460->432-> et DP4->460->416-> ont mené respectivement a la
formation des ions produits de m/z 404 et m/z 390 par perte d’éthyléne et d’acétyléne
(figure 32).
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Figure 32 : voie de fragmentation de DP-4(2).

La présence de I'ion produit intense de m/z 101 est due a une rupture de la liaison
N-C, a l'origine du départ du carbocation dérivé de I'acide n-pentanoique. Ce type de
départ ne peut survenir que si I'hydrolyse a lieu au niveau du cycle 2-oxo-1-

pipéridinyl (figure 33).

Par conséquent, DP-4 correspond a I'acide 5-(4-(3-carbamoyl-1-(4-méthoxyphényl)-
7-0x0-4,5-hydro-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridin-6(7H)-yl)phénylamino)pentanoique.

Figure 33 : voie de fragmentation de DP-4(3).

L’ion protoné de DP-7 a une masse exacte qui correspond a la formule élémentaire

Ca6H30Ns05™. 1l présente de nombreux ions en commun avec DP-4. Toutefois, I'ion
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m/z 101 caractéristique de I'acide pentanoique est absent de son spectre de masse.
En contrepartie, un autre ion a m/z 115 identifie comme I'ester méthylique de I'acide

pentanoique est détecté (figure 34).

Etant donné le paralléle observé en termes de perte de neutre pour les spectres de
masse de DP-4 et de DP-7, DP-7 peut étre identifié comme étant le méthyl 5-(4-(3-
carbamoyl-1-(4-méthoxyphényl)-7-oxo-4,5-dihydro-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridin-6(7H)-
yl)phénylamino)pentanoate.
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Figure 34 : voies de fragmentation de DP-7.

Produits de dégradation issus de I’hydrolyse du cycle lactame non fusionné au
cycle pyrazole suivie d’'une N-déalkylation : DP-3 et DP-5

En comparant les formules élémentaires de DP-3 (CHisN4Os*) et de DP-5
(C21H21N4O4") a celle de [l'apixaban (CzsH2sNsO4%), on peut supposer qu’ils
correspondent a des dérivés ayant perdu le cycle lactame non fusionné suite a

I’hydrolyse de la fonction lactame suivie d’'une N-déalkylation.

Ces deux produits de dégradation incluent dans leurs spectres HRMS? des ions
produits caractéristiques de m/z 361 (CH17N4O3") et 333 (C19H17N4O2") (figure 35)
de mémes formules brutes que ceux retrouvés pour DP-4, ce qui indique que DP-3 et

DP-5 ont ces parties communes avec DP-4.
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De plus, a la place du groupement carboxamide de I'apixaban, DP-3 semble
présenter une fonction acide carboxylique et DP-5 wune fonction ester

carboxyméthyle.

En effet, la présence de l'ion produit commun de m/z 361 indique qu’une perte d’eau
peut se produire pour DP-3 (m/z 379) et une perte de méthanol pour DP-5 (m/z 393)
comme cela est indiqué dans la figure 35.

La perte du groupement 2-(4-méthoxyphénylimino)éthenone (361->200) est obtenue
comme dans le cas de la fragmentation de I'apixaban (figure 23), ce qui confirme le
fait que les produits de dégradation ont conservé I'ensemble tétrahydropyridine-

pyrazolo-méthoxyphényle.

Les ions produits observés pour DP-3 et DP-5 de m/z 241 et 199, quant a eux, sont
issus de I'ion produit de m/z 361 selon les mémes mécanismes de fragmentation que

ceux décrits pour I'apixaban (figure 25 et 24).

Par conséquent, la structure de DP-3 correspond a I'acide 6-(4-aminophényl)-1-(4-
méthoxyphényl)-7-oxo-4,5,6,7-tétrahydro-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine-3-carboxylique
et celle de DP-5 au méthyl-6-(4-aminophényl)-1-(4-méthoxyphényl)-7-ox0-4,5,6,7-
tétrahydro-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine-3-carboxylate.
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DP-3
DP-5

Chemical Formula: C20H19N404|

Chemical Formula: C, HyN4O4" Exact Mass: 379.1401

Exact Mass: 393.1557

Chemical Formula: CygH,7N,05"
Exact Mass: 361.1295
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Chemical Formula: C,3HgN,0;' Exact Mass: 199.0866
Exact Mass: 241.0608

Figure 35 : schéma de fragmentation de DP-3 et DP-5.
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3.4. Voies majoritaires de dégradation de I’apixaban

A partir de I'ensemble des données expérimentales, les voies de dégradation de

I'apixaban ont pu étre établies.

Deux produits de dégradation sont formés en milieu basique : DP-1 et DP-2. Etant
donné leur structure, ils correspondent respectivement a une hydrolyse du cycle

lactame fusionné et de la fonction carboxamide par attaque nucléophile de l'ion

hydroxyde. Le mécanisme de dégradation proposé est représenté en figure 36.

APIXABAN

o
DP-2 DP-1

Figure 36 : mécanismes de dégradation de I'apixaban en milieu basique.

107



Chapitre 3 : dégradation de I'apixaban en conditions hydrolytiques et implications potentielles

En milieu acide, six produits de dégradation sont formés dont DP-2 déja observé en
milieu basique. DP-4, et DP-7 sont issus de l'ouverture du cycle lactame non
fusionné. Dans un second temps une N-déalkylation de DP-4 induit la formation de
DP-3 et de DP-5. DP-6 résulte de I'hydrolyse de la fonction carboxamide conduisant
a la formation d'une fonction acide, suivie de [l'estérification de celle-ci par le

méthanol présent dans la solution mére d’apixaban (figure 37).
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Figure 37 : mécanismes de dégradation de I'apixaban en milieu acide.
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Au cours de nos études, I'apixaban est apparu comme étant trés peu sensible a
I'action d’oxydants et a l'irradiation lumineuse contrairement aux conditions de stress
hydrolytiques. Ces résultats expérimentaux ont été observés auparavant (Landge et
al., 2015).

D’un point de vue théorique, I'absence de réactivité de I'apixaban en présence de
lumiére solaire simulée (norme ICH Q1B) peut s’expliquer par sa faible absorption
dans le domaine de I'UV-A et du visible et de son trés faible rendement quantique
(Yassine et al., 2018).

La réactivité des fonctions lactame a I’lhydrolyse acide ou basique retrouvée au cours
des expériences est aussi largement rapportée pour de nombreux médicaments.
L’hydrolyse de ces fonctions engendre une ouverture des cycles par attaque du
groupe carbonyle et la formation d’'une fonction acide carboxylique avec comme
conséquence une diminution de l'activité thérapeutique. De plus, la présence d’'une
fonction acide carboxylique formée a lissue de I'hydrolyse peut étre précurseur
d’autres produits dus a l'estérification d’'impuretés alcooliques. C’est notamment le
cas de DP-5, DP-6 et DP-7.

Un aspect mis en évidence par les résultats expérimentaux est la différence de
sensibilité des deux cycles lactame en fonction du pH du milieu. Ainsi, le cycle a est
plus @ méme de s’ouvrir en condition acide, tandis que le cycle b a davantage

tendance a s’ouvrir en milieu basique (figure 38).

109



Chapitre 3 : dégradation de I'apixaban en conditions hydrolytiques et implications potentielles

Cycle a

Yo

o=

Figure 38 : différence de réactivité de I’apixaban en fonction des conditions

hydrolytiques.

Cette différence de réactivité a été étudiée par approche ab initio, en examinant la
répartition des charges de Mulliken de I'apixaban qui a été optimisé selon le modéle
DFT B3LYP 6,31 G (d,p) (figure 39).
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Figure 39 : charges de Mulliken de chacun des atomes de I’apixaban.

Comme le montre la figure 39, I'atome portant la charge de Mulliken la plus élevée
serait I'atome de carbone du carbonyle du cycle b (+0,621) tandis que celui du cycle
a aurait une charge inférieure (+0,575). Par conséquent, le carbone du carbonyle du
cycle b apparait plus électrophile ce qui le rend plus sensible aux attaques par I'ion

hydroxyde conformément aux résultats experimentaux.

Sur la méme base, I'atome d’oxygéne du cycle a (-0,570) semble un peu plus
nucléophile que celui du cycle b (-0,562). L'oxygéne du cycle a capturerait donc plus
facilement un proton, ce qui induit une ouverture préférentielle de ce cycle en milieu

acide.

La cohérence entre les données expérimentales et théoriques conforte la
régiospeécificité de I'ouverture des cycles lactame en fonction du pH, si 'on considére

que la distribution et les valeurs des charges de Mulliken sont indépendantes du pH.
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3.5. Toxicité potentielle des produits de dégradation de I’'apixaban

La connaissance de la structure des produits de dégradation peut permettre
d’effectuer une premiére évaluation de I'impact de leur formation. L’apixaban étant
un principe actif a marge thérapeutique étroite (une anticoagulation trop élevée
pouvant engendrer des accidents hémorragiques), en plus du pouvoir toxique
potentiel des produits de dégradation, 'augmentation de l'activité pharmacologique
et le devenir des produits de dégradation (autrement dit la pharmacocinétique des
produits de dégradation) sont a étudier en profondeur.

Deux logiciels ont été employés pour évaluer le potentiel toxique de I'apixaban et des
produits de dégradation détectés lors de la dégradation forcée de I'apixaban : le
logiciel Derek Nexus (systéme expert d’évaluation toxicologique in silico de Lhasa
Limited, Leeds, Angleterre ; tableau 3) et le logiciel Toxtree dont I'ensemble des
criteres d’évaluation proposés a été exploité (tableau 4).

L’évaluation de caractéristiques pharmacocinétiques de I'apixaban et des produits de
dégradation a été réalisée en utilisant le logiciel I-Labs 2.0 (ACD/Labs, Toronto,
Canada ; tableau 5). En plus des données de biodisponibilité per os et de
distribution, les données de risque de diffusion et d’activité dans le systeme nerveux
central sont produites car un des effets indésirables majeurs des anticoagulants est

le risque de saignement intracranien qu’il convient d’évaluer.

Enfin, la recherche d’activité pharmacologique des produits de dégradation a été
conduite selon une approche in silico en utilisant le logiciel I-Lab 2.0 (tableau 6).
Puisque l'apixaban présente une activité anticoagulante, les données recherchées
ont été la probabilité d’effet pharmacologique des DPs sur le sang et sur le systéme

cardiovasculaire par rapport a celle du principe actif.
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Tableau 3 : résultats obtenus avec le logiciel Derek Nexus. Ouvert* :

inexistence de données.

Derek Nexus
Irritation, Mutagenicité

Carcinogenicité (C Toxicité
Dénomination 8 v sensibilisation bactérienne
Genotoxicité (G) organique
respiratoire (Ames test)
C Commimoe mdune pmsre  pedsee
C: ouvert* ; G : pas d'alerte  Pas d’alerte Pas d’alerte Pas d’alerte
“ C: ouvert* ; G : pas d'alerte  Pas d'alerte Pas d’alerte Pas d’alerte
Sensibilisation
C:ouvert* ; G :pas dalerte  Pas d’alerte cutanée Pas d'alerte
plausible
5 Hepatotoxicité . .
C: ouvert* ; G : pas d’alerte " Pas d'alerte Pas d’alerte
plausible
Sensibilisation
C:ouvert* ; G : pas d'alerte  Pas d'alerte cutanée Pas d'alerte
plausible
“ C: ouvert* ; G : pas d’alerte  Pas d'alerte Pas d'alerte Pas d’alerte
C: ouvert* ; G : pas d'alerte  Pas d’alerte Pas d'alerte Pas d'alerte

Tableau 4 : résultats obtenus avec le logiciel Toxtree

Toxtree

) .. : . . Irritation ou Mutagenicité selon le
Dénomination Carcinogenicité / Mutagenicité ) ,
corrosion cutanée testd’Ames
I I R R
Pas d’alerte structurale Pas d’alerte Pas d’alerte
structurale structurale
“ Pas d’alerte structurale Pas d’alerte Pas d'alerte
structurale structurale
“ Alerte structurale : carcinogenicité Pas d’alerte
. Alerte structurale
par genotoxicité structurale ——
“ Pas d’alerte structurale Pas d’alerte Pas d'alerte
structurale structurale
“ Alerte structurale : carcinogenicité Pas d'alerte Alerte structurale
par genotoxicité structurale
“ Pas d’alerte structurale Pas d’alerte Pas d'alerte
structurale structurale
DP7 Pas d’alerte structurale Pas d’alerte Pas d’alerte
structurale structurale
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Tableau 5 : données pharmacocinétiques obtenues avec le logiciel ACD/I-Labs.

304 70% 1.29 Non
Inférieure a 30% 0.35 Non

304 70% 0.30 Non

30a70% 0.28 Non

Inférieure a 30% 0.26 Non

30a70% 1.15 Non

304 70% 1.85 Oui

Inférieure a 30% 1.31 Non

Tableau 6 : données pharmacologiques obtenues avec le logiciel ACD/I-Labs.

Contrairement a ses produits de dégradation, les données in silico obtenues pour
'apixaban peuvent étre confrontées aux résultats publics des études cliniques et

precliniques, résumeées dans son évaluation européenne publiée dans le cadre de la
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demande d’AMM (European Public Assessment Report EPAR ; Committee for
Medicinal Products for Human Use, Assessment Report For Eliquis, (2011)).

D’aprés 'EPAR, aucun risque toxicologique n’a été décelé au cours des études
préclinigues conventionnelles (pharmacologie de sécurité, doses répétées,
génotoxicité, carcinogénicité, reprotoxicité, embryotoxicité). Au cours des études
cliniques, 11% des patients ont présenté un effet indésirable. Les effets indésirables
étaient largement dominés par des saignements (hémorragie, contusion, épistaxis,
hématurie). Concernant les paramétres pharmacocinétiques, une biodisponibilité de
50%, un volume de distribution moyen de 21 litres et un efflux du médicament hors
du cerveau favorisé par le fait qu’il soit un substrat de la P-glycoproteine (P-gp) et de
la Breast Cancer Resistance Protein (BCRP) ont été observés. Les résultats obtenus
en employant les logiciels d’étude in silico (tableaux 3 a 6) sont donc proches de
ceux obtenus in vitro et in vivo. Comme ces données possedent une certaine valeur
prédictive pour I'apixaban, il est possible qu’il en soit de méme pour les composés de
structures apparentées.

Comparativement a la substance active, les résultats obtenus au cours des études in
silico des produits de dégradation DP-1, DP-2 et DP-7 ne laissent pas présumer

qu’ils présentent un risque de toxicité supérieur (tableaux 3 et 4).

Pour DP-3 et DP-5, des alertes structurales de génotoxicité ont été révélées par le
logiciel Toxtree (tableau 4). Ces alertes ont été soulevées suite a la présence d’'une
amine primaire aromatique (figure 40). Il est a remarquer que le logiciel Derek Nexus
n'a pas soulevé de problématique a ce niveau. Cela tient sans doute au fait que la
carcinotoxicité de l'aniline et des dérivés de type amine primaire aromatique font
toujours l'objet de controverses, comme en témoigne le rapport toxicologique de
I'EPA a ce sujet (US EPA, CAS 62-53).
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N
&)

Figure 40 : alertes structurales (en gris) pour DP-3 (a gauche) et DP-5 (a droite).

Pour DP-4 une alerte structurale de toxicité hépatique a été mise en évidence avec
un niveau de probabilité évalué comme plausible par Derek Nexus (tableau 3). Celle-
ci est due a la présence d’'un groupement acide carboxylique a chaine courte (figure
41). Le modele utilisé pour justifier I'éventuelle toxicité est celui du valproate de
sodium, connu pour sa toxicité hépatique. Néanmoins, puisqu’il s’agit d’'une toxicité
dose dépendante et que la posologie usuelle de I'acide valproique est de I'ordre du
gramme par jour c’est-a-dire 100 fois supérieure a celle de I'apixaban, il semble peu
probable que DP-4, présent en quantité encore inférieure a I'apixaban, puisse
générer des effets indésirables cliniquement significatifs sur le foie. Le risque est
d’autant plus faible que contrairement a Il'acide valproique qui présente une
biodisponibilité¢ orale de 100%, d'aprés les résultats du logiciel |/c-labs, DP-4

présenterait une biodisponibilité inférieure a 30%.

Figure 41 : alerte structurale(en gris) pour DP-4

Par contre, le produit de dégradation DP-6, qui correspond a I'hydrolyse de la

fonction carboxamide de I'apixaban puis a I'estérification de la fonction acide formée
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conduisant a un ester méthylique, présente, d’aprés les études in silico un profil

pharmacocinétique et pharmacologique a risque (tableaux 5 et 6).

En effet, contrairement aux autres produits de dégradation et a I'apixaban, d’aprés
les résultats obtenus avec le logiciel I/c-labs, DP-6 est susceptible de traverser la
barriere hémato-encéphalique (tableau 5), probablement en raison de son caractere
plus lipophile (log P (DP-6) = 2,89 ; log P (apixaban) = 2,55) d’aprés les données
calculées avec le logiciel Marvinsketch®). De plus il présente une probabilité d’effet

sur le systéeme cardiovasculaire et le sang supérieure a I'apixaban (tableau 6).

Si cela s’avéere vérifié in vivo et que DP-6 présente une activité anticoagulante, les
conséquences de sa formation pourraient étre tres dommageables. Par analogie
structurale et mécanistique, si 'on remplacait le méthanol utilisé dans I'étude par de
I’éthanol, la formation d’ester éthylique pourrait s’avérer dangereuse comme l'est
celle de lI'ester méthylique (risque similaire de passage au travers de la barriére
hémato-encéphalique). Dés lors une formulation contenant de I'éthanol comme
solubilisant semble étre a éviter car elle pourrait aussi induire la formation d’'un ester
éthylique a la place de I'ester méthylique de DP-6 (figure 42) et ainsi engendrer une

majoration du risque d’hémorragie cérébrale.

o—

o

Figure 42 : structure de DP-6.

Au total, mis a part la prudence qu’il faut avoir en raison de la présence du produit de
dégradation DP-6, il apparait donc qu’au niveau toxicologique, la problématique
inhérente a la dégradation de l'apixaban semble peu inquiétante au regard des

résultats des études in silico.

Néanmoins, a I'heure actuelle, ces études in silico ne peuvent se substituer a des

études in vitro/in vivo. En effet, I'état des connaissances et donc des bases de
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données sur lesquelles reposent les modeles des logiciels est encore trés restreint et
le risque de faux positifs ou de faux négatifs est encore trés élevé.
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4. Conclusion

Il a été mis en évidence que I'apixaban est sensible aux stress hydrolytiques tandis
qu’il résiste aux stress oxydant et photolytique. Face a ces résultats, la diminution du
risque de dégradation nécessiterait des études plus détaillées pour définir la zone de
pH permettant une conservation optimale du principe actif.

La caractérisation des structures des produits de dégradation a permis de proposer
un mécanisme de dégradation. Les deux cycles lactame de I'apixaban réagissent
differemment en fonction du pH. Cette régiospécificité de réactivité est en accord
avec les répartitions de charge de Mulliken différentes, comme cela a été montré par

I'approche ab initio.

Grace a I'élucidation structurale et a I'étude in silico, des données complémentaires
permettant d’appréhender partiellement le risque émanant d’'une exposition aux
produits de dégradation de I'apixaban ont aussi été apportées. Ces données
devraient étre confortées par des essais in vitro notamment pour documenter le

risque d’hémorragie intracranienne soulevé.

Complétés d’autres données de stabilité et de toxicité sur des lots pilotes, ces
éléments fondamentaux devraient permettre la mise en place de solutions orales

d’efficacité et de sécurité maftrisées.
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A comprehensive study of apixaban’'s degradation
pathways under stress conditions using liquid
chromatography coupled to multistage mass
spectrometry

Philippe-Henri Secrétan,® Hassane Sadou-Yayé,+2° Caroline Aymes-Chodur,?
Mélisande Bernard,?® Audrey Solgadi, Fatma Amrani,® Najet Yagoubi®
and Bernard Do*®<®

Apixaban is a novel anticoagulant drug acting as a direct, selective and reversible inhibitor of the coagulation
factor Xa. Forced degradation under stress conditions were carried out in order to establish its stability
profile. The drug was shown to be stable under photolytic, thermolytic and oxidative conditions, while
under hydrolytic conditions, up to seven degradation products were generated for about 15% of drug
degradation. The degradation products have been detected by linear gradient reversed phase high-
performance liquid chromatography coupled with a photo diode array and with electrospray ionization
tandem mass spectrometry. A combination of multistage mass spectrometry and high-resolution mass
spectrometry (HR-MS) allowed the structural elucidation. The product ions of the degradation products
were compared to those of the apixaban protonated ion so as to assign the most structures possible.
This required a study in depth of the drug’'s fragmentation pattern, which has not been reported so far. In
view of the products formed, it appears that hydrolysis of the oxopiperidine moiety of apixaban occurred
in acidic medium, whereas that of the tetrahydro-oxo-pyridine moiety would further happen under
alkaline conditions. Asides from characterization, the LC method was shown to indicate stability and

www.rsc.org/advances

Introduction

Apixaban (1-(4-methoxyphenyl)-7-oxo-6-[4-(2-oxopiperidin-1-yl)-
phenyl]-4,5-dihydropyrazolo[5,4-c|pyridine-3-carboxamide) is a
novel anticoagulant drug acting as a direct, selective and
reversible inhibitor of the coagulation factor Xa.'* It is
prescribed as treatment of venous thromboembolism, which
includes deep vein thrombosis and pulmonary embolism. A
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validated as per the criteria described by the ICH guidelines.

large scale randomized double blind study comparing the
conventional therapy (subcutaneous enoxaparin, followed by
warfarin) to apixaban, showed the non-inferiority of apixaban
with significantly less bleeding.>®

LC-MS/MS methods were developed to determine apixaban
alone in plasma or in the presence of its major metabolites™™* to
support clinical uses. Assay in tablets and simultaneous deter-
mination with other drugs using HPLC was also described.””** A
literature survey, however, did not reveal any further information
about the stability profile of apixaban or about its potential
degradation products likely to form in time and/or under stress
conditions. As drug may undergo degradations, leading poten-
tially to activity loss or to occurrence of adverse effects associated
with the appearance of degradation products, thorough knowl-
edge of drug’s stability profile is one of the key factors to prevent
those risks during manufacturing, transportation and storage.

In this paper, we have focused on the identification and the
characterization of degradation products generated in solution.
Liquid chromatography combined with mass spectrometry has
been well established and found to be a very useful technique
for the identification and characterization of DPs.***” That's why
high performance liquid chromatography coupled with multi-
stage mass spectrometry (HPLC-MS") was used. Different stress

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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conditions were applied in order to simulate the degradation of
active pharmaceutical substances, for which degradation can
occur via many pathways such as basic and acidic hydrolysis,
oxidation, photo-degradation or thermal degradation. The
structures of observed degradation products were elucidated
using multistage mass spectrometry and high-resolution mass
spectrometry (HR-MS). A study in depth of apixaban fragmen-
tation pattern was also achieved in order to help assign, by
comparison, the structures of the major product ions coming
from the degradation products ions. In addition, LC-UV method
for quantitative determinations of apixaban in the presence of
its degradation products has been validated as per ICH."

Experimental

Chemicals, reagents and stock standard solution

Apixaban (MW: 459.4971 g mol ') tablets (Eliquis®) are mar-
keted by Bristol-Myers Squibb (Rueil Malmaison, France)/Pfizer
(Paris, France). A stock standard solution of apixaban was
prepared by extracting apixaban from crushed tablets using
water/methanol 50/50 to get a final concentration of
250 pug mL™'. Analytical grade acetonitrile came from Sigma-
Aldrich (St Quentin-Fallavier, France). Ultrapure water was
produced by the Q-Pod Milli-Q system (Millipore, Molsheim,
France). Hydrogen peroxide (H,0,) 30% v/v was supplied by
Carlo Erba SDS (Val de Reuil, France).

Instrumentation

LC-MS" analyses were performed using a Dionex Ultimate 3000
system (DIONEX, Ulis, France) coupled to a triple quadrupole
linear ion trap HybridQtrap 3200 MS (ABSciex Framingham,
USA) system. LC-HR-MS was performed coupling this same LC

Table1 HPLC gradient

Time (min) A: water (% v/v) B: acetonitrile (% v/v)
0—2 95 5

2 — 13 95 — 40 5 — 60

13 — 19 40 60

19— 20 40 — 95 60 — 5

Table 2 Forced degradation outcome (n = 3)
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system to an LTQ-Orbitrap Velos Pro system, composed of a
double linear trap and an orbital trap (Thermo Fisher Scien-
tific, CA, USA). LC system consisted of a quaternary pump, a
degasser, a thermostated autosampler with a 100 pL - injection
syringe and a thermostated column compartment. Separation
was achieved using Zorbax® column SB-C18 (4.6 mm x
250 mm, i.d., 3.5 um) kept at 25 °C in a thermostated
compartment. The flow rate was set at 1.0 mL min~". A multi-
stage gradient mobile phase (acetonitrile/water) was applied
(Table 1).

Detection and characterization were performed by mass
spectrometry and high-resolution mass spectrometry. In both
cases, an electro-spray ionisation (ESI) source operated in
positive ion mode. In MS, the ionization conditions were set as
following: ion spray-voltage was set at 5.5 kV, curtain gas (N,)
flow rate at 40 psi, nebulizer gas (air) flow rate at 30 psi and
heater gas (air) flow rate at 50 psi. Temperature was set at 500
°C. Nitrogen was used as collision and damping gas. Acquisi-
tion in full scan mode over the mass range of 50-550 Da was
performed for the detection of the degradation products. MS"
experiments for structural elucidation were carried out using
30% (arbitrary units) collision energy level (CEL). MS data were
treated with Analyst® software version 1.5.2 and MS Manager®
software version 12 (ACD Labs, Toronto, Canada). In HR-MS,
the ionization conditions were set as follows: the source
voltage was set at 3.4 kV and the temperatures were fixed at
53 °C (source) and 300 °C (capillary). S-Lens was set at 60%.
Acquisition in full scan mode over the mass range of 300-
550 Da was performed for the determination of the degradation
products accurate masses. Data were treated with Xcalibur®
software (version 2.2 SP 1.48).

A Q-SUN XE-1 Xenon test chamber (LX 5080 Q-Lab Westlake,
California, USA) was used for photo-degradation studies.

Stress-testing protocol

The forced degradation solutions were prepared by diluting
apixaban stock standard solution in water or with reagent
solutions as to obtain a final concentration of 125 pg mL™" of
apixaban in each of them (working solutions). Four stress
conditions were tested: thermal, hydrolytic, photolytic and

Average total

Average assay of impurities

Average mass balance
(assay + total

Stress condition Time API (% w/w, n = 3) (% wiw, n = 3) impurities %, n = 3) Commentaries
Acid hydrolysis 24 hours 84.9 14.6 99.5 Degradation accompanied
(0.1 M HCI) by appearance of DP-2, DP-3,
DP-4, DP-5, DP-6 and DP-7
Base hydrolysis 3 hours 88.1 10.8 98.9 Degradation accompanied
(0.1 M NaOH) by appearance of DP-1 and DP-2
Oxidation 72 hours 99.3 N.D. 99.3 No degradation occurred
(3% H,0,)
Thermal (80 °C) 7 days 99.5 N.D. 99.5 No degradation occurred
Photolysis 36 hours 98.6 N.D. 98.6 No degradation occurred
(UV light)

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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oxidative conditions. Each experiment was performed in tripli-
cate and the working solutions were allocated in 5 mL
hermetically sealed glass vials. Thermal stress was achieved at
80 °C up to 7 days. Hydrolysis was studied at room temperature
over a period of 72 hours, using HCI 0.1 M or NaOH 0.1 M.
Oxidation was tested in the presence of an equivalent of 3% (v/v)
H,0,, at room temperature for 72 h. Photo-degradation con-
sisted in exposing working solutions to light for 36 h using a
xenon test chamber (Q-SUN Xe-1). Emitted wavelengths
ranged from 300 to 800 nm. The light intensity was delivered at
1.50 Wm 2.

Validation protocol

An RP-HPLC-UV with stability indicating capability was imple-
mented and validated according to ICH Q2 (R1)."® Specificity
was established based on good chromatographic separation
and UV detection at 220 nm. The system suitability tests were
conducted throughout the validation studies by injecting 125 pg
mL " of apixaban solution. Peak tailing as well as peak efficacy
was systematically assessed. Linearity and accuracy were
studied across concentration range 25-150 ug mL™ "' of apix-
aban, through three series of samples independently prepared.
Intermediate precision and repeatability were tested by injec-
tion of six individual solutions of 75 and of 125 pg mL™" apix-
aban on three consecutive days. Limits of quantitation (LOQ)
and detection (LOD) were determined considering the level of
dilution leading to signal to noise ratios of 10:1 and 3:1,
respectively.

(a)

Absorbance, mAU
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Results and discussion

Optimised chromatographic conditions and method
validation

Implementing a stability indicating method (SIAM) relies on its
capacity to separate apixaban from its degradation products.
After several optimization steps, the method described above
was found suitable for the separation of apixaban from most of
the other analytes, in gradient mode, using water/acetonitrile
mobile phase (Table 2, Fig. 1). In such conditions, apixaban
eluted at 13.3 min. The peak-tailing factor (4;) for apixaban was
systematically inferior to 1.2 (average of six determinations =
1.15) and the theoretical plates (N) was at around 4500 (average
of six determinations = 4498). A component detection algo-
rithm (CODA) analysis also allowed examining the main peak
purity, showing that it uniquely contained signals from apix-
aban regardless of the sample. Three of the degradation prod-
ucts eluted ahead of the drug and the rest came after. But the
resolution factor (Rs) between apixaban and one of the degra-
dation products (DP-4) was below 1.5 (average of six determi-
nations = 1.32). Mass balance (% assay + % total degradation
products) of all the stressed samples of apixaban was obtained
in the range of 98.2-99.5%. The regression analysis using a
linear model expressing apixaban concentrations as a function
of UV chromatogram signals within a range 25-150 pg mL™,
resulted in a determination coefficient R*> of 0.9978 and a
y-intercept of the linear equation which was statistically insig-
nificant (p = 0.205). The distribution of the residuals can well be

1335

Apixaban
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Fig. 1 Chromatograms of (a) basic stress sample and (b) acidic stress sample.
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approximated with a normal distribution according to the
p-value of the Shapiro-Wilk normality test (p = 0.198), so that it
could be safely assumed that the calibration data fitted to a
linear model. The LOD and LOQ were of 0.4 and 1.3 pg mL ™,

Table 3 MS" and high-resolution MS” data of apixaban
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respectively. The repeatability verified by a six-fold analysis of the
concentration level 75 pg mL ™" yielded a RSD inferior to 1.50%,
and the intermediate precision studied over three different days
following the same protocol, led to a RSD equal to 2.09%.

Best possible

Product ions m/z Origin elemental formula Theorical masses m/z Accurate masses m/z Error (ppm)
460 M +H]" Cy5H, N0, 460.19793 460.19655 —3.00
461 MS? (460 —) Cy5H,5N,05" 461.18195 461.18054 —3.06
443 MS? (460 —) CysH,3N,0,° 443.171382 443.17006 —2.98
415 MS® (460 — 443 —) C,4H,3N,05" 415.176467 415.17547 —2.40
387 MS* (460 — 443 — 415 —) C,3H,3N,0," 387.18155 387.18073 —2.12
282 MS? (460 — 443 —) C16H16N30," 282.123703 282.12279 —3.24
264 M 60 — 443 — 282 —) Cy6H14N;0" 264.11370 264.1122 —5.68
254 MS* (460 — 443 — 282 —) C15H6N;0" 254,128789 254,12791 —3.46
241 MS? (460 — 443 —) C13HgN,O;" 241.06077 241.06004 —3.03
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Fig.2 High-resolution MS? spectrum of (a) the protonated ion of apixaban and (b) high-resolution MS® spectrum of the product ion at m/z 443.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015

RSC Adv., 2

015, 5, 35586-35597 | 35589


http://dx.doi.org/10.1039/c5ra00171d

Published on 09 April 2015. Downloaded by UNIVERSITE PARIS SUD on 04/02/2016 22:44:42.

RSC Advances

As a result, the method could be used for the assay deter-
mination with implementation of system suitability testing
criteria, i.e. Ry (apixaban/DP-4, =1.3), A; (=1.2) and N (=4500).

Same chromatographic conditions were applied for the
characterization of the degradation products by LC-ESI-HR-MS"
(Table 1).

Degradation behaviour of apixaban

Under oxidation, thermal and photolytic stress conditions,
neither loss of apixaban nor appearance of degradation prod-
ucts was detected, which was consistent with what has been
reported recently.” Conversely, apixaban was very prone to
degradation under hydrolytic stress. As shown in Table 2, loss of
15% of apixaban was observed after 24 hours in acidic condi-
tions, while 11% was highlighted only after 3 hours in basic
conditions.

In total, seven degradation products were detected in the
solutions subjected to hydrolysis, when taken at a degradation
rate still inferior to 15%. Even if degradation continued beyond
15%, we have limited the present study to that of the degrada-
tion products formed precociously in the stress conditions,
insofar as the others, sometimes secondarily formed, can be

considered as less likely with respect to real-storage
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Fig. 3 High-resolution MS* spectra of the product ions at (a) m/z 415
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conditions.” The studied degradation products are named
“DPn”, where n accounts for the elution order. Base hydrolysis
resulted DP-1 and DP-2 with relative retention times of 0.65 and
0.73, whereas acidic degradation chromatograms showed DP-2,
DP-3, DP-4, DP-5, DP-6 and DP-7 with relative retention times of
0.73, 0.96, 1.01, 1.07, 1.16 and 1.21 (Fig. 1, Table 2). Aside from
these DPs, the acidic degradation chromatogram also high-
lighted the presence of two other but much less intense
compounds, eluted about 10.9 min. But unlike the other ones,
they were not detected in mass spectrometry and therefore,
cannot be studied or structurally elucidated.

Characterization of apixaban and DPs

ESI-MS” and ESI-HR-MS" fragmentation studies of apixaban.
The drug was initially subjected to LC-MS” and to HR-MS"
analyses to establish its complete fragmentation pattern, which
has not been reported so far. Table 3 lists the precursor and
product ions along with errors (ppm) and elemental composi-
tions obtained from HR-Orbitrap-MS instrument.

Under positive ESI-MS conditions, [M + H]" and [M + Na]"
ions were detected at m/z 460 and 482, respectively. Among the
nitrogen functions apixaban is composed of, only carboxamide-
amine function exhibits basic properties with a pK, of 13.1. It is
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therefore more amenable to protonation than are the others
regarding the ionization process. The ESI-HRMS® spectrum of
(M + H)" ion yielded 2 product ions with m/z of 461 and 443
(Table 3, Fig. 2a). The first ion would have been formed by
hydrolysis affording a carboxylate derivative (C,5H,5N,05"),
while the second would be derived from deamination. Acylium
derivative C,5H,3N,0," was also shown to have been produced
from m/z 461 ion by loss of H,O when this one was taken as
precursor during MS® study (data not shown). Subjected to the
MS? process, C,sH,3N,04" (m/z 443) gave rise to the formation
of four major product ions with m/z of 415, 282, 241 and 199
(Table 3, Fig. 2b). The other product ions were detected at a
much lower intensity and as discussed later, they turn out to
have originated from the previous ones (Fig. 3).

Transition 443 — 415 may be related to CO departure by
heterolytic cleavage of 3C and the acyl carbon bond. Carboca-
tion Cy H,3N,0;" was formed. In turn, C,,H,3N,O;" only
generated one significantly intense MS® product ion
(C23H,3N,0,") at m/z 387, by loss of CO (Table 3, Fig. 3a).
According to the scheme (Fig. 4), it was proposed that such a
neutral loss would come from the oxo-piperidin moiety through
a rearrangements cascade, triggered by migration of a hydrogen
atom from 9C to 3C through 1,4 H-transfer. The conformation
of C,,H,3N,0;" is such that thereof would be quite stable by
resonance.

Elimination of 2-(4-methoxyphenylimino)ethenone was
proposed to explain the formation of m/z 282 ion (Fig. 4). The
premise here was that another intermediate (2-(4-methoxy-
phenyl)-7-ox0-6-(4-(2-oxopiperidin-1-yl)phenyl)-4,5,6,7-tetrahy-
dro-2H-pyrazolo[3,4-c]pyridine-3-carbonyl ion) was formed
through a rearrangement such as transamination, as illustrated
in Fig. 4. From there, hydrogen migration from 8'C to the
H-bond acceptor 1'N, through 1,6 H-transfer, would have led to
the pyrazole ring opening by 1’'N-2'N bond cleavage, to the
formation of a © bond between 2'N and 3/C, and to the switch of
the adjacent double bond. Eventually, the 161 Da moiety would
have been released by heterolytic rupture of 4'C-3'C bond.
When taken as precursor for MS* study, C;6H;6N30," (m/z 282)
yielded the product ions at m/z 264, 254 and 240 (Table 1,

View Article Online
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Fig. 3b), likely by dehydration, CO elimination and by loss of
H,C=C=0, respectively. Furthermore, as stated in the
proposed fragmentation scheme of apixaban (Fig. 4), the
product ion at m/z 227 would have been generated from m/z 254
ion by expulsion of HCN.

As for the MS® product ion detected at m/z 241 (Fig. 2b), it
seemed to have been formed by loss of a 202 Da moiety, which
could in all likelihood be attributed to 1-(4-(methyleneamino)
phenyl)piperidin-2-one. As shown in Fig. 4, hydrogen atom
migration from 8C to the H-bond acceptor 1N through 1,6
H-transfer, accompanied by a switch of 2N-3C single bond and
of the adjacent double bonds, might have led in the first stage, to
the opening of tetrahydropyridine ring. Next, a similar
H-transfer process, that took place between 2”"N and electron-
deficient 8”C, would have ended up releasing the aforemen-
tioned neutral fragment by heterolytic cleavage of 8’C-9”C
bond. Under the MS* conditions (Fig. 3¢), C,5H,3N,0," appeared
to lose two CO to afford the product ion at m/z 185 (C;;HoN,0O").

The last other important fragmentation route of
CysH,3N,0," (m/z 443) was represented by transition 443 —
199. Thereof would be formed by loss of a 216 Da moiety and of
CO. 1-(4-Isocyanatophenyl)piperidin-2-one could possibly
account for the so-called 216 Da moiety. Indeed, it was proposed
that by tautomery, electron-deficient 5C had withdrawn a
hydrogen atom to 9C, leading to the formation of a w bond
between 4C and 9C. From there, switch of C9-C8 and 7N-8C
single bonds would have allowed generating a metastable ion
with m/z of 227, which in turn, would have undergone CO loss to
afford m/z 199 ion (Fig. 4). When taken as precursor for MS*
study, m/z 199 ion could notably produce m/z 172 ion by elim-
ination of HCN (Fig. 3d).

Throughout this study, the product ions presented in Fig. 4
were all confirmed by accurate mass measurement.

Identification of the degradation products by LC-HR-MS and
LC-MS". DP-1 gave a protonated ion with m/z of 478. Having 18
Da greater than that of apixaban, it could be considered as a
hydrolysis product (Table 4). Indeed, its MS® spectrum also
includes m/z 460 ion and some of the major product ions
described above, i.e. m/z 227, 199, 184 and 172 ions, suggesting

Table 4 Retention times, accurate masses with errors, elemental compositions and MS? relevant product ions of the degradation product

rT Elemental Theoretical ~ Accurate masses with ~ Relevant MS/MS product ions assigned

Products (min) Conditions [M+H]" compositions masses error in ppm (m/z)

DP-1 8.7 Basic 478 CysHpNsO5™  478.20849  478.20755 (—1.97) 461; 460; 417; 288; 271; 244; 227; 203;
199; 191

DP-2 9.7 Acidic/basic 461 CpsHpsN,O5"  461.18195  461.18090 (—2.28) 443; 415; 387; 282; 254; 227; 199; 185; 172

DP-3 12.8 Acidic 379 CpoH1gN,O," 379.14008 379.13883 (—3.30) 361; 333; 303; 241; 200; 199; 185; 172

Apixaban 13.3  — 460 CpsHpNs0,"  460.19793  460.19674 (—2.59) See Table 1

DP-4 13.6  Acidic 478 CosHpgNsO5™  478.20849  478.20702 (—3.07) 461; 460; 443; 432; 416; 404; 390; 378
361; 333; 300; 282; 199; 185; 101

DP-5 14.6  Acidic 393 CpH,N,O,"  393.15573  393.15436 (—3.48) 393; 379; 361; 333; 241; 200; 199; 185;
172; 156

DP-6 15.6  Acidic 475 CoeHpN,O5™ 47519760  475.19621 (—2.93) 475; 461; 443; 282; 254; 241; 227; 199;
185; 172; 156

DP-7 16.2  Acidic 492 CaH3oNsO5"  492.22415  492.22257 (—3.21) 475; 432; 416; 404; 390; 378; 377; 371;

35592 | RSC Adv., 2015, 5, 35586-35597
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that the protonated ion of DP-1 could lose H,O to afford apix-
aban [M + H]' ion, thus restoring the amide bond. Aside from
this fragmentation path, the mass spectrum also exhibited
abundant product ions at m/z 461, 417, 288, 271, 203 and 217
(Table 2, Fig. 5a). The ion at m/z 461 may be due to NH;
expulsion revealing the presence of carboxamide function.
Transition 461 — 417 would correspond to CO, elimination
caused by the presence of carboxylate function, demonstrating
that DP-1 was well been formed by hydrolysis of an amide bond.
In addition, opening of the oxopiperidin ring by hydrolysis of
the amide bond could easily explain the formation of m/z 288
ion by loss of oxopiperidinylaniline group through N-deal-
kylation (Fig. 6). Such a characteristic product ion could in turn
lose NH; to generate m/z 271 ion. The other abundant product
ions would have been formed from the protonation of aniline-
amine function as shown in Fig. 6. The ion at m/z 191 would be
produced through N-dealkylation, while m/z 203 ion would be
the result of the Mac-Lafferty rearrangement. As a result, DP-1
could be identified as 3-carbamoyl-1-(4-methoxyphenyl)-4-(2-
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(4-(2-oxopiperidin-1-yl)phenylamino)ethyl)-1H-pyrazole-5-car-
boxylic acid. This structure was also confirmed by the accurate
mass measure of DP-1 (Table 4).

MS/MS product ions of DP-2 and DP-6 were almost all the
same as that of apixaban. Only the protonated precursor ions
were different (Table 4). Instead of transition 460 — 443 cor-
responding to loss of NHj3, transitions 461 — 443 and 475 —
443 took place for DP-2 and DP-6, respectively. They might
correspond to dehydration and loss of methanol (Fig. 4). As a
result, DP-2 and DP-6 might correspond to 1-(4-methoxyphenyl)-
7-0x0-6-(4-(2-oxopiperidin-1-yl)phenyl)-4,5,6,7-tetrahydro-1H-
pyrazolo[3,4-c]pyridine-3-carboxylic acid and to methyl-1-(4-
methoxyphenyl)-7-oxo0-6-(4-(2-oxopiperidin-1-yl)phenyl)-4,5,6,7-
tetrahydro-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridine-3-carboxylate, respec-
tively. These structures were also confirmed by the accurate
mass measure of DP-2 and DP-6 (Table 4).

As DP-1, DP-4 yielded a protonated ion with m/z of 478.
Therefore, it could equally be considered as a hydrolysis
product (Table 4). Its MS> spectrum includes common ions with
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Fig. 8 MS? mass spectrum of the protonated ions of DP-3 (a) and DP-5 (b) and their corresponding fragmentation patterns. Some common

remarkable transitions are featured on the MS/MS spectrum of DP-5 (b).
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that of apixaban as was already mentioned for DP-1. It also
displays extra product ions with m/z of 432, 416, 404, 390, 378,
361, 333, 300 and 101 (Fig. 5b). The presence of some of them
confirmed that the oxo-piperidin ring opening had occurred by
hydrolysis of the amide bond. The ion at m/z 101 may be due to
N-C bond heterolytic cleavage releasing n-pentanoic acid car-
bocation. The product ion at m/z 378 would have been formed
through N-dealkylation after the protonation of aniline-amine
function. The anilinium derivative could in turn successively
lose NH; and CO to yield m/z 361 and m/z 333 ions, respectively.
As shown in Fig. 7, existence of some of the product ions could
be related to the C-C bonds rupture on the lateral chain. This
seems to concern the product ions at m/z 432, 416 and 404.
Aside from the fragmentation paths involving the lateral chain,
elimination of 2-(4-methoxyphenylimino)ethenone that was
already described for apixaban, would have generated m/z 300
ion, which in turn, would have lost a water molecule to afford
m/z 282 ion. Similarly, loss of an isocyanatophenyl derivative
along with CO would have formed m/z 199 ion. Therefore, such
a fragmentation pattern is entirely consistent with the proton-
ated ion of 5-(4-(3-carbamoyl-1-(4-methoxyphenyl)-7-oxo-4,5-
dihydro-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridin-6(7H)-yl)phenylamino)penta-
noic acid, as precursor.
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DP-7 protonated ion was detected at m/z 492. Its accurate
mass, measured by HR-MS, is consistent with C;,HycN505"
elemental formula (Table 4, Fig. 5¢). Given a perfect parallelism
between the fragmentation patterns of DP-4 and DP-7 (Table 2,
Fig. 5 and 7), DP-7 was identified as methyl 5-(4-(3-carbamoyl-1-
(4-methoxyphenyl)-7-oxo-4,5-dihydro-1H-pyrazolo[3,4-c]pyridin-
6(7H)-yl)phenylamino)pentanoate.

DP-3 and DP-5 were also found to include the characteristic
fragments m/z 361 and m/z 333 within their ESI-MS/MS spectra.
Moreover, by comparing the elemental formula of protonated
DP-3 and of DP-5 to that of the drug (Table 4), it was easy to
demonstrate that they corresponded to aniline derivatives
having lost the oxo-piperidin group. In addition, it seems that
DP-3 would carry a carboxylate group and DP-5 a carboxymethyl
group instead of the initial carboxamide function (Table 4).
These assumptions were further supported by the determina-
tion of their fragmentation pattern such described by Fig. 8.
Loss of water and of methanol from protonated DP-3 and DP-5,
respectively, was observed through the presence of m/z 361 ion
on both MS? spectra. The protonated ion of DP-3 also corre-
sponds to a product ion of the protonated ion of DP-5 after
demethylation. As the degradation products structure had
preserved the tetrahydropyridine-pyrazolo-methoxyphenyl
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core, it was logical that the transition involving loss of 2-(4-
methoxyphenylimino)ethenone (361 — 200) was one more time
detected. Always from the product ion at m/z 361, m/z 241 and m/z
199 ions would have been produced according to the same
mechanisms as those described for apixaban, as shown in Fig. 8.
As a result, DP-3 might correspond to 6-(4-aminophenyl)-1-(4-
methoxyphenyl)-7-oxo-4,5,6,7-tetrahydro-1H-pyrazolo|3,4-c|pyrid-
ine-3-carboxylic acid and DP-5, to methyl-6-(4-aminophenyl)-1-(4-
methoxyphenyl)-7-oxo-4,5,6,7-tetrahydro-1H-pyrazolo|3,4-c[pyrid-
ine-3-carboxylate.

Proposed degradation pathways of apixaban

Given the outcome from the stress studies, it was clear that
apixaban was more susceptible to acidic and alkali conditions
than to the other tested conditions. It seems that the oxo-
piperidin group was more amenable to acidic hydrolysis and
that the oxo-tetrahydropyridine was more sensible to alkali
conditions, according to the study conditions. Hydrolysis of the
caboxamide function seemed to occur under one or the other
condition. The carboxymethyl derivatives would have been
formed in the presence of methanol, used for dissolution of
apixaban API prior to being subjected to stress conditions. But
under the alkali conditions, esterification should not occur or if
it were the case, then the esters formed would have been
saponified. The schematic representations of mechanism of
formation of the degradation products under hydrolytic stress
are depicted in Fig. 9.

Conclusion

The degradation behaviour of apixaban under hydrolytic (acid,
base), oxidative, photolytic and thermal stress conditions was
studied as per ICH guidelines. Degradation studies demon-
strated that apixaban was more fragile with respect to hydrolysis
conditions. Its MS" fragmentation scheme was studied in depth
in order to help assign, by comparison, the structures of the
product ions formed from the degradation products. A total of
seven degradation products were highlighted in the samples
exposed to hydrolysis conditions, having reached a degradation
rate at maximum of 15%. Based on their identification, it was
possible to deduct major degradation mechanisms in the
context of stress testing.

A stability-indicating LC method was developed and it has
shown suitable for the drug quantification as well as for the
impurity determination.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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Chapitre 4 : photodégradation de I'argatroban et implications potentielles

1. Contexte de I’étude

Toujours dans la problématique relative au comportement et au devenir des
nouveaux anticoagulants en solution, un intérét particulier a été porté sur la réactivité

de I'argatroban en solution en présence d’irradiation lumineuse.

En effet, la sensibilité de l'argatroban a [lirradiation lumineuse est clairement
attendue compte tenu de son absorption dans le domaine UV-A, seul domaine
spectral dans I'UV des rayonnements présents dans les lieux de travail intérieurs
(figure 43).

Argatroban Hydrate

1.0

0.25

0.0

' [ |
2200 2500 300.0 3200 4000

Figure 43 : spectre UV de I'argatroban (20 mg.L™ dans I’éthanol) issu de la
Pharmacopée japonaise.

En ce qui concerne la spécialité pharmaceutique en elle-méme, le résumé des
caractéristiques du produit recommande trés clairement d’éviter I'exposition des
solutions a la lumiére, en particulier lorsque ces dernieres sont administrées a I'état

dilué en perfusion lente.

Face a l'absence de données scientifiques permettant d’anticiper les écarts
d’exposition, nous avons entrepris d’explorer le comportement de I'argatroban (figure
44) en solution aqueuse en conditions photolytiques et les conséquences en termes
de ratio bénéfice/risque pour le patient.
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(0) OH
b I
N)J\_/\/\H NH2
HN\S//O
o//
HN

Figure 44 : structure de I’argatroban

Ce travail avait donc pour finalité :
- l'identification de la nature des photoproduits majoritaires de I'argatroban,
- ’évaluation de leur potentiel toxique par approche in silico,

- la proposition de mesures susceptibles de réduire leur apparition grace aux
mécanismes élucidés.

Les différentes approches méthodologiques pour obtenir ces informations ont été
similaires a celles utilisées pour I'apixaban.
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2. Méthodes et protocole d’essai

Une solution aqueuse d’argatroban a été préparée de sorte a obtenir une
concentration finale de 80 mg.L". Cette solution a ensuite ét¢ exposée & des
conditions de lumiére simulée par I'emploi d’'une lampe Q-SUN Xe-1 (utilisée en
mode fenétre) qui émet un spectre allant de 300 a 800 nm avec une irradiance de
1.50 W.m? & 420 nm (irradiance UV de 300 & 400 nm: 66.5 W.m? ; éclairement :
119.6 kix).

Pour évaluer l'influence de I'oxygéne, la teneur en oxygene dissous a été diminuée
en le remplagant par de I'azote. Dans les deux cas, les échantillons ont été exposés
pendant différentes durées (15-30-60—-90-120 min).

Chaque solution a ensuite été analysée par une méthode CLHP-UV (détection et
quantification a 260 nm, gamme de concentration : 40 & 100 mg.L™") qui avait été
validée en amont en termes de linéarité (r2 = 0,997), d’exactitude (RSD intra-
jour <2%) et de limite de détection (0,1 mg.L™).

L’analyse des chromatogrammes obtenus en utilisant la barette de diodes a permis
de vérifier que cette méthode pemettait bien de doser spécifiquement I'argatroban

(index de pureté de pic >99%).
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3. Résultats

3.1. Photodégradation de I’argatroban : aspects quantitatifs

Avec ou sans réduction de la teneur en oxygéne dissous, une diminution rapide de la
teneur en argatroban a été observée. Dans les deux cas, la cinétique de dégradation
suit un ordre zéro, avec une pente plus importante lorsqu’il n’y a pas de réduction de

la teneur d’oxygene dissous (figure 45).

Relative
argatroban assay

100%

80%

60%

40% - ;
0 30 60 90 120

Time (minutes)
Figure 45 : concentration en argatroban en fonction du temps sans (triangles)
ou avec réduction (carrés) de la teneur en oxygene dissous.

Aprés 1 heure d’exposition en présence d’'oxygéne, une perte de 17% d’argatroban a
été observée. Cet échantillon correspond a un compromis et a été choisi pour
réaliser les analyses LC-HRMS" visant a la caractérisation des photoproduits. En
effet, celui-ci contient les produits de photodégradation majoritaires et un nombre
restreint de produits de dégradation ne pouvant apparaitre que dans des conditions

non réalistes.

Ainsi, I'analyse de cet échantillon conduit a la détection de 8 produits issus de la
photodégradation de I'argatroban (notés P, en fonction de I'ordre d’élution ; figure
46).
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Argatroban
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Figure 46 : chromatogramme total d’ions aprés exposition de I’argatroban a la

lumieére.
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3.2. Elucidation structurale des produits de photodégradation

3.2.1. Processus de fragmentation de I’argatroban
Le processus de fragmentation de I'argatroban a été étudié en HRMS" avec une

source ESI en mode d’ionisation positif.

Trois ions produits ont été retrouvés pour ce principe actif (masse exacte : 509,254 1
formule brute correspondante : CasHa7NgOsS*) en mode HRMS? Les masses
exactes déterminées pour ces trois ions: 384,1700 362,1493 et 148,1121
correspondent aux formules brutes C16H2sN504S”, C13H24N505S™ et C1oH14N™.

L’ion produit de m/z 384 donne un pic trés intense et correspond a une perte globale
de C;H;;sNO. Etant donné la structure de I'argatroban, cette perte facile (le pic étant
intense) est trés probablement issue d’'un réarrangement interne entre une fonction
acide carboxylique et une fonction carboxamide aboutissant a la formation d’un cycle
a 5. En effet ce réarrangement explique que I'on observe un départ de 4-méthyl-
2,3,4,5-tétrahydropyridine et de monoxyde de carbone, et non un départ du cycle
tétrahydropyridine avec son substituant méthyle et son substituant acide
carboxylique car la perte serait C7H11NO- (figure 47).

NH»
o +HN
N _NH
HOZS/NH zS HN HE\
Intermedlalre A \ HO

H+ transfer

_NH
. b 025" HN
Ao ¢

N
HNZT"NH o co
o@ 0
o -
% L OH / Masse exacte : 384,17000

N —_— /NH
_NH g 025" HN' |
g 0,8 N >=NH2
Intermediaire B
ARGATROBAN

Figure 47 : processus de fragmentation de I’argatroban en HRMS2.
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La structure de Iion m/z 384 a été confirmée en mode HRMS? par I'obtention des
ions produits m/z 237, m/z 157 et m/z 129. En effet, la formation de I'ion produit de
masse exacte : 237,0652 (formule brute CsH13N4O4S*) s’explique par un départ de 3-
méthyl-1,2,3,4-tétrahydroquinoline (M = 147 Da) comme celui indiqué dans le
paragraphe suivant. La formation des deux autres ions produits est consécutive a
des pertes de SO; et de CO, processus retrouvés dans d’autres voies de
fragmentation (figure 50). La structure de I'ion de m/z 237 est d’autant plus probable
quelle est retrouvée lors de la fragmentation en HRMS?® de I'ion produit m/z 362
(figure 50).

L’ion produit obtenu en HRMS? (362,1493 ; C13H24N505S") est formé a partir de
'argatroban par départ direct de 3-méthyl-1,2,3,4-tétrahydroquinoline suite a la
coupure de la liaison entre I'atome de soufre et le groupe aromatique (figure 48).
Comme cela a été rapporté pour les sulfonamides aromatiques une coupure directe
de la liaison entre le cycle aromatique et le soufre peut survenir (Sun et al., 2008).

NH,
OH 0:%.0
08"
HN\J;> NH
N

_NH

0,87 2
joe
2

Chemical Formula: C43H4N505S*

ArgatrOban Exact Mass: 362.1493

Figure 48 : deuxiéme voie de fragmentation de I’argatroban.

Le dernier ion produit trés intense obtenu en HRMS? (148,1121; CioH1sN*),
correspond a un départ issu de la majeure partie de I'argatroban et a I'obtention de

I'ion 3-méthyl-1,2,3,4-tétrahydroquinoline (figure 49).
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NH,

)\NH

— C43H23N505S Ha

N
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ozs Ha

Exact Mass: 148,11208

Argatroban

Figure 49 : troisieme voie de fragmentation en HRMS?

La fragmentation en mode HRMS?® de lion m/z 362 conduit & I'obtention d’ions
fragments qui ne peuvent s’expliquer que par des formations de cycles internes a 5
ou d’autres réarrangements aboutissant a des pertes de neutre identiques a celles
obtenues dans d’autres voies de fragmentation : de SOj3; (362->282), CO (362-> 334)
et de CgH11N + CO (362->237) (figure 50).
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Figure 50 : processus de fragmentation HRMS?® (509->362->).
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3.2.2. Caractérisation des produits de photodégradation

Comme cela sera développé par la suite, une premiére analyse des spectres HRMS?
a permis d’établir que 2 produits ont conservé la structure de la partie
méthyltétrahydroquinoline (P> et Ps), tandis que 3 ont conservé la partie
méthylpipéridine (P1, P3 et P4) et 3 'ensemble des 2 parties (Ps, P7 et Pg).

Produits de photodégradation ayant conservé la structure de la partie
méthyltétrahydroquinoline : P, et Ps.

Comparativement a I'argatroban (C23H37NeOsS™), les ions protonés P2 (C1oH1oNO4S™)
et Ps (C1oH14N"™) présentent un nombre réduit d’atomes d’azote, en faveur de la perte
de la partie guanidine, et le méme nombre d’atomes de carbone que la partie
méthyltétrahydroquinoline, ce qui laisse a penser que ces composés ont conservé

cette partie de I'argatroban.

Ps présente une masse exacte identique a celle d'un des ions produits de
largatroban : 148,112 (CioHisN*), ion provenant de la partie
méthyltétrahydroquinoline de I'argatroban. L’exposition de I'ion protoné Ps a des
processus de collision (mode HRMS?) a abouti a la perte de neutre C3Hg (M = 42 Da)
et a un ion produit que I'on met aussi en évidence dans la fragmentation de

I'argatroban : C;HgN™.

La structure attribuée a Ps est donc celle de la 3-méthyl-1,2,3,4-tétrahydroquinoline
(figure 51).

NH

2
— Cy3H23N5058 R iz +
-361 Da o _s : Gyt
_— = Exact Mass: 106,0651
O;S Exact Mass: 148,11208

ARGATROBAN

Figure 51 : structure de Ps.
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Pour P, I'élucidation structurale s’est avérée plus complexe. La formule élémentaire
la plus probable selon sa masse mesurée (240,0325) en mode HRMS : C1oH1gNO4S*
suggere que P, est un produit issu de I'oxydation du groupe 3-méthyl-8-sulfonyl-
1,2,3,4-tétrahydroquinoline. En mode HRMS?, les deux ions produits majoritaires de
P> ont une masse de 222,019 et de 174,055 correspondant respectivement aux
formules brutes C1oHsNO3S™ et C1oHsNO,". Elles s’expliquent pour le premier ion par

une perte d’eau et pour le second par une perte d’acide sulfoxylique (H2SO5).

La perte d’'une molécule d’eau observée suggére que le groupe OH n’est pas lié a un
carbone sp? du cycle phényle (Demarque et al., 2016). Il apparait donc probable qu'il
y a eu fixation d’'un groupe OH sur l'azote du groupe tétrahydroquinoline. La
protonation de l'oxygéne du groupe hydroxylamine explique le départ d’eau
conduisant a l'ion m/z 222. La présence de la transition 240 -> 222, absente dans le
schéma de fragmentation de l'argatroban, suggére aussi que I'environnement de

I'atome d’azote est différent dans P, et dans I'argatroban.

La perte d’eau dans la transition 240 - > 222 permet d’expliquer la formation d’un
cycle a 5 dans lion 222 conduisant aux pertes de neutre de SO, SO,, SO.CH,
observées en MS?,

Au total, pour les quatre atomes d’'oxygéne de P2, I'un appartient au groupement

hydroxylamine, deux au groupement sulfonyle et le quatrieme a un groupement oxo.

Mais, aucun fragment obtenu en spectrométrie de masse, quel que soit le mode
choisi, n’a permis de discriminer sur lequel des deux carbones saturés le groupement

oxo se situe (figure 52).
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o
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Exact Mass: 158,0600

Figure 52 : processus de fragmentation de P..
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Produits de photodégradation ayant conservé la structure de la partie
méthylpipéridine : P4, P; et P4

Ces photoproduits ont des ions produits de masses exactes correspondant aux
formules brutes C13H26Ns503" (P1), C12H20Ns0O™ (P3) et C13H23N4O4" (P4). Par rapport a
l'ion de l'argatroban (Ca3H3/NgOsS*), ces composés ont donc perdu I'atome de
soufre, un nombre important d’atomes de carbone et un nombre réduit d’atomes
d’azote, ce qui s’explique par la perte de la partie méthyltétrahydroquinoline et du
groupement sulfonyle lié a celle-ci ainsi que par la conservation de tout ou d’'une

partie du groupement guanidine.

Les spectres de masse en mode HRMS? des ions protonés de P et P4 indiquent
qu’ils peuvent tous les deux subir une perte de neutre CgH{1N et de monoxyde de
carbone, de fagon identique a ce qui est observé pour I'argatroban (cf. processus de
fragmentation de [largatroban en m/z 384). Cela indique que les parties
méthylpipéridine et acide carboxylique n’ont pas été modifiées : elles sont présentes
dans Py et P4+. Compte tenu de ce qui précéde, de la structure de I'argatroban et de
la formule élémentaire de P (C13H26Ns03"), la structure de P; a été identifiée comme
étant celle de I'acide 1-(2-amino-5-carbamimidamidopentanoyl)-4-méthylpipéridine-2-

carboxylique (figure 53).

(@) OHO NH_I H+
N)WNJLNHZ
NH, H

Exact Mass: 300,2030

¢ e <
N)W” NH, HO)WN NH,
NH,

NH, H
Exact Mass: 282,1925 Exact Mass: 175,1190

Figure 53 : structure et ions produits caractéristiques de P;.

En ce qui concerne P4 (299,171 ; Ci3H2sN4O4"), une perte directe d’acide
carbamimidique (transition 299,171->239,139) ou succédant a la perte de la 4-
méthyl-2,3,4,5-tétrahydropyridine et de monoxyde de carbone (299,171->174,087-
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>114,0550) ont été observées. Pour justifier celles-ci, la formation d'un dérivé
diazinane-carboxamide par formation d’un cycle interne a été proposée. P4 est
identifie  comme étant [I'acide 1-[1-(C-hydroxycarbonimidoyl)-1,2-diazinane-3-
carbonyl]-4-méthylpipéridine-2-carboxylique. (figure 54).
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HO,C  © O\\\(\) oo
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HN
HN//I\OH //I\OH

Exact Mass: 239,13902 HN
Exact Mass: 156,07675

Exact Mass:
128,08184

Figure 54 : structure et fragments caractéristiques de P,.

En revanche, pour P3, la perte simultanée de CgH11N et de CO n’a pas été observée,
laissant supposer que des changements substantiels sont survenus sur la partie
acide carboxylique-méthylpipéridine. Son ion protoné (Ci2H20NsO") ne comporte
qu'un oxygene. En mode HRMS? cet ion protoné conduit a un ion fragment
(C11H20Ns", m/z 222) accompagné d’une perte de neutre de monoxyde de carbone.
La perte directe de CO est attribuée a la présence d’'un groupe carbonyle dans un

cycle saturé, processus décrit par ailleurs (Demarque et al., 2016).

Un autre ion produit (C12H17N4O*, m/z 233) issu de la fragmentation en mode HRMS?
de P3 correspond a la perte d’'ammoniac. Apres cette perte I'ion produit a été soumis
a un niveau supérieur de fragmentation (mode HRMS?®). Celle-ci a conduit & une
perte de neutre O=C=N-H, indiquant la présence d’une fonction amide dans un cycle
de Ps. Une perte d’acide carbamimidique déja constatée dans la fragmentation de P4
suggere la présence d’'un groupe de structure diazinane dans P3;. En mode HRMS?,

la présence d’un ion protoné de masse exacte 191,118 correspondant a une perte de

neutre de guanidine indique que P3 contient cette partie. L’étude des spectres de
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masse obtenus en mode HRMS® a permis par les pertes observées de localiser

I'insaturation dans Ps.

Au total, P; a pu étre identifié comme étant le 9-méthyl-5-ox0-4a,5,8,9,10,10a-
hexahydro-7H-pyrido[2',1":2,3]imidazo[1,5-b]pyridazine-1(4 H)-carboximidamide
(figure 55).

C1oHqgNs"
Exact Mass: 232,15567

_Hzoxps

N+
1l

il HZN NH2
NH Exact Mass: 250,16624
Exact Mass: 222,17132

Exact Mass: 190,13387 Exact Mass: 233,13969 N And co 1 ’ ’
HZN
HZN SNH )S/\> /OH

Exact Mass: 96,08078

Exact Mass: 191,11789
Exact Mass: 113,10732

NH2
Figure 55 : structure de P; et formation des ions produits caractéristiques.

Produits de photodégradation ayant conservé la structure des parties
méthylpipéridine et méthyltétrahydroquinoline : Pg, P7 et Pg

Les ions protonés (mode HRMS) de Pgs (m/z 459,271), P; (m/z 507,238) et Pg (m/z
445,292), ont des valeurs de masse exacte qui correspondent aux formules
élémentaires respectives CosH3sNgO4", Co3HssNsOsS™ et CasHi/NeOs*. Les spectres
de masse obtenus en mode HRMS? comportent des ions produits consécutifs a des
pertes de neutre identiques a celles de la transition argatroban->384, ce qui indique
que ces trois photoproduits conservent la partie acide carboxylique-méthylpipéridine.

Les spectres de masse en mode HRMS? de Ps et de P présentent des ions produits
communs : 281,161 (formule brute : Ci3H21N403%) et 239,139 (formule brute :
Ci12H19N203"). Les pertes de neutre nécessaires a I'obtention de I'ion produit 281 sont
pour Pg : C1oH14N20 et pour P7: C1oH14N20,S. Elles contiennent chacune la partie
méthyltétrahydroquinoline, ce qui indique que cette partie était encore présente dans

Ps et P7. L’ion produit 281 a partir de P6 (transition 459 -> 281) permet aussi de
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comprendre que la partie méthyltétrahydroquinoline a certainement subi une
hydroxylation dans Pecar la perte de neutre : C1oH14sN2O contient un atome
d’oxygéne absent dans la partie méthyltétrahydroquinoline de I'argatroban. Pour P,

le groupe sulfonyle que I'on trouve dans la perte indique qu'il était présent dans P-.

L’ion produit 239,139 est obtenu directement & partir de Pg et P; en mode HRMS? ou
par fragmentation de I'ion produit de masse 281,161 en mode HRMS?® par une perte
de méthanediimine. Cela suggére que ce groupe lie la partie
méthyltétrahydroquinoline au reste de Pg et P7 (figure 56).

L’ion 239 a déja été observé dans la transition 299 ->239 lors de la fragmentation de
P4. La formation de I'ion 239 a été justifiée par la présence d’'un cycle diazinane dans
P4. L'obtention directe de l'ion 239 a partir de P¢ et P; s’interpréte aussi par la

présence d’'un cycle diazinane dans P et P5.

P; ayant conservé I'atome de soufre, compte tenu de I'ensemble des données
recueillies par ailleurs, il doit présenter une fonction de type sulfonylguanidine et la
structure qui lui a été attribuée est celle de I'acide 4-méthyl-1-(1-{N-[(3-méthyI-
1,2,3,4-tétrahydroquinolin-8-yl)sulfonyl]lcarbamimidoyl}-1,2-diazinane-3-
carbonyl)pipéridine-2-carboxylique (figure 56).

Lorsque I'on compare les spectres de masse (HRMS") de Pg et P;, ceux-ci
présentent de nombreux ions produits et des pertes de neutre communs (figure 56).
Compte tenu aussi de la formule élémentaire de Pg (Ca3H3sNs04"), celui-ci peut étre
assimilé a P7 sans la partie sulfonyle mais avec un groupe hydroxyle supplémentaire
sur un cycle aromatique. En effet, aucun fragment relatif a une perte d’eau
spontanée n'ayant été retrouvé, le groupe hydroxyle doit étre relié & un carbone sp?
sur le cycle aromatique, ce type de liaison étant reconnu comme stable dans le
procédé de dissociation par collision avec des systémes LC-HRMS". Pg doit donc
étre un composé ayant une partie de type méthyltétrahydroquinolinol (figure 56).
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Figure 56 : structures et voies de fragmentation de Pg et P-.

Pour déterminer la position du groupe hydroxyle la plus probable dans le cycle
aromatique de Ps, les densités des électrons frontieres (Frontier Electron Density,
FED) ont été calculées pour chaque atome de I'argatroban, précurseur de Ps (figure
57). En effet, la plus haute valeur de la somme des carrés de FEDnomo et de
FEDiumo : FED?homo+FED? umo indique le site d’attaque le plus probable par un
radical hydroxyle.
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o OH
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Figure 57 : numérotation des atomes pour les calculs de FED

Tableau 7 : résultats des calculs de FED pour les atomes ; la humérotation
arbitraire est indiquée en figure 57.

Atome , , , ,
(numéro) FED? umo FED?*somo FED?Homo*+FED? umo
C(1) 0.25480 0.07792 0.33273
C(2) 0.21666 0.02579 0.24244
C(3) 0.00500 0.11430 0.11930
C(4) 0.26725 0.00210 0.26935
C(5) 0.17838 0.09551 0.27389
C(6) 0.01671 0.00557 0.02228
C(7) 0.02056 0.01558 0.03614
C(8) 0.02038 0.00882 0.02920
N(9) 0.01698 0.29103 0.30801
C(10) 0.03228 0.04581 0.07810
C(11) 0.00582 0.00239 0.00821

La figure 57 montre que seulement les carbones 2, 3 et 4 peuvent donner lieu a la
substitution d’'un atome d’hydrogéne par un groupe hydroxyle sans destruction du
squelette de la molécule. Les résultats surlignés dans le tableau 7 indiquent qu’entre
les trois carbones le carbone 4 est le carbone sp? privilégié pour I'attaque. La
structure proposée pour Pg est donc celle de l'acide 1-{1-[N-(5-hydroxy-3-méthyl-
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1,2,3,4-tétrahydroquinolin-8-yl)carbamimidoyl]-1,2-diazinane-3-carbonyl}-4-
méthylpipéridine-2-carboxylique (figure 58).

O OH
Sle
Oy, -OH, | .
Nk{j Etude des propriétés , H|\|J .
P HN. électroniques par »
A DFT (tableau des FED H: NH
HN™ "NH de I'argatroban) ‘ N I
H
N OH X
OH
Résultats LC-HRMS" equivoques Structure de Pg

Figure 58 : structure de Ps obtenue d’aprés la combinaison des approches
expérimentales et ab initio

Ps (figure 59) présente un spectre de masse trés différent de celui de Pg et P;. Par
exemple, les pertes de méthyltétrahydropyridine et de monoxyde de carbone,
auparavant facilement detectées pour les autres photoproduits, le sont faiblement
pour Pg En revanche, une perte d’eau est I'une des transitions les plus privilégiées
pour Pg suggérant que la présence d’'une amine primaire rend possible la formation
d’un cycle a 6 centres a partir duquel un départ d’eau est favorisé par une diminution
de I'encombrement stérique. Etant plus basique qu’un azote appartenant & un
groupe diazinane, I'azote de I'amine primaire a davantage tendance a recevoir un
proton, ce qui permet de promouvoir le départ d’acide 4-méthylpipéridine-2-
carboxylique, comme cela est démontré par I'apparition d’un pic de base a 302 pour
Ps. Le pic correspondant au départ d’acide 4-méthylpipéridine-2-carboxylique est
absent pour Ps et P7; qui ne renferment pas d’amine primaire mais un cycle
diazinane. Pg a été identifiée comme étant I'acide 1-{2-amino-5-[1-(3-méthyl-1,2,3,4-
tétrahydroquinolin-8-yl)carbamimidamido]pentanoyl}-4-méthylpipéridine-2-
carboxylique (figure 59).
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Figure 59 : structure et fragmentation de Ps.

Exact Mass: 330,1925
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3.3. Processus de photodégradation de I’argatroban

L’élucidation structurale des produits de photodégradation de I'argatroban a permis
de proposer des mécanismes responsables de sa dégradation en présence de
lumiere.

L’initiation du processus de dégradation serait due a I'excitation par la lumiére des
molécules d’argatroban suivie de leur autoionisation conduisant a la formation de
radicaux.

Etant donné les structures identifiées, il apparait que l'azote de la partie
méthyltétrahydroquinoline est le site préférentiel de formation de radicaux a I'origine
des réarrangements observés par la suite.

La formation de Py, P3 et P4 pourrait ainsi s’expliquer par la perte d’'un proton sur
latome d’azote de la partie tétrahydroquinoline, accompagnée d’un transfert
d’électrons qui conduit a la présence du carbone radicalaire relié au sulfonyle (figure
60). Le carbone radicalaire ainsi formé peut favoriser une réaction de cassure en a
aboutissant soit a la formation de P (aprés capture d’'un atome d’hydrogéne au
milieu), soit a un intermédiaire cyclisé (intermédiaire 1) qui peut subir une hydrolyse
du groupement guanidine (formation de P4) ou une décarboxylation radicalaire,
induisant la formation d’un cycle supplémentaire (formation de P3).

La présence des autres produits de dégradation pourrait s’expliquer par la formation
d’un ion radicalaire au niveau de I'atome d’azote de la fonction amine secondaire de
la partie guanidine. La perte d’'un proton sur cet atome d’azote accompagnée d’un
transfert d’électrons conduit a I'intermédiaire 2 qui peut se réarranger et induire :

- (i) une perte de SO, qui explique la formation de Pg aprés capture d’'un des
hydrogénes du solvant et de Ps selon le processus de migration de charge exposé
dans la figure 61,

- (i) la formation d’'un cycle supplémentaire suivie d’'un réarrangement qui explique la
formation de P5.

La formation de P, et Ps est vraisemblablement issue de réarrangements de P7. En
effet, en solution aqueuse, la partie guanidine de P; peut facilement récupérer un
proton. L’azote électrodéficient peut se réarranger de sorte a favoriser un départ de
SO, conduisant au composé intermédiaire 3 a partir duquel on obtient le dérivé
phénolique correspondant a Ps. P2 est aussi formé a partir de la forme acide de P~
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qui induit des réarrangements internes menant a un clivage conduisant a la formation
de l'intermédiaire 1 et de 3-méthyl-8-sulfonyl-1,2,3,4-tétrahydroquinoline. L’oxydation
de cette derniere conduit a la formation de P..
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Figure 60 : processus de photodégradation de I’argatroban en solution
aqueuse (1).
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3.4. Processus initiant la dégradation de [I’argatroban selon une
approche ab initio

Pour évaluer les réactions énergétiquement possibles en présence de lumiere, une
étude ab initio a été menée. Les espéces engagées dans les réactions (DRUGsy,
DRUGs1 et oxygéne triplet Oy), les espéces a haut pouvoir réactif (les radicaux :
DRUG™, DRUG™, Oz~ et 'oxygéne singulet 'O5) ainsi que les réactions susceptibles
de survenir, par transferts électroniques et par transferts énergétiques, en milieu

aqueux en présence du compose et d’'oxygéne sont résumées ci-dessous (figure 62).

(o wanster |
30, 0, DRUGq, DRUG
\_/A \SELF-SENSITIZATION
e- transfer
v DRUGg
RELAXATION +eo
DRUGg, DRUGg; 1 » DRUG
Epler gy traner A
10, 30,
ﬁang‘
\___ ’ 30 0,
DRUGy;, DRUGH, 2 2
1SC

Figure 62 : devenir du principe actif (DRUG) en solution aqueuse, en présence

d’oxygéne et exposé a la lumiéere

Les énergies de chacun des réactants et des produits ont été calculées grace au
logiciel Gaussian 9.0. La théorie de la fonctionnelle de la densité et le modéle
B3LYP/6-31G(d,p) ont été employés pour calculer les énergies des différents états

énergétiques de I'argatroban conformément aux données du chapitre 2.

Les réactions thermodynamiquement possibles telles que les transferts d’électrons et
d’énergie ont été déterminées en appliquant la méthodologie employée pour étudier
la photochimie de composés organiques utilisés comme écrans solaires (Zhang et
al., 2010 ; Zhou et al., 2013).
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3.4.1. Réactions par transfert d’électrons

Ce mécanisme est rapporté sur la figure 62 et correspond aux transferts bleus et
violets. Pour connaitre les transferts d’électrons possibles, les énergies d’ionisation
(Ei) et d’affinité électronique (E,) des niveaux énergétiques de I'argatroban (So, S1 et

T+) ont été calculées.

Les résultats obtenus sont portés dans le tableau 8.

Tableau 8

différents niveaux énergétiques de I’argatroban exprimées en eV.

énergies d’ionisation (E;) et d’affinité électronique (E.) des

Eiso(ARGA)

Easo(ARGA)

Eis1(ARGA)

Eas1(ARGA)

Ei11(ARGA)

E.71(ARGA)

6.951

0.836

2.970

-3.144

3.725

-2.389

Hormis la réaction de transfert électronique entre deux ARGAs:, les autres réactions
semblent beaucoup moins probables dans la mesure ou les valeurs de variation
d’enthalpie libre sont supérieures a zéro (tableau 9).

La possibilité de transfert d’électron entre des molécules portées a I'état excité (2
états Sy) de l'argatroban confirme son aptitude a s’auto-ioniser et donc a se dégrader
(figure 60) sans I'intervention d’autres espéces jouant le réle de photosensibilisants
(tableau 9).

Tableau 9 : variations d’enthalpie libre (en eV) de transferts électroniques.

Réaction évaluée Critéres d’évaluations et résultats
AG= Easo(ARGA)+ Eisimi(ARGA)
ARGA*_,  +ARGA_ —ARGA +ARGA = 3,806(S1) ; 4,561(T1)
AG, = Easimi(ARGA)+ Eiso(ARGA)
=3,707(S1) ; 4,562(T1)
AGg = E;51(ARGA)+ E; 5:(ARGA)= - 0,174
. . AGg= E,T1(ARGA)+ E 11(ARGA)= 1,336
ARGA*_ . +ARGA*, ., — ARGA + ARGA AG, = E,(ARGA)+ E, 7 (ARGA)=0 581
AGg = EaT1(ARGA)+ Eig1(ARGA)= 1,336
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3.4.2. Réactions par transfert d’énergie

Les réactions par transfert d’énergie sont présentées sur la figure 62. Pour
déterminer les transferts énergétiques possibles dans le cadre des interactions
bimoléculaires décrites dans la figure 62, il était nécessaire de déterminer les
énergies de transfert mises en jeu selon ce qui est décrit dans le tableau 10. Les
valeurs de I'énergie des différents états des molécules d’argatroban et de dioxygene
ont été obtenues soit avec I'approche ab initio (mémes conditions de modélisation
que celles mentionnées ci-dessus) pour I'argatroban : Esy = 3,981 eV ; Ery = 3,226
eV, (par rapport a Ego pris égal a 0) soit a partir des valeurs extraites de la littérature

pour les énergies des deux états d’excitation du dioxygéene (E. = 1,627 eV ;

p2
E,=0,974 eV) par rapport a I'énergie de I'état fondamental prise égale a 0

(tableau 10).

Tableau 10 : évaluation des réactions possibles par transfert d’énergie.

Réaction évaluée Critére d'évaluation et résultat

: 3 3 - : 11+ _
ARGA ¢, + O,(Z) =ARGA | + O,( I) |E;-Eg +E;=0872

: a_ 3_- . 11 _
ARGA, + 0,(Z,) »ARGA + O,(a) |E,-Eg+E;=0119

* 3 3_ - 1 1 +
ARGA |, + 0,(Z) »ARGAL + O, I) |E,-E;, =:1.509

* 3 3_ - 1 1
ARGA [, + O,(Z,) —ARGAq + Oy(A) |E,-Ey =:2252

Compte tenu des valeurs négatives correspondant aux réactions impliquant
'oxygéne, le rOle de ce dernier dans le processus de photooxydation est
thermodynamiquement possible ce qui conforte les résultats expérimentaux obtenus.
En d'autres termes, I'oxygéne triplet >0, est excité en oxygéne singulet 'O, par

transfert énergétique de I'argatroban a I'état triplet.
Par contre la quantité d’énergie issue de la conversion intersystéeme c’est-a-dire le
passage de 'argatroban de I'etat excité singulet ARGA , a I'état triplet ARGA _, n'est

3
pas suffisante pour faire passer 'oxygéne de son état triplet O, vers un état singulet

0, réactif.
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3.5. Etude in silico de la toxicité potentielle des produits de

photodégradation de I’argatroban

Comme cela a été discuté dans l'article 2, au regard des structures obtenues, un des
produits de dégradation de l'argatroban (P, figure 63) pourrait présenter des
propriétés pro-oncogénes en induisant des dommages sur 'ADN. En effet P,
présente un groupe hydroxylamine faisant partie d’'un cycle aromatique reconnu pour
favoriser la formation de radicaux libres (Evelo et al., 1998). Cependant, le risque
semble réduit étant donné la faible durée de traitement prévue pour cet anticoagulant

injectable puisqu’un relai par voie orale doit en général étre mis en place rapidement.

SHO,
OH
N
0

Figure 63 : structure de P..

En complément de ces données, en raison de [Iactivit¢ anticoagulante de
I’'argatroban, nous avons considéré qu’il était aussi intéressant de déterminer si les
produits de photodégradation ont d’une part conservé cette activité pharmacologique
et présentent, par ailleurs, une aptitude a traverser la barriere hémato-
encéphalique(BHE), auquel cas il est a craindre des effets indésirables de type
saignements intracraniens. Dans le cadre de cette thése, seule une étude in silico a
été réalisée en premiére approche en utilisant un ensemble de logiciels proposé par
I'Institut Suisse de bioinformatique (Gfeller et al., 2014).

Dans un premier temps, I'activité pharmacologique de I'argatroban et des produits de
dégradation a été évaluée via le logiciel Swiss Target Prediction accessible en ligne.
Le site permet de déterminer les cibles pharmacologiques d’'une petite molécule au
travers de la recherche de similitudes structurales (2D et 3D) avec une librairie de
280 000 molécules reconnues comme actives sur 2000 cibles.
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L’aptitude a traverser la barriére hémato-encéphalique (BHE) des produits a aussi
été estimée par le logiciel Swiss ADME qui propose de déterminer des propriétés

pharmacocinétiques au regard des propriétés physico-chimiques.
Les résultats obtenus sont produits ci-dessous.

Tableau 11 : résultats obtenus avec les logiciels Swiss Target Prediction et
Swiss ADME. * : plus de 50% de chance que le composé passe la BHE.

Composé évalué ‘ Passage de la BHE ‘ Cibles pharmacologiques probables

Protéines a activité sérine protéases : chaine 1 de

Argatroban Non I'alpha trypsine, trypsine 2 et 3, plasmine

Nombreuses et différentes de celles de

Py Non I'argatroban
P2 Non

P3 Non

Pa Non Aucune
Ps Oui*

Ps Non

Pz Non

Identiques a I'argatroban

Pg Non

Parmi les produits de dégradation, tout comme I'argatroban seuls P; et Pg sont
susceptibles d’avoir une activité sur la thrombine, il est donc probable que ces
derniers restent actifs. Néanmoins, eux non plus ne traversent pas la BHE, ce qui
suggeérerait que la formation de ces composés n’induit pas de risque d’hémorragie

intracranienne (tableau 11).

Inversement, Ps (figure 64) traverserait la barriere hémato-encéphalique mais est
dépourvu d’activité anticoagulante (tableau 11). Il est donc trés probable qu’il

n’induise pas d’effet au niveau cérébral.

H
M

CH

Figure 64 : structure de Ps
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4. Conclusion

L’élucidation de la structure des huit produits de photodégradation majoritaires
combinée a des études in silico a donné de premiers éléments sur les impacts
pharmaco-toxicologiques potentiels des produits de dégradation. Certains produits
de dégradation présenteraient un potentiel mutagéne ou seraient a risque de
traverser la barriere hémato-encéphalique, de sorte que ceux-ci nécessiteraient une
évaluation plus approfondie de leurs potentiels toxiques, seul ou en mélange, et

éventuellement, une évaluation complémentaire par d’autres approches (in vitro).

La caractérisation des processus de photodégradation obtenue par approche
expérimentale et théorique a montré, qu’'aprés excitation, I'argatroban serait capable
de s’auto-ioniser mais aussi de conduire a la formation d’oxygéne singulet, ces deux
processus pouvant faciliter la dégradation de [l'argatroban. Ainsi, I'emploi de
substances capables d’entrer en compétition avec les phénoménes de transfert
électronique entre deux molécules d’argatroban est un moyen de protection a
évaluer. D’autre part, I'ajout de substances limitant les transferts d’énergie entre
largatroban et l'oxygéne et/ou limitant I'action de I'oxygéne singulet pourrait

permettre de limiter la dégradation de I'argatroban. (Janga et al., 2018).

Les résultats obtenus permettront des optimisations visant a réduire la
photodégradation de I'argatroban et son impact sur les patients, dans un contexte
d’erreur possible de manipulation ou de mésusage de la solution injectable existante
(figure 65). Cependant, d’autres approches expérimentales devront étre employées

pour vérifier ces hypothéses et 'impact de ces préconisations.
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Chapitre 4 : photodégradation de I'argatroban et implications potentielles

ARGAg,
n = SHO;
i e o 2 V. OH
= ARGAs T4 ) N ey O =¥

pr— e B — ) b NS

ARGA' gy b, o /=0

' - -

o™ L o ¥ P7 \

| _ ' INSILICO | P,:pro-oncogéne?

o W "
3 y { M { H
/ " 4 {8 ¥s 5 H
w N e % re pay d
: - m N | @E,J\

s ,, ‘mw 39 R SR v Ps : traverse la barriére
2 o p:" | B | e P, hémato-encéphalique?
ELUCIDATION STRUCTURALE PAR LC-HRMS" MISE EN EVIDENCE DE COMPOSES

=>PROCESSUS DE PHOTODEGRADATION DE LARGATROBAN POTENTIELLEMENT TOXIQUES

PROCESSUS, IMPLICATIONS PHARMACEUTIQUES ET MOYENS DE
REDUCTION DE LA PHOTODEGRADATION DE L’ARGATROBAN

MODELISATION AB INITIO
=>REACTIONS THERMODYNAMIQUENT POSSIBLES

Réaction évaluée Critéres d’évaluations et résultats

[ AG: = E, o,(ARGA)+ E, s, (ARGA)= 0174

. - . . | AG=E, -(ARGA)+ E, 1,(ARGA)= 1,336
ARGA'yms * ARCA'gimy SARGA™ARGA™ | 1" £ (ARGAY+ B, v (ARGA)=0,581

AG; = E, 1,(ARGA)+ E, . (ARGA)= 1,336

ARGA's, +20,(%%;) — ARGAT, + '0,(' ") E; -Es, + E14=0,872
ARGA'g; +30,(°L;) — ARGA';; +'05("4,) Es -Esi+ Er=0,119
ARGA'T; + *0,(PL;) — ARGAg + '05("%;7) | E:-E;=-1.599
ARGA'7y + *0(*2;) — ARGAs; + '05('4;) E.-Er=:2.262

Figure 65 : synthése des résultats et des implications de la photodégradation
de l'argatroban.
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Argatroban (ARGA), used as intravenous anticoagulant drug, has been reported to photodegrade under
light exposure, requiring specific precautions at handling, storage and administration. Thus, for the first
time, aqueous ARGA photodegradation under aerobic conditions has been described in terms of pho-
toproducts, phototransformation processes and potential implications. ARGA significant photoproducts
were successfully separated and characterized by gradient reversed-phase liquid chromatography cou-
pled with high-resolution multistage mass spectrometry (LC/HR-MS"). Hitherto still not available in

ii"; ::?{)Eti;n literature, ARGA in-depth fragmentation study was conducted so as to thoroughly sort out the main
LC_MSP mechanisms specific to the molecule and therefore, to propose a fragmentation pattern relevant to the

identification of ARGA related substances. Thereafter, in view of the structural characteristics of the
photoproducts formed, ARGA photodegradation pathways could be worked out, showing that whether
by direct photolysis or through photosensitization, the methyltetrahydroquinoline nitrogen and that of
guanidine group would be mainly involved in photolysis initiation reactions, through one-electron oxi-
dation along with proton loss. Desulfonation, cyclisation affording compounds of diazinane type, and/or
rearrangements with transfer of the methyltetrahydroquinoline group toward the guanidine function
were observed accordingly. Having a good insight into ARGA photodegradation pathways allows for
consistent measures in view of mitigating or avoiding the drug decay and the related potential effects.
© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

Radical initiation sites
Fragmentation pattern
Drug degradation
Photodegradation pathways

1. Introduction under light exposition [3,4]. The drug decay was notably evi-
denced through experimental studies and this, with respect to two

Argatroban, ((2R,4R)-1-[(2S)-5-(diaminomethylideneamino)- tested wavelengths, i.e. 282 and 308 nm [5]. Outside quantitative

2-[[(3R)-3-methyl-1,2,3,4-tetrahydroquinolin-8-
yl]sulfonylamino]pentanoyl]-4-methyl-piperidine-2-carboxylic
acid) is a powerful anticoagulant and antithrombotic agent [1,2].
In view of the specific recommendations regarding light exposure
during handling, storage and manufacturing, it seems obvious
that ARGA, formulated as injectable solution, may decompose

* Corresponding author.
E-mail address: philippe-henri.secretan@u-psud.fr (P.-H. Secrétan).
1 The first 2 authors contributed equally to this study and are therefore considered
as first authors.

http://dx.doi.org/10.1016/j.jpba.2016.08.033
0731-7085/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

information describing ARGA decrease as a function of time, one
can regret lack of data relating to ARGA photoproducts, being the
other side of ARGA photodegradation and usefully contributing to
toxicological risk assessment [6-9]. Using a piecemeal approach,
it was possible to get a brief, but not necessarily relevant, insight
into how some of the chemical groups ARGA is composed of, may
react over light exposition. The molecule, in overall, is made of 4
parts: oxopiperidine, arylsulfonamide, tetrahydroquinoline and
alkylguanidine (Fig. 1a).

Photoreactivity upon light exposure of guanidine-based and
oxopiperidine-based derivatives are not well described in lit-
erature. By contrast, reactivity of those made of sulfonamides
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Fig. 1. ARGA major protonation state at pH 6.40 (a) along with absorption spectrum recorded in aqueous solution (b).

and quinoline groups, with respect to light, has been reported.
Sulfonamides were shown to photodegrade by various ways lead-
ing to desulfonation, dimerization or hydrolysis [10]. Quinoline
derivatives may undergo hydroxyl radical attacks notably due to
photocatalysts [11]. However, whether some of these data may
allow to make preliminary assumptions related to ARGA, one still
needs to have in mind that photodegradation reactivity is strongly
dependent upon the idiosyncratic electronic cloud, i.e. conforma-
tion of the molecule structure.

As a result, the aim of this study was to investigate ARGA’s
behaviour in aqueous solution exposed to an artificial solar light
source. The photoproducts formed were detected and character-
ized using LC/HR-MS", method being increasingly and successfully
used for structural characterization of degradation products
[12-16]. Frontier electron density was determined as complemen-
tary element of the characterization process for the cases where the
mass data are not sufficient to allow pinpointing any substitution
on the aromatic ring. From the possible structures thus established,
ARGA'’s photodegradation pathways were elucidated and accord-
ingly, some relevant measures aiming at mitigating the drug decay
were proposed.

2. Materials and methods
2.1. Materials and reagents

Argatroban monohydrate (purity >98%) and analytical grade
acetonitrile came from Sigma Aldrich (St. Quentin Fallavier, France).
Ultrapure water was produced by the Q-Pod Milli-Q system (Milli-
pore, Molsheim, France).

2.2. Preparation of samples

Stock standard solution was prepared by dissolving ARGA in
water so as to obtain a final concentration of 80 wgmL~! and allo-
cated in Pyrex glass vials (working samples), hermetically sealed.
The corresponding pH, measured by pH meter 1140 (Mettler
Toledo, Switzerland) ranged from 6.31 to 6.52.

To generate photodegradation products, working samples were
exposed to artificial weathering light, using a xenon test chamber
Q-SUN Xe-1 operating in window mode. The light beam, presenting
a characteristic spectrum ranging from 300 to 800 nm, was deliv-
ered at an intensity of 1.50 W/m?2 at 420 nm (UV irradiance from
300 to 400 nm: 66.5 W/m?; illuminance: 119.6 kix). Samples were
withdrawn at various intervals of time (15-30-60-90-120 min)
and analysed using LC/HR-MS".

2.3. Separation conditions

Chromatographic separations were achieved using a Dionex
UltiMate 3000 HPLC system (Les Ulis, France) controlled by
Chromeleon® software version 6.80 SR11 (Dionex, Les Ulis,
France). The analytical column was a Kinetex™ (18, LC Column
(250 x 4.6 mm i.d, 5 um) maintained at 30°C. The flow-rate and
the injection volume were set at 1 mLmin~! and 100 L, respec-
tively. In order to separate and detect compounds over a wide range
of polarity, the mobile phase, composed of water (solvent A) and
acetonitrile (solvent B), was set in gradient mode (0-2 min: 95% A;
2-30min: 95 — 0% A; 30-35 min: 0 — 95% A; followed by equilibra-
tion for 2 min). The flow-rate entering the mass spectrometer was
decreased down to 0.3 mLmin~! using a 1/3 T split. The photoprod-
ucts accurate mass was determined using HRMS in full scan mode
in the absence of collision induced dissociation. Quantification of
the drug, as to it, was carried out using UV spectrometer as detector
at 260 nm. Kinetics order, the rate constant (k) of degradation and
half-life (t; ;) of ARGA were determined from experimental data.

2.4. Mass detection conditions

LC/HR-MS" was performed by coupling the same LC system to an
electrospray-LTQ-Orbitrap Velos Pro system. Thereof is composed
of a double linear trap and an orbital trap (Thermo Fisher Scientific,
CA, USA). Source conditions were optimised so to obtain the best
signal to noise ratio using native stock solution. Analyses were car-
ried out in positive ion mode (ESI*) as per the following conditions:
the source voltage was set at 3.4KkV, the source and the capillary
temperatures were fixed at 300 °C and 350 °C, respectively. Sheath
gas and auxiliary gas nitrogen flows were set at 35 and 15 arbitrary
units, respectively. S-lens was set at 60%. Normalized collision was
set at 35 for high-resolution fragmentation studies. The mass range
of 100-1200 amu was used for preliminary HRMS studies and that
of 50-600 amu, for HRMS" studies. The MS data were processed
using Xcalibur® software (version 2.2 SP 1.48).

Table 1 Relative retention times (rRTs), accurate masses with
errors, elemental compositions, MS™ modes and structures for rel-
evant product ions of argatroban and photoproducts.

3. Results and discussion
3.1. Kinetics of argatroban photodegradation

Photostability of ARGA at 80 g mL~! was studied over the spec-
trum range of 300-800 nm. As aqueous ARGA absorbs light in this
area with a maximum at 333 nm (Fig. 1b), the drug may undergo
direct photolysis as well as self-sensitization [17]. A total of eight
photoproducts were highlighted after 60 min time, corresponding



Table 1
Relative retention times (rRTs), accurate masses with errors, elemental compositions, MS™ modes and structures for relevant product ions of argatroban and photoproducts.

Compound MS" mode Best possible elemental formula Accurate mass m/z Relativeerror (ppm) rRT?
Argatroban Precursor ion Cy3H37Ng05S* 509.25220 -3.67 1
0 OH _\ H* MS? (509 —) C16H26N504S* 384.16996 -0.10
O H NH C13H24N5055+ 362.14932 0.14
)J\ CioH14N* 148.11178 -2.03
MS3 (509 — 384 — ) CeH13N404S* 237.06488 -1.35
N 0 H NH, CsHi3N4Os3S+ 209.07021 ~0.38
HN_ ~ CgH13N4O* 157.10823 -1.02
S CsHisNg* 129.11327 -155
MS3 (509 — 362 — ) C12H24N504S 334.15410 -0.75
C13H24N50,* 282.19200 -1.59
HN C12H24Ns0* 254.19733 -0.83
CgH13N404S* 237.06507 —0.55
Py Precursor ion C13H26Ns03* 300.20212 -3.00 0.3
O OH H* MS? (300 —) C13H24N50,* 282.19284 1.38
0 JI\LH CeH15sN402* 175.11897 0.11
N N™ “NH,
NH,
P, Precursor ion C1oH10NO4S* 240.03194 —-2.33 0.36
,/O //O MS? (240 —) C1oHgNO3S* 222.02187 -0.32
I-jS HS CioHgNOy* 174.05498 0.17
1 5 CioHsNO* 158.06001 -0.19
H,OL H,0. CoHgNO* 146.06038 233
+ N or + N CoHgN* 130.06502 ~0.85
O = X (e}
P3 Precursor ion C12Hp9NsO* 250.16518 —4.24 0.42
0] MS?2 (250 —) Ci2Hy7N407 233.13976 0.30
Cy2HisNs*™ 232.15592 1.08
N Cq1H2oNs* 222.17144 0.54
| C11H15N,0* 191.11809 1.05
N.H CiiHisNs* 190.13417 158
N+ CeHisNy* 113.10727 ~0.44
MS3 (250 > 191 — ) CgHqoN* 96.08064 -1.46
H,oN NH
Py Precursor ion C13Hp3N404* 299.17042 —-3.21 0.52
HO,C 0 —‘ H* MS? (299 —) Ci2H19N,03* 239.13919 0.71
CgH12N305* 174.08733 0.06
N CgH1oN30,* 156.07689 0.90
CsHioN3O* 128.08182 -0.16
HN ~N CsHgNO,* 114.05490 -0.88
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Table 1 (Continued)

Compound MS" mode Best possible elemental formula Accurate mass m/z Relativeerror (ppm) rRT?
Ps Precursor ion CioH14N* 148.11178 -2.03 0.6
MS? (148 —) C7HgN* 106.06506 -0.38
+
HoN
Ps Precursor ion C3H35Ng 04" 459.27081 -1.35 0.73
_| H* MS? (459 —) C16H24N503* 334.18784 1.41
OH O CisH22N50,* 316.17728 1.52
(0] m Ci6H19N4 02" 299.15079 1.81
N HN—N Cy5H2oN50* 288.18237 1.67
C13H21N405* 281.16113 1.10
>:NH Ci5H19N4O* 271.15543 0.33
n HN CizH19N205* 239.13919 071
N CsHioN30,* 156.07695 0.96
C11H17N20* 193.13394 2.07
HO
P, Precursor ion C23H35Ng05S* 507.23679 -3.21 0.88
OH —| H* MS? (507 —) C16H24N504S* 382.15475 1.05
0 Ci5H22N50,S* 336.14938 1.52
Ow Ci3H21N405* 281.16132 1.78
N HN-N Ci2H19N205* 239.13931 1.21
>:NH Ci1H17N, 0 193.13405 0.67
HN CioH15N20,S5* 227.08516 1.28
\
:NH S0,
Pg Precursor ion C3H37NgO3* 445.29053 -3.68 117
H2N+ MS? (445 —) C3H35Ng02* 427.28217 1.33
>\~NH C17H24N50,* 330.19319 224
NH H Ci6H26N502" 320.20867 1.78
OH W N C16H24N50" 302.19821 222
Ci6H21N4O* 285.17135 1.26
o CisH1sN,0" 243.14949 1.23

2 Argatroban’s retention time: 17.6 min.
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Fig. 2. ARGA photodegradation: (a) Total ion chromatogram at 60 min time of exposition to simulated sunlight; (b) Extracted ion chromatograms (XIC) of the detected

photoproducts; (c) Drug decay as a function of time with () and without (a) oxygen depletion.

to 17% ARGA loss. These latter were arbitrarily named “P,” and
numbering was made according to their elution order (Fig. 2a and
b).
Based upon the experimental data (Fig. 2c), it seems that aque-
ous ARGA photodegraded as per a zero order kinetic. Under these
weathering conditions, the constant rate of degradation and the
half-life of drug were 0.0401 wmol L-! h~! and 3.40 h, respectively.

3.2. Argatroban fragmentation pattern

Hitherto notavailable in literature, a comprehensive study of the
drug fragmentation pattern was carried out, being a key part of the
photoproducts identification process. The product ions’ structures
were systematically confirmed through the elemental composition

determination based upon accurate mass measurement. These data
were reported in Table 1 and the proposed fragmentation pattern
for ARGA has been built from multistage ESI*/HR-MS™ data (Fig. 3).
The MS? spectrum of protonated ARGA mainly exhibits a base
peak at m/z 384 corresponding to (ARGA+H-CgH11N-CO)*. The lat-
ter is much more intense than the other product ions. As shown
in Fig. 3, it would be formed through transfer of the hydroxyl
group from the carboxylic acid carbon atom linked to methylpiperi-
dine to the carbonyl carbon atom of the amide bond, leading to a
five-centered transition state. This process depends on protona-
tion of the amide oxygen atom, followed by a concerted hydroxyl
group transfer to the amide carbonyl carbon with elimination of
methyltetrahydropyridin and carbon monoxide. Given the relative
proton affinities of the six nitrogen-containing functional groups
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Fig. 3. Proposed fragmentation patterns for protonated ARGA and Ps.

in the molecule, assumed to the most probable sites of protona-
tion, it seemed quite unlikely that a large enough portion of the
[M+H]* ion population attained the necessary structure to ini-
tiate the fragmentation scheme leading to the base peak ion at
m/z 384 (Fig. 3). Actually, the imine nitrogen of the guanidine
group would be the predominate site of protonation, then some
considerable degree of proton mobility would need to precede
fragmentation in order to produce the requisite protonated amide
ion structure leading to Intermediate A (Fig. 3). However, a ten-
centered transition state geometry would still make possible the
proton transfer between the imine nitrogen and the amide oxygen
atom, although the respective proton affinities of these two func-
tional groups do not greatly favour the transfer process. Another
possible explanation for the elimination of tetrahydropyridin and
carbon monoxide would invoke a charge-remote mechanism. This
mechanism depends neither on the initial location of the ionizing
proton nor its mobility. It could be due to electrophilic attack of the
amide carbonyl carbon on the lone pair electrons of the carboxylic
acid hydroxyl oxygen atom through a five-centered transition state
(Intermediate B, Fig. 3). A similar mechanism was also proposed to
explain the departure of dihydropyrrole and CO from protonated
lisinopril [18].

Aside from this rearrangement-elimination process, protonated
ARGA can also undergo loss of NH3 or again of methyltetrahydro-
quinoline (ARGA+H-C1gH13N)*. As it has been reported for aromatic
sulfonamides [19], a direct cleavage of the Ar-S bond can occur, thus

releasing an aminodioxo-sulfanylium ion at m/z 362, seat of further
nucleophile attacks, as shown in Fig. 3. These attacks led to an inter-
mediate state as per which, it was possible to consider elimination
of sulphur trioxide (362 — 282), CO (362 — 334) or CgH11N plus CO
(362 — 237), 0bserved when m/z 362 ion was taken as precursor for
MS3 studies. The ion at m/z 237 [(ARGA+H-CgH11N-CO)-C1oH13N]*
is also a product ion of the aforementioned m/z 384 ion, being
generated in MS? conditions.

3.3. Photoproducts characterization

On the whole, a detailed comprehension of the main ARGA
fragmentation mechanisms have allowed to pinpoint any change
occurred on the methyltetrahydropiperidine and/or the methylte-
trahydroquinoline parts of the molecule. Thus, any absence of the
corresponding neutral losses would be useful and important clues
for the characterisation of the photoproducts structure. Thereafter,
structurally speaking, the mainly detected photoproducts can be
broken down into three categories: the derivatives only comprising
the methyltetrahydroquinoline residue, those only comprising the
methylpiperidine residue and those still carrying these two chem-
ical groups. However, to lighten the reading of the article, only the
description of the approach used to characterize the photoprod-
ucts belonging to the first of the three categories is presented here.
For the two others, the explanation is given in the Supplementary
material (see chapter 1, Figs. S;-S3 of the Supplementary material).
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Fig. 4. Proposed fragmentation pattern for protonated P,.

3.4. The photoproducts derived from methyltetrahydroquinoline
residue

P, (m/z 240) and Ps (m/z 148) are part of this cate-
gory of photoproducts, presenting a gap of -C;3H;7N50 and
-C13H33N505S, respectively, with respect to ARGA elemental com-
position (Table 1).

Being part of ARGA MS?2 product ions, notably due to cleavage of
the Ar-S bond, the ion at m/z 148 was assumed to present the same
structure as that of protonated Ps (Fig. 3) and this was confirmed
based upon elemental composition and the presence of m/z 106
(C7HgN*) product ion within the MS? spectrum of protonated Ps.
The formation of C;HgN* was attributed to elimination of C3Hg,
likely as per the Diels-Alder rearrangement process. As a result, P5
may be identified as 3-methyl-1,2,3,4-tetrahydroquinoline.

As to Py, its elemental composition (C;gHgNO4S) suggests
it be an oxidation product of 3-methyl-8-sulfonyl-1,2,3,4-
tetrahydroquinoline. A loss of H,SO, to afford the ion at m/z
174 implies that one be no longer in the presence of a sulfon-
amide derivative. Parallel to this fragmentation process, water loss
was also detected (240 — 222) suggesting that OH be not linked
to sp? carbon. Under MS3 conditions, three main product ions
were produced from the dehydrated ion and all, of complemen-
tary way, have brought information as per which, the hydroxyl
group would be most likely linked to the tetrahydroquinoline
nitrogen. Protonation of the hydroxylamine oxygen atom would
facilitate water loss, hence paving the way to a certain num-
ber of rearrangements allowing figuring out the departures of SO
(from Intermediate A’), SO, (from Intermediate B’) or sulfonyli-
denemethane (from Intermediate C’), as shown in Fig. 4. Beyond
these structural elements, no valuable information had enabled
to locate the oxo function and the extra double bond, except
that they cannot be elsewhere than on the part formerly repre-
sented by the methyltetrahydropyridine group. However, to be
the most consistent possible with the photodegradation pathway
proposed downstream of this study resulting in the formation
of P, the compound named 1-hydroxy-3-methyl-8-sulfonyl-1,2-
dihydroquinolin-2-one was considered as the most likely (see
below).

3.5. Plausible photodegradation pathways

The structural study of ARGA photoproducts has allowed
shedding light on the main phototransformation mechanisms
responsible for the drug degradation in aqueous solution and under
aerobic condition. Some possible degradation pathways leading
to their onset were depicted in Figs. 5 and 6. In the light of
the structures elucidated, it seems manifest that the methylte-
trahydroquinoline nitrogen atom along with that of the secondary
guanidine amine, were the place where one-electron oxidation may
occur preferentially, leading in the wake of this, to various radical
rearrangements and/or radical reactions [20]. Linked to the chro-
mophore group absorbing light in the spectrum ranging from 300
to 800 nm of the molecule, one can expect that the methyltetrahy-
droquinoline nitrogen atom can undergo electron loss as a result of
excitation/autoionisation to afford aminium ion. Electron removal
on the other site, as to it, would rather be sparked through autosen-
sitization of type [2ARGAg; ;11 — ARGA®* + ARGA*~], since passage
of ARGAgq to singlet or triplet excited state made the molecule more
oxidizing or reducing [21], or merely via internal electron-transfer,
i.e. electron-transfer from one site to the other as shown in Fig. 5.

Electron-transfer along with proton loss from the methylte-
trahydroquinoline nitrogen atom would bring about migration of
one adjacent m electron to afford an intermediate radical carbon.
Such a configuration may be amenable to a-cleavage leading to the
formation of P; after H-abstraction from solvent, or, to Intermedi-
ate 1 after a radical hydrogen loss [22]. P4 would be a hydrolysis
product of Intermediate 1 and P3 would be formed, successively,
through radical decarboxylation and oxidation of the same inter-
mediate (Fig. 5).

The configuration left by the radical compound resulting from
the secondary guanidine amine (Intermediate 2), would be able
to help figure out the origin formation of the other photoprod-
ucts (Fig. 6). Loss of the dioxide sulphur group along with transfer
of the methyltetraquinoline moiety to the guanidine amine rad-
ical nitrogen may generate two other possible issues. Either this
elimination/rearrangement process is followed by radical hydrogen
abstraction, or it is going to trigger ejection of radical methyl-
tetraquinoline. The first path leads to the formation of Pg, while
the second one results in Intermediate 1 (and therefore P3 and
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P4 as presented above) as well as Ps after hydrogen abstraction latter would be secondary products of protonated P, as proposed
(Figs. 5 and 6). in Fig. 6.

Parallel to this, radical Intermediate 2 may just as simply lose
radical hydrogen to give a compound of diazinane type, whose
geometry may favour nucleophile attacks due to rapprochement
of functional groups and whose outcome would be the formation
of a sulfonylguanidine derivative, P;. Coming to P, and Pg, these

3.6. Possible implications of ARGA photolysis

Getting access to the photoproducts structure and figuring out
the mechanisms responsible for their formation provide consistent
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information to anticipate ARGA degradation and allow toxicological
assessment in case the issue occurs.

Hence, as shown previously, absorbing light at wavelengths cor-
responding to the emission range, ARGA may be excited to singlet or
triplet state, then becoming more susceptible to one-electron oxi-
dation (type I). In view of the photoproducts structure, one can also
assume the important role of oxygen. Beyond the fact that energy
may be transferred to triplet oxygen (type II) to afford more reac-
tive singlet oxygen (type I), electron transfer to oxygen may occur,
generating other reactive oxygen species playing substantial role
in ARGA photoxidation. Electron transfer between two ARGAg 11,
i.e. autoxidation (type I), may also be part of the initiation process.
Therefore, an obvious way to keep the product safe during manu-
facturing/storage/administration would be to make light exposure
minimal.

In addition, according to the proposed degradation mecha-
nism, it turns out that electron-transfer would take place, to a
large extent, at the methyltetrahydroquinoline nitrogen and that
of guanidine. As a result, one may in the first instance consider pro-

tonation of these nitrogen functions as a good basis to help prevent
ARGA from photodegradation, in addition to the aforementioned
protective measures. At pH 6.4+0.1, none of the key functions
shown to be involved in the one electron-oxidation process are
protected by protonation. Indeed, the pKa value associated to the
methyltetrahydroquinoline nitrogen (1.72) and that to the guani-
dine nitrogen, the one linked to the alkyl chain (< 0), show that their
respective protonation can only be achieved, or partially achieved,
at the cost of a strong acidification of the solution, which is basically
unsuitable for ARGA storage and administration to patients. Failing
to use such protective measure, the oxygen depletion could resultin
a better stability of ARGA, in decreasing the entities likely to partic-
ipate to the electron transfer mechanism. Experiments conducted
after oxygen depletion obtained by nitrogen bubbling (Fig. 2c) has
confirmed this statement. Relevant formulation can also be part of
the protection process, such the introduction of excipients acting
as radical scavengers [23].

In addition to these pharmaceutical implications, structural
information on the photoproducts formed is also conducive to
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risk assessment in terms of drug toxicity alteration. Among the
photoproducts formed, P, would raise some toxicological concern
owing to the presence of an aromatic hydroxylamine group in its
structure [24]. Indeed, alkylanilines have been described to induce
carcinogenic effects through DNA damage. However, formation of
photoproducts that are, or may be DNA-reactive (genotoxic), is to be
considered whether the patient is chronically exposed to the treat-
ment, which does not strictly apply to ARGA, since the drug is used
in the treatment of thrombosis in patients with heparin-induced
thrombocytopenia.

4. Conclusion

Through this study, a certain number of elements that have
been highlighted are to be outlined. The structure of the mainly
detected photoproducts has been successfully characterized using
LC/HR-MS" technique. Frontier electron density has enabled locat-
ing OH radical attack on the aromatic fraction, where fragmentation
studies failed. A comprehensive study of ARGA behaviour in col-
lision induced dissociation fashion was carried out and it is the
first time that ARGA fragmentation mechanisms are elucidated,
bringing into light rearrangement/elimination processes specific
to the molecule. In association with the photoproducts structure, a
detailed phototransformation pattern of the drug in aqueous and
aerobic condition was proposed. Eventually, the formation of a pho-
toproduct including an aromatic hydroxylamine has shown that
there is a potential risk to photodegrade ARGA, thus suggesting
that precautions with respect to the drug stability are to be well
observed.
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1. CHARACTERIZATION OF THE PHOTOPRODUCTS DERIVED FROM THE
METHYLPIPERIDINE RESIDUE AND OF THOSE DERIVED FROM THE ARGA
BACKBONE.

The photoproducts derived from methylpiperidine residue.

Protonated Py (m/z 300), P; (m/z 250) and P4 (m/z 299) are consistent with elemental
formulae Ci3H26Ns03%, Ci2H20NsO" and Cq3H2sN4O4*, respectively (Table 1).
Protonated Py and P4 both undergo loss of Ce¢HitN and CO, implying that the
methylpiperidine carboxylic acid group had remained unchanged (Fig. S1). Crossing
this information with its elemental formula, Py may be identified as 1-(2-amino-5-
carbamimidamidopentanoyl)-4-methylpiperidine-2-carboxylic acid. After loss of
CesH11N and CO from protonated P4 to result the ion at m/z 174, the departure of
carbamimidic acid was observed (174->114). The same neutral loss was also directly
visualized from protonated P4 (299->239). Its elemental formula points out the
presence of an additional unsaturation or that of a ring. That's why a diazinane-
carboxamide derivative was proposed to explain the elimination of carbamimidic acid
(Fig. S1). As a result, 1-[1-(C-hydroxycarbonimidoyl)-1,2-diazinane-3-carbonyl]-4-

methylpiperidine-2-carboxylic acid was proposed as structure for Py.

As to Ps, loss of CgH11N and CO did not occur, outlining that substantial changes are
to be expected. The protonated molecular ion only carries one oxygen atom, but it
could loss either water (250->232) or CO (250->222), which means that one would
be in the presence of a carbonyl function integrated within an aliphatic and cyclic
system. After loss of ammoniac, the corresponding fragment (m/z 233) was subjected
to another stage of fragmentation leading to the departure of O=C=NH (233->190),
confirming by this the retention of the amide function. Loss of carbamimidic acid also

put on the path of a diazinane-carboxamide derivative. But in view of the formation of



m/z 113 (M+H-CsH7N3-CO)*, the double bond cannot be attributed to the system
represented by the methylpiperidine moiety. The location of the double bond was
then chosen such to be compatible with the in-depth study of the fragmentation
pattern of protonated P3 as shown in Fig. S1. As a result, P; can be identified as 9-
methyl-5-0x0-4a,5,8,9,10,10a-hexahydro-7 H-pyrido[2',1":2,3]imidazo[1,5-

blpyridazine-1(4 H)-carboximidamide.
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The photoproducts derived from ARGA “backbone”.

Protonated P¢ (m/z 459), P7 (m/z 507) and Pg (m/z 445), whose mass values match

4



with elemental formulae 023H34N604+, 023H34NGO5S+ and 023H37N603+, respectively,
still conserve the methylpiperidine carboxylic acid group for the same reasons as
what was previously put forward (Fig. S2 and Table 1). By cons, none of them has

presented the neutral loss characteristic of the Ar-S bond cleavage (-C1oH13N).

The MS? spectra of Pg and P; exhibit common product ions, among which, the ion at
m/z 239 is distinguished from the others by its great intensity, coming right after that
of the two respective base peaks. The same way than protonated P4 had lost
carbamimidic acid, protonated Pg and P; produced m/z 239 ion by elimination of
C11H16N4O and C11H16N4O.S, respectively (Fig. S2 and Table 1). Therefore, it seems
plausible, on the one hand that P; be a sulfonylguanidine derivative and on the other
hand, one be still dealing with a compound of diazinane type. As a result, Pz can be
identified as 4-methyl-1-(1-{N-[(3-methyl-1,2,3,4-tetrahydroquinolin-8-
yl)sulfonyl]carbamimidoyl}-1,2-diazinane-3-carbonyl)piperidine-2-carboxylic acid. As
to Pe, thereof can be identified as a hydroxylated counterpart of P; having lost the
sulphur dioxide moiety. Coming to the location of OH, as none of the OH-fragments
detected are spontaneously dehydrated (Fig. S2 and Table 1), the hydroxyl group
would be most likely linked to sp? carbon and therefore, Ps would be a
methyltetrahydroquinolinol derivative. Frontier electron density of the intermediate
preceding the formation of P6 (Intermediate 3) was determined to locate the most
likely oxidation position. It is worth mentioning that the highest FED value indicates
the most reactive position, i.e., that most likely to be attacked by a radical [1]. In view
of the data provided in Fig. S3 and Table S1, it is possible to go for 1-{1-[N-(5-
hydroxy-3-methyl-1,2,3,4-tetrahydroquinolin-8-yl)carbamimidoyl]-1,2-diazinane-3-

carbonyl}-4-methylpiperidine-2-carboxylic acid.
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Ps displays no intense common ions with the two other photoproducts (Table 1). Loss
of methyltetrahydropyridine and carbon monoxide (445->320), so far almost always
materialised as the base peak for the concerned photoproducts, was detected but to
a much lesser extent. Actually, loss of water by condensation more favourably
occurred, in view of the reduction of the steric hindrance, suggesting that the
neighbourhood be a primary amine. More basic than sulfonamide nitrogen or
diazinane nitrogen, the primary amine is more prone to protonation, thereby
promoting the departure of methylpiperidine carboxylic acid as shown in Fig. S2
(445->302). The base peak- at m/z 302 characterises this process. Being linked to
the guanidine primary amine nitrogen, the methyltetrahydropyrine moiety would be
involved in a five-centered rearrangement process after which, the ion at m/z 173
could be formed (Fig. S2). As a result, Pg structure may be 1-{2-amino-5-[1-(3-
methyl-1,2,3,4-tetrahydroquinolin-8-yl)carbamimidamido]pentanoyl}-4-

methylpiperidine-2-carboxylic acid.

2. COMPUTATIONAL STUDY TO SUPPORT THE STRUCTURAL ELUCIDATION
OF P6.

Quantum chemical calculations were performed using the Gaussian 09 program [2].
Stationary point geometries were optimized using the hybrid density functional
B3LYP method with the 6-31G(d,p) basis set, B3LYP/6-31G(d,p). Harmonic
vibrational frequencies were calculated at the same level to identify all stationary
points as minima (zero imaginary frequency). The solvent effect of water was
considered by using the integral equation formalism polarized continuum model
(IEFPCM) based on the self-consistent-reaction-field (SCRF) method [3].

The frontier electron densities (FEDs) of the highest occupied molecular orbital

(HOMO) and the lowest unoccupied molecular orbital (LUMO) were also determined



to predict the initial attack position by reactive species. Values of (FED?nomo +
FED? umo) were used to predict the reaction sites for the OH radical addition

positions [4-6].

Fig. S3. Intermediate 3 structure, the intermediate preceding the formation of P6.

Arbitrary numbering was set to help interpret FED values on atoms.

Table S1. Frontier electron densities on atoms of Intermediate 3 calculated using the
Gaussian 09 program at B3LYP/6-31G(d,p).

Atom (number) FED2 umo FED2homo FED2Homo 'FED2 umo

C(1) 0.25480 0.07792 0.33273
C(2) 0.21666 0.02579 0.24244
C(3) 0.00500 0.11430 0.11930
C(4) 0.26725 0.00210 0.26935
C(5) 0.17838 0.09551 0.27389
C(6) 0.01671 0.00557 0.02228
C(7) 0.02056 0.01558 0.03614
C(8) 0.02038 0.00882 0.02920
N(9) 0.01698 0.29103 0.30801
C(10) 0.03228 0.04581 0.07810
C(11) 0.00582 0.00239 0.00821
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1. Contexte de I’étude

Les composés retrouvés dans les effluents des eaux des stations d’épuration sont
parfois des sources de contamination de I'environnement. Parmi ces composeés, les
principes actifs rémanents et résistants aux procédés d’élimination classiques
constituent une problématique particulierement importante (Rivera-Utrilla et al.,
2013). En effet, ceux-ci sont susceptibles de rejoindre différents compartiments
environnementaux comme les eaux de surface, les eaux profondes ou les sédiments,

et d’induire des effets sur les humains et sur des écosystémes.

C’est pour cette raison que des procédés d’élimination non conventionnels reposant
sur I'emploi d’oxydants forts, les procédés d’oxydation avancée, ont été développés
(Trawinski and Skibinski, 2017 ; Velazquez-Pena et al., 2013). Ceux-ci ont démontré
une grande efficacité dans le traitement des contaminants organiques par rapport
aux procédes classiques.

Les procédés d’oxydation avancée (AOP pour Advanced oxydation process) font
référence a I'ensemble des procédés de traitement des eaux par la génération de
dérivés réactifs de 'oxygéne (ROS pour Reactive Oxygen Species, tels que le radical
hydroxyle *OH) générés par électrolyse et par photocatalyse entre autres. Comme
cela a été discuté dans le chapitre 2, I'un des photocatalyseurs les plus employés est
le dioxyde de titane (TiOy) de qualité P25, qui contient un mélange de formes
anatase et rutile de TiO, a I'état de nanoparticules. Cette composition et cet état lui
conférent un rendement photocatalytique élevé (Hurum et al., 2003). Les ROS sont
générés lors de linteraction de radiations UV-visible avec la surface du semi-
conducteur, ce qui induit la formation de paires électron-lacune électronique (cf.
chapitre 2).

L’efficacité des AOP étant propre a chaque principe actif, la cinétique de sa
dégradation est souvent le parameétre le plus observé. Cependant, le suivi et
I'identification des produits de phototransformation sont nécessaires, notamment
pour évaluer leur persistance et leur toxicité, puisqu’ils sont susceptibles d’étre
retrouvés dans les effluents et d’engendrer des effets toxiques plus importants que le

composé dont ils sont issus (Sturini et al., 2012 ; Miolo et al., 2011 ; An et al., 2015).
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De plus, la connaissance de la toxicité des produits de transformation permet d’éviter
de poursuivre I'exposition a des procédés d'oxydation avancée alors que les produits
restants ne sont plus toxiques, ce qui conduit a réduire les dépenses énergétiques
(Cavalcante et al., 2015 ; Vogna et al., 2004).

Parmi les principes actifs actuellement employés, le pémétrexed (PEME, figure 66)
fait partie des composés anti-néoplasiques selon la classification anatomique
thérapeutique (ATC Therapeutic Classification system).
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Figure 66 : structure du pémétrexed.

Ce principe actif agit en bloquant une enzyme a l'origine de composés entrant dans
la synthése de 'ADN. En raison de son mécanisme d’action, le PEME est donc
susceptible d’engendrer des effets cytotoxiques, génotoxiques ou carcinogéniques
sur des especes aquatiques exposées (Johnson et al., 2008 ; Rowney et al., 2009).
Les études relatives a son devenir démontrent que sa consommation est en
perpétuelle augmentation, sans doute car il est prescrit en tant que premiere ligne du
traitement du cancer du poumon, un cancer dont [lincidence augmente
continuellement (Franquet-Griell et al., 2015). A cause d’une part de ses propriétés
physico-chimiques : polarité, solubilité élevée dans I'eau et volatilité nulle (Adjei,
2004), et d’autre part de son faible métabolisme, le PEME est susceptible d’étre
retrouvé dans les effluents hospitaliers et urbains. Des auteurs ayant estimé que les
traitements conventionnels de I'eau n’éliminent que 22% du PEME (Singer et al.,
2016), il est tres probable qu’il soit retrouvé dans I'environnement a des

concentrations non négligeables.

Malgré son risque toxique élevé et l'augmentation de ses concentrations
environnementales prédites (Besse et al., 2012 ; Booker et al., 2014) aucune étude
n‘a été menée sur la toxicité de ses produits de dégradation potentiels dans
'environnement, qu’ils soient formés avec ou sans I'emploi d’un procédé d’oxydation
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avancée (Calza et al., 2014). Pourtant, pour un composé de structure et de
mécanisme d’action pharmacologique similaires, le méthotrexate, il a été démontré
que des produits de dégradation obtenus suite a I'emploi de la photocatalyse
présentent une écotoxicité (Lai et al., 2017).

L’objectif de la présente étude a été de caractériser les processus de dégradation du
PEME en présence de TiO, de qualité P25 et de lumiére et d’évaluer I'impact de
I'emploi de ce procédé photocatalytique pour le traitement d’'une eau contenant du
PEME. L’influence des ROS a été suivie en mesurant la perte en PEME en présence
de molécules piégeant certains ROS. Les mécanismes de formation des produits de
transformation et leur cinétique ainsi que l'ordre d’apparition des produits de
transformation ont été obtenus par des analyses en CLHP-UV et en CLHP-HRMS".
L’emploi de I'approche ab initio a apporté des informations additionnelles pour
comprendre ces processus de transformation. Les données in silico et in vitro ont
permis d’évaluer le risque environnemental potentiel de I'emploi de la photocatalyse
pour éliminer le PEME.
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2. Méthodes et protocole d’essai

Pour évaluer les processus de transformation du PEME obtenus par photocatalyse,
des solutions aqueuses de PEME (concentration initiale 400 mg.L™") dans lesquelles
ont été ajoutées des nanoparticules de dioxyde de titane (1 g.L™" de TiO. de qualité
P25 ) et, quand cela a été mentionné, de l'isopropanol ou du méthanol (dans les
deux cas de sorte & obtenir une concentration de 0,1 mol.L™") ont été exposées a de
la lumiére simulée (300-800 nm, emploi de la chambre QSUN avec une lampe
permettant d’obtenir une exposition de 240,000 lux visible et 130 W.m? en UV-A) et

analysées apres différentes durées d’exposition.

Une fois les conditions chromatographiques développées de sorte a séparer le
pémétrexed et ses produits de transformation (évaluation de la pureté du pic de
pémétrexed), la gamme retenue a permis de suivre la concentration du pémétrexed
et I'évolution de la quantité de produits de dégradation au cours du processus de
photodégradation en choisissant une détection a 220 nm. Les résultats de la
validation sont rappelés ci-dessous (tableau 12) et semblent acceptables dans un
domaine de concentration étendu de 40 a 450 mg.L" en termes de linéarité
(coefficient de corrélation : 0,998), de répétabilité (variations standards résiduelles
inférieures a 1,5%) et d’exactitude (recouvrements moyens supérieurs a 98,5%) pour
I'objectif poursuivi. On remarque que la limite de quantification (LOQ : 0,37 mg.L™)
est inférieure a 0,1% de la concentration en pémétrexed des solutions avant
exposition (400 mg.L™"), ce qui laisse présager une bonne quantification des

composes apparentes, sous réserve de I’hypothése d’un facteur de réponse proche.
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Tableau 12 : résultats de la validation de la méthode de dosage du pémétrexed.

Parameétre Résultat
Gamme de linéarité (pg.mL™) 40 — 450
Pente 0,4718
Ordonnée a l'origine 5,31
Coefficient de corrélation (%) 0,998
Variation standard résiduelle (intrajour) 1,3%
Variation standard résiduelle (interjour) 0,4%
Recouvrements % (n=6, 300 pg.mL™") 99,5%
Recouvrements % (n=6, 100 pg.mL"") 98,7%
LOQ (ug.mL™") 0,37
Temps de rétention du pemetrexed (min) 10.72-10.81

Une fois cette méthode validée, les concentrations de pémétrexed dans les solutions
destinées a étre irradiées contenant TiO, ont été évaluées pour déterminer le temps
nécessaire a l'obtention de I'’équilibre sorption/désorption. On constate que cet
équilibre est rapidement atteint, aprés 15 minutes de mise en contact (tableau 13).
Aussi, pour étre certains que cet équilibre était obtenu au moment de I'exposition,

nous avons systématiquement attendu 1 heure avant I’exposition des échantillons.

Tableau 13 : pourcentage moyen de recouvrement du pémétrexed (400 mg.L™)
en fonction du temps de mise en contact avec le dioxyde de titane P25
(1 mg.L™).

Time Mean PEME recovery rate (% C/Cox100)
(min) and standard deviation (n = 3)

0 IDD (£2.0)

15 2 (1 36)

30 1(+£2.73)

60 1(+3.64)
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3. Résultats

3.1. Cinétique de dégradation du pémétrexed en conditions
photocatalytiques : aspects quantitatifs

Pour étudier l'influence des radicaux hydroxyle (*OH) et des lacunes électroniques
(h™) générés lors de I'emploi de la photocatalyse sur la cinétique de dégradation du
PEME, des études visant a évaluer le devenir du pémétrexed, en présence ou non
de photocatalyseur, et en ajoutant des substrats pieges : méthanol (substrat piege de
*OH et de h*) et isopropanol (substrat piege de *OH) ont ensuite été menées.

Celles-ci ont démontré que le pémétrexed était trés sensible au processus de
photocatalyse (courbe jaune) et qu’il était dégradé en partie par des radicaux
hydroxyle et des lacunes électroniques (courbes verte et bleue). Par contre sur la
durée de I'expérience, les processus de dégradation autres que la photocatalyse

sont trés mineurs voire inexistants (figure 67).
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Figure 67 : dégradation du pémétrexed exposé a de la lumiére simulée en
solution aqueuse et dans différentes conditions.
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Aucune deégradation n'a été observée dans nos conditions expérimentales en
présence de lumiére et sans photocatalyseur. Ce résultat est différent de celui
obtenu dans d’autres travaux dans lesquels le pémétrexed a été dégradée en
conditions photolytiques (Jansen et al., 2016). Cela pourrait s’expliquer par des
différences de puissance d’émission des lampes employées entre 300 et 320 nm. En
effet, le pémétrexed n’absorbe que trés faiblement la lumiere au-dela de 280 nm et
plus du tout au-dela de 310 nm, de sorte qu’une variation de la puissance d’émission
pour des longueurs d’onde inférieures a 310 nm peut induire un comportement tres

différent du pémétrexed (figure 68).

...........................................

Figure 68 : spectre UV-visible d’une solution aqueuse de PEME a 80 mg.L".

Les TPs détectés sont tous présents aprés 30 minutes et 60 minutes d’exposition.
Les chromatogrammes totaux prenant en compte I'ensemble des ions (Total lon
Chromatogram, TIC) et les chromatogrammes obtenus par I'extraction des ions
moléculaires correspondants (eXtracted lon Chromatogram, XIC) sont présentés ci-
dessous (figure 69).

Les ions moléculaires ([M+H]") caractéristiques des TPs protonés ont des valeurs de
m/z de 227, 302, 330, 432, 444, 460 et 476. Pour des raisons de lisibilité, ces valeurs
obtenues en masse exacte sont systématiquement écrites en masse nominale dans

le texte et sur la figure 69 mais ont en réalité été acquises en mode a haute
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résolution. Les TPs ont été ainsi dénommés TP226, TP301, TP329, TP431, TP443, TP459
et TP475.
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Figure 69 : chromatogrammes d’ions, totaux et extraits, aprés 30 ou 60 minutes

d’exposition d’une solution aqueuse de PEME contenant du TiO-.

En corrélant les temps de rétention des composés détectés par LC-HRMS avec les
temps de rétention en LC-UV, les aires des pics chromatographiques correspondant
a chaque TP ont été mesurées pour chaque durée d’irradiation et rapportées a celle

du PEME avant irradiation, ce qui a permis d’obtenir les surfaces relatives (figure 70).
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Figure 70 : profils d’évolution des aires relatives des produits de
transformation du pémétrexed en fonction du temps d’exposition.

Les aires relatives (figure 70) obtenues pour chaque TP ont été utilisées
pour contribuer a la compréhension des processus majoritaires de transformation du
pémétrexed. En effet, il apparait que TP443 est formé de fagon importante dés le
début de I'exposition puis diminue avec la durée d’exposition. Cela est en faveur de
son réle central et de précurseur d’autres produits de transformation. Inversement,
TPs09, apparaissant plus tardivement, est sans doute issu de la dégradation d’autres
TPs.

D’autre part, les aires relatives ont été employées pour évaluer la toxicité du
mélange, a partir des données de toxicité de chacun des composés et de leur

concentration relative dans le mélange.
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3.2. Elucidation structurale des produits de transformation

3.2.1. Processus de fragmentation du pémétrexed en mode HRMS"

Les spectres de fragmentation en mode HRMS" de l'ion protoné du pémétrexed
[PEME+H]" (masse exacte : 428,1564 ; formule brute : CxH22NsOs*) contiennent
nettement moins d’ions produits que ceux des ions protonés de l'apixaban et
I'argatroban, ce qui indique que ce principe actif est certainement peu enclin a des
réarrangements internes. Pour cette raison, que ce soit en HRMS? ou en HRMS?,
mis a part deux ions produits issus de déshydratation, seulement 3 autres ions
produits ont été détectés: 299,1135, 281,1029 et 163,0613 correspondant
respectivement aux formules brutes CisHisN4O3*, CisH13N4O2" et CsH/N,O*
(figure-71).

20160715-Peme_1 #99-106 RT: 2.82-3.01 AV: 8 NL: 3.50E6
F: FTMS + p ESI Full ms2 428.16@cid35.00 [115.00-1000.00]

299.1135
100; 281.1029

163.0613
e (BiUaatas UL M ol e e i T (et it T T
140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

m/z

Figure 71 : spectre HRMS? du pémétrexed.

L’ion produit de rapport m/z 299, donnant le pic le plus intense (pic de base)
s’interpréte par un processus de réarrangement passant par un intermédiaire (cycle a
5) formé par une attaque nucléophile de I'oxygene 31 du groupement OH sur le
carbone 20 déficient en électrons, comme le montre la figure 72. Les contraintes
exercées sur ce cycle conferent de l'instabilité au systeme se traduisant par des

ruptures successives de liaisons entrainant des départs simultanés d’acide
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4-iminobutanoique (C4H;NO> M = 101 Da) et de monoxyde de carbone (CO M = 28
Da), soit une perte globale de 129 Da.

L'élément d'information clé issu de cet examen d'une partie du processus de
fragmentation de l'ion protoné de la molécule meére est que toute transition
correspondant a une perte de 129 Da signe la présence de la chaine latérale
contenant le groupe glutamate. En d'autres termes, si le schéma de fragmentation
d'un produit de transformation inclut cette transition (perte de 129 Da), cela signifie
que le produit de transformation posséde toujours cette partie constitutive du PEME.

L’ion produit m/z 299 ainsi formé peut perdre facilement de I'eau au niveau de la

fonction acide carboxylique et étre a 'origine de I'ion produit de m/z 281.

L'ion de plus petite taille du spectre de masse de l'ion protoné du PEME (m/z 163) a
été pris comme ion diagnostic produit dans les conditions de collision retenues pour
cette étude. Des études de filiation par le biais du mode HRMS?® confirment qu'il
provient bien successivement des ions m/z 299 puis 281. La perte neutre du
4-méthylidénecyclohexa-2,5-dién-1-ylideneméthanone (M = 118 Da) qui
accompagne la transition 281 ->163 est la conséquence d'une rupture de liaison
induite par la charge du carbocation en 6C. Cette charge est apparue suite a la
déshydratation de Iion m/z 299 (figure 72). Dans le cas présent, ce n'est pas la
transition de 118 Da qui est a retenir mais bien la présence ou non de l'ion produit de
m/z 163 sur le spectre d'un produit de transformation a identifier. En effet, comme
stipulé ci-dessus, sa présence permet d'exclure le fait que des transformations
chimiques aient eu lieu sur la partie pyrrolopyrimidinone de la molécule mere.
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Figure 72 : processus de fragmentation du PEME.
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3.2.2. Elucidation structurale des produits de transformation

Les TPs ont été caractérisés par I'étude détaillée des données issues des spectres
de masse et par la recherche systématique des transitions caractéristiques et des
ions diagnostics déterminés au travers de I'étude des processus de fragmentation du
PEME.

TPa31, TP329 €t TP304

D’aprés leurs spectres HRMS", les structures des ions protonés de TPys;
(C19H22N507%), TPazg (CisH1gNsO4+) et TPsor (Ci4H16NsO3*) sont fortement
apparentées. En effet, leurs pics de base (HRMS?) présentent la méme masse
exacte m/z 285 (C14H13N4O3") et générent aussi les mémes ions produits si I'on
compare les spectres issus de leurs analyses en mode HRMS?® (TP431 ou TPaxg ou
TP 301->285->mémes ions produits ; cf. figure 73). Compte tenu de la formule brute
de chacun des TPs, la formation de lion produit de m/z 285 a partir des ions
protonés TP431, TP329 €t TP301, peut s’expliquer par des pertes respectives d’acide
glutamique, de formamide et d’ammoniac.

L'ion diagnostic m/z 163 est absent dans les trois cas, signifiant ainsi qu'aucun de
ces produits de transformation n'a gardé intacte la fraction pyrrolopyrimidinone de la
molécule meére.

Les ions produits de TPs9 et TP301 ne présentent pas la transition caractéristique
avec perte de 129 Da qui signerait la présence dans ces ions de la chaine latérale
contenant le groupe glutamate. A la place, un autre ion commun trés intense de m/z
127 a été retrouvé dans chacun de leurs spectres HRMS?, dont la formule brute
(C4H;N4O") ainsi que la connaissance préalable de la formule développée de la
molécule d'origine ont permis de déduire qu'il s'agit de lion protoné de la
6-aminoisocytosine.

La compréhension de la structure du PEME et des ions produits de TP4s1, TP3g9 et

TP301 @ permis de proposer pour ceux-ci les formules représentées sur la figure 73.
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Figure 73 : schéma de fragmentation des TP431, TP329 €t TP301.

TP226

Le spectre HRMS? de TPy (de formule brute CgH11N4O4") montre qu’il a perdu le
groupe glutamate (pas de perte de masse 129 Da). Par contre le spectre présente
l'ion produit de m/z 127 (C4H;N4O", 6-aminoisocytosine) trés caractéristique, déja
mis en évidence pour les TP431, TP301 et TP329. Une perte d’acide méthanoique (227-
>181) est aussi observée. Or malgré la présence de deux fonctions acide
carboxylique sur l'ion protoné du PEME, aucun départ direct d’acide carboxylique n'a
pu étre détecté jusqu'ici. Ainsi, pour que ce départ soit possible, il a di apparaitre
une configuration différente de celle de la chaine latérale du PEME. Cette
configuration doit rester cohérente avec les trois transitions paralléles suggérées par
les données du spectre HRMS? de I'ion protoné du TPa: 227->209 (-H:0), 227-
>181 (-H2CO,) et 227->127 (-C4H4053).

A partir des formules brutes des ions m/z 227 (CgH11N4O4*) et m/z 127 (C4H7N40%) on
deduit la formule brute de la perte neutre qui accompagne la transition 227->127 :
C4H40s3. En prenant en compte que m/z 227 perd une molécule d’acide méthanoique
dans la transition 227->181, on est conduit & émettre I'hypothése que la chaine
latérale de m/z 227 qui donne lieu a la perte neutre C4H4sO3 est du type acide
4-oxobutanoique. Cette hypothése conduit a la structure de m/z 227 donnée dans la

figure 74.
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L’hypothése est confirmée par la justification que I'on peut donner a la formation des
ions produits 209 et 181.
En effet, le passage par un intermédiaire comprenant un cycle a 5 sommets formé
suite a l'attaque nucléophile sur le carbone du carbonyle de la fonction amide
adjacente permet aisément d'expliquer la perte d'eau (227->209), de H.CO, (227-
>181) et d'un groupement de type oxolane-2,5-dione. Pour la structure de TPy la
configuration cyclique a 5 sommets de formule C4Hs03 n'est pas privilégiée compte
tenu des contraintes du cycle et de I'encombrement stérique. Par conséquent, TP22s
apparait comme  étant Il'acide  3-[(2-amino-6-ox0-1,6-dihydropyrimidin-4-
yl)carbamoyl]propanoique.
Ho O |
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Figure 74 : processus de fragmentation de TP2.

TPaa3, TPasg et TPazs

Les ions protonés des 3 produits de transformation (TPa443, TP4s9 €t TP475) ont les
formules brutes suivantes (données HRMS) : CooH2oNs50;%, CooH2oNsOg™ et
C20H22Ns04". Elles indiquent qu'ils sont issus d’oxydations du PEME (formule brute
du PEME : CH22Ns06"). Il est a remarquer que les trois produits de transformation
ont le méme nombre d’atomes de carbone, d’hydrogéne et d’azote que le PEME
mais des nombres d’atomes d’oxygéne supérieurs. Par ailleurs en HRMS?, aucun de

ces ions ne conduit a I'ion diagnostic de m/z 163, ce qui indique que le groupement
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pyrrolopyrimidinone a été modifié pour chacun (cf. figure 72 processus de
fragmentation du PEME), vraisemblablement par le gain d’'un ou de plusieurs atomes
d’'oxygeéne.

TP443 étant issu d’'une oxydation du PEME avec gain d’un seul atome d’oxygéne sur
le groupement mentionné ci-dessus, des expériences HRMS" ont été menées pour
identifier le site de modification. Comme le PEME, TP443, perd une molécule d’acide
glutamique (M=147) pour donner I'ion m/z 297. La fragmentation de ce dernier donne
naissance a deux pertes de neutre CgHgO (297->165) et CgHsN4Oo (297->131),
correspondant au complémentaire de I'un vis-a-vis de l'autre. Cette fragmentation
due a la rupture de la liaison 9C-8C indique que par rapport au PEME cette liaison a
été affaiblie dans I'ion m/z 297. Cela peut étre di a la formation d’un équilibre céto-
énolique résultant de I’hydroxylation qui a eu lieu sur C10. Il est d’ailleurs a noter que
cette structure a été décrite dans une publication sur la photodégradation du
pémétrexed publiée par Jansen et al (figure 75).
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Figure 75 : processus de fragmentation du TPass.
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En ce qui concerne TP4s9, On remarque que celui-ci a gagné 2 atomes d’oxygene par
rapport au PEME et dont il faut déterminer la position. Comme la perte de neutre
caractéristigue de 129 Da (CO et C4H;NO,) a été détectée (460->331; 442->313;
424->295), il a pu étre établi que I'oxydation n’a pas eu lieu sur la chaine latérale
contenant le groupe glutamate. Deux ions intenses de m/z 165 et m/z 135 ont aussi
été détectés ; I'ion de m/z 165 est identique a celui issu de la fragmentation de TP 443
(cf. figure 76), ce qui indique qu’'un atome d’oxygéne s’est fixé sur le carbone 10
comme pour TP443. La formation de Iion m/z 135 issu de la fragmentation HRMS® de
I'ion m/z 442 est en faveur d’'une hydroxylation sur C9. Cette structure a aussi été

décrite dans les travaux de Jansen et al (figure 76).

MSzl—HzO
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Figure 76 : processus de fragmentation du TPso.
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Pour TP475 (formule brute en HRMS : CxoH22N50¢") le pic de base obtenu par HRMS2
correspond a une masse exacte de 459,1146 (formule brute : CxoH19N4Og*) qui
s’explique par la perte d’'une molécule d'ammoniac. Quand les ions de m/z 476 et
459 sont soumis a des processus de fragmentation supplémentaires, des ions
produits de m/z 347 et 330 sont formés avec dans les deux cas une perte globale de
129 Da, ce qui indique que le groupe glutamate n’a pas été modifié cette fois aussi.
Une fois soumis a des processus de fragmentation supplémentaires, les ions 347 et
330 conduisent a des ions par des transitions qui permettent d’envisager que des
modifications substantielles sont survenues sur la partie pyrrolopyrimidinone du
PEME. Les données HRMS" rassemblées ont permis d’établir que la structure de
TP475 correspond a un dérivé de type [2-amino-5-hydroxy-1,5-dihydropyrimidine-4,6-
dione] (figure 77).
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Figure 77 : processus de fragmentation du TP47s.
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3.3. Voies de transformation du pémétrexed par photocatalyse

Les voies de transformation du PEME en présence de photocatalyseur et de lumiére
ont été obtenues en s’appuyant sur les structures établies en employant la
LC-HRMS" et sur des calculs de chimie quantique. Comme dans I'étude précédente
de l'argatroban, le calcul ab initio de la densité des électrons frontieres (Frontier
Electron Density, FED) sur chacun des atomes a été réalisé. Les valeurs les plus
élevées de FED?iomo + FED?Lumo permettent de prédire les sites d’attaque les plus
probables des radicaux hydroxyle (‘OH). Les valeurs les plus élevées de 2FED?*omo
permettent de pronostiquer les sites de formation les plus favorables de lacunes
électroniques (An et al., 2015 ; Zhang et al., 2008). Les calculs ont été effectués sur
la structure optimisée du PEME (modele B3LYP 6,31 G (d,p)) en utilisant le logiciel
Gaussian. Les valeurs obtenues sont reportées dans le tableau 14.

Tableau 14 : valeurs de 2 FED?yom0 et de FED? L ymo + FED? yomo pour les atomes
du PEME (numérotation effectuée selon celle de la figure 72).

Numérotation| Atome 2 FED? Homo FED? Lumo + FED? homo
1 C 0.002 0.019
2 C 0.000 0.114
3 C 0.002 0.169
4 C 0.000 0.101
5 C 0.002 0.030
6 C 0.006 0.197
7 C 0.050 0.029
8 C 0.006 0.056
9 C 0.140 0.082

10 c 0.380 0.192
11 N 0.022 0.012
12 C 0.232 0.117
13 C 0.142 0.072
14 C 0.008 0.004
15 (0] 0.123 0.062
16 N 0.014 0.007
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17 C 0.020 0.010
18 N 0.212 0.106
19 N 0.055 0.028
20 C 0.000 0.146
21 0] 0.000 0.109
22 N 0.000 0.060
23 C 0.000 0.006
24 C 0.000 0.024
25 C 0.000 0.003
26 C 0.000 0.001
27 0] 0.000 0.001
28 0] 0.000 0.000
29 C 0.000 0.013
30 0] 0.000 0.005
31 0] 0.000 0.001

Les valeurs de FED?homo + FED? ymo (0.192) et de 2FED?Homo (0.380) étant les plus
élevées pour 10C, il est attendu que celui-ci soit le site préférentiel d’attaque de "OH
et de formation de lacune électronique (photooxydation). Ces prévisions sont
cohérentes avec la structure proposée des produits de transformation et justifient que
le site d’initiation de la transformation par photocatalyse est le carbone 10.

Plus précisement, les formations de TP443 et TP4s9 s’expliquent par des processus de
photooxydation et/ou d’addition de "OH initiés en 10C (tableau 14), processus
consécutifs a I'emploi du procédé photocatalytique.

Compte tenu de la structure de TP4zs, il est trés probable que ce composé soit issu
de photooxydation exclusivement (pas d’addition de ‘OH). Les autres composés
pourraient étre issus de I'un et/ou de l'autre des deux phénomeénes (photooxydation
et/ou addition de ‘OH).

Etant donné sa structure, TP4s1 apparait trés clairement comme étant au centre de la
transformation photocatalytique du PEME : TP43; est issu de 443 et 459 par
ouverture d’'un cycle ; c’est aussi un intermédiaire a la formation de TP3z29, TP30¢ €t de
TP2xs. Ces derniers sont formés par décarboxylation oxydative du groupe glutamate,

avec a la suite pour TPa2gs, une réaction de transamidation (figure 78).
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3.4. Toxicité potentielle des produits de dégradation par étude in silico,
in vitro et ab initio

3.4.1. Toxicité globale évaluée par bioluminescence (évaluation in vitro)

La toxicité globale des échantillons irradiés (solutions aqueuses de PEME dans
lesquelles ont été ajoutées des nanoparticules de TiOz, 1 g.L™") a été évaluée en
mélangeant les solutions obtenues aprés différentes durées d’exposition avec des
bactéries qui ont la propriété d’émettre chacune plus de bioluminescence lorsqu’elles
sont plus nombreuses (Quorum sensing). Les conditions d’emploi de cet essai de
bioluminescence avec V. fischeri sont rapportées dans la publication. Il s’agit d’'un
essai in vitro qui est prédictif de la toxicité de composés pour des espéces de niveau
trophique bas (i.e. bactéries et algues). Les résultats sont représentés dans la figure

79.
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Figure 79 : pourcentage d’inhibition de bioluminescence en fonction du temps

d’exposition.

Il a été détecté une forte croissance de l'inhibition de la bioluminescence, ce qui
indique que les échantillons présentent une augmentation de leur toxicité lorsque la

durée de leur irradiation augmente.
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3.4.2. Toxicité globale évaluée par approche QSAR (évaluation in silico)

Pour confirmer le processus d’augmentation de toxicité globale (cf. étude in vitro), les
résultats de I'élucidation structurale ont été employés afin d’évaluer la toxicité de
chacun des TPs par approche QSAR (logiciel EPI, Agence de I'environnement des
Etats Unis) pour les espéces des trois niveaux trophiques proposés par le logiciel
(poisson, daphnie (crustacé planctonique) et algue verte) qui sont des modéles

frequemment employés a cette fin.

Pour chaque durée d’exposition I'échantillon est analysé. Pour chaque TP
caractérisé i, son signal relatif Xj (ZXj = 1 pour chaque durée d’exposition) est
déterminé en LC-UV, puis pour chaque durée d’exposition, la toxicité globale

(TAEmix) du mélange vis-a-vis de chacune des espéces est calculée par la relation :

1 Xi
2

TAEmix “ TAEi

avec TAEi, la toxicité d’'un composé i déterminée par approche QSAR. En fonction
des especes, les données obtenues sont soit une concentration létale pour 50% des
organismes (LC 50) soit une concentration ayant un effet sur 50% des organismes
(EC 50).

100000

e Fish

~a#— Daphnid

Green Algae

0 5 10 30 60 120
Time of exposurs (minutes)

Figure 80 : toxicité globale normalisée (échelle logarithmique) en fonction de la

durée d’exposition pour les trois espéces pour lesquelles des données QSAR
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existent dans le logiciel EPL. Par convention la toxicité globale normalisée est
fixée a 100 pour une durée d’exposition nulle.

On remarque que pour les espéces des plus grands niveaux trophiques (poisson et
daphnie), la toxicité du mélange diminue avec la durée d’exposition, en faveur d’'un
processus de détoxification (figure 80). En revanche, de facon trés cohérente avec
les résultats in vitro (sur une bactérie), il a été retrouvé que la toxicité de la solution
de PEME vis-a-vis d’autres organismes unicellulaires (algues vertes unicellulaires)

augmente en fonction de la durée d’exposition au processus d’oxydation avanceée.

3.4.3. Part de chaque composé dans la toxicité du mélange évaluée par
approche QSAR (évaluation in silico)

Pour évaluer la part de chaque composé i dans la toxicité du mélange, le rapport
C/EC50; a été calculé pour chaque durée d’irradiation (tableau 15), C; étant la
concentration du composé i et EC50; la concentration du composé i induisant 50%

d’effet a 96h sur I'algue verte.

Tableau 15

d’irradiation.

: CiI/EC50i (96 heures, algue verte) en fonction de la durée

3;;";9%&5% Irradiation Time (min)
(mg L-1) 0 5 10 30 &0 120
PEME 795 0.126 0.109 0.069 0.013 0.003 0.000
TP 10.39 0.000 1.493 2447 1.901 0.228 0.130
TPizs 0.2 0.000 0.000 0.000 39.025 61.488 65.000
TPass 47852 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
TP 191000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
TP 9352 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
TP o631 0.000 0.000 0.000 0.001 0.000 0.000
TPs 143 0.000 0.000 0.000 0.026 0.015 0.013

Il s’avere que, tres nettement, TP3o9 présente les valeurs de rapport les plus élevées
(65 pour 120 minutes d’exposition, tableau 15) et qu’il est donc sans doute le

principal responsable de la toxicité observée pour le mélange envers l'algue verte.
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Pour renforcer cette hypothése, une étude de corrélation entre [linhibition de
bioluminescence et la concentration du PEME ou de chaque TP a été

menée (tableau 16).

Tableau 16 : coefficients de corrélation entre I'inhibition de bioluminescence et
I'aire relative pour chaque TP et plages de pH dans lesquelles les TPs sont
isoélectriques.

P EME TP22E! T PSE 1 TP32Q TP4 )| TP443 TPA 59 T PA?S
coefficients de
cormélation (Pearson) -0,85 0,99 0,61 0,95 0,32 03 0,1 0,15
Plages de pH . . . . . . . .
TPs isodlectriques 15a3 [ 1a356 1a7 2a7 |05a25| 1a25 1425 3a4

Les valeurs du coefficient de corrélation de Pearson sont les plus importantes pour
TP2s (0,99) et TPz (0,95) (Tableau 16), confirmant les résultats obtenus par

'approche QSAR en faveur d’'une toxicité potentielle de TP32q.

Au total, les méthodes in vitro et QSAR, cette derniére nécessitant de connaitre les
structures des produits de transformation, ont donc fourni des premiers éléments sur

I’écotoxicité du mélange et de chaque TP isolé.

D’aprés I'étude QSAR, il semblerait qu’un produit de transformation présente une
toxicité bien plus élevée que les autres vis-a-vis du niveau 1 trophique (échelle
cellulaire/algue/bactérie), TP3zq.

Pour expliquer la toxicité observée pour TPz par rapport aux autres composes, la
capacité des composes a traverser les membranes a été approchée en prenant pour
critere le domaine de pH dans lequel les composés sont isoélectriques. Le logiciel
Chemicalize® a permis d’obtenir ces données a partir des structures (Table 16).
TP39, contrairement au pémétrexed et aux autres produits de transformation a
I'exception de TP3p1, est isoélectrique au pH de I'essai vibrio fischeri (5 a 7), ce qui
facilite le passage par diffusion passive du composé au travers de la membrane de

cette bactérie.

3.4.4. Réactivité des produits de transformation par approche ab initio
Le présent paragraphe vise a évaluer la réactivité chimique du PEME et de chacun
des produits de transformation en employant des calculs ab initio. En effet, dans un

article (Kostal et al., 2015), les auteurs ont démontré que I'emploi de deux
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descripteurs moléculaires pouvait permettre de classer ces substances en fonction

de leurs risques d’induire des effets toxiques :
-lelog P

- la différence d’énergie (AE) entre I'orbitale moléculaire inoccupée de plus faible
énergie (LUMO) et I'orbitale moléculaire occupée de plus haute énergie (HOMO).

A partir de 617 composés, les auteurs ont pu proposer des filtres (AE>6 et log P<1,6)
qui permettraient de prédire quels composés ne sont pas toxiques. En appliquant
leurs filtres et en utilisant les données de LC 50 a 96h (concentration létale pour 50%
de I'espece a 96h) sur Pimephales promelas (poisson modeéle) et de LC 50 a 48h sur
Daphnia Magna, respectivement 99% et 89% des composés a toxicité élevée et
modérée sont identifiés comme étant a risque, tandis que 45% et 88% des composés
présentant une toxicité faible ou tres faible sont évalués comme étant faiblement

toxiques.

Cette autre approche a donc été appliquée a I'évaluation de la toxicité potentielle du
PEME et de ses produits de transformation (figure 81). La différence d’énergie AE a
été obtenue pour le PEME et chaque TP par approche ab initio en utilisant toujours
des structures optimisées selon le modéle B3LYP 6,31 G (d,p). Les valeurs de log P

ont été déterminées en utilisant le logiciel Marvinsketch®.

12

log P
'8 X '6 -4 X ] O 2 4
431 226 301
329 4
459 443 PEME 0
475 AE

Figure 81 : distribution des couples AE et log P pour le PEME et ses produits

de transformation.
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Le point d’intersection des deux axes se situe aux valeurs seuils des filtres AE = 6 et
log P = 1,6. Ainsi la zone présentant une valeur de log P faible et une valeur de AE
élevée correspond aux composés a risque toxicologique faible alors que la zone
présentant une valeur de log P élevée et une valeur de AE faible correspond aux

composés a risque toxicologique élevé (figure 81).

Tout autant que ses produits de transformation, le principe actif présente une valeur
de AE < 6 ce qui implique qu’ils ne sont pas sans risques. Néanmoins, a cause d’'une
valeur de log P <1,6 ils ne figurent pas parmi les composées que I'on considére
comme présentant un risque élevé. Cependant parmi les composés, TP, TP3o1 €t
TP329, proches des valeurs seuils des filtres (figure 81), on retrouve TP3x déja
signalé comme étant sans doute le principal responsable de la toxicité observée du
mélange obtenu par dégradation photocatalytique du PEME. Cette convergence des
résultats justifie la nécessité de conduire des études complémentaires qui devraient
porter en priorité sur TP3zq.
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4. Conclusion

La caractérisation des produits de dégradation et les études in vitro et in silico du
PEME exposé aux conditions photocatalytiques ont permis de mieux comprendre les
processus de dégradation du PEME en présence d’'un procédé d’oxydation avancée

et de déterminer les impacts potentiels de la dégradation.

Le faisceau d’informations obtenues, issues des données expérimentales et de

modeles, a mis en évidence que :

- la dégradation du PEME par un procédé d’oxydation avancée conduit a une

augmentation de la toxicité vis-a-vis des especes unicellulaires,

- les produits de transformation susceptibles de générer une toxicité doivent étre
aptes a traverser les membranes phospholipidiques des bactéries et des algues par
diffusion passive. En raison de son caractére isoélectrique aux valeurs de pH du
milieu réactionnel, déduit de sa structure chimique, le produit de transformation TP32g
se place parmi les plus toxiques des produits de transformation du PEME,

- des produits de transformation formés peuvent étre plus rémanents que leur

précurseur, c’est notamment le cas de TP3p.

Ces résultats conduisent a recommander I'optimisation des procédés d’oxydation
avancée pour permettre d’obtenir la minéralisation compléte des composés toxiques.
C’est pour cette raison que la conception de matériaux semi-conducteurs dopés fait
I'objet d’intenses recherches (Daghrir et al., 2013).
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ABSTRACT

This study employed a UV-A/visible/TiO, system to investigate the degradation of pemetrexed, an antifolate
agent used in chemotherapy. The laboratory-scale method employed a photostability chamber that could be
used to study multiple samples. Reversed-phase HPLC coupled with high-resolution ESI-LTQ-Orbitrap mass spec-
trometry was used to determine the transformation products (TPs) of PEME. Based on the identified TPs and
existing chemical knowledge, the mechanism of degradation of the target compound was proposed. Concentra-
tions were monitored as a function of time, and the degradation kinetics were compared. The structures of seven
TPs, four of which have not been described to date, were proposed. Most of the TPs stemmed from OH radical ad-
ditions to the dihydropyrrole moiety and oxidative decarboxylation of the glutamate residue. Based on the elu-
cidated structures, a computational toxicity assessment was performed, showing that the TPs with higher log
D values than the parent compound are more toxic than the PEME itself. To support these findings, the toxicities
of irradiated samples on Vibrio fischeri were monitored over time. The experimental results corresponded well
with the results of previous computational studies.
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1. Introduction

Effluents from sewage treatment plants represent the main sources
of contaminants in surface waters; particularly, polar and bio-
refractory compounds are partially or poorly removed from wastewater
by traditional treatment technologies (Rivera-Utrilla et al., 2013). Phar-
maceuticals and personal care products (PPCPs) are no exception to this
rule (Biatk-Bielifiska et al., 2016; Rivera-Utrilla et al., 2013; Santos et al.,
2010). In wastewater treatment plants (WWTPs), PPCPs are poorly de-
gradable; consequently, PPCPs can reach different components of the
environment, such as surface water, groundwater and sediments,
which would affect water quality and have harmful effects on humans
and natural ecological systems (Biatk-Bielifiska et al., 2016;
Rivera-Utrilla et al., 2013; Zounkova et al., 2010). Advanced oxidation
processes (AOPs) have demonstrated a greater ability to effectively de-
grade PPCPs than traditional WWTPs.

AOPs refer to the treatment process involving reactive oxygen spe-
cies (ROS) generated by the catalytic process, such as electrocatalysis
and photocatalysis (Trawifiski and Skibifiski, 2017; Velazquez-Pena
et al,, 2013). Because TiO2 is inert, corrosion-resistant, inexpensive, ca-
pable of absorbing visible light, and has a low band gap energy at ap-
proximately 3.0 eV, it is a frequently studied and evaluated
photocatalyst (Akpan and Hameed, 2011). The most commonly used
TiO, material is Degussa 25, which comprises 25% rutile and 75% ana-
tase forms and has better photochemical properties than rutile or ana-
tase alone (Hurum et al., 2003). ROS are generated as a consequence
of the interactions of UV-Vis radiation with the semiconductor surface,
where electron-hole pairs are created (Prieto-Rodriguez et al., 2012).
More recently, modifications of the TiO, surface with the aim of promot-
ing its photoreactivity and its large-scale use have been increasingly
studied (Di Paola et al., 2012). The effectiveness of other semi-
conductors, such as zinc, tungsten, zirconium, vanadium, bismuth, mo-
lybdenum or iron compounds, were also assessed with promising re-
sults in some cases. Nevertheless, TiO, has remained a cost-effective
choice, requiring less energy to form electron-hole pairs than most
semi-conductors (Di Paola et al., 2012).

The effectiveness of AOP action is mainly assessed by the kinetics of
PPCP degradation. However, monitoring and identifying the
phototransformation products formed is equally important for evaluat-
ing their persistence and relative toxicity with respect to the parent
molecule, especially as they can be found in WWTP effluents (Sturini
et al,, 2012; Miolo et al., 2011; An et al., 2015; Topal and Topal, 2015).
In addition, if by-products and end-products are non-toxic, further deg-
radation and mineralization are ultimately not necessary, allowing the
reduction of operating costs (Cavalcante et al,, 2015; Vogna et al., 2004).

PEME is a toxic PPCP and is classified as a Class L antineoplastic agent
per the Anatomical Therapeutic Classification (ATC) system. This drug is
an antifolate agent capable of blocking enzyme activity and disrupting
DNA synthesis. Regarding environmental risks and due to its intended
function, PEME can exert cytotoxic, genotoxic or carcinogenic effects
and induce subtle genetic and cell cycle changes in aquatic organisms
under chronic exposure (Johnson et al,, 2008; Rowney et al., 2009). Con-
sumption studies in different European countries have shown an in-
crease in the use of PEME (Franquet-Griell et al., 2015), especially
because the drug is prescribed as a first-line treatment in lung cancer,
and the number of new cases of this type of cancer continues to increase
(Jemal et al,, 2011). Being polar, water-soluble, non-volatile and weakly
metabolized (Adjei, 2004), PEME may be present in wastewaters from
hospital effluents as well as domestic dwellings due to the rise in
home anticancer treatments. Singer et al. (2016) estimated that approx-
imately 22% of PEME is removed during wastewater treatment, which
indicates that PEME is likely persistent in the environment. In this re-
gard, discharge from WWTPs can be considered as the main source of
PEME contamination in aquatic environments, which is the case for
other anticancer drugs (Fatta-Kassinos and Kiimmerer, 2010; Rowney
et al., 2009).

Although the predicted environmental concentrations of PEME in
WWTP effluents appear to be increasing each year (Besse et al., 2012;
Booker et al., 2014) and PEME is known to be fetotoxic and teratogenic
(Novak, 2005), no information about its potential TPs and their
ecotoxicity has been published. Methotrexate, another antifolate drug
structurally close to PEME, was shown to photodegrade under photo-
catalytic conditions (Calza et al., 2014), and some TPs have been
shown to have residual ecotoxicity (Lai et al., 2017).

The aim of this study was to investigate the photolytic and photocat-
alytic transformations of PEME when using TiO, as a heterogeneous
photocatalyst and while paying particular attention to the reaction ki-
netics, intermediates and pathways. This study was not the subject mat-
ter of any paper before. The influences of ROS on PEME degradation
were determined by kinetics in the presence of ROS scavengers. Quanti-
tation of the PEME and the formed TPs and the characterization of the
TPs were achieved using LC-UV and LC-high resolution multistage
mass spectrometry (LC-HRMS").

Theoretical simulations using density functional theory (DFT) have
provided additional information about the transformation process. In
silico studies have provided overall insight into the toxicity of TPs. The
experimental toxicity of PEME on Vibrio fischeri was followed over
time throughout PEME degradation to support these findings.

2. Materials and methods
2.1. Materials and reagents

Pemetrexed (purity > 99%) and titanium dioxide (99.5% Aeroxide®
P25, nanopowder, average primary particle size 21 nm) were obtained
from Sigma Aldrich (St. Quentin Fallavier, France). The structural prop-
erties of P25 TiO, given by the supplier are as follows: 21 nm primary
particle size, 35-65 m?/g surface area and >99.5% purity (Sigma
Aldrich). Ryu and Choi provided the following more detailed and
extended structural properties (Ryu and Choi, 2008): primary particle
size of 27 nm for anatase and 16 nm for rutile, surface area of 50 m?/g,
hydrodynamic size of 473 nm, and zeta potential of 35 4+ 5 mV.

Formic acid, isopropanol, methanol and acetonitrile (LC-MS grade)
were purchased from VMR Prolabo® Chemicals (Fontenay-sous-Bois,
France). Ultrapure water was produced by the Q-Pod Milli-Q system
(Millipore, Molsheim, France).

2.2. Preparation of solutions and suspensions

The stock solutions were prepared by dissolving an
appropriate amount of PEME in pure water to obtain a concentration
of 400 pg mL~ !, Working solutions were prepared by diluting the stock
solution in water to obtain a PEME concentration of 100 ug mL™".

Calibration of the quantitative method for the determination of
PEME was performed in the range 20-120 ug mL™ . Calibration solu-
tions were prepared by diluting the stock solution in ultrapure water.

Experiments were carried out to highlight the main pathways re-
sponsible for PEME photolytic and photocatalytic degradation. For the
photocatalytic studies, TiO, was added to the working solutions to
achieve a final concentration of 100 pg mL™!. The suspensions were
then kept in the dark for 30 min to reach sorption/desorption equilibri-
um before being exposed to light (see Section 2.3) for periods ranging
from O to 120 min. The samples were stirred continuously, and the
PEME and TiO, were equilibrated in the dark before exposing them to
light.

To investigate the influences of radical oxygen (‘OH) and photoholes
(h™) on PEME, light/TiO, experiments were carried out with the addi-
tion of methanol ("OH and H* scavenger) and isopropanol (‘OH scaven-
ger) to achieve a final concentration of 0.1 mol L™! in both cases.

All of the samples were exposed to the same irradiation conditions
described in Section 2.3.
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2.3. Irradiation and sampling conditions

Photolysis experiments were performed using a QSUN-XE-1 light
chamber equipped with a xenon lamp to simulate natural sunlight
with a wavelength range of 300-800 nm. During all the experiments,
the temperature was controlled and set at 25 4 0.5 °C. A Daylight-Q fil-
ter was used to simulate CIE Standard Illuminant D65, and a constant ir-
radiance was maintained ¢ (1.5 Wm™2 at 420 nm). Manufacturer
measurements indicate that this setting corresponds to a visible intensi-
ty of ~119,600 Ix and a UV, intensity (300-400 nm) of 66.5 The total ir-
radiance spectrum of the lamp used is provided in the Supplementary
material (Fig. S1).

The suspension used for the experiments consisted of 20 mL of the
working solution spiked with TiO, to 100 ug mL™ . Next, 2 mL aliquots
of this suspension were sampled at various intervals of time (0-5-
10-30-60-120 min), immediately filtered through a cellulose acetate
membrane (0.45 um pore size, 25 mm diameter) and centrifuged
(4000 rpm, 5 min) to remove particles.

A 20 mL sample of the working solution spiked with TiO, to 100
pg mL~! was wrapped with aluminum foil and used as a dark control
to determine losses due to processes other than photolysis (e.g., hydro-
lysis and adsorption).

24. Instrumental

Separation of PEME and TPs was achieved using a Kinetex™-C18
(5 pm, 250 x 4.6 mm d.i.) LC column. The chromatographic system
consisted of a Dionex UltiMate 3000 HPLC system (Dionex, Les Ulis,
France) controlled by Chromeleon® software version 6.80 SR11. The
final optimized conditions were as follows: column oven, 35 °C; flow
rate, 1 mL min~'; and injection volume, 50 pL. Gradient mode combin-
ing 0.1% (v/v) formic acid in pure water (solvent A) and acetonitrile
(solvent B) was used to separate and detect compounds over a wide
range of polarities. The gradient program was set as follows: 0-2 min,
95% A; 2-30 min, 95 - 0% A; 30-35 min, 0 - 95% A; and afterwards,
2 min equilibration time. The linearity, repeatability, limit of quantifica-
tion and accuracy were assessed over the concentration range of
20-120 pg mL™ !, and the results are provided in the Supplementary
material (Table S1). Quantification of TPs was carried out by integrating
the peaks obtained with UV detection at 220 nm. Their relative concen-
trations were determined based upon the ratio (%) of their individual
area to that of the initial PEME.

For the LC-HRMS" analyses, the chromatographic effluent was split
using a 1/3 T-split to achieve a flow rate of 0.3 mL min~'. The mass
spectrometer was an electrospray-LTQ-Orbitrap Velos Pro system com-
prising a linear trap and an orbital trap (Thermo Fisher Scientific, CA,
USA). Electrospray source conditions, which were set in positive ion
mode because this mode appeared to provide more information after
some preliminary infusion experiments, were optimized from PEME
stock solution as follows: the source and the capillary temperatures
were fixed at 300 °C and 350 °C, and the source voltage was fixed at
3.4 kV. The nitrogen flow was set at 35 and 15 arbitrary units for the
sheath gas and auxiliary gas, respectively. To efficiently capture and
focus the ions, the S-lens was set at 60%. It was found that a normalized
collision set at 35% arbitrary units gave satisfactory information for
most high-resolution fragmentation studies. Instrumentation cali-
bration was performed daily based on the recommendations of the
manufacturer of the mass spectrometer and using the Pierce™ LTQ
Velos ESI Positive lon Calibration Solution (ThermoFisher, United
States). Thus, the HRMS studies were carried out in full scan MS
over the mass range of 103-1200 as well as in targeted MS/MS
mode or auto MS/MS mode at a mass range of 50-600 uma for the
HRMS" studies. The chosen full width at half maximum was 60,000
for all stages of HRMS". The MS data were processed using Xcalibur®
software (version 2.2 SP 1.48).

2.5. Data analysis

Calculations of the kinetic parameters of the phototransformation
reaction were based on triplicate measurements. Once measured, the
decreasing average concentration of PEME versus time in both types of
experiments (photolysis and photocatalysis) was adjusted to a pseudo
first-order kinetic model using Eq. (1):

Ln(Cy/Co) = —k t (1

where t is time, C; and Co represent the aqueous concentrations
(ug mL™1) of the target compounds at the sampling times t and zero, re-
spectively, and k (h™!) is the degradation rate constant. Additionally,
half-lives (t;,) were calculated using Eq. (2):

tip = In(2)/k (2)

2.6. In silico and in vitro toxicological assessment

To evaluate the potential risk for different trophic species due to the
degradation of PEME, the relative toxicity of the mixtures resulting from
degradation and of each of the formed TPs were both studied through-
out the photosensitization process. This approach combines in silico
studies (QSAR) and in vitro experiments based on bioluminescence
inhibition.

2.6.1. QSAR studies

ECOSAR (Clements and Vincent, 1994) was used to predict the fol-
lowing endpoints for each compound: 48-h daphnid LCso, 96-h fish
LCsp and 96-h green algae ECsy,.

These values were obtained from the equations expressing log LCsg
from the existing database as a function of logP provided by the EPI
Suite KOWWIN software. For the mixture study, excluding potential
synergistic/antagonistic effects between the compounds present, the
concept of concentration addition was applied at each time-point
throughout the degradation process. For each mixture, the acute toxic-
ity (ATEmix) was calculated using the following formula (European
Chemicals Agency, 2009):

100 Ci
ATEmix Z“m 3)
where

“Ci” denotes the concentration of a given ingredient present in the
mixture (% w/w or % v/v), i.e., PEME or a transformation product.

“i” denotes the individual ingredient, ranging from 1 to n.

“n” denotes the total number of ingredients in a given mixture.

“ATEi” accounts for the acute toxicity estimate for ingredient i, i.e.,
ECsg; or LCsq;, determined by means of QSAR models.

Mutagenicity, carcinogenicity, and developmental toxicity studies
were also performed using a QSAR-based system using the consensus
method (TEST software, United States Environmental Protection Agen-
cy, 2016) and a rule-based system (Toxtree (Patlewicz G et al.)).

2.6.2. In vitro toxicological studies

A Microtox Model 500 toxicity analyzer (Milan, Italy) was used to as-
sess the ecotoxicity of PEME native and degraded samples. The assay re-
lies on the bioluminescence inhibition of the bacteria V. fischeri when
exposed to toxic compounds. Bacteria suspensions, positive and nega-
tive controls and tested samples were prepared and analyzed according
to the manufacturer's recommendations. This study was carried out in
triplicate using degraded samples obtained from the working solutions
described above and samples deprived of PEME as blank controls. The
pH, systematically measured for all the samples tested, was between
6.0 and 7.0. The bioluminescence was measured every 5 min over
30 min during incubation at 15 °C.
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2.7. Physico-chemical calculations and computational approach

The Marvin calculator (MarvinSketch v17.1.2.0, 2017, ChemAxon)
was used to predict descriptors such as the isoelectric point and Log
Dow at pH 7.0. Quantum chemical calculations were performed using
the Gaussian 09 program (Frisch et al., 2015). The structures were opti-
mized using the hybrid density functional B3LYP method with the 6-
31+ G(d) basis set, B3LYP/6-31 + G(d). The geometrical relevance of
the proposed structure was checked, verifying that no more than one
imaginary frequency was obtained after optimization.

The frontier electron densities (FEDs) of the highest occupied molec-
ular orbital (HOMO) and the lowest unoccupied molecular orbital
(LUMO) were also determined to predict the initial attack position by
radical reactive species. In fact, the 2HOMO? and FED?j0mo0 + FED?Lumo
values were used to predict the reaction sites for the "OH radical addi-
tion positions (Fukui et al., 1952).

3. Results and discussion
3.1. Dark controls and preliminary study

The photodegradation experiments were framed by a series of con-
trols aimed at establishing the impacts of other processes such as sorp-
tion or hydrolysis.

Their contributions to the PEME decrease were negligible, as the
PEME concentrations determined in the controls at the beginning and
end of the degradation assays were similar (differences < 5%). This out-
come is consistent with the fact that PEME does not have hydrolyzable
functional groups.

Adsorption is one of the most important factors that influences
photodegradation under heterogeneous photocatalysis (Van Doorslaer
et al,, 2011). As a result, PEME adsorption on TiO, particles was studied
in the dark. A 10% PEME decrease was observed after 15 min of contact
with TiO, particles, including the centrifuging time. The adsorption rate
remained stable for up to 60 min in the dark (Table 1). From these re-
sults, a TiO, concentration of 100 mg/mL was selected for the
photocatalysis studies.

3.2. Photolytic and photocatalytic degradation kinetics

No degradation was observed under our experimental conditions for
the same period of exposure (Fig. 1). This result contradicts the results
presented by Jansen et al, in which approximately 15%
photodegradation was observed after 2 h of exposing 1 mg/mL PEME
samples to ~300,000 Ix visible and ~160 W/m? UV,. This difference
could be due to a lower relative irradiance (~240,000 Ix visible and
~130 W/m? UV,), especially for the sample emitting wavelengths
lower than 320 nm. Indeed, PEME does not absorb above 320 nm
(Fig. S2). The degradation rate and half-life time measured under
these conditions are 0.08 min~' and 8.89 min, respectively. To further
investigate the involvement of the different reactive oxygen species
and TiO, with PEME phototransformation, isopropanol and methanol
were added to the samples described in Section 2.2. Methanol is an effi-
cient scavenger of both "OH and h™, while isopropanol mainly reacts
with "OH. In their presence, PEME degradation significantly decreased,
as shown in Fig. 1 (p < 0.01), but the phenomenon was significantly

Table 1
Adsorption of PEME on the TiO, surface.
Time Mean PEME recovery rate (% C/Cox100)
(min) and standard deviation (n = 3)
0 100 (£2.0)
15 92 (£1.86)
30 91 (£2.73)
60 91 (£3.64)
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Fig. 1. Kinetics of PEME photodegradation.

more intense for methanol (p < 0.01). Indeed, the corresponding
PEME half-lives are 23.10 min and 53.32 min, respectively. As a result,
the PEME photoproducts are expected to form from the interactions of
PEME with "OH and H™.

Hence, it took <60 min of exposure to light for the PEME to become
undetectable in the presence of the photocatalyst, as shown in Fig. 2.
Parallel to the PEME decrease, substantial concentrations of seven TPs
(labeled “TPolecutar mass’) Were detected and followed over 120 min
(Figs. 2 and 3). Table 2 summarizes their respective characteristics.
The total ion current chromatograms and the extracted ion chromato-
grams recorded for the samples exposed for 30 and 60 min to the UV/
TiO, conditions show that most of them are eluted ahead of PEME,
meaning that they would be more hydrophilic than the molecule that
they originated from. To strengthen the structural elucidation stage
and determine the PEME photolysis mechanisms, the kinetics of the
TPs formed in the solutions set at pH 6.95 were followed using HPLC.
Fig. 3 shows that TP443 and TP,45 were quickly formed, but it is notewor-
thy that TP443 decreased almost immediately parallel to the appearance
of TP526, TP301, TP320, TP431, TP443 and TP4sg. Based on this result, one
may deduce that these latter compounds may mainly originate from
TP443. With the exception of TP,,¢ and TP3;9, the concentrations of the
TPs plummeted after 30 min of exposition. Nevertheless, this decrease
was less acute for TP3;. In all cases, most of the TPs remained detectable
after 60 min of exposition. In addition, compared to the other TPs, TPy,
TP30; and TP3,9 were the most persistent (Fig. 3).

3.3. Tentative identification of the transformation products formed

To study the TPs that resulted from the PEME, working solutions
were exposed to light (300-800 nm) over varying periods of time.
New chromatographic peaks were detected concomitantly with the de-
crease of the parent compound (Fig. 2). The analysis of the samples ex-
posed for 30 and 60 min to light showed several peaks that were
complementary to the peaks of the parent molecule, which were detect-
ed as molecular ions [M + H] + at m/z 227, 302, 330, 432, 444, 460 and
476 and labeled as TP226, TP301, TP329, TP431, TP443, TP459 and TP475, re-
spectively. The product ion mass spectra of PEME and the TPs were re-
corded, and the corresponding accurate mass measurement data are
compiled in Table 3. The fragmentation pattern of the mother molecule
was elucidated, which was an integral part of process used to identify
the structure of the TPs (Fig. 4) (Gorog, 2015; Henriet et al., 2016;
Secrétan et al., 2016).

The MS? spectrum of protonated PEME (Fig. S3, Supplementary ma-
terial) exhibits a base peak at m/z 299 that corresponds to the (PEME
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Fig. 2. Total and extracted ion chromatograms of aqueous PEME after 30 and 60 min of exposure to light/TiO,.

+ H-C4H,NO,-CO) ™ ion. As shown in Fig. 4, this ion would be formed
through the transfer of the hydroxyl group from the carboxylic acid car-
bon atom linked to the benzamide derivative to the carbonyl carbon
atom of the amide bond, thus forming a five-centered transition state.
A concerted hydroxyl group transfer occurs, ending up with the elimi-
nation of 4-iminobutanoic acid and carbon monoxide (—129 Da).
These simultaneous neutral losses are characteristic of the glutamate
moiety, which suggests that the TPs still featuring this type of transition
always carry this unaltered chemical group. Notably, a similar mecha-
nism had already been proposed to explain the departure of
dihydropyrrole and CO from protonated lisinopril (Burinsky and Sides,
2004) and the departure of methyltetrahydropyridin and CO from pro-
tonated argatroban (Secrétan et al., 2016). In the wake of this
rearrangement-elimination process, the fragmentation continues with
water loss, giving rise to the formation of an acylium or oxonium deriv-
ative at m/z 281. Due to resonance, the motion of the adjacent double
bonds leads to the formation of a derivative of the tertiary-carbocation
type with a structural configuration that is amenable for the departure
of CgHgO (— 118 Da) due to the promotion of heterolysis by the charge.
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The detection of such a transition within the MS/MS mass spectra of the
TPs implies the absence of any substitution or change over the
methylbenzamide moiety. As a result of this neutral loss, the product
ion at m/z 163 is formed, accounting for the fraction [2-amino-5-meth-
yl-1H,7H-pyrrolo| 2,3-d|pyrimidin-4-one] of the mother molecule. Like-
wise, its presence over the MS/MS mass spectra of the TPs suggests that
this part of the molecule would remain unchanged. However, none of
the seven-detected and tentatively characterized TPs feature the prod-
uct ion at m/z 163. Thus, it can be inferred that PEME degradation in
the presence of light/TiO, would primarily start at the corresponding
part of the drug molecule.

3.3.1. TPyy3, TP459 and TP475

After 30 min of exposure to light, hydroxylation occurred on the
PEME.

This process is highlighted by the onset and detection of [TP43
+ H|*, [TP4s9 + H]" and [TP475 + H|™ ions, whose exact masses mea-
sured with HRMS are consistent with the elemental formulas
C20H2oN507 (2.27 ppm), CoH22Ns04 (1.63 ppm) and CaoH2,NsO4

Relative
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Fig. 3. Evolution profiles of PEME TPs relative levels as a function of the irradiation time, related to the initial level of the parent molecule.
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Table 2 o _ (1.47 ppm), respectively. As stated above, the corresponding changes
Chemical characteristics of PEME and of its TPs. would affect at least one fraction [2-amino-5-methyl-1H,7H-

Compound log D Isoelectric pH range pyrrolo|2,3-d]pyrimidin-4-one] of the drug molecule given the absence
PEME a1t 150103 of the m/z 163 ion in all .ca}ses. ' o . '
TPage 098 11035 Thus, TP443 would originate from the single oxidation of this chemi-
TP301 —0.29 1to7 cal group. To further pinpoint the site where occurred, the base peak at
TP329 —037 2to7 m/z 297 (|TP443 + H-C4H,NO,-CO-H,0] ), generated under MS? condi-
TPas: —633 051025 tions, was trapped and then fragmented (Figs. S4 & S5, Supplementary
TPa43 —6.58 1to3 . .
TPaso —734 1t02.50 material). Contrary to what was observed for PEME (Fig. 4), the frag-
TPy7s —797 3to4 mentation of the [TP443 + H-C4H,NO,-CO-H,0]* ion results in the
cleavage of the bond linking 9C to 8C, hence eliminating CoHgO (297
— 165) or the complementary part, i.e., CgHgN4O, (297 — 131), as
Table 3
PEME and the TPs structures, molecular ions, characteristic fragment ions and relative times (rRTs). pK, values are highlighted in red on the molecule.
Compound MS" mode Best possible elemental formula ~ Accurate mass m/z  Theoretical mass m/z  Relative error (ppm) RT
Pemetrexed Precursor ion C0H22N508 428.1563 428.1565 0.37 1
258 e MS? (428 ) Ci5HsN40F 299.1135 299.1139 1.10
e 5 2 Qa1 TM%OH Msi (428-) C15H13N492+ 281.1029 281.1033 1.53
N Wuu “ I MS? (428 ) C;H,N,0 163.0613 163.0614 0.74
18N e 7 s 27
HN 10
TP226 Precursor ion CgH;1N4OF 227.0772 227.0775 1.32 0.66
TP226 0 MS? (227 ) CgHoN,05F 209.0673 209.0669 —1.72
HN 1/ MS? (227 ) C;HoN,0F 181.0724 181.0720 —2.04
MS? (227 ) C4H,N,0* 127.0615 127.0614 —0.55
HN OH
o
o]
TP4se Precursor ion Ca0H2,N505 460.1455 460.1463 1.63 0.78
TPaso MS? (460-) CaH0N507 4421359 4421357 —0.45
00 . MS? (460—) Cy5H13N405F 313.0937 313.0931 —1.88
0 " OH MS? (460—313—)  CgHsN405 165.0409 165.0407 —0.91
sz\f\q ro H I MS? (460—313—) CgH,0F 135.0442 135.0440 —1.18
HN o
TPa43 Precursor ion Ca0H,,N507 444.1504 4441514 227 0.84
TPass MS? (444 ) Cy5H15N405 315.1094 315.1088 —2.00
e MS? (444 ) Cy5H13N405 297.0989 297.0982 —2.39
OH MS® (444—297—)  CgHsN,OF 165.0409 165.0407 —0.97
W LY MS® (444-297—) CoH,07" 131.0492 131.0491 —0.38
HaN—(
TP431 Precursor ion Cy9H22N505 432.1505 432.1514 1.99 0.99
TPaz1 —he MS? (432-) C14H15N,0F 303.1096 303.1088 —2.77
o com MS? (432-) C14H13N40F 285.0988 285.0982 —2.10
N N o MS? (432-) C4H/N, 0 127.0614 127.0614 0.55
HaN—( ) A MS? (432-285—)  CgH7N405 167.0565 167.0564 —0.78
N (o MS? (432-285-) CoH,0" 131.0491 131.0491 0.08
TPso01 Precursor ion C14H16N505 302.1244 302.1248 1.36 0.96
TPsot e MS? (302-) C14H13N40F 285.0986 285.0982 —1.44
o MS? (302-) C4H/N,0* 127.0617 127.0614 —1.89
NP NH, MS® (302-285—)  CgHsN405 167.0565 167.0564 —0.78
HzN\< MS® (302-285—) CoH,07" 131.0491 131.0491 0.08
N/
NH, ©
TPs30 Precursor ion Ci15H16N505 330.1193 330.1197 1.24 1.13
TPazo b MS?(330-) C14H13N405 285.0986 285.0982 —1.44
o oT MS? (330-) C4H,N,0* 127.0617 127.0614 —1.89
R P NJ MS? (330—285—)  CgH;N405 167.0565 167.0564 —0.78
H;N% H MS® (330-285-) CoH,0™ 131.0491 131.0491 0.08
N—?
NH, ©
TP4ss Precursor ion Ca0H42N508 476.1405 476.1412 1.47 0.82
TPars MS? (476 ) Ca0H19N408" 459.1150 459.1146 —0.85
o Ox, O MS? (476 ) Cy5H;5N40¢ 347.0992 347.0986 —1.76
o B o MOH MS? (476 ) C11H1oNOT 204.0658 204.0655 —1.47
N on N MS? (476 ) C11H1oNOF 188.0711 188.0706 —2.45
NW ° MS? (476 ) C11H,05 171.0443 171.0440 —1.75
O © MS® (476-459—)  Cy7H;gNOF 346.0926 346.0921 —1.47
: MS? (476 5459—)  C;5H;2N30¢ 330.0727 330.0720 —2.03
MS? (476 5459—)  Cy5H1oN303 312.0622 312.0615 —2.08
MS® (476459—)  Cy2H,0% 199.0394 199.0390 —2.01
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Fig. 4. Proposed fragmentation pattern for protonated PEME.

shown in Fig. 5. This difference results from a change in the immediate
chemical environment of 9C; specifically, the formation of the enol func-
tion in equilibrium with carbonyl 10C=0 would weaken the 9C—8C
bond. Accordingly, although this assumption has not been confirmed
by "H-MNR, it is likely that 10C is the hydroxylation site. Moreover,
this structure has also been described to result from the forced degrada-
tion of PEME (Jansen et al,, 2016).

Compared to PEME, the [TP4s0 + H]™ ion loses two rather than one
H,0 molecules immediately (460 — 442 — 424) (Fig. 6; Figs. S6 and S7
in Supplementary material), implying that one of the two extra OH

groups is carried by an aliphatic carbon atom. The other OH group should
be located on 6C as long as the m/z 165 ion also accounts for one of the
product ions of the [TP4s9 + H-C4H;NO,-CO-2H,0]" ion (Fig. 6; Figs. S6
and S7 in the Supplementary material). As the neutral losses reflecting
the presence of glutamate are also detected for TP4s9 (460 — 331; 442
— 313; 424 — 295), one may then deduce that the aliphatic-alcohol moi-
ety is very likely tied to 9C or 8C, with a penchant for 9C to explain the de-
parture of C;HgN,40, or of CgHoO, when the [TP46¢ + H-C4H;NO,-CO-
H,0]" ion is fragmented (Fig. 6; Figs. S6 and S7 in Supplementary mate-
rial). It is noteworthy that Jansen et al. already described this structure.
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Fig. 5. Proposed fragmentation pattern for protonated TP4as.

The base peak (Fig. S8, Supplementary material) originating from
the fragmentation of the [TP475 + H]|" ion pertains to deamination
(476 — 459), a specific process compared to TP443 and TP4sg. In turn,
the [TP475 + H-NHs]™ ion affords the m/z 330 ion ([TP475 + H-NHs-
C4H7NO,-CO]™) when subjected to fragmentation, implying that the
glutamate residue is not concerned with hydroxylation. Another less in-
tense process was highlighted that included the elimination of
C3H3N30,, thereby forming the ion at m/z 346 (Fig. 7; Figs. S8 and S9,
Supplementary material). This result may suggest that dramatic chang-
es have occurred over the fraction [2-amino-5-methyl-1H,7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-one] of the drug. Indeed, parallel to deami-
nation, the [TP,75 + H-C4H,NO,-CO]* ion can lose a 143-Da moiety cor-
responding to the elemental formula C4HsN305. These key data,
complemented by the data represented in Fig. 7, are consistent with a
derivative of the [2-amino-5-hydroxy-1,5-dihydropyrimidine-4,6-
dione] type.

332 TP431, TP329 and TP301

Based upon their MS™ mass spectra (Figs. S10-S15, Supplementa-
ry material), it is clear that TP431, TP3,9 and TP3¢; are closely related
to each other (Table 3). Indeed, their MS/MS mass spectra feature not
only the same base peak ion (m/z 285) but also the same product
ions in that the MS3-products originating from this latter were
found. To reach the m/z 285 ion, protonated TP43; had to lose gluta-
mate, while the elimination of acetamide and amine was required
for protonated TP339 and TP3q4, respectively (Fig. 8). Accordingly,
one may infer that these three TPs only differ from each other by
the lateral chain connected to the 19C carbonyl carbon atom, and
the neutral losses previously mentioned are indicative of the corre-
sponding chemical groups. Beyond these data, the specific informa-
tion needed to characterize these TPs includes the presence of the
m/z 127 ion, which is attributed to protonated 6-aminoisocytosine.
Combined with the information arising from the fragmentation of
the base peak for the TP's ion (m/z 285), it should be possible to as-
similate them as diaminopyrimidinone derivatives (Fig. 8). The
structure of TP43; was recently described by Jansen et al.

333. TP225

The MS/MS spectrum of protonated TP,,¢ (Fig. S16, Supplemen-
tary material) shows that this TP not only lost the glutamate group,
but also, no information suggesting the presence of acylbenzene in
reference to what was previously highlighted for TP431, TP3; and
TP3,9 is found. The anchoring point of the characterization process
is based on the detection of the m/z 127 ion, i.e., protonated 6-
aminoisocytosine, which is described above. The latter ion is formed
as a result of the departure of a moiety, likely succinic anhydride
(Fig. 9). Protonated TP;,¢ can also lose carbonic acid (227 — 181),
suggesting the presence of a carbonate function linked to an aliphatic
carbon atom. The succinate group is assumed to be in equilibrium
with carboxylate within the ion source, as shown in Fig. 9. Eventual-
ly, the structure proposed in Table 3 looks satisfactory as long as it
allowed us to characterize the MS? fragmentation pattern of the
[TP,,6 + H]™ ion (Fig. 9).

3.4. Proposed degradation pathways

PEME photodegradation mechanisms were elucidated from
HPLC/MS" studies, taking into account the calculated data of FEDs.
According to HPLC/MS" analyses, seven TPs were tentatively identi-
fied and listed in Table 3. Theoretically calculated FEDs have also
been considered to predict initial attack sites and thus have contrib-
uted to support the TPs' structures. The addition of "OH radicals usu-
ally occurs at sites with higher FED?yomo + FED? umo values, while
direct photohole oxidation (i.e., electron extraction) may occur at
sites with higher values of 2FED?j om0 (An et al., 2015; Zhang et al.,
2008). Consequently, the FED data of PEME were calculated and
summarized in the table provided in Table S2 (Supplementary
material).

Clearly, the FED?1,omo + FED? umo value of 10C stands among the
highest (0.192), as does the 2FED?jomo value (0.380), thereby
facilitating "OH radical addition and photohole oxidation over this
site. Notably, this outcome is fully in line with the structures of
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i

Exact Mass:
165,04070

most of the TPs described above. A proposed mechanism of PEME
photolysis under UV/TiO, is described in Fig. 10 in accordance with
these data. Fig. 10 shows the proposed transformation pathways
that link together all the characterized TPs resulting from PEME pho-
toinduced degradation under heterogeneous photocatalysis. The hy-
droxylation addition and the direct photohole oxidation reaction are
two initial predominant pathways for the photodegradation of PEME

(Fig. 10 and S17 in the Supplementary material). While both paths
may result in the formation of TP443 and TP4s9, TP475 may result
from more photohole oxidation with O, contributions (Fig. S17,
Supplementary material). TP43; may be secondary to TP443 and
TP4s9 with ring opening. In turn, TP43; undergoes oxidative
decarboxylation on the glutamate residue, and due to other
photohole attacks over the lateral chain, TP339, TP3p; and TPy
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ended up appearing (Fig. 10). Therefore, in the natural environment
where triplet-sensitized oxidation is expected to be the main PEME
transformation route, it may be assumed that the relevant pathways
would be to produce TP443 followed successively by T431 and TP339
(Figs. 3 and 10). Further studies will be needed to confirm this
assumption.

3.5. Assessment of the relative ecotoxicity of TPs and PEME mixtures

The issue raised in this chapter is whether the degradation of
PEME may reduce the toxicity of PEME-contaminated water to the
different trophic species present in the aquatic environment or,
conversely, whether the resulting mixtures could be more toxic. In

other words, this chapter compares the subsequent degraded solu-
tions to the initial sample.

Complementary evaluation approaches have made it possible to link
effects specifically to products or a group of products.

3.5.1. In silico studies

ECOSAR studies have shown that the relative toxicity of mixtures to
fish and daphnids changes as the degradation of PEMEs increases, but
the amplitude remains too low to support any concern for these species
(Fig. 11, Tables S3 and S4).

With respect to green algae, the sample obtained after 10 min of
exposure to photocatalytic conditions showed a dramatic increase
in toxicity compared to the starting solution (Table S5). This change
coincides perfectly with the emergence and increase of TP339. A
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Fig. 8. Proposed common fragmentation pattern for protonated TP,431, TP359 and TP3g;.
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lower EC 50 value and a higher C1/EC50 ratio compared with other
TPs seem to confirm this correlation (Tables S3-S5; Fig. 11). From a
mechanistic point of view, this outcome can be partly explained by
the fact that TP3,9 is neutral at pH 7.0, which would favor its concen-
tration in the microorganism (Neuwoehner and Escher, 2011).

In addition to acute toxicity studies, mutagenicity, carcinogenicity
and developmental toxicity were also studied. While PEME does not
present any structural alert for carcinogenicity, 6 of its TPs contain a
functional group that may induce structural alerts for non-genotoxic
carcinogenicity (Table 4). Indeed, o, B-saturated carbonyl groups are

PEME

known to cause oxidative damage to DNA in mammalian cells. Regard-
ing mutagenicity, QSAR does not trigger any particular alert. Regarding
its impacts on development, all but the TP,,; TP seemed to be capable of
producing toxicity. Therefore, given the presence of this product in the
mixtures, water contaminated with PEME may still have an effect on de-
velopment, even after exposure to the photocatalytic process (Table 4).

3.5.2. In vitro studies
In vitro studies were carried out utilizing the V. fischeri bioassay.
PEME itself did not induce any toxic effect on this bacterium because

TP431
H_ 0 " OH
HoN
2! \% 7 H )
NH,©
TPoog TP329 J TP301
N 0 )? o
HoN H o H o

__NH N N
oi/COZH NH, © NH, ©

Fig. 10. Proposed photodegradation mechanism of PEME photosensitized conditions.
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Fig. 11. Predicted relative toxicities of the different degraded samples represented using
the logarithmic scale as a function of the exposition duration to light/TiO,.

no significant inhibition of bioluminescence was observed when it was
brought into contact with the drug substance (Parvez et al., 2008).
Moreover, the suspensions of TiO, without PEME and that underwent
light irradiation (used as blanks) also did not inhibit the biolumines-
cence. However, the inhibition rate increased in parallel with the
photodegradation of PEME, as shown in Fig. 12. Therefore, this evolution
can be attributed to the appearance of toxic TPs.

3.5.3. Correlation between kinetics, in vitro and in silico results

When the evolution profiles of each TP were overlaid with the pro-
file of the inhibition effect, it was evident that TP,,6, TP39; and TP33q
caused this response. The correlations of the evolution of each TP and
the rate of bioluminescence inhibition were determined by calculating
the respective Pearson correlation coefficients for each system. The cor-
responding data are presented in Fig. S18 (Supplementary material).
These data unambiguously show that only TPyyg, TP301, TP329 and
TP4,9 yield a positive correlation with toxicity and that the coefficients
calculated for TP2y6 and TP3;g are close to 1, thus implying a very signif-
icant correlation.

Specifically, TP236, TP301 and TP3,9 have significantly higher log D
values than PEME and other TPs, implying a higher bioaccumulation po-
tential in the tested bacterium, which is a prerequisite for inducing toxic
effects (Devillers et al., 1996). At neutral pH, only TP5¢; and TP3,9 occur
in the isoelectric state, and according to Rendal et al., the compounds
exert more toxicity when they are present in the molecular form
(Kostal et al., 2015; Rendal et al., 2011). Thus, in the case of PEME, the
loss of integrity of the glutamate residue may play a significant role in
the inhibition of bioluminescence.

Overall, in view of the in silico and in vitro results, the photocatalytic
degradation of PEME appeared to result in the formation of TPs that
alone or together may be more harmful to trophic species 1. However,
these results should be weighed according to their actual concentra-
tions in the environment.

Table 4
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Fig. 12. Inhibition of V. fischeri bioluminescence as a function of the exposure duration to
light/TiO,.

4. Conclusion

The photolytic and photocatalytic transformation of PEME that re-
sulted from a simulated solar spectrum was studied for the first time.

The elimination of PEME from water can be accelerated by applying
photocatalytic methods using TiO, (half-life: 8.89 min). Using
isopropanol and methanol as reactive oxygen species scavengers, it
was shown that hydroxyl radicals and photoholes were responsible
for PEME degradation. Overall, seven transformation products were de-
tected and characterized under UV/TiO,.

Attacks on the dihydropyrrole moiety and the glutamate residue re-
sulted in the formation of most of the products. Access to the structure
of PEME TPs should pave the way to other monitoring studies, such as
field analysis studies. Indeed, structural characterization and quantifica-
tion of TPs have also made it possible to correlate structural properties
and the kinetics of TP formation with in silico and in vitro results. This
comparison allows us to highlight the potential individual and collective
effects of TPs, compared to PEME with respect to fish, daphnid and
green algae. It can be concluded that some of the degradation com-
pounds are more toxic than PEME, especially to trophic-level species 1.
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Appendix A. Supplementary data

Supplementary data to this article can be found online at https://doi.
org/10.1016/j.scitotenv.2017.12.182.

In silico predictions of mutagenicity, carcinogenicity and developmental toxicity of PEME and its TPs.

Carcinogenicity (rule based-structural alert)

Mutagenicity (QSAR) Developmental toxicity (QSAR)

Name of structure Genotoxic carcinogenicity Non-genotoxic carcinogenicity Predicted value Result Predicted value Result
PEME No No —0.18 Negative 1.00 Positive
TP2y7 Yes, one No 0.11 Negative 0.37 Negative
TP301 Yes, one No 0.28 Negative 0.99 Positive
TP329 Yes, one No 0.14 Negative 0.74 Positive
TP431 Yes, one No —0.09 Negative 0.86 Positive
TP443 Yes, one No —0.02 Negative 0.84 Positive
TP4s9 Yes, one No —0.07 Negative 0.87 Positive
TP475 No No 0.12 Negative 0.82 Positive
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Fig. S1. Total irradiance (300 nm-800 nm) of Q-SUN chamber's Daylight-Q filter
compared to D65 outdoor sunlight.

Table S1. Chromatographic method assessment results.

Parameters Results
Linear range (ug.mL™") 40 — 450
Slope 0,4718
Intercept 5,31
Correlation coefficient (r?) 0.998
%RSD (intraday) 1,3
%RSD (interday) 0,4
LOQ (ug.mL™) 0,37
Recovery % (n=6, 300 pg.mL™) 99,5%
Recovery % (n=6, 100 pg.mL™) 98,7%

PEME retention time (min)

10.72-10.81




Fig. S2. UV absorption spectrum of aqueous PEME.
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Fig. S11. MS analysis of protonated TP4s1: MS® 432->285->
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Table S2. Frontier electron densities on atoms of PEME calculated by using
Gaussian 09 program at the B3LYP/6-31G* level.

Number | Atom 2 FED? yomo FED? \ymo + FED? Homo
1 C 0.002 0.019
2 C 0.000 0.114
3 C 0.002 0.169
4 C 0.000 0.101
5 C 0.002 0.030
6 C 0.006 0.197
7 C 0.050 0.029
8 C 0.006 0.056
9 C 0.140 0.082
10 C 0.380 0.192
11 N 0.022 0.012
12 C 0.232 0.117
13 C 0.142 0.072
14 C 0.008 0.004
15 (0] 0.123 0.062
16 N 0.014 0.007
17 C 0.020 0.010
18 N 0.212 0.106
19 N 0.055 0.028
20 C 0.000 0.146
21 0 0.000 0.109
22 N 0.000 0.060
23 C 0.000 0.006
24 C 0.000 0.024
25 C 0.000 0.003
26 C 0.000 0.001
27 0 0.000 0.001
28 0 0.000 0.000
29 C 0.000 0.013
30 0 0.000 0.005
31 0 0.000 0.001
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Table S3. QSAR values for fish and resulting Ci/LC50i for individual compounds as a
function of irradiation time.

9?_8;'03h Irradiation Time (min)

(mg L-1) 0 5 10 30 60 120
PEME 65.8 1.520 1.322 0.838 0.152 0.033 0.000
TPas 965 0.000 0.024 0.039 0.030 0.004 0.002
TPsy 764.48 0.000 0.000 0.000 0.010 0.016 0.017
TPaso 4380000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
TPyss 3464 0.000 0.001 0.001 0.002 0.000 0.000
TP 745000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
TP 153000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
TPs30 3681 0.000 0.000 0.000 0.001 0.001 0.000

Table S4. QSAR values for daphnid and resulting Ci/LC50i for individual compounds

as a function of irradiation time.

48-hL<é%%hnid Irradiation Time (min)

(mg L-1) 0 5 10 30 60 120
PEME 300 0.333 0.290 0.184 0.033 0.007 0.000
TPaas 50.46 0.000 0.455 0.746 0.580 0.070 0.040
TP3y 707 0.000 0.000 0.000 0.011 0.017 0.018
TPauso 46100000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
TPuss 382000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
TP 5820000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
TPas 12193 0.000 0.000 0.000 0.001 0.000 0.000
TP3os 318 0.000 0.000 0.000 0.012 0.007 0.006
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Table S5. QSAR values for green algae and resulting Ci/EC50i for individual
compounds as a function of irradiation time.

jg:;gé‘é%% Irradiation Time (min)
(mg L-1) 0 5 10 30 60 120
PEME 795 0.126 0.109 0.069 0.013 0.003 0.000
TPss 15.39 0.000 1.493 2.447 1.901 0.228 0.130
TP3y 0.2 0.000 0.000 0.000 39.025 61.488 65.000
TP4so 47852 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
TPy 191000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
TPy 9352 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
TPys: 5631 0.000 0.000 0.000 0.001 0.000 0.000
TP301 143 0.000 0.000 0.000 0.026 0.015 0.013
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Chapitre 6 : discussion

1. Caractérisation des produits de dégradation

1.1. Détection des principes actifs et des substances apparentées
1-1-1 Couplage CLHP-UV

Qu'il s’agisse de l'apixaban, de I'argatroban ou du pémétrexed, les concentrations
des solutions et les conditions analytiques proposées ont permis d’atteindre des
limites de détection inférieures a 0,3% par rapport au signal obtenu pour le principe
actif avant I'exposition d’'une solution a un stress. Les composés présentant un
coefficient d’absorption supérieur ou égal a celui du principe actif a la longueur
d'onde choisie pour sa quantification sont détectés directement sur le
chromatogramme. L’emploi systématique d’'une détection a barrette de diodes a
permis de mettre en évidence des composés absorbant peu a la longueur d’onde
choisie pour le principe actif.

1-1-2 Couplage CLHP-HRMS

Pour chacun des travaux menés, le spectrométre de masse ainsi que le procédé
d’obtention des ions étaient les mémes : il s’agissait d’'un spectrometre de masse de
type Orbitrap® utilisé avec une source permettant la formation d’ions par
électronébulisation (ESI), cette source d’ionisation plus douce étant généralement
préférée a d’autres dans le cas d’'un couplage avec la CLHP (HolCapek et al., 2010 ;

Kind and Fiehn, 2010). La source d’ionisation a été employée en mode positif.

Comme cela a été indiqué dans le chapitre 2, deux facteurs sont critiques pour la
détection en ESI : l'ionisation de l'analyte et son aptitude a se désolvater de la
solution avec laquelle il est introduit. Ces deux facteurs dépendent de [laffinité
protonique de I'analyte et de sa surface topologique ainsi que du solvant employé
pour lintroduire dans le spectrométre de masse. De fagon simpliste, plus un
composé contient de fonctions accepteuses de proton, plus il a tendance a en capter
et donc a étre détecté en mode positif. D’autre part, une étude visant a évaluer
l'ionisation de 600 composés issus d’une bibliothéque interne a montré que les
performances de I'ESI étaient plus faibles pour des composés de surface
topologique inférieure a 60 A2(Cech and Enke, 2001).
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Pour s’assurer que les principes actifs étudiés avaient bien une propension a
s’ioniser, leur affinité protonique et leur surface topologique ont été obtenues en
employant le logiciel Chemicalize® accessible en ligne. L’apixaban, I'argatroban et le
pémétrexed comportant entre 5 et 9 fonctions accepteuses de proton et ayant des
surfaces topologiques de 111, 180 et 187 A2 respectivement, on pouvait donc
s’attendre, a priori, a une bonne détection en employant une source ESI. C’est ce qui

a été observé dans les trois études.

En ce qui concerne les produits de dégradation, ne connaissant pas leurs structures
a priori, il est difficile de savoir s’ils peuvent étre détectés. Cependant étant issus des
principes actifs, il est attendu qu’ils conservent une partie des propriétés de ceux-ci.
Ainsi, méme si une partie du principe actif est modifiée, compte tenu du nombre de
fonctions accepteuses de proton, on peut anticiper que dans la plupart des cas, au
moins une fonction accepteuse de proton est conservée de sorte que le produit de
dégradation est lui aussi ionisé en ESI en mode positif. Dans tous les cas, les
résultats obtenus en CLHP-HRMS ont été comparés a ceux des analyses en CLHP-
UV afin de s’assurer que les produits de dégradation majoritaires détectés en CLHP-
UV le soient aussi en CLHP-HRMS.

1.2. Elucidation structurale et mécanisme de dégradation

La seule exploitation des analyses LC-HRMS" selon la stratégie décrite dans le
chapitre 2 a permis de caractériser 20 produits de dégradation de l'apixaban, de
I'argatroban et du pémétrexed sur les 22 produits néoformés suite a I'application de

stress.

Pour les composés restant, Pg et P, issus de la dégradation de I'argatroban dans des
conditions photolytiques, les limites analytiques du couplage LC-HRMS" n’ont pas
permis de connaitre le site du cycle aromatique concerné par I’hydroxylation pour Pg
ni la position du groupe oxo pour P,. Il a été fait appel a I'approche ab initio pour
proposer une structure pour Ps. Cependant, comme cela sera indiqué par la suite,
I'approche ab initio présente également des limites. Aussi pour confirmer la structure
du produit de dégradation obtenue par approche ab initio, il faudrait utiliser des

approches expérimentales complémentaires comme la résonance magnétique
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nucléaire, ou bien encore synthétiser le composé présumé et vérifier qu’il présente
les mémes caractéristiques physico-chimiques et spectrales que le produit de
dégradation.

Il faut noter que le couplage LC-HRMS" employé ne permet pas de différencier des
isomeres optiques. Si il est nécessaire de connaitre la structure spatiale d’un
composé chiral, il faudrait envisager d’avoir recours a la chromatographie chirale
(Subramanian, 2006) et/ou a la spectrométrie de mobilité ionique (Dwivedi et al.,
2006).

Au-dela de ces limites, dans toutes les études que nous avons conduites, la
combinaison d’approches proposée a permis de caractériser les processus de
dégradation des principes actifs, quel que soit le stress appliqué, ce qui laisse
présager qu’elle pourrait étre employée dans de nombreux contextes. De plus,
méme si le faisceau de données est insuffisant pour déterminer avec certitude la
structure d’un produit de dégradation, cette combinaison d’approches permet
cependant d’identifier les processus majoritaires de dégradation et donc de
caractériser les modifications importantes subies par la molécule mére. Il est aussi a
noter que les données obtenues permettent de mettre en évidence des composés
présentant un risque, soit parce que leurs propriétés physico-chimiques sont a
I'origine d’'une distribution dans l'organisme différente de celle du principe actif
comme cela a été le cas pour TP3xg du pémétrexed, soit en raison de I'apparition
d’'un groupement induisant un risque d’activité génotoxique, comme cela a été mis en

évidence dans le cas du composé P, de I'argatroban.
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2. Caractérisation des processus de dégradation

2.1. Par approche expérimentale uniquement

Dans le cas dun processus de dégradation issu d'un stress n’impliquant
lintervention que d’une seule espece réactive, celui-ci sera établi au travers des
réactions entre I'espéce réactive et le principe actif qui conduisent aux produits de
dégradation caractérisés. Ainsi, pour les processus hydrolytiques, les ions hydronium
et hydroxyde sont les espéces réactives impliquées respectivement en milieu acide
et en milieu basique. Dans le cas de I'apixaban, les mécanismes de dégradation par
hydrolyse ont pu étre déduits uniquement a partir de I'exploitation des conditions
réactionnelles appliquées et de la structure des produits de dégradation obtenus.

Lorsque le milieu réactionnel est plus complexe et contient plusieurs espéces
réactives, I'emploi de substances piéges peut permettre de savoir quelles espéces
sont impliquées préférentiellement dans les processus de dégradation. Cette
stratégie a été adoptée dans le cas de I'étude de la dégradation du pémétrexed par
un processus photocatalytique, processus induisant entre autres la formation de
radicaux hydroxyle et de lacunes électroniques. Le méthanol (substrat piege de «OH
et de h+) et l'isopropanol (substrat piege de *OH) ont été utilisés pour savoir si les
lacunes électroniques et les radicaux hydroxyle étaient impliqués, ou non, dans la
dégradation du principe actif.

2.2. En utilisant I'approche ab initio

Concernant la photolyse directe, pour comprendre quels processus peuvent étre
responsables de l'initiation de la réaction et des étapes suivantes il peut étre fait
appel, comme cela a été deécrit dans les chapitres 1 et 2, aux données relatives a
I'énergie des différents états (fondamental et excités) du principe actif. Ce sont ces
considérations énergétiques, utilisant les approches ab initio, qui ont été employées
pour étudier dans le chapitre 4 la dégradation de I'argatroban, principe actif
photosensible.
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Cependant, méme si les méthodes ab initio hybrides (DFT entre autres) ont permis
d’obtenir des résultats corrélés avec I'expérience, il est possible que des résultats
obtenus par approche ab initio soient partiellement erronés, comme cela a pu étre

constaté dans certaines études (Ruscic, 2014).

Les méthodes ab initio faisant appel en partie a des résultats empiriques, le recours
a des modeles a composante théorique plus marquée peut conduire a des résultats
plus proches de la réalité. Mais compte tenu des ressources informatiques
disponibles, ces méthodes s’averent souvent trop colteuses en temps de calcul.
Pour améliorer les résultats, des études complémentaires pourraient s’avérer

nécessaires telles que :

- I'évaluation de I'exactitude/de l'applicabilit¢ de I'approche computationnelle en
'employant sur des composés ou des systémes similaires pour lesquels on dispose

de données expérimentales,
- le recours a des approches expérimentales.

Le premier point nécessite de trouver des données sur des composés de structure
similaire dans des milieux identiques. Actuellement, en raison de la taille des
principes actifs, il est rare d’avoir des études sur ce type de systéme. De plus, étant
donné la configuration spatiale des molécules, des interactions intramoléculaires
sont susceptibles de survenir, de sorte que de faibles différences dans les structures
peuvent avoir de grandes conséquences. Le choix d’'un modéle s’avére donc difficile.
Enfin, les approches ab initio ne permettent pas de modéliser ce qui survient dans
des milieux aqueux non purs, milieux dans lesquels se trouve le principe actif dans
son cycle de vie.

Le second point, le recours a des approches expérimentales, pourrait apporter un

complément substantiel d’'informations sur les espéces métastables.

Les états excités (singulet et triplet) et radicalaires ayant des durées de vie trés
faibles et différentes, I'emploi de méthodes avec une vitesse d’acquisition et une
résolution temporelle trés élevées est nécessaire. La photolyse flash (flash
photolysis) présente ces caractéristiques (Windsor, 2003). Elle a permis a d’autres
équipes, en combinaison avec des méthodes spectroscopiques moins résolues dans

197



Chapitre 6 : discussion

le temps comme la spectroscopie UV-visible, la fluorescence et la phosphorescence,
de comprendre les processus de photodégradation de composés en solution, que ce
soit dans des solvants purs (Navaratnam et al., 1978) ou additionnés de composés
organiques ou inorganiques dissous ou non tels que le dioxyde de titane (Tojo et al.,
2004). La photolyse flash a aussi permis d’expliquer l'origine de processus de
photodégradation (Shah and Neckers, 2004 ; Martins and Ferreira, 2017) et de
phototoxicité cutanée (Morliére et al., 2015).

Il convient de souligner que I'emploi de ces méthodes expérimentales résolues dans

le temps fait partie des perspectives de cette thése.
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3. Evaluation du risque toxicologique et écotoxicologique

Les études réalisées par approche in silico ont offert une premiére évaluation de
'impact potentiel des produits de dégradation sur quelques aspects. Ainsi, dans le

cadre de la thése, I'approche in silico a soulevé des risques potentiels pour :

- l'apixaban, I'un des produits de dégradation, DP-6, présentant une activité

anticoagulante et étant a risque de traverser la BHE,

- 'argatroban, un des produits de dégradation, P,, étant susceptible d’avoir une

activité mutagéne,

- le pémétrexed, un des produits de dégradation, TP3so9, semblant étre a risque pour

I’environnement.

Cependant, méme si cette approche est acceptée par les institutions dans certains
contextes comme I'évaluation de la mutagénicité, dans d’autres cas, les données
sont insuffisantes pour développer des modeles prédictifs de la toxicité ou de
I'activité pharmacologique des composés de sorte qu’il est nécessaire d’avoir recours

a d’autres méthodes. Celles-ci seront choisies en fonction de I'aspect a étudier.

Dans le cas présent, pour vérifier que les trois produits de dégradation ci-dessus
présentent la toxicité supposée, il faudrait les isoler et réaliser, par exemple, les tests

complémentaires suivants :

- pour DP-6 : un test semi-global de la coagulation sanguine comme le temps de
céphaline activée (Dale et al., 2014)

- pour Py: un test d’Ames, généralement employé pour [|'évaluation de la

mutagénicité de composés (Maron and Ames, 1983),

- pour TPsxg: I'essai vibrio fischeri et/ou I'essai des daphnies, ce dernier étant
recommandé dans le cadre de I'’évaluation de I'écotoxicité de composés organiques
(Wollenberger et al., 2000).

A coté de ces tests et essais expérimentaux, a partir de considérations théoriques
recourant a des approches ab initio combinées a des approches de type mécanique

moléculaire (Quantique Mechanics/Molecular Mechanics), I'étude de l'affinité de
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certains produits de dégradation pour des cibles protéiques constitue aussi une piste
pour améliorer la prédiction de leur impact (van der Kamp and Mulholland, 2013).
Par exemple, on pourrait envisager d’évaluer si DP-6 présente une affinité pour la
cible pharmacologique de I'apixaban, le facteur X activé.
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CONCLUSION







La caractérisation des processus de dégradation majoritaires de |'apixaban, de
largatroban et du pémétrexed a permis de dégager des implications
pharmaceutiques et environnementales de leur dégradation. Des perspectives pour

ces travaux et des études complémentaires ont été aussi évoquées.

Les processus d’hydrolyse de I'apixaban en fonction du pH ont été caractérisés et
expliqués par I'élucidation structurale et le calcul de la répartition des charges de
Mulliken. L’impact toxicologique potentiel des produits de dégradation serait
évaluable plus en détail par des approches in vitro.

L’étude de la photodégradation de I'argatroban a permis de déterminer des espéces
pouvant étre impliqguées dans sa dégradation et de proposer ainsi des optimisations
visant a réduire la photodégradation de 'argatroban et son impact sur les patients.
Les mesures suggérées pourraient étre confirmées par des approches
expérimentales.

L’emploi d’'un procédé photocatalytique semble étre un moyen efficace pour éliminer
le pémétrexed d’'un milieu aqueux. Cependant, les résultats des approches
expérimentale et informatique ont convergé vers [l'apparition d’un produit de
dégradation bien plus toxique, ce qui conduit a recommander l'optimisation des
procédés d’oxydation avancée pour obtenir la minéralisation compléte du

pémétrexed et d’autres composés toxiques.

En dehors de ces trois principes actifs, durant la réalisation de la thése, I'approche
de caractérisation des produits de dégradation en solution a également été utilisée
pour I'étude du devenir et des impacts potentiels de la dégradation de quatre autres
principes actifs. Comme pour I'apixaban, I'argatroban et le pémétrexed, les principes
actifs choisis présentaient une haute activité pharmacologique. Les études sur le
devenir d’'un autre anticoagulant, le dabigatran etexilate (Amrani et al., 2015) et de
deux antiagrégants plaquettaires, le ticagrelor (Hassane et al., 2015) et le tirofiban
(Henriet et al., 2016) ont chacune fait I'objet d’'une publication distincte dans des
journaux de chimie et de sciences pharmaceutiques. En raison de I'apparition de
produits toxiques pour I'environnement lors de I'exposition du pémétrexed a des
conditions de stress photocatalytiques, une étude a été menée par notre laboratoire

dans les mémes conditions et a porté sur un autre composé cytotoxique rémanent et
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perturbateur endocrinien : I'imatinib. L’article est en cours de révision pour publication

dans le Science of the Total Environment et est ajouté en annexe de la théese.

Les limites des approches employées ont été discutées et des solutions ont été
avancées. Les aspects mécanistiques et structuraux partiellement caractérisés, par
exemple les processus de dégradation photolytique et la structure spatiale des
composeés, pourraient étre approfondis par I'accés respectivement a la photolyse
flash et a la spectrométrie de masse a mobilité ionique. La toxicité des produits de
dégradation pourrait étre précisée par la mise en ceuvre d’approches
complémentaires d’évaluation toxicologique (test d’Ames, essai de toxicité sur les
daphnies) et d’évaluation pharmacologique (temps de céphaline activée, approche

computationnelle Quantum Mechanics / Molecular Mechanisms).

En plus du milieu aqueux, d’autres travaux de recherche seront réalisés dans le

cadre de la caractérisation des processus de dégradation dans d'autres systemes.

Dans un contexte de développement pharmaceutique, la mise au point de procédés
durables permettant de solubiliser le principe actif sans utiliser de solvant toxique,
comme cela est souvent nécessaire, est un domaine de recherche émergent.
L’emploi de solvants eutectiques profonds, approche plus écoresponsable, comme
moyen d’extraire et de solubiliser des principes actifs, fait I'objet d’intenses
recherches (Paiva et al., 2014). Ainsi des auteurs sont parvenus a solubiliser des
principes actifs dans un mélange eutectique a une concentration jusqu’a 22000 fois
plus élevée qu’en employant de I'eau (Morrison et al., 2009). Cependant, dans des
solvants eutectiques profonds, I'hydrolyse de composés est facilitée (Sirvid et al.,
2016), ce qui est en faveur d’'une dégradation potentielle des principes actifs dans
ceux-ci. La compréhension des facteurs influengant les réactions de dégradation des
principes actifs dans ces solvants pourrait guider le choix de solvants eutectiques

dans lesquels le principe actif est stable.

Dans un contexte environnemental, une application future du travail sur le
peémeétrexed rapporté dans la thése pourrait étre I'analyse de la pollution d’une eau
potentiellement contaminée (eaux usées, eaux superficielles ou souterraines) avec
une extension a d’autres médicaments anticancéreux et a leurs produits de

dégradation. C’est dans ce contexte que nous menons actuellement une étude sur le
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devenir de I'imatinib dans les eaux de surface, complémentairement a celle sur les
processus photocatalytiques de dégradation de ce principe actif. L'objectif est de
prédire la dégradation de ce composé ainsi que la formation de ses produits de
transformation en fonction de la composition des eaux de surface, et d’en déduire
I'effet perturbateur endocrinien potentiel de la présence d’imatinib dans I'eau en

fonction de sa composition.

Dans un contexte de recherche et de développement technologique, des travaux
relatifs a 'optimisation de matériaux photocatalytiques dopés pour limiter 'empreinte
environnementale de composés organiques sont aussi d’'un grand intérét. Ceux-cCi
font appel a des techniques et a des expertises multiples pour caractériser le
matériau, les interactions entre les composés a dégrader et ce matériau et pour

déterminer son rendement photocatalytique et I'impact des produits néoformés.
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Dabigatran etexilate (DABET) is an oral direct thrombin inhibitor that has been approved for the prevention
of blood clot formation. As the active pharmaceutical ingredient (API) may undergo degradation, leading to
drug activity loss or to the occurrence of adverse effects associated with degradation products, thorough
knowledge of the API's stability profile is required. Since very few studies have been reported on the drug
stability profile, a study related to DABET's behaviour under stress conditions was carried out in order to
identify its major degradation pathways. DABET was subjected to hydrolytic (acidic and alkaline),
oxidative, photolytic and thermal stress, as per ICH-specified conditions. Up to ten degradation products
along with dabigatran, the active metabolite of DABET, were formed and detected by reverse phase
liquid chromatography in gradient mode (LC) coupled to UV and mass spectrometry (UV-MS). Structures
were determined by elemental composition determination and study of the fragmentation patterns,
using high-resolution mass spectrometry in multistage mode (HR-MS"). Under hydrolytic stress
conditions, O-dealkylation may occur and formation of benzimidic acid derivatives was also observed.
DABET was shown to be much less susceptible to photolysis and oxidative stress, even if N-dealkylation
was highlighted. In view of the structures identified, various degradation pathways of DABET have been

www.rsc.org/advances proposed.

Introduction

Dabigatran etexilate (DABET) (ethyl 3-{[(2-{[(4-{[(hexyloxy)
carbonyl]carbamimidoyl}phenyl)amino]methyl}-1-methyl-1H-
benzimidazol-5-yl)carbonyl](pyridin-2-yl)amino}propanoate) is
a pro-drug, rapidly converted to dabigatran after oral adminis-
tration. As a direct thrombin inhibitor, DABET is used in the
prevention of thromboembolic events for patients with atrial
fibrillation as well as in the prevention of venous thromboem-
bolism.** It has been developed as an alternative to warfarin, an
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anticoagulant with a narrow therapeutic index and hence
trickier to use. As the API may experience degradation, resulting
in activity loss or occurrence of adverse effects associated with
the appearance of degradation products, a thorough knowledge
of the API's stability profile is one of the key factors to prevent
these risks during manufacture, transportation and storage.®
This is why study of the API's major degradation pathways
should be carried out under stress conditions, such as those
recommended by the International Conference of Harmoniza-
tion guidelines.®

Liquid chromatography combined with multi-stage mass
spectrometry (LC-MS") has been successfully used for the
identification and characterization of degradation products
generated by the APL”™ The comprehensive fragmentation
pattern of API can be compared to the fragment ions of degra-
dation products thus enabling their characterization.

Liquid chromatography methods have been used for the
determination of dabigatran in plasma and other biological
matrices.”**® Impurities formed during the synthesis of
DABET" and drug metabolites'® have also been determined by
LC and reported in literature. However, no study has been
published on the formation and characterization of the DABET
degradation products. That's why various stress conditions have

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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been applied in order to simulate the degradation of DABET,
such as hydrolysis, thermal, photolysis and oxidative condi-
tions. The degradation products were to be detected and char-
acterized. In view of the structures identified, major
degradation pathways of DABET were to be proposed.

Experimental

Chemicals and reagent

Dabigatran etexilate (MW: 627.7332 g mol ') tablets (Pradaxa®)
are marketed by Boehringer Ingelheim (France). Analytical
grade methanol and formic acid came from Sigma-Aldrich (St
Quentin-Fallavier, France). Ultrapure water was produced by the
Q-Pod Milli-Q system (Millipore, Molsheim, France) and used
for dissolution or as a mobile phase component. Hydrogen
peroxide (H,0,) 30% was provided by Carlo Erba SDS (Val de
Reuil, France).

LC-UV-HR-MS conditions

LC analyses were performed using a Dionex Ultimate 3000
system (DIONEX, Ulis, France) coupled to UV and MS detec-
tions. LC is equipped with a quaternary pump, a degasser, an
autosampler and a thermostated column compartment, a 50
pL injection loop and a photo-diode array (PDA) detector.
Kinetex™, C18 (100 A, 50 mm x 2.1 mm, 2.6 pm) column
accounted for the stationary phase. Mobile phase was
composed of 2.5 mM formic acid (A) and methanol (B). The
optimized gradient chromatographic program was the
following: B 5% from 0 to 5 min; B 100% from 5 to 25 min
with a fixed level from 25 to 28 min; B 5% from 28 to 35 min.
The flow rate was set at 0.4 mL min~'. LC-HR-MS" was per-
formed coupling this same LC system to an electrospray (ESI)-
LTQ-Orbitrap Velos Pro system, composed of a double linear
trap and an orbital trap (Thermo Fisher Scientific, CA, USA).
Analyses were carried out in positive ion mode with the
following conditions: the source voltage was set at 3.4 kV, the
source and the capillary temperatures were fixed at 500 °C and
600 °C, respectively. S-lens was set at 60%. 30-40% CEL were
set for high-resolution fragmentation studies. The MS data
were processed using Xcalibur® software (version 2.2 SP
1.48).

Forced degradation protocol

Stock standard solutions were prepared by disintegrating
10 tablets, accounting for 1500 mg DABET, in 1500 mL of
ultrapure water/methanol 50/50 (v/v). The working solutions
were prepared by diluting stock solution in sort to obtain a final
concentration of 0.5 mg mL'. For each condition, samples
were made up in triplicate and allocated in 15 mL hermetically
sealed glass vials.

Four stress conditions were tested: thermal, hydrolytic,
photolytic and oxidative conditions. Thermal stress was ach-
ieved at 80 °C up to 28 days. Hydrolysis was studied at 40 °C over
a period of 72 hours using HCI 0.1 mol L™" or NaOH 0.1 mol
L. Oxidation was tested in the presence of an equivalent of 3%
(v/v) Hy0,, at room temperature for 72 hours. Photo-degraded

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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samples resulted from exposure of working solutions for
45 hours to light using a xenon test chamber Q-SUN Xe-1 (Q-Lab
Westlake, California, USA) operating in window mode. Wave-
lengths ranged from 300 to 800 nm. The light intensity deliv-
ered was at 1.50 W m 2.

Results and discussion

Degradation of DABET along with formation of degradation
products

Fig. 1 shows LC-MS extracted ion chromatograms obtained by
analysis of samples submitted to various stress conditions. A
total of ten degradation products, along with DABET and
dabigatran were detected when taken at a degradation rate
near to 20%. Even if degradation continues beyond, the study
has been deliberately limited to that of the degradation
products formed precociously in stress conditions, insofar as
the others, sometimes secondarily formed, can be considered
as less likely with respect to real-storage.*

Thereafter, the degradation products are named “DP-n” and
numbered according to their elution order. Their relative
retention times (rrT) and the HR-MS" data (origin, exact mass,
accurate mass and relative errors of degradation products and
relevant product ions) are gathered in Table 1. Eight degrada-
tion products and dabigatran were eluted ahead DABET,
whereas two degradation products eluted after. During the
implementation stages of the separation method, it was
noticed that DABET's retention time varied slightly from one
day to another and showed certain sensitivity to temperature.
Thermostatisation of the column at 40 °C had allowed to
effectively remedy this fluctuation, but this approach was not
used to minimize risk of in situ degradation during analysis.
Nevertheless, to control any co-elution risk and to be sure of the
method capacity to highlight the main degradation products
formed with each of the stress conditions, purity of DABET's
peak and mass balance were systematically monitored. A
component detection algorithm (CODA) was run and outcome
showed that the main peak always contains the only signals
pertaining to DABET. In addition, mass balance (%assay + %
total degradation products) of all the stressed samples of
DABET was obtained in the range of 98.7-99.8%, suggesting
that for each condition tested, most of the degradation prod-
ucts formed have been detected (Tables 1 and 2).

The hydrolytic conditions showed a strong impact on
DABET's stability (Tables 1 and 2). In basic condition, after 1
hour of exposition to NaOH 0.1 mol L™", 24% degradation has
occurred, resulting in the formation of DP-1 (1T = 0.52),
dabigatran (rrT = 0.58) and DP-6 (rrT = 0.89). The acidic
conditions yielded DP-7 (rrT = 0.92), DP-8 (rrT = 0.97), DP-9
(rrT = 1.08) and DP-10 (rrT = 1.10) after 24 hours of exposure
to HCI 0.1 mol L™, accounting for 25% DABET loss (Table 1).

To the other degradation conditions, degradation seems to
be slower. After three days of exposure to H,O, 3%, DP-3
(rrT = 0.64) was formed along with 22% DABET loss. After
45 hours of exposure inside the light chamber, DP-2 (11T =
0.63) and DP-5 (rrT = 0.78) appeared along with 11% DABET
loss. After 28 days of exposure at 80 °C, DP-4 (rr'T = 0.67) and
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Fig. 1 Extracted ion chromatograms of DABET and degradation products according to stress conditions.

DP-5 (11T = 0.78) were produced and only 8% of DABET loss
was observed (Tables 1 and 2).

Characterization of DABET'S fragmentation pattern

The fragmentation scheme of DABET, which has not been
studied in detail so far, was determined using ESI' high-
resolution multi-stage mass spectrometry (ESI'/HR-MS"). The
comprehension of various mechanisms that result, can, to a
large extent, assist in the structural elucidation of the afore-
mentioned degradation products. Hence, a study in depth of

Table 1 Degradation outcome

DABET's fragmentation pattern had been achieved in order to
help assign, by comparison, the structures of the major product
ions coming from the degradation products ions. The struc-
tures proposed for the product ions were systematically
confirmed by the elemental compositions determined from
accurate mass measurement and from the corresponding errors
levels (systematically inferior to 4 ppm), as well as by logical or
plausible losses. These data have been reported in Tables 2 and
3 and the proposed fragmentation pattern for the drug has been
built based upon multi-stage HR-MS studies (Fig. 2 and 3).
However, for the sake of visibility in terms of graphical

Average assay Average total impurities Average mass balance

(assay + total impurities%) Commentaries

Stress condition Time of API (%) (%, area normalisation)
Base hydrolysis 1 hour  76.0 22.7

(0.1 mol L™ " NaOH)

Acid hydrolysis 24 hours 75.1 24.4

(0.1 mol L™* HCI)

Oxidation (3% H,0,) 72 hours 78.1 21.2

Thermal (80 °C) 28 days  91.8 8.0

Photolysis (UV light) 45 hours 88.6 10.3

45070 | RSC Adv., 2015, 5, 45068-45081

98.7 Degradation accompanied by appearance
of DP-1, dabigatran and DP-6

99.5 Degradation accompanied by appearance
of DP-7, DP-8, DP-9 and DP-10

99.3 Degradation accompanied by appearance
of DP-3

99.8 Degradation accompanied by appearance
of DP-4 and DP-5

98.9 Degradation accompanied by appearance

of DP-2 and DP-5

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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Table 2 Relative retention times (rrT), accurate masses with errors, elemental compositions and MS” relevant product ions of the degradation

products
Best possible elemental Theoretical
DP Name and rrT Origin of ions formula mass m/z Accurate mass m/z Error (ppm)
DP-1 (0.5) Precursor ion Cy5H,3NgNa, O, " 517.15707 517.15679 —0.54
Ms! CysH,NgO, " 473.19318 473.19285 —0.70
MS? (517 —) C,,H;5N,Na,0," 445.13594 445.13535 —1.33
MS? (517 ) C1sH6N4Na,0;"" 382.10123 382.10101 —0.58
MS? (517 —) C,,H;5N,Na,05" 369.09341 369.09322 —0.51
MS® (517 — 382—) C,7H13N,Na,0;" 367.07776 367.07721 —1.50
MS? (517 — 445—) C,6H;5N,Na,O" 325.10358 325.10331 —0.83
MS® (517 — 445—) C,5H;,N,Na,O" 310.08100 310.07978 —3.93
MS? (517 — 369—) Cy,H{;N,Na,O" 297.07228 297.07178 —1.68
Dabigatran (0.58) Precursor ion Cy5H,6N,0;" 472.20916 472.20771 —3.07
MS? (472 —) C,,H,,N,0" 400.18803 400.18768 —0.87
C,7H14N;0" 306.13494 306.13483 —0.36
C,,H3N,0" 289.10839 289.10829 —0.35
DP-2 (0.61) Precursor ion CyoH,:N,0," 381.15573 381.15568 —0.13
MS? (381—) CysH15N,0;" 335.11387 335.11342 —1.34
MS? (381—) Cy5H13N,0," 281.10330 281.10295 —1.25
MS? (381—) C1oH,N,0," 187.05020 187.04989 —1.66
DP-3 (0.65) Precursor ion C,,H30N,0," 500.24046 500.23944 —2.04
MS? (500 —) C,7H,,Ng0;" 483.21392 483.21381 —0.23
Cy,H,N,0" 400.18803 400.18788 —0.37
CpoH1N,0;" 365.16082 365.16070 —0.33
C,,H 6N;O" 306.13494 306.13488 —0.20
C,,H 3N, 07 289.10839 289.10828 —0.38
DP-4 (0.67) Precursor ion CyyHpoNgO, 501.22448 501.22358 —1.80
MS? (501—) Cy,H,6N50,4" 484.19793 484.19765 —0.58
C,oH,;N,0;" 365.16082 365.16081 —0.03
C17H17N4O3+ 325.12952 325.12957 0.15
Cy7H15N,0,° 307.11895 307.11914 0.62
C17H13N4O+ 289.10839 289.10825 —0.48
DP-5 (0.78) Precursor ion C,1H,5N,05" 413.18195 413.18088 —2.59
MS? (413 ) Cy1Hy3N,0,° 395.17138 395.17124 —0.35
MS? (413 ) CpoH,1N,0," 381.15573 381.15560 —0.34
MS® (413 — 395—) CyoHoN,0,*" 380.14791 380.14791 0.00
MS® (413 — 395—) C,oHoN,0," 379.14008 379.14010 0.05
MS?® (413 — 395—) C,oH,3N,05" 367.17647 367.17642 —0.14
MS® (413 — 395—) C,oH;oN,0;" 363.14152 363.14157 0.15
MS® (413 — 395—) CyoH,,N,0," 349.12952 349.12945 —0.20
MS® (413 — 381—) C.3H;5N,0;" 335.11387 335.11342 —1.34
MS* (413 — 395 — 349—) CygH3N,0,7 333.09822 333.09724 —2.94
MS* (413 — 395 — 349—) C,3H3N,0," 317.10330 317.10296 —1.07
MS® (413 — 395—) Cy¢H;5N,0,° 295.11895 295.11801 —3.19
MS® (413 — 381—) C,5H3N,0," 281.10330 281.10295 —1.25
MS® (413 — 395—) CysH11N,0," 279.08765 279.08727 —1.36
MS* (413 — 395 — 295—) C,5H;5N,0" 267.12404 267.12350 —2.02
MS?® (413 — 395—) Cy5H N, 0" 263.09274 263.09241 —1.25
MS? (413 ) C;;H1N,0," 219.07642 219.07612 —1.37
MS® (413 — 219—) C,1HoN,0," 201.06585 201.06583 —0.10
MS® (413 — 381—) C,0H,N,0," 187.05020 187.05021 0.05
MS* (413 — 395 — 295—) C,0HoN,O" 173.07094 173.07082 —0.69
MS® (413 — 219—) CoH,N,O" 159.05529 159.05511 —1.13
DP-6 (0.89) Precursor ion CpoH31NgOg" 559.22996 559.22840 —2.79
MS? (559 —) CygH,,NgO5™ 527.20374 527.20362 —0.23
MS?® (559 — 527 —) CyyHpoN50," 484.19793 484.19778 —0.31
MS? (559 — 527 —) CypoH,1N,0;" 365.16082 365.16059 —0.63
MS? (559 —) CygH,3N,0," 333.09822 333.09829 0.22
MS? (559—) CygH16N30;" 322.11862 322.11811 —1.58
DP-7 (0.92) Precursor ion C3,H3N,05" 600.29289 600.29180 ~1.82
MS? (600 —) CpH,4N,0," 498.18843 498.18830 —0.26
CysH,3NgO5 455.18262 455.18230 —0.70
Cy5H,6N,0;" 472.20916 472.20920 0.08
CygH17N,0;5" 337.12952 337.12898 —1.60

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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Best possible elemental Theoretical
DP Name and 11T Origin of ions formula mass m/z Accurate mass m/z Error (ppm)
C,,-H,:N,0" 289.10839 289.10813 —0.90
DP-8 (0.96) Precursor ion C33H40N,O5" 614.30854 614.30705 —2.43
MS? (614 —) C,,H,6N,0," 512.20408 512.20351 —1.11
C6H,5Ng05" 469.19827 469.19782 —0.96
C,4H,gN50," 434.21867 434.21844 —0.53
Cy3H,,N,0," 391.21285 391.2126 —0.64
C1sH14N:0," 383.16149 383.16132 —0.44
C19H;9N,05" 351.14152 351.14131 —0.59
C1gH1,N50," 332.11420 332.11409 —0.33
C16H1N,0," 273.15975 273.15954 —0.77
Dabigatran etexilate API C3,H,N,05" 628.32419 628.32236 —2.91
DP-9 (1.08) Precursor ion Ci3H30NgOg" 615.29256 615.29137 -1.93
MS? (615 —) C,,H,5N05" 513.18809 513.1873 —1.54
Cy6HuN50,4" 470.18228 470.18152 —1.62
C,,H,,N,0," 435.20268 435.20226 —0.97
Cp3H,6N30," 392.19687 392.19673 —0.36
C,5H1gN50," 384.145501 384.145102 —1.04
C19H;9N,05" 351.14517 351.14493 —0.68
C1gH13N,05" 333.09822 333.09811 —0.33
C16H,1N,0," 273.15975 273.15945 ~1.10
DP-10 (1.10) Precursor ion C3,H,1NgOg" 629.30821 629.30712 ~1.73
MS? (629—) CysH,7NgO5 " 527.20374 527.20298 —1.44
C,,H,6N50," 484.19793 484.19669 —2.56
C,,H,,N,0," 435.20268 435.20175 —2.14
C,3H,6N;05" 392.19687 392.19598 —2.27
CpoH1N,0," 365.16082 365.16060 —0.60
C,sH7N,0;" 337.12952 337.12891 —1.81
CygH;3N,0," 333.09822 333.0981 —0.36
C,,H1,N;0," 308.10297 308.10292 —0.16
C16H,1N,0," 273.15975 273.15920 —2.01
C,5H;3N,0" 265.10839 265.10825 —0.53

representations, the mass-to-charge values linked to each of the
structures presented in Fig. 3-8 have been written in the form of

nominal values.

Analysed in positive ion mode, DABET was detected as
protonated [M + H]" ion (m/z 628) and sodium adduct [M + Na]"

ion (m/z 650). Its HR-MS? spectrum yields 6 product ions with 7/
zof 526, 483, 434, 332, 289 and 273 (Table 3). However, as it will
be demonstrated thereafter, the ions at m/z 483, 332, and 289
came from the ion at m/z 526, whereas m/z 273 ion turns out to
be the fragmentation product of m/z 434 ion.

Table 3 Origin, best possible elemental formulae, exact and accurate masses of relevant DABET fragment ions along with relative errors in ppm

Best possible elemental Theoretical
Product ions Origin of fragments formulae mass m/z Accurate mass m/z Error (ppm)
628 (M + H)" C,3,H,,N,05" 628.32419 628.32236 —2.91
526 MS? (628 —) C,sH,N,0," 526.21973 526.21920 —1.01
483 MS? (628 — 526—) C,,H,,NsO;" 483.21392 483.21327 ~1.35
434 MS? (628 —) C,4H,gN50," 434.21867 434.21824 —0.99
391 MS? (628 — 434—) C,3H,,N,0," 391.21285 391.21247 —0.97
365 MS? (628 — 526—) CroH»1N,05" 365.16082 365.16060 —0.60
337 MS? (628 — 526—) Ci1sH;,N,0," 337.12952 337.12891 -1.81
332 MS? (628 — 526—) C1gH14N50," 332.11420 332.11401 —0.57
307 MS* (628 — 434 — 391) C1,H;5N,0," 307.11895 307.11832 —2.05
289 MS? (628 —) C,,H,3N,0" 289.10839 289.10829 —0.35
273 MS* (628 — 434 — 391—) Cy6H,1 N0, 273.15975 273.15920 —2.01
265 MS? (628 — 526) C,5H,3N,0" 265.10839 265.10825 —0.53
261 MS* (628 — 434 — 289—) Ci6H13N," 261.11347 261.11289 —2.22
172 MS” (628 — 434 — 289—) C1oHgN,O™" 172.06311 172.06273 —2.23
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Fig. 2 HR-MS spectra of protonated DABET.

As shown in Fig. 3, the formation of m/z 526 ion
(C2sH,5N50,") may be due to an elimination of hexan-1-ol from
protonated DABET ion. However, considering the product ions
formed from m/z 526 ion, it appears that the way that proton-
ated DABET was fragmented would be closely dependent upon
the protonation site of the molecule. Although there are several
possibilities, the system formed from the protonation of the
amine function would facilitate the elimination of hexan-1-ol
(—102 Da) through a rearrangement process involving a six-
member centre, leading to the formation of an intermediate
amino-acylium ion with m/z of 526, as shown in Fig. 3. From
there, an internal rearrangement involving migration of adja-
cent double bonds would take place so to obtain a stable car-
bocation. Taken in turn as precursor for HR-MS® studies,
m/z 526 ion could lose isocyanic acid to give m/z 483
(C,7H,7N05") carbocation, whose configuration, such is
proposed in Fig. 3, would allow the departure of a 118 Da
moiety by heterolytic cleavage of the C-N bond along with
formation of a m-bond between N and C. This neutral loss
would correspond to the departure of 4-(iminomethylene)
cyclohexa-2,5-dienimine or equivalent, generating m/z 365 ion
(C20H21N405"). Thereafter, the fragmentations that would

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015

involve the ester and amide functions were highlighted by the
detection of m/z 337 ion (CysH;,N40;") and of m/z 265 ion
(C15H13N,0%), formed by loss of ethylene and of ethyl acrylate,
respectively. Parallel to this series of fragmentation, proton-
ation of O-carbamimide would have facilitated the loss of ethyl
3-(pyridin-2-ylamino)propanoate (—194 Da), leading to the
formation of m/z 332 ion (C15H;4N50,"). At MS*, m/z 332 ion
would lose isocyanic acid to afford m/z 289 ion (C;;H;3N,0").
Taken in turn as precursor to go further in the fragmentation
study, thereof could be transformed into m/z 261 ion
(C16H13N,") by loss of CO. The ion at m/z 289 could also give
way to m/z 172 radical dystonic ion (C;,HgN,0*") by homolytic
cleavage leading to the departure of radical 4-
(iminomethylene)cyclohexa-2,5-dienimine (—117 Da).

Parallel to loss of hexan-1-ol, protonated DABET ion could
undergo direct loss of ethyl 3-(pyridin-2-ylamino)propanoate
to yield m/z 434 ion (C,4H,sN505"), according to a rearrange-
ment process involving the proton carried by O-carbamimide
(Table 3 and Fig. 3). Taken as a precursor for HR-MS® studies,
m/z 434 ion resulted in the formation of three intense product
ions with m/z of 391, 289 and 273, while the hexane-1-ol loss
seemed to be more difficult, given the very low intensity of the

RSC Adv., 2015, 5, 45068-45081 | 45073
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Fig. 3 Proposed fragmentation patterns of protonated DABET, dabigatran, DP-3 and DP-7.

resulting ion, supposed to have a mass-to-charge of 332
(Fig. 2). However, the surprising element is tied to the direct
elimination of isocyanic acid to generate m/z 391 ion
(C23H,7N,0,"), knowing that such a loss could logically occur
only after elimination of hexan-1-ol. Therefore, the only
plausible explanation has been to consider the prior migration
of hexanolate towards another site of the structure, favoured
by the configuration of the product ion. So the premise
proposed here would be that the elimination of the 194 Da
moiety would have resulted in rearrangements involving the
successive migration of the adjacent double bonds, hence
leading to a configuration where Cy had become electron-
deficient. C9 would have then undergone nucleophile attack
materialized by the transfer of hexan-1-ol to form an ether-
oxyde function, via a rearrangement mechanism implying a
twelve-member centre, such was proposed in Fig. 3. This
assumption was not meaningless insofar as the product ion at
ml/z 273 (C16H,1N,0,%), resulting from the loss of
4-(iminomethylene)cyclohexa-2,5-dienimine group from m/z
391 ion, would still have conserved the hexan-1-ol moiety.
Parallel to the path leading to m/z 273 ion, m/z 391 ion could
also successively lose hex-1-ene and 4-(iminomethylene)

45074 | RSC Adv., 2015, 5, 45068-45081

cyclohexa-2,5-dienimine to generate m/z 307 ion
(C1,H15N,0,") and m/z 189 ion (C4,HsN,0,"), respectively.

Identification of the degradation products by LC-HR-MS"

DP-1. DP-1 degradation product was the first eluted. The
accurate mass measured (m/z 517.15679) was consistent with
elemental formula C,5H,;N¢Na,O," (relative error: —0.54 ppm).
The corresponding ion would then account for [DP,-H + 2Na]"
ion. The MS spectrum acquired at the relative retention time of
0.5 also included a weakly intense peak at m/z 473.19285, which
could be attributed to the protonated [DP; + H]" ion, as the
accurate mass value is consistent with elemental formula
Cy5H24NgO," (Table 2). Because of the low information level
obtained for the protonated ion, the fragmentation studies
have been performed on the sodium-adduct ion, in order to
highlight information useful to the identification of the
degradation product. The HR-MS” spectrum of [DP;-H + 2Na]"
ion is mainly characterized by the presence of three intense
peaks with m/z of 445, 382 and 369, which, in all likelihood,
should correspond to the product ions having as elemental
formulae C,,H,5N,Na,0,", C1gH16N,Na, 05" and
C,7H15N4Na, 05", respectively (Fig. 4). Similarly to what has
been already described for DABET protonated ion, m/z 445 ion

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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Fig. 4 Proposed fragmentation pattern of [DP;—H + 2Na]*.

would be produced by loss of acrylic acid, according to N-
dealkylation process. When taken as precursor for MS® studies,
m/z 445 could lose 2-isocyanatopyridine, to result m/z 325 ion
(C16H15N4Na,0"). From there, an elimination of a radical
methyl was formulated to try to explain the presence of m/z 310
dystonic ion (Cy5H;,N4Na,O"). In parallel, the presence of m/z
297 could be attributed to the departure of N-(pyridin-2-yl)
acrylamide (C,4H;;N4Na,0"). Due to the nature of the losses
observed, it was possible to locate sites that had interacted with
the sodium ions.

Apart from the fragmentation in m/z 445 ion, [DP,-H + 2Na]"
ion could also generated m/z 369 ion by loss 3-(pyridin-2-
ylamino)propanoic acid (—166 Da). This seems to be due to
hydrolysis of the amide bond, by involvement of a water
molecule. Subjected to further stage of fragmentation, m/z 369
ion lost CO, to yield m/z 325 ion and this helped confirm the
previous assumption. Transition 517 — 382 means the
possible loss of 4-iminocyclohexa-2,5-dienecarboxamide
radical group by homolytic cleavage of the N-C bond. The

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015

next fragmentation stage leads to the formation of m/z 367 ion
(C1,H13N,Na,05"), by possible loss of radical *CHs.

These data seem to be consistent with the structure of 3-(2-
((4-(hydroxy(imino)methyl)phenylamino)methyl)-1-methyl-N-
(pyridin-2-yl)-1H-benzo[d]imidazole-5-carboxamido)propanoic
acid.

DP-2. DP-2 yielded a protonated ion with an accurate mass
of 381.15568, consistent with elemental formula C,oH,;N,O,"
(relative error: —0.13 ppm). Due to strong similarities that
exist between the protonated DP-2 MS” spectrum and that of
one of the MS® product ion related to protonated DP-5, the
data that pertain to DP-2 are therefore discussed below in the
part devoted to DP-5 (Table 2). They show that DP-2 may be
ethyl  3-(N-(pyridin-2-yl)-1,3-dihydrobenzo[d]oxazolo[3,4-a]
imidazole-6-carboxamido)propanoate (Table 2 and Fig. 5
and 6).

DP-3. DP-3 gave a protonated ion with an accurate mass of
500.23944, consistent with elemental formula C,,H;,N,0;"
(relative error: —2.04 ppm). Compared to that of DABET, the gap
should correspond to a loss equivalent to 7C, 12H and 20

RSC Adv., 2015, 5, 45068-45081 | 45075
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Fig. 5 HR-MS spectra of protonated DP-2 and DP-5.

(Tables 2 and 3). Moreover, the transitions that have been
attributed to the departure of hexanol (—102 Da) or of isocyanic
acid (—43 Da) are totally absent (Tables 2 and 3, Fig. 3). As a
result, DP-3 could be considered as may be ethyl 3-(2-((4-car-
bamimidoylphenylamino)methyl)-1-methyl-N-(pyridin-2-yl)-1H-
benzo[d]imidazole-5-carboxamido)propanoate.

DP-4. DP-4 gave a protonated ion with m/z of 501.22358,
consistent with elemental formula C,,H,oN¢0, " (relative error:
—1.80 ppm). By drawing a parallel with that of DP-3, it appears
that the difference is due to the substitution of NH, by OH
(Table 2). During the fragmentation process, DP-4 can give
rise, on the one hand, to the formation of the ions common to
that of DP-3 and on the other hand, to that of the ions having
one mass unit greater than their NH, counterparts (Table 2).
Protonated DP-4 can undergo deamination giving birth to m/z
484 ion (C,,H,6N50,") instead of m/z 483 ion (C,;H,,NeO5")
that has been previously reported for protonated DP-3. Loss of
ethyl acrylate was highlighted by transition 501 — 401, all as
transition 500 — 400 for DP-3 (Fig. 3 and 7). After loss of ethyl
3-(pyridin-2-ylamino)propanoate (—194 Da), loss of water was
observed, which has allowed, at this point, to say that DP-4
rather carries a benzimidic acid function. In the same way,
loss of (4-iminocyclohexa-2,5-dienylidene)methanone (—119
Da) from m/z 484 ion to give m/z 365 ion, has confirmed the
assumption inherent in this type of change (Table 2 and
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Fig. 7). Considering these results, DP-4 could be 4-((5-((3-
ethoxy-3-oxopropyl)(pyridin-2-yl)carbamoyl)-1-methyl-1H-benzo-
[d]imidazol-2-yl)methylamino)benzimidic acid.

DP-5. Protonated DP-5 has an accurate mass-to-charge value
of 413.18088, particularly well correlated with elemental
formula C,,H,sN405" (relative error: —2.59 ppm). Subjected to
MS? studies (Table 2 and Fig. 5 and 6), m/z 413 ion yielded three
main product ions at m/z 395 (CpHpsN,O0,"), m/z 381
(C20H,1N,0,") and m/z 219 (C;,H;;N,0;"). The other fragments
turn out to have been secondarily formed, as discussed later.
The peak at m/z 219 accounts for the base peak. Transition 413
— 219 would be the reflect of the neutral loss previously
attributed to ethyl 3-(pyridin-2-ylamino)propanoate. This result
has allowed deducing that this part of the structure had not
been impacted during the degradation having led to the
formation of DP-5. When taken as precursor for MS> studies, m/
z 219 ion produced two other ions with m/z of 201 and 187 by
loss of water and of methanol, respectively, which is in line
with the hypothesis for its structure. The ion at m/z 159 would
be, as for it, secondarily formed from m/z 187 ion, by loss of CO
(Table 2).

The ions that were produced either by dehydration (m/z
395) or by loss of methanol (m/z 381) have been fragmented
(Table 2 and Fig. 5). But the usual losses related to the
departure of isocyanic acid (—43 Da) or of 4-(iminomethylene)

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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Fig. 6 Proposed fragmentation patterns of protonated DP-2 and DP-5.

cyclohexa-2,5-dienimine (—118 Da) have not been detected,
which informs about the nature of the changes that would
have taken place in the structure. As a result, products such as
ethyl 3-(1-(hydroxymethyl)-2-(methoxymethyl)-N-(pyridin-2-yl)-
1H-benzo[d|imidazole-5-carboxamido)propanoate or ethyl 3-
(2-(hydroxymethyl)-1-(methoxymethyl)-N-(pyridin-2-yl)-1H-benzo-
[d]imidazole-5-carboxamido)propanoate, seem to be able to
respond to these fragmentation data. To provide more evidence
for the hypothesis, we have chosen to use the first derivative as
pattern, knowing that it could just as well function with the
other configuration. The ion at m/z 395 could successively lose
methane and ethyl acrylate, to give m/z 379 and m/z 279 ions
(Table 2 and Fig. 5 and 6). It could also be directly fragmented in
m/z 295 ion, by elimination of ethyl acrylate. Thence, parallel to
loss of methane to yield the ion at m/z 279, departures of CO
(transition 295 — 267) and of pyridin-2-amine (transition 295
— 201), were also highlighted. Then reciprocally, loss of CO
coming from m/z 201 ion or of pyridin-2-amine from m/z 267
ion, would have allowed the formation of m/z 173 ion (Fig. 6). In
all likelihood, when m/z 295 ion was present under another
configuration dictated by the protonation site, instead of losing
CO, loss of methanol may rather occur to afford m/z 263 ion
(Fig. 6).

Aside from the ions at m/z 395 and 219, another MS” product
ion of protonated DP-5, with m/z of 381, was also detected. It
would stem from the methanol loss. The losses resulting from

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015

MS?® seem to perfectly match with the data of the MS? spectrum
obtained after analysis of protonated DP-2 (Table 2 and Fig. 6).
As a result, DP-2 may correspond to ethyl 3-(N-(pyridin-2-yl)-
1,3-dihydrobenzo[d]oxazolo[3,4-a]imidazole-6-carboxamido)
propanoate, an intermediate product of the degradation route
having led to the formation of DP-5 such is presented in the next
chapter.

Although every of the elements presented above seemed to
converge to the structures' hypothesis proposed for DP-2 and
DP-5, analysis by "H-MNR and '*C-MNR should be comple-
mentarily performed for confirmation.

DP-6. DP-6 gave a protonated ion with an accurate mass of
559.22840 (Table 2), consistent with elemental composition
CpoH31NeO," (relative error: —2.79 ppm). As shown in Fig. 7,
instead of losing hexan-1-ol, protonated DP-6 lost methanol to
form m/z 527 ion, suggesting the methylester presence. Just
after that, loss of isocyanic resulted in m/z 484 ion, that turns
out to be also one of the product ions of protonated DP-4.
Indeed, transition 484 — 365, previously attributed to the
elimination of (4-iminocyclohexa-2,5-dienylidene)methanone
or equivalent, was also found for DP-6 (Table 2). This indi-
cates the presence of an imidic acid derivative instead of an
aminimide derivative. Aside from this, the presence of m/z 333
ion could be due to consecutive elimination of methanol and of
ethyl 3-(pyridin-2-ylamino)propanoate (—194 Da) from proton-
ated DP-6. Loss of the 194 Da moiety allows suggesting that the

RSC Adv., 2015, 5, 45068-45081 | 45077
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Fig. 7 Proposed fragmentation patterns of protonated DP-4 and DP-6.

part of the molecule that was the cause, has remained identical
to that of DABET. Similarly as what has been described above
regarding the intra-molecular transfer mechanism of a chem-
ical group from one site to another during the fragmentation
process, formation of m/z 322 ion is an additional example that
justifies the assumption previously posed (Fig. 3 and 7).

Taken together, these data have allowed proposing the
derivative 4-((5-((3-ethoxy-3-oxopropyl)(pyridin-2-yl)carbamoyl)-
1-methyl-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)methylamino)-N-(methoxy-
carbonyl)benzimidic acid as may correspond to DP-6.

DP-7. DP-7 gave a protonated ion with an accurate mass of
600.29180, consistent with elemental formula C;,H34N,O5"
(relative error: —1.82 ppm). A gap of 28 Da with respect to that
of protonated DABET, should in all likelihood, be due to
hydrolysis of the ester function. As shown in Table 2, the HR-
MS? spectrum of protonated DP-7 comprises a lot of common
ions to that of protonated DABET. Absence of the transition
that reflects the departure of ethylene group has been noted
though, which is in line with the above statement (Fig. 3). As a
result, DP-7 can be identified as 3-(2-((4-(N'-(hexyloxycarbonyl)
carbamimidoyl)phenylamino)methyl)-1-methyl-N-(pyridin-2-yl)-
1H-benzoimidazole-5-carboxamido)propanoic acid.

DP-8 and DP-9. All like the parallel drawn between DP-3
and DP-4, the same thing has been observed between DP-8
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and DP-9 regarding their elemental compositions and
respective fragmentation patterns (Table 2 and Fig. 8).
Protonated DP-8 is characterized by an accurate mass of m/z
614.30705, while protonated DP-9, by m/z 615.29137, consis-
tent with elemental formulae C;3H,oN,O5" (relative error:
—2.43 ppm) and Cs3H3oNgOg' (relative error: —1.93 ppm),
respectively, thus showing that DP-9 carries an imidic acid
function instead of the aminimido group carried by DP-8
(Table 2). But as shown in Fig. 8, they both lost methyl 3-
(pyridin-2-ylamino)propanoate (—180 Da) rather than ethyl 3-
(pyridin-2-ylamino)propanoate (—194 Da). This information
has allowed identifying them as methyl propanoate deriva-
tives and not the ethyl propanoate ones as is the case of
DABET. This is in line with loss of methylacrylate as show
transitions 469 — 383 and 470 — 384, pertaining to DP-8 and
DP-9, respectively. For the rest, the fragmentation scheme of
protonated DP-8 is comparable to that of protonated DABET,
showing that DP-8 could be identified as 4-((5-((3-methoxy-3-
oxopropyl)(pyridin-2-yl)carbamoyl)-1-methyl-1H-benzo[d]imi-
dazol-2-yl)methylamino)-N-(hexyloxycarbonyl)benzimidic acid
and consequently, DP-9 as N-(hexyloxycarbonyl)-4-((5-((3-
methoxy-3-oxopropyl)(pyridin-2-yl)carbamoyl)-1-methyl-1H-benzo-
[d]imidazol-2-yl)methylamino)benzimidic acid.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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Fig. 8 Proposed fragmentation patterns of protonated DP-8 and DP-9.

DP-10. Similarly to what was drawn for DP-3/DP-4 and DP-8/
DP-9, compared to DABET, DP-10 should be its OH counterpart
(Table 2). As a result, DP-10 may correspond to 4-((5-((3-ethoxy-
3-oxopropyl)(pyridin-2-yl)carbamoyl)-1-methyl-1H-benzo[d]imi-
dazol-2-yl)methylamino)-N-(hexyloxycarbonyl)benzimidic acid.

Proposed degradation pathways of dapixaban etexilate

Under influence of various stress conditions, DABET was
degraded as per several degradation routes producing ten
major degradation products in addition to dabigatran (Tables
1 and 2). Thereof turns out to be the compound, whose
DABET is the pro-drug. The ten unknowns have been
successfully characterized by use of multistage high-
resolution mass spectrometry. On the whole, DABET was
shown susceptible to hydrolysis, involving the ester function
as well as the carbamimido group. O-Dealkylation may occur
and formation of benzimidic acid derivatives was also
observed. The schematic representations of mechanism of
formation of the degradation products under hydrolytic stress
(DP-1, DP-4, DP-6, DP-7, DP-8, DP-9 and DP-10) are shown in
Fig. 9.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015

Over the other tested conditions, degradations by photo-
catalysis and that in the presence of H,0, were less signifi-
cant. Nevertheless, DP-2, DP-3 and DP-5 were still produced,
along the degradation pathways proposed in Fig. 10. In solu-
tion, photo-catalytic conditions may put into play a certain
number of reactions that would be radical initiated. A number
of reactions that followed this initiation stage may be rather of
molecular nature, involving nucleophile attacks. Reaching a
certain excited state, DABET could undergo auto-oxidation by
radical initiation, which resulted in the abstraction of a proton
from the a-carbon linked to the arylamine-nitrogen.**** The
radical reaction was prolonged by reaction with O, to generate
peroxide radical and then peroxide, by abstraction of a proton
from solvent. From there, intermediate etheroxide DP-2 would
have been formed by recombination mechanisms in the pres-
ence of water, such as stipulated in Fig. 10. A photo-catalytic
methanolysis reaction has been proposed to explain the
formation of DP-5. DP-2 was also found in oxidative condition
in the presence of hydrogen peroxide, likely due to attack on
the a-carbon linked to the arylamine-nitrogen, as shown in
Fig. 10.

RSC Adv., 2015, 5, 45068-45081 | 45079
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Conclusion

The degradation behaviour of DABET under hydrolytic (acid,
base), oxidative, photolytic and thermal stress conditions was
studied. Its MS" fragmentation scheme was studied in depth in
order to help assign, by comparison, the structures of the
product ions formed from the degradation products. A total of
ten degradation products were formed under stress conditions
and characterized. Under hydrolytic stress conditions, O-deal-
kylation may occur and formation of benzimidic acid deriva-
tives was also observed. DABET was shown much less
susceptible to photolysis and oxidative stress, even if N-deal-
kylation was highlighted through the identification of the
degradation products. Based on identification, it was possible
to deduct major degradation mechanisms in the context of
stress testing.
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The photocatalytic degradation of imatinib (IMA) in TiO2 suspensions was studied.
Twelve transformation products (TPs) were tentatively identified by HPLC/MS/MS.
The major photocatalytic pathways initiating the degradation of IMA are proposed.
These degradation schemes were supported from ab initio calculations and
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The relative toxicity of the TPs was assessed through in silico and in vitro studies.
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5 reactive oxygen species (ROSs) showed that photohole (h*) and hydroxyl radical (¢
6 OH) were mainly responsible for its degradation. HPLC/MS/MS has identified twelve
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1. Introduction

Effluents from wastewater treatment plants are the main sources of organic
contaminants in surface water as they are often incompletely removed by traditional
treatment technologies. Pharmaceuticals as contaminants are of particular concern
as they are poorly degradable by wastewater treatment plants (WWTPS) [Santos et
al., 2010; Rivera-Utrilla et al., 2013]. Advanced oxidation processes (AOPs) have
been extensively studied in recent years and have been shown to effectively reduce
drug concentrations prior to their removal to natural water. That's why the use of
photocatalysts in this field has received increasing attention. TiO; is a frequently
studied and evaluated photocatalyst because of its low cost, its ability to absorb UV-A
light and its low band gap energy at around 3.0 eV [Gaya and Abdullah, 2008]. The
effectiveness of the TiOo/UV-A system on the removal of pollutants is determined on
the basis of the degradation kinetics of the parent molecules. However, their different
phototransformation products (TPs) generated during the treatment process must
also be tracked and identified in order to evaluate their resistance to treatment as
well as their relative toxicity compared to the parent molecules [Miolo et al., 2011;
Sturini et al., 2012 ; An et al., 2015]. Access to the toxicity profile of the TPs is also
important to assess whether or not the treatment needs to be extended to full
mineralization. In the case of non-toxic intermediates, the process can be revised so
that operating costs can be reduced [Vogna et al., 2004; Cavalcante et al., 2015].

Imatinib was the first FDA-approved tyrosine kinase in the treatment of newly
diagnosed chronic myeloid leukemia [Druker et al., 2001; Sacha, 2013]. Currently,
the drug is always used as a first-line treatment for this disease [Hehimann et al.,
2017]. If the disease is not treated, it inexorably evolves to blast crisis [Sawyers,

1999]. Several elements helped to warn about its potential presence as a pollutant
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from WWTP effluents. First, approximately 25% of IMA is excreted unchanged in the
urine after the administration of the treatment [Gschwind, 2005; Besse et al., 2012].
Secondly, frequent outpatient treatments imply that the release of the drug via the
urine can directly reach the WWTPs without having previously passed through the
purification systems available in most hospitals [Mendoza et al., 2015]. At last, Singer
et al (2016) estimated that only about 6% of the IMA would be eliminated in
wastewater treatment plants, confirming the more than probable presence of IMA in
WWTP effluents and a predicted environmental concentration about 5 ng.I" in
France, England and Portugal [Besse et al., 2012; Booker et al., 2014; Santos et al.,
2017]. This is all the more worrisome as the presence of the IMA can contribute to
narcotic effects and exert other adverse effects due to its high estrogenic and
cytotoxic activity [Parrella et al., 2014b] as well as its mutagenic [Lutterbeck et al.,
2015]

Taken together, these data show that the IMA is indeed one of the cytostatic
pollutants to be studied as a priority relative to other anticancer drugs, with an
emphasis on its potential impact on aquatic fauna [Besse et al., 2012; Mendoza et
al., 2015] and the means to be implemented to achieve its effective elimination.

To the best of our knowledge, no data regarding either issue are to date available.
Hence, the objective of this work was to study the photocatalytic degradation of the
IMA by exposure to TiO,/UV-A conditions and to evaluate what this degradation
could potentially imply in terms of the toxicity generated with respect to aquatic
species. A corner stone of this work was the monitoring and identification of the main
TPs using HPLC/MS/MS. Experimental studies and ab initio molecular modelling
have helped elucidate the major mechanisms that initiated the degradation of the

IMA by photocatalytic process. Based on the elucidated structures of the TPs,
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individual toxicity profiles (acute toxicity and mutagenicity) were established using
QSAR (T.E.S.T.) and rule-based programs (Toxtree), and the results were compared
with those of the parent molecule. At the same time, in vitro toxicity studies were
conducted on an aquatic trophic species, V. fischeri, to supplement and/or support
the previous data. The results of these predictive studies should be a first step in
assessing the potential environmental impact of the IMA degradation associated with

the emergence of its TPs.

2. Materials and methods

2.1. Materials and reagents
Imatinib (purity > 99 %) and titanium dioxide (99.5 % Aeroxide® P25, nanopowder,
average primary particle size 21 nm) came from Sigma Aldrich (St. Quentin Fallavier,

France). The structural properties of P25 TiO, are: 21 nm primary particle size,

surface area 35-65 m?/g and purity = 99.5% (Sigma Aldrich).

The ultrapure water was produced by the Q-Pod Milli-Q system (Millipore, Molsheim,
France). Formic acid, isopropanol, methanol and acetonitrile (LC-MS grade) were

purchased from VWR Prolabo® Chemicals (Fontenay-sous-Bois, France).

2.2. Preparation of solutions and suspensions.

The stock solutions were prepared by dissolving the IMA in ultrapure water to a
concentration of 200 pug mL™". Working solutions were prepared by diluting the stock
solution with ultrapure water. Calibration of the quantitative method for the
determination of the IMA was performed in the concentration range 10-110 pg mL™".
TiO, was added to the working solutions to achieve a final concentration of 500 g

mL"'. The suspensions were then kept in the dark for 30 min to reach the



101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

sorption/desorption equilibrium before being exposed to light (see section 2.3) for
periods ranging from 0 to 240 min. The samples were stirred continuously both when
IMA and TiO, were equilibrated in the dark and while they were exposed to light.

In order to study the influence of radical oxygen (*OH) and photoholes (h*) on the
IMA, light/TiO, experiments were carried out with the addition of isopropanol (*OH
scavenger) and methanol (*OH and h*™ scavenger) to obtain a final concentration of
0.1 mol L™ in both cases.

All samples were exposed to the same irradiation conditions as described in Section

2.3.

2.3. Irradiation and sampling conditions

Photolysis experiments were performed using a QSUN-XE-1 light chamber equipped
with a xenon lamp, which simulates natural sunlight in a wavelength range of 300-
800 nm. A Daylight-Q filter was used to simulate CIE Standard llluminant D65 and
irradiance was maintained constant (1.5 Wm™ at 420 nm). The measurements made
by the manufacturer indicate that this setting corresponds to a visible intensity of
~119,600 Ix, and a UV, intensity (300-400 nm) of 66.5 W/m?. The total irradiance
spectrum under these conditions used is provided in Supplementary Information (Fig.
S.1. 1). For all the experiments the temperature was controlled and set at 25+/-0.5°C.
For each experiment, 2 mL aliquots of the suspensions were sampled at various
intervals of time (0-2-5-10-30-60-120-240min), immediately filtered through cellulose
acetate membrane (0.45 um pore size, 25 mm diameter) and centrifuged (4000 rpm,

5 min) to remove particles.



124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

The potential decrease in IMA caused by processes other than photolysis (e. g.
hydrolysis and adsorption) was determined using a dark control consisting of a 20 mL

sample of an added working solution of TiOz at 500 ug mL™".

2.4. Instrumental

The IMA and its TPs were separated by using a Kinetex™-C18 (5 um, 250 x 4.6 mm
d.i.) LC column. The chromatographic system consisted of a Dionex UltiMate 3000
HPLC system (Dionex, Les Ulis, France), equipped with a thermostated autosampler
and a quaternary pump and controlled by Chromeleon® software version 6.80 SR11.
The final optimised conditions were the followings: column oven: 35 °C, flow-rate: 1
mL min~', injection volume: 50 pL. A T-split was used so that only a third of the
effluent was injected in the mass spectrometer. Gradient mode combining 0.1 % (v/V)
formic acid both in pure water (solvent A) and acetonitrile (solvent B) was used in
order to separate and detect compounds over a wide range of polarity. The gradient
program was set as follows: 0-2 min: 95% A; 2-30 min: 95—0% A; 30-35 min:
0—95% A and afterwards 2 min equilibration time. Linearity, repeatability, limit of
quantification and accuracy were assessed over the concentration of 10-110 pg mL"™
and the results are provided in the supplementary material (Table S1). Integration of
peaks detected in UV at 220 nm was used for quantification of TPs. Relative
concentrations of TPs were determined based upon the ratio (%) of their individual
area to that of initial IMA.

The LC-HRMS" analyses were performed by use of an electrospray-LTQ-Orbitrap
Velos Pro system composed of a linear trap and an orbital trap (Thermo Fisher
Scientific, CA, USA). Instrumentation calibration was performed daily based on the

recommendations of the manufacturer of the mass spectrometer and using Pierce™
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LTQ Velos ESI Positive lon Calibration Solution (Thermofisher, United States).
Electrospray source conditions were optimised from IMA stock solution. The source
chosen was an electrospray set in positive ion mode as it provided more information
after some preliminary infusion experiments, and the capillary temperatures were
fixed at 300 °C and 350 °C and the source voltage at 3.2 kV. Nitrogen flows were set
at 36 and 16 arbitrary units (A.U.) for sheath gas and auxiliary gas, respectively. To
capture and focus the ions, S-lens was set at 60 %. It was found that a normalized
collision set at 37 % A.U. gave satisfactory information for most high-resolution
fragmentation studies. HRMS studies were carried out in full scan MS over the mass
range of 103-1200. HRMS" studies were performed using targeted MS/MS mode
and auto MS/MS mode at a mass range of 50-700 uma. The chosen full width at half
maximum was 60 000 for all stages of HRMS". The MS data were processed using

Xcalibur® software (version 2.2 SP 1.48).

2.5. Data analysis

Calculations of the phototransformation reactions kinetic parameters were based on
triplicate measurements. Once measured, the decreasing average concentration of
IMA versus time in both types of experiments (photolysis and photocatalysis) was

adjusted to a pseudo first-order kinetic model using Eq. (1):

Ln (G /Cy) = —kt

where t is time, C; and C, represent the aqueous concentrations (ug mL'1) of the
target compounds at the sampling times t and zero, respectively, and k (h™") is the

degradation rate constant. Additionally, half-lives (t1,2) were calculated using Eq. (2):

tip= In(2)/k
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2.6. In silico and in vitro toxicological assessment

The evaluation of mutagenicity and acute toxicity (D. magna LD50 48h) using an in
silico approach was performed using a QSAR-based system (T.E.S.T. software
[United States Environmental Protection Agency, 2016]) with the consensus method
and a rule-based system (Toxtree [Patlewicz G et al, 2008]).

The Microtox Model 500 toxicity analyzer (Milan, ltaly) was used to assess the
toxicity of IMA native and irradiated samples towards V. fischeri. Bacteria
suspensions, positive and negative controls and tested samples were prepared and
analysed according to the manufacturer’'s recommendations. The study was carried
out in triplicate on degraded samples obtained from the working solutions described
above and on those deprived of IMA used as blank control. pH of all tested solutions
was between 5.7 and 6.0. Bioluminescence measurements were taken every 5 min

out of a total of 30 minutes incubation at 15°C.

2.7. Ab initio computational approach

Molecular orbital calculations of the highest occupied molecular orbital (HOMO) and
of the lowest unoccupied molecular orbital (LUMO) were carried out by using
Gaussian 09 program (Gaussian, Inc.). The geometry of the structure was optimized
by using the hybrid density functional BALYP method with the 6-31G (d,p) basis set,
B3LYP/6-31G (d,p). Harmonic vibrational frequencies were calculated at the same
level to check that all stationary points were true minima (zero imaginary frequency).
The values of (FED?omo+FED? .umo) and 2FED? om0 Were computed to predict the

initial attack sites for *OH radicals addition and photoholes (electron extraction) to
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(from) IMA molecule, respectively [Xu Zhang et al., 2008; An et al., 2010]. The point
charges were also calculated with the help of natural bond orbital (NBO) to predict

the chemisorption position of IMA onto the TiO, surface.

3. Results and discussion

3.1. Preliminary studies

A series of controls to determine the impact of other processes such as sorption or
hydrolysis on IMA degradation have been prepared.

Under hydrolytic conditions (pH 4.0 and pH 10.0), the decrease in IMA was
negligible, and the levels of IMA measured in controls were similar over time
(differences < 4 % after one day). This outcome is consistent with the fact that the
IMA only degrades upon strong acido-basic conditions.

Adsorption is a factor that may strongly influence photodegradation under
heterogeneous photocatalysis (Van Doorslaer et al, 2011). As a result, the IMA
adsorption on TiO; particles was studied in the dark. A decrease of approximately 14
% in IMA was observed after 15 minutes of contact with TiO, particles including
centrifugation time. After that, the adsorption rate remained stable up to 24 hours of
storage in the dark (Table 1). The TiO, concentration of 500 ug mL™" was then

retained for photocatalysis studies.

Table 1. Mean IMA recovery rate (% C/C0x100) and standard deviation (n=3) for

hydrolytic degradation and adsorption of IMA on the TiO, surface

3.2. IMA photocatalytic degradation: kinetics and TPs formation
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The photocatalytic degradation kinetics of the IMA was studied and the
corresponding results summarized in Fig. 1. The IMA was completely degraded after
240 min of irradiation based on a TiO concentration of 500 pg mL™, with an initial

concentration of 100 pg mL™ and in the presence of a pH ranging from 5.7 to 6.0.

Fig. 1: Kinetics of IMA photocatalytic degradation with or without scavenger.

To determine the relative contribution of the surface reaction with h+, *OH radicals
and other ROSs, such as 0,7, HO," and H>O, on the degradation kinetics, different
scavengers were employed. Isopropanol (0.1 M) was added in the reaction solutions
to scavenge *OH radicals and 0.1 M methanol was selected as scavenger of both h+
and *OH radicals [Cho et al., 2005; Xiwang Zhang et al., 2008; Yang et al., 2009].
IMA degradation was significantly reduced in the presence of isopropanol and
methanol. The pseudo-first-order rate constant decreased from 26 min™ to 173 min™
with the addition of isopropanol. These results suggest that 84.9 % of the
degradation rate of the IMA resulted from reaction of the «OH radicals. The addition
of methanol instead of isopropanol resulted in an additional decrease of the overall
rate to 231 min™'. Overall these data showed that 88.7 % of the degradation rate
results from the h+ and *OH radicals. Thus the contribution of h* in the degradation
rate of IMA was calculated as 3.8 %. The remaining 11.3% of the overall degradation
rate may result from the reaction of the other ROSs not eliminated by these
compounds.

The substantial decrease of IMA was counterbalanced by the progressive
appearance of twelve transformation products named TPies, TP172, TP1gs, TP2ss,

TP380, TP425, TP435, TP509.1, Tpsog.g, TP509-3, TP523 and TP539, where the indexed
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numbers designate the molecular weights deduced from the accurate mass-to-
charge values of the protonated TPs ions. TPsg9.1 and TPseg2 are in fact isobaric

compounds whereas TPsg9.3 has a different exact mass.

Fig. 2: Evolution of the TPs as a function of the irradiation time in ultrapure water
spiked with 500 ug/mL of TiO2. The relative areas are the ratios between the peaks

areas corresponding to each compound and that of the IMA at the initial time.

The relative area (with respect to that of IMA at the beginning of the experiment) of
the chromatographic peaks of each of these compounds as a function of time is
depicted in Fig.2. Interestingly, for some TPs the highest relative area of peaks were
detected during the early stages of the process (after 30 minutes for exposure for
TP172, TP4gs and TPsq9.1 for instance) while for others, the maximum relative area
was obtained later (60 minutes for TP1gg for example). These orders of appearance
were taken into account later when determining the degradation pathways of the IMA

and its degradants (Section 3.4).

3.3. Structural characterization of IMA transformation products

The fragmentation of the protonated IMA occurs by N-dealkylation with
methylpiperazine detachment (-100 Da) leading to the detection of m/z 394.17 ion as
base peak, or else, by cleavage of the amide bond thus explaining the formation of
m/z 217.13 ion (-277 Da) (Fig. 3; Table 2). The ion at m/z 394.17 also undergoes
fragmentation through the amide bond cleavage to afford m/z 276.12 ion (-CgHgO).

The [6-methyl-N1-[4-(pyridin-3-yl)pyrimidin-2-yl]benzene-1,3-diamine] fraction, on the
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other hand, is hard to fragment even in the presence of high collision energy. The
study of IMA’s principal fragmentation pathways constitutes the first step in the

process of characterizing its TPs.

Fig. 3: Proposed fragmentation pattern of protonated IMA.

Table 2. IMA and the TPs structures, molecular ions, characteristic fragment ions and

relative error between accurate and exact mass.

The methylpiperazine derivatives

The protonated ions of TPass, TPsgo, TPags, TPsge.1 and TPsee2 all display the
characteristic loss of methylpiperazine, which means they still share this moiety in
common with IMA. For TP233, the product of this neutral loss leads to the formation of
a carbocation representing the methylbenzamide part of the mother molecule (Fig.
S.I. 2; Table 2). TP233 would then result from the cleavage of the N-C bond located
between the amide nitrogen atom and the phenyl alpha carbon. The structure of
TP3g0 comprises TPa33 as fragment, the complementary part of which is represented
by CsH1oN3 including either 4 double bonds or 3 double bonds and a ring (Fig. 4;
Table 2). The protonated TP3gp ion can eliminate methanediimine (381.24—339.22)
or MH3 (381.24—364.21) (Fig. 4; Table 2). If there was no MHj3 elimination, the [N-(2-
methylphenyl)guanidine] fraction may be possible for CgH1oN3 in which case TPazg
would be the impurity B  (N-(3-carbamimidamido-4-methylphenyl)-4-[(4-
methylpiperazin-1-yl)methylloenzamide) specified in the Eur. Ph. monograph [Eur.

Ph. Monograph 2736]. However, such a configuration is unlikely to result in a loss of
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amine, so the option for 1,2,3,4-tetrahydroquinazolin-2-amine to identify CgHioN3 was

selected.

Fig. 4: Proposed fragmentation pattern of protonated TP3s.

TPsg9-1 and TPspg.2 are isobaric with an extra oxygen atom compared to IMA, which
makes them hydroxy-derivatives. After the loss of methylpiperazine, the MS2-product
ion (m/z 410.16) originating from either of these two TPs was taken as precursor for
MS? studies (Fig. S.I. 3-4; Table 2). For TPsgq.1, this fragmentation gave rise to the
formation of m/z 238.09 ion by loss of CgHgN4 (4-(pyridin-3-yl)pyrimidin-2-amine),
showing, complementarily to the preceding loss, that hydroxylation took place on one
of the sites of the [4-methylaniline] moiety. Loss of methyl radical based upon
transition 410.16—395.14, clearly suggests that hydroxylation did not occur on the
methyl group but on the phenyl group (Fig. S.I. 3; Table 2). The loss of the methyl
radical was not detected for TPspg2. This latter rather lost either water
(410.16—392.15) or CO (410.16—382.17) during its fragmentation process, meaning

that the hydroxyl group is tied to the methyl group (Fig. S.I. 4; Table 2).

The protonated TP4gs gives an accurate mass consistent with elemental formula
Co7H3oN,Oo", i.e. with an extra oxygen atom but with two carbon atoms less than that
of the protonated IMA. The formation of m/z 339.22 results from the loss of C;HsN3O,
thereby showing that changes had occurred specifically on the IMA’s [4-(pyridin-3-
yl)pyrimidin-2-amine] moiety (Fig. 5; Table 2). The N-C bond cleavage suggests that
the carbon atom engaged in this bond would be rather of sp® type to make this

scenario possible. The intense departure of NH; (486.23—469.23) on the one hand
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supports this assumption and on the other hand, seems to orient towards a
configuration of N-(diaminomethyl)-amide type rather than that of initial guanidine. As
a result, C7;HsN3O could then correspond to 3H,4H-pyrido[4,3-d]pyrimidin-4-one

(Table 2; Fig. 5).

Fig. 5: proposed fragmentation pattern of protonated TP4gs

The 4-(pyridin-3-yl)pyrimidin-2-amine derivatives

Unlike the preceding cases, none of the product ions originating from the
fragmentation processes of the protonated TPi72, TP1gs, TPa2s, TPsp9-3, TPs23 and
TPs39 stemmed from the loss of methylpiperazine. The protonated TP 47, features an
accurate mass consistent with the elemental formula CgHgN4*, the [4-(pyridin-3-
yl)pyrimidin-2-amine] fragment of IMA (Fig. 6; Table 2). Given its accurate mass,
TP1ss is a hydroxyl derivative of TP472 (Fig. S.1. 5; Table 2). Owing to the fact that its
fragmentation involves a loss of methanediimine, it is likely that hydroxylation would
have occurred on the [pyrimidin-2-amine] moiety and, more specifically, on the most
oxidizable carbon atom. The loss of formamide from the protonated TPqgg supports

this assumption (189.08—144.07).

The protonated TP425 is fragmented to yield the protonated TPz (Fig. 6; Table 2).
Such a process has not been detected for the IMA. This may have occurred due to a
change in the alpha carbon's configuration. The neutral loss correlated with the
detection of m/z133.03 ion (426.16—133.03) is consistent with the elemental formula

C16H15NsO, confirming that the change has occurred through a hydroxylation
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process. Besides, the presence of m/z 133.03 ion instead of m/z 217.13 ion
previously described for the IMA suggests that the methylpiperazine group was

effectively oxidized and replaced with an oxo-group (Fig. 6; Table 2).
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The other TPs of higher mass (TPsg9-3, TPs23 and TPs39) are formed consecutively to
localized oxidations at the methylpiperazine level, as shown in Table 2 and

Supplementary Information (Fig. S.I. 6-7 ; Table 2).

It is worth noticing that none of these tentatively identified TPs but TP3gp correspond
to the degradation products highlighted in the literature [Szczepek et al., 2007] and
the related substances listed in Eur. Ph. [Eur. Ph. Monograph 2736]. Actually, to the
best of our knowledge, these structures have not been hitherto described in the
literature. The main degradation products mentioned in the literature were generated
under extreme pH conditions and under oxidation conditions. The [4-methyl-N3-(4-
pyridin-3-yl-pyrimidyn-2-yl)-benzene-1,3-diamine] and [4-(4-methyl-piperazin- 1-
ylmethyl)-benzoic acid] compounds were formed under acidic and alkali conditions,
while those produced under oxidation conditions are the [4-[(4-methyl-4-oxido-
piperazin-1-yl)-methyl]-N-[4-methyl-3-(4-pyridin-3-yl-pyrimidin-2-ylamino)-phenyl]-

benzamide], [4-[(4-methyl-1-oxido-piperazin-1-yl)-methyl]-N-[4-methyl-3-(4-pyridin-3-
yl-pyrimidin-2-ylamino)-phenyl]-benzamide] and [4-[(4-methyl-1,4-dioxido-piperazin-1-
yl)-methyl]-N-[4-methyl-3-(4-pyridin-3-yl-pyrimidin-2-ylamino)-phenyl]-benzamide]

compounds [Szczepek et al., 2007].

3.4. Characterization of IMA's transformation pathways

The photocatalytic degradation mechanism of IMA was elucidated from LC-MS"
results coupled with the calculated data of the FEDs and point charges. According to
the LC-MS" analyses, twelve intermediates were identified and listed in Table 2. As
discussed above in the chapter 3.3, *OH was the major contributor to the

photocatalytic degradation of the IMA. Thus, the detailed degradation pathways as
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well as the degradation mechanisms were also attempted in the *OH mediated IMA
oxidation. To further elucidate the detailed reaction mechanisms of the *OH mediated
photocatalytic degradation of IMA, quantum chemical calculations were performed to
predict the potential initial sites as well as the product formation processes. The
calculations were made on the protonated IMA and also on its neutral form,

considering that both forms coexisted at the pH values ranging from 5.7 to 6.0.

The OH radical usually oxidizes organics in agueous media via three possible
reaction mechanisms: *OH addition, H-abstraction, and/or single electron transfer

[Agopcan Cinar et al., 2017].

For the *OH addition pathways, *OH-adducts were always the main products for the
aromatic or unsaturation [Brezova et al., 1991; Bui et al., 2010; An et al., 2011a]. This
further resulted in the production of hydroxy-compounds. Furthermore, the <OH
attack sites can usually be predicted by the Frontier Orbital theory. That is, *OH
radicals usually attack the sites with higher FED?1omo+FED? umo values [[Fukui et al.,
1952 ; An et al.,, 2011b]. The FEDs data of neutral IMA and of the protonated IMA
were calculated and the results summarized in Table 3. For neutral IMA, the results
found that the C22, C23 and C24 atoms have higher FED?iomo+FED?.umo values,
while those of the protonated IMA are rather attributed to the C35, C24 and C34
atoms, indicating that these positions are more likely to be attacked by *OH through
the «OH addition pathways. However, the C22, C23, C34 and C35 sites appear to be
unlikely due to stereo-hindrance effects. An OH-radical attack on the C24 atom of
the parent molecule resulted in two possible «OH-adducts as shown in Fig. 7. These

adducts underwent thereafter either reduction or oxidation. Oxidation afforded TP 5.
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1, while reduction is the route leading to the appearance of TP233 and TPq7, after
cleavage of the C22-N4 and C23-N5 bonds, respectively, involving the direct
photohole (h*) oxidation. This outcome is in line with the onset order of these TPs

such was presented earlier in the chapter 3.2.

Fig. 7 : Proposed *OH-addition route in the initial reaction of IMA with «OH (Pathway

1).

TPs09-1 underwent a second attack by *OH, either through «OH addition on the same
aromatic ring or through hydrogen abstraction at the phenol oxygen atom. The
formation of these intermediates also paved the way to that of TP233 and TPq72 as
shown in Fig. 8. On the other side, hydrogen abstraction on the C13 atom of TPspg.1

gave rise posteriorly to the formation of TP425 by N-dealkylation.

Fig. 8 : Proposed degradation pathway of TPspg.1.

Hydrogen abstraction, another major pathway initiating the degradation of IMA
induced by <OH, has also been considered to explain the presence of some
transformation products. Generally, the H-abstraction reaction is likely to occur at the
atoms with a more positive charge [Mitroka et al., 2010]. As summarized in Table 3,
the C14 and C9/11 atoms have shown more positive charge than the other aliphatic
carbon atoms. Therefore, both C14 and C9/11 atoms were the possible positions for
the H-abstraction reaction resulting in the ultimate formation of TPsp3, TPs39 and

TPs09-3, @s shown in Fig. 9.
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Fig. 9 : Proposed H-abstraction route in the initial reaction of IMA with «OH (Pathway

2).

Regarding the oxidation by single electron transfer mediated by *OH, these reactions
generally barely contribute to the formation of transformation products due to very
short-lived radical cations and the rapid hydrolysis to yield *OH-addition products
[Klaning et al., 1985]. As a result, this mechanism was not highlighted as a major

process initiating the degradation of IMA in the presence of TiO».

Table 3: Frontier electron densities and Mulliken charges on different atoms in

imatinib calculated using Gaussian 09 program at the B3LYP/6-31G* level.

Photoholes and *OH attacks alone cannot explain the formation of the hydro and
dihydro-pyrimidin-2-amine derivatives represented by TPugs, TP165 and TP3sgp. These
compounds should initially stem from reduction by electron capture. The addition of
an extra electron to the IMA molecule would be easy because of the presence of
conjugated systems all the more composed of electronegative atoms such as
nitrogen atoms. Such a system would therefore lead to a substantial decrease in
energy on the LUMO, which would make it more suitable for accepting an electron to
form the corresponding anionic radical [Holy, 1974]. The calculated charge densities
in the IMA anion radicals have shown that most of the negative charge on its
aromatic carbon atoms resides on sequence C29-N6-C30. However, the IMA should
first be adsorbed on the TiO, surface at the beginning of the degradation, since the
electron transfer should mainly take place at this level. The Mulliken charges were

also calculated to explain the chemisorption pattern onto the TiO, catalyst and the
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data obtained are listed in Table 4. The relative more negative point charges were
found at the [N7-C29-N6-C30-C32] sequence, i.e. on the pyrimidine fraction of the
parent molecule. Therefore, it was expected that the [4-(pyridin-3-yl)pyrimidin-2-
amine] fragment was the preferential site to be adsorbed onto the surface of TiO,
through the chemisorption model (Fig. 10) insofar as the point of zero discharge for
P25 Degussa is 6.9 and accordingly, the surface of the TiO, is positively charged at
pH 6.0 [Kosmulski, 2006]. Therefore, atoms of this functional group would be reduced
early in comparison with other atoms by direct electron attacks. Thus, it would not be
a surprise to find that protonation had occurred on atoms of the [pyrimidin-2-amine]
fraction. The result was the formation of a [hydro-pyrimidin-2-amine] type radical
[Dryhurst and Elving, 1969]. Since the SOMO in the [hydro-pyrimidin-2-amine] radical
is an NBMO, this radical is easily reduced to the corresponding [hydro-pyrimidin-2-
amine] anion. This anion is then protonated to yield [dihydro-pyrimidin-2-amine]
derivatives as shown in Fig. 10. Thus, the formation of TP4gs5, TP1e5 and TP3g0 could

be explained by the reduction of the IMA prior to attacks by *OH/h".

Fig. 10 : Proposed single electron transfer route in the initial reaction of IMA with TiO,

(Pathway 3).

Table 4: Frontier electron densities on different atoms in IMA radical anion calculated

using Gaussian 09 program at the B3LYP/6-31G* level.

In summary, as discussed above, three predominant degradation pathways were
proposed to initiate the degradation of the IMA (see graphical abstract and Fig. 7-10).

In pathway 1(Fig. 7), *OH reacted with the IMA at the C22 and C23 atoms and with
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the protonated IMA at the C24 atom to form *OH-adducts, producing thereafter
hydroxy-IMA and some cleavage products (TP425, TP172 and TP1gg). In pathway 2(Fig.
9), *OH attacks the IMA through H-abstraction at the C14 (when N3 is neutral) and
C9/11 atoms (when N3 is protonated), resulting in the formation of TPs.3, TPs39 and
TPs09-3. When the process took place at the C28 atom, it gave rise to the formation of
TPs09-2. In pathway 3(Fig. 10), electron transfer from TiO» to an atom of the [N7-C29-
N6-C30-C32] sequence, most likely the C30 atom, reduces the IMA leading

ultimately to the formation of TP4g5, TP165 and TP3g involving *OH/h* oxidations.

3.4. Study of the potential toxicity of the transformation products

The structural elucidation of TPs allowed to carry out in silico studies in order to
predict their potential toxicity profile (Table 5). Attention was paid on acute toxicity on
a primary consumer of the aquatic chain, Daphnia magna, (LC50 48h) [Guilhermino
et al., 2000] and on mutagenicity (micronucleus assay and Ames test). However, to
ensure the performance and a certain validity of these tools, the data obtained by the
in silico approaches for the mother molecule were compared with those published in
the literature and from different experimental studies. Thus, regarding mutagenicity,
the Toxtree programme predicted positive results with the micronucleus test and
negative results with the Ames test for the IMA. These results happen to be in good
agreement with most of the data found in the literature [Parrella et al., 2015 ; Novak

et al., 2017].

Table 5 : In silico predictions of mutagenicity and acute toxicity of IMA and its TPs.
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Likewise, the LC 50 value of the IMA predicted for D. magna turns out to be of the
same order of magnitude than the value obtained from experimental studies, i.e. 5.87
mg/l versus 11.97 mg/l [Parrella, A, 2014,a].

Therefore, a good match between prediction and experimentation for IMA made it
possible to bring some confidence in the results of the in silico studies performed on
its TPs. Compared to the IMA, with an average LC 50 value of 27.4 mg/l, no TP yield
more acute ecotoxicological effects than the parent compound so that implies that
AOPs-based treatments used to remove IMA should lead to the IMA detoxification
rather than increasing toxicity.

However, in terms of mutagenicity, some TPs such as TP1gs, TP172 and TPsp9.1 SEEM
to exhibit structural alerts or present higher Ames QSAR test values than that of IMA.
TP2g5 and TP4o5 even yield both higher Ames test values and structural alerts. The
structural alerts refer to the presence of either o, unsaturated carbonyls [Janzowski,
2003] as is the case of TP1gs5, TP2gs5, TP4g5s and TPsgg.1 or to that of primary aromatic
amine groups [Benigni, 2002] present on TP7.. Like the IMA, all TPs have at least
one structural alert that can make the micronucleus test positive.

Alongside the in silico studies, inhibition of V. fischeri bioluminescence under the
influence of IMA irradiated samples was measured (Fig. 11). Blank samples devoid of
IMA and TPs did not exert any inhibition, while the non-irradiated IMA solutions were
responsible for an average of 25.3 % inhibition. Under irradiation, the inhibition peak
(40.2 %) was reached after a 60-minute exposure, likely due to the fact that some

emerging TPs may have caused higher toxicity to V. fischerithan the IMA itself.

Fig. 11: Inhibition of the V. Fischeri bioluminescence as a function of the irradiation

time
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Nevertheless, this increase was low and transient, which, in a way, could go along
with the results presented above pertaining to the acute toxicity predicted by in silico

approach.

Though they may give some insights of the relative toxicity of TPs and IMA, and
owing to the different mechanisms of toxicity that may be exerted by these
compounds, the results provided by the in silico and in vitro approach need to be

confirmed by other experiments.

4. Conclusion

The photocatalytic degradation kinetics of IMA and the contribution of ROSs were
studied. In addition, the photocatalytic degradation mechanisms of IMA were
elucidated from HPLC/MS-MS results coupled with the calculated data of the FEDs
and point charges. The results showed that the surface reaction on TiO, played a
significant role in the degradation of IMA and that *OH are responsible for its major
degradation. The contribution of h™ to its photocatalytic degradation was also
highlighted. At last, three main redox photocatalytic degradation pathways of the IMA
were proposed, including (i) hydroxylation addition, preferentially occurred on atom
C24, (ii) *OH mediated hydrogen abstraction from the carbon atoms located alpha to
the nitrogen atoms of the piperazine moiety and also (iii) electron transfer from TiO,
to the pyrimidine moiety of the parent compound. From there, a total of twelve TPs
were formed by further *OH/h* oxidations and their structures reported for the first

time. These structures allowed for in silico toxicity studies, which showed an alarming
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trend: if TPs does not appear to be much more toxic in terms of acute toxicity than
the parent compound, which was confirmed by the Microtox tests, some of them
display structural alerts and/or higher Ames QSAR test values than the parent
compound. Therefore, further investigation on the toxicity of TPs is needed, which is

crucial to evaluate the efficiency of the toxicity removal.
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Table 1. Mean IMA recovery rate (% C/C0x100) and standard deviation (n=3) for

hydrolytic degradation and adsorption of IMA on the TiO, surface

Time (min) Adsorption (pH=6.0, Acidic Basic degradation
TiO.= 500 pg.mL")  degradation pH=4 pH=9
0 100 (£ 1.9) 100 (+ 2.6) 100 (+ 2.3)
15 85 (+ 2.5) 99 (£ 1.8) 100 (+ 1.8)
30 81 (x2.7) 100 (x 2.3) 101 (£ 2.7)
60 82 (+ 2.4) 99 (+ 2.4) 99 (+ 1.64)
1440 (one day) 80 (+ 2.6) 98 (+1.3) 97(+1.8)
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Table 2
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Table 2. IMA and the TPs structures, molecular ions, characteristic fragment ions and

relative error between accurate and exact mass.

Best .
. Accurate . Relative
n possible Theoretical
Compound MS" mode elemental ma/ss mass m/z error
formula m/z (Ppm)
Imatinib Precursor ion CogH3N,O"  494.2665 494.2663 0.4
' 2 | MS2 (494—) CosHoNsO*  394.1665 394.1662 0.8
we” S /\@(\@ *Y\j/kj MS2 (494—) CigH14N5" 276.1239 276.1235 1.4
' i MS? (494—) CisHisNL,OF  217.1338  217.1335 1.4
TP1ga Precursor ion C,;HgN,O* 165.0774 165.0771 1.8
Hszﬂ / MS2 (165—) C;HeN3;O" 148.0505 148.0505 0
Hu“:@J MS2 (165—) CegH/NL,O,*  123.0552  123.0553 -0.8
o MS2 (165—) CgHsN, * 105.0446 105.0447 -0.9
TPy72 Precursor ion CooH2oNsOg" 173.0824  173.0821 1.7
N
A H\ X
O
TP1ss Precursor ion CooHoNsO," 189.0773 189.0771 1.1
j'[ MS2 (189—) Ci5H1sN4O4" 147.0552  147.0553 -0.6
TT(J MS2 (189—) Ci5H13N4O3" 144.0555 144.0556 -0.7
TPos3 Precursor ion CisHigN3;O"  234.1603 234.1601 0.8
N MS? (234—) CisHisNL,O*  217.1338  217.1335 1.3
HJC/N\)/\Q\WNH: MS? (234—) CgHsNO* 134.0600 134.0600 0.0
TPag Precursor ion CoiHogNgO*  381.2392  381.2397 -1.3
h MS2 (426—) CoiHasNsO"  364.2135 364.2132 0.8
/Q A@\('- \( MS? (426—) CaoHsN,O"  339.2184 339.2179 1.5
° MS?® (426—) CisH1sN3O*  264.1133  264.1131 0.8
MS?® (426—) Cy3H1,N,O" 217.1339 217.1335 1.8
TPaos Precursor ion CosHi1gNsO5" 426.1559  426.1560 -0.2
"‘| MS2 (426—) CieHi1sNsO"  293.1274  293.1271 1.0
g o | MS? (426—) CoHsN,* 173.0821 173.0821 0.0
N. N. I\, e
ﬁ i MS? (426—) CgHs0," 133.0284 133.0284 0.0
o] Na, =~
TP485 Precursor ion CZ7H31 N702+ 486.2610 486.2612 -04
" MS2 (486—) Co7HogNgOo" 469.2342  469.2347 -11
MS2 (486—) CoiHauNsO"  362.1981  362.1975 1.7
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—~ o~ o~ o~~~

Precursor ion

MS2 (510—)
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(
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MS® (510—410—)
MS?® (510—410—)
MS® (510—410—)
Precursor ion

MS2 (510—)

MS2 (510—)

MS2 (510—)

MS® (510—492—)
MS? (510—492—)

Precursor ion

MS? (524—)
MS? (524—)

MS? (524—)

Precursor ion
MS2 (540—)
MS2 (540—)
MS2 (540—)
MS2 (540—)
MS2 (540—)

Py

C2oH26N,O"
CisH7NO"

C29H31 N702+
C24H20N5()2Jr
C13H17N20+
C23H17N5()2Jr
C1 6H14N50+
C1 5H12N()2Jr
C1 4H12N02+
CyoHgN4"

CogHa1N; 02"
C24H2N50,"
C24H1sNs0"

Ca3H20Ns0"

Cao3Hi7N,O"

C16H1sNsO"

CoHoN,"

C20H22N504"
C20H1sN4Og"
C15H1sN4O6"
C11H1oNO3"
C11H1oNO,"
C11H70,"

CZQH29N7OS+
CZSH27N7C)Jr
CZ4H20N50+
C13H15N2C)3Jr

CagH20N;04"
CogH27N;O5"
CagH27N; 02"
C24H1gNsO"

Ci3H17N204"
Ci3H1sN205"

339.2178
217.1340

510.2614
410.1610
217.1338
395.1379
292.1201
238.0872
226.0867
185.0829

510.2617
410.1610
392.1513
382.1667
365.1398
292.1200
173.0818

510.2251
492.2141
464.2191
233.0921
408.1455
394.1663

524.2412
478.2347
394.1662
2471077

540.2357
522.2244
494.2298
392.1506
265.1184
2471077

339.2179
217.1335

510.2612
410.1612
217.1335
395.1377
292.1193
238.0863
226.0863
185.0822

510.2612
410.1612
392.1506
382.1662
365.1397
292.1193
173.0822

510.2248
492.2142
464.2193
233.0920
408.1455
394.1662

524.2405
478.2350
394.1662
2471077

540.2354
522.2248
494.2299
392.1506
265.1183
2471077

-0.3
2.3

0.4
-05
1.4
0.5
2.7
3.7
1.8
3.8

1.0
-0.5
1.8
1.3
0.3
2.4
-2.3

0.6
-0.2
-0.4
0.4

0.2

1.3
-0.6

1.5
-0.8
-1.8
-1.5
-2.4
-1.7
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Table 3: Frontier electron densities and Mulliken charges on different atoms in

imatinib calculated using Gaussian 09 program at the B3LYP/6-31G* level.

Neutral imatinib

Protonated imatinib

Number Atom FED2H0M0+ Mulliken FED2H0M0+ Mulliken
FED’ umo charges FED’Lumo charges
1 O 0,0178 -0,5846 0,000005508 -0,5839
2 N 0,0006 -0,1905 0,000004156 -0,1775
3 N 0,0001 -0,2282 0,000000229 -0,0465
4 N 0,0462 0,0431 0,000001368 0,0455
5 N 0,1833 -0,0494 0,000002653 -0,0570
6 N 0,1507 -0,3127 0,000018669 -0,3187
7 N 0,1834 -0,2793 0,000003034 -0,2719
8 N 0,0244 -0,2330 0,000002012 -0,2482
9 C 0,0051 0,1666 0,000000033 0,1640
10 C 0,0159 0,1022 0,000000034 0,1562
11 C 0,0035 -0,1433 0,000000015 0,1309
12 C 0,0244 -0,0344 0,000000007 0,1924
13 C 1,3910 -0,4667 0,000000098 -0,3781
14 C 0,0005 0,1235 0,000000003 0,3445
15 C 0,8534 0,7824 0,000000435 0,7024
16 C 2,0034 -0,4941 0,000001419 -0,4451
17 C 0,5687 -0,0225 0,000000021 0,0724
18 C 1,8667 0,2380 0,000003070 0,1808
19 C 0,7864 -0,0537 0,000000507 -0,1498
20 C 1,0599 0,3361 0,000000473 0,3511
21 C 0,6761 0,4306 0,000001734 0,4318
22 C 4,0346 -0,1482 0,000006318 -0,0802
23 C 5,7699 0,4892 0,000000432 0,4650
24 C 2,5497 0,0794 0,000034238 0,0436
25 C 0,9099 0,1931 0,000026420 0,1339
26 C 0,5619 -0,1437 0,000001562 -0,1198
27 C 1,1244 -0,2657 0,000003324 -0,2100
28 C 0,3385 -0,1609 0,000000262 -0,1752
29 C 0,1802 0,1307 0,000009157 0,0735
30 C 5,7392 -0,4478 0,000003461 0,1485
31 C 6,4248 0,9470 0,000001579 0,4714
32 C 0,9158 -0,3935 0,000005433 -0,4284
33 C 0,7791 0,2540 0,000002906 0,2455
34 C 3,9070 0,5796 0,000027554 0,5483
35 C 1,2779 -0,3947 0,000039047 -0,3449
36 C 1,1977 0,1583 0,000004363 0,1627
37 C 0,3786 -0,0068 0,000000403 -0,0290
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Table 4: Frontier electron densities on different atoms in IMA radical anion calculated

using Gaussian 09 program at the B3LYP/6-31G* level.

Number Atom 2FED? ymo
1 (0] 1,42E-05
2 N 3,20E-07
3 N 2,00E-08
4 N 4,80E-07
5 N 1,92E-07
6 N 1,77E-06
7 N 1,06E-07
8 N 3,20E-09
9 C 1,80E-09
10 C 1,80E-09
11 C 8,00E-10
12 C 8,00E-10
13 C 7,20E-09
14 C 8,00E-10
15 C 5,78E-08
16 C 9,80E-09
17 C 5,00E-09
18 C 1,80E-07
19 C 2,18E-07

20 C 4,50E-08
21 C 1,77E-06
22 C 3,28E-06
23 C 2,59E-07
24 C 2,33E-05
25 C 3,20E-09
26 C 1,07E-06
27 C 1,80E-07
28 C 1,28E-08
29 C 6,73E-07
30 C 7,44E-07
31 C 1,25E-07
32 C 5,00E-09
33 C 3,20E-07
34 C 2,45E-07
35 C 1,62E-08
36 C 6,48E-08
37 C 4,50E-08
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Table 5: In silico predictions of mutagenicity and acute toxicity of IMA and its TPs.

Ames
In siIic.o D.m% 48 Micronucleus E %
endpoint _g—h_r(mgﬂ) assay (s&re based)value
Imatinib 5.87 0.54 No
165 8.68 0.07 Yes
172 4.56 0.21 Yes
188 80.53 0.19 No
233 54.47 0.12 No
295 51.83 0.68 Yes
380 37.74 0.16 No Positive
425 1.63 0.79 Yes (classe 1)
485 16.44 0.35 No
509-1 8.96 0.35 Yes
509-2 3.49 0.65 No
509-3 81.17 0.26 No
523 12.06 0.32 No
539 16.40 0.75 No
TPs 27.42 0.39 N.A. N.A.

average
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Fig. 1: Kinetics of the IMA photocatalytic degradation with or without scavenger.
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Fig. 2: Evolution of the TPs as a function of the irradiation time in ultrapure water
spiked with 500 pg/mL of TiO2. The relative areas are the ratios between the peaks
areas corresponding to each compound and that of the IMA at the initial time.
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Fig. 9: Proposed H-abstraction route in the initial reaction of IMA with OH (Pathway 2).
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Fig 10 Proposed single electron transfer route in the intial reachon of IMA with TiO2 (Pathway 3)


http://ees.elsevier.com/stoten/download.aspx?id=1899246&guid=b0ea658b-adeb-4424-b013-93e97c28f0b1&scheme=1

Figure 11
Click here to download Figure: Fig 11..pdf

50 -
45 A
40 -

30 A
25
20
15
10

5

0 - T T T T T T T

0 2 5 10 30 60 120 240

Time of irradiation (minutes)

% Effect
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Titre : caractérisation des processus de dégradation de nouveaux anticoagulants et d’un cytotoxique en milieu aqueux avec évaluation des impacts
pharmaceutiques et environnementaux
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Résumé : Au cours de son cycle de vie, le principe actif se retrouve en solution dans différentes situations : dans des formes pharmaceutiques
liquides, dans I’organisme et dans les eaux usées. Or, par rapport a 1’état solide, la mise en solution du principe actif I’expose davantage a des
facteurs susceptibles de conduire a sa dégradation. Les transformations modifient sa structure chimique et donc potentiellement ses activités
pharmacologiques et toxicologiques.

L’objectif de ce travail de thése est de présenter une méthodologie et des études visant a prédire le devenir en solution de principes actifs et les
impacts potentiels consécutifs & leur dégradation. Trois principes actifs ont été sélectionnés pour la réalisation de ce travail. lls ont en commun de
présenter, d’une part, une activité pharmacologique élevée corrélée a une toxicité potentielle de leurs produits de dégradation et, d’autre part,
I'absence de données sur leurs comportements en solution. Dans tous les cas, bien que le contexte soit singulier pour chaque molécule, 1’approche
méthodologique suivie intégre aussi bien des travaux expérimentaux que des études ab initio et in silico.

La premiére étude porte sur le devenir de I’apixaban, principe actif actuellement commercialisé sous forme orale solide, en solution aqueuse. Les
données expérimentales ont mis en évidence des groupements chimiques du principe actif pouvant contribuer a son instabilité. L’approche ab initio
a permis d’expliquer la régio-spécificité de la réaction d’hydrolyse dépendamment du pH. A partir de la structure des produits de dégradation
caractérisés, I’étude de leur potentiel toxique a été réalisée par approche in silico. Ces données concourent a la démarche d'analyse et évaluation des
risques déployée lors de développements de formes pharmaceutiques liquides ou des situations particuliéres impliquant la mise en solution de
I'apixaban au moment de I'administration.

De telles approches ont également été employées pour caractériser les mécanismes de photodégradation de I’argatroban et évaluer le potentiel
toxique des produits de dégradation. Les processus initiant la photodégradation ont fait I’objet d’études complémentaires reposant sur des calculs
d’énergies. Ces connaissances pourront apporter le rationnel nécessaire au choix de procédés capables de réduire la photodégradation de
I’argatroban et son impact sur les patients. Elles pourront également servir a anticiper les situations d’écarts pouvant mettre en jeu le rapport
bénéfice risque du médicament tels que le mésusage ou la modification de la forme pharmaceutique administrée.

Enfin, dans un contexte autre que le contexte pharmaceutique, une étude de dégradation du pémétrexed par photocatalyse via un procédé
d'oxydation avancée a été réalisée. Il s'agit d'un procédé particuliérement étudié pour sa capacité a réduire I’empreinte environnementale de
composés organiques en accélérant leur dégradation. Le choix de ce principe actif utilisé comme anticancéreux a été justifié par son caractere
toxique et rémanent dans les eaux de surface, ce qui en fait un produit a haut risque environnemental. Ce travail a montré que des produits de plus
faible masse résultant de la transformation photocatalytique du pémétrexed sont malheureusement plus toxiques et encore plus rémanents que la
molécule mére elle-méme. Ces résultats contribuent donc a souligner que les procédés d'oxydation avancée, bien qu'efficaces pour I'élimination des
polluants médicamenteux, sont & évaluer au regard de I'existence d'un risque accru pour I'environnement avant toute perspective dutilisation a
grande échelle.

Les approches et les résultats présentés dans cette thése pourront étre employés pour d’autres études visant a prédire, prévenir et réduire I'impact de
la dégradation du principe actif sur le patient et I’environnement.

Title : characterization of the degradation process of new anticoagulants and cytotoxic drugs in agueous media and assessment of pharmaceutical and environmental
impacts

Keywords : Drug, degradation, mass spectrometry, ab initio, in silico

Abstract : During its life cycle, an active substance is in solution for various reasons: in a liquid pharmaceutical form, in the body and in wastewater. However, compared
to the solid state, the active substance in solution exposes it more to factors likely to cause its degradation. The transformations modify its chemical structure and thus
potentially its pharmacological and toxicological activities.

The objective of this thesis is to present a methodology and studies aiming to predict the fate in solution of active substances and the potential impacts following their
degradation.Three active ingredients have been selected for this work. They have in common, on the one hand, a high pharmacological activity correlated to a potential
toxicity of their degradation products and, on the other hand, the fact that there is little information on their behaviour in solution. In all cases, although the context is
specific to each molecule, the methodological approach followed integrates both experimental work and ab initio and in silico studies.

The first study concerns the fate of apixaban, an active substance currently marketed in solid oral form, in aqueous solutions. The experimental data made it possible to
highlight chemical groups of the active ingredient that could contribute to its own instability. The ab initio approach explained the regio-specificity of the hydrolysis
reaction as a function of pH. Based on the structure of the characterized degradation products, their toxic potential was studied using an in silico approach. These data
contribute to the risk analysis and evaluation process deployed at different stages of development of liquid pharmaceutical forms or in particular situations involving the
solution of apixaban at the time of administration.

Such approaches have also been used to characterize the photodegradation mechanisms of argatroban and assess the toxic potential of degradation products. The processes
that initiate photodegradation were also addressed by calculating the energies potentially involved. This knowledge provides a rational basis for the choice of processes and
formulations to limit photodegradation of argatroban and its impact on patients. They also make it possible to anticipate situations where the benefit/risk ratio of the
medicinal product may be modified, such as incorrect handling or modification of the pharmaceutical form administered.

Finally, in a context other than the pharmaceutical context, a study of degradation of pemetrexed by photocatalysis via an advanced oxidation process was carried out. This
process is particularly studied for its ability to reduce the environmental footprint of organic compounds by accelerating their degradation. The choice of this active
substance as an anti-cancer agent was justified by its toxic and persistent nature in surface waters, making it a product with a high environmental risk. This work has shown
that products of lower mass produced by photocatalytic transformation of pemetrexed are unfortunately more toxic and even more persistent than the parent molecule itself.
These results underline the fact that advanced oxidation processes, although effective in removing drug pollutants, must be evaluated because of an increased risk to the
environment before any prospect of large-scale use.

The approaches and results presented in this thesis can be used for other studies to predict, prevent and reduce the impact of active ingredient degradation on the patient and
the environment.
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