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PROFIL SPOLECNOSTI TEVA

Spole¢nost Teva Czech Industries s.r.o., dfive znamé jako Galena, je vyznamnym
farmaceutickym vyrobcem s velmi dlouhou historii. Jeji sidlo se nachézi na severovychodé
Ceské republiky v Opavé, Koméarové. Ve svém Sirokém portfoliu ma generické 16¢ivé piipravky
— predevsim antiastmatika, cytostatika, imunosupresiva, hypolipidemika, antihypertenziva aj. -
v podobé¢ tablet, tobolek a kapalnych 1ékovych forem, dale také volné prodejné 1éky (OTC),
ucinné farmaceutické latky (API) a rostlinné extrakty. Produkty spliiuji uzndvané standardy
kvality a jsou exportovany do fady zemi celého svéta, véetné USA a zapadni Evropy. Na
uspesich spolecnosti a plnéni narocnych cilti se podili vice nez 1500 zaméstnanct. V r. 2006 se
spole€nost stala soucéasti nadndrodni skupiny Teva. Spolecnost je rozdélena na dvé divize,
z nichz jedna se zabyva vyrobou generickych 1é¢ivych ptipravkt (Pharma) a druhd vyvojem a
vyrobou ucinnych farmaceutickych latek (TAPI). Pod divizi TAPI spadaji utvary vyzkum a

vyvoj, registrace, jisténi a kontrola kvality a vyroba.!

Vyzkum a vyvoj
Utvar vyzkumu a vyvoje se zamé&fuje pedevsim na:
e metody separace ucinnych latek
e metody syntézy Ucinnych latek
o analytické metody a jejich validace
o nalezeni novych polymorfi a jejich charakterizaci.

e Vyvoj vysoce u¢innych aktivnich farmaceutickych latek (HAPI).!
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1 Uvod

Farmaceutické spolecnosti dnes garantuji vyrobu kvalitnich, bezpe¢nych a t¢innych 1ékti. O
zachovani téchto vlastnosti béhem doby pouzitelnosti 1éku rozhoduje stabilita u¢innych latek
obsazenych v 1éCivém piipravku, na kterou se proto klade ¢im dal vétsi diraz.

Stabilita 1é¢ivych latek a 1éCivych piipravka se stanovuje pomoci stabilitnich zkousek
Tyto zkousky rliznymi zptsoby simuluji bud’ extrémni podminky, které by mohly nastat pti
nespravném skladovani a kratkodobé odchylce od predepsanych podminek nebo simuluji
pfedepsané podminky skladovani 1é¢iva po dobu né€kolika let. Vzorky lécivych latek a
konecnych ptipravki, které byly vystaveny stabilitnim zkouskédm jsou néasledné kontrolovéany
pomoci specidlnich analytickych metod nazyvanych stabilitu indikujici metody. Mozné
degradac¢ni produkty maji obvykle strukturu velmi podobnou struktuie studované latky, proto
musi byt dané metody schopné tyto latky separovat, detekovat a urcit jejich obsah. Je také nutné
prokazovat, ze nedochazi ke koeluci n¢kterého degradacniho produktu s hlavni latkou.

V dnesni dob¢ je znamo velké mnozstvi 1é¢ivych latek a jsou vyvijeny stale nové. Toto
sebou nese naroky na potiebu kontrolnich metod pro tyto latky. V poslednich desetiletich byl
vyvinut nespocet metod pro indikaci stability 1é¢iv. Nejcastéji jsou vyuzivany HPLC metody
s UV detekci za pouziti detektoru diodového pole, avSak rychle roste pocet metod s detekci
hmotnostni spektrometrii, kterd navic nabizi moZnost objasnéni struktury degrada¢nich
produkti.

Cilem této prace bylo zjistit, zda je HPLC metoda pro 1é¢ivou latku rivaroxaban schopna
indikovat jeji stabilitu. Tohoto bylo dosazeno analyzou vzorkil rivaroxabanu vystavenych
stresovym podminkam, pii kterych dochazelo k degradaci latky a byl sledovan obsah hlavni
latky, degradacnich produktl 1 enantiomerni Cistota. PouZivana UV detekce vSak nedovolovala
urCit strukturu degradacnich produktli, proto byla k ziskdni informaci o struktufe pouzita

hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Stabilita 1é¢ivych latek a 1é¢ivych pripravki

Lécivé pripravky nejsou neomezené stalé soustavy, ale Casem se méni jejich fyzikélni a
chemické vlastnosti, probihaji v nich rozkladné procesy a klesa také biologicka ucinnost. Lék
podavany pacientovi musi byt kvalitni, bezpeény a ucinny, proto je tfeba sledovat stabilitu
1é¢ivych latek a 1éCivych piipravki jak pti vyzkumu a vyvoji, tak pti primyslové vyrob¢ véetné
néasledné distribuce.’

Stabilita 1écivé latky a lé€ivého piipravku je definovdna jako vlastnost zachovat si
ve stanovenych mezich po ur¢itou dobu a za stanovenych podminek uchovavani uréené jakostni
znaky. Mirou stability je doba pouzitelnosti.>

Stabilitu 1é¢ivé latky hodnotime pomoci stabilitnich studii, kdy jsou pomoci riznych
testl posuzovany zmeény jakosti (napf. zména obsahu U¢inné latky) v urcitych casovych
intervalech. Sleduji se také rozkladné reakce a jejich kinetika, specidlné pii vyvoji léCivych
piipravkil se sleduje i kompatibilita (snaSenlivost) jednotlivych slozek 1é¢iva.?

Dusledkem nestability 1é¢iva miize byt: snizeni obsahu nebo zvyseni koncentrace 1é¢iva,
zména biologické dostupnosti nebo ztrata mikrobiologické nezédvadnosti, vznik rozkladnych
produktl ¢ zména vzhledu 1ékové formy.>

Vysledky stabilitnich zkouSek jsou nezbytnou soucasti registratni dokumentace
predkladané piislusnym regulaénim organtim, v CR je to Statni Gistav pro kontrolu 1é&iv
(SUKL). Ten piejima pokyny k testovani stability 1é&ivych latek a koneénych piipravki -
Harmonised Tripartite Guideline vydavané organizaci ICH (International Conference on
Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human
Use).

Nadnarodni spole¢nosti distribuuji vyrobené léky do mnoha zemi svéta, proto je snahou
sjednotit pozadavky na laboratorni postupy, kvalitu a obaly ptfipravki do mezinarodnich
piepist. ICH usiluje o harmonizaci pozadavkl regulac¢nich organti ve statech Evropy, USA a
Japonsku vydéavanim skupin pokyni (ICH Guidelines). Skupiny pokynt se tykaji kvality (Q),
bezpecnosti (S) a G€innosti (E) 1é¢iv a pokyny v multidisciplinarni skupin€ (M) nelze zatadit
do zadné z predchozich. Testovani stability 1é¢ivych latek a 1é¢ivych produktii je popsano
pokyny oznacenymi Q1A-QI1F, validacemi se zabyva pokyn Q2, necistoty fesi pokyny Q3A-
Q3D a specifikaci Q6A a Q6B.*



Sledovani kvality 1éCivych ptipravkil v pribéhu doby pouzitelnosti zacala byt vénovéana
pozornost za¢atkem roku 1970, kdy se objevily obavy, ze 1é¢ivé pripravky nespliiuji pozadavky
na kvalitu v pribéhu doby pouzitelnosti. V roce 1975 bylo do amerického 1ékopisu doplnéno
ustanoveni o expiracni dob¢ 1é¢iv. US Food and Drug Administration (FDA) pfipravila prvni
pokyn o stabilité v roce 1984, o tfi roky pozdéji pak pokyn pro podavani informaci o stabilit¢.
Mezinarodni konference o harmonizaci (ICH) vytvofila v roce 1993 Q1A pokyn o harmonizaci
pozadavki na stabilitu novych 1éCivych latek a 1écivych produkti. Pozdéji byl vytvoren také

pokyn o stabilité 1é¢iv od svétové zdravotnické organizace (WHO).?

2.2 Testovani stability

Cilem testovani stability je popsat zmény kvality 1é¢ivych latek nebo piipravkil v ¢ase vlivem
ruznych faktort prostfedi, jako je teplota, vlhkost a svétlo, ustanovit casové intervaly testovani
(dobu reatestace) 1é¢ivych latek a doporucit skladovaci podminky a dobu pouzitelnosti 1éCivych
latek nebo piipravk(.® Stabilitni studie se zakladaji za i¢elem zavadéni nového léku do vyroby,
pfi zméné technologie vyroby, vnitfniho obalu nebo specifikace.’

Testy stability ale mohou byt uzitetné uz pti vyvoji leékové formy, kdy technolog
potiebuje nejprve zjistit vlastnosti nové 1écivé latky a sledovat jeji snaSenlivost s pomocnymi
latkami a ptipadné s dalimi 1é¢ivymi latkami. >

Stabilitu 1ze zkoumat pomoci zatéZovych, zrychlenych nebo dlouhodobych stabilitnich

zkousek.

2.2.1 Stresové testy (zatéZové zkousky, stress testing)

Zatézove stabilitni zkouSky jsou provadény za stresovych podminek, kdy dochazi k urychleni
chemickych a fyzikalnich zmén 1é¢ivé latky.? Tyto testy mohou pomoci identifikovat mozné
rozkladné (degradac¢ni) produkty, coz miiZze dopomoci k objasnéni mechanismu degradace a ke
zjisténi vnitini stability molekuly lécivé latky. Pomoci stresovych testli se také ovétuje

schopnost pouzivané analytické metody indikovat stabilitu sledované 1é¢ivé latky.



K zaté¢zovym zkouskam postaci jedna Sarze 1€Civé latky, kterd je v rdmci testovani
podrobena riznym podminkdm a je hodnocena jeji odolnost vii¢i nasledujicim vliviim:

e vliv vlhkosti (napt. 75 % relativni vzdusné vlhkosti-RV nebo vice), je-li to
vhodné

e vliv hydrolyzy v Sirokém spektru hodnot pH — kyseliny a baze ptidané k roztoku
pusobi nejdiive za laboratorni teploty. Pokud degradace neprobiha, zvySime
teplotu.”

e vliv oxidace

e vliv zvySené teploty — testuje se na léc¢ivou latku v roztoku i v pevném stavu.
Sleduji se ptirtistky po 10 °C od teploty pouzivané pii zrychlené stabilitni studii
(napt. 50 °C, 60 °C atd.).

e vliv svétla—testuje se, zda-li 1é¢iva latka podléha fotolyze v roztoku a v pevném

stavu. Vzorek se ozafuje definovanym zpiisobem, napi. xenonovou lampou.®’

Testovani fotostability by mélo byt nedilnou soucésti stresovych testti. Standardni
podminky testovani fotostability jsou popsany ve specidlnim pokynu ICH Q1B. Testovani
fotostability se provadi za ucelem ziskani informaci o citlivosti latky na piisobeni svétla. Pokud
se prokaze, ze je latka citliva na svétlo, je nutné pfijmout specialni opatieni ke skladovani a
baleni 1éCivych latek. Jako zdroje svétla je mozné pouzivat zdroje, které vydavaji zateni od UV
po viditelnou oblast podobné emisnim standardim pro umélé venkovni a vnitini svétlo. Po
skoneni expozice by mély byt vzorky vizualné¢ hodnoceny, zda nedoslo ke zméné vzhledu

nebo barvy roztoku &i pevné latky.?

2.2.2 Zrychlené testy (accelerated testing)

Zrychlené a dlouhodobé testy by mély probihat alespoii na tfech zékladnich Sarzich 1é¢ivé latky,
které jsou vyrobené procesem simulujicim vyrobu. K testovani vlastnosti 1éCivych latek by
mély byt pouzity pouze validované stabilitu indikujici metody. Podminky zkouSeni zrychlenych
a dalsich testii jsou uvedeny v Tab. 1(cit. ©).

Pti zrychlenych podminkéch testovani jsou doporu¢eny minimalné tfi ¢asové body, kdy

se kontroluje stabilita 1é¢iva. V¢etné pocatecniho a kone¢ného ¢asového bodu je to obvykle 0,



3 a 6 mésicli. Testovani za zrychlenych a prechodnych podminek se vyuziva k hodnoceni vlivu
kratkodobé zmény podminek, kterd miize nastat napiiklad b&hem piepravy.’

Vzrust teploty skladovani pfi testu o 10 °C, zvySuje rychlost reakce dvakrat, tzn. 1 rok
pii 30 °C odpovida 3 tydntim pi1 70 °C, takze stabilitu na dva roky dopfedu mizeme urcit

stabilitnim testem pfi vystaveni vzorku teploté 70°C po dobu 6 tydnti.’

2.2.3 Dlouhodobé testy (long-term studies)

Dlouhodobé stabilitni zkousky jsou provadény za ptedepsanych podminek uchovévani.
Tyto podminky jsou na riznych mistech na Zemi odlisné vlivem klimatickych pasem. Horni
hranice podminek uchovavani vétsiny 1€civ pro podnebi nasi republiky a velké ¢asti Evropy je
teplota 25 °C a relativni vzdusna vlhkost (RV) 60% viz Tab. 1. Doba zkouSeni by méla byt
stejnd jako doba pouzitelnosti 1é¢iva, pfiCemz se vzorky podrobené testiim hodnoti na zacatku
testovani a pak po 3, 6, 12, 18 a 24 mésicich a dale v ro¢nich intervalech.®

Vzorky pro zrychlené a dlouhodobé stabilitni testy jsou po dobu trvani testi skladovany

ve specialnich klimatizovanych skiinich s odchylkami teploty + 2 °C a vlhkosti = 5 %.cit.?

Tab. 1: Typy stabilitnich studii, aplikované podminky a doba testovini

Typ stabilitni Skladovaci podminky Minimalni doba pfi podani zadosti

studie 0 registraci

Dlouhodoba* 25°C+2°C/60%RV +5%RV 12 mésich

(long-term) nebo 6 mésich **
30°C£2°C/65%RV +5%RV

Prechodna 30°C+£2°C/65%RV +£5%RV 6 mésict

(intermediate)

Zrychlena 40°C+£2°C/75%RV £ 5% RV 6 mésict

(accelerated)

* ZaleZi na uvazeni Zadatele o registraci, zda bude provadet dlouhodobé stabilitni studie pri teplote

25+2°C/60% RV + 5% RV nebo 30 °C+2°C/65%RV+5%RV.%’
** U zname lécivé latky pri podani Zadosti o registraci je i pro pilotni Sarze minimalni doba trvani testu
6 mésici.’

U dlouhodobych studii, by mély byt frekvence testovani dostatecné pro stanoveni
stabilitniho profilu 1é¢ivé latky. U léCivych latek s navrhovanym reatestacnim obdobim
nejméné 12 mésict by méla byt Cetnost zkouSek pti podminkdch dlouhodobého skladovani
obvykle kazdé 3 mésice v pribehu prvniho roku, kazdych 6 mésicti od druhého roku, a poté

kazdoro¢né v ramci navrhnutého reatesta¢niho obdobi.®



Dlouhodobé studie potvrzuji vysledky zrychlenych testti, stanoveni ¢asu pouzitelnosti a
poskytuji nejpresnéjsi informace o stabilité. Léciva se testuji v prodejnim obalu. Pii podani
zadosti o registraci musi byt vysledky dlouhodobé a zrychlené stresové studie dolozeny v délce
nejméné¢ 6 mésicl, pricemz se zadatel zavaze, Ze vysledky dlouhodobé studie dolozi
dodatec¢nsg.’

Zaznamy o stabilitnich zkouskach se uvadéji do protokolu o stabilité, ktery je soucasti
registratni dokumentace. Tento protokol obsahuje informace o ndzvu vyrobku, vyrobci, datu a
misté vyroby, o Cislu, velikosti a sloZeni zkouSenych SarZi. Uvadéji se do néj limity platné
béhem doby pouzitelnosti a pouzité zkusebni metody. Vysledky zkousek jsou uvadény
prehledné do tabulek pro kazdou Sarzi, kde se zaznamenaji poc¢ate¢ni hodnoty, vysledky ziskané

béhem stabilitnich zkousek a piislusné limity jednotlivych zkousek.’

2.2.4 Nasledné stabilitni zkouSky

Tyto zkousky jsou dlouhodobé provadény vyrobcem 1é¢ivych latek na minimalné jedné Sarzi
za rok skladované pfi pfedepsanych podminkéach uchovéavani. Maji za kol sledovat kvalitu a

stabilitu 1é¢ivych latek a predkladaji se k Zadostem o prodlouZeni registrace. '°

Testovani stability obecné by se mélo tykat fyzikalnich, chemickych, biologickych a
mikrobiologickych vlastnosti viz tab. 2. K testovani by mély byt pouzivané pouze analytické
metody pro ovéfeni stabilitu indikujicich vlastnosti metody. Cetnost provadéni reatestace zavisi

na vysledcich z valida¢nich studii.

Tab. 2: Hodnoceni stability lécivych piipravkir’

Typ testt Sledovana vlastnost

Organoleptické Vzhled, zapach, barva, chut,, ¢irost,

Fyzikalni Cirost, sedimentace, disolu¢ni  profil, viskozita,
polymorfismus, velikost ¢astic, vlhkost, mechanicka odolnost

Chemické Vznik rozkladnych produktii, obsah uc¢inné latky

Biologické Mikrobiologickd  nezdvadnost, sterilita, nepfitomnost

a mikrobiologickeé pyrogeni, biologicka u¢innost




2.2.5 Typy rozkladnych reakci

Pokud je lécivo nestabilni pfi stabilitnich zkouskach, dochazi v jeho molekule k riznym
rozkladnym reakcim za vzniku degradacnich produkti. RozliSujeme nasledujici typy

rozkladnych reakei:

Hydrolyza
Hydrolyticky se nejCastéji rozkladaji 1éCiva esterového typu, amidy, anilidy, karbamaty, také
laktony, laktamy, thioestery, imidy a dal$i. Jako konkrétni piiklady latek, jez podléhaji

hydrolyze, 1ze uvést kyselinu acetylsalicylovou, amoxycilin, diazepam a ergotamin.

Oxidace
Oxidaci rozumime chemickou reakci, pfi které atom nebo molekula ztraci elektrony a pfijima
kyslik nebo se odstépi vodik. Snadno se oxiduji latky obsahujici nasobné vazby, molekuly typu
ethertl, aldehydt, hydroxymethylketony, fenoly a terciarni aminy. Dodanim energie mohou
probihat také radikdlové reakce, pfi kterych naslednymi reakcemi vznikaji ketony, dioly,
karboxylové kyseliny, epoxidy nebo dalsi latky podle typu vychozi substance. Oxidaci

podléhaji naptiklad chlorpromazin, morfin a captopril.

Fotochemicky rozklad
Plsobeni ultrafialového nebo viditelného zéafeni na lé¢ivo miize zpisobit rozklad — fotolyzu.
Z ucinnych latek podléhajicich fotodegradaci miZeme jmenovat fluorosemid, nifedipin,

promethazin, ergotamin a jiné.

Zmény v optické aktivité
Opticky aktivni latky mohou racemizovat a vytvofit smes enantiomert. Optické antipody
mivaji odlisné farmakodynamické vlastnosti a dochazi tak ke ztraté €inku. Ptipady stabilitni

racemizace vSak nejsou Casté.

Dekarboxylace
Probiha jako odStépeni oxidu uhli¢itého z karboxylové skupiny. Objevuje se pti rozkladech
1éCiv spiSe jako reakce nasledna po hydrolyze nebo oxidaci. Malo Casté jsou také reakce

polymeracni a redukce.?



2.2.6 Nedistoty v 1é¢ivych latkach a 1éCivych pripravcich

Za necistotu je povazovana kazdd slozka 1éCivé latky, kterda neni chemickou entitou
definovanou jako 1éCiva latka. V ptipad¢ 1éCivého piipravku je to kazda latka, kterd neni

chemickou entitou definovanou jako u¢inna nebo pomocna latka obsazena v piipravku.

Klasifikace necistot:
o Organické necistoty
o Anorganické necistoty

o Zbytkova rozpoustédla

Organické necistoty mohou vznikat v prib&hu vyrobniho procesu nebo diky zpisobu
skladovani 1é¢ivé latky. Mezi organické necistoty se fadi vychozi suroviny, vedlejsi produkty,
meziprodukty, degrada¢ni produkty a reakéni ¢inidla.!! Degradaéni produkty jsou definovany
jako molekuly vyplyvajici z chemické zmény molekuly 1éku vznikajici v pribéhu ¢asu nebo
vlivem svétla, teploty, pH, vody nebo reakci s pomocnou latkou. '

Anorganické necistoty mohou byt diisledkem vyrobniho procesu a jsou obvykle znamé
a identifikované. Zahrnuji reak¢ni Cinidla, ligandy a katalyzatory, tézké kovy nebo jiné
zbytkové kovy, anorganické soli a ostatni materialy.

Rozpoustédla jsou anorganické nebo organické kapaliny pouzivané jako prostfedky pro

pfipravu roztokl nebo suspenzi pii syntéze 1é€ivych latek.

Zadatel o registraci by mél shrnout skuteéné a potencialni neéistoty na zakladé pribéhu
syntézy, €isténi a skladovani 1écive latky a na zakladé moZznych chemickych reakci. Uvadét se
ma kazdd specifikovand identifikovand necistota, specifikovand neidentifikovana,
nespecifikovana necistota a celkovy obsah necistot. Identifikovana necistota je takova, u niz
byla popsana struktura. Specifikovana necistota je pak identifikovand nebo neidentifikovana
necistota, ktera je zatazena do specifikace 1éCivé latky nebo ptipravku a je sledovana za tcele
zajiSténi kvality 1é¢ivého piipravku. Vice informaci o sledovani necistot a stanovenad kritéria

pfijatelnosti obsahu neéistot 1ze nalézt v ICH piedpisu Q3A."!



2.2.7

Obecné testy pro kontrolu kvality 1é¢iv

Popis: provadi se kvalitativni prohldseni o stavu (napt. pevné, kapalné) a barve 1€¢ivé
latky. Pokud se néktera z téchto charakteristik v prabehu skladovani méni, méla by byt

tato zména zkoumana.

Identifikace: metoda by méla byt schopna rozliSovat mezi slouc¢eninami uzce
souvisejici stavby. Identifikace na zaklad¢ jediné charakteristiky (napf. jen retenc¢niho
¢asu) se nepovazuje za specifickou. Nicméné pouziti postupu, kde je separace zalozena
na 2 principech, je obecné€ pfijatelné. Jde naptiklad o spojeni HPLC s UV a detektorem
diodového polem, HPLC-MS a GC-MS. Opticky aktivni u¢inné latky mohou vyzadovat
specidlni identifikani testovani nebo vykon chirdlniho testu. U 1écivych latek
vyvinutych jako jediny enantiomer by kontrola druhého enantiomeru méla byt

posuzovana jako by $lo o klasickou necistotu.

Obsah: specificka stabilitu indikujici metoda by se méla pouzivat pro stanoveni obsahu
1é¢ivé latky. V mnoha piipadech lze pouzit jedinou metodu (napi. HPLC) pro stanoveni

obsahu 1é¢ivé latky a zaroven pro kvantifikaci necistot.

Necistoty: o organickych a anorganickych necistotach a zbytkovych rozpoustédlech

pojednava predpis ICH Q3.cit. '2

2.3 Analytické metody hodnotici testy stability

Ve farmaceutickém primyslu je regulaénim poZadavkem poskytovat informace o stabilité

lécivych latek a 1écivych ptipravkl. Pro splnéni tohoto pozadavku musi byt vyvijeny a

validovany stabilitu indikujici metody (SIM) pro separaci a kvantifikaci u¢inné latky a jejich

piibuznych sloucenin (procesni neéistoty a degrada¢ni produkty).’

Pti vyvoji stabilitu indikujici metody je vhodné postupovat po krocich, kdy prvnim

krokem je pochopeni chemickych a fyzikalné-chemickych vlastnosti 1é¢ivé latky a predvidani

jejich rozkladnych produkti. Na vnitinich vlastnostech 1é¢ivé latky zavisi naptiklad vybér

diluentu, zplisob ptipravy vzorku, volba kolony a detek¢ni techniky. DalSim krokem je vyvoj

procesu separace, kdy nej€astéji pouzivanou separacni technikou ve farmaceutickém pramyslu



je LC s reverzni fazi. Nejbéznéjsim typem detekce u SIM je UV detekce, ale stale Castéji se
pouziva hmotnostni spektrometrie, ktera je vyhodnéjsi pro ur¢eni identity nezndmych latek.
Pouziti detektoru diodového pole je vyhodné k ziskani spektralnich informaci (vlnové délky
absorpéniho maxima a &istoty piku) o matefské slouceniné a kazdé oddélené nedistoté.’
Detektory diodového pole (PDA, DAD) snimaji celé spektrum v redlném case béhem
chromatografické separace, uspotfadani takového detektoru miizeme vidét na Obr. 1. Zafeni ze
zdroje (1) po prachodu stérbinou (2), cockou (3), clonou (4) a mérnou celou detektoru (5) se
spektraln€ rozklada na holografické miizkou (6), takze na kazdou fotodiodu (7) dopadd zativy
tok o urcité vinové délce zeslabeny absorpci v cele detektoru. Fotoelektricky proud kazdé
fotodiody vybiji kondenzitor a je Umérny intenzit¢ dopadajiciho zafeni. Takto se
zaznamenavaji daje o absorbanci pti kazdé vlnové délce v kazdém okamziku. Tyto detektory
umoznuji ve spolupraci s fidici jednotkou (pocitacem) detekci latky pii jakékoliv zvolené
vlnové délce, umoznuji porovnavat snimand spektra s knihovnou spekter a vypocitat Cistotu
piku (identifikace latky)."* Spektralni rozdily vSak lze pozorovat pouze u sloudenin, které

poskytuji rozdilnd UV spektra ve vybrané oblasti.’

[T
7

Obr. 1: Schéma PDA detektoru 3
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Provadéni degradace za stresovych podminek je primarnim zplsobem, jak ziskat
odpovidajici vzorek obsahujici potenciondlni produkty rozkladu. LC-MS je velmi silnym
nastrojem v procesu identifikace neznamych degradacnich produkti ve farmacii, je vyhodné
svou citlivosti, selektivitou, rychlosti a schopnosti identifikovat stopova mnoZzstvi analytu
v komplexnich vzorcich. LC-MS je ideélni pro stabilitu indikujici metody. Ioniza¢ni techniky
je vhodné vybirat na zdklad¢ polarity analyzovanych latek. Pro nepolarni latky se pouziva
fotochemicka ionizace za atmosférického tlaku (APPI), pro molekuly s nizkou polaritou az po
iontové se pouziva ionizace elektrosprejem (ESI). Chemicka ionizace za atmosférického tlaku
(APCI) se pouziva na malo az stiedné polarni latky. Pro objasnéni struktury degradacnich
produktli se pouzivaji spektrometry meétici piesné hmoty napi. TOF a iontova past pfi
vicestupiiové fragmentaci.’

Vyvinutou metodu je nutné validovat, pii validaci je uzite¢ny piedpis ICH Q2. Validace
zpravidla zahrnuje specificitu, linearitu, spravnost, pfesnost, intermedidrni ptfesnost, limit
kvantifikace a robustnost. Pokud chceme vyvinout specifickou SIM, je dulezité prokazat
oddéleni vSech procesnich necistot a degradacnich produktii. Zatimco Cistota piku je uzitecnym
nastrojem pro hodnoceni velkych pikd, totéZ neplati pro piky blizko limitu kvantifikace. Pfi

takto nizkych koncentraénich trovnich miize $um zakladni linie rusit vypodet ¢&istoty piku.’

2.3.1 Nejnovéjsi stabilitu indikujici metody

V soucasné dobé vychazi ve védeckych Casopisech kazdy mésic n¢kolik praci o vyvoji
a validaci stabilitu indikujicich metod. Vyrazné prevazuji HPLC metody na reverzni fazi s UV
detekci, obcas se vyskytuji HPLC-MS, vysokoucinna tenkovrstevna chromatografie (HP-TLC)
nebo plynova chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS). Vybér nejnovéjSich
chromatografickych stabilitu indikujicich metod je uveden v Tab. 3. Existuji prace, kde byly
jako stabilitu indikujici metody pouzity spektrofotometrie!* nebo micelarni elektrokineticka

chromatografie (MEKC)">.
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Tab. 3: Piehled vybranych stabilitu indikujicich chromatografickych metod

Stresové podminky Analyzované lé¢ivo Typ SIM citace
Kysela a bazicka hydrolyza, Ribavirin HPLC 16
oxidace, fotolyza

Hydrolyza, oxidace, fotolyza, Maprotilin HPLC 17
teplo

Kysela a bazicka hydrolyza, Gemcitabin HPLC 18
oxidace, fotolyza

Hydrolyza, oxidace, fotolyza, Halobetasol propionat HPLC 19
teplo

Kysel4 a bazicka hydrolyza, Celecoxib HPLC 20
fotolyza, teplo

Hydrolyza, oxidace, fotolyza, Hydrokortizon acetat HPLC 21
teplo

Kysela a bazické hydrolyza UV, Trandolapril HPLC 22
oxidace

* Aminexil, Minoxidil HPLC 23
* Perindopril terc-butylamin HPLC 24
* Prednisolon HPLC 25
Bazicka hydrolyza, oxidace, Pitavastin calcium HP-TLC 26
fotolyza, teplo

Kysel4 a bazicka hydrolyza Saxagliptin HPLC-MS |27
Oxidace, teplo, fotolyza

Kysela a bazicka hydrolyza, Irbesartan, Amlidipin Besylat | HPLC-MS | 28
oxidace, teplo

* Trimetazidin dihydrochrolid | GC-MS 29

* stresové testy nebyly provadeny, vzorky byly pouze spikovany necistotami
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2.4 Rivaroxaban

2.4.1 Vlastnosti

Chemicky nazev rivaroxabanu je 5-chlor-N-({(5S)-2-0x0-3-[4-(3-0x0-4-morfolinyl)fenyl]-1,3-
oxazolidin-5-yl} methyl)-2-thiofen-karboxamid (Obr. 2) a molekulovd hmotnost 435,89 g/mol.
1,3-oxazolidinovy kruh ma v poloze 5 chiralni uhlikovy atom s (S) konfiguraci. Konfigurace

molekuly se potvrzuje rentgenovou strukturni analyzou monokrystalu.*

Obr. 2: Molekula rivaroxabanu®'

Rivaroxaban je bily aZ naZloutly praSek pouze mirné rozpustny v organickych
rozpoustédlech (aceton, polyethylenglykol 400) a prakticky nerozpustny ve vodé a vodnych
roztocich s pH 1-9 (rozpustnost v zdvislosti na pH je pouze 5-7 mg/l pii teploté 25 °C).
Rivaroxaban krystaluje ve tfech formach, z nichz pouze forma oznacena jako polymorf I je
termodynamicky stabilni a je tedy pouzivana k vyrobég tablet. Identita polymorfu I se ovétuje
Ramanovou spektroskopii.*

Jako 1éciva latka se rivaroxaban tadi mezi antitrombotika a plsobi jako vysoce
selektivni ptfimy inhibitor faktoru Xa biologicky dostupny pii peroralnim podéani. Aktivovany
serin-protedazovy faktor Xa hraje vyznamnou roli pii sraZeni krve tim, Ze katalyzuje preménu
protrombinu na trombin. Inhibici faktoru Xa dosdhneme sniZeni koagulace aktivované
trombinem, proto je tato cesta povazovana za ucinnou strategii pro prevenci jak arteridlni tak
venozni trombozy.*°

Rivaroxaban byl vyvinut kolem roku 2005 némeckou spole¢nosti Bayer HealthCare
AG??, kterou byl registrovan jako prvni ze skupiny pfimych peroralnich inhibitorti faktoru Xa

jako 1é¢ivy ptipravek ve formé tablet s ndzvem (Obr. 3).%3
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Obr. 3: Baleni tablet Xarelto obsahujicich rivaroxaban jako ticinnou latku®

Pouziva se k prevenci zilni tromboembolie (VTE, tvorbu sraZeniny v zilach) u
dospélych, ktefi podstupuji operaci nahrady ky&elniho nebo kolenniho kloubu.?%

Lidé trpici fibrilaci sini musi také uzivat antikoagulanty, protoze fibrilace zvySuje riziko
vzniku krevnich stazenin v srdci, které mohou cestovat do mozku a zptsobit mrtvici.
Antikoagulanty jsou znamy jiz mnoho let, ale jejich nevyhodou je, Ze obvykle zabrafuji srazeni
krve i v pripadech, kdy je srazeni zadouci a dochazi tak k nezddoucimu krvaceni.>*

Do nedavné doby byl jedinym lékem pro prevenci cévni mozkové piihody u pacientl
s fibrilaci sini warfarin. Ten ma ale velkou nevyhodu v nutnosti peclivého sledovani davkovani
periodickymi krevnimi testy. V poslednich letech FDA schvalila tii nové antikoagulaéni 1éky —
Pradaxa (dabigatran), Xarelto (rivaroxaban) a Eliquis (apixaban). Na zéklad¢ klinickych studii,
které zahrnovaly vice nezZ 50 000 pacientl z celého svéta dosla FDA k zavéru, Ze vSechny tfi
1éky byly bud’ ekvivalentni nebo t€inné;si nez warfarin s ptijatelnym rizikem krvaceni. Tyto ti1
1éky maji nékteré vyhody vcetné mensi interakce s jidlem a dal$imi Iéky a rychly nastup ucinku
zcela bez nutnosti monitorovani krve. Navic U¢inky po vysazeni téchto 1ékt rychle odeznivaji,

i¢inky warfarinu ptetrvavaji mnoho dni po ukonéeni uzivéani.**
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Farmakodynamika

U ¢loveka byla zjisténa inhibice faktoru Xa p¥imo umérna davce.*°

Farmakokinetika

Peroralni absorpce rivaroxabanu je rychld, t¢émét kompletni, biologicka dostupnost dosahuje
80 — 100 % a maximalni koncentrace je dosazeno po 2 — 4 hodinach od uziti tablety.
Rivaroxaban se vdze z 92-95 % na plazmatické proteiny, hlavné na sérovy albumin.**
Metabolismus je blize popsan v kapitole 2.4.4. Uprava davky podle pohlavi, véku (vyjma déti

do 18 let, kde nebyla stanovena bezpe&nost), télesné hmotnosti ani etnika pacient(l neni nutna.>

2.4.2 Stabilita rivaroxabanu

Tti Sarze rivaroxabanu v pevné form¢ byly podrobeny stabilitni studii, kdy byly vystaveny
teploté 25 °C a 60% relativni vzdusné vlhkosti po dobu 18 mésicii a také 40 °C a vlhkosti 75 %
(zrychlené podminky skladovani) po dobu 6 mésici. Léciva latka byla uréena jako velmi
stabilni, nebot’ nebyly zjistény zaddné vyznamné zmény ani pii zrychlenych podminkach
skladovani. Studovanymi parametry byly vzhled (materidl, barva), barva roztoku, polymorfie,
velikost ¢4stic, enantiomerni Cistota, organické necistoty, obsah hlavni latky a obsah vody. Tyto
parametry byly sledovany pomoci analytickych zkuSebnich metod, které prokazaly stabilitu
indikujici vlastnosti. Ve vSech ptipadech vysledky spliiovaly definované podminky kvality
nastavené v dobé testovani. NedoSlo k degradaci nebo zvySeni obsahu vody a nebyly zjiStény
zadné trendy. Doplitkové stabilitni studie byly provadény za stresovych podminek. Vysledky
ukazaly, Ze rivaroxaban je stabilni za zvySené teploty 1 pii plisobeni svétla a dostate¢né odolny

vi¢i hydrolyze, proto nejsou nutné zadné specialni obaly.>

V kvétnu 2014 autofi Ramissetti a Kuntamukkala nejspis§ zatim jako jedini publikovali
préaci zamétenou na vyvoj a validaci stabilitu indikujici LC-PDA-MS/MS metody pro separaci,
identifikaci a charakterizaci procesnich necistot a degradacnich produktli rivaroxabanu.
Degradacéni produkty oddélili pomoci semipreparativni HPLC a podrobili méfeni na nuklearni
magnetické rezonanci (NMR). LC-PDA metodu validovali klasickym zptsobem. Zasobni
roztok Rivoroxabanu o koncentraci 2 mg/ml pfipravovali rozpuSténim prasku v minimu
dimethylsulfoxidu a doplnénim na objem diluentem (60% acetonitril). Stresovan byl roztok o

koncentraci 1 mg/ml RVB, ktery byl pfed analyzou jesté 5x zfedén. Jako mobilni fazi pouzivali
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20 mM octan amonny a acetonitril (65 : 35), separace probihala na kolon¢ Kinetex Cig o
rozmérech 150x4,6mm s velikosti ¢astic Sum a pii teploté 30 °C. Pritok byl 1ml/min a detekce

pii 254 nm. Vysledky a podminky stresovych testl jsou uvedeny v Tab. 4.(cit.>)

Tab. 4: Stresové podminkya vysledky stresovdni rivaroxabanu’®

Degradace Podminky Obsah RVB Celkové necistoty Pocet
(% w/w) (% w/w) DP
HCI IM, 1h 93,5 6,1 1
NaOH IM, 1h 80,8 18,4 3
H>0» 10% H20,24h 99,7 - 0
Hydrolyza teplem 8h, 60°C 99,9 - 0
Teplo v pevném stavu 7 dni, 60 °C 99,5 - 0
UV v pevném stavu 7 dni, 254 nm 99,7 - 0

Autofi také navrhli na zakladé¢ hmotnostnich spekter fragmentacni cesty rivaroxabanu (Obr. 4)
a jeho degradac¢niho produktu hydrolyzy (Obr. 5). V nestresovaném vzorku RVB nalezli
procesni necistotu v mych vysledcich ozna¢enou jako RVBMO4. Pti stresu v kyselém prostiedi
pozorovali produkt hydrolyzy, ktery byl pozorovan také pfi stresu v bazickém prostiedi.
Pii tomto stresu poté pozorovali dalsi dva degradacni produkty, z nichZ jeden zistaval
neionizovan ve zdroji ESI a nebyl tudiZ objasnén. Struktura druhého degradacniho produktu
byla objasnéna. Ve své experimentalni praci jsem dospéla k podobnym vysledkiim pfti stresu v

kyselém prostiedi.
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Obr. 5: Navrhované fragmentacni cesty molekuldrniho iontu produktu hydrolyzy ozn. DP-1.(cit. )

2.4.3 Vyroba a typické zkousky

Rivaroxaban se vyrabi pétikrokovou syntézou s pouzitim 4-(4-nitrofenyl)-3-morfolinonu jako
vychoziho materidlu. Dale musi byt syntetizovany tii klicové meziprodukty, které jsou pak
pouzity v reakci za vzniku ucinné latky. Po rekrystalizaci surového rivaroxabanu je material

mikronizovan. *°
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Specifikace ucinné latky (API) zahrnuje zkousky na:
o barvu roztoku
o identifikaci (IR, HPLC)
e obsah (HPLC)
o enantiomerni Cistotu
o polymorf I (Ramanova spektroskopie)
o velikost ¢astic (laserova difrakce)
o piibuzné (related) necistoty (HPLC)
o zbytkova rozpoustédla (GC)
o obsah vody (metoda podle Karl-Fischera)
o Siranovy popel (Ph. Eur)
o tézké kovy (Ph. Eur)

« mikrobialni ¢istota (Ph. Eur)®

Specifikace findlniho produktu zahrnuje zkousky na:
o Vzhled
« 1identifikace (TLC, NIR a HPLC)
o obsah (HPLC)
o disoluce (Ph. Eur. lopatkovy pfistroj)
o stejnomeérnost davky (Ph. Eur)

« nedistoty a mikrobialni &istota (Ph. Eur)*?

2.4.4 Metabolismus

Rivaroxaban je pfedmétem oxidativniho metabolismu v jatrech. Metabolické drahy
rivaroxabanu u ¢lovéka jsou podobné drahdm u zvitat (potkani a pst), které byly zaznamenany
ve studii in vitro pomoci jaternich mikrosomt a hepatocyti.?’

Vyluc¢ovani dochézi prfedevsim prostiednictvim ledvin (66%) a v mensi mife vykaly a
zluci (28%), pticemz 36% rivaroxabanu je vyluCovano v nezménéné formé moci a 7% se

vylucuje v nezménéné formé& exkrementy. Eliminacni polocas peroralné podaného

19



rivaroxabanu je 5-9 hodin u zdravych jedincti ve véku 20 - 45 let. U lidi neexistuje zddny ndznak
mozné metabolické konverze S-rivaroxabanu na R-enantiomer. >

Navrhovany systém pro metabolismus rivaroxabanu, zalozeny na strukturach vSech
znamych metaboliti je na Obr.6. Celkem bylo identifikovano 18 metaboliti. M-1 byl
identifikovan jako hlavni metabolit v lidskych exkrementech a byl vyluc¢ovan ledvinami a Zlu¢i.
Metabolity M-2, M-4 a M-7 byly identifikovany jako méné se vyskytujici metabolity. M-4 byl
vyluCovan vyhradné ledvinami, zatimco M-2 a M-7 byly vyluCovany ledvinami i exkrementy.
Metabolitni profily v moci a exkrementech u potkant a pst byly kvalitativné podobné jako u
lidi, 1 kdyZ M-4 byl hlavnim metabolitem v moci psu (spiSe nez M-1) a M-7 nebyl nalezen u
potkant. M-1 byl formovéan oxida¢ni degradaci morfolinonové ¢asti molekuly rivaroxabanu.
Kromé¢ toho méné vyznamné metabolity M-5 a M-6 jsou také produkty oxida¢ni degradace
morfolinonového kruhu. Metabolit M-4 vznikal hydrolyzou amidové vazby rivaroxabanu, s
naslednou konjugaci 5-chlor-2-thiofen-karboxylové kyseliny s glycinem. Metabolit M-7 byl
vysledkem hydrolytického $tépeni laktamu amidové vazby v morfolinonové ¢asti. Je mozno
ucinit zaver, ze metabolismus rivaroxabanu se probiha dvéma hlavnimi cestami: oxidacni
degradaci morfolinonové &4sti a hydrolyza rtiznych amidovych vazeb. 3

Struktury metabolitd byly identifikovany metodou HPLC-MS a potvrzeny méfenim na
nuklearni magnetické rezonanci ve studii pana Langa.’” Na Obr. 7 jsou uvedené struktury

nekolika metaboliti, které souvisi s mymi vysledky.
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Obr. 7: Struktury vybranych metabolitit navrhnuté na zdakladé MS a NMR
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Stabilitu indikujici vlastnosti HPLC metody oznacené AM-AQC-LC1182 (dale jen LC1182)

pro rivaroxaban byly ovéfovany na zaklad€ sledovani necistotnich profila stresovanych vzorki.

Zaroven byl sledovan obsah hlavni latky metodou oznacenou AM-AQC-LC1183 (dale jen

L.C1183) a mozna racemizace byla sledovana metodou oznacenou AM-AQC-LC1184 (dale jen

LC1184). Ptfi analyzach témito metodami se sledovalo, zda hodnoty namétenych parametri

vyhovuji kritériim stanovenym ve validacnim protokolu. Degradacni produkty vznikajici

vlivem stresovych podminek byly na zavér podrobeny analyze LC-MS za ucelem pokusu o

objasnéni jejich struktury.

3.1 Vzorky a standardy

Rivaroxaban (RVB), vzorek Sarze MV110502/02/01 a Sarze 76191000317
Rivaroxaban, S-enantiomer (S-RVB) standard, kontrolni ¢. RD060A, 99,7%
Rivaroxaban, R-enantiomer (R-RVB) standard, kontrolni ¢. RD4991, 98,8%

RVB test mixture (testovaci smés necistot RVBMO06, RVBMO04, RVBNII a
rivaroxabanu), kontrolni ¢. RD5011-3

RVBMO04 standard, kontrolni ¢. RD4761, 100%

(vS8echny standardy a vzorky byly vyrobeny ve spole¢nosti Teva)

3.2 Chemikalie

Acetonitril (MeCN) Chromasolv Plus for HPLC > 99,9% (Sigma-Aldrich, Némecko)
Deionizovana voda pfipravena pomoci systému Milli-Q Gradient A10 (Millipore, USA)
Methanol (MeOH) supragradient HPLC grade (Scharlab, Spanélsko)

Dichlormethan (DCM) Chromasolv for HPLC > 99,8% (Sigma-Aldrich, Némecko)
Terc-butyl(methyl)ether (TBME) Chromasolv. HPLC > 99,8% (Sigma-Aldrich,
Némecko)

Triethylamin (TEA) p.a., > 99,5 % (Sigma-Aldrich, Némecko)

Kyselina trifluoroctovéa (TFA) Reagent Plus, 99% (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina chlorovodikova (HCI) 35-38% (Lach-Ner, Neratovice, CR)

Hydroxid sodny (NaOH) Standard solution 1M (Fluka, Svycarsko)

Peroxid vodiku (H202) nestabilizovany 30% (Lach-Ner, Neratovice, CR)
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Kyselina octova (CH3COOH) 100% (Riedel-de Haen, Némecko)

Oxid manganicity (MnO2) ReagentPlus > 99% (Sigma-Aldrich, Némecko)
Acetonitril (MeCN) Chromasolv LC-MS grade (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina mraven¢i (HCOOH) reagent grade > 95 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
Water HPLC/voda HPLC (Lach-Ner, Neratovice, CR)

Instrumentalni vybaveni

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf Infinity 1290 s PDA detektorem (Agilent,
USA), chromatograficka kolona Kinetex C18 (rozmér 150x3 mm, velikost ¢astic 2,6

pm), Part No. 00F-4462-Y0 (Phenomenex, Némecko)

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf Alliance 2695 s PDA a UV detektorem
(Waters, USA), kolona ChiralPak IB-3 (250%4,6 mm, velikost ¢astic 3 um), vyrobce:

Chiral Technologies Europe, Francie

Hmotnostni spektrometr Thermo LTQ XL s chemickou ionizaci za atmosférického
tlaku a linearni iontovou pasti, LC pumpou Accela a PDA detektorem (Thermo

Scientific, USA)

Ultra-t¢inny kapalinovy chromatograf Acquity (Waters, USA), chromatograficka
kolona Kinetex XB-C18 (rozmér 50%2,1 mm, velikost ¢astic 2,6 um), Part No. 00B-
4496-AN (Phenomenex, Némecko)

Hmotnostni spektrometr s vysokym rozlisSenim Synapt G2-S s ionizaci elektrosprejem

a hybridnim QqTOF analyzatorem (Waters)

Zatizeni pro degradaci UV zatfenim SunTest CPS/CPS+ (Atlas, Némecko)
Ultrazvukova lazen Elmasonic S30 (Elma Ultrasonic, Némecko)
Analytické vahy XP26 (Mettler Toledo, USA)

Vodni lazen HAAKE DC10 (Thermo Scientific, USA)

Vakuova suSarna
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3.4 Experimentalni podminky pouzitych instrumentilnich metod

3.4.1 Metody pro necistotni profil (LC1182) a obsah hlavni latky (LC1183)

HPLC systém Agilent Infinity 1290; kolona: 150 x 3 mm Kinetex C18; 2,6 um
Mobilni faze A: 1 ml/l TFA ve vodé€; B: MeCN

Pritok 0,8 ml/min, teplota kolony 45 °C, teplota vzorku 25 °C, detekce UV 244 nm,
nastiik 0,4 pl pro LC1182 a 5 ul pro LC1183.

Tab. 5: Prubéh gradientu mobilni fize

Cas (min) 0 1,2 3,5 90 | 11,0 13,0 | 13,1 16,0
A (%) 95 95 77 68 50 20 95 95
B (%) 5 5 23 32 50 80 5 5

3.4.2 Metoda pro stanoveni enantiomerni Cistoty (LC1184)

HPLC systém Waters Alliance 2695, kolona Chiralpak IB-3, 250 % 4,6 mm, 3 pm
Mobilni faze: DCM + TBME + MeCN + TEA (40:40:20:0,1; v/v/v/v)

Pratok 1 ml/min, teplota kolony 30 °C, detekce UV 260 nm,

davkovany objem 5 pl, teplota autosampleru 20°C.

3.4.3 Metoda LC-MS (Thermo LTQ XL)

LC: Pro separaci byly pouzity chromatografické podminky z metody LC1182 viz 3.4.1.
MS: Hmotnostni spektrometr Thermo LTQ XL, APCI" mdd, full-scan MS 50-1000, data
dependent scan MS??.

Tab. 6: Parametry nastavené pro hmotnostni spektrometrii

Parametr Hodnota

Napéti na kapilare 40V

Teplota kapilary 220 °C
Vaporizer Temp 350 °C
Spray Current 2,5 uA
Sheath Gas Flow Rate 50 1/h
Aux Gas Flow Rate 20 1/h
Tube Lens 90V

Hmotnostni spektra jsou uvedena v Ptiloze 9 — 15.
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3.44 Metoda LC-HRMS (Synapt G2-S)

LC: UPLC systém Waters Acquity

Kolona: Kinetex XB-C18 (rozmér 50 x 2,1 mm, velikost ¢astic 2,6 um)

Mobilni faze A: 1 ml/l HCOOH ve vodé; B: MeCN

Prttok 0,6 ml/min, teplota kolony 45 °C, detekce 244 nm, nastiik 10 pl

Tab. 7: Pritbéh gradientu mobilni faze

Cas (min) 0 1,0 4,5 6,0 7,0
A (%) 95 95 70 20 95
B (%) 5 5 30 80 5

MS: Hmotnostni spektrometr Synapt G2-S, ESI" mod, hmotnostni §kéla byla nakalibrovana na
klastry mraven€anu, k priibézné korekci namétenych hodnot m/z byl pouzivén ,,Lockspray*

s referenc¢ni latkou leucin-enkefalin.

Tab. 8: Parametry nastavené pro hmotnostni spektrometrii s vysokym rozliSenim

Parametr Hodnota
Napéti na sprejovaci kapilaie 3kV
Teplota desolvatace 500 °C
Pritok desolvataéniho plynu 800 I/h
Kolizni energie 20V
Cone gas 0l/h
Sampling one 40
Source offset 80
Teplota zdroje 100 °C
Nebuliser 6 bar
LM Resolution 4 nebo 15

3.5 Priprava roztokii a postup méreni pro ovéreni parametri SIM HPLC

3.5.1 Stresové testovani

Vzorek Rivaroxabanu byl stresovan v roztoku, za kyselych, bazickych a neutralnich podminek.
Byl také vystaven oxidaci, sv€tlu a zahtivani, pfi¢emz posledni dva zminiované byly provedeny
také se vzorkem v pevném stavu podle standardniho operacniho postupu.

Podminky stresovani byly voleny (optimalizaci doby expozice stresovym podminkam

nebo koncentrace stresového ¢inidla) tak, aby mira degradace neptesahovala 20 %, to znamena,
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ze obsah stresované latky (RVB) nesmi klesnout pod 80 %. Toto bylo hodnoceno metodou
LC1183 pro obsah hlavni latky v hmotnostnich procentech, kdy obsah RVB byl vyhodnocen
metodou externiho standardu.

Jako diluent byl pouzivan 80% roztok acetonitrilu ve vodé¢. Roztok pro test zpiuisobilosti
o koncentraci 2 mg/ml byl pfipraven navazenim asi 2 mg standardu smési necistot (RVB test
mixture) piimo do vialky a pfidanim 1 ml diluentu (rozpousténi 3 min v ultrazvuku). Smés
necistot obsahovala tii procesni necistoty oznacené RVBMO6 (struktura viz piiloha 4),
RVBMO04 (struktura viz ptiloha 5) a také samotny S-RVB. Déle byl do sekvence zatazen test
citlivosti, ktery byl pfipraven fedénim zasobniho roztoku procesni necistoty RVBMO04
diluentem. Zasobni roztok RVBMO04 byl pfipraven navazenim 10,0 mg standardu RVBMO04 do
10ml odmérné banky, rozpusténim tohoto mnozstvi v ¢istém acetonitrilu a doplnénim po rysku
acetonitrilem. 40 pl takto pfipraveného roztoku bylo pfeneseno do 50ml odmérné banky a
doplnéno diluentem po rysku.

Vzorky pro stresovani v roztoku byly pfipravovany fedénim zasobniho roztoku vzorku
RVB (Sarze MV110502/02/01) o koncentraci 4 mg/ml. Ten byl pfipraven navazenim 400,00
mg vzorku s pifesnosti na dvé desetinnd mista do 100ml odmérmé banky, navdzka byla
rozpus$téna v diluentu (3 min v ultrazvuku) a po vytemperovani na 20 °C byla odmérna banka
doplnéna diluentem po rysku. Pro stresovani bylo odebrano vzdy 10 ml zasobniho roztoku a
odpipetovano do 20 ml odmérné banky. Jedna odmérnd banka byla doplnéna po rysku
diluentem, tento nestresovany roztok byl analyzovan. 8 ml tohoto roztoku bylo odpipetovano
do kifemenné kyvety pro stres UV zéafenim, kdy plisobici zateni bylo v rozmezi vlnovych délek
300 — 800 nm. V ostatnich ptipadech bylo k 10 ml z4sobniho roztoku v 20ml odmérnych

bankach ptidano stresové ¢inidlo nebo se na néj pasobilo teplem (podminky uvedeny v tab. 9).

Tab. 9: Konecné stresové podminky

Prostredi Stresovy Piidané Doba expozice Teplota
Cinitel mnozstvi
Kyselé (0,9M HCI) 10M HCI 1 ml 20 min 70 °C
Bazické (0,060M NaOH) | 0,3M NaOH 2,5ml 1 hod laboratorni
Oxidac¢ni (5% H202) 30% H20, 2 ml 4 hod 70 °C
(10 mg) pevny MnO» 10 mg 16 hod laboratorni
RVB v roztoku UV zafeni 750 W/m? 30 min 35°C
Teplo - 16 hod 70 °C
RVB v pevném stavu UV zafeni 750 W/m? 7 hod 35°C
Teplo - 16 hod 130 °C
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Po dobé¢ piisobeni byl stres ukoncen v ptipadé HCI, H,O> a stres teplem pouhym
ochlazenim roztoku ve vodni ldzni na 20 °C (bylo prokazano, ze pti dané koncentraci HCI a
H>O; ptisobici na RVB, degradace za laboratorni teploty neprobihd), v ptipadé¢ UV zateni byl
stres ukoncen vypnutim piistroje SunTest. V ptipadé¢ NaOH bylo nutné zneutralizovat roztok
ptikapavanim 10% CH3COOH na pH ~ 7. Po ukonceni stresu byly banky temperovany na 20°C
a doplnény po rysku diluentem. Takto byly pfipraveny tyto roztoky RVB k analyze necistot
metodou LC1182: nestresovany roztok RVB, roztok RVB stresovany s HCI, roztok s NaOH,
roztok s MnQs, stres teplem v roztoku a roztok s H2O».

Pro stresy v pevném stavu bylo navazeno zhruba 220 mg vzorku RVB Sarze
76191000312 do kyvety z kiemenného skla pro stres UV zafenim a do nadoby z obycejného
skla bylo navazeno stejné mnozstvi pro stres zahfivanim. Navazka se v obou piipadech
rozptylila do zhruba 3 mm rovnomeérné vrstvy. Po ukonceni stresti bylo navazeno ptesné 50 mg
stresované latky do 25ml odmérné banky a toto mnozstvi bylo rozpusténo a doplnéno opét pfi
20 °C diluentem. Vysledna koncentrace vSech roztokti RVB piipravenych k analyze necistot
(LC 1182) byla tedy 2 mg/ml.

Blanky pro stresované roztoky byly pfipraveny stejnym postupem, pouze misto
zasobniho roztoku RVB byl vzdy pouzit diluent, byla pfidana stresova ¢inidla (MnO, H>0O»,
HCI, NaOH), ale bez ptisobeni UV a tepla.

3.5.2 Metoda LC1182

Tato metoda slouzila pro stanoveni obsahil necistot a degradacnich produktii ve stresovanych
vzorcich Rivaroxabanu. Hlavni degrada¢ni produkty byly popsany na zékladé€ jejich retencnich
Casii a zaznamenanych UV spekter. K potvrzeni, ze nedochazi ke koeluci Zadné¢ho piku
degradacniho produktu s hlavnim pikem RVB, byla hodnocena ¢istota hlavniho piku (Peak
Purity) viz kapitoly 3.5.5 a 4.1.
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Stresované vzorky rivaroxabanu ptipraveny podle postupu uvedeného v kapitole 3.5.1

byly analyzovany metodou na necistotni profil. Postup analyz byl nasledujici:

nasttik diluentu — ekvilibrace

nasttik diluentu - blank

nastiik roztoku testu citlivosti

nastfik roztoku testu zpiisobilosti

6x nastiik roztoku standardu 1 *

nasttik roztoku standardu 2 *

nastiik roztoku standardu 1 na 80% koncentra¢ni irovni
nastiik roztoku standardu 1 na 50% koncentra¢ni irovni
nasttik roztoku standardu 1 na 25% koncentra¢ni tirovni

jednotlivé nastiiky testovanych vzorkl

* postup pripravy téchto roztokii standardii je uveden v nasledujici kapitole.

Hodnoceni testu zpiisobilosti

Chromatogramy testu citlivosti a testu zplisobilosti jsou uvedeny v pfiloze 1 a ptiloze 2.

Blank: Na chromatogramu blanku na pozici specifikovanych necistot nesmi byt Zadny

pik, jehoZ odezva by byla vétsi nez trojnasobek Sumu (s/n > 3).

— zadny takovy pik nebyl nalezen.

Tab. 10: Hodnoceni kritérii testu zpiisobilosti

Parametr Kritérium Nalezeno Zhodnoceni
s/n (RVBMO04) v testu citlivosti > 10 17,2 Vyhovuje
Retencni ¢as (RVB) 7-10 min 9 Vyhovuje
Tailing (RVB) <13 0,8 Vyhovuje
Rozliseni (RVB/RVBNI11) >2,5 10,8 Vyhovuje

Testované roztoky:

a) Pod pikem RVB nesmi byt zadny skryty pik po vystaveni jakémukoliv stresu.
— Pik RVB byl vyhodnocen jako €isty viz kapitola 4.1, tedy nebyl nalezen

ditkaz pro koeluci s jinym pikem.
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b) Hlavni degrada¢ni produkty nesmi koeluovat se specifikovanymi necistotami.
Toto bylo kontrolovano srovnanim UV spekter pikii degradacnich produkti s
UV spektry standardi necistot. — Koeluce nebyla na zakladé srovnani UV

spekter zjiSténa.

3.5.3 Metoda LC1183

Pro zjisténi obsahu rivaroxabanu v hmotnostnich procentech ve vzorcich po degradaci byla
pouzita metoda LC1183. Vysledky hodnoceni ¢istoty piku byly piejaty z metody LC1182 diky
stejnym analyzovanym vzorkim a stejnym chromatografickym podminkam.

Roztoky pro analyzu byly pfipraveny nafedénim stresovanych roztokl piipravenych
podle postupu uvedeného v 3.5.1. 5 ml kazdého roztoku bylo za temperace 20 °C odpipetovano
do 200ml odmérnych banék a tyto baiiky byly doplnény 40% acetonitrilem po rysku (dostaneme
40x% ztedéné roztoky oproti roztoktim pro metodu LC1182).

Dale byl pfipraven roztok standardu S-RVB, ktery byl nasledné pouzit v hodnoceni obsahu
RVB jako externi standard. Asi 50,00 mg standardu RVB bylo navazeno s pfesnosti na dveé
desetinnd mista do 50ml odmérné banky a rozpusténo v diluentu (3 min v ultrazvuku). Po
vytemperovani na 20 °C byla odmérna barnika doplnéna diluentem po rysku. 5 ml tohoto roztoku
bylo dale fedéno do 100ml odmérné banky doplnénim po rysku 40% MeCN. Timto postupem
byly ze dvou navazek piipraveny roztoky oznacené standard 1 a standard 2. Postup analyzy:

« nastiik 40% MeCN — ekvilibrace

« nastiik 40% MeCN - blank

 nastiik roztoku testu zplsobilosti (v tomto piipade nasttik pouze 0,4 pul)

o 3% nastiik roztoku standardu 1

« 3% nastiik roztoku standardu 1 z jiné vialky

o 3 nastiik roztoku standardu 2

« jednotlivé nastiiky testovanych vzorkt

. nastiik jednoho ze standardii nejpozdéji po 6 analyzach testovanych vzorkl

(kontrolni vzorek)

Hodnoceni testu zpiisobilosti

Blank: Na chromatogramu blanku na pozici RVB nesmi byt zadny pik, jehoz odezva
by byla vétsi nez 0,2 % primeérné plochy hlavniho piku pfi analyzach standardi. — Na pozici

RVB nebyl nalezen zadny takovy pik.
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Tab. 11: Hodnoceni kritérii testu zpiisobilosti

Parametr Kritérium Nalezeno Zhodnoceni

Tailing (RVB) <13 0,8 Vyhovuje

Rozliseni (RVB/RVBNI11) >25 10,7 Vyhovuje
Standardy:

a) RSD ploch pikli 6 nastiiki standardu 1 nesmi piekrocit 0,85 %. — RSD = 0,15%,
vyhovuje

b) RSD odezvovych faktori hlavniho piku pfi kalibraéni analyze (druhd trojice néstiikt
standardu 1 a trojice nastfikli standardu 2) nesmi ptekrocit 2,0 %, — RSD = 0,13%,
vyhovuje

c¢) Pfi analyzach kontrolnich vzorkt (néstfiky standardu mezi testovanymi vzorky) musi

byt nalezend koncentrace RVB v rozmezi 98,0 — 102,0 %. — tento poZadavek byl splnén

3.5.4 Metoda LC1184

Tato metoda slouzila ke kontrole obsahu R-rivaroxabanu, jenz je nezadoucim enantiomerem
produktu Rivaroxabanu (S-izomer). Metoda byla provedena v nevodném prostiedi za
chromatografickych podminek uvedenych v 3.4.2.

Jako diluent byl v této metod¢ pouZzivan dichlormethan. Roztoky vzorkl pro analyzu
touto metodou byly pfipraveny odebranim 250 pl z kazdého vzorku ptipraveného podle postupu
uvedeného v Casti 3.5.1. 250 ul vzorku bylo pfevedeno do vialky a odpateno piti 40 °C proudem
dusiku. Odparek byl néasledné znovu rozpustén v 1,0 ml diluentu. Dale byl pfipraven roztok
testu rozliSeni, ktery byl smichan ze zasobnich roztoki S-RVB a R-RVB o koncentracich 0,5
mg/ml. Do 20ml odmérné baiiky s roztokem S-RVB doplnénym po rysku bylo ptidano 30 pl
roztoku R-RVB. Vysledny obsah R-RVB byl pfiblizné 0,15 %. Roztok testu citlivosti byl
pfipraven pfidanim 30 pl roztoku R-RVB do 20ml odmérné banky s diluentem a doplnénim po
rysku. Pro hodnoceni mozné koeluce nékterého degrada¢niho produktu s pikem R-RVB byly
pfipraveny Ctyfi roztoky S-RVB s koncentracemi R-RVB 0,5; 1,0; 5,0 a 10,0% a zaznamenana
jejich UV spektra.
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Po ekvilibraci systému byly provedeny tyto analyzy:
« 1x nastiik DCM — blank
« Ix nastiik testu citlivosti
o 1x nastiik testu rozliSeni
« 1x nastiik kazdého testovaného vzorku
« 1x nastiik testu rozliSeni
« 1% nastiik R-RVB na 0,5% koncentra¢ni urovni
« 1x nastiik R-RVB na 1,0% koncentra¢ni urovni
« 1x nastiik R-RVB na 5,0% koncentra¢ni trovni
« 1x nastiik R-RVB na 10,0% koncentra¢ni tirovni
Hodnoceni testu zpusobilosti
Blank:
a) na chromatogramu blanku na pozici R-RVB nesmi byt zadny pik, jehoz odezva by
byla vétsi nez trojnasobek Sumu (s/n > 3). — Nebyl nalezen zadny takovy pik.
b) mozna koeluce piku s hlavni latkou S-RVB miize mit plochu odpovidajici maximu
0,2 % hlavniho piku v chromatogramu roztoku testu rozliSeni. — koeluce nebyla

pozorovana.

Tab. 12: Hodnoceni kritérii testu zpiisobilosti

Parametr Kritérium Nalezeno Zhodnoceni

s/n (R-RVB) pro test citlivosti > 25 50 Vyhovuje

Tailing (S-RVB) <25 2,0 Vyhovuje

RozliSeni (S-RVB/R-RVB) >2,0 2,2 Vyhovuje
Vzorek:

Z4dny degradaéni produkt by nemél koeluovat s pikem R-RVB. Toto bylo hodnoceno
srovnanim UV spekter pikt se spektry standardi. — Srovnanim UV spekter nebyla prokazana

zadna koeluce.

3.5.5 Hodnoceni ¢istoty piku (Peak purity)

Dtive nez mohla byt hodnocena Cistota piku a spektralni homogenita, bylo nutné
stanovit rozmezi vlnovych délek pro sniméani UV spekter separovanych latek. Pokud studovana

latka neabsorbuje pii vyssi vlnové délce, je maximalni hodnota vlnové délky urcena jako

cv v
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metody LC1182 a LC1183 (m¢ly stejné chromatografické podminky) byl zaznamenan
chromatogram (obr. 8), kde byl PDA detektor nejprve vynulovan proudénim vody a poté byla
voda vyménéna za mobilni fazi o slozeni MFA:MFB, 70:30, v/v, coz odpovidalo slozeni
mobilni faze v detektoru v retencnim ¢ase RVB. V bod¢ chromatogramu, kde byla jiz zakladni
linie ustalena (napt. 40 min), bylo vyextrahovdno UV spektrum, ze kterého byla urcena cut-off
vlnova délka. Tu je doporuceno odecitat v blizkosti 0,1 AU (obr. 9). Vliv absorbance mobilni
faze je v tomto bod¢ minimalni. Rozsah vlnovych délek pro zdznam UV spekter byl tedy ur¢en

od 225 nm do 350 nm.
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Obr. 8: Chromatogram zdkladni linie mobilni faze pro metody LC1182 a LC1183
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Obr. 9: UV spektrum mobilni faze pro metody LC1182 a LC1183 ve 40. minuté s vloZenym detailem
UV spektra s vyznacenou cut-off hodnotou
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Pro chiralni metodu LC1184 byla hodnota cut-off ur¢ena obdobn¢ jako v ptedchozim ptipade¢.
Byl zaznamenan chromatogram (obr. 10), kdy byl nejprve detektor vynulovéan pfi prichodu
vody, poté prochazel isopropanol, kvili piechodu na nevodnou mobilni fazi. Na zavér
detektorem prochazela mobilni faze o slozeni DCM + TBME + MeCN + TEA (40:40:20:0,1).
Z chromatogramu bylo vyextrahovano UV spektrum po ustaleni linie ve 40. minuté (obr. 11).
S ohledem na vysokou absorpci mobilni faze a vinovou délku 260 nm zakotvenou v metodé,
byla zvolena cut-off hodnota 258 nm. Rozsah vinovych délek pro zaznam UV spekter byl tedy

ur¢en od 258 nm do 350 nm.
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Obr. 10: Chromatogram zakladni linie mobilni faze pro metodu LC1184

40,049 Extracted
00

235,1 40,049 Extracted

cut off 258 nm

AU

208,00 224,00 240,00 256,00 273,00 288,00
nm

193,00

210,00 240,00 270,00 300,00 330,00 360,00 390,00
nm

Obr. 11: UV spektrum mobilni faze pro metodu LC1184 ve 40. minuté s vloZenym detailem UV spektra
s vyznacenou cut-off hodnotou
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Dale bylo pfed hodnocenim ¢istoty piku nutné ovéfit, Ze maximalni absorbance piku RVB na
100 % koncentra¢ni irovni neni vyssi nez 1 absorban¢ni jednotka (1 AU) v zobrazeni maxplot.
Maxplot zobrazuje chromatogram, kde kazdy bod je absorban¢nim maximem spektra v
daném Case, pomoci n¢j zjistime maximalni odezvu pti dané vinové délce. Byl nastiiknut roztok

standardu. Toto kritérium bylo splnéno, nebot’ maximalni hodnota dosahla 0,93 AU viz obr. 12.
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Obr. 12: Chromatogram standardu RVB v zobrazeni maxplot.

UV spektra piku RVB v roztocich standardll byla ukladana do knihoven a porovnavana
programem se spektry piku RVB ve stresovanych vzorcich. Byly zjiStény maximalni hodnoty
Purity Angle a Match Angle. Purity Angle je mirou spektralni nehomogenity napti¢ pikem
vypocitany porovnanim vSech spekter v integrovanych picich proti spektru ve vrcholu piku.
Cim je niZ8i, tim mensi je rozdil mezi spektry napfi¢ pikem. Match Angle je mirou rozdilu mezi
spektrem ve vrcholu piku a referencnim spektrem. Nizs§i Match Angle znamena mensi rozdil
mezi srovnavanymi spektry. Purity Threshold je souctem Noise Angle a Solvent Angle. Jedna
se 0 horni limit detekce tvarovych diferenci mezi dvéma spektry. Noise Angle je mirou
spektralni nehomogenity zplisobné ptispévkem Sumu systému k Sumu naptic pikem. Solvent
Angle je mirou spektralni nehomogenity zplsobené piispévkem Sumu systému k Sumu napfic
pikem. Match Threshold je souctem Match Noise Angle a Match Solvent Angle (veli¢iny
obdobné noise angle a solvent angle uzivané¢ v pfipad¢ srovnavani spektra vrcholu piku
s referen¢nim spektrem).

Hodnoty Purity Angle byly srovnavany s vypoctenymi hodnotami Purity Threshold a
pokud platilo, Ze Purity Angle < Purity Threshold, pik byl povaZovan za spektralné Cisty, byla
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vyloucena koeluce s jinou latkou. Homogenita piku RVB byla prokazana, pokud platilo, ze

Match Angle < Match Threshold.
3.6 Priprava roztoki a postup méreni pro metody LC-MS

Nejprve byly LC-MS a LC-MS" zaznamy degradujicich vzorkd z metody LC1182
poftizeny ve spolecnosti Teva. Chromatograficka separace probihala za stejnych podminek, jaké
jsou definovany metodou LC1182, pouze TFA byla v mobilni fazi nahrazena HCOOH.
K separaci byla pouZita stejna kolona. Hmotnostni spektrometr LTQ dovoloval pracovat pouze
s jednotkovym rozlisenim a tudiz nebylo mozné piesné¢ ur¢ovat sumarni vzorce degradac¢nich
produktii a jejich fragmentd.

Za Ucelem zjisténi pfesnych hodnot m/z byly znovu pfipraveny vzorky za takovych
podminek, pfi nichz probihala degradace RVB (podle postupu v ¢asti 3.5.1, avSak v polovi¢nim
objemu), jednalo se o roztok nestresovany, stresovany v prostiedi HCIl, stresovany v prostiedi
NaOH, stresovany v prostfedi H>O; a stresovany UV zafenim v roztoku. Pfed analyzou LC-MS
byly roztoky o koncentraci 2 mg/ml RVB jesté 100x zifedény smési pocatecniho gradientu (95
% MFA a 5% MFB). Tyto vzorky byly poté mé&feny na hmotnostnim spektrometru s vysokym
rozliSenim v Regionalnim centru pokrocilych technologii a material v Olomouci. Ovladani
pristroje pfi méfeni a nasledné vyhodnoceni vysledkd bylo provedeno programem MassLynx
verze 4.1. Struktury latek a jejich fragmentd byly navrhovany na zéklad¢é porovnavani hodnot
m/z experimentalné zjisténych s hodnotami teoreticky vypocitanymi pro rtizné kombinace

sumarnich vzorcu

36



4 Vysledky a diskuze

4.1 Vysledky hodnoceni ¢istoty piku

Piky RVB u vSech stresovanych vzorkit mohly byt povazovany za ¢isté, protoze hodnoty
Purity Angle byly mensi nez hodnoty Purity Threshold. Zaroven se nenasel zadny
spektroskopicky dikaz pro koeluci piku a byla potvrzena homogenita hlavniho piku u vSech
stresovanych vzorkt (Match Angle byl vzdy vétsi nez Match Threshold). Detailni vysledky
jsou uvedeny v tab. 13 a 14.

Tab. 13: Vysledky hodnoceni Cistoty piku s pouZitim parametrii: A)....Purity Angle (0,090) a Match
Angle (0,009); B).....Purity Angle (0,048) a Match Angle (0,010)

Stres Purity Purity Match Match
Angle Threshold Angle Threshold

Nestresovany RVB # 0.050 0.096 0.007 0.012
0,9M HCI (70°C, 15 min)® 0.041 0.097 0.011 0.012
Svétlo (750 W.m2, 30 min) #) 0.043 0.096 0.010 0.012
0,06M NaOH (LT, 1 h)# 0.042 0.098 0.010 0.013
MnO; (10 mg, LT, 16 h) 0.053 0.097 0.007 0.012
Teplo (75°C, 16 h) ® 0.047 0.053 0.006 0.011
5% H,0, (70°C, 4 h) ® 0.046 0.057 0.010 0.012

Tab. 14: Vysledky hodnoceni Cistoty piku s pouZitim parametrii: Purity Angle (0,048) a Match Angle
(0,008)

Stres Purity Purity Match Match
Angle Threshold Angle Threshold
Nestresovany RVB 0.048 0.053 0.007 0.011
Teplo (130°C, 16 h) 0.044 0.052 0.006 0.011
Svétlo (750 W.m™2, 7 h) 0.044 0.052 0.006 0.011

4.2 Nestresovany vzorek RVB Sarze MV110502/02/01

Tento vzorek byl pouzit jako srovnavaci pro vSechny stresové testy v roztoku. V necistotnim
profilu nestresovaného vzorku (obr. 13) nebyla nalezena Zadna necistota s obsahem vétSim nez
0,04 % (hodnota 0,04 plo$nych procent je stanovena jako tzv. reporting level — piky, které maji
mensi plochu nez 0,04 % se nesleduji). Obsah RVB byl v tomto piipadé 99,9 plosnych procent
a 100,1 hmotnostnich procent. Z tohoto chromatogramu bylo také ziskano UV spektrum RVB
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(obr. 14). Chromatogram zaznamenany pii chirdlni metodé je na obr. 14, obsah R-RVB zde

¢inil 0,54 plosnych procent.
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Obr. 13: Chromatogramy 7 metody LC1182 a) nestresovany vzorek, b) blank

Obr. 14: UV spektrum rivaroxabanu 7 metody LC1182
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Obr. 15: Chromatogramy 7 chirdlni metody LC1184 a) nestresovany vzorek, b) blank

V chromatogramech zaznamenanych metodou LC-HRMS eluoval RVB v reten¢nim case 4,58
min (obr. 21). V zaznamenanych hmotnostnich spektrech poskytoval RVB molekulovy ion
s hodnotou m/z 436,0738 (Ci9Hi9N30sSCI") viz obr. 16. Vypoc&itand hodnota m/z ¢inila
436,0734 pro sumarni vzorec Ci19Hi9N30sSCI", chyba byla 0,9 ppm. Fragmenta¢ni spektrum
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poskytovalo dva fragmenty m/z 144,9516 (CsH,OSCI"; 0,7 ppm) a 231,1132 (Ci3HisN2O2™,
0,9 ppm) viz obr. 17.

rivaroxaban 20 ug/ml
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Obr. 16: MS spektrum 7 chromatografické separace nestresovaného vzorku RVB o koncentraci 20
ug/ml v retenénim cCase 4,58 min.

rivaroxaban 20 ug/mi
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Obr. 17: MS/MS spektrum iontu m/z 436

4.3 Roztok vzorku RVB vystaveny kyselému prostiredi (HCI)

Vzorek byl vystaven po dobu 20 minut 0,9M HCI pfi teploté 70 °C. V nec€istotnim profilu (obr.
18) byl nalezen jeden hlavni degrada¢ni produkt v retenénim case 6,67 min, s obsahem 13,6
plosnych procent (ozn. DP-1). Ostatni necistoty mély obsah mensi nez 0,04 %. Obsah RVB byl
v tomto piipadé€ 86,3 plosnych procent a 94,0 hmotnostnich procent. Z chromatogramu bylo
také ziskano UV spektrum neznamé necistoty (obr. 19). Chromatogram zaznamenany pfii

pouziti chirdlni metody je na obr. 20. Obsah R-RVB ve stresovaném vzorku ¢inil 0,55 plosnych

procent.
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Obr. 18 : Chromatogramy z metody LC1182 a) vzorek stresovany HCI, b) nestresovany vzorek, c)
blank
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Obr. 19: UV spektrum DP-1 s RT 6,67 min 7 metody LC1182
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Obr. 20: Chromatogramy 7 chirdlni metody LC1184 a) vzorek stresovany HCI, b) nestresovany vzorek,
¢) blank
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Jak je patrné z tab. 16 a obr. 20, obsah R-RVB se ve stresovanych vzorcich témet
nemeénil, chromatogramy maji velmi podobny prubéh u vsech stresovanych vzorkt, proto byly
dale zarazeny pouze do ptilohy 5.

V chromatogramu zaznamenaném metodou LC-HRMS (obr. 21) eluoval v retencnim
case 3,85 min degradac¢ni produkt (DP-1) kyselé¢ hydrolyzy s hodnotou m/z 454,0830
(C19H21N306SCI; 2,2 ppm) viz obr. 22. Ve fragmentaénim spektru byly pozorovany fragmenty
m/z 144,9516 (CsH,OSCI"; 0,7 ppm) a 209,0928 (C10Hi3N203"; 1,0 ppm) viz obr. 23.

Z vysledkli stresového testu plyne, Ze rivaroxaban podléhd hydrolyze v kyselém
prostiedi za vzniku jednoho degradac¢niho produktu, ktery byl identifikovan jako nasledek

hydrolyzy morfolinonového kruhu (ozn. DP-1) uvedeny v literatuie.*

rivaroxaban 20 ug/ml stres NaOH

hlistova_0008 3: Diode Array
244

Range: 3.242e-1

3.0e-1
2.5e-1

2.0e-1

AU

1.5e-1

1.0e-1

5.0e-2

0.0

Obr. 21: Chromatogram zaznamenany metodou LC-HRMS: a) vzorek stresovany HCI, b) vzorek
stresovany NaOH, c) nestresovany vzorek RVB
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rivaroxaban 20 ug/ml stres HCI
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Obr. 22: MS spektrum DP-1 7 chromatografické separace vzorku RVB stresovaného HCl v retencnim
case 3,85 min.

rivaroxaban 20 ug/ml stres HCI
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Obr. 23: MS/MS spektrum iontu m/z 454 (DP-1)

4.4 Roztok vzorku RVB vystaveny bazickému prostredi (NaOH)

Vzorek byl vystaven po dobu 1 hod 0,06M NaOH pfi laboratorni teplot€, po uplynuti této doby
byl zneutralizovan roztokem kyseliny octové. V necistotnim profilu (obr. 24, 25) byly nalezeny
dva hlavni degradacni produkty v reten¢nich ¢asech 6,62 (ozn. DP-2) a 6,68 min (DP-1), které
nebyly Uplné separovany. Pik v RT 6,62 min zaujimal 7,8 ploSnych procent a pik v RT 6,68
min zaujimal 2,0%. V reten¢nim Case 6,01 min byla pozorovana necistota s 0,05 ploSnymi
procenty a ostatni necistoty mély obsah mensi nez 0,04%. Obsah RVB byl v tomto ptipadé
90,11 plosnych procent a 84,4 hmotnostnich procent. Z chromatogramu byla také ziskana UV
spektra neznamych necistot (obr. 26). Obsah R-RVB ve stresovaném vzorku ¢inil 0,56 ploSnych

procent.
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0,0024-

0,0012-

0,0000-

AU

-0,0012:

-0,0024-

2,00 " " " 4,00 " " " 6,00 " " " 8,00 " " " 10,00 " " T 1200
Minutes

Obr. 24: Chromatogramy 7 metody LC1182 a) vzorek stresovany NaOH, b) nestresovany vzorek, c)
blank
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Obr. 25: Detail piku degradacnich produktiit DP-2 a DP-1 stresu v prostiedi NaOH

277,0 2440
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Obr. 26: UV spektra degradacnich produktii vlevo DP-2 s RT 6,62, vpravo DP-1 s RT 6,68 min z
metody LC1182
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V chromatogramu zaznamenaném metodou LC-HRMS (obr. 21) eluoval v retencnim case 3,85
min degrada¢ni produkt DP-1 bazické hydrolyzy s hodnotou m/z 454,0825 (C19H21N306SCI";
3,3 ppm), UV spektra, chromatogram i hmotnostni spektra ukézaly, ze se jedna o latku totoZznou
s produktem kyselé hydrolyzy (C19H21N306SC1; 3,3 ppm). Pik na chromatogramu v retenénim
case 4,07 min byl hlavni degrada¢ni produkt bazické hydrolyzy (DP-2) s hodnotou m/z
410,0936 (CisH21N304SCI"; 1,2 ppm), obr. 27. Ve fragmenta¢nim spektru DP-2 byly
pozorovany fragmenty m/z 144,9518 (CsH>OSClI; 2,1 ppm), 218,0048 (CsHoNO2SCI; 2,3 ppm)
a231,1134 (C13Hi15N202; 0 ppm) viz obr. 28. Z vysledkil stresového testu plyne, Ze rivaroxaban
je velmi citlivy k hydrolyze v bazickém prosttedi, nebot’ degradace probiha jiz v kratkém cCase
pouze za laboratorni teploty za vzniku dvou degrada¢nich produktt. Jeden je strukturné totozny
s produktem kyselé hydrolyzy a druhy vznikd hydrolyzou laktonové vazby s néslednou

okamzitou dekarboxylaci vzniklé karbamové kyseliny.

rivaroxaban 20 ug/ml stres NaOH
hlistova_0008 1053 (4.086) Cm (1043:1067) 1: TOF MS ES+

410.0936 o) H 2.73eb
Chewn K\D
N~
Hf NH e
HO o

1 4120907

100+

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 = 700 = 750 80O = 850 900 = 950 = 1000

Obr. 27: MS spektrum DP-2 7 chromatografické separace vzorku RVB stresovaného NaOH v
retencnim cCase 4,07 min.

rivaroxaban 20 ug/ml stres NaOH
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Obr. 28: MS/MS spektrum iontu m/z7 410 (DP-2)
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4.5 Roztok vzorku RVB vystaveny oxidaci (H20:)

Vzorek byl vystaven po dobu 4 hod 5% H>O: pfi teploté 70 °C. V necistotnim profilu (obr. 29)
byl nalezen jeden hlavni degradacni produkt v reten¢nim case 4,09 min, ktery zaujimal 2,8
plosnych procent. Déle bylo pozorovano devét degradacnich produktd v rozmezi 0,5 az 0,1
plosnych procent v riznych reten¢nich casech a pét necistot s obsahem v rozmezi 0,1 az 0,04
plosnych procent. Obsah RVB byl v tomto piipadé 94,4 plosnych procent a 91,8 hmotnostnich
procent. Z chromatogramu byla také ziskana UV spektra neznamych necistot (obr. 31 a ptiloha
7). Obsah R-RVB ve stresovaném vzorku ¢inil 0,59 plosnych procent. UV spektra degrada¢nich

produktti s obsahem v rozmezi 0,1 az 0,5 plo$nych procent jsou uvedeny v ptiloze 7.

0,0036+

0,0024+

0,0012

AU

0,0000+

-0,0012

000 ‘ " 200 ‘ " 400 ‘ " 600 ‘ " 800 ‘ " 1000 ‘ " 12000
Minutes

Obr. 29: Chromatogramy z metody LC1182 a) vzorek stresovany H:0,, b) nestresovany vzorek, c)
blank

0,0045
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— 4,554
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0,0030 ‘ “ “ ‘
|

2 00015

">-RVBMOG - 3,286

——4,829
8,089

0,0000-

[——— RrvBMO04 - 8,037
| R 0:
—— 825

-0,0015

Obr. 30: Detail piku degradacnich produktii stresu v prostiedi H202
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Ta0000 | ss00

Obr. 31: UV spektrum hlavniho degradacniho produktu v RT 4,09 min 7 metody LC1182

V chromatogramu zaznamenaného metodou LC-HRMS (obr. 38) eluovalo v riznych

reten¢nich ¢asech sedm pikti degradacnich produktl viz tab. 15.

Tab. 15: Zjisténé sumdrni vzorce degradacnich produktii stresu peroxidem

Retenc¢ni | Hmota | Vzorec; chyba | Fragmenty Vzorec; chyba Ozn. deg.
¢as (min) m/z (ppm) (ppm) produktu
1,64 309,1088 | C14H17N20¢; 0,3 | 205,0973 C11Hi13N202. 2,0 DP-3

291,0977 C14H1sN2Os ;1,4
1,97 320,1243 | C1sHigN30s,0,9 | 231,1133 Ci13H15sN202, 0,4 DP-4
364,1138 | CisH1sN30O7, 1,9
2,23 309,1087 | Ci14H17N20s; 0 219,0762 C11H11N>Os3; 3,7 Neident.
2,35 306,1097 | Ci1aHi6N3Os 2,3 | 245,1162 C13H15sN30,, 0,8 Neident.
3,07 261,0099 | CoH10N203SCl | 144,9513 CsH»,0SCl, 1,4 Neident.
;0,8
4,33 468,0625 | C1oHi9N3O7SCl; | 144,9516 CsH>OSCl, 0,9 DP-5
1,5 406,0641 | CigH17N304SCl; 3,2
434,0519 -
4,44 468,0625 | C1oH19N3O7SCl; | 144,9512 CsH>OSCl, 1,6 DP-5
1,5 273,0872 C1sH13N204, 1,1
406,0635 | CisH17N304SCI; 1,7
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rivaroxaban 20 ug/ml stres H202
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Obr. 32: MS spektrum DP-3 7 chromatografické separace vzorku RVB stresovaného H;0v Case

rivaroxaban 20 ug/ml stres H202
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Obr. 33: MS/MS spektrum iontu m/z 309 (DP-3)

rivaroxaban 20 ug/ml stres H202
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Obr. 34: MS spektrum DP-4 7 chromatografické separace vzorku RVB stresovaného H;0;

rivaroxaban 20 ug/ml stres H202
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Obr. 35: MS/MS spektrum iontu m/z 364 (DP-4)
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rivaroxaban 20 ug/ml stres H202
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Obr. 36: MS spektrum DP-5 7 chromatografické separace vzorku RVB stresovaného H;0;
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Obr. 37: MS/MS spektrum iontu m/z7 468 (DP-5)

Degradaéni produkty DP-3 a DP-5 byly popsany pifi metabolismu RVB.>” DP-4 vznika

dekarboxylaci v iontovém zdroji. Rivaroxaban byl jen malo citlivy k oxida¢nim G¢inktim, jak

ukazaly testy.

rivaroxaban 20 ug/ml stres H202
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Obr. 38: Chromatogram zaznamenany metodou LC-HRMS
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4.6 Roztok vzorku RVB vystaveny oxidaci (MnO)

Vzorek byl vystaven po dobu 16 hod 10 mg MnO> (nerozpoustél se) pii laboratorni teploté.
V necistotnim profilu (obr. 39) nebyla nalezena Zadna necistota s obsahem vétsim nez 0,04 %.
Obsah RVB byl v tomto ptipadé 99,9 plosnych procent a 99,7 hmotnostnich procent. Obsah R-
RVB ve stresovaném vzorku ¢inil 0,54 plosnych procent.

Z vysledktl plyne, ze vzorek rivaroxabanu nepodléha oxidaci oxidem manganicitym.

0,0048-

RVB - 8,915

0,0032:

0,0016-

AU

0,0000-

RVBMO4 - 8,023

-0,0016:

2,00 4,00 6,00 8,00 1000 12,00

Obr. 39: Chromatogramy z metody LC1182 a) vzorek stresovany MnQ;, b) nestresovany vzorek, c)
blank
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4.7 Roztok vzorku RVB vystaveny UV zareni

Vzorek byl vystaven po dobu 30 minut zafeni o energii 750 W/m? pii teploté 35 °C. V

necistotnim profilu (obr. 40) byly nalezeny tfi hlavni degradacni produkty v retenc¢nich ¢asech

6,25 min (1,2 plosnych procent, DP-7), 6,69 min (9,8 plo$nych procent, DP-8) a 7,37 min (0,7.,

DP-9). Dale byly pozorovany tfi degradacnich produkty v rozmezi 0,25 az 0,1 plosnych procent

a narast obsahu necistoty RVBMO06 z hodnot pod RL na 0,14 plosnych procent. Dale bylo

pozorovano jedenact necistot s obsahem v rozmezi 0,1 az 0,04 plosnych procent v riznych

reten¢nich casech. Obsah RVB byl v tomto ptipadé 86,4 plosnych procent a 84,5 hmotnostnich

procent. Z chromatogramu byla také ziskana UV spektra neznamych necistot (obr. 42. ). Obsah

R-RVB ve stresovaném vzorku ¢inil 0,55 plosnych procent.

000t % £

0,0032-

0,0016-

[T ——=-RVBMO6 - 3,287

AU

RYBMo4 - 8,019
8387
481

s
-

0,0000

-0,0016:

RVB - 8,904

Minutes

10,00

Obr. 40: Chromatogramy z metody LC1182 a) vzorek stresovany UV zdfenim b) nestresovany vzorek,

¢) blank
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Obr. 41: Detail pikii degradacnich produktii pii stresu UV zdienim
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Obr. 42: UV spektrum degradacnich produktii vlevo s RT 6,25, vpravo s RT 6,69 min a dole s RT 7,37
min.

UV spektra degradacnich produktti s obsahem v rozmezi 0,1 az 0,7 ploSnych procent
jsou uvedeny na obr. v ptiloze.

V chromatogramu zaznamenané¢ho metodou LC-HRMS (obr. 43) eluovaly v rtiznych
retencnich Casech tfi degradacnich produkty. Degradacni produkty v retencnich Casech 3,76
min a 4,06 min (obr. 44) poskytovaly molekulovy ion shodny s RVB a také fragmenty byly
totozné, jednalo se tedy zifejmé o izomery rivaroxabanu. V retencnim case 3,56 min eluovala
latka s hodnotou m/z 402,1122 (Ci9H20N30sS; 0,5 ppm), coz ukazuje na odtrzeni chloru
z molekuly RVB. Z vysledkt tedy plyne, Ze RVB je citlivy na piisobeni UV zafeni, pokud je

v roztoku. Piisobenim UV zafeni se odstépuje chlor a pravdépodobné vznikaji dva izomery.
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rivaroxaban 20 ug/ml stres UV 90 min
hlistova_00021 3. Diode Array
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Range: 5.407e-2
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Obr. 43: Detail chromatogramu zaznamenaného metodou HR-MS p¥i stresu UV

rivaroxaban stres UV 90 min
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Obr. 44: MS spektrum DP-7 7 chromatografické separace vzorku RVB stresovaného UV

rivaroxaban 20 ug/ml stres UV 90 min
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Obr. 45: MS/MS spektrum iontu m/z 402 (DP-7)

4.8 Roztok vzorku RVB vystaveny zahrivani

Vzorek byl vystaven po dobu 16 hod zahtivani pii teploté 70 °C. V necistotnim profilu (obr.
46) nebyla nalezena zadna necistota s obsahem vétsim nez 0,04 %. Obsah RVB byl v tomto
piipadé 99,9 plosnych procent a 100,5 hmotnostnich procent. Obsah R-RVB ve stresovaném
vzorku €inil 0,52 plosnych procent.

Z vysledki plyne, ze vzorek rivaroxabanu v roztoku nepodléha tepelné degradaci.
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0,0048-

RVB - 8,916

0,0032

0,0016-

AU

0,0000-

RVBMO4 - 8,021

-0,0016-

2,00 " " " 400 " " " 6,00 " " " 8,00 " " R " " 12,00

Obr. 46: Chromatogramy 7 metody LCI1182 a) vzorek stresovany zahiivanim v roztoku, b)
nestresovany vzorek, c) blank

4.9 Nestresovany vzorek Sarze 76191000312 pro stresy v pevném stavu

Pro stresovani RVB v pevném stavu byl pouzit vzorek jiné Sarze, protoze v dobé provadéni
stresovych testld nebyl dostupny oficialni vzorek z vyroby. Studované byly proto pouze dvé
Sarze laboratornich vzorkd.

Vzorek Sarze 76191000312 byl pouzit jako srovnavaci pro vSechny stresy v pevném
stavu. V jeho necistotnim profilu (obr. 47) byly nalezeny dvé necistoty s obsahem vétSim nez
0,04 plosnych procent. Prvni necistota se nachazela v RT 6,68 min (0,08 %) a druha v RT 9,23
min (0,05 %). Obsah RVB byl v tomto ptipadé 99,8 plosnych procent a 100,0 hmotnostnich
procent. Chromatogram z analyzy metodou na chirdlni metodu je v piiloze6. Obsah R-RVB

v nestresovaném vzorku ¢inil 0,01 plo$nych procent.

0,0048-

RVB - 8,904

0,0032-

0,0016-

AU

0,0000-

RVBMO04 - 8,016

-0,0016:

2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00

Obr. 47: Chromatogramy 7 metody LC1182 a) nestresovany vzorek, b) blank
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4.10 Vzorek RVB v pevném stavu vystaveny UV zareni

Vzorek byl vystaven po dobu 7 hod zéfeni o energii 750 w/m? pii teploté 35 °C. V neéistotnim
profilu (obr. 48) nebyla nalezena Zadna nova necistota s obsahem vétsim nez 0,04 %. Obsah
RVB byl v tomto ptipadé 99,7 plosnych procent a 99,4 hmotnostnich procent. Obsah R-RVB
ve stresovaném vzorku €inil 0,009 plosnych procent.

Z vysledki plyne, ze vzorek rivaroxabanu v pevné fazi nepodléha fotolyze. V prubéhu

stresu zménil vzorek barvu z pavodni bilé na svétle Zlutou.

0,0048-

0,0032:

0,0016-

AU

0,0000-

= RVBMO4 - 8,013

-0,0016:

2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00

Obr. 48: Chromatogramy z metody LCI1182 a) viorek v pevném stavu stresovany UV zdienim, b)
nestresovany vzorek, c) blank

4.11 Vzorek RVB v pevném stavu vystaveny teplu

Vzorek byl vystaven po dobu 16 hod zahiivani pfi teplot¢ 130 °C. V necistotnim profilu
(obr. 49) nebyla nalezena zadnéa novéa necistota s obsahem vétsim nez 0,04 %. Obsah RVB byl
v tomto piipadé 99,8 plosnych procent a 98,9 hmotnostnich procent. Obsah R-RVB
ve stresovaném vzorku ¢inil 0,004 plosnych procent.

Z vysledkl plyne, Ze vzorek rivaroxabanu nepodléha tepelné degradaci ani v pevném

stavu. Vzhled stresované¢ho vzorku se v pritb¢hu stresu nezmeénil.
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Obr. 49: Chromatogramy 7 metody LC1182 a) vzorek stresovany teplem, b) nestresovany vzorek, c)

blank

Tab. 16: Celkové vysledky metod pro obsah RVB a jeho R-enantiomeru

Vzorek stresovany LC1182 LC1183 LC1184
Plocha (plo$na %) | Plocha (hm. %) | R-RVB (plo$na %)
NaOH 90,1 84,4 0,56
UV v roztoku 86,4 84,5 0,55
H>0; 94,4 91,8 0,59
HCl 86,3 94,0 0,55
MnO» 99.9 99,7 0,54
Nestresovany roztok 99,9 100,1 0,54
Teplo roztok 99,9 100,5 0,52
Teplem v pevném stavu 99.8 98.9 0,004
UV v pevném stavu 99,7 99.4 0,01
Nestresovany pevny stav 99,8 100,0 0,01

Tab. 17: Hlavni degradacni produkty rivaroxabanu LC1182 (piky s plochou > 0,5 %)

Vzorek stresovany RRT 0,46 | RRT 0,70 | RRT 0,74 | RRT 0,75 | RRT 0,83
NaOH 7,75 2,02
UV v roztoku 1,16 9,84 0,66
H>O» 2,81
HCl 13,64

RRT = relativni reten¢ni ¢as
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5 Zavér

Teoreticka cast této prace pojedndvala o stabilit¢ 1éCivych latek a 1éCivych ptipravki, o
testovani stability a analytickych metodach pouzivanych k jejimu hodnoceni. Cast teorie byla
také vénovana rivaroxabanu, ktery patii mezi nové antikoagulacni 1é¢iva do skupiny ptimych
peroralnich inhibitora aktivovaného Xa faktoru.

V ramci feSeni experimentalni Casti byly provedeny stresové testy s léCivou latkou
rivaroxabanem. Nejprve byly zoptimalizovany stresové podminky tak, aby po pfipadné
degradaci zlstalo alespoit 80% léc¢ivé latky zachovano. Roztok rivaroxabanu byl vystaven
riznym extrémnim podminkdm, jako je kysel¢é prostiedi, bazické prostiedi, oxidacni podminky,
UV zafeni a zahfivani. Vzorek rivaroxabanu v pevném stavu byl vystaven UV zafeni a
zahtivani. Nasledné byly stresované vzorky analyzovany ptredepsanou HPLC metodou, u které
bylo vyhodnoceno, Ze je schopné identifikovat necistoty a degradacni produkty rivaroxabanu
(je schopna indikovat jeho stabilitu). Rivaroxaban v pevném stavu byl odolny viici UV zafeni
i zahfivani. Roztok rivaroxabanu nedegradoval pfi zahfivani, ani v prostfedi oxidu
manganic¢itého. Nicméné byl velmi citlivy vici bazickym podminkdm, kdy byly zformovany
dva produkty hydrolyzy. Rivaroxaban hydrolyzoval také v kyselém prostiedi za vzniku jednoho
degradacniho produktu, ktery byl pozorovan také pti bazické hydrolyze. Pti oxidaci peroxidem
vodiku byl pozorovan jeden hlavni degradac¢ni produkt a devét degradacnich produkti
zastoupenych v mensim mnozstvi. Pisobeni UV zéafeni vyvolalo tvorbu tii degradacnich
produkti, z nichZ dva byly identifikovany jako izomery rivaroxabanu. Struktury degradacnich

produktl byly navrhovany pomoci hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim.
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9 Prilohy

Priloha 1: Typicky chromatogram testu zpusobilosti
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Piiloha 2: Typicky chromatogram testu citlivosti
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Piiloha 3: UV spektrum a struktura znamé necistoty RVBM04
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Piiloha 4: UV spektrum a struktura znamé necistoty RVBM06

244,0

0,00091

0,0006+

]
<
0,0003-
0,0000-
2500 25000 27800 30000 32800 350,00
nm
3,284 Peak 1

Priloha 5: Chromatogramy stresu v roztoku 7 chirdlni metody LC1184
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Piiloha 6: Chromatogramy stresui v pevném stavu z chiralni metody LC1184
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Priloha 7: UV spektra degradacnich produktii s obsahem v rozmezi 0,1 aZ 0,5 ploSnych procent ze

stresu H>0;
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Priloha 8: UV spektra degradacnich produktii s obsahem v rozmezi 0,1 aZ 0,7 ploSnych procent ze
stresu UV zdienim
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Priloha 9: Hmotnostni spektra nestresovaného RVB
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Piiloha 10: Hmotnostni spektra necistoty pri HCI stresu
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Priloha 11: Hmotnostni spektra necistoty pri NaOH stresu - RT 6,62 min

B:\Analytical department\...\rvb_file04

26.8.2014 18:02:47
in MeOH
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Priloha 12: Hmotnostni spektra necistoty pri NaOH stresu - RT 6,68 min

B:\Analytical department\...\rvb_file04
in MeOH

26.8.2014 18:02:47
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Priloha 13: Hmotnostni spektra necistot ze stresu peroxidem - Chromatogram stres UV (a) a H202 (b)

rivaroxaban 20 ug/ml stres UV TEVA 90 min
hlistova_00021 3: Diode Array
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Priloha 14: Hmotnostni spektra hlavni necistoty stresu peroxidem
B:\Analytical department\...\rvb_file01 26.8.2014 17:12:39 ABR
in MeOH
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Priloha 15: Hmotnostni spektra necistoty ze stresu UV v roztoku

B:\Analytical department\...\rvb_file07 26.8.2014 18:52:57
in MeOH
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rvb_file07 #360 RT: 7.10 AV: 1 NL: 1.08E6
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