AT 005 697 Ul

Republik

.

Osterreich
Patentamt

(10) Nummer:

0 GEBRAUCHSMUSTERSCHRIFT

(21) Anmeldenummer: GM 635/01 1
(22) Anmeldetag: 9. 8.2001

(42) Beginn der Schutzdauer: 15. 9.2002
(45) Ausgabetag: 25.10.2002

(51)

mt.cl.” : CO7D 211/90

(73)

(72)

Gebrauchsmusterinhaber:

BIOORGANICS B.V.
NL-6545 CM NIJMEGEN (NL).

Erfinder:

PICHA FRANTISEK

BRNO (CZ).

BAKKER PETRUS FRANCISCUS ANTONIUS
VEGHEL (NL).

PETERS THEODORUS HENDRICUS ANTONIUS
ARNHEM (NL).

LEMMENS JACOBUS MARIA

MOOK (NL).

(54) E%Eggg—STANDARDS ZUM BESTIMMEN DER REINHEIT ODER STABILITAT VON AMLODIPINMALEAT UND VERFAHREN

(57) Amlodipinaspartat und Amlodipinmaleamid werden als
Bezugsstandards oder Marker beim Bestimmen der Reinheit
von Amlodipinmaleat—Substanzen und  —Produkten
verwendet.

DVR 0078018

AT 005 697 Ul



AT 005 697 Ul

Die vorliegende Erfindung betrifft zwei neue Verbindungen, die als Referenzstandards zur
Bestimmung der Reinheit oder der Stabilitdt von Amlodipinmaleat-Substanzen und phar-

mazeutischen Zusammensetzungen verwendet werden kdnnen.

Die pharmazeutischen Produkte werden in den meisten Landern durch eine Behorde iiber-
wacht. Beispielsweise fordert die U.S. Food & Drug Administration (FDA) im allgemei-
nen von einem Anmelder, die Sicherheit und die Wirksamkeit des pharmazeutischen Pro-
dukts wahrend der Zulassungs-/U berpriifungsphase zu zeigen, und iiberpriift auch nach
der Zulassung die Sicherheit des Arzneimittels. Ahnliche Anforderungen existieren in vie-

len europiischen Staaten und anderswo in der Welt. Um den Sicherheitsbelangen zu geni-
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gen, verlangen die Uberwachungsbeharden im allgemeinen eine Herstellungsspezifika-
tion, die die maximale Menge an jeder identifizierten Verunreinigung und auch die maxi-
male Menge an restlichen nicht-identifizierten Verbindungen festlegt. Einmal zugelassen,
wird jede Charge des pharmazeutischen Produkts getestet, um sicherzustellen, daf3 der
Spezifikation entsprochen wird. Des weiteren werden Stabilitétstests an dem pharmazeu-
tischen Produkt durchgefiihrt, um aufzuzeigen, da sich die Zusammensetzung nicht we-
sentlich oder materiell iiber die Zeit verédndert; d. i. wihrend ihrer angegebenen Haltbar-
keitsdauer. Es ist wichtig, da8 das pharmazeutische Produkt vor seiner Verabreichung an
einen Patienten nicht in der Weise von seiner zugelassenen Spezifikation abweicht, daf
seine Sicherheit oder Wirksamkeit beeintrichtigt ist. Die gute Praxis gewahrleistet, daB
eine Probe von jeder fiir die Offentlichkeit freigegebenen Charge genommen wird, so daB

die Stabilitét iiberpriift und ein beliebiger Fehler aufgedeckt und korrigiert werden kann.

Demgemil werden Arzneimittel sowohl wihrend ihrer Herstellung, als auch spiter wih-
rend ihrer Haltbarkeitsdauer nach der Reinheit getestet. Typischerweise wird das Produkt
getestet, indem bestimmte analytische Ergebnisse mit denen eines Standardreferenz-Er-
gebnisses verglichen werden. Beispielsweise bedeutet die Detektion von Verunreinigun-
gen, daB das pharmazeutische Produkt untersucht und das Ergebnis mit dem Ergebnis, das
fiir eine im wesentlichen reine Form der vermuteten Verunreinigung in dem gleichen As-
say erhalten wird, verglichen wird. Die Quellen potentieller Verunreinigungen in einem
pharmazeutischen Wirkstoff oder einer Formulierung umfassen:
» restliche Mengen an synthetischen Vorstufen
e Nebenprodukt herrithrend aus der Synthese und Bearbeitung der wirksamen Sub-
Stanz
o restliche Losungsmittel
» Abbauprodukte, die aus der Wechselwirkung mit Trigern in der Formulierung
resultieren
e Jsomere des wirksamen Reagenzes

e Spuren von Fremdstoffen beispielsweise aus Apparaten und der Umgebung.
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Ohne Identifizierung der potentiellen Verunreinigung und einen Syntheseweg, um einen
Referenzstandard dafiir herzustellen, ist es schwierig oder unméglich, effizient die Ver-
unreinigung zu suchen oder andererseits ihren Gehalt in dem pharmazeutischen Produkt

zu tiberpriifen.

Amlodipinbesylat ist ein hocherfolgreiches Arzneimittel, das von Pfizer unter der Han-
delsbezeichnung NORVASC zur Behandlung von Hochdruck und Angina vertrieben wird.
Amlodipin selbst wurde zuerst durch EP 0 089 167 und in das entsprechende US
4,572,909 patentiert. In diesen Patenten wird als eine der am meisten bevorzugien Ver-
bindungen 2-[(2-Aminoethoxy)methyl]-4-(2-chlorphenyl)-3-ethoxycarbonyl-5-methoxy-
carbonyl-6-methyl-1,4-dihydropyridin angegeben. Diese Verbindung, die nun allgemein
als Amlodipin bekannt ist, hat folgende Formel:

Die Beispiele 8, 11, 12 und 22 des EP 0 089 167 zeigen die Synthese des Amlodipins in
der Maleatsalzform. Wihrend in den genannten Patenten eine Vielzahl von S#ureaddi-
tionssalzen erwihnt wird, wird das Maleatsalz als das am meisten bevorzugte Saureaddi-
tionssalz angegeben. Jedoch wurden EP 0 244 944 und das entsprechende US 4,879,303
als das Besylat(Benzolsulfonat)-Salz des Amlodipins betreffend verdffentlicht. Das Besy-
latsalz soll gegeniiber den vorbekannten Salzen bestimmte Vorteile zeigen, wie etwa gute
Eigenschaften bei der Formulierung. Die Qualitétsstandards fiir Amlodipinbesylat werden
in Pharmeuropa 10(2), 187 (1998) angegeben.

Tatséchlich offenbart ein Review der erhaltlichen Teile der NORVASC (Amlodipinbe-
sylat) New Drug Application (NDA), angemeldet bei der U.S. Food & Drug Administra-
tion von Pfizer, daB wihrend der Entwicklung vom urspriinglichen Maleatsalz auf das

spitere Besylatsalz umgeschwenkt wurde. (Siehe ,,Review of Original NDA® fir NDA#
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19-787 vom 10. Oktober 1990, das von der FDA gemif dem Freedom of Information Act
erhalten werden kann). Die Griinde fiir das Umschwenken waren offensichilich Tablettier-
und Stabilitéitsprobleme. Jedoch werden die genauen Stabilitéits- und Tablettierproble-

me/Aspekte/Ursachen nicht in den von der FDA erhiltlichen Informationen 6ffentlich

offenbart.

Amlodipinmaleat ist jedoch immer noch ein geeignetes Salz des Amlodipins. Es wire
wiinschenswert, die damit verbundenen Stabilitétsprobleme zu identifizieren und zu 15sen

und eine Methode zur Uberpriifung seiner Herstellung bereitzustellen.

Die vorliegende Erfindung betrifft das Auffinden von zwei neuen mit Amlodipinmaleat-

Substanzen und ihren pharmazeutischen Zusammensetzungen verbundenen Verunreini-
gungen. Ein Aspekt der vorliegenden Erfindung bezieht sich auf
ein Verfahren, welches umfaft das Uberprifen eines im wesentli-
chen reinen Amlodipinaspartats oder Amlodipinmaleamids unter
einem Satz von Bedingungen, um ein Referenzstandard-Analysen-
ergebnis flir diesen Satz von Bedingungen zu erhalten. Ein weite-
rer Aspekt der Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zum
Prifen der Reinheit oder Stabilit&t einer Probe von Amlodipinma-
leat oder einer pharmazeutischen Darreichungsform, enthaltend
Amlodipinmaleat, das umfaRt das Uberpriifen einer Probe einer
Amlodipinmaleat-Substanz oder Zusammensetzung auf die Anwesen-
heit von Amlodipinaspartat oder Amlodipinmaleamid. Zum Beispiel
ein Verfahren zum Prifen der Reinheit oder Stabilitdt einer
Amlodipinmaleat-Substanz oder -Zusammensetzung, welches umfafit
das Uberpriifen einer Amlodipinmaleat-Substanz oder -Zusammenset-
zung, um ein Analysenergebnis zu erhalten; und Vergleichen des
Analysenergebnisses mit einem entsprechenden Referenzstandard-
Analysenergebnis fur Amlodipinasparat oder Amlodipinmaleamid, um
zu bestimmen, ob die Reinheit oder Stabilitadt der Amlodipinmale-
at-Substanz oder -Zusammensetzung zufriedenstellend ist. Ein
anderer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren
zum Herstellen pharmazeutisch geeigneter Amlodipinmaleat enthal-
tender fester Darreichungsformen. Das Verfahren umfaft das Ver-

mischen von Amlcodipinmaleat mit mindestens einem phar-
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mazeutisch annehmbaren Hilfsstoff, um eine Mischung herzustellen; entweder (a) Ab-
fillen der Mischung in Kapseln oder (b) Verpressen der Mischung zu Tabletten, um cine
Produktionscharge von Amlodipinmalcathaltigen festen pharmazeutischen Darreichungs-
formen herzustellen; Entnehmen einer Probe der Amlodipinmaleathaltigen festen pharma-
zeutischen Darreichungsformen von der Produktionscharge; Analysieren der Probe um ein
Proben-Analysenergebnis zu erhalten und Vergleichen des Proben-Analysenergebnisses

mit einem entsprechenden Referenzstandard-Analysenergebnis fiir Amlodipinaspartat oder

Amlodipinmaleamid, um die Menge an Amlodipinaspartat oder Amlo-
dipinmaleamid in Bezug auf Amlodipinmaleat zu bestimmen; und den
Vertrieb oder die Freigabe der Produktionscharge, falls die
relative Menge an Amlodipinaspartat oder Amlodipinmaleamid nicht

groRer ist als der vorbestimmte/zugelassene Grenzwert, z.B. 1,0

3 Q

Gew.-%, vorzugsweise 0,1 Gew.-%, bezogen auf die Menge des Amlo-

dipinmaleats.

Figur 1 zeigt ein HPLC-Chromatogramm einer kiinstlichen Mischung von Amlodipinma-

leat, Amlodipinaspartat und Amlodipinmaleamid.

Figur 2 zeigt ein "H-NMR-Spektrum der Amlodipinaspartat-Verbindung, hergestellt ge-
maf Beispiel 1.

Figur 3 zeigt cin 3C-NMR-Spektrum der Amlodipinaspartat-Verbindung, hergestellt ge-
mil Beispiel 1.

Figur 4 zeigt ein 'H-NMR-Spektrum der Amlodipinmaleamid-Verbindung, hergestellt ge-
mif Beispiel 2.

Figur S zeigt ein HPLC-Chromatogramm von Amlodipinmaleat-Tabletten, die weniger als

0,2 % Amlodipinmaleat oder Amlodipinaspartat enthalten.
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Figur 6 zeigt ein HPLC-Chromatogramm von Amlodipinmaleat-Tabletten, die mehr als
0,2 % Amlodipinaspartat enthalten.

Figur 7 zeigt ein gescanntes TLC-Chromatogramm von Amlodipinmaleat, das mit Amlo-~

dipinaspartat und Amlodipinmaleamid verunreinigt ist.

Amlodipinmaleat hat folgende Strukturformel:
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Es ist nun gefunden worden, dafl mindestens zwei der bisher nicht-identifizierten Verun-
reinigungen bei der Qualitatspriifung des Amlodipinmaleats beriicksichtigt werden sollten.
Beide sind Kontaminationen, die durch Nebenreaktionen wihrend der Synthese herrithren
und/oder wihrend der Lagerung gebildet werden. Die Kontaminationen sind charakte-
ristisch fiir Amlodipinmaleat, da sie durch die Gegenwart von Maleinsédure entstehen und
somit nicht in Zusammenhang mit Amlodipinbesylat identifiziert oder {iberpriift werden.
Die Verbindungen werden hier als Amlodipinaspartat und Amlodipinmaleamid bezeich-

net. Die Strukturformeln sind nachfolgend gezeigt.

LAmlodipinaspartat®

LAmlodipinmaleamid

Sowohl Amlodipinaspartat als auch Amlodipinmaleamid sind selbst Calciumkanalblocker
und kénnen als pharmazeutische Wirkstoffe verwendet werden. Diese neuen Verbindun-

gen und ihre Verwendung in Arzneimitteln werden detaillierter in der US-Patentanmel-
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dung 09/809,349 der vorliegenden Anmelderin beschrieben, die am 16. Mirz 2001 ange-
meldet wurde und den Titel ,,Aspartate Derivative of Amlodipine* trigt sowie in der US-
Patentanmeldung 09/809,348 der vorliegenden Anmelderin beschrieben, die am 16. Mérz
2001 angemeldet wurde und den Titel ,,Amide derivative of Amlodipine* tragt.

Diese Verbindungen werden durch eine Reaktion zwischen Amlodipin und Maleinsdure
gebildet. Amlodipinaspartat wird durch eine Michael-Addition zwischen der Aminogrup-
pe des Amlodipins und der Doppelbindung der Maleinsdure gebildet. Amlodipinmaleamid
wird durch eine Amidierungsreaktion der Aminogruppe des Amlodipins mit der Carboxyl-
gruppe der Maleinsdure gebildet.

Chemische Reaktionen zwischen Amlodipin und Maleins#ure, die zu Aspartat- und Male-
amid-Verunreinigungen fithren, kénnen als Nebenreaktion wihrend der Bildung des Am-
lodipinmaleat-Salzes auftreten. Des weiteren kann das Amlodipinmaleat nachfolgend, das
heiBt, wihrend der Bearbeitung und Formulierung zu einer pharmazeutischen Endform
oder spiter wihrend der Lagerung, eine Umwandlung bzw. einen Abbau mittels der zuvor
genannten Michael-Addition oder Amidierungsreaktionen erfahren, um die Aspartat- oder
Maleamidverunreinigung zu bilden. Da von den beiden Verunreinigungen das Amlodipin-
aspartat leichter gebildet wird, insbesondere unter Lagerungsbedingungen, ist es somit
wichtiger, diese Verunreinigung zu iiberpriifen. Obwohl diese Verbindungen in der phar-
mazeutischen Zusammensetzung nicht schidlich sein kénnen, da sie selbst Calciumkanal-
blocker sind, fordert die moderne Zulassungspraxis im allgemeinen die prézise Kontrolle
tiber solche ,,Verunreinigungen®. Indem nun die Verunreinigungen identifiziert und in
einem geniigend reinen Zustand hergestellt worden sind, kénnen Amlodipinaspartat und
Amlodipinmaleamid als Referenzmarker fiir die Routineanalyse des Amlodipinmaleats
oder der Amlodipinmaleat enthaltenden pharmazeutischen Darreichungsformen sowohl
wihrend Entwicklungsarbeiten, die darauf abzielen, die zuvor genannten Stabilitétsaspekte
zu l6sen oder wihrend der industriellen Herstellung des Amlodipinmaleats und darauf

basierender pharmazeutischer Formen verwendet werden.

Amlodipinaspartat kann zur Verwendung als Referenzstandard oder —marker synthetisiert

werden, indem die freie Amlodipinbase oder deren Salz und Maleinsaure unter Michael-



AT 005 697 U1l

Additionsbedingungen in engen Kontakt miteinander gebracht werden. Die Reaktion ist

nachfolgend veranschaulicht.

o/\/NH2

o._CHs [

Im allgemeinen verbessern Bedingungen wie hoherer pH-Wert, hthere Temperatur und

COOH

COOH
COOH

langere Reaktions-/Kontaktzeit die Additionsreaktion. Vorzugsweise ist der pH-Wert der
Umgebung immer iiber 7, vorzugsweise tiber 7,5. Niedrigere pH-Werte inhibieren die
Addition und verhindern die Reaktion. Des weiteren wird die Reaktion vorzugsweise in
einer Schmelzphase oder in einer Losung durchgefiihrt. Eine ,,Schmelzphase® bedeutet,
daB8 Amlodipin zumindest fiir den Augenblick der Gegenwart der Maleinsiure geschmol-
zen 1st. Wird die Reaktion in Lésung durchgefiihrt, betridgt die Temperatur vorzugsweise
mindestens 60 °C, iiblicherweise mindestens 80 °C und typischerweise zwischen 85 °C bis
110 °C. Unter den fiir die Additionsreaktion geeigneten Losungsmitteln sind polar-apro-
tische Losungsmittel wie etwa N,N-Dimethylformamid, Alkohole wie etwa Ethanol und

Isopropanol, Ester wie etwa Ethylacetat sowie Kohlenwasserstoffe wie etwa Toluol.

Das Amlodipin und die Maleinsdure werden normalerweise in niherungsweise stdchio-
metrischen molaren Mengen némlich 0,9:1 bis 1:0,9 kombiniert. Ein praktisches Verfah-
ren die Reaktion durchzufiihren ist, das Amlodipinmaleat zu schmelzen. Erfindungsgeméf
1st es auch vorgesehen, die Maleins4ure tatséchlich schon vorher mit dem Amlodipin zu
kombinieren. Alternativ konnen die freie Amlodipinbase und das Amlodipinmaleat in

einem Losungsmittel kombiniert oder trocken vermischt und geschmolzen werden, um die
Reaktion durchzufiihren.

Amlodipinmaleamid kann synthetisiert werden, indem Amlodipin oder dessen Salz mit
einer Carbonyl-aktivierten Maleinsiureverbindung umgesetzt wird. Die Reaktion ist
grundsétzlich eine Amidierungsreaktion und somit in der Gegenwart eines sauren

Katalysators, erhohter Temperatur etc. und solchen anderen Amidierungsbedingungen,

10
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wie sie dem Fachmann bekannt sind, begiinstigt. Mit ,,Carbonyl-aktivierte Maleinséure-
verbindung® ist Maleinsdure oder deren Derivat gemeint, das iiber eine hinreichend akti-
vierte Carbonylgruppe verfiigt, um die Amidierungsreaktion mit Amlodipin zu erleichtern.
In einigen Ausfiihrungsformen wird die Carbonyl-Aktivierung durch die Gegenwart eines
sauren Katalysators, typischerweise eine Lewis-Séure wie etwa Aluminiumchlorid oder
Phosphorsiure, erreicht. Die bevorzugte Ausﬁihrungsform ist jedoch die Verwendung von
Maleinsiureanhydrid, welches eine aktivierte Carbonylgruppe ohne die Notwendigkeit
eines Katalysators zur Verfiigung stellt. Maleinsdure an sich und in der Abwesenheit eines
Katalysators oder Aktivators ist keine Carbonyl-aktivierte Maleinsdureverbindung und
wird nicht leicht Amlodipinmaleamid bilden, sogar dann nicht, wenn sie in Gegenwart von
Amlodipin verwendet wird. Die Reaktion mit Maleinsdureanhydrid ist nachfolgend ge-

zeigt.

Im allgemeinen wird die Reaktion durchgefiihrt, indem die freie Amlodipinbase oder
deren Salz und die Carbonyl-aktivierte Maleinsdureverbindung in engen Kontakt mitein-
ander gebracht werden. Vorzugsweise wird die Reaktion bei erhohter Temperatur wie
etwa 25 bis 100 °C, typischerweise bei 35 bis 50 °C in einem geeigneten Losungsmittel
durchgefiithrt. Unter den fiir die Additionsreaktion geeigneten Losungsmitteln sind polar-
aprotische Losungsmittel wie etwa N,N-Dimethylformamid, Alkohole wie etwa Ethanol
und Isopropanol, Ester wie etwa Ethylacetat sowie Kohlenwasserstoffe wie etwa Toluol.
Das Amlodipin und die Carbonyl-aktivierte Maleinsdureverbindung werden normaler-
weise in anndhernd stochiometrischen molaren Mengen, ndmlich 0,9:1 und 1:0,9, kombi-

niert.
Amlodipinaspartat und Amlodipinmaleamid kénnen jeweils als ein Referenzstandard

(oder Referenzmarker) in einem Assay zur Bestimmung der Anwesenheit und/oder des

Gehalts der Verunreinigung in einer Probe einer Amlodipinmaleat-Substanz oder einer

11
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pharmazeutischen Zusammensetzung verwendet werden. Als Referenzstandard sollte Am-
lodipinaspartat oder Amlodipinmaleamid in einer geniigend reinen Form vorliegen und ty-
pischerweise mindestens 80 %, tiblicherweise mindestens 90 % rein sein. Héhere Rein-
heitsgrade kénnen erreicht werden, sind aber nicht wesentlich. Wie zuvor beschrieben
hergestelltes Amlodipinaspartat und Amlodipinmaleamid kénnen weiter gereinigt werden,
falls erforderlich, um den erwiinschten Reinheitsgrad zu erreichen. Die Reinigung kann
mittels {iblicher Methoden durchgefithrt werden; beispielsweise mittels Umkristallisation
aus einem geeigneten Losungsmittel oder durch Riihren, wahlweise unter Erhitzen, einer

Suspension der Verbindung in einem geeigneten Losungsmittel mit nachfolgendem Ent-

fernen der fliissigen Phase.

Die fur die vorliegende Erfindung geeignete Analyse ist nicht irgendwie begrenzt und um-
fafit jede beliebige Methode, die die Anwesenheit der Zielkomponente detektieren kann.
Im allgemeinen kénnen sie in Methoden, die auf der physikalischen Trennung der Ziel-
komponente(n) in der Probe basieren, und in nicht-trennende oder Beobachtungs-basieren-
de Methoden, wie etwa IR und NMR, aufgeteilt werden, jedoch sind auch andere Metho-
den méglich. Vorzugsweise basiert die Analyse auf einer Trennung. Beispiele hierfiir sind
die Diinnschichtchromatographie (TLC) und Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
(HPLC).

Das Amlodipinaspartat oder Amlodipinmaleamid werden unter einem Satz von Bedingun-
gen untersucht, um ein Referenzstandard-Analysenergebnis zu erzeugen. Ein ,,Referenz-
standard-Analysenergebnis* kann ein quantitatives oder qualitatives Ergebnis sein und
kann in jeglicher Form vorliegen, einschlieBlich numerischer Form, graphischer Form,
bildlicher Form oder dergleichen. In einigen Fillen kann das Ergebnis fiir spidtere Ver-

gleiche elektronisch gespeichert werden.

Das auf die Anwesenheit von Amlodipinaspartat oder Amlodipinmaleamid zu untersuch-
ende Amlodipinmaleat-Material umfaft Amlodipinmaleat-Substanzen und -Zusammenset-
zungen. Der Ausdruck ,,Amlodipinmaleat-Substanz* wird hier verwendet, um ein Material
zu bezeichnen, das hauptsichlich nur Amlodipinmaleat enthlt. Beispiele einer solchen

Substanz umfassen das rohe wihrend der Synthese gewonnene Amlodipinmaleat und auch
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gereinigtes Amlodipinmaleat. ,,Amlodipinmaleat-Zusammensetzungen® umfassen Ge-
mische, Mischungen, Lésungen, Suspensionen etc., die Amlodipinmaleat enthalten. Bei-
spiele solcher Zusammensetzungen umfassen die gemischte, pulverige Zusammensetzung,
die in Tablettierverfahren verwendet wird, um Tabletten, oder auch deren Intermediate,
und Enddarreichungsformen herzustellen. Die Zusammensetzungen konnen, z.B. durch
Zerkleinern der Tablette, um ein Pulver zu erhalten, weiterverarbeitet werden, um die Un-
tersuchung durchfiihren zu kénnen, und solche Modifikationen liegen im Umfang des Be-
griffes ,,Zusammensetzung. Das Amlodipinmaleat an sich kann jede beliebige geeignete

Form haben, einschlieBlich kristalline Formen oder amorphe Formen.

Eine bevorzugte, zu testende Amlodipinmaleat-Zusammensetzung ist eine feste pharma-
zeutische Darreichungsform. Eine feste pharmazeutische Darreichungsform umfaft
Tabletten, Kapseln, Beutel etc., die Amlodipinmaleat in pharmazeutisch wirksamer Menge
und mindestens einen pharmazeutisch annehmbaren Hilfsstoff wie etwa Bindemittel, Fiill-
stoffe, Streckmittel, Gleitmittel, Sprengmittel etc. enthilt. Solche Zusammensetzungen
werden mittels im Fachgebiet wohlBekannter Methoden hergestellt, einschlieBlich Feucht-
granulation, Trockengranulation und Direktverpressung fiir Tabletten sowie Vermischen
und Abfiillen zur Herstellung von Kapseln. In beiden Fillen wird eine Mischung herge-
stellt, indem Amlodipinmaleat mit mindestens einem pharmazeutisch annehmbaren Hilfs-
stoff vermischt wird. Die Mischung wird dann z.B. durch Abfiillen in Kapseln oder Ver-
pressen zu Tabletten, wie gewiinscht weiterverarbeitet. Es sollte erwihnt werden, daf das
Vermischen oder Granulieren sowohl die trockenen, als auch die feuchten Verarbeitungs-
verfahren umfafit. Bevorzugte pharmazeutische Amlodipinmaleat-Zusammensetzungen
haben einen pH-Wert in einem Bereich von 5,5 bis 7, gemessen als eine 20 Gew. -%-ige
wilirige Aufschldmmung, und zeigen somit eine verbesserte Stabilitéit, wie es detaillierter
in der U.S.-Patentanmeldung 09/809,346, angemeldet am 16. Miarz 2001, der vorliegenden
Anmelderin mit dem Titel ,,Pharmaceutical Compositions Comprising Amlodipine Ma-

leate® beschrieben wird.
Fiir Zwecke der Qualititskontrolie ist es bevorzugt, dafl die pharmazeutische Zusammen-

setzung aus Amlodipinmaleat hergestellt wird, das einen niedrigen Gehalt an Amlodipin-

aspartat oder Amlodipinmaleamid hat. Ein geeigneter Weg, um Amlodipin herzustellen

13
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und es in das Maleatsalz mit einer geringen Verunreinigungsbildung und guten Ausbeuten
umzuwandeln, wird detaillierter in der U.S.-Patentanmeldung 09/809,351, angemeldet am
16. Mirz 2001, der vorliegenden Anmelderin mit dem Titel ,,Process For Making Amlodi-
pine, Derivatives Thereof and Precursors Therefor* und in der U.S-Patentanmeldung
09/809,343, angemeldet am 16. Mérz 2001, der vorliegenden Anmelderin mit dem Titel
,,Process For Making Amlodipine Maleate* beschrieben.

Typischerweise werden pharmazeutische Zusammensetzungen flir Produktionszwecke in
Chargen hergestellt. Produktionschargen liegen typischerweise bei 100.000 bis 1.000.000
oder mehr Tabletten oder Kapseln. Eine Produktionscharge sollte gepriift werden, um
sicherzustellen, daB der Gehalt an Amlodipinaspartat oder Amlodipinmaleamid innerhalb
der Spezifikation liegt, d.h. es sollte eine Qualitdtskontrolle erfolgen. Von der Produk-
tionscharge wird eine Probe (z.B. 10 bis 100 Kapseln oder Tabletten) genommen und auf
die Anwesenheit von Amlodipinaspartat oder Amlodipinmaleamid und vorzugsweise auch
auf deren Gehalt gepriift. Vorzugsweise enthalten die pharmazeutischen Amlodipinmaleat-
Zusammensetzungen weniger als 1 %, mehr bevorzugt weniger als 0,5 % und am meisten
bevorzugt weniger als 0,2 % an Amlodipinaspartat oder Amlodipinmaleamid, basierend
auf der Menge an Amlodipinmaleat. Im allgemeinen wird die gesamte Produktionscharge,
abziiglich von Riickstelimustern, verkauft oder anderweitig durch den Hersteller freige-
geben werden, sofern kein nicht-akzeptabler Gehalt an Amlodipinaspartat oder Amlodi-
pinmaleamid gefunden wird. In letzterem Fall wird die Produktionscharge nicht verkauft
oder freigegeben; das heift weder in den Handel gelangen noch in klinischen Studien

verwendet werden.

Die gleiche Strategie kann fiir Produktionschargen der Amlodipinmaleat-Substanz ange-
wendet werden. Eine Probe wird der von Produktionscharge (z.B. 0,5-2 g des Materials)
genommen und auf die Anwesenheit von Amlodipinaspartat oder Amlodipinmaleamid
und vorzugsweise auch auf deren Gehalt gepriift. Vorzugsweise enthilt die Amlodipin-
maleat-Substanz weniger als 1 %, mehr bevorzugt weniger als 0,5 % und am meisten be-
vorzugt weniger als 0,1 % an Amlodipinaspartat oder Amlodipinmaleamid, basierend auf
der Menge an Amlodipinmaleat. Im allgemeinen wird die gesamte Produktionscharge, ab-

ziiglich von Riickstellmustern, verkauft oder anderweitig durch den Hersteller freigegeben
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werden, sofern kein nicht-akzeptabler Gehalt an Amlodipinaspartat oder Amlodipinmale-
amid gefunden wird. In letzterem Fall wird die Produktionscharge nicht verkauft oder
freigegeben werden; das heifit weder in den Handel gelangen noch zur Produktion von

pharmazeutischen Produkten verwendet.

Im allgemeinen fiihrt die Untersuchung des Amlodipinmaleat-Materials zu einem analy-
tischen Ergebnis fiir die Probe. Typischerweise wird das ,,Proben-Analysenergebnis® in
beliebiger Weise mit dem Referenzstandard-Analysenergebnis fiir Amlodipinaspartat oder
Amlodipinmaleamid verglichen. Der Vergleich kann manuell, wie etwa durch visuelle
Beobachtung und/oder durch ein automatisiertes Verfahren erfolgen. Das Referenzstan-
dard-Analysenergebnis kann im wesentlichen gleichzeitig mit dem Proben-Analysener-
gebnis wie etwa unmittelbar vor, wihrend oder unmittelbar nach der Untersuchung der
Amlodipinmaleat-Probe erhalten werden oder sie kénnen frither erhalten werden, sogar
Monate oder Jahre frither. In einigen Féllen wird das Referenzstandard-Analysenergebnis
elektronisch gespeichert und durch einen Computeralgorithmus verwendet, um die Ge-
genwart von Amlodipinaspartat oder Maleamid sowie deren Mengen zu bestimmen. Diese
letztere Ausfithrungsform schliefft das Kalibrieren des Gerites auf Basis des Referenzstan-
dard-Analysenergebnisses oder daraus abgeleiteter Ergebnisse und/oder eine sogenannte
interne Normalisierung ein. Alle solche Vergleiche, ob direkt, indirekt, manuell oder

automatisiert fallen unter den Begriff ,,Vergleichen®.

Die zur Bestimmung der Referenzstandard-Analysenergebnisse verwendete Assay ist im
allgemeinen der gleiche, unter Verwendung derselben Bedingungen, der zur Untersuchung
des Amlodipinmaleat-Materials verwendet wird, wenngleich dies nicht unbedingt erfor-

derlich ist.

Dies sei unter Bezugnahme auf die zwei bevorzugten Methoden, ndmlich TLC und HPLC,
ndher erldutert. Bei der TLC werden Proben des getesteten Materials und bekannte Men-
gen an Amlodipinaspartat und/oder Amlodipinmaleamid enthaltende Referenzstandards
auf einer geeigneten chromatographischen Platte unter Verwendung eines geeigneten
Laufmittels (mobile Phase) unter vorbestimmten Bedingungen chromatographiert. Diese

Bedingungen umfassen das Losungsmittel, die Konzentration des Amlodipinderivats in
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dem Loésungsmittel und die auf die Platte aufgebrachte Losungsmenge. Die Auswahl
geeigneter Losungsmittel und Konzentrationen ist im Fachgebiet gut bekannt. Die unter
diesen Bedingungen erhaltenen analytischen Ergebnisse umfassen den Re-Wert, némlich
das Verhiltnis der Laufstrecke des entsprechenden Materials zu der Laufstrecke des

Losungsmittels, und/oder die Gréfle des auf dem Chromatogramm erzeugten Flecks.

Vorzugsweise wird der Referenzstandard zur selben Zeit und auf dieselbe chromato-
graphische Platte aufgebracht wie die untersuchte Probe, um so direkte Vergleiche zu et-
moglichen. In anderen Ausfithrungsformen ist der Referenzstandard bereits definiert und
wird einfach mit dem entwickelten Chromatogramm der Probe verglichen. Somit umfaft
ein Verfahren zur Bestimmung der Reinheit und/oder der Stabilitét hinsichtlich des Ab-
baus einer Amlodipinmaleat enthaltenden Probe folgende Schritte:

a) Auflésen einer Amlodipinmaleat umfassenden Probe in einem Losungsmuittel, um
eine Probeldsung herzustellen,

b) Auflésen einer Amlodipinaspartat- und/oder Amlodipinmaleamid-Probe in einem
Losungsmittel, um eine Referenzlosung zu erzeugen,

¢) Unterziehen der Probeldsung und der Referenzlgsung der Diinnschichtchromato-
graphie, um fiir jede ein TLC-Chromatogramm zu erhalten und

d) Bestimmung der Intensitit von jedem aus der Probeldsung erhaltenen sekundéren
Fleck , dessen R-Wert dem Referenzmarker entspricht, gegeniiber der Intensitét
des Flecks, der durch Aspartat oder Maleamid in dem Chromatogramm der Refe-
renzldsung hervorgerufen wird. Es sollte erwihnt werden, daf die Referenzldsung
eine ,,gemischte* Referenzlosung sein kann, die sowohl Aspartat als auch ein ande-
res Referenzmaterial bekannter Reinheit enthilt, das heifit zusétzlich enthaltend

eine bekannte Menge und Reinheit an Amlodipin und/oder Amlodipinmaleamid

etc.

In shnlicher Weise kann ein Assay unter Verwendung der HPLC formuliert werden. Die
Referenzstandard-Analysenergebnisse kénnen den Trennfaktor, den Responsefaktor, die

Retentionszeit und/oder die Peakflache fiir Aspartat oder Maleamid einschliefen. Bei-
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spielsweise umfaft ein Verfahren zur Bestimmung der Reinheit und/oder der Stabilitét
hinsichtlich des Abbaus einer Amlodipinmaleat enthaltenen Probe folgende Schritte:

a) Auflosen einer Amlodipinmaleat enthaltenden Probe in einem Lsungsmittel, um
eine oder mehrere Probeldsungen zu bilden,

b) Auflésen einer Probe von Amlodipinaspartat oder Amlodipinmaleamid in einem
Losungsmittel, um eine Referenzlgsung herzustellen,

¢) Injizieren der Probenldsung und der Referenzlgsung auf eine HPLC-Séule und

d) Bestimmung der Peakflichen jeder Losung und das Berechnen des Gehalts an Am-

lodipinaspartat und/oder Amlodipinmaleamid in jeder Probenlosung daraus.

Bei dieser Ausfithrungsform kann es erforderlich oder wiinschenswert sein, vor Schritt ¢)
eine geeignete Losung durch die HPLC-Séule laufen zu lassen, um den Trennfaktor zwi-
schen Amlodipinmaleat und jeder anderen in der Losung vorhandenen Verbindung zu be-
stimmen. In diesem Fall umfaft die Methode einen zusétzlichen Schritt b”) Auflésen von
Amlodipinmaleat und mindestens einem geeigneten externen Standard, um eine ,,System
suitability*- Losung herzustellen und Injizieren dieser Losung auf die HPLC-Sédule, um
den (die) Auflosungsfaktor(en) zu bestimmen. Dies ist niitzlich, um zu tiberpriifen, ob die
Saule innerhalb ihrer Spezifikation liegt. Diese Losung kann auch das Aspartat oder das
Maleamid sein, aber ist nicht auf diese begrenzt und kann jedes beliebige Material sein,

das zeigt, ob die Saule noch so funktioniert, wie sie konstruiert wurde.

Figur 1 zeigt, daB die HPLC benutzt werden kann, um Amlodipinaspartat und Amlodipin-
maleamid von Amlodipin zu trennen. Eine artifizielle Mischung von Amlodipin, Amlodi-

pinaspartat und Amlodipinmaleamid wurde der HPLC unterzogen. Die Ergebnisse sind als
ein HPLC-Chromatogramm in Figur 1 gezeigt. Es ist zu bemerken, da88 die dem Aspartat

und dem Maleamid entsprechenden Peaks sichtbar sind.

Als Alternative zur separaten Bestimmung einer Probe des Referenzmarkers kann der als
der Responsefaktor (R) bekannte Parameter verwendet werden. Der Responsefaktor ist ein
zuvor bestimmtes Verhiltnis eines numerischen Ergebnisses (z.B. der Peakfldche bei

HPLC), das mittels einer vorgegebenen analytischen Methode fiir eine Probe des Aspartats
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oder Maleamids erhalten worden ist, zu dem entsprechenden numerischen Ergebnis, das
durch Untersuchen der gleichen Menge reinen Amlodipinmaleats bei einer dquivalenten
Konzentration erhalten worden ist. Der bekannte Responsefaktor fiir Amlodipinaspartat
oder Amlodipinmaleamid kann verwendet werden, um die Menge des betreffenden Mar-
kers in der getesteten Probe zu berechnen. Auf diese Weise kann die relative Menge der
Verunreinigung bezogen auf Amlodipinmaleat in der Probe in auf diesem Gebiet bekann-

ter Weise bestimmt werden.

In den zuvor genannten Ausfiihrungsformen liegt die Anforderung and das Losungsmittel,
die Amlodipinmaleat-Probe aufzuldsen, nur darin, die Amlodipinmaleat-Substanz und die
Verunreinigungen von Interesse aufzuldsen. Andere Komponenten, wie etwa inerte Fiill-
stoffe einer pharmazeutischen Zusammensetzung, miissen nicht in dem Lésungsmittel-
system l6slich sein und miissen nicht ,,aufgeldst* sein, um den zuvor genannten ,,Auf-
16sungs*“-Schritt zu erfiillen, wie es im Fachgebiet fiir die Untersuchung einer pharmazeu-

tischen Darreichungsform iiblich ist.

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung einer aus Amlodi-
pin (1) oder Amlodipinmaleamid (2) ausgewidhlte Verbindung
als ein Referenzmarker zur Analyse der Reinheit oder der
Stabilitdt gegeniiber dem Abbau einer Chargenprobe des Amlo-
dipinmaleats oder einer Chargenprobe einer Amlodipinmaleat

enthaltenden pharmazeutischen Darreichungsform. Solch

eine analytische Priifung der Arzneimittel-Substanz oder der Amlodipinmaleat enthalten-
den Arzneimittelform dient hauptsichlich dazu, zu bestitigen, daB die Verbindungen (1)
oder (2) abwesend sind (d.i. unterhalb der Detektionsgrenze der analytischen Methode
liegen) oder nur in Mengen unterhalb der maximal erlaubten Grenze vorhanden sind, die
die pharmazeutische Qualitit der Amlodipin enthaltenden Produkte, d.i. eine Qualitit, die
es erlaubt, daB die Produkte als Arzneimittel freigegeben oder verkauft werden k&nnen,

charakterisiert.

Die Erfindung wird durch die folgenden, nicht-begrenzenden Beispiele weiter beschrie-

ben.
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Beispiel 1 - Verfahren zum Herstellen von Amlodipinaspartat

16 g Amlodipin und 12 g Amlodipinmaleat werden in einem 300 ml-Kolben geschmolzen.
Die geschmolzene Substanz wird auf Raumtemperatur abgekiihlt und in 300 ml Dichlor-
methan geldst. Die Losung wurde mit 300 ml einer IM NaOH-L6sung extrahiert. Die or-
ganische Phase wurde verworfen und die wifirige Phase mit 55 ml einer 6 M HCI-Ldsung
angesduert. Die Mischung wurde mit 300 ml Dichlormethan extrahiert. Die Phasen wur-
den getrennt und die organische Phase iiber Na,SO; getrocknet. Die Mischung wurde bis
zur Trockenheit eingedampft und der verbliebene Feststoff aus Ethanol umkristallisiert.
Der erhaltene Feststoff wurde im Vakuumofen bei 40 °C getrocknet und lieferte 4,7 g

eines gebrochen weilen Produkts.
Ausbeute: 4,7 g (39 %)
Schmelzpunkt: 178 °C — 183 °C (zersetzt)

Reinheit: groBer als 90 %

1H-NMR—Spek’[rum:

Das '"H-NMR-Spektrum wurde bei 303,2 K auf einem Bruker Avance-400 in deuteriertem
Dimethylsulfoxid bei 400 MHz gemessen. Es ist in Figur 2 gezeigt.
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) Zuordnung

1.12 (t, 3H, J;1,,=7.0Hz, 3xH-12);
2.36 (s, 3H, 3xH-15);

2.87 (m, ~2H, 2xH-3");

3.24 (m, ~2H, 2xH-9);

3.52 (s, ~3H, 3xH-14);

3.76 (bs, 2H, 2xH-8);

4.00 (m, 3H, 2xH-11 + H-2");

4.65 (m, 2H, 2xH-7);

5.33 - (s, 1H, H-4);

7.13 (dt, 1H, J3: 4=J ¢ 5=7.6Hz, J4 6=1.8Hz, H-4");
7.26 (m, 2H, H-3' + H-5");

7.37 (d, 1H, J5.6=7.8Hz, H-6");
8.61 (s, IH, NH).

BC-NMR-Spektrum:

Das 13C-NMR—Spe:ktrum wurde bei 303,2 K auf einem Bruker Avance-400 in deuteriertem
Dimethylsulfoxid bei 100,6 MHz gemessen. Es ist in Figur 3 gezeigt.
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) Zuordnung ) Zuordnung
14.18 (C-12); 66.64,66.69 (C-7, C-8);
18.33 (C-15); 101.92,102.40 (C-3, C-5);
35.77 (C-3"; 127.54 (C-5Y;
36.85 (C-4); 127.88 (C-4Y;
45.63,45.74 (C-9y; 129.07 (C-2%;
50.58 (C-14); 131.11 (C-6";

56.42 (C-2"); 166.43 (C-10);
59.50 (C-11); 167.28 (C-13);

170.55,171.49 (C-1",C-4").

Beispiel 2 - Herstellen von Amlodipinmaleamid

5 g Amlodipin wurden in 50 ml Ethylacetat gelést und auf 60 °C erwarmt. 1,15 g Malein-
sdureanhydrid wurden zu der Mischung gegeben und die Mischung wurde geschiittelt, bis
die Losung klar wurde. Die Mischung wurde auf Raumtemperatur abgekiihlt und tiber
Nacht stehengelassen. Die Mischung wurde bis zur Trockenheit eingedampft und an-
schlieBend im Hochvakuumofen bei 25 °C fiir drei Stunden getrocknet. Es bildete sich ein
gelber Feststoff.

Ausbeute: 6,1 g (99 %)

Schmelzpunkt: 83 °C — 86 °C
Reinheit: groBer als 95 % (HPLC)
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'H-NMR-Spektrum:

Das "H-NMR-Spektrum wurde bei 303 K auf einem Bruker Avance-400 in deuteriertem
Dimethylsulfoxid bei 400 MHz gemessen. Das Spektrum ist in Figur 4 gezeigt.

) Zuordnung

1.12  (t, 3H, J;1,12=7.0Hz, 12-H3)

2.31 (s, 3H, 15-H;)

3.44 (bg,~2H, 9-Hy)

3.52 (s, ~3H, 14-H;)

3.58 (bt, 2H, 8-Hy)

3.99 (m,~2H, 11-H;)

462 (ABq,2H, 7-Hy)

532 (s, 1H, 4-H)

627 (d,~1H, J4s=12.4Hz, 4"'-H)

6.43 (d,~1H, Ja »=12.4Hz, 5""-H)

7.13  (dt, 1H, J3 4=Js 5=7.7Hz, J+¢=1.6Hz, 4'-H)
7.23  (dt, 1H, J4 5=J5¢=7.7Hz, J35=1.0Hz, 5'-H)
728 (dd, 1H, J34=7.7Hz, J3s5=1.0Hz, 3'-H)
734 (dd, 1H, J46=1.6Hz, Js=7.7Hz, 6'-H)
849 (s,~1H, 1-H)

9.24 (bt,~1H, 9'-NH)

Beispiel 3

Assay fiir Amlodipinmaleat, Amlodipinaspartat und Amlodipinamid in Amlodipinmaleat-
Substanz mittels HPLC.
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1. Eine Referenzldsung 1 wurde hergestellt durch Uberfithren von ca. 32 mg eines Amlo-
dipinmaleat-Referenzstandards (mit bekannter Reinheit) in einen 50 ml-Mefkolben und
Aufldsen in einer Mischung aus 0,02 M Acetatpuffer pH 5,0 und Acetonitril (1:1 v/v).
2. Die Referenzlosung 2 wurde hergestellt durch Uberfithren von ca. 32 mg eines
Amlodipinmaleatmischungstandards (eine Mischung aus 4 Gewichtsanteilen Amlo-
dipinmaleat, 1 Anteil Amlodipinaspartat und 1 Anteil Amlodipinarhid, jedes von hoher
und allgemein bekannter Reinheit) in einen 50 ml-MeBkolben und Auflésen in einer Mi-
schung aus 0,02 M Acetatpuffer pH 5,0 und Acetonitril (1:1 v/v).

3. Eine Probeldsung wurde hergestellt durch Uberfithren von ca. 32 mg einer
Amlodipinmaleat enthaltenden Probe in einen 50 ml-MefBkolben und Aufldsen in einer
Mischung aus 0,02 M Acetatpuffer pH 5,0 und Acetonitril (1:1 v/v).

4. Chromatographisches Verfahren

a. Chromatographische Bedingungen:

Trennsiule: Symmetry Shield C8 (Waters), 100 x 4,6 mm, d, =
3,5 pm

Vorsiule: Sentry Guard Saule, Symmetry C8 (Waters), 20 x 3,9

’ mm, dp, =5 pm

Mobile Phase: A) 0.05 M Perchloratpuffer pH 2,75 und Acteonitril
65:35 (v/v)
B) 0,05 M Perchloratpuffer pH 2,75 und Acetonitril
35:65 (v/v)

Perchloratpuffer pH 2.75: Aufldsen von 7 g
NaClO4-H,0 (0,05 M) und 1,74 g K,;HPO, (0,01 M)

in 1000 ml Wasser und Einstellen durch Zugabe von
Phosphorsdure auf einen pH-Wert von 2,75.

FluB: 1,0 ml/min, Gradient
Gradientenprogramm: Zeit (min) % von A % von B
0,0 100 0
4,0 100 0
14,0 35 65
21,0 0 100
28,0 0 100

23



AT 005697 Ul

29,0 100 0
32,0 100 0
Detektion: UV, 237 mm
Saulentemperatur: 45 °C
Autosampler: 4 °C, lichtgeschiitzt

Injektionsvolumen: 10 ul

b. Injektionsverfahren

Nachdem eine stabile Grundlinie erhalten wurde, wurde die Referenzlésung 2 injiziert und
der Trennfaktor zwischen Amlodipin, Aspartat und Amid berechnet. Auch der Symmetrie-
faktor und die Anzahl an theoretischen Béden wurde unter Verwendung des allgemeinen
Verfahrens der European Pharmcopoeia zur Berechnung von Systemeignungsparametern

berechnet. Folgende Werte wurden erhalten:

Auflosung: Amlo-Aspartat/Amlodipin = 15,6, Amlodipin/Amlomaleamid = 20,1.
Symmetriefaktor: Amlodipinaspartat 1,2, Amlodipin 1,3, Amlodipinmaleamid 1,2.
Anzahl an theoretischen Béden: Amlodipinaspartat 6387, Amlodipin 22852,
Amlodipinmaleamid 56676.

Dann wurden die Referenzlosung 1 und die Probeldsung auf die Séule injiziert.

5. Berechnungen:

Der Gehalt an Amlodipinmaleat und der Gehalt an den entsprechenden Verunreinigungen
in der analysierten Probe wurde durch Vergleich der Peakflachen der entsprechenden Ver-
bindungen in dem Chromatogramm der Probeldsung mit den entsprechenden Peakfléchen
der Chromatogramme der Referenzldsungen 1 und 2 unter Beriicksichtigung der Einwage
und Reinheit der Referenzproben und vorberechneter relativer Responsefaktoren (RRF)
berechnet. Die RRF-Werte und die Analysegrenzwerte der individuellen Verunreini-

gungen sind in der folgenden Tabelle als % von Amlodipin aufgelistet:
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Verbindung RRF Analysengrenzwert
(%0)
Aspartat 0,78 0,01
Amid 1,01 0,02

Beispiel 4

Assay fiir Amlodipinmaleat und Amlodipinaspartat in Tabletten umfassend Amlodipin-
maleat in einer Menge entsprechend 2,5 mg an freier Amlodipinbase mittels HPLC.

Die Gehaltsbestimmung wird wie in Beispiel 3 beschrieben mit den folgenden Anderun-
gen durchgefiihrt:

Die Probelésung wurde durch Uberfithren von 5 Amlodipintabletten in einen 25 ml-Mef-

kolben hergestellt. Es wurden 20 ml einer Mischung aus 0,02 M Acetatpuffer pH 5,0 und
Acetonitril (1:1 v/v) zugegeben und die Mischung wurde geschwenkt, bis alle Tabletten

vollsténdig zerfallen waren.

Anschlieflend wurde die Mischung fiir 5 Minuten in ein Ultraschallbad gegeben. Der Kol-
ben wurde mit einer Mischung aus 0,02 M Acetatpuffer pH 5,0 und Acetonitril (1:1 v/v)
aufgeflillt und gemischt. Etwa 10 ml der erhaltenen Losung wurden fiir 10 min bei 4000

U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde zur Analyse verwendet.

Im wesentlichen kann unter der Bedingung, da 50 ml- oder entsprechend 100 ml-MeB-_,

Foood @il

kolben verwendet werden, dasselbe Verfahren fiir eine Analyse von Tabletten umfassen

N\

- N

5 oder 10 mg Amlodipinmaleat, anstelle von 2,5 wie oben, verwendet werden.
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Beispiel 5

Von einer Charge an 10 mg Amlodipinmaleat-Tabletten wurde eine Probe genommen und
auf die Anwesenheit von Amlodipinaspartat und Amlodipinmaleamid mittels HPLC unter-
sucht. Die Spezifikation dieser Tabletten als ,,annehmbar* erfordert, dafl nicht mehr als 0,2
% von entweder Amlodipinaspartat oder Amlodipinmaleamid in ihnen anwesend sind.
Das HPLC-Chromatogramm ist in Figur 5 gezeigt. Die Gehaltsbestimmung ergab, daf3 die
Tabletten 0,17 % Amlodipinaspartat und 0,01 % Amlodipinmaleamid relativ zur Peak-
flache des Amlodipins enthielten und folglich die Menge annehmbar/zuléssig ist.

Vergleich.

Von einer anderen Charge an Amlodipinmaleat-Tabletten als der oben verwendeten wurde
eine Probe genommen und auf die Anwesenheit von Amlodipinaspartat und Amlodipin-
maleamid mittels HPLC untersucht. Die Spezifikation dieser Tabletten als ,,annehmbar*
erfordert wieder, daB nicht mehr als 0,2 % von entweder Amlodipinaspartat oder Amlodi-
pinmaleamid in ihnen anwesend sind. Das HPLC-Chromatogramm ist in Figur 6 gezeigt.
Die Untersuchung ergab, daB} die Tabletten 0,42 % Amlodipinaspartat und 0,02 % Amlo-
dipinmaleamid relativ zur Peakfldche des Amlodipins enthielten und folglich diese Menge

nicht annehmbar ist und nicht zugelassen oder freigegeben werden kann.

Beispiel 6

Bestimmung von Amlodipinaspartat und Amlodipinamid in Amlodipinmaleat-Arznei-
mittelsubstanz durch TLC.

1. Beschreibung des Systems

Losungsmittel: Wasser und Methanol im Verhiltnis von 50:50 (V/V)
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Probenldsung A: 51 mg Amlodipinmaleat-Rohmaterial werden in ein 10 ml-Braunglas
iiberfiihrt. Sie werden in 4 ml Losungsmittel gelost und die Losung wird homogenisiert
(entsprechend 10 mg Amlodipin pro ml).

Amloaspartat 0.3 % Losung B: 6 mg Amlodipinaspartat werden in einen 25 ml-MeBkol-

ben iiberfiihrt. Es werden 20 ml Losungsmittel zugegeben und alles mit Hilfe eines Ultra-
schallbades geldst. Es wird mit Lésungsmittel aufgefiillt und die Losung homogenisiert
(Stammlosung B). 5 ml der Stammldsung B werden in ein 10 ml-Glasfldschen pipettiert.
3,5 ml Losungsmittel werden zugegeben und die Losung wird homogenisiert (entsprech-
end 0,03 mg Amlodipin pro ml).

Amlomaleamid 0,3 % Losung C: 6 mg Amlodipinmaleamid werden in einen 25 mi-MeB-

kolben tiberfithrt. Es werden 20 ml Losungsmittel zugegeben und alles mit Hilfe eines
Ultraschallbades gelost. Es wird mit Losungsmittel aufgefiillt und die Lésung wird homo-
genisiert (Stammlosung C). 0,5 ml der Stammlésung C werden in eine Flasche pipettiert.
3,5 ml eines Losungsmittels werden zugegeben und die Losung homogenisiert (entsprech-
end 0,03 mg Amlodipin proml).

Gemischter Standard D: 51 mg Amlodipinmaleat-Rohmaterial werden in ein Braunglas

iiberfiihrt. Auflosen in 3 mi Losungsmittel. Entsprechend 0,5 ml Stammldsung B und 0,5

m! Stammlosung C werden zugegeben und die Losung homogenisiert.

Platte: HPTLC-Platte bedeckt mit Silikagel 60
F254,20 x 10 cm (Merck)

Probenvolumen: 1,0 ul

Bande: 10 mm

Anwendungsgeschwindigkeit: 4 sek/ul

Abstand vom unteren Ende der HPTLC-Platte: 15 mm

Abstand zwischen den Proben: 10 mm

Mobile Phase: Methylisobutylketon, Methanol und

Essigsidure im Verhéltnis von 70:20:10
(VIVIV).
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Sattigung der Kammer: Fiillen des Konditionierbehdlters mit

20 ml mobiler Phase und Séttigen fiir 5

Minuten
Entwicklung: Trennstrecke 9 cm, horizontal
Lufttrocknen: 15 min bei Umgebungsbedingungen
Detektion: UV 366 nm ’

2. Beurteilung der Chromatogramme

a. Nachdem alle vier Losungen auf die Platte aufgebracht wurden, wurde die TLC-Platte
an der Luft getrocknet und dann unter UV-Licht bei 366 nm betrachtet. Der Test war so
lange ungiiltig, bis das Chromatogramm, das mit dem gemischten Standard D erhalten
wurde, drei klar getrennte Punkte zeigte.

b. Die Intensitit jeglicher weiterer Punkte auf dem Chromatogramm der Losung A, die in
ihrem Rf-Wert dem Hauptpunkt, der mit Losung B erhalten wird, entsprechen (entsprech-
end 0,3 % des Aspartats), wurde abgeschétzt.

c. Die Intensitit jeglicher weiterer Punkte auf dem Chromatogramm der Losung A, die in
ihrem Rf-Wert dem Hauptpunkt entsprechen, der mit der Standardlosung C erhalten wird
(entsprechend 0,3 % des Amids), wurde abgeschétzt.

3. Ergebnisse
Ein Beispiel eines Chromatogramms der Mischung von Amlodipinmaleat, Amlodipinas-

partat und Amlodipinmaleamid, sichtbar dargestellt durch Scannen auf einem Camag TLC

Scanner ist in Figur 7 gezeigt.

Substanz Ry

Amlodipinaspartat 0,06
Amlodipinmaleat 0,19
Amlodipinmaleamid 0,76

28



AT 005697 U1l

Anspriche

1. Ein Verfahren zum Ermitteln eines Referenzstandard-Analysen-
ergebnisses fur Amlodipinaspartat oder Amlodipinmaleamid, bei dem eine
bekannte Menge von im wesentlichen reinem Amlodipinaspartat oder Amlodi-
pinmaleamid, das in einem Losungsmittel mit bekannter Konzentration von
Amlodipinaspartat oder Amlodipinmaleamid gelést ist, einer Dunnschicht-
chromatographie unterzogen wird oder eine HPLC ausgefihrt wird, und bei
dem der R;-Wert oder die GrdéRe eines Flecks als Referenzstandard-Analy-
senergebnis herangezogen wird bzw. der Aufldsungsfaktor, die Retentions-
zeit, die Peakfl&che und/oder der Responsefaktor eines Peaks.

2. Ein Verfahren zum Prifen der Reinheit oder Stabilitidt einer
Probe von Amlodipinmaelat oder einer pharmazeutischen Darreichungsform
enthaltend Amlodipinmaleat, bei dem die Probe einer Dinnschichtchromato-
graphie oder HPLC unterzogen wird, um ein Analysenergebnis zu erhalten,
und bei dem das Analysenergebnis mit einem nach Anspruch 1 ermittelten
Referenzstandard-Analysenergebnis flir Amlodipinaspartat oder Amlodipin-
maleamid verglichen wird, um die Reinheit oder Stabilitit der
Amlodipinmaleat-Substanz oder -Zusammensetzung zu bestimmen.

3. Ein Verfahren zum Bestimmen der Anwesenheit einer Verunreini-
gung, mit dem Stufen:

a) Aufldsen einer Probe, enthaltend Amlodipinmaleat in einem Lé&sungs-
mittel, um eine Probenldésung herzustellen;

b) Aufldsen einer Probe von Amlodipinaspartat oder Amlodipinmaleamid in
einem Losungsmittel, um eine Referenzldsung herzustellen;

c) Unterwerfen der Probenldésung und der Referenzldésung einer Dinn-
schichtchromatographie, um ein TLC-Chromatogramm fiir jede der beiden zu
erhalten; und

d) Abschatzen der Intensitdt allfdlliger sekundirer Flecken, die von der
Probenldsung erhalten werden, die hinsichtlich des RF-Wertes dem Refe-
renzstoff entsprechen, gegen die Intensitédt des Aspartats oder Maleamid
entsprechenden Flecks im Chromatogramm der Referenzldsung.

4. Ein Verfahren zum Bestimmen der Anwesenheit einer Verunreini-
gung, mit den Stufen:

a) Aufldsen einer Probe enthaltend Amlodipinmaleat in einem L&sungs-
mittel, um eine oder mehrere Probenldsungen herzustellen;
b) Aufldsen einer Probe von Amlodipinaspartat oder Amlodipinmaleamid in
einem Losungsmittel, um eine Referenzldsung herzustellen;
c) Injizieren der Probe- und der Referenzldsungen in eine HPLC-S&aule und

Ausfihren der HPLC; und
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d) Abschétzen der Peakfldchen jeder Ldsung und Berechnen aus diesem den
Gehalt von Amlodipinaspartat oder Amlodipinmaleamid in jeder Probeld-
sung.

5. Ein Verfahren, bei dem Amlodipinmaleat von Amlodipinaspartat
oder Amlodipinmaleamid durch Dunnschichtchromatographie abgetrennt wird.

6. Ein Verfahren, bei dem Amlodipinmaleat von Amlodipinaspartat
oder Amlodipinmaleamid durch HPLC abgetrennt wird.

7. Ein Verfahren, bei dem Amlodipinmaleat mit wenigstens einem
pharmazeutisch annehmbaren Hilfsstoff zur Bildung einer Mischung ver-
mischt wird;

bei dem die Mischung entweder (a) in Kapseln abgefillt oder (b) zu
Tabletten gepreft wird, um eine feste, pharmazeutische Amlodipinmaleat-
Darreichungsform zu bilden;

bei dem eine Probe der festen, pharmazeutischen Amlodipinmaleat-
Darreichungsform aus der Produktionscharge entnommen wird;

bei dem die Probe Uberpriift wird, um ein Proben-Analysenergebnis zu
halten; und

bei dem das Proben-Analysenergebnis mit einem Referenzstandard-
Analysenergebnis fir Amlodipinaspartat oder Amlodipinmaleamid verglichen
wird, um die Menge von Amlodipinaspartat oder Amlodipinmaleamid relativ
zu BAmlodipinmaleat zu bestimmen.

8. Das Verfahren nach Anspruch 7, wobeil beim Vergleichs-Schritt
eine elektronisch gespeicherte Wiedergabe des Referenzstandard-Analysen-
ergebnisses ausgeflhrt wird.

9. Das Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, bei dem beim Vergleichs-
Schritt eine visuelle Priufung des Proben-Analysenergebnisses und des

Referenzstandard-Analysenergebnisses ausgefithrt wird.
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