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Vysoce Cisty referenéni standard pro testovani Cistoty a stability amlodipinmaleatu

Oblast techniky

Predkladané technické feSeni se zabyva vyuzitim dvou novych chemickych sloudenin jako
referenénich standard pro urovani Cistoty nebo stability substanci a farmaceutickych
prostredkil obsahujicich amlodipinmaleat.

Dosavadni stav techniky

Farmaceutické produkty jsou ve vé€tSin€ zemi kontrolovany prostfednictvim statnich afadi.
Napfiiklad U.S. Food & Drug Administration (FDA) obvykle vyzaduje, aby Zadatelé prokazali
v pribéhu posuzovaciho/schvalovaciho procesu nezdvadnost a uéinnost farmaceutického
prostiedku a sledovani nezavadnosti léku pokracuje ipo jeho schvéleni. Podobné pozadavky
existuji v mnoha evropskych zemich a v celém svété€. Aby bylo vyhovéno podminkam nezavad-
nosti, kontrolni ufady obvykle vyzaduji vyrobni specifikaci, ktera stanovi maximalni mnoZstvi
kazdé identifikované neéistoty, tak jako maximélni mnoZstvi pro vSechny neidentifikované
nedistoty. Poté co je schvélen, je kazda vyrobend varka nebo sada farmaceutického produktu
testovana, aby bylo potvrzeno, Ze specifikace je splnéna. Dale je provadéno testovani stability
farmaceutického produktu, aby bylo prokazéno, Ze se sloZeni v pribéhu ¢asu, to jest béhem doby
udévané zivotnosti, vyrazné¢ neméni. Je dilezité, aby se farmaceuticky produkt pfed podanim
pacientovi neodchylil od své schvéalené specifikace zplisobem, ktery by mohl zapfi€init sniZeni
bezpetnosti nebo uCinku. V praxi se osvédCilo uchovavani vzorkid zkazdé komerCni varky
vydané na veiejnost, tak aby mohla byt kontrolovana stabilita a jakékoliv vada odhalena a
odstranéna.

Cistota farmaceutik je tedy testovana jak v prib&hu vyroby, tak nasledng b&hem doby své
Zivotnosti. Produkt je obvykle testovan porovnavanim analytickych vysledkl s piislu$nymi
vysledky referenénich standardi. V pfipadé zjistovani necistot to norméalné znamené stanoveni
farmaceutického produktu a porovnani vysledku s vysledkem ziskanym pro vysoce €istou formu
zjistované nelistoty ve stejném stanoveni. Zdroje potencidlnich nelistot ve farmaceuticky
aktivni latce nebo prostiedku zahrnuji:

- zbytkova mnoZstvi syntetickych perkurzord
- vedlejsi produkt vznikly pti pfipravé a zpracovani aktivni substance
- zbytkova rozpoustédla

- rozkladné produkty objevujici se béhem skladovani zahrnujici produkty vzniklé z interakei
s pomocnymi latkami ve farmaceutickych prostredcich

- izoméry aktivni latky
- stopové nedistoty pochézejici naptiklad z pfistrojii nebo prostredi.

Bez identifikace potencialni nedistoty a bez syntetické cesty vedouci k pfipravé jejiho referen¢ni-
ho standardu je obtiZné nebo nemozné negistotu tsp&sné stanovit nebo jinak sledovat jeji obsah
ve farmaceutickém produktu.

Amlodipinbesylat je velmi Gsp&3ny lék prodavany firmou Pfizer pod obchodnim nazvem
NORVASC urgeny k 1é&eni vysokého krevniho tlaku a anginy. Samotny amlodipin byl poprvé
patentovan v patentu EP 089 167 a v odpovidajicim patentu US 4 572 909. Tyto patenty uvadgji
jako jednu z nejvhodngjSich slougenin 2-{—(2-aminoethoxy)methyl]-4—(2-chlorofenyl)-3—
ethoxykarbonyl-5~methoxykarbonyl-6—methyl-1,4-dihydropyridin. Tato slou¢enina, v soucas-
nosti b&Zné znama jako amlodipin, mé nasledujici vzorec:
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Piklady 8, 11, 12 a22 v patentu EP 089 167 ilustruji ptipravu amlodipinu ve formé maledtové
soli. PrestoZe existuje $iroké spektrum vhodnych smésnych soli s kyselinami, jako nejvhodné;jsi
smésna st s kyselinou je uvadéna maleatova sil. Nasledujici patent EP 244 944 a odpovidajici
patent US 4 879 303 byly zaméfeny na pkipravu besylatové (neboli benzensulfonatové) soli
amlodipinu. Je uvadéno, Ze besylatova siil mé oproti jinym zndmym solim své vyhody, napiiklad
snadny zplsob piipravy. Standardy pro uréovani kvality amlodipinbesylatu jsou popsény
v Casopise Pharmeuropa 10(2), 187 (1998).

Ptehled dostupnych &asti NORVASC (amlodipinbesylat) New Drug Application (NDA) podané
u U.S. Food & Drug Administration firmou Pfizer prozrazuje, Ze b&hem vyvoje doslo k odklonu
od plvodniho amlodipinmaleatu k amlodipinbesylatu. (Viz “Review of Original NDA” pro
NDA# 19-787 ze dne 10.10.1990, pfistupné u FDA pod Freedom of Information Act).

Divodem k tomuto odklonu byly zfejmé problémy s pfipravou tablet a stabilitou. Nicméné

konkrétni priklady problému se stabilitou nebo pFipravou tablet nejsou vefejné zpiistupnény
mezi informacemi poskytovanymi FDA.

Amlodipinmaleat je pfesto stale uZiteCnou soli amlodipinu. Bylo by tedy Zadouci identifikovat a
vyfeSit problémy spojené se stabilitou této chemické slouteniny a vypracovat zplisob
kontrolovani jeji vyroby.

Podstata technického feeni

Predkladané feSeni se zabyva objevem dvou novych nelistot spojenych se substancemi
amlodipinmaleatu a s farmaceutickymi prostfedky obsahujicimi tuto sloudeninu. Jeden z aspektil
pfedkladaného vynalezu se vztahuje k procesu, ktery zahrnuje stanoveni vysoce ¢Eistého
amlodipinaspartatu nebo amlodipinmaleinamidu za ur¢itého souhrnu podminek vedouci k ziskani
analytického vysledku pro referendni standard za zminéného souhrnu podminek. Dal8i aspekt
pfedkladaného vynalezu se vztahuje k procesu testovani Cistoty a stability vzorku amlodipin-
maledtu nebo formy farmaceutické davky obsahujici amlodipinmaleét, které zahrnuje analyzu
vzorku substance amlodipinmaleatu nebo prostfedku obsahujiciho amlodipinmaleat na pfitom-
nost amlodipinaspartitu nebo amlodipinmaleinamidu. Napiiklad zptsob kontrolovani &istoty
nebo stability substance amlodipinmaleatu nebo prostfedku obsahujiciho amlodipinmaleat, ktery
zahrnuje analyzu substance amlodipinmaleatu nebo prostfedku obsahujiciho amlodipinmaleét
poskytujici analyticky vysledek a porovnavani analytického vysledku s odpovidajicim analytic-
kym vysledkem pro referenéni standard amlodipinaspartitu nebo amlodipinmaleinamidu
uréujici, zda je Cistota nebo stabilita substance amlodipinmaleatu nebo prostfedku obsahujiciho
amlodipinmaleat dostate¢nd. Jiny aspekt predkladaného vynalezu se vztahuje k postupu vyroby
farmaceuticky pfijatelnych davek amlodipinmaledtu v pevné formé&. Tento postup zahrnuje
miseni amlodipinmale4tu s alespoii jednou farmaceuticky pfijatelnou latkou vedouci k tvorbé
smé&si, bud’ a) plnéni této smé&si do kapsuli nebo b) lisovani této smési do tablet, vedouci
k ptipravé vyrobnich sad farmaceutickych davek amlodipinmaleatu v pevné formé, odebrani
vzorku ze zminénych farmaceutickych davek amlodipinmaleatu v pevné formé, analyzu vzorku
vedouci k ziskani analytického vysledku vzorku, porovnani analytického vysledku vzorku
s odpovidajicim analytickym vysledkem pro referenéni standard amlodipinaspartitu nebo
amlodipinmaleinamidu uréujici relativni mnoZstvi amlodipinaspartdtu nebo amlodipinmalein-
amidu vzhledem k uvedenému amlodipinmaleétu, a prodej nebo uvolnéni vyrobni sady, pokud
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relativni mnoZstvi amlodipinaspartitu nebo amlodipinmaleinamidu nepfevyuje predem
stanoveny/schvéleny limit, napfiklad 1,0 hmotn. %, vyhodn& 0,1 hmotn. %, vztaZeno na
mnoZstvi amlodipinmaleatu.

Amlodipinamaleat ma nasledujici chemicky vzorec:

COOH

COOH

Bylo zjisténo, Ze pii testovani kvality amlodipinmaleatu by mé&ly byt vzaty v Givahu alespofi dvé
diive neidentifikované necistoty. Ob& nelistoty pochazeji z vedlejsich reakci béhem pfipravy
amlodipinmaledtu a/nebo se tvofi béhem skladovani. Tyto negistoty jsou pro amlodipinmaleat
specifické, protoZe vznikaji v pfitomnosti kyseliny maleinové, a proto nejsou zjist'ovany nebo
sledovany ve spojeni s amlodipinbesylatem. Tyto chemické slou€eniny jsou zde oznadovany jako
amlodipinaspartat a amlodipinmaleinamid. Vzorec obou sloucenin je zndzornén nize.

H
! o~ __COOH
H3CO O _CHs \(

“Amlodipinaspartat”

“Amlodipinmaleinamid”
H H
CH3 N 0/\/N O
H,CO O -Chh </COOH
@

Amlodipinaspartat i amlodipinmaleinamid jsou blokatory vapnikovych kanali a mohou tak byt
vyuzivany jako farmaceuticky aktivni latky. Tyto nové chemické sloudeniny a jejich pouziti
v 1éCivech jsou podrobnéji popsano v patentu US nazvaném “Chemické slou€enina amlodipin-
maleinamid, farmaceuticky prostiedek, zplsob jejich pripravy a pouziti k lé¢eni anginy a
vysokého krevniho tlaku”, jejiz plny obsah je zde pfipojen odkazem.

Tyto sloudeniny vznikaji reakci mezi amlodipinem a kyselinou maleinovou. Amlodipinaspartat
vznikd adiéni reakci Michaelova typu mezi aminoskupinou amlodipinu a dvojnou vazbou
kyseliny maleinové. Amlodipinmaleinamid vznikd amidagni reakci aminoskupiny amlodipinu
s karboxylovou skupinou kyseliny maleinové.

Chemické reakce mezi amlodipinem akyselinou maleinovou vedouci ktvorbé nelistot
amlodipinaspartatu nebo amlodipinmaleinamidu se mohou objevit jako vedlejsi produkt béhem
pfipravy amlodipinamaleatové soli. Amlodipinmaleat miZe béhem zpracovani do vysledné
farmaceutické formy nebo b&hem nasledného skladovani dale podstoupit naslednou
pfeménu/rozklad vys$e zmin&nou adici Michaelova typu nebo amidadni reakci, vedouci k tvorbé
nedistot amlodipinaspartitu, respektive amlodipinmaleinamidu. Z téchto dvou nelistot se
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vyzadujici sledovani. PfestoZe tyto sloudeniny nemusi byt ve farmaceutickém prostfedku na
obtiZ, sami o sob& plsobi jako blokétory véapnikovych kanall, vyzaduji soucasné reguladni
praktiky obvykle dislednou kontrolu takovych “neéistot”. Nyni, poté co byly tyto nedistoty
identifikovany a pfipraveny v dostatené <istém stavu, mohou byt amlodipinaspartat a
amlodipinmaleinamid vyuzivany jako referenéni ukazatele pro rutinni analyzu amlodipinmaleatu
nebo farmaceutickych davek obsahujicich tuto sloudeninu, jak béhem vyvojovych praci
zamé&fenych na vyfeseni vy$e zmindnych problémi se stabilitou nebo béhem primyslové vyroby
amlodipinmaleétu a na ném zaloZenych farmaceutickych forem.

Ptipravy amlodipinaspartatu pro pouziti jako referenéniho standardu nebo ukazatele mize byt
dosaZeno piivedenim volné baze amlodipinu nebo jeho soli a kyseliny maleinové do vzajemného
tésného kontaktu za podminek vhodnych pro adici Michaelova typu. Tato reakce je znazornéna

o/\./r‘|
N

COOH

‘nize.

X

CH, o~ NH: COOH

HsCO. o _CHs i
3 o
a COOH

COOH

Q

Podminky vy$siho pH, vyssi teploty a deli reakéni doby nebo doby kontaktu obvykle vedou
k podpote adi¢ni reakce. Je preferovano pH prostiedi vy3si nez 7, radgji vyssi nez 7,5. Pfi niz8ich
hodnotéch pH je tendence inhibovat adici a branit tak reakci. Dale, je preferovano provadéni
reakce ve fazi taveniny nebo vroztoku. “Fédze taveniny” oznaluje stav, kdy je amlodipin
roztaven alespofi po dobu, kdy je pfitomna kyselina maleinova. Pokud je reakce provadéna
v roztoku, je preferovana teplota alespoii 60 °C, &astéji alespoii 80 °C a nejastéji v rozmezi
85 °C az 110 °C. Mezi rozpoustédla vhodna k adiéni reakci patii polarni aproticka rozpoustédla,
napfiklad N,N-dimethylformamid, alkoholy jako je ethanol a isopropanol, estery jako je ethyl-
acetat a uhlovodiky jako je toluen.

Amlodipin a kyselina maleinova jsou obvykle smiseny v pfiblizn¢ stechiometrickych pomérech,
jmenovité 0,9:1 az 1:0,9. BéZny zpisob provedeni reakce je roztaveni amlodipinmaledtu.
Ackoliv je kyselina maleinova v tomto pfipadé pfedem zkombinovéana s amlodipinem, je toto
povazovano za zahrnuté v oblasti vynélezu. Alternativné miZe byt reakce provedena pfivedenim
volné baze amlodipinu a kyseliny maleinové v kontakt v rozpoustédle nebo v taveniné po
piedchézejicim smiseni za sucha.

Amlodipinmaleinamid muiZe byt ptipraven reakci amlodipinu nebo jeho soli s kyselinou
maleinovou s aktivovanou karbonylovou skupinou. Tato reakce je ve své podstaté amidacni
reakci a je tedy podporovéna pitomnosti kyselého katalyzatoru, zvySenou teplotou, atd., dalsi
podminky amidace jsou dobfe znamé zkuSenym odbornym pracovnikim. Pojmem “kyselina
maleinova s aktivovanou karbonylovou skupinou” je oznatovéana kyselina maleinovéa nebo jeji
derivat kterA ma vhodn& aktivovanou karbonylovou skupinu pro usnadnénf amidacni reakce
s amlodipinem. V né&kterych postupech je aktivace karbonylu dosazeno pfitomnosti kyselého
katalyzatoru, obvykle Lewisovy kyseliny jako je chlorid hlinity nebo kyselina fosfore¢na.
Atkoliv preferovan je postup, kde je pouzivano anhydridu kyseliny maleinové, ktery poskytuje
aktivovanou karbonylovou skupinu bez nutnosti pouziti katalyzatoru. Kyselina maleinova sama
o0 sob& a v nepfitomnosti katalyzatoru nebo aktivatoru neni kyselinou maleinovou s aktivovanou
karbonylovou skupinou a nebude snadno tvofit amlodipinmaleinamid ani v pfipad& pfitomnosti
amlodipinu. Reakce s anhydridem kyseliny maleinové je zndzornéna nize.
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Reakce vedouci k tvorb&é amlodipinmaleinamidu mize byt obecné provedena ptivedenim volné
baze amlodipinu nebo jeho soli do pfimého kontaktu s kyselinou maleinovou. Je preferovano
provadéni reakce ve vhodném rozpoustédle za zvySené teploty v rozmezi 25 az 100 °C, &astéji
vrozmezi 35 az 50 °C. Mezi rozpoustédla vhodna k této adiéni reakei patfi polarni aproticka
rozpoustédla, naptiklad N,N—dimethylformamid, alkoholy jako je ethanol nebo isopropanol,
estery jako je ethylacetat auhlovodiky jako je toluen. Amlodipin akyselina maleinova
s aktivovanou karbonylovou skupinou jsou obvykle smiseny v pfiblizné€ stechiometrickych
pomérech, jmenovité 0,9 : 1 az1:0,9.

Amlodipinaspartit a amlodipinmaleinamid mohou byt oba vyuZity jako referenéni standardy
(nebo referenéni ukazatele) pii stanoveni pfitomnosti a/nebo obsahu negistot ve vzorku substance
amlodipinmaleatu nebo farmaceutického prostfedku obsahujiciho amlodipinmaleat. Jako refe-
rendni standard by mél byt amlodipinaspartat nebo amlodipinmaleinamid v dostateéné &isté
formé, obvykle vice nez 80 %, Castéji vice nez 90 %. Vysoké stupné Cistoty jsou dosazitelné, ale
nejsou nezbytné. Amlodipinaspartat a amlodipinmaleinamid, pfipravené jak je uvedeno vyse,
mohou, pokud je tieba, byt dale precistény, tak aby bylo dosazeno pozadovaného stupné Cistoty.
Cidténi miZe byt provadéno standardnimi metodami, napiiklad rekrystalizaci z vhodného
rozpoustédla nebo michdnim, piipadné za sou¢asného zahtivani, suspenze slou¢eniny ve vhodné
kapaliné s naslednym odstranénim kapané faze.

Stanoveni vyuZivané v pfedkladaném vynalezu neni blize omezeno a zahrnuje jakékoliv metody
které mohou odhalit nebo jinak detegovat pfitomnost cilové slou¢eniny. Obecné mohou byt
stanoveni rozdélena na metody zaloZzené na fyzikalni separaci cilové slouceniny (cilovych
sloucenin) ze vzorku a na neseparani metody nebo metody zaloZené na pozorovani, jako jsou IR
aNMR, ackoliv jsou mozné i jiné metody. Je upfednostiiovano stanoveni zaloZzené na separaci.
Piiklady tohoto typu stanoveni zahrnuji tenkovrstevnou chromatografii (TLC) a vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii (HPLC). '

Amlodipinaspartat nebo amlodipinmaleinamid jsou stanoveny danych podminek, coZ poskytuje
analyticky vysledek referenéniho standardu. “Analyticky vysledek referenéniho standardu” miize
byt kvantitativni nebo kvalitativni vysledek a miZe byt ve formé &iselné, grafické, obrazové, atd.

wewr

V nékterych ptipadech mizZe byt vysledek elektronicky uchovéan pro pozdgjsi srovnavani.

Amlodipinmaleatovy material uréeny k analyze na pfitomnost amlodipinaspartatu a amlodipin-
maleinamidu zahrnuje substance amlodipinmaledtu a prostfedky obsahujici amlodipinamaleat.
Termin “amlodipinmaleatovd substance” je zde uZivan k oznafeni materidlu ktery obsahuje
tém&f pouze amlodipinmaleat. Pfiklady takovych substanci zahrnuji surovy amlodipinmaleét
ziskany b&hem syntézy i pfedistény amlodipinmaleat. “Prostfedky obsahujici amlodipinmaleat”
zahrnuji smési, roztoky, suspenze, atd., které obsahuji amlodipinmaleat. Piiklady prosttedki
zahrnuji smésny praskovy prostiedek vyuZzivany v tabletaénich technikdch k pripravé tablet
i prekurzory a kone&né formy davek. Pied provedenim stanoveni miZe byt prostfedek dale
zpracovavan, napt. drcenim tablet vedoucim k tvorb& prasku, takové modifikace jsou v ramci
prostiedku také zahrnuty. Samotny amlodipinmaledt muZe byt v jakékoliv vhodné formé,
zahrnujici krystalicky stav nebo stav amorfni.

Preferovanym prosttedkem obsahujicim amlodipinmaleat uréenym k testovani je farmaceutickd
davka v pevné formé&. Farmaceutickd davka v pevné formé& zahrnuje tablety, kapsule, sacky, atd.,
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které obsahuji amlodipinmaleat ve farmaceuticky u&inném mnoZstvi a alespoti jednu farma-
ceuticky pfijatelnou pomocnou latku jako je pojivo, plnivo, rozpoustédlo, lubrikant, rozkladag,
atd. Takové prostfedky jsou pfipravovany podle dobfe znamych metod, zahrnujicich mokrou
granulaci, suchou granulaci a ptimé lisovani do tablet a miseni a plnéni pro pfipravu kapsuli.
Vobou pfipadech je smés pripravovana smisenim amlodipinmaledtu s alespoi jednou
farmaceuticky pfijatelnou pomocnou latkou. Sm&s je poté dale zpracovavana, coZ zahrnuje
plnéni této smési do kapsuli, nebo lisovani této smési do tablet. Je tteba poznamenat, Ze metody
miseni nebo granulace zahrnuji mokré isuché metody zpracovani. Jsou preferovany farma-
ceutické prostiedky obsahujici amlodipinmale4t vyznadujici se hodnotou pH v rozmezi 5,5 az 7,
méfeno v 20 % hmotn. vodné suspenzi, a vykazuji tak lepsi stabilitu, jak je podrobné&ji popsano
v patentu US nazvaném “Farmaceutické prostfedky obsahujici amlodipinmaleat, zpisob jejich
pfipravy a pouziti k Ié¢eni anginy a vysokého krevniho tlaku”, jejiZ plny obsah je zde pfipojen
odkazem.

Z diivodt kontroly kvality je preferovano, aby byl farmaceuticky prostfedek piipraven z amlo-
dipinmaleatu, ktery se vyznaluje nizkym obsahem amlodipinaspartatu a amlodipinmaleinamidu.
Vhodny zpiisob pripravy amlodipinu a jeho pfemény na maleatovou sil vyznadujici se minimalni
tvorbou necistot a dobrymi vyt&zky je podrobngji popsidn v patentu US nazvaném “Chemicka
slou¢enina amlodipinmaleat, farmaceuticky prosttedek, zplsob jejich pfipravy a pouZiti k 1é&eni
anginy a vysokého krevniho tlaku”, jejiZ plny obsah je zde pfipojen odkazem.

Farmaceutické prostiedky jsou b&Zn& vyrab&ny ve varkach nebo vyrobnich sadach. Vyrobni sady
obvykle zahrnuji obvykle 100 000 az 1 000 000 nebo vice tablet nebo kapsuli. Vyrobni sada by
méla byt zkontrolovéna, aby bylo potvrzeno Ze obsah amlodipinaspartitu nebo amlodipinmalein-
amidu je v ramci specifikace, tzv. kontroln{ test kvality. Je odebran vzorek z vyrobni sady (napf.
10 az 100 kapsuli nebo tablet) a je analyzovana ptitomnost amlodipinaspartdtu a amlodipin-
maleinamidu a je také stanoven obsah téchto sloudenin. Farmaceutické prosttedky obsahujici
amlodipinmaleat by mély obsahovat méné nez 1 %, rad&ji méné nez 0,5 %, nejlépe méné nez
0,2 % amlodipinaspartatu nebo amlodipinmaleinamidu, vztaZeno na mnoZstvi amlodipinmaleatu.
Obecné bude cela vyrobni sada, krom& viech odebranych vzorki, vyrobcem prodana nebo jinak
uvolnéna, pokud nebude zji$tén nepfijatelny obsah amlodipinaspartatu nebo amlodipinmalein-
amidu. V takovém pfipadé nebude vyrobni sada proddna nebo uvoln&na, to znamena ani
komer&né vyuzita ani vyuZita v klinickych studiich.

Stejna strategie mize byt aplikovéana i na vyrobni sady substanci obsahujicich amlodipinmaleat.
Z vyrobni sady je odebran vzorek (napf. 0,5 aZ 2 g materidlu) aje analyzovana pf¥itomnost
amlodipinaspartitu a amlodipinmaleinamidu a také stanoven obsah t&chto sloudenin. Substance
obsahujici amlodipinmaleat by mély obsahovat méng& nez 1 %, radéji méné& nez 0,5 %, nejlépe
mén€ nez 0,2% amlodipinaspartdtu nebo amlodipinmaleinamidu, vztaZeno na mnoZstvi
amlodipinmaleatu. Obecn& bude cela vyrobni sada, krom& viech odebranych vzorki, vyrobcem
prodéna nebo jinak uvolnéna, pokud nebude zjidtén nepfijatelny obsah amlodipinaspartitu nebo
amlodipinmaleinamidu. V takovém p¥ipadé nebude vyrobni sada prodana nebo uvolnena to
znamen4 ani komeréng vyuzita ani vyuZita pfi vyrobé farmaceutickych produkta.

Analyza materiali obsahujicich amlodipinmaleat obecn& poskytuje analyticky vysledek vzorku.
“Analyticky vysledek vzorku” je obvykle n&jakym zplGsobem porovnavan s analytickym
vysledkem pro referendni standard amlodipinaspartitu nebo amlodipinmaleinamidu. Porovnani
miize byt provedeno manualng, napfiklad vizualnim pozorovanim a/nebo automatizovanym
postupem. Analyticky vysledek pro referenéni standard miZe byt ziskén soudasné s analytickym
vysledkem vzorku, tedy bezprostfedn& pred, b&hem nebo bezprostfedn& po analyze vzorku
amlodipinmaledtu, nebo mohou byt ziskany dfive, dokonce o nékolik m&sicti az let dfive. P¥i
nékterych postupech je analyticky vysledek pro referenéni standard uchovan elektronicky a
vyuzit spomoci politatového programu kurdeni pfitomnosti amlodipinaspartitu nebo
amlodipinmaleinamidu a k stanoveni obsahu t&chto sloudenin. Tento nov&jsi postup zahrnuje
kalibraci zafizeni v zavislosti na analytickych vysledcich referenénich standardd nebo vysledcich
od nich odvozenych a/nebo pomoci takzvané vnitini normalizace. V3echna takova porovnavani,
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pfim4, nepfimd, manudlni nebo automatizovani, jsou zahrnuta v jednotném oznaleni
“porovnavani”.

Analyticky postup vyuZivany pro ureni analytickych vysledkii referenénich standardii je
obvykle stejny analyticky postup za stejnych podminek, ktery byl pouZit k testovani materialu
obsahujiciho amlodipinmaleét, piestoze to neni nezbytné vyZzadovano.

Predkladané reSeni bude dale popsano s poukazanim na dv& preferované analytické techniky,
Jmenovité¢ TLC a HPLC. Pfi TLC jsou vzorky testovaného materialu obsahujiciho amlodipin-
maleat a referen¢niho standardu(li) obsahujiciho zndmé mnoZstvi amlodipinaspartitu a/nebo
amlodipinmaleinamidu vyvijeny na vhodné chromatografické plotn& pomoci vhodné vyvijeci
kapaliny (mobilni fize) za danych podminek. Tyto podminky zahrnuji rozpoustédlo, koncentraci
derivatu amlodipinu vtomto rozpoustédle a mnoZstvi roztoku naneseného na plotnu. Volba
vhodnych rozpouStédel a koncentraci je v popisu technik dobfe zaznamenana. Analytické
vysledky obdrzené za takovych podminek mohou zahrnovat hodnotu Rf, tedy pomér mezi
vzdalenosti kterou urazil pfislusny material a vzdalenosti kterou urazilo rozpoustédlo, a/nebo
velikost skvrny vzniklé na chromatogramu.

Je preferovano aby byl na stejnou chromatografickou plotnu, na kterou byl nanesen testovany
vzorek, ve stejny ¢as nanesen i referenéni standard, coZ umoZni soudasné srovnavani. Pii jinych
postupech je jiz referentni standard definovan aje jednoduSe porovnan s vyvinutym
chromatogramem vzorku.

Jeden z postupli testovani Cistoty a/nebo stability viiéi rozkladu vzorku obsahujiciho amlodipin-
maleét tedy zahrnuje kroky:

a) rozpusténi vzorku obsahujictho amlodipinmaleat v rozpoustédle vedouci k tvorb& roztoku
vzorku

b) rozpusténi vzorku amlodipinaspartitu a/nebo amlodipinmaleinamidu v rozpoustdle vedouci
k tvorbé& referen¢niho roztoku ' '

c) analyzu roztoku vzorku a referen¢niho roztoku pomoci tenkovrstevné chromatografie vedouci
k ziskédni TLC chromatogramu pro kazdy roztok

d) vypocet intenzity vSech sekundéarnich skvrn ziskanych z roztoku vzorku jejichz hodnota Rf
odpovida hodnoté Rf referenéniho ukazatele pomoci intenzity skvrn amlodipinaspartitu nebo
amlodipinmaleinamidu v chromatogramu referenéniho roztoku. Je tfeba poznamenat, Ze
referenéni roztok muiZe byt “smésny” referenéni roztok, ktery miZe obsahovat vedle
amlodipinaspartatu také jiny referenéni materidl o znamé &istotg, tj. obsahovat zndmé mnozstvi
amlodipinu a/nebo amlodipinmaleinamidu o znamé &istoté, atd.

Podobné muiize byt popséna analyza pomoci HPLC. Analyticky vysledek pro referen¢ni standard
muZze zahrnovat faktor rozliSeni, faktor odezvy, retenéni ¢as a/nebo plochu piku odpovidajiciho
amlodipinaspartatu nebo amlodiopinmaleinamidu. Postup testovani Cistoty a/nebo stability vici
rozkladu vzorku obsahujiciho amlodipinmaleéat zahrnuje naptiklad kroky:

a) rozpusténi vzorku obsahujiciho amlodipinmaleat v rozpoustédle vedouci k tvorbé jednoho
nebo vice roztoki vzorku

b) rozpusténi vzorku amlodipinaspartatu a/nebo amlodipinmaleinamidu v rozpoustédle vedouci
k tvorbé& referen¢niho roztoku

¢) nastiik roztoku vzorku a referenénich roztokl na HPLC kolonu a

d) uréeni plochy piku kazdého roztoku avypofet obsahu amlodipinaspartitu a/nebo
amlodipinmaleinamidu s pomoci téchto hodnot.

Pii tomto postupu muZze byt nezbytné nebo Zadouci pfed krokem c) nanést na HPLC kolonu
roztok urdujiciho vhodnost sytému, tak aby byl uréen faktor rozliSeni mezi amlodipinmaleatem a
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Jjakoukoliv dal3i slou¢eninou pfitomnou ve vzorku. V takovém piipadé zahrnuje metoda
dodateény krok

b") rozpusténi amlodipinmaleatu a vhodného externiho standardu(ii) vedouci k tvorb& roztoku
uréujiciho vhodnost systému a nastfik roztoku urdujictho vhodnost systému na HPLC kolonu
vedouci k ur€eni faktoru(lt) rozlifeni. Tento zplisob je uZitednym ovéfenim, zda kolona stile
pracuje podle svych specifikaci. Roztok urdujici vhodnost systému miZe byt roztok
amlodipinaspartitu nebo amlodipinmaleinamidu, ale neni omezen pouze na tyto sloudeniny a

~muZe obsahovat jakoukoliv latku, kterd ur&uje zda kolona stale pracuje tak, jak byla navrena.

Obr. 1 dokazuje, ¢ HPLC miiZe byt vyuZito k stanoveni amlodipinaspartatu a amlodipinmalein-
amidu vedle amlodipinu. Umél4 smés amlodipinu, amlodipinaspartatu a amlodipinmaleinamidu
byla analyzovana pomoci HPLC. Vysledky jsou znizorn&ny jako HPLC chromatogram na obr. 1.

- V3imnéte si, Ze piky odpovidajici amlodipinaspartatu a amlodipinmaleinamidu jsou viditelné.

Jako alternativa k stanoveni vzorku referendniho ukazatele pfi kazdé analyze mize byt vyuzit
parametr zndmy jako faktor odezvy (R). Faktor odezvy je pfedem ureny pomér numerického
vysledku (napf. plocha piku v HPLC) ziskaného analyzou vzorku amlodipinaspartitu nebo
amlodipinmaleinamidu pomoci dané analytické metody a odpovidajiciho numerického vysledku
ziskaného analyzou stejného mnoZstvi &istého amlodipinmale4tu o shodné koncentraci. Znamé
faktory rozli$eni pro amlodipinaspartat nebo amlodipinmaleinamid mohou byt pouzity k vypoétu
mnoZstvi pfisluSného ukazatele ve zkoumaném vzorku. Timto zplisobem miiZe, jak je dobie
znamo, byt ve vzorku uréeno relativni mnoZstvi nelistoty vztazené na mnoZstvi
amlodipinmaleatu.

Ve vySe uvedenych postupech je tieba chépat rozpoustédlo pozadované pro rozpuitdni vzorku
amlodipinmaledtu jako rozpoustédlo pozadované pouze pro rozpuiténi substance amlodipin-
maledtu a nelistot, které jsou pfedmétem zdjmu. Dalsi slozky, jako jsou inertni plniva ve
farmaceutickych prostfedcich, nemusi byt v rozpoustédlovém systému rozpustné a nemusi byt
“rozputény” ve smyslu ptedchézejiciho kroku “rozpusténi”, jak je bé&zné pro metody analyzy
farmaceutickych prostiedkd.

Predkladané feSeni také umoziiuje vyuZiti sloueniny vybrané z amlodipinaspartitu vzorce 1
nebo amlodipinmaleinamidu vzorce 2 jako referenéniho ukazatele p¥i analyze &istoty nebo
stability vi¢i rozkladu varkového vzorku amlodipinmaledtu nebo vérkového vzorku
farmaceutické davky obsahujici amlodipinmaleat. Takové analytické testovani 1ékové substance
nebo formy obsahujici amlodipinmaleat slouzi pfedeviim k potvrzeni, Ze sloudeniny 1 nebo 2
nejsou pfitomny (tj. jsou obsaZeny v mnoZstvi niZ$im ne¥ je mez stanoveni analytické metody)
nebo jsou pfitomny v mnoZstvich nizdich, neZ je nejvy$§i povolend mez charakterizujici
farmaceutickou kvalitu vyrobki obsahujicich amlodipinmaleét, tj. kvalitu vyrobkd vydavanych
nebo prodavanych jako léky.

Piehled obrazki na vykresech

Obr. 1 znazoriiuje HPLC chromatogram umélé smési amlodipinmaleatu, amlodipinaspartatu a
amlodipinmaleinamidu.

Obr. 2 znézoriiuje 1H - NMR spektrum slougeniny amlodipinaspartatu ptipravené v prikladu 1.
Obr. 3 znézortiuje 13C - NMR spektrum sloudeniny amlodipinaspartatu p¥ipravené v ptikladu 1.

Obr. 4 znézorfiuje 1H - NMR spektrum sloudeniny amlodipinmaleinamidu p¥ipravené v ptikladu
2.

Obr. 5 znazorfiuje HPLC chromatogram tablet amlodipinmaleatu, obsahujicich mén& nez 0,2 %
hmotn. amlodipinmaleatu nebo amlodipinaspartatu.

Obr. 6 znézorituje HPLC chromatogram tablet amlodipinmaleétu, obsahujicich vice nez 0,2 %
hmotn. amlodipinmaleétu nebo amlodipinaspartatu.




10

15

20

25

30

35

CZ 12233 U1

Obr.7  znazorfiuje scanovany TLC chromatogram amlodipinmaledtu  znedidténého
amlodipinaspartatem a amlodipinmaleinamidem.

Priklady provedeni

Priklad 1- Postup pfipravy amlodipinaspartatu

16 g Amlodipinu a 12 g amlodipinmale4tu bylo roztaveno v 300 ml baiice. Tavenina byla
ochlazena na laboratorni teplotu a rozpusténa v 300 ml dichlormethanu. Smé&s byla extrahovana
300 ml 1M roztoku NaOH. Organicka vrstva byla odstranéna a vodna vrstva byla okyselena
55 ml 6M roztoku HCL. Smés byla extrahovana 300 ml dichlormethanu. Vrstvy byly oddéleny a
organicka vrstva byla vysuSena pomoci Na,SO,. Smés byla odpafena do sucha a pevny zbytek
byl rekrystalizovan z ethanolu. Ziskana pevna latka byla vysuSena ve vakuové su$arné pii 40 °C,
coz poskytlo 4,7 g témé¥ bilého produktu.

Vytézek: 4,7 g (39 %)
Teplota tani: 178 °C az 183 °C (rozklad)
Cistota: vice nez 90 %

1H - NMR spektrum:

IH - NMR spektrum bylo zméfeno pfi teploté¢ 30,05 °C na pfistroji Bruker Advance-400
v deuterovaném dimethylsulfoxidu p#i 400 MHz. Spektrum je znazornéno na obr. 2.

5 prifazeni

1,12 (t, 3H, J11, 12=7, OHz, 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’=J4",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, 1H, NH).

13C - NMR spektrum:

13C - NMR spektrum bylo zméfeno pfi teploté 30,05 °C na pfistroji Bruker Advance-400
v deuterovaném dimethylsulfoxidu pfi 100,6 MHz. Spektrum je znizornéno na obr. 3.
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) pfifazeni ) pfifazeni
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-5%;
36,85 (C-4); 127,88 (C-47);
45,63,45,74 (C-9), 129,07 (C-2%;
50,58 (C-14); 131,11 (C-67);.
56,42 (C-27), 166,43 . (C-10);
59,50 (C-11); 167,28 ‘ (C-13);

170,55, 171,49 (C-17,C4).

~Ptiklad 2 - P¥iprava amlodipinmaleinamidu

°5 g Amlodipinu bylo rozpu§téno v 50 ml ethylacetatu a zahiito na 60 °C. K této smdsi bylo

pfidano 1,15 g anhydridu kyseliny maleinové a smés byla prottepavana dokud nebyl ziskan diry
roztok. Smés byla poté ochlazena na laboratorni teplotu a ponechana stat pies noc. Smés byla
poté odpafena do sucha a nasledn& suSena ve vakuové susarné pti 25 °C po dobu 3 hodin, coZ

- vedlo k ziskani Zluté pevné latky.
“Vytdzek: 6,1 g (99 %)

Teplota tani: 83 °C az 86 °C
Cistota: vice nez 95 % (HPLC)
1H - NMR spektrum:

IH - NMR spektrum bylo zmé&feno pti teploté 29,85 °C na pristroji Bruker Advance-400
v deuterovaném dimethylsulfoxidu pfi 400 MHz. Spektrum je zndzorn&no na obr. 4.

) : pfifazeni

1,12 (t, 3H, J11,12=7,0Hz, 12-H3)

2,31 (s, 3H, 15-H3)

3,44 (bq, ~2H, 9-H2)

3,52 (s, ~3H, 14-H3)

3,58 (bt, ~2H, 8-H2)

3,99 (m, ~2H, 11-H2)

4,62 (AB q, 2H, 7-H2)

5,32 (s, 1H, 4-H)

6,27 (d, ~1H, J47",5""=12,4Hz, 4""-H)

6,43 (d, ~1H, J4",5"=12,4Hz, 5""-H)

7,13 (dt, 1H, J3',4'=J4°,5'=7,7THz, J4',6'=1,6Hz, 4’-H)
7,23 (dt, 1H, J4°,5'=J5"6'=7,7THz, J3°,5"=1,0Hz, 5"-H)
7,28 (dd, 1H, J3'4'=7,7Hz, J3",5'=1,0Hz, 3"-H)

7,34 (dd, 1H, J4°,6"=1, 6Hz, 15"6'=7,7Hz, 6"-H)

8,49 (s, ~1H, 1-H)

9,24 (bt, ~1H, 9"-NH).

Priklad 3 - Stanoveni amlodipinmaleatu, amlodipinaspartitu a amlodipinmaleinamidu v amlo-
dipinmaleétové substanci pomoci HPLC

1. Referentni roztok 1 byl pfipraven ptenesenim piiblizng 32 mg referenéniho standardu
amlodipinmaledtu (o znimé &istot&) do 50 ml odmé&rné baiiky arozpusténim v smési 0,02M
acetatového pufru o hodnot& pH 5,0 a acetonitrilu (1 : 1 obj./obj.).

-10 -




10

15

20

25

30

35

40

CZ 12233 Ul

2. Referenéni roztok 2 byl ptipraven pfenesenim ptiblizné 32 mg smésného standardu
amlodipinmaleatu (smés 4 dili amlodipinmaleétu, 1 dilu amlodipinaspartatu a 1 dilu amlodipin-
maleinamidu, vyznacujicich se vysokou a vSeobecng zndmou &istotou) do 50 ml odmérné baiiky
a rozpusténim ve smési 0,02M acetatového pufru o hodnoté pH 5,0 a acetonitrilu (1 : 1 obj./obj.).

3. Roztok vzorku byl pfipraven pfenesenim pfiblizné 32 mg analyzovaného vzorku amlo-
dipinmaledtu do 50 ml odmérné bariky arozpudténim ve smési 0,01M acetatového pufru
o hodnoté pH 5,0 a acetonitrilu (1 : 1 obj./obj.).

4. Postup chromatografie

a) podminky chromatografie:

Analyticka kolona: Symmetry Shield C8 (Waters), 100 x 4,6 mm, dp = 3,5 mm

Ochranna kolona: Sentry Guard kolona, Symmetry C8 (Waters), 20 x 3,9 mm, dp = 5 mm

Mobilni faze: A) 0,05M perchloratovy pufr pH 2,75 a acetonitril 65 : 35 (obj./obj.)
B) 0,05M perchloratovy pufr pH 2,75 a acetonitril 35 : 65 (obj./obj.)

Perchloratovy pufr pH 2,75: Rozpustte 7 g NaClO,H,0 (0,05 M)
a 1,74 g K,HPO, (0,01 M) v 1,000 ml vody. Upravte hodnotu pH na 2,75
pridavkem kyseliny fosfore¢né.

Pritok: 1,0 ml/min, gradient
Gradientovy program: Cas (min) % A %B
0,0 100 0
4,0 100 0
14,0 35 65
21,0 0 100
28,0 0 100
29,0 100 0
32,0 100 0
Detekce: UV, 237 nm
Teplota kolony: 45 °C
Automaticky davkovag: 4 °C, chranény pied svétlem
Objem néstriku: 10 pl
b) postup néstiiku:

Poté co bylo dosaZeno trvalé zékladni ¢ary, byl nanesen referenéni roztok 2 a byl vypoéten faktor
rozliSeni mezi amlodipinem, amlodipinaspartitem a amlodipinmaleinamidem. Dale byl vypoéten
faktor symetrie a podet teoretickych pater s vyuZitim bé&Znych metod podle European
Pharmacopoeia pro vypoéitavani parametri vhodnosti systému.

Ziskané hodnoty:
Rozlideni: amlo-asparté4t / amlodipin = 15,6, amlodipin / amlo-maleinamid = 20,1.
Faktor symetrie: amlodipinaspartat 1,2, amlodipin 1,3, amlodipinmaleinamid 1,2.

Pocet teoretickych pater: amlodipinaspartdit 6387, amlodipin 22852, amlodipinmaleinamid
56676.

Referenéni roztok 1 a roztok vzorku byly poté naneseny na kolonu.

-11 -
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5. Vypoity

Obsah amlodipinmaledtu a obsah pfislusnych necistot v analyzovaném vzorku byly vypoCteny
srovnanim ploch pikii slouéenin z chromatogramu roztoku vzorku s odpovidajicimi plochami
pikd ziskanymi z chromatogrami referenénich roztokd 1 a 2, uvazujice hmotnost a &istotu
referenénich vzorkii a pfedem urfené faktory relativni odezvy (RRF). Hodnoty RFF a limity
stanoveni pro jednotlivé nemstoty, vyjadfeny v procentech amlodipinu, jsou uvedeny
v nésledujici tabulce:

Sloucenina RRF Limit stanoveni
(%)
Aspartat 0,78 0,01
Amid 1,01 0,02

-Piiklad 4 - Stanoveni amlodipinmaleatu a amlodipinaspartatu v tabletdch obsahujicich amlo-

dipinmaleat v mnoZstvi odpovidajicim 2,5 mg volné béze amlodipinu pomoci HPLC

" Stanoveni je provedeno jak je uvedeno v piikladu 3 s nasledujicimi zm&nami:

Roztok vzorku byl pfipraven pfenesenim 5 tablet amlodipinu do 25 ml odmé&rmné batiky. Bylo

pfidano 20 ml smési 0,02M acetatového pufru o hodnoté pH 5,0 a acetonitrilu (1 : 1 obj./obj.) a

‘smés byla michina dokud se vSechny tablety tipln& nerozpadly. Poté byla smés na 5 minut

vloZena do ultrazvukové vodni 14zn&. Batika byla doplnéna po rysku smési 0,02M acetatového
pufru o hodnoté¢ pH 5,0 aacetonitrilu (1:1 obj./obj.) a obsah promichan. Ptiblizn& .10 ml
ziskaného roztoku bylo centrifugovano p¥i 4000 rpm po dobu 10 minut. Supernatant byl pouZit
pro analyzu.

TéméF stejny postup lze vyuZit i pii analyze tablet obsahujicich 5 nebo 10 mg amlodipinmaleatu,
narozdil od 2,5 mg jak je uvedeno vyse, s tim rozdilem Ze je pouZita 50 ml nebo 100 ml odmérna
baiika.

Priklad 5

Ze sady 10mg tablet amlodipinmaledtu byl odebran vzorek a pomoci HPLC stanovena
pfitomnost amlodipinaspartatu a amlodipinmaleinamidu. Aby mohli byt tyto tablety posouzené
jako “ptijatelné”, je vyzadovano aby mnoZstvi pfitomného amlodipinaspartatu nebo amlodipin-
maleinamidu nepfesahovalo 0,2% hmotn. HPLC chromatogram je zndzornén na obr. 5.
Stanoveni prokazalo, Ze tablety obsahovaly 0,17 % hmotn. amlodipinaspartdtu a 0,01 %
amlodlpmmalemamldu vztaZeno relativné k plose piku odpovidajiciho amlodlpmu a sada tablet
je tedy prijatelné a byla schvalena.

Srovnani

Z jiné sady 10 mg tablet amlodipinmaleétu, nez byla pouZita vyse, byl odebran vzorek a pomoci
HPLC stanovena pfitomnost amlodipinaspartatu a amlodipinmaleinamidu. Aby mohli byt tyto
tablety posouzené jako “pfijatelné”, je vyzadovano aby mnoZstvi pfitomného amlodipinaspartatu
nebo amlodipinmaleinamidu neptesahovalo 0,2 % hmotn.. HPLC chromatogram je zndzornén na
obr. 6. Stanoveni prokézalo, Ze tablety obsahovaly 0,42 % hmotn. amlodipinaspartatu a 0,02 %
hmotn. amlodipinmaleinamidu, vztaZeno relativné k ploSe piku odpovidajiciho amlodipinu, a
sada tablet je tedy nepfijatelné a nebyla schvélena pro vyde;.
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Pfiklad 6 - Stanoveni obsahu amlodipinaspartitu a amlodipinmaleinamidu v amlodipinmaleatové
lékové substanci pomoci TLC

1. Popis metody
Rozpoustédlo: Voda a methanol v objemovém poméru 50 : 50.

Roztok vzorku A: Preneste pfiblizné 51 mg surové hmoty amlodipinamaleatu do hn&dé lahvitky
o objemu 10 ml. Rozpust'te ve 4 ml rozpoustédla a roztok dobfe promichejte (odpovida obsahu
10 mg amlodipinu na mt). '

Amlo-aspartat, 0,3 % roztok B: Pieneste pfiblizné 6 mg amlodipinaspartatu do 25 ml odmé&mné
baiiky. Pfidejte 20 ml rozpoustédla a pevnou fazi rozpustte s pomoci ultrazvukové vodni lazné.
Dopliite rozpoustédlo po rysku aroztok dobfe promichejte (zasobni roztok B). Odpipetujte
0,5 ml ze zdsobniho roztoku B do lahvitky o objemu 10 ml. P¥idejte 3,5 ml rozpoustédla a roztok
dobfe promichejte (odpovida obsahu 0,03 mg amlodipinu na ml).

Amlo-maleinamid, 0,3 % roztok C: Pieneste ptiblizné 6 mg amlodipinmaleinamidu do 25 ml
odmérné baiiky. Pfidejte 20 ml rozpoustédla a rozpust'te s pomoci ultrazvukové vodni lazné.
Dopliite rozpoustédlo po rysku aroztok dobfe promichejte (zasobni roztok C). Odpipetujte
0,5 ml ze zasobniho roztoku C do lahvicky. Pfidejte 3,5 ml rozpoustédla aroztok dobfe
promichejte (odpovida 0,03 mg amlodipinu na ml).

Smésny standard D: Preneste pfiblizn€ 51 mg surové hmoty amlodipinmaledtu do hnédé
lahvicky. Rozpustte ve 3 ml rozpoustédla. Pridejte 0,5 ml zdsobniho roztoku B a 0,5 ml
zasobniho roztoku C a roztok dobfe promichejte.

Plotny: HPTLC plotny pokryté silikagelem
60 F254, 20 x 10 cm (Merck)

Objem vzorku: : 1,0 pl

Pasmo: 10 mm

Nanaseci rychlost: 4 sek/ul

Vzdalenost od spodniho okraje HPTLC plotny: 15 mm

Vzdalenost mezi vzorky: 10 mm

Mobilni faze: Methylisobutylketon, methanol a kyselina octova
v objemovém poméru 70 : 20 : 10

Nasyceni komory: Vyvijeci soustava naplnéna 20 ml mobilni faze a
sycena po dobu 5 minut

Vyvijeni: Separaéni draha 9 cm, horizontalni usporadani

Su$eni na vzduchu: 15 min, za laboratorni teploty |

Detekce: UV 366 nm

2. Vyhodnoceni chromatogrami

a) Poté co byly viechny &tyfi vzorky naneseny na plotnu, byla TLC plotna vysuSena na vzduchu
a poté zkoumana pod UV svétlem pfi 366 nm. Pokus nebyl platny, dokud chromatogram ziskany
ze smésného standardu D nevykazoval tfi zfetelné oddélené skvrny.

b) Byla vypoétena intenzita jakékoliv sekundarni skvrny na chromatogramu roztoku A, jejiz
hodnota Rf odpovidala hodnoté ziskané pro hlavni skvrnu na chromatogramu roztoku B
(odpovidajiciho 0,3 % hmotn. amlodipinaspartatu).
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c) Byla vypodétena intenzita jakékoliv sekundéarni skvrny na chromatogramu roztoku A, jejiz
hodnota Rf odpovidala hodnoté ziskané pro hlavni skvrnu na chromatogramu roztoku C
(odpovidajiciho 0,3 % hmotn. amlodipinmaleinamidu).

3. Vysledky

Priklad chromatogramu smési amlodipinmaleatu, amlodipinaspartitu a amlodipinmaleinamidu
ziskany scanovanim na Camag TLC scanneru je zndzorn&ny na obr. 7.

Sloudenina : Rf

Amlodipinaspartat 0,06
Amlodipinmaleat 0,19
Amlodipinmaleinamid 0,76.

V radmci zde popsaného predkladaného feleni bude zkufenym osobam jisté ziejmé, Ze pfi
konkrétni realizaci jednotlivych konceptli a postupll zde popsanych mohou byt praxi snadno
odvozeny a provedeny jisté ipravy a zmény, aniz by do$lo k odchyleni se od plivodniho smyslu a
oblasti feSeni, ktera je definovana nasledujicimi naroky.

NAROKY NA OCHRANU

1.  Vysoce &isty referenni standard pro testovani &istoty nebo stability farmaceutickych
prostiedkli  obsahujicich amlodipinmaleat tj. obsahu negistot amlodipinaspartatu nebo
amlodipinmaleinamidu niZ§iho neZ 0,2 % hmotn., vyznacujici se tim, Ze obsahuje
vice nez 80 % vyhodné& vice nez 90 % hmotn. amlodipinaspartatu nebo amlodipinmaleinamidu.

7 vykrest
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