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Abstract - The pharmaceutical industry is one of the fastest developing industries, and therefore, the chro-
matographic methods used to ensure the quality of products are constantly evolving, based on current reg-
ulatory requirements. Relevant guidelines state that a good understanding of the effects of all parameters on
method performance should be predicted and controlled to ensure that test methods are safe and reliable.
This quality by design-based approach is increasingly applied in chromatography. One of the pillars of this
method development is the design space that results from pre-designed and systematically realized experi-
ments, which contributes to a better understanding of the separation processes and provides flexibility and
robustness to the final method. Modeling softwarewares can be used to experimental design and data evalu-
ation, providing possibilities that empirical development does not allow, such as predicting optimal operating
conditions or in silico robustness testing, to understand the separation process. This paper describes the steps
of chromatographic method development according to the ICH Q14 guideline, keeping in mind the quality
by design principles and taking advantage of the possibilities offered by the DrylLab chromatographic mod-
eling software. As an example, the development of an analytical method for the determination of the related
substances of ezetimibe is presented, including the design of experiments, method optimization, robustness
testing, validation, method specification and lifecycle management, and finally testing of the method appli-
cability. We have demonstrated that experimental design-based retention modeling is an effective way of
method development, and the in silico robustness testing is a reliable approach to identifying critical method
parameters and setting up control strategies. In chromatographic method development, instead of using a
rigid system based on strict and fixed rules, the understanding of separation processes offers higher flexibility.
This paper aims to present and promote this new approach to those involved in chromatographic method
development.
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pressure liquid chromatography, after that as high perfor-
mance liquid chromatography. [1]. Since then, this sepa-
ration technique has become one of the most widely used
tools in quality assurance systems in various industries,
but especially in the pharmaceutical industry. Within this,
one of the most commonly used fields is the identification
and quantification of related compounds of drug mole-
cules, where it is considered as a “gold standard” method
[2,3]. In order to meet the increasingly stringent regula-
tory requirements, chromatographic technology and the
equipment used are constantly evolving, with many new
developments being introduced every year to improve
efficiency [4-6]. Understanding the separation process
is the cornerstone of effective method development, and
the solvophobic theory, also by Csaba Horvath, is a major
contribution to this, explaining the interactions that are
characteristic of reversed-phase chromatography, thus
practically mapping the fundamental laws of the separa-
tion process. A three-part series of papers describing the
solvophobic theory [7-9] is still the theoretical basis of
high performance liquid chromatography and has more
than 1800 citations in total, demonstrating its extreme
importance [1].

Chromatography methods used in the pharmaceutical
industry have to comply with several regulatory direc-
tives, occasionally causing difficulties for method devel-
opers. Traditional method development uses the One
Factor At a Time (OFAT) principle and method param-
eters are tested individually and independently with the
aim of determining the optimum value. This approach
is also called empirical, as it relies heavily on the ana-
lytical experience of the developer. In contrast, there
is a science-based approach, Quality by Design (QbD),
which is based on the principle that quality should be
built into the method during development, as opposed
to the empirical approach where the performance of the
chromatographic method is tested only after the devel-
opment process is complete (QbT-Quality by Testing).
This approach was first articulated by the pharmaceutical
authorities in ICH Q8(R2) as “A systematic approach to
development that begins with predefined objectives and
emphasizes product and process understanding and process
control, based on sound science and quality risk manage-
ment.” [10]. It was first used to optimize manufacturing
processes [11], and later several studies have been pub-
lished where it has been successfully used in analytical
applications (AQbD - Analytical Quality by Design) also,
mainly for the development of chromatographic meth-
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ods [12]. As there was no consensus on the part of the
authorities regarding the application of this approach in
the case of analytical methods, different research groups
and organizations formulated their own views on the
most important elements and mandatory steps of the
AQDbD process [13-18]. This period of confusion is to be
ended by the ICH Q14 guideline, the first (non-final) ver-
sion of which was published in March 2022. It illustrates
in detail, through practical examples, the steps and ele-
ments of the application of the intended quality concept
for analytical method development [19]. The guideline
mentions a simplified development approach (minimal
approach), which is practically the same as the empirical
method development mentioned above, and an enhanced
approach, which fulfils the requirements of the AQbD.
The latter is obviously supported by the authorities, for
the time being only at the level of recommendation and
is likely to become mandatory for analytical methods
used in the pharmaceutical industry. The first step of
the improved approach is to analyze the sample and to
identify the analytically relevant quantitative and quali-
tative properties, such as solubility, acid-base properties,
stability, specificity of the pharmaceutical form used, etc.
The second step is to define the Analytical Target Profile
(ATP), which summarizes the objective for which the
method is being developed and expresses this in terms of
measurable parameters that can be monitored during the
method development. The third step is the risk analysis,
which is used to distinguish between those factors that
have a critical impact on the performance of the method,
the Critical Method Parameters (CMP), and those whose
impact is negligible from a practical point of view. The
fourth step is to design the experiments and, depending
on the number and type of critical method parameters,
to design and implement an experimental plan. This step
also requires the selection of Critical Analytical Attributes
(CAA), which are quantifiable parameters (e.g., peak res-
olution or analysis time) that allow an objective evalu-
ation of the method performance and the achievement
of the target profile. The fifth step involves the selection
of the final method and the development of a control
strategy. The description of the method should include
all the information essential for reproducibility: quality
attributes and their limits to monitor the performance of
the method and, for critical method parameters, ranges
to ensure the method performs well in routine applica-
tion. The final step is to establish a management plan
for the life cycle of the method. This should include, for
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example, a description of the Method Operational Design
Region (MODR), which will provide flexibility and a sci-
entific basis for subsequent changes, thus facilitating the
work of both competent authorities and method devel-
opers [19].

Since interpreting the data obtained as a function of
the experimental design and evaluating the impact of the
method parameters on performance is a complex task, it
is often necessary to use statistical or special modelling
software. The use of such software offers several advan-
tages, such as: determination of optimal operating con-
ditions, evaluation of the individual or combined effects
of method parameters, or characterization of the robust-
ness of the method in the light of experimental data. One
such specific modelling program is DryLab (Molnar
Institute, Berlin, Germany) [20], which can predict the
chromatographic behavior of sample components based
on data obtained from experimental chromatographic
runs, thus contributing to the understanding and optimi-
zation of the separation process. The software is primar-
ily applicable to reversed-phase (RP) chromatography
methods and calculations are based on the solvophobic
theory described by Csaba Horvath and the linear sol-
vent strength model, both of which describe the effect
of changes in method parameters on the separation pro-
cess [21,22]. The DryLab software has a history of more
than thirty years, initially starting from one-dimensional
retention time-critical resolution calculations visualizing
chromatograms, and now reaching three measured and
eight calculated dimensions [23]. Several recent studies
illustrate the advantages and potential of DryLab in the
development of high performance liquid chromatogra-
phy methods [4,6,24-30].

The primary aim of this paper is to illustrate the steps
of chromatographic method development through a
practical example, using the possibilities provided by
the AQbD and meeting the requirements of the ICH
Q14 guideline. A secondary objective is to demonstrate
the applicability and benefits of the DryLab modelling
software for method development for the separation of
ezetimibe and its related substances.

Starting point and analytical target
profile

Ezetimibe is a cholesterol absorption inhibitor with an
azetidinone chemical structure. Its pharmacological

action is based on its physical interaction with choles-
terol transporters in the wall of the small intestine, thus
inhibiting their function and the entry of cholesterol into
the bloodstream. To enhance the effect, it is often used in
combination with “statins” [31-33]. Because of its com-
plex chemical structure, several different synthetic routes
are possible [34,35]. Consequently, several molecules with
related structures are known, such as the synthesis inter-
mediate or a compound with a similar structure resulting
from the decomposition of ezetimibe. The amount of
these related substances in the active substance [36] and
in the final product [37] is strictly controlled. In the case
of ezetimibe, the two most important degradation prod-
ucts are the THP (tetrahydropyran) compound and the
ezetimibe ketone mentioned in the USP (United States
Pharmacopeia) monography of ezetimibe tablets. [38,39].

In a recent review, L. P. Rocha et al. collected the
methods reported in the literature for the quantification
of ezetimibe values and the determination of its impu-
rity content, but no mention is made of about quality
by design principles for any of the methods. There are
significant differences between the methods in terms
of the stationary and mobile phases used, reflecting the
shortcomings of empirical method development [40].
Furthermore, the official impurity testing methods in
the USP Ezetimibe and Ezetimibe Tablets monographies
are time consuming and use complex solvent mixtures as
mobile phases [38,41].

The aim of our study was to perform in silico robust-
ness testing, method validation and applicability testing
on real samples, in case of a science-based impurity
profiling method described in our previous study [30].
Furthermore, a secondary objective was to demonstrate
the reliability of the in silico robustness test with experi-
mental runs and to define a control strategy and life cycle
management of the method based on the obtained data.

Material and method

Chemicals and reagents

Chromatography grade purity methanol (MeOH), aceto-
nitrile (ACN) and 85 % phosphoric acid were purchased
from Merck (Darmstadt, Germany). The aqueous part of
the mobile phase was a solution of 0.1 % phosphoric acid
in ultrapure water. The water for this solution was freshly
prepared each day by using a MilliQ Integral 10 water
purifier (Merck Millipore, USA). The ezetimibe reference
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standard and the related substances used in this study  dimethylsilyl) ketone were obtained from LGC Standards
(ezetimibe diol, desfluoro ezetimibe, meta-fluoroaniline  (Teddington, London, UK).

analog, THP (tetrahydropyran) compound, ezetimibe The chemical structure of the substances and their abbre-
ketone, benzylated ezetimibe and TBDMS (terc-butyl viated names used in the study are illustrated in Figure 1.
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Figure 1. Chemical structure of the ezetimibe active substance and its related compounds, represented by the
MarvinSketch software.
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Solutions and samples

Since literature data suggest that ezetimibe is poorly solu-
ble in water (solubility: approximately 4.4 mg/liter) [42],
the samples prepared in this study were dissolved in an
ACN:water mixture of 80:20 (vol%) ratio in an ultrasonic
water bath. Prior to injection into the chromatography
system, all samples were filtered through a Whatman
Puradisc PTFE type syringe filter with a pore size of
0.45 pm (Merck, Darmstadt, Germany) and 10 pl were
injected per sample.

Solution used for modelling

To confirm the reliability of the in silico robustness test,
an artificial mixture was prepared containing the ezeti-
mibe active substance at a concentration of 1000 pg/ml
and all the impurities tested, with the following compo-
sition: ezetimibe diol 8 pg/ml, desfluoro ezetimibe 4 pg/
ml, meta-fluoroaniline analog 8 pug/ml, ezetimibe ketone
2 pg/ml, THP compound 4 pg/ml, benzylated ezetimibe
4 pg/ml and TBDMS ketone 6 pg/ml. The different
amounts play an important role as the identification of
the substances on the chromatogram is based on the area
under curve (AUC) during retention modelling. In our
previous study, we used an artificial mixture with a simi-
lar composition for the method development [30].

Samples used for method validation

The optimized method has been validated in accordance
with the current ICH Q2(R1) guideline [42]. Linearity,
accuracy and precision were investigated and for all
related compounds were determined the limit of detec-
tion (LOD), limit of quantification (LOQ), relative reten-
tion time (RRT) and relative response factor (RRF) were
defined.

To demonstrate the linear variation of the peak area
as a function of concentration, a stock solution was pre-
pared containing the ezetimibe active substance and all
tested related compounds at a concentration of 10 ug/
ml. This solution was diluted to 11 levels, covering the
range 0.1-10 ug/ml (0.01-1.00 % relative to 1000 pg/ml
ezetimibe content of real samples) and the analytical sig-
nal-concentration relationship was investigated from the
resulting samples.

Accuracy was similarly examined at 11 levels in the
linearity range. Fixed amounts of ezetimibe active sub-
stance and impurities were added to the placebo powder
mixture and recoveries were determined from the result-
ing samples.

To demonstrate the precision of the system and the
method, six real samples were prepared, to which a fixed
amount (approximately 0.1%) of related substance stock
solution was added and the resulting artificial samples
were injected. The addition of impurities was necessary
because the real samples did not contain all the com-
pounds studied. To demonstrate intermediate precision,
six more artificial samples were prepared the following
day, as described above, and the results obtained on two
different days were compared.

System suitability solutions

This solution is suitable for evaluating the performance
of the chromatography system, provided that the baseline
separation between the critical ezetimibe and meta-fluo-
roaniline peak pair is met, the selectivity of the system is
adequate, and it is suitable for real sample analysis. As a
first step, a meta-fluoroaniline stock solution is prepared
and added at 2 pg/ml to a solution containing 1000 pg/ml
ezetimibe. In the resulting solution, the concentration of
ezetimibe is equal to the amount found in the real sam-
ples, while meta-fluoroaniline is present at 0,2 %, which
is the maximum amount allowed according to the USP
monography.

To quantify the impurity content of real samples, a
reference solution of 2 pg/ml ezetimibe was prepared
by dissolving reference standard with known purity in
an 80:20 (vol%) mixture of ACN-water used as solvent.
The solution to be used to test the sensitivity of the sys-
tem is a dilution of the reference solution at 0,1 pg/ml
containing ezetimibe at the limit of quantification. It is
also referred to as a sensitivity solution and, if it provides
a signal-to-noise ratio above 10 for the ezetimibe peak,
the method can be used reliably for the quantification of
contaminants in the validated concentration range (0,1-
10 pg/ml).

Real samples used to test the applicability of the
method

Following validation, the method was tested on real
samples (commercially available ezetimibe tablets) to
demonstrate its applicability. In a first step, the average
weight of the tablets was determined and then they were
powdered in a mortar. From the resulting fine powder
mixture, a quantity corresponding to 10 mg of ezeti-
mibe active ingredient was measured, 10 ml of solvent
was added and then ultrasonicated for 10 minutes in an
ultrasonic water bath. The amount of related substances
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was expressed in the function of the resulting theoretical
ezetimibe concentration (1000 pg/ml).

Applied equipment and computer programs

A Mettler-Toledo MT XPE 205 (Mettler-Toledo,
Greifensee, Switzerland) analytical balance and an
P180 H (Elma Schmidbauer,
Germany) ultrasonic water bath were used for sample

Elmasonic Singen,
preparation in this study.

The chemical structure of the examined substances
was presented using the MarvinSketch (ChemAxon,
Budapest, Hungary [43]) software (see Figure 1).

The chromatographic measurements were performed
on an Agilent Infinity 1260 (Santa Clara, California,
USA), which consisted of the following units: a quater-
nary pump (G1311B), a column thermostat (G1316A),
autosampler (G1367E) with thermostatted sample holder
(G1330B) and a high dynamic range diode array detector
(HDR-DAD) type detector (G4212B), which has a higher
sensitivity than its conventional diode array counterpart
due to the two series-coupled diode array detection sys-
tems. The first photocell has a volume of 4 pl and an opti-
cal path length of 60 mm, while in the second case these
values are 0.9 pl and 3.7 mm. The system has a measured
dead volume of 1000 pl. The chromatographic data were
recorded and evaluated using OpenLab EZChromEdition
software (Santa Clara, California, USA). After correct
integration of the peaks, the chromatograms obtained
from experimental runs for modelling were saved in
ATA/ANDI format (*.cdf) and used as input data in the
chromatographic retention modelling software.

The choice of the chromatographic column was based
on the results of our previous study, which showed that
for ezetimibe and its related substances, the gradient
used has a much greater effect on the selectivity of the
separation process than the chemical structure of the sta-
tionary phase. In the above study, using chromatographic
retention modelling software, method parameters were
identified that ensured baseline separation of ezetimibe
related substances on stationary phases with nine differ-
ent chemical structures [30]. On this basis, for the pres-
ent study we chose a standard C18 type column, which
is most likely to be found in any chromatography labo-
ratory, in our case the Inertsil ODS-3, 150x4.6 mm, 3 pm
particle loaded chromatography column.

During the method development process [30], and to
perform the in silico robustness test and assess its reli-
ability, the DryLab 4 (Molnar Institute, Berlin, Germany
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[20]) chromatographic retention modelling software was
used.

Results and discussion

Risk analysis, design of experiments and method
development

In our previous study [30] we have described in detail
the criteria for the selection of critical method parame-
ters and, depending on these criteria, the one-, two- or
three-dimensional experiments that can be performed
with the DryLab software. The selection of the critical
method parameters was based on a preliminary risk
analysis, considering the specificities of reversed-phase
liquid chromatography, and a three-dimensional tG-T-tC
experiment was run in practice to develop a virtual sep-
aration model for nine different stationary phases. The
other commonly used three-dimensional model is the
tG-T-pH type, which has its justification when the effect
of dissociation has a significant influence on the retention
time of the peaks and thus indirectly on the selectivity of
the method. This is not the case for ezetimibe related sub-
stances, as they have almost identical dissociation coef-
ficients (pKa~9.5) and are almost entirely undissociated
in the pH range applicable for reverse phase chromatog-
raphy (pH=2-8), so that the pH of the mobile phase is
not considered as a possible critical method parameter,
and the tG-T-tC experimental design was chosen. The
reliability of the tG-T-tC models was confirmed by sev-
eral experimental runs and and comparison of the mod-
els identified a common working point that allowed the
separation of ezetimibe related substances independent
of the chemical structure of the stationary phases. We
also found good selectivity for the Inertsil ODS-3 C18
column, which was confirmed by several experimental
runs [30]. Based on these favorable results and as type
C18 is one of the most commonly used stationary phases,
a virtual model of the Inertsil ODS-3 chromatography
column was used to select the the final method condi-
tions, and the validation, robustness testing, the method
applicability on real samples, control strategy and life
cycle management ar discussed in this paper.

Analytical target profile and final method selection
According to the ICH Q14 guideline, after the execution
of the experimental design, the data are interpreted, keep-
ing in mind the target analytical profile and critical ana-
Iytical attributes. For the final method selection, we used
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Figure 2. A: 3D virtual partitioning model, also known as knowledge space (or “cube”), and B: comparison of the

design space.

the tG-T-tC virtual separation model detailed in our pre-
vious study [30], taking into account the analytical target
profile set, according to which the method provides base-
line separation of all examined related substances in less
than 30 min, meeting the critical resolution R; . = 2.0.
Critical resolution is the resolution calculated between
the two closest peaks on the chromatogram. Based on
the corner runs, the software plots the aforementioned
3D separation model, which contains all existing combi-
nations of method parameters in the given range and is
able to display the corresponding virtual chromatograms.
According to the nomenclature used in the literature, the
complete 3D space is the “cube” or knowledge space (KS),
which provides information on the effect of the different
factors on the separation process (Figure 2, A). In this case,
the red color indicates the completion of the baseline sep-
aration (R, . = 2.0), the blue color indicates co-elution
(R; . = 0), and the other colors (green, yellow, orange)
illustrate the transition between the two states (0 < R«
< 2.0) as a function of the resolution. The design space
(DS) is the narrowed part of the knowledge space where
the method fits the target profile. In the multi-parameter
optimization employed, it is possible to define a design
space in which several critical characteristics are satisfied
simultaneously, in this case the critical resolution and the
analysis time, which can be quantified as the retention
time of the last eluting peak. In this case, the design space
shown in part B of Figure 2 satisfies both the analysis time
(less than 30 minutes) and the critical resolution (greater
than 2.0), so that the working point chosen here corre-
sponds to the target profile defined in the first step of the
development process. As Figure 2 illustrates, the design
space corresponding to the analytical target profile usu-
ally represents only a small fraction of the total knowl-

edge space.

A major advantage of the DryLab program is its ability

to display a virtual chromatogram for each point in the
knowledge space, thus contributing to a better under-
standing of the separation process and the individual
and combined effects of method parameters on critical
resolution.
The results of the final method obtained in the experi-
mental run and predicted by DryLab are summarized in
Table 1. A very good matching can be observed in terms
of retention times (only 0.37% difference) and critical
resolution (R ).

For optimal separation, a two-step gradient should be
used. The first is a gentle upward slope of 15 minutes, fol-
lowed by a steeper slope up to 98% organic composition,
to ensure that components that are difficult to elute leave
the column in a useful time. Regarding the ternary com-
position, the use of MeOH reduced the critical resolution
and therefore it was decided to use 100% ACN, while 30
°C was considered ideal for the column temperature.

In silico robustness testing and its reliability

When the final method was developed following the
steps described above, an in silico robustness test was
performed using DryLab to estimate the influence of
small changes in method parameters on the method
selectivity (critical resolution). Robustness refers to the
tolerance of the method to parameter changes, which is
of great importance for practical applications. In addition
to the three method parameters (tG, T and tC) changed
during corner runs, the program can predict the effect of
changes in other method parameters such as flow rate,
initial, intermediate, and final gradient composition,
duration of different stages in the case of a multi-stage
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Table 1. Parameters of the final method selected based on the tG-T-tC virtual separation model and comparison
between the values predicted by DryLab and the practical values (retention time and critical resolution)

tG: 25 min, tC: 100% ACN

Chromatographic parameters

T: 30 °C, flow rate: 1.50 ml/min

Retention time (minutes) DryLab Experimental Gradient
Ezetimibe diol 8.68 8.70
. Time Organic mobile
Desfluoro ezetimibe 13.72 13.70
(Minutes) phase (%)

Ezetimibe 15.23 15.31 5 p”
Meta-fluoroaniline analog 16.55 16.68 5 45
THP compound 19.17 19.13

25 98
Ezetimibe ketone 19.72 19.70
Benzylated ezetimibe 23.23 23.35
TBDMS ketone 26.62 26.49
Average of retention time errors, % 0.37
R, i 3.67 3.86

tG: gradient time; tC: ternary composition; T: column temperature; DryLab: retention time calculated by the DryLab program;
Experimental: retention time obtained in experimental run; retention time error (difference between experimental and theoretical
retention times) = (DryLab-Experimental)/Experimental x 100 (%); R; c:ic: resolution between the peak pair of ezetimibe and the meta-

fluoroaniline derivative

gradient, or dead volume of the system. In the present
case, seven variable parameters (flow rate (ml/min), total
gradient time (min), duration of the first step of the gra-
dient (min), column temperature (°C), initial gradient
composition (%), gradient composition at 15 min (%),
final gradient composition (%)) were calculated at three
levels (-1, 0, +1) using full factorial simulation, giving a
total of 2178 possible combinations (7°=2178). The effect
of the change in tC was not taken into account, as the final
method uses 100% ACN as the organic mobile phase, so
the ACN:MeOH ratio in the mobile phase is not prac-
tically relevant for routine applications. We have chosen
influencing factors that can be practically varied or that
may change slightly during routine application of the
method. For this reason, the change in the dead volume

Table 2. The method parameters selected for the in silico
upper limits used in the calculations.

Optimal value
based on the tG-T-tC model

Chromatographic parameter tested

of the system was not taken into account, as this can only
occur if the method is used on other chromatographic
equipment. If necessary, calculations can be made for this
parameter and the method can be optimized for another
equipment, but this is not part of the present study. In
the calculations, the optimum values of the final working
point selected from the model were taken as the mean
value and the parameters were varied in the same magni-
tude in the positive and negative directions, to the extent
that they might occur in practice. Table 2 summarizes the
parameters chosen, their optimal values and the lower
and upper limits used in the calculations.

The method can be considered robust over the cal-
culated parameter ranges, i.e., it meets the minimum
critical resolution of 2.0 for all 2178 possible combina-

robustness test, their optimal values and the lower and

Limit values selected for in silico testing

Flow rate 1.5 ml/min + 0.1 ml/min
Gradient time (full) 25 min + 2 minutes
Duration of the first step of the gradient 15 min + 1 minute
Stationary phase temperature 30°C +2°C
Initial gradient composition 38% ACN 3%
Gradient composition at 15 minutes 45% ACN +3%
Final gradient composition 98% ACN +1%
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tions. In practice, this means that, if the parameters are
varied within the specified limits during the application
of the method, a good baseline separation is guaran-
teed. The parameter ranges thus defined are important
for the accurate method description and for the defini-
tion of control strategies for routine use. Another useful
feature of in silico robustness testing is that it provides
information on the effect of parameters, individually
or in combination, on the performance of the method.
The results obtained are illustrated in Figure 3, where the
most critical factors are the initial gradient composition
(start%B), the total gradient time (tG) and the flow rate
(F) and should therefore be given special attention when
setting up the treatment strategy. To confirm the reliabil-
ity of the in silico calculations, we selected 14 parameter
combinations out of a possible 2178, among those that
resulted in the lowest critical resolution values and per-
formed them experimentally. After loading the resulting
data, DryLab automatically compares the theoretical and
experimental retention times and fits a linear mathemati-
cal model to the data to plot the values, as shown in Figure
4. Tt can be observed that there is excellent agreement (R’
=0.9989) in all 15 cases (14 least advantageous parame-
ter combinations and the final method itself), confirm-

ing that DryLab is able to reliably predict the impact of
method parameters on retention time and thus indirectly
on selectivity. The results obtained suggest that the final
method (Table 1) is robust and therefore suitable for rou-
tine application. Furthermore, it can be stated that the in
silico robustness test predicted by DryLab provides reli-
able results and does not need to be confirmed by practi-
cal runs, saving time and effort during method develop-
ment. However, it is important to emphasize that we can
only rely on in silico calculations if we have previously
verified the reliability of the virtual separation model by
experimental runs.

Validation of the method

The final method was validated in accordance with ICH
Q2(R1). Selectivity, linearity, accuracy, system precision,
method precision (repeatability), intermediate precision
were tested, and limit of detection, limit of quantification,
relative retention times and relative response factors were
determined. The results obtained are summarized in Table
3. Since the UV absorbance of the contaminant ezetimibe
diol is low at 247 nm, all chromatograms were also recorded
at the more favorable wavelength of 210 nm for ezetimibe
diol during validation and calculations for this contaminant
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Figure 4. Comparison of the theoretical and experimental retention times obtained in the in silico robustness test for
the 14 least advantageous parameter combinations and the final method.

were performed based on the resulting chromatograms. The
concentration of ezetimibe in the real samples is 1000 pg/

Table 3. Results of the validation of the method

concentration during validation.

ml and and the amount of impurities was compared to this

Parameter E'zetimibe Dest.'luf)ro le(t)j;)aniline THP Ezetimibe Ben.zyl:ated TBDMS Ezetimibe
diol ezetimibe analog compound  ketone ezetimibe  ketone

Retention time (minutes) 8.6 13.4 16.3 19.0 19.6 23.3 26.4 15.0
Relative retention time (RRT) 0.60 0.90 1.10 1.25 1.30 1.55 1.75 1.00
Linearity range (ug/ml) 0.1-10.0
Linearity range (%) 0.01-1.00
Determination coefficient (R )* 0.99995 0.99997 0.99996 0.99996 0.99995 0.99997 0.99996 0.99996
Limit of detection (ug/ml) 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Signal to noise ratio at the limit 13.5 21.2 18.1 15.9 69.5 25.2 19.0 18.2
of quantification
Detection limit (ug/ml) 0.02 0.01 0.02 0.02 0.005 0.01 0.02 0.02
Relative response factor (RRF) 1.32 1.08 1.08 0.84 1.92 0.98 1.46 1.00
Average recovery (%) 97.96 99.85 100.07 99.76 99.14 102.92 96.08 100.48
System precision (RSD, %) 0.71 0.62 1.11 1.82 0.77 0.23 0.63 -
Method precision (RSD, %) 1.65 0.59 0.61 4.16 0.38 0.18 0.96 -
Intermediate precision Anova analysis of variance
(between days) Fou 4.964

Fo. 0544 0.157 3.289 0.404 0.279 0.493 3.972 -

RSD - relative standard deviation
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We prepared a placebo powder mixture containing all
known excipients based on the product description of
the ezetimibe tablets purchased from the pharmacy. A
sample solution of the placebo was prepared in a similar
way to real samples and injected into the chromatogra-
phy system to ensure that the presence of excipients did
not affect the qualitative and quantitative determination
of ezetimibe impurities. In this respect, no interfering
chromatographic peaks were found during the placebo
solution analysis. For the real samples, the peak purity
calculated from the UV spectra of the chromatographic
peaks was followed to avoid co-elution of impurities
and the resulting inaccurate quantification. The results
obtained show that the method is selective, suitable for
determination of known and unknown impurities and
that the presence of excipients does not interfere with the
determination of related substances.

The sensitivity of the method was characterized by the
detection and quantification limits, which were defined
as a function of the signal-to-noise ratio of the peaks.
According to ICH Q2(R1), the signal-to-noise ratio for the
limit of quantification should be greater than ten, while
for the limit of detection a value greater than three should
be achieved to obtain reliable identification and quanti-
fication. The limit of quantification was fixed uniformly
at 0.1 ug/ml (0.01%) for all related substances, which was
considered to be the lowest value of the linearity range.
The signal/noise values obtained from the solution thus
prepared were in all cases higher than 10, so that it can be
stated that 0.1 pg/ml impurities is already quantifiable.
Based on the signal/noise values obtained, the detection
limits were calculated considering the signal/noise > 3
criterion. The values are in the range 0,005-0,02 pg/ml
and the results indicate that the method is considered
to be sufficiently sensitive. The linearity was tested with
solutions containing all impurities and the ezetimibe
active substance in the range 0.1-10 pug/ml (0.01-1.00%)
at 11 levels. For each compound, a calibration curve was
constructed plotting the area under the curve as a func-
tion of solution concentration (expressed in pug/ml). The
coefficient of determination (R, square of the regression
coefficient) was determined by the least squares method
and was found to be greater than 0.99995 in all cases. The
calibration line crossed the zero point (95% confidence
interval) for all compounds tested and the scatter plot of
the residuals showed a random distribution. As a ratio of
the slopes of the calibration curves, the relative response
factor of the impurities was determined by dividing the

slope of the calibration curve of the impurity by the slope
of the calibration curve of the ezetimibe active substance.
The relative retention time of the impurities was calcu-
lated in a similar way by dividing the retention time of
the impurity by that of the ezetimibe active substance.
Relative retention times play an important role in prac-
tice in the identification of related substances from real
samples, since it is sufficient to know the retention time
of the ezetimibe peak and then to calculate the expected
retention time of the impurities. The same is true for the
relative response factor, which can be used to determine
the exact amount of impurities in relation to a reference
solution containing ezetimibe alone.

Accuracy was also tested at 11 levels covering the range
of linearity, with a fixed amount of impurities and eze-
timibe added to the placebo powder mixture. Recovery
values were calculated using the calibration equations
defined at linearity and expressed as percentages. The
values obtained were in the range 96.08-102.92%, sup-
porting the reliability of the quantification of the related
substances.

To asses precision, real sample was used, to which a
stock solution of 1 pg/ml (0.1%) of each impurity was
added. Six solutions were prepared on the first day and
six on the second day to test the intermediate precision.
To evaluate system precision, the same solution was
injected seven times in succession and relative standard
deviations were calculated for area under curve values-
for each impurity. The values obtained were in the range
0.23-1.82%, demonstrating the precision of the system.
The repeatability of the method was evaluated based on
six samples by calculating the relative standard deviations
for each impurity. The precision of the method is sup-
ported by values ranging from 0.18 to 4.16%. The inter-
mediate precision was evaluated based on six samples
taken identically on the first and second days using single
factor Anova analysis of variance. The condition F.. >
F.. was met for all related substances and consequently
no significant differences were found between the tests
performed on different days, thus demonstrating inter-
mediate precision of the method.

The stability of the samples was assessed by using seven
consecutive injections (approximately 5 hours between
the first and the seventh injection) as a basis for the pre-
cision of the system, and by re-injecting the solution after
24 hours. Based on the literature data, THP compound
and ezetimibe ketone are the main degradation products
and therefore we focused on these two related substances.
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The amount of the ezetimibe ketone impurity did not
increase after 24 h, but the amount of the THP com-
pound increased by 0.005% after five hours and by 0.02%
after 24 hours, which is significant. This partly explains
the relatively high relative standard deviation values for
the THP compound, for system precision (1.82%) and
method accuracy (4.16%). Based on the results obtained,
it is recommended to inject the solutions fresh, at the lat-
est five hours after preparation, to ensure accurate quan-
tification of the impurities.

The results summarized in Table 3 show that the method
meets the requirements of the ICH Q2(R1) guideline, is
selective, sensitive, linear, and accurate, and is therefore
suitable for the impurity analysis of ezetimibe tablets.

Testing the method on real samples

Three commercially available tablets containing ezeti-
mibe from different manufacturers were purchased from
a pharmacy in Targu Mures and analyzed using our val-
idated method. We sampled three different batches from
the first manufacturer to investigate the differences in
the quantitative and qualitative composition of impuri-
ties between the different batches. The results obtained
are summarized in Table 4, highlighting separately the
amount of known degradation products (THP compound
and ezetimibe ketone). Figure 5 shows the chromatograms
of two real samples from different manufacturers and,
for comparison, a sample used for the accuracy study,
including the known impurities and the ezetimibe active
substance. In Figure 5, we also plot the unknown impuri-
ties (labels 9 a-d) and the signals from the solvent (blank
solution) (10 a-c).

Based on the results obtained, it can be observed that
the content of impurities in products from different man-
ufacturers differs both quantitatively and qualitatively.
This difference is also present for different batches from
the same manufacturer, probably due to qualitative dif-
ferences between the batches of ezetimibe active ingredi-
ent used. All five samples tested complied with the USP
monography on ezetimibe tablets, which requires that
the value of ezetimibe ketone, THP compound and indi-
vidual unknown impurities should be less than 0.20%
and the total impurity content should be less than 0.60%.
[38]. Based on the results obtained, it can be stated that
the tested ezetimibe-containing tablets comply with the
United States Pharmacopoeia (USP) requirements for
impurity content and the method developed and vali-
dated by us is suitable for the quantitative and qualitative
determination of known and unknown related substances
from real samples.

Description of the final method, control strategy and
life cycle management

The detailed description of the final method is summa-
rized in the first part of Table 5, giving the optimal values
of the method parameters and the parameter intervals
determined during the in silico robustness test, which
ensure the proper performance of the method in routine
use. A detailed and clear description, the so-called spec-
ification, is important to ensure that the method can be
reproduced independently of the laboratory and its per-
sonnel. The second half of Table 5 also contains the system
suitability criteria that the method must meet without
exception to provide reliable results on the impurity con-

Table 4. Impurity content of real samples used to test the method

Manufacturer 1 2 3
Batch 1 2 3 1 1
Known Highest individual 0.07 0.05 0.03 0.08 0,09
impurities value (%) (ezetimibe (desfluoro (THP (THP (desfluoro
ketone) ezetimibe) compound) compound) ezetimibe)
THP derivative (%) 0.03 0.02 0.03 0.08 0,03
Ezetimibe ketone (%) 0.07 0.03 0.03 0.01 0,01
Total quantity (%) 0.14 0.10 0.07 0.14 0,16
Unknown Highest individual 0.04 0.04 0.02 0.01 0,02
impurities value (%) (RRT=1.45) (RRT=1.45) (RRT=1.43) (RRT=1.20) (RRT=1.41)
Total quantity (%) 0.10 0.10 0.03 0.03 0,02
Total impurity content (%) 0.24 0.20 0.10 0.17 0.17
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Figure 5. Comparison of the chromatograms of real samples from two different manufacturers (manufacturer 2 and
3), the sample used for the accuracy study (level 7) and the blank solution (solvent) (1. ezetimibe diol, 2. defluoro-
ezetimibe, 3. ezetimibe, 4. meta-fluoroaniline analog, 5. THP compound, 6. ezetimibe ketone, 7. benzylated
ezetimibe and 8. TBDMS ketone, 9 a-d. unknown impurities, 10 a-c. signals from solvent)

tent of samples.

Detection at two wavelengths may complicate the
applicability of the method, but based on tests on real
samples, it is concluded that the ezetimibe diol impu-
rity is not present in any of the samples tested, so from a
practical point of view, this is negligible. The validation
also showed that 0.05% of ezetimibe diol can be detected
at 247 nm, so it is sufficient to record chromatograms of
sample solutions at this wavelength only.

The control strategy includes a precise description
of the method with robust parameter intervals and sys-
tem suitability criteria. They are closely interrelated and
essential for the proper implementation of the control
strategy. If the method is applied as described, the sys-
tem suitability criteria will be met and hence the results
obtained will be reliable. The reverse is also true, if the
system suitability criteria are met, the method will oper-
ate correctly. The more the robustness interval is known
for a given number of method parameters, within which a
given parameter can vary without negatively affecting the
system suitability criteria, the more robust the method is
considered to be. The more robust a method is, the easier
it is to reproduce and the less likely it is to produce erro-

neous results. Three solutions are generally used to assess
the suitability of a system. The first step is to inject a sys-
tem suitability solution containing the ezetimibe active
substance at the concentration corresponding to the
real samples (1000 pg/ml) and the critical related com-
pound at the maximum allowable concentration (2 pg/
ml, 0.20%), in this case meta-fluoroaniline, which elutes
closest to the active substance. The resulting chromato-
gram can be used to check the retention times and subse-
quently to identify other impurities based on the relative
retention times. The critical resolution can also be used
to assess selectivity. If the critical resolution is adequate,
it is very likely that all substances will be separated with
adequate selectivity. Secondly, it is recommended to
inject a reference solution containing only ezetimibe at
the maximum level allowed for related compounds, in
this case 2 pg/ml (0.20%). From this solution, several
parallel injections are recommended, and the averages
obtained are used to characterize the suitability of the
chromatographic system itself in terms of peak symme-
try, theoretical plate count and standard deviation of the
area under the curve values. These so-called performance
criteria carry different information, e.g., low plate num-
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Table 5. Optimal values of the method parameters, parameter ranges determined in the in silico robustness test and

system suitability criteria.

Method description

Parameter

Optimum value and robustness interval

Chromatography column

Inertsil ODS-3, 150x4.6 mm, 3 pm

Flow rate

1.5+ 0.1 ml/min

Column temperature

30x2°C

Detection wavelength

247 nm (known and unknown impurities except ezetimibe diol)

210 nm (ezetimibe diol)

Mobile phase

A: 0.1% phosphoric acid aqueous solution

B: ACN

Analysis time

30 minutes (+ 10 minutes equilibration time after each injection)

Injected volume

10 pl

Solvent for sample preparation

ACN-water 80:20 (V/V %)

Gradient

Time (minutes) | Mobile phase A (%) | Mobile phase B (%)
0 62 38+3
15+1 55 45+3
25+2 2 98 +1
30 2 98 +1
Column equilibration after injection Time (minutes) Rolling phase (%) Mobile phase B (%)
0 2 98
5 62 38
10 62 38
System suitability criteria
Applied solution Parameter Appropriate value
System suitability solution Rt esetimibe 15+ 1 min

(1000 pg/ml ezetimibe and 2 pg/ml meta-fluoroaniline,

Rt meta-fluoroaniline

16.3 + 1 min

0.02%)
(1 injection) Ry erit =220
(between ezetimibe and meta-
fluoroaniline)
Reference solution (2 pg/ml ezetimibe, 0.20%) N cretimibe > 1000
(averages based on 3-5 injections) A epetimibe 08<A<20
RSD <5.0%
Sensitivity solution (0,1 pug/ml ezetimibe, 0,01%) S/N ezetimibe >10

(1 injection)

R, - retention time; R . - critical resolution between ezetimibe and meta-fluoroaniline; S/N - signal to noise ratio; A - peak symmetry;

N - theoretical plate number; RSD - relative standard deviation

ber or inadequate symmetry indicates the state of the
stationary phase, whereas the standard deviation of the
area under the curve values characterizes the precision
of the injection of the chromatographic system. The peak
area under the curve obtained during the injection of the
reference solution is used as a reference for the quantifi-
cation. The third solution used is the system sensitivity
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solution containing the ezetimibe active substance at the
limit of quantification (0.1 ug/ml, 0.01 %), the value of
the peak signal/noise ratio of ezetimibe obtained charac-
terizing the sensitivity of the system. If the value obtained
is greater than 10, the system can be used reliably for the
quantification of contaminants in the validated concen-
tration range.
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Life cycle management means the follow-up and opti-
mization of the method, if necessary, in case of routine
application by method transfer or other chromatography
equipment. During the life cycle, the performance of the
method can be monitored and evaluated by using solu-
tions (system suitability solution, reference solution and
system sensitivity solution) to test the suitability of the
system. If values are obtained that differ from the sys-
tem suitability criteria given in the method specification
(especially for retention times and resolution), but the
separation model is known, i.e., the effect of each param-
eter on separation is known, it is possible to optimize
the method parameters based on the design space. This
is often necessary to apply the same method to different
chromatographic systems (different mobile phase mixing
systems, different dead volume). According to the ICH
Q8 guideline, if the parameter modification is justified
and within a known design space, it is not necessary to
revalidate the method [10]. This is a significant advantage
over traditional method development where any method
parameter change requires approval by the authorities
and method revalidation. In such a case, the impact of the
method parameter change on performance is not known
and thus the design space cannot be defined. In summary,
in the case of empirical development, the scientific basis
for the change is missing, whereas in the case of method
development based on quality by design, it is present,
consciously building quality into the final method.

Conclusions

In conclusion, we have succeeded in developing a chro-
matographic method that fulfils the steps of the ICH
Q14 enhanced approach, with emphasis on sample
characterization, defining the analytical target profile,
carrying out a risk analysis based experimental design,
and then a detailed method description including criti-
cal method parameter limits, system suitability criteria,
and management strategy information. Furthermore, it
was demonstrated that the use of modelling programs
such as DryLab greatly facilitates the understanding of
the separation process and that in silico robustness testing
provides reliable information on the impact of method
parameters on selectivity. By designing experiments and
then using the data to select optimal method parame-
ters and predict robustness, it provides a scientific basis
for method development and puts tools in the hands of

development practitioners that empirical approaches
cannot provide. Finally, a method has been developed
which, based on validation, is selective, linear, accurate,
sensitive, robust and, last but not least, applicable to the
qualitative and quantitative analysis of the impurity con-
tent of real samples containing ezetimibe. The method
described in this study may be suitable to replace even
the impurity profiling methods described in the drug and
tablet USP monographies for ezetimibe, as it surpasses
them in both efficiency and flexibility.

Acknowledgements

The present work was supported by the Collegium
Talentum programme of Hungary and a research grant
(contract number 136/2021) from the Medicine and
Pharmacy Department of Transylvanian Museum
Association and the Faculty of Pharmacy of Semmelweis
University. The authors would like to thank the Molnar
Institute for their continued assistance with issues arising
during the use of Drylab.

List of abbreviations

3D - three-dimensional
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ment of analytical methods

IUPAC - International Union of Pure and Applied
Chemistry

45



Bulletin of Medical Sciences 2022, 95(1): 31-63

KS - knowledge space

LOD - limit of detection

LOQ - limit of quantification

MeOH - methanol

MODR - Method Operational Design Region

N -

theoretical plate number

OFAT - One Factor At a Time
PTFE - polytetrafluoroethylene
QbD - Quality by Design

QbT - Quality by Testing

R-

regression coefficient

R’ - coefficient of determination

RP - reversed-phase

RREF - relative response factor

RRT - relative retention time

R, .. - critical resolution

RSD -relative standard deviation

Rt - retention time

S/N signal to noise ratio

startB% - initial composition of gradient

T -
A -

column temperature
tailing factor (peak symmetry)

TBDMS - terc-butyl-dimethylsilyl
tC - ternary composition

tG - gradient time

THP - tetrahydropyran
USP - United States Pharmacopeia
UV - ultraviolet
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Osszefoglalé - A gydgyszeripar az egyik leggyorsabban véltozo és fejlédd iparagak kozé tartozik, ennek kdvet-
kezményeként a gydgyszerek minéségének biztositdsara hasznalt kromatografids modszerek is folyamatos
fejlédésben vannak, szem elétt tartva az aktudlis hatosdgi szabalyozésokat. A minéségbiztositasi iranyelvek
kimondjak, hogy minden olyan paraméter hatdsat, amely a mindséget és az eredményeket befolydsolhatja,
szUkséges elbre jelezni és szabalyozni, annak érdekében, hogy a vizsgalati mdédszerek biztonsdgosak és meg-
bizhatoak legyenek. Ezt a megkozelitést nevezik mindségtervezésen alapuld maodszerfejlesztésnek, és egyre
gyakrabban alkalmazzak sikeresen a kromatografidban is. Ebben az esetben a modszerfejlesztés egyik alappil-
lére az elére megtervezett kisérletek eredményeként Iétrejové tervezési tér, mely hozzajarul az elvalasztasi
folyamatok jobb megértéséhez, valamint rugalmassagot és robusztussagot biztosit a végsé modszernek. A
kisérlettervek felépitéséhez, valamint az adatok kiértékeléshez alkalmazhatd szamitdgépes statisztikai vagy
modellezd szoftverek szamos olyan lehetéséget biztositanak, amit az empirikus fejlesztés nem tesz lehetévé.
llyen példaul az optimalis mUkodési koriimények eldrevetitése, vagy az in silico robusztussagvizsgalat, ame-
lyek altal érthetévé valnak a modszer paramétereinek az elvalasztasra gyakorolt egyéni és kombinalt hatésai.
Jelen tanulmany a kromatogréfids modszerfejlesztés lépéseit mutatja be az ICH Q14 irdnyelv szerint, szem
el6tt tartva a minéségtervezés alapelveit és kihasznalva a Drylab kromatogréfids modellezd szoftver nyUjtotta
lehet&ségeket. Gyakorlati példaként az ezetimib szennyezédések vizsgalati modszerének fejlesztését mutatjuk
be, kitérve a kisérlettervezésre, médszer optimalizéciora, robusztussag vizsgalatra, validalasra, modszer specifi-
kacidra és életciklus menedzsmentre, tovabba a modszer alkalmazhatdsaganak vizsgdlatara valds mintékon.
Munkank soran bebizonyitottuk, hogy a kisérlettervezésen alapuld retencié modellezés a minéségtervezés
hatékony eszkdze, tovabba az in silico robusztussag vizsgalat alkalmas a kritikus médszerparaméterek azono-
sitasara, illetve szabalyozd stratégiak feldllitdsara, idét és energiat takaritva meg a fejleszté analitikusok és az
illetékes hatésagok szamara egyarant. A kromatografids médszerfejlesztésben, egy szigoru és rogzitett szaba-
lyokon nyugvo, merev rendszer helyett, kulcsfontossagu szerepet kap az elvélasztasi folyamatok megértése,
a rugalmassag és a hatékonysag. Jelen tanulmany célja az Uj szemléletmdd bemutatdsa és népszerUsitése a
kromatogréfidval foglalkozd szakemberek korében.

Kulcsszavak - mingségtervezés, kromatografia, DrylLab, ezetimib, ICH Q14

DOI: 10.2478/orvtudert-2022-0003

Horvéth Csaba neve minden kromatografidban jartas
szakember szamara ismerés. O volt az a magyar szr-
mazasi vegyészmérnok, aki az 1960-as évek végén a
Yale Egyetemen megtervezte és megalkotta az els6 nagy-
nyomasu folyadékkromatografias rendszert. A ma mar
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kozismert HPLC megnevezés kevéssel ezutan keriilt
be a tudomdnyos koztudatba [1], el6szor mint nagy-
nyomdsu folyadékkromatografia (high pressure liquid
chromatography), majd kés6bb mint nagyhatékonysagu
folyadékkromatografia (high performance liquid chroma-
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tography). Azéta ez az elvalasztastechnikai modszer az
egyik leggyakrabban alkalmazott eszkozzé vélt a kiilon-
b6z iparagak, de f6leg a gyogyszeripari mindségbizto-
sitasi rendszerben. Ezen beliil is az egyik leggyakrabban
alkalmazott teriilet a gyogyszermolekulak rokonvegyti-
leteinek azonositdsa és mennyiségi meghatdrozasa, ahol
amolyan ,aranystandard”™ modszerként tartjak szamon
[2,3]. Ahhoz, hogy az évrél évre szigorodd hatosagi eld-
irasoknak eleget lehessen tenni, maga a kromatografids
technologia és az alkalmazott berendezések is folyamatos
fejlédésben vannak, aminek kovetkeztében évrdl évre
szamos Uj fejlesztés 1at napvilagot a hatékonysag néve-
lésének érdekében [4-6]. A hatékony moddszerfejlesztés
alapkove az elvdlasztasi folyamat megértése, amelyhez
nagymértékben hozzajarul a szintén Horvath Csaba nevé-
hez £tiz6d6 szolvofob elmélet, amely magyarazza a fordi-
tott fazisu kromatografiara jellemz6 kolcsonhatdsokat,
igy gyakorlatilag feltérképezve az elvalasztasi folyamat
alapvetd torvényszeriiségeit. A szolvoféb elméletet leiro,
harom részbdl all6 tanulmanysorozat [7-9] a mai napig a
nagyhatékonysagu folyadékkromatografia elméleti alap-
jat képezi és Osszességében tobb mint 1800 idézettséggel
rendelkezik, alatdmasztva rendkiviili jelentéségét [1].

A gyogyszeriparban alkalmazott kromatografids méd-
szereknek szamos hatdsagi iranyelvnek kell megfelelniiik,
alkalomadtan fejtorést okozva a mddszerfejlesztd szak-
emberek szamdara. A hagyomanyos modszerfejlesztés
soran az egyszerre egy faktor valtoztatasa (OFAT - One
Factor At a Time) elvet alkalmazzak és a modszerpara-
meétereket egyénileg, egymastdl fiiggetlentl vizsgaljak
azzal a céllal, hogy meghatarozzak az optimalis értéket.
Ezt a megkozelitést empirikusnak is nevezik, mivel nagy-
mértékben alapoz a fejleszt6é analitikus tapasztalatdra.
Ezzel szemben létezik egy tudomanyos alapokon nyugvo
szemlélet, a tervezett mindség (QbD-Quality by Design),
melynek alapelve, hogy a mindéséget bele kell épiteni a
modszerbe mar a fejlesztés soran, ellentétben az empi-
rikus megkozelitéssel, ahol a kromatografidas modszer
teljesitménye a csak a fejlesztési folyamat befejezte utan
keriil tesztelésre (QbT-quality by testing). Ezt a megko-
zelitést el@szor az ICH Q8(R2) irdnyelvben fogalmaz-
tak meg a gyogyszeripari hatdsagok, mint: ,a fejlesztési
folyamat tudomdnyos alapokon nyugvo és tervszerii meg-
kozelitése, amely el6re meghatdrozott célokkal indul és
hangstlyt fektet a folyamatok (és termékek) megértésére,
irdnyitdsdra felhaszndlva a kockdzatkezelés eszkozeit”
[10]. Els6 korben a gyartasi folyamatok optimalizalasara
hasznaltak [11], majd kés6ébb szdmos tanulmany latott

napvildgot, melyekben sikeresen alkalmaztak analiti-
kaban (AQbD - Analytical Quality by Design) is, f6ként
kromatografidas modszerek fejlesztése esetén [12]. Mivel
nem volt egységes allaspont a hatosagok részérdl az anali-
tikai mddszereket illetéen, a kiilonb6z6 kutatdcsoportok
és szervezetek megfogalmaztdk sajat nézépontjukat arrol,
hogy melyek az AQbD folyamat legfontosabb elemei és
kotelezd 1épései [13-18]. Ennek a zlirzavaros idészak-
nak hivatott véget vetni az ICH Q14 iranyelv, amelynek
elsé (nem végleges) valtozata 2022 marciusaban jelent
meg. Az analitikai mddszerek fejlesztések esetén rész-
letesen, gyakorlati példdkon keresztiil szemlélteti a ter-
vezett mindség koncepcié alkalmazasanak lépéseit és
elemeit [19]. Az irdnyelv emlitést tesz egy egyszerusitett
fejlesztési megkozelitésrdl (minimal approach) ami gya-
korlatilag ugyanaz, mint a fent emlitett empirikus méd-
szerfejlesztés, valamint egy tovabbfejlesztett vagy javitott
modszertanrol (enhanced approach), amely eleget tesz az
AQDbD kovetelményeinek. A hatdsagok nyilvanvaloan az
utdbbit tamogatjak, egyelére csak ajanlds szinten, késébb
valdszinti, hogy kotelezévé vilik a gyodgyszeriparban
alkalmazott analitikai modszerek esetén. A tovabbfej-
lesztett megkozelités els6 1épése a vizsgalni kivant minta
megismerése és az analitikai szempontbol jelentés meny-
nyiségi és mindségi jellemzdinek feltérképezése, mint
példaul oldhatdsag, sav-bazis tulajdonsagok, stabilitas,
alkalmazott gyogyszerforma sajatossagai stb. Masodik
lépésben kovetkezik az analitikai célprofil meghatdrozasa
(ATP - Analytical Target Profile), melyben 6sszefoglaljuk
azt, hogy milyen céllal fejlesztjiik az adott modszert és ezt
olyan mérhet6 paraméterekkel is kifejezziik, melyeknek a
teljestilése nyomon kovetheté a modszerfejlesztés soran.
A harmadik 1épés a kockazatelemzés, melynek segitségé-
vel elkiilonitheték a moddszer teljesitményét kritikusan
befolyasolo tényezdk, a kritikus modszerparaméterek
(CMP-Critical Method Parameters), illetve azok, ame-
lyeknek hatasa gyakorlati szempontbdl elhanyagolhato.
A negyedik 1épés a kisérletek megtervezése és a kritikus
modszerparaméterek szamanak és tipusanak fiiggvényé-
ben, egy kisérletterv megalkotasa és végrehajtasa. Ehhez
a lépéshez az is hozzatartozik, hogy az eredmények kiér-
tékeléséhez sziikség van a kritikus analitikai jellemzék
(CAA - Critical Analytical Attributes) kivalasztasara,
melyek olyan szamszer(sithetd paraméterek (példdul
csucsfelbontas vagy analizisid$), melyeknek segitségével
a modszer teljesitménye és a kittizott célprofil teljesiilése
objektiven értékelhetd. Az 6todik 1épés a végsé modszer
kivalasztasat és egy kontroll stratégia (control strategy)
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kidolgozasat foglalja magaba. A moédszer leirasanak tar-
talmazni kell minden olyan informaciot, amely nélkiiloz-
hetetlen a reprodukalhatésag szempontjabol: mindségi
jellemzdket és azok hatarértékeit, melyek segitségével a
modszer teljesitménye nyomon kovethetd, illetve a kri-
tikus mddszerparaméterek esetén olyan tartomanyokat,
melyek biztositjadk a mddszer megfelel6 miikodését a
rutinszer(i alkalmazds soran. Az utols6 lépésben sziiksé-
ges egy, a modszer életciklusara vonatkozo kezelési terv
felallitasa. Ez tartalmazza példaul a modszer alkalmazha-
tosagi hatarainak (MODR - Method Operational Design
Region) leirasat, mely rugalmassagot és tudomanyos ala-
pot kolcsonoz a késébbi valtoztatasok esetén, megkony-
nyitve ezzel ugy az illetékes hatdsagok, mint a mddszer-
fejleszt6 szakemberek munkdjat [19].

Mivel a kisérletterv fiiggvényében kapott adatok értel-
mezése, valamint a modszerparaméterek teljesitményre
gyakorolt hatdsanak értékelése bonyolult feladat, gyakran
sziikséges statisztikai vagy specidlis modellezé szoftve-
rek alkalmazasa. Ezeknek a programoknak a hasznélata
szamos el6nnyel jar, ilyen az: optimalis mikodési koriil-
mények meghatarozasa, a modszerparaméterek egyedi
vagy kombinalt hatasanak értékelése, esetleg a modszer
robusztussaganak jellemzése a kisérleti adatok fényében.
Egy ilyen specidlis modellez6 program a DryLab (Molnar
Institute, Berlin, Németorszag) [20], mely néhany gyakor-
lati kromatografids futtatas adatai alapjan képes el6reve-
titeni a mintakomponensek kromatografias viselkedését,
ezzel hozzdjérulva az elvalasztasi folyamat megértéséhez
és optimalizdldsahoz. A szoftver elsé sorban forditott
fazist (RP - reversed-phase) kromatogratias mddszerek
esetén alkalmazhato és szamitasainak alapjait a Horvath
Csaba altal leirt szolvofob elmélet (solvophob theory) és a
linedris olddszer erdsségi modell (linear solvent strength
model) képezik, mindkét elmélet a mddszerparaméterek
valtozasainak elvalasztasi folyamatra gyakorolt hatdsat
irjael [21,22]. A DryLab szoftver t6bb, mint harminc éves
multtal rendelkezik, kezdetben egydimenzids retencids
id§-kritikus felbontds szamitdsokbdl indult, kromatogra-
mokat vizualizalva, mdra mar eljutottak a harom mért és
nyolc szamitott dimenzi6ig [23]. Szamos, a kézelmultban
megjelent tanulmany szemlélteti a DryLab nydujtotta el8-
nyoket és lehetdségeket a nagyhatékonysagu folyadékk-
romatografias mdodszerek fejlesztésében [4,6,24-30].

Jelen tanulmany els6dleges célja egy gyakorlati példan
keresztiil szemléltetni a kromatografids mddszerfejlesztés
lépéséit, felhaszndlva az AQbD nyujtotta lehetGséget és ele-
get téve az ICH Q14 iranyelv kovetelményeinek. Masodlagos
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célként a DryLab modellez6 szoftver alkalmazhatdsagat és
elényeit hivatott bemutatni-az ezetimib rokonvegytileteinek
elvalasztasara iranyulé modszerfejlesztés esetén.

Kiindulasi pont és analitikai célprofil

Az ezetimib egy koleszterin felszivodasat gatlo,
kémiai szempontbol azetidinon szerkezetli vegytilet.
Farmakoldgiai hatdsanak alapjat a vékonybél falaban
taldlhatd koleszterin transzporterekkel torténé fizikai
kolcsonhatas képezi, igy gatolva meg azok miikodését
és a koleszterin véraramba val6 bejutasat. A hatas foko-
zasanak érdekében gyakran alkalmazzak egyiitt ,szta-
tinokkal” [31-33]. Mivel bonyolult kémiai szerkezettel
rendelkezik, eldallitasara tobb kiillonboz6 szintézis 1t is
lehetséges [34,35], kovetkezésképpen szamos rokon szer-
kezetti molekula ismert, mint a szintézis soran keletkez6
koztitermék, vagy éppen az ezetimib bomlasabdl szar-
mazd hasonld szerkezetd vegytilet. Ezen rokon szerke-
zetli anyagok mennyisége ugy a hatéanyagban [36], mint
a végtermékben [37] szigoruan szabalyozott. Az ezetimib
esetén a két legjelent6sebb bomlastermék a USP Ezetimib
tabletta cikkelyben (USP-United States Pharmacopeia,
Egyesiilt Allamok Gydgyszerkonyve) is emlitett THP
(tetrahidropiran) szdrmazék és az ezetimib keton [38,39].

Egy nemrégiben megjelent 6sszefoglalé kozlemény-
ben L. P. Rocha és mtsai. 0sszegytjtotték azokat a szak-
irodalomban ko6zolt modszereket, melyek ezetimib érték-
mérésre és szennyezddéseinek tartalmi meghatarozasara
szolgalnak, viszont egyetlen mddszer esetén sem emlitik
a tervezett mindség koncepciot. Jelentés kiilonbségek
vannak az egyes modszerek kozott az alkalmazott allo-
és mozgofazisok tekintetében, ezzel a zilirzavarral is
tikrozve az empirikus modszerfejlesztés hianyossagait
[40]. Tovabba a USP Ezetimib, illetve Ezetimib tabletta
cikkelyekben talalhat6 hivatalos szennyezdédés vizsgalati
modszerek id6igényesek és bonyolult olddszerkeveréke-
ket alkalmaznak mozgofazisként [38,41].

Ezért célul tliztik ki egy korabbi tanulmanyunkban
kidolgozott [30], tudomanyos alapokon nyugvé szeny-
nyez6dés vizsgalati modszer in silico robusztussag vizs-
galatat, validalasat, illetve valés mintakon torténd alkal-
mazhatdsaganak tesztelését. Tovabba masodlagos cél volt
az in silico robusztussag vizsgdlat megbizhatdsdganak
gyakorlati futtatasokkal torténd alatimasztasa, valamint
a kapott adatok alapjan meghatarozni a mdodszer kezelési
stratégiajat és életciklus menedzsmentjét.
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Anyag és modszer

Vegyszerek és reagensek
A kromatografias tisztasag metanol (MeOH), acetonitril
(ACN) és 85 %-os foszforsav a Merck-tél (Darmstadt,
Németorszag) keriiltek beszerzésre. A mozgofazis vizes
része 0,1 %-os foszforsav ultraszlrt tisztasagu vizzel
készitett oldata volt, melyhez a vizet minden nap frissen
allitottuk elé MilliQ Integral 10 viztisztité berendezéssel
(Merck Millipore, USA). Az ezetimib referenciaanyag
és a tanulmany soran vizsgalt szennyezdi (ezetimib diol,
dezfluor ezetimib, meta-fluoroanilin szarmazék, THP
(tetrahidropiran) szarmazék, ezetimib keton, benzil
ezetimib és TBDMS (terc-butil-dimetil-szilil) keton az
LGC Standards cégt6l szarmaznak (Teddington, London,
Egyesiilt Kiralysag).

Az anyagok kémiai szerkezetét és a tanulmdny soran
hasznalt roviditett megnevezésiiket az 1. abra szemlélteti.

Oldatok és mintak

Mivel a szakirodalmi adatok alapjan az ezetimib vizben
gyengén oldodik (oldhatésag: megkozelitdleg 4,4 mg/
liter) [42] a tanulmany soran készitett mintdkat ACN:viz
80:20 (térfogat%) aranyu keverékében oldottuk fel, ultra-
hangos viztiirdében. A kromatografias rendszerbe tor-
ténd injektalds el6tt minden mintat Whatman Puradisc
PTFE tipusi 0,45 pm poérusméretli fecskendésziirén
(Merck, Darmstadt, Németorszag) sziirtiink at, majd
mintankként 10 pl-t injektaltunk.

Modellezéshez hasznalt oldat

Az in silico robusztussag vizsgalat megbizhatosaganak
alatamasztdsara egy mesterséges keveréket készitettiink,
amely tartalmazta az ezetimib hatéanyagot 1000 pg/ml
koncentracioban, illetve minden vizsgalt szennyezét, a
kovetkezd Osszetételben: ezetimib diol 8 pg/ml, dezfluor
ezetimib 4 pg/ml, meta-fluoroanilin 8 pg/ml, ezetimib
keton 2 pg/ml, THP szarmazék 4 pg/ml, benzil ezetimib 4
ug/ml és TBDMS keton 6 pug/ml. Az eltéré mennyiségek-
nek fontos szerepe van, ugyanis az anyagok kromatogra-
mon torténd azonositasa a retencié modellezés kozben a
csucsalatti teriilet (AUC-area under curve) alapjan torté-
nik. El6z6 tanulmanyunkban is hasonlé 6sszetételti mester-
séges keveréket hasznaltunk a modszerfejlesztés soran [30].

A modszer validalasahoz hasznalt mintak
Az optimalizalt mddszert a jelenleg érvényben 1évé
ICH Q2(R1) iranyelvvel 6sszhangban validaltuk [42].

Vizsgaltuk a linearitast, visszanyerést, pontossagot,
tovabba meghatarozasra kertilt minden szennyezd ese-
tén a kimutatdsi hatar (LOD - limit of detection), meg-
hatarozasi hatar (LOQ - limit of quantification), relativ
valaszfaktor (RRF - relative response factor) és a relativ
retencids idd (RRT - relative retention time).

Annak érdekében, hogy bizonyitsuk a cstcsalatti
tertilet linedris véltozasat a koncentracio fiiggvényében,
torzsoldatot készitettiink, amely tartalmazta az ezetimib
hatéanyagot és az Osszes vizsgalt szennyez6t 10 pg/ml
koncentracidban. Ezt az oldatot 11 szinten higitottuk,
lefedve a 0,1-10 pg/ml tartomanyt (0,01 - 1,00 % a valds
mintdk 1000 ug/ml ezetimib tartalmahoz viszonyitva) és
az igy kapott mintakbdl vizsgaltuk az analitikai jel-kon-
centracio osszefiiggést.

A visszanyerést hasonloképpen 11 szinten vizsgaltuk
a linearitasi tartomanyban. Meghatarozott mennyiségti
ezetimib hatéanyagot és szennyezdéket adtunk a placebo
porkeverékhez, majd az igy kapott mintakbdl hataroztuk
meg a visszanyert mennyiségeket.

A rendszer és a mddszer pontossaganak bizonyitasara
hat valés mintat készitettiink, melyekhez meghatarozott
mennyiségli (megkozelitleg 0,1 %) szennyezd torzsol-
datot adagoltunk, majd az igy kapott mesterséges pro-
bakat injektaltuk. A szennyez6k hozzaadasara azért volt
sziikség, mert a valds mintak nem tartalmaztak az dsszes
tanulmanyozott vegyiiletet. A laboratériumon beliili
pontossag bizonyitasara a kovetkezd napon djabb hat
mesterséges probat készitettiink, a fent emlitett modon és
a két killonboz6 napon kapott eredményeket 6sszehason-
litottuk.

Rendszeralkalmassagi oldatok
Ez az oldat alkalmas a kromatografias rendszer teljesit-
ményének értékelésére, amennyiben ebben az esetben
teljestil az alapvonali elvalas a kritikus ezetimib és a
meta-fluoroanilin cstcspar kozott a rendszer szelektivi-
tasa megfelel és alkalmas valds minték vizsgalatara. Els6
lépésben meta-fluoroanilin torzsoldat készitése sziiksé-
ges, melyet 2 pg/ml mennyiségben adagolunk egy olyan
oldathoz, amely 1000 pg/ml mennyiségben tartalmaz
ezetimibet. Az igy kapott oldatban az ezetimib koncentra-
ci6 a valos mintdkban talalhaté mennyiséggel egyenld, mig
ameta-fluoroanilin 0,2 %-ban taldlhaté meg, amia USP cik-
kely szerint a maximalisan megengedett mennyiség.

A valés mintak szennyezddés tartalmanak mennyiségi
meghatarozdsara 2 pg/ml ezetimib koncentracioju refe-
rencia oldatot készitettiink, feloldva az ismert tisztasagu

51



Bulletin of Medical Sciences 2022, 95(1): 31-63

OH
OH
Vs,
N
F s} @'\
E

ezetimib

0OH
OH
f’u
M
F o [ j

dezfluor ezetimib

OH
Q
s,,
N
F o] [ j\
F

ezetimib keton

O

benzil ezetimib

OH
OH
iy,
MH
F Ho \©\
.

ezetimib diol

OH
OH
s,
N
F 0

r
meta-fluoroanilin szarmazék

J@OACL

OH

F

THP szarmazék

HE  ep,

CH,
P sy,
\

CH,

N
a

TBDMS keton

1. dbra. Az ezetimib hatdanyag és rokon vegyiileteinek kémia szerkezete a MarvinSketch programmal dbrazolva.

ezetimib referenciaanyagot a szolvensként hasznat ACN-
viz 80:20 (térfogat%) aranyu keverékében. A rendszer
érzékenyégének tesztelésére hasznalhat6 oldat a referen-
soldat 0,1 pg/ml koncentraciéju higitasa, mely a meg-
hatarozasi hatarnak megfelelé mennyiségben tartalmaz
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ezetimibet. Rendszerérzékenységi oldatnak is nevezik és
amennyiben 10 fol6tti jel-zaj ardnyt biztosit az ezetimib
csucsra nézve a modszer megbizhatéan alkalmazhato
szennyezOk mennyiségi meghatarozasara a validalt kon-
centraciotartomanyban (0,1-10 pg/ml).
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A mddszer alkalmazhatosaganak tesztelésére hasznalt
valés mintak

A validalast kovet6en a modszert valos mintdkon (keres-
kedelmi forgalomban megtalalhaté ezetimib tartalmu
tablettak) is teszteltiik annak érdekében, hogy bizonyit-
suk alkalmazhatdsagat. Els6 1épésben meghataroztuk a
tablettak atlagtomegét, majd mozsarban poritottuk Sket.
Az igy kapott finom porkeverékbdl 10 mg ezetimib hat6-
anyagnak megfeleld mennyiséget mértiink, 10 ml szol-
venst adtunk hozza, majd egy ultrahangos viztiirdén 10
percig ultrahangoztuk. Az igy kapott elméleti ezetimib
koncentraciéhoz (1000 pug/ml) viszonyitottuk a szennye-
z0k szazalékos mennyiségét.

Alkalmazott berendezések és szamitégépes programok
A tanulmany sordn egy Mettler-Toledo MT XPE 205
(Mettler-Toledo, Greifensee, Svajc) tipust analitikai mér-
leget és Elmasonic P180 H (Elma Schmidbauer, Singen,
Németorszag) tipusu ultrahangos vizfiirdot hasznaltunk
a mintak el6készitésénél.

A vizsgalt anyagok kémiai szerkezetét a MarvinSketch
(ChemAxon, Budapest, Magyarorszag [43]) programmal
abrazoltuk (Iasd 1.abra).

A kromatografids méréseket Agilent Infinity 1260
(Santa Clara, Kalifornia, USA) berendezésen végeztiik,
mely a kovetkezé egységekbdl allt: kvaterner pumpa
(G1311B), oszloptermosztat (G1316A), automata min-
taadagolo egység (G1367E) termosztatalt mintatarto-
val (G1330B) és HDR-DAD (high dynamic range diode
array detector) tipusi detektor (G4212B), mely a két
egymassal sorba kapcsolt diddasoros detektalasi rend-
szernek koszonhetéen nagyobb érzékenységgel ren-
delkezik a hagyomdnyos diddasoros tarsainal. Az elsé
fotocella térfogata 4 pl és az optikai uthossz 60 mm, mig
a masodik esetben ezek az értékek 0,9 pl és 3,7 mm. A
rendszer holttérfogata a mérések alapjan 1000 pl. A kro-
matografias adatok rogzitése és kiértékelése az OpenLab
EZChromEdition szoftver segitségével tortént (Santa
Clara, Kalifornia, USA). A cstcsok helyes integralasa
utan a modellezéshez hasznalt futtatasok kromatogram-
jait AIA/ANDI formatumban (*.cdf) mentettiik ki, majd
ezeket a fajlokat hasznaltuk bemeneti adatként a kroma-
tografias retencié modellezd szoftverben.

A kromatografidas oszlop kivalasztasanal figyelembe
vettiik el6z6 tanulmanyunk eredményeit, melynek soran
bebizonyosodott, hogy az ezetimib és rokonvegyiiletei
esetén sokkal nagyobb hatasa van az alkalmazott gradi-
ensnek az elvélasztasi folyamat szelektivitdsira, mint az

allofazis kémiai szerkezetének. A fent emlitett tanulmany-
ban a kromatografids retencié modellezé szoftver segitsé-
gével sikeriilt olyan médszerparamétereket azonositani,
amelyek kilenc kiillonb6z6 kémiai szerkezettel rendelkez6
allofazison biztositottak az ezetimib rokonvegyiileteinek
alapvonali elvélasztasat [30]. Ennek alapjan jelen tanul-
manyhoz egy atlagos C18 tipust oszlopot valasztottunk,
amely nagy valdszintséggel fellelheté minden kroma-
tografiaval foglalkozé laborban, esetiinkben az Inertsil
ODS-3, 150x4,6 mm, 3 pum-es részecskékkel toltott kro-
matografias oszlopra esett a vélasztas.

A modszerfejlesztés soran [30], illetve az in silico
robusztussag vizsgalat kivitelezésére és megbizhatdsa-
ganak értékelésére a DryLab 4 (Molnar Institute, Berlin,
Németorszag [20]) kromatografids retencié modellez6
szoftvert hasznaltuk.

Eredmények és megbeszélés

Kockazatelemzés, kisérlettervezés és modszerfejlesztés
El6z6 tanulmanyunkban [30] részletesen kitértiink arra,
hogy milyen feltételek alapjan ajanlott kivalasztani a
kritikus modszerparamétereket és ezek fiiggvényében
milyen egy-, két, vagy haromdimenzios kisérlettervek
kivitelezését teszi lehetévé a DryLab szoftver. A kriti-
kus modszerparaméterek kivalasztasa el6zetes kocka-
zatelemzés alapjan tortént, figyelembe véve a forditott
fazist folyadékkromatografiara jellemzd sajatossagokat,
majd egy haromdimenzids tG-T-tC tipusu kisérletterv 12
gyakorlati futtatdsa alapjan késziilt el a virtualis elvalasz-
tasi modell kilenc kilonbozé allofazis esetén. A masik
gyakran alkalmazott hairomdimenzios modell a tG-T-pH
tipus, melynek abban az esetben van létjogosultsaga, ha
a disszocidcié hatasa jelentésen befolydsolja a csucsok
retencids idejét, és ezaltal kozvetve a modszer szelektivi-
tasat. Ez a helyzet az ezetimib rokonvegyiiletei esetén nem
all fent, mivel kozel azonos disszociacios egyiitthatoval
rendelkeznek (pKa~9,5) és forditott fazisu kromatografia
szempontjabdl alkalmazhaté pH tartomanyban (pH=2-
8) majdnem teljes egészében nem disszocidlt allapotban
talalhatoak, igy a mobilfazis pH-ja nem tekinthetd lehet-
séges kritikus modszerparaméternek, ezért esett a valasz-
tas a tG-T-tC kisérlettervre. A tG-T-tC modellek megbiz-
hatosagat tobb gyakorlati futtatds is aldtdmasztotta, majd
Osszehasonlitva 6ket olyan kozdés munkapontot azono-
sitottunk, mely lehet6vé tette az ezetimib szennyezdk
elvalasztasat fiiggetlentil az allofazis kémiai szerkezetétdl.
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2. abra. A: 3D virtualis elvalasztasi modell, masnéven tudéstér (avagy a “kocka”), illetve B: a tervezési tér

osszehasonlitasa.

Az Inertsil ODS-3 C18 tipust oszlop esetén is jo szelekti-
vitast tapasztaltunk, melyet tobb gyakorlati futtatdssal is
alatamasztottunk [30]. A kedvez eredmények alapjan és
mivel a C18 tipusu az egyik leggyakrabban hasznat allo-
fazis, az Inertsil ODS-3 kromatografias oszlopon késziilt
virtualis modell alapjan vélasztottuk ki a végsé modszert,
melynek validaldsat, robusztussag vizsgalatat, valés min-
takon torténo tesztelését, kezelési stratégiajat és életciklus
menedzsmentjét jelen tanulmanyban targyaljuk.

Analitikai célprofil és végsé mddszer kivalasztasa

A ICH Q14 iranyelv szerint a kisérletterv végrehajtasa
utan kovetkezik az adatok értelmezése, szem el6tt tartva
az analitikai célprofilt és a kritikus analitikai jellemz6-
ket. A végs6 modszer kivalasztasahoz ez el6z6 tanul-
manyunkban részletezett tG-T-tC virtuélis elvalasztasi
modellt hasznaltuk [30], figyelembe véve a kit(iz6tt anali-
tikai célprofilt, melynek értelmében a modszer kevesebb,
mint 30 perc alatt biztositja az Gsszes vizsgalt szennyezd
alapvonali elvalasztasat, teljesitve a kritikus felbontasra
vonatkozo R, i = 2,0 feltételt. Kritikus felbontds alatt a
kromatogramon taldlhat6 két egyméshoz legkozelebb esé
csucs kozott szamolt felbontast értjitk. A sarokfuttatasok
alapjan a szoftver abrazolja a fent emlitett 3D elvalasztasi
modellt, amely tartalmazza az 6sszes 1étez6 modszerpa-
raméter kombinacidjat az adott tartomanyban és képes
megjeleniteni a hozzdjuk tartozé virtualis kromatogra-
mokat. A szakirodalmi nevezéktan alapjan a teljes 3D tér
a ,kocka” vagy tudastér (KS-knowlege space), mely infor-
macioval szolgal a kiilonboz6 faktorok elvalasztasi folya-
matra gyakorolt hatdsarol (2. abra, A). Ebben az esetben a
piros szin jelzi az alapvonali elvalas teljestilését (R i =
2,0), a kék ko-elucidra utal (R; i = 0), a tobbi szin pedig
(z0ld, sarga, narancssarga) a két allapot kozti atmenetet
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(0 < Ry ki, < 2,0) szemlélteti a felbontds figgvényében. A
tervezési tér (DS - design space) a tudastér azon lesziikitett
része, ahol a modszer megfelel a kitlizott célprofilnak. Az
alkalmazott tobbparaméteres optimalizaci6 soran lehet6-
ség nyilik olyan tervezési tér meghatarozasara, amelyben
egyidejlileg tobb kritikus jellemz6 is teljesiil, jelen eset-
ben a kritikus felbontas és az analizisidd, amely az utolso
elualédd csucs retencios iddjeként szamszerdsithetd.
Ebben az esetben a 2. dbra B részén feltiintetett tervezési
térben egyidejiileg teljesiil az analizisidére (kevesebb,
mint 30 perc) és a kritikus felbontasra (nagyobb, mint
2,0) szabott feltétel, igy az innen valasztott munkapont
megfelel a fejlesztési folyamat els6 1épésében leszogezett
célprofilnak. A 2. abra jol szemlélteti, hogy a kit(iz6tt ana-
litikai célprofilnak megfelel6 tervezési tér altalaban csak
egy kis részét teszi ki a teljes tudastérnek.

A DryLab program egyik nagy elénye, hogy képes
megjeleniteni a tudastér minden pontjahoz tartozo vir-
tudlis kromatogramot, ezzel hozzdjarulva az elvalasztasi
folyamat jobb megértéséhez és a modszerparaméterek
kritikus felbontdsra gyakorolt egyéni és kombinalt hata-
sanak vizsgélatahoz.

A végs6 modszer gyakorlati futtatds soran kapott és
DryLab altal eldrevetitett eredményeit az 1. tablazathan
foglaltuk 6ssze. Megfigyelhet6 a rendkiviil jo egyezés lat-
hat6 a retencids id6k (mindossze 0,37% eltérés), és kriti-
kus felbontés (R, ) tekintetében is.

Az optimalis elvalasztas érdekében kétlépcsés gradi-
ens alkalmazasa indokolt. Az els6é egy 15 perces enyhén
emelked$ szakasz, melyet kovet egy meredekebb rész
egészen 98% szerves Osszetételig, annak érdekében, hogy
a nehezen elualédé komponensek is hasznos idén belil
elhagyjak az oszlopot. Terner Osszetétel tekintetében a
MeOH alkalmazasa cskkentette a kritikus felbontast,
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1. tablazat. A tG-T-tC virtudlis elvalasztasi modell alapjan kivalasztott végsé mddszer paraméterei, illetve a DryLab
altal el6revetitett és gyakorlati értékek (retencids id6 és kritikus felbontds) 6sszehasonlitasa

tG: 25 perc, tC: 100% ACN

Kromatografias paraméterek

T: 30 °C, aramlasi sebesség:

1,50 ml/perc
Retencids idé (perc) DryLab Gyakorlati Gradiens
Ezetimib diol 8,68 8,70 1d6 Szerves mobilfazis
Dezfluor ezetimib 13,72 13,70 (Perc) (%)
Ezetimib 15,23 15,31 0 38
Meta-fluoroanilin szarmazék 16,55 16,68 15 45
THP szarmazék 19,17 19,13 25 98
Ezetimib keton 19,72 19,70
Benzil ezetimib 23,23 23,35
TBDMS keton 26,62 26,49
Retencios idok atlag eltérése, % 0,37
R, it 3,67 3,86

tG: gradiens id6; tC: terner osszetétel; T: oszlophémérséklet; DryLab: DryLab program altal szamolt retencids id6; Gyakorlati:
gyakorlati futtatas sordn kapott retencids id6; retencios idok eltérése (a gyakorlati és elméleti retencids id6k kozti eltérés) = (DryLab-
Gyakorlati)/Gyakorlati x 100 (%); R, kic: felbontds az ezetimib és a meta-fluoroanilin szdrmazék cstcspar kozott

ezért dontéttiink a 100% ACN hasznalata mellett, mig az
oszlophémérséklet esetén 30 °C tekinthet6 idealisnak.

In silico robusztussagvizsgalat és annak megbizhatdsaga

Amikor a végsé modszer elkésziilt a fent leirt 1épések
alapjan, in silico robusztussagvizsgalatot végeztiink a
DryLab segitségével, annak becslésére, hogy a modszer
szelektivitasat (kritikus felbontas) mennyire befolya-
soljak a moddszerparaméterek kismértékd valtoztatasai.
A robusztussag a moddszer paramétervaltoztatasokkal
szembeni tlréképességét jelenti, amely a gyakorlati alkal-
mazas szempontjabol nagy jelentdséggel bir. A sarok-
futtatasok soran valtoztatott hdrom modszerparaméter
mellett (tG, T és tC) a program képes mas modszerpa-
raméterek valtoztatdsanak hatdsat is el8revetiteni, mint
példaul az dramlasi sebesség, gradiens kezdeti, koztes és
végsd Osszetétele, tobblépcsds gradiens esetén a kiilon-
b6z szakaszok idStartama vagy a rendszer holttérfogata.
Jelen esetben hét valtoztathatd paraméterre (aramlasi
sebesség (ml/perc), teljes gradiens id6 (perc), gradiens
elsé 1épcsjének iddtartama (perc), oszlophémeérséklet
(°C), gradiens kiinduldsi &sszetétele (%), gradiens 6ssze-
tétele 15 percnél (%), gradiens végsG Osszetétele (%))
szamoltunk harom szinten (-1, 0, +1) teljes faktoros szi-
mulaciéval, ami 6sszesen 2178 lehetséges kombinaciot
(7°=2178) jelent. A tC véltozasanak hatdsat nem vettiik
figyelembe, mivel a végs6 moédszer 100% ACN-t hasznal
szerves mobilfazisként, ezért a rutinszerti alkalmazas-

ban az ACN:MeOH arany a mozgoéfazisban gyakorlati
szempontbdl nem relevans. Olyan befolyasold tényezdket
valasztottunk, amiket gyakorlatilag is valtoztatni tudunk,
illetve amiknek kismértéki valtozasa el6fordulhat a méd-
szer rutinszer(i alkalmazasa soran. Ilyen megfontolasbol
a rendszer holttérfogatanak valtozasat sem vettiik figye-
lembe, mivel az csak abban az esetben torténhet meg, ha
amodszert mas kromatografias berendezésen hasznaljak.
Sziikség esetén erre a paraméterre is elvégezhetSk a sza-
mitdsok és a mddszer optimalizalhaté egy masik beren-
dezésre is, de ez nem képezi jelen tanulmany részét. A
szamitasok soran kozépértéknek a modell alapjan kiva-
lasztott végs6 munkapont optimalis értékeit tekintettiik
és ugyanolyan nagysagban valtoztattuk pozitiv és negativ
iranyba a paramétereket, olyan mértékben, ami a gya-
korlatban is el6fordulhat. A 2. tablazathan Gsszefoglaltuk
a valasztott paramétereket, azok optimalis értékeit, illetve
a szamitasok soran alkalmazott alsé és fels6 hatarértékeit.

A szamitdsok alapjan megadott paramétertartoma-
nyokban a modszer robusztusnak tekinthetd, vagyis
mind a 2178 lehetséges kombindcidban teljesiti a kritikus
felbontdsra kitlizétt minimum 2,0 értéket. Gyakorlatban
azt jelenti, hogy, amennyiben a moédszer alkalmazasa
sordn a paraméterek a megadott hatarértékeken beliil
valtoznak, garantdlt a megfelel6 alapvonali elvélasztas.
Az igy leszogezett paramétertartomanyok fontos szerepet
jatszanak a pontos mddszerleirasnal, illetve a rutinszert
haszndlathoz sziikséges kezelési stratégiak meghataroza-
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2. tablazat: Az in silico robusztussagvizsgalathoz kivalasztott médszerparaméterek, azok optimalis értékei, illetve a

szamitasok soran alkalmazott alsé és felsé hatarértékei.

Vizsgalt kromatografias paraméter

Optimalis érték
a tG-T-tC modell alapjan

In silico vizsgalathoz kivalasztott
hatarértékek

Aramlasi sebesség 1,5 ml/perc + 0,1 ml/perc
Gradiens id6 (teljes) 25 perc + 2 perc
Gradiens elsd 1épcsdjének idGtartama 15 perc + 1 perc
All6fazis hémérséklete 30°C +2°C
Gradiens kiindulasi 6sszetétele 38% ACN +3%
Gradiens Osszetétele 15 percnél 45% ACN +3%
Gradiens végs6 Osszetétele 98% ACN +1%

sanal. Egy masik hasznos funkci6 az in silico robusztus-
sagvizsgalat soran, hogy informacioval szolgal a paramé-
terek egyenként vagy kombinacioban kifejtett hatasarol a
modszer teljesitményére. A kapott eredményeket a 3. abra
szemlélteti, amelynek értelmében a legkritikusabb ténye-
z6k a gradiens kiinduldsi Osszetétele (start%B), a teljes
gradiens id6 (tG) és a aramlasi sebesség (F), tehat ezekre
érdemes kiemelt figyelmet szentelni a kezelési stratégia
felallitdsanal. Annak érdekében, hogy alatamasszuk az
in silico szamitasok megbizhatdsagat, kivalasztottunk 14
paraméterkombindaciot a lehetséges 2178-bdl, azok koziil,

amelyek a legalacsonyabb kritikus felbontds értékeket
eredményezték és ezeket gyakorlatban is kiviteleztiik. Az
igy kapott adatokat betéltve, a DryLab automatikusan
Osszehasonlitja az elméleti és gyakorlati retencios idéket
és linearis matematikai modellt illesztve az adatokra abra-
zolja az értékeket, ez lathatd az 4. abran. Megtigyelhetd,
hogy kival6 az egyezés (R°=0.9989) mind a 15 esetben
(14 legel6nytelenebb paraméterkombindcio, illetve maga
a végs6 maddszer), ezzel alatamasztva azt, hogy a DryLab
képes megbizhatdan eldre jelezni a modszerparaméterek
retencios idére, és igy kozvetve a szelektivitasra gyakorolt

Kritikus felbontas (R; )
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Moddszerparaméterek vagy paraméterkombinaciok

3. abra. A modszerparaméterek egyéni és kombindlt hatasa a kritikus felbontasra (R; k). Regresszids egytitthato
a modszerparaméterek vagy paraméterkombinaciok fliggvényében, kiemelve a harom legkritikusabb tényezét: a
gradiens kezdeti Osszetételét (start%B), a teljes gradiens id6t (tG), illetve a mobilfazis aramlasi sebességét (F).
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hatasat. A kapott eredmények alapjan a végsé moddszer
(1.tablazat) robusztusnak tekinthetd, igy rutinszerti alkal-
mazasra megfelel6. Tovabbd azt is kijelenthetjiik, hogy a
DryLab 4dltal elSrevetitett in silico robusztussagvizsgalat
megbizhaté eredményeket szolgaltat és nem sziikséges
azt gyakorlati futtatasokkal megerdsiteni, id6t és energiat
megtakaritva a mddszerfejlesztés soran. Fontos azonban
kihangstlyozni, hogy csak abban az esetben hagyatkoz-
hatunk az in silico szamitdsokra, amennyiben el6z6leg
gyakorlati futtatasokkal igazoltuk a virtualis elvalasztasi
modell megbizhatdsagat.

A modszer validalasa

A végsé modszer validalasat az ICH Q2(R1) iranyelv-
vel Osszhangban végeztiik. Vizsgaltuk a szelektivitast,
linearitast, visszanyerést, rendszer pontossagot, mod-
szer pontossagat (ismételhetGséget), laboratdriumon
beliili pontossagot, illetve meghataroztuk a kimutatasi és
maghatarozasi hatarokat, relativ retencids idét és relativ
valaszfaktorokat. A kapott eredményeket a 3. tablazathan
foglaltuk ossze. Mivel az ezetimib diol szennyezé UV
elnyelése 247 nm-en alacsony, ezért a validalds sordn a
kromatogramokat minden esetben rogzitettiik az ezeti-
mib diol szamara kedvezébb 210 nm hulldmhosszon is,
és az erre a szennyezdre vonatkozo szamitasokat az igy

¥ =1.0032x - 0.0421
31 R? =0.99803
RMSEP=0.17682
1:=0.99998

-

. s

Elméleti retencids iddk (perc)

6 T

kapott kromatogramok alapjan végeztiik. Az ezetimib
koncentracié a valés mintakban 1000 pg/ml, ehhez viszo-
nyitottuk a szennyezdk szdzalékos mennyiségét a valida-
las soran.

A gyogyszertarban vasarolt ezetimib tablettak ter-
mékleirasa alapjan készitettiink egy placebo porkeve-
réket, amely tartalmazta az Osszes ismert segédanyagot.
Valés mintdkhoz hasonléan készitettiink mintaoldatot
a placebobdl, majd ezt injektaltuk a kromatografias
rendszerbe, annak érdekében, hogy meggy6z6djiink
arrol, hogy a segédanyagok jelenléte nem befolyasolja az
ezetimib szennyez6k mindségi és mennyiségi meghata-
rozasat. Ilyen tekintetben nem talaltunk zavaré kroma-
tografids csucsokat a placebooldat vizsgalata soran. A
valds mintak esetében kovettiik a kromatografids csicsok
UV spektruma alapjan szamolt csucstisztasagot, annak
érdekében, hogy elkerilljiik a szennyezék ko-eluciojat
és az ebbdl ad6do pontatlan mennyiségi meghatarozast.
A kapott eredmények alapjan a moddszer szelektivnek
tekinthetd, alkalmas az ismert és ismeretlen szennyezék
meghatdrozasra és kijelenthetd, hogy a segédanyagok
jelenléte nem zavarja a szennyez6k meghatarozasat.

A modszer érzékenységét a kimutatasi és meghatéro-
zasi hatarokkal jellemeztiik, amelyeket a cstucsok jel/zaj
aranya fiiggvényében hataroztunk meg. Az ICH Q2(R1)
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4. abra. Az in silico robusztussagvizsgalat soran kapott elméleti és gyakorlati retenciés id6k 6sszehasonlitasa a 14
legelénytelenebb paraméterkombinacié és a végsé modszer esetén.
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3. tablazat. A mddszer validélasa sordn kapott eredmények

Paramter Ezetimib  Dezfluor xs;‘;'ﬂin THP  Ezetimib  Benzil TBDMS |
diol ezetimib szarmazék szarmazék keton ezetimib keton

Retencids id6 (perc) 8,6 13,4 16,3 19,0 19,6 23,3 26,4 15,0
Relativ retencids id6 (RRT) 0,60 0,90 1,10 1,25 1,30 1,55 1,75 1,00
Linearitasi tartomény (ug/ml) 0,1-10,0
Linearitasi tartomany (%) 0,01-1,00
Determinacios egyiitthato (Rz) 0,99995 0,99997 0,99996 0,99996 0,99995 0,99997 0,99996 0,99996
Meghatarozasi hatar (ug/ml) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Jel/zaj aranya meghatarozasi 13,5 21,2 18,1 15,9 69,5 25,2 19,0 18,2
hataron
Kimutatasi hatar (ug/ml) 0,02 0,01 0,02 0,02 0,005 0,01 0,02 0,02
Relativ valaszfaktor (RRF) 1,32 1,08 1,08 0,84 1,92 0,98 1,46 1,00
Atlag visszanyerés (%) 97,96 99,85 100,07 99,76 99,14 102,92 96,08 100,48
Rendszer pontossaga (RSD, %) 0,71 0,62 1,11 1,82 0,77 0,23 0,63 -
Modszer pontossaga (RSD, %) 1,65 0,59 0,61 4,16 0,38 0,18 0,96 -
Kozepes pontossag Anova varianciaanalizis
(napok kozti) Foir 4,964

Feac 0,544 0,157 3,289 0,404 0,279 0,493 3,972 -

szerint a meghatarozasi hatar esetén a jel/zaj aranynak
nagyobbnak kell lennie, mint tiz, mig a kimutatasi hatar
esetén haromnal nagyobb értéket kell elérni, annak érde-
kében, hogy az azonositas és a mennyiségi meghatarozas
megbizhat6 legyen. A meghatdrozasi hatart egységesen
0,1 pg/ml (0,01%) értéken rogzitettilk minden szennyezd
esetében, ezt tekintettiik a linearitasi tartomany legala-
csonyabb értékének. Az igy elkészitett oldatbdl kapott jel/
zaj értékek minden esetben tiznél magasabbak voltak, igy
kijelenthetjiik, hogy a 0,1 pg/ml szennyezé mar mennyi-
ségileg meghatarozhato. A kapott jel/zaj értékek alapjan
szamoltuk ki a kimutatasi hatarértékeket a jel/zaj > 3 fel-
tétel figyelembevételével. Az értékek a 0,005-0,02 pg/ml
tartomanyban helyezkednek el és az eredmények alapjan
a modszer megfelelden érzékenynek tekinthetd. A lineari-
tasat olyan oldatokkal vizsgaltuk, amelyek tartalmaztak
minden szennyezO6t és az ezetimib hatdanyagot a 0,1-10
pg/ml (0,01-1,00%) tartomanyban, 11 szinten. Minden
vegyiilet esetén kalibracios egyenest készitettiink, abra-
zolva a csucsalatti teriiletet az oldatok koncentracidjanak
fuggvényében (pg/ml-ben kifejezve). A determinacids
egyiitthatot (R’, regresszids egyiitthaté négyzete) a leg-
kisebb négyzet mddszerével hataroztuk meg és minden
esetben nagyobbnak bizonyult, mint 0,99995. A kalib-
raciés egyenes minden vizsgalt vegyiilet esetén dthalad
a zér6 ponton (95 %-os konfidencia intervallummal) és
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RSD - relativ standard deviacio

a maradékok szorasdiagramjan véletlenszer(i eloszlas
volt tapasztalhatd. A kalibracios egyenesek meredeksé-
gének aranyaként meghataroztuk a szennyezok relativ
valaszfaktorat, elosztva az adott szennyez6 kalibracids
egyenesének meredekségét az ezetimib hatéanyag kalib-
racids egyenesének meredekségével. A szennyezok relativ
retencids idejét hasonld modon szamoltuk ki, elosztva a
szennyez0 retencios idejét az ezetimib hatéanyagéval. A
relativ retencios id6k fontos szerepet jatszanak a gyakor-
latban a szennyezdék valds mintakbdl torténd azonositasa
soran, mivel elegendd az ezetimib csucs retencids idejé-
nek ismerete, majd ez alapjan kiszdmithaté a szennye-
z0k varhaté retencids ideje. Hasonlo a helyzet a relativ
valaszfaktorral is, melynek segitségével meghatarozhat6
a szennyezdk pontos mennyisége csupan ezetimibet tar-
talmazo referenciaoldathoz viszonyitva.

A visszanyerést ugyancsak 11 szinten vizsgaltuk
lefedve a linearitasi tartomanyt, meghatdrozott mennyi-
ségll szennyezGt és ezetimib hatéanyagot adva a placebo
porkeverékhez. A visszanyerési értékeket a linearitasnal
meghatarozott kalibracids egyenesek segitségével sza-
moltuk ki és szazalékban fejeztiik ki. A kapott értékek
a 96,08-102,92% tartomanyban helyezkednek el, alata-
masztva a szennyezOk mennyiségi meghatarozasanak
megbizhatosagat.

A pontossag értékelésére valés mintat hasznaltunk,
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amelyhez minden szennyez6bdl 1 pg/ml (0.1%) meny-
nyiségli torzsoldatot adagoltunk. Hat oldatot készitet-
tiink az els6 napon és szintén hatot a masodik napon a
laboratériumon beliili pontossag (intermediate precision)
vizsgalatara. A rendszer pontossaganak (system precision)
értékelésére egymas utdn hétszer injektaltuk ugyanazt az
oldatot, és minden szennyezd esetében relativ standard
devidciot szamoltunk a cstcsalatti teriiletekre. A kapott
értékek a 0,23-1,82% tartomanyban helyezkednek el,
bizonyitva a rendszer pontossagat. A mddszer pontos-
sagat (repeatability) hat minta alapjan értékeltiik, kisza-
molva a relativ standard deviacidkat minden szennye-
z6re. A mddszer pontossagat a 0,18-4,16% kozotti értékek
alatamasztjak. A laboratériumon beliilli pontossagot az
els6 és masodik napon, azonos modon készitett hat proba
alapjan értékeltitk egyfaktoros Anova varianciaanalizis
segitségével. Minden szennyezd esetén teljesiilt a F,.>
F.... feltétel, kovetkezésképpen nincs szignifikans eltérés
a kiillonb6z6 napokon készitett probak kozott, ezzel is
bizonyitva a modszer laboratériumon beliili pontossagat.

A mintdk stabilitdsat a rendszer pontossagahoz hasz-
nalt hét egymast kovetd injektalas (megkozelitéleg 5 dra
telt el az elsé és a hetedik injektalds kozott) alapjan érté-
keltiik, illetve 24 ora elteltével Gjra injektaltuk az adott
oldatot. Az irodalmi adatok alapjan a THP szarmazék
és az ezetimib keton a f6 bomlastermékek, ezért erre a
két szennyezdre Gsszpontositottunk. Az ezetimib keton
szennyez6 mennyisége 24 oOra utin sem novekedett,
viszont a THP szarmazék mennyisége 6t Ora elteltével
0,005%-kal, mig 24 ora elteltével a 0,02%-kal lett maga-
sabb, ami jelentésnek mondhat6. Ez megmagyarazza
részben a THP szarmazék esetén tapasztat viszonylag

magas relativ standard deviacié értékeket, a rendszer-
pontossag (1,82%) és mdodszerpontossag (4,16%) esetén.
A kapott eredmények alapjan a szennyezék pontos meny-
nyiségi meghatarozasanak érdekében ajanlott az oldato-
kat frissen, az elkészitést kovetd legkésdbb 6t dran beliil
injektalni.

A 3. tablazatban osszefoglalt eredmények alapjan a
modszer megfelel a ICH Q2(R1) irdnyelv kévetelménye-
inek, szelektivnek, érzékenynek, linedrisnak és pontos-
nak tekinthetd, igy alkalmas ezetimib tartalmu tablettak
szennyezOdéseinek tartalmi vizsgalatara.

A modszer tesztelése valos mintakon
Hérom, kiillonb6z6 gyartétdl szarmazo, kereskedelmi
forgalomban megtalalhatd ezetimib tartalmu tablettat
vasaroltunk egy marosvasarhelyi gyogyszertarban, majd
meghataroztuk az ezekben taldlhaté rokon vegytiletek
mennyiségét az altalunk validalt modszer segitségével.
Az els6 gyartotol harom kiilonbozo tételbdl készitettiink
mintat, annak érdekében, hogy vizsgaljuk a kiillonb6z6
gyartasi tételek kozti kiilonbségeket a szennyez6k meny-
nyiségi és mindségi Osszetételét illetéen. A kapott ered-
ményeket a 4. tablazatban foglaltuk 6ssze, kiilon kiemelve
az ismert bomlastermékek (THP szarmazék és ezetimib
keton) mennyiségét. A 5. abran lathaté két kiilonbozo
gyartotol szarmazd valos minta kromatogramja, valamint
Osszehasonlitasképpen egy a visszanyerés vizsgalatara
hasznalt minta, amely tartalmazza az ismert szennyezg-
ket és az ezetimib hatéanyagot is. A 5. abran feltiintettiik
az ismeretlen szennyezdket (9 a-d jelzések), illetve a szol-
vensbdl (vakoldat) szarmazé jeleket (10 a-c) is.

A kapott eredmények alapjan megfigyelhetd, hogy a

4. tablazat. A modszer teszteléséhez hasznalt valos mintak szennyezétartalma

Gyarto 1 2 3
Tétel 1 2 3 1 1
Ismert Legnagyobb mennyiségii (%) 0,07 0,05 0,03 0,08 0,09
szennyezo (ezetimib (dezfluor (THP (THP (dezfluor
keton) ezetimib) szarmazék) szarmazék) ezetimib)
THP szarmazék (%) 0,03 0,02 0,03 0,08 0,03
Ezetimib keton (%) 0,07 0,03 0,03 0,01 0,01
Teljes mennyiség (%) 0,14 0,10 0,07 0,14 0,16
Ismeretle:l Legnagyobb mennyiségii (%) 0,04 0,04 0,02 0,01 0,02
szennyezd (RRT=1,45)  (RRT=1,45)  (RRT=143)  (RRT=1,20)  (RRT=1,41)
Teljes mennyiség (%) 0,10 0,10 0,03 0,03 0,02
Teljes szennyez6 tartalom (%) 0,24 0,20 0,10 0,17 0,17
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5. abra. A két kiilonb6z6 gyartotdl (gyartd 2 és 3) szarmazé valds mintdk, a visszanyerés vizsgalatdhoz hasznalt minta
(7. szint) és a vakoldat (szolvens) kromatogramjainak 6sszehasonlitasa (1. ezetimib diol, 2. dezfluor-ezetimib, 3.
ezetimib, 4. meta-fluoroanilin szarmazék, 5. THP szarmazék, 6. ezetimib keton, 7. benzil ezetimib és 8. TBDMS keton,
9 a-d. ismeretlen szennyezék, 10 a-c. szolvensbél szarmazo jelek)

kiilonboz6 gyartoktdl szarmazoé termékek szennyezddé-
seinek tartalma mennyiségileg és minGségileg is eltér. Ez
a kiilonbség fennall az azonos gyartotdl szarmazo kiilon-
boz6 gyartasi tételek esetén is, valdszintleg a felhasznalt
ezetimib hatéanyag tételek kozti, mindségi killonbségek-
bél adéddan. Mind az 6t vizsgalt minta megfelel a USP
ezetimib tartalmua tablettakra vonatkozd cikkelyének,
melynek értelmében az ezetimib keton, a THP szarmazék
és az egyéni ismeretlen szennyezdék értéke kevesebb kell
legyen mint 0,20%, valamint a teljes szennyezd tarta-
lomnak kisebbnek kell lennie mint 0,60% [38]. A kapott
eredmények alapjan kijelenthetd, hogy a vizsgélt, ezeti-
mib tartalmd tablettdk megfelelnek a gydgyszerkonyvi
(USP) eldirasoknak a szennyezddések tartalmat illetden
és az altalunk fejlesztett és validalt modszer alkalmas az
ismert és ismeretlen szerkezetl ezetimib rokonvegyiile-
tek mennyiségi és minéségi meghatarozasara valos min-
takbol.

A végs6 modszer leirasa, kezelési stratégia és életciklus
menedzsment

A végsé modszer részletes leirasat a 5. tablazat elsé felé-
ben foglaltuk Ossze, megadva a modszerparaméterek
optimalis értékeit, illetve az in silico robusztussagvizsgalat
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soran meghatdrozott paraméter intervallumokat, melyek
biztositjak a mddszer megfelel6 mikodését a rutinszerti
hasznélat soran. A részletes és egyértelm leiras, az ugy-
nevezett specifikacio, fontos annak érdekében, hogy a
laboratériumtol és a személyzettdl fiiggetleniil a modszer
reprodukalhaté legyen. A 5. tablazat masodik fele tartal-
mazza tovabba a rendszeralkalmassagi kritériumokat,
amelyeknek a moddszer kivétel nélkiil meg kell feleljen,
hogy megbizhaté eredményekkel szolgaljon a mintak
szennyezddéseinek tartalmat illetéen.

A két hullamhosszon val6 detektalds megnehezitheti
a modszer alkalmazhatdsagat, viszont a valés mintakon
végzett vizsgalatok alapjan arra a kovetkeztetésre jutot-
tunk, hogy az ezetimib diol szennyez6 nem lelheté fel
egyik vizsgalt mintaban sem, igy gyakorlati szempontbol
ez elhanyagolhatd. A validalas soran azt is megallapitot-
tuk, hogy 0,05%-nyi mennyiségben az ezetimib diol mar
247 nm-en is detektalhatd, igy elegendd, ha csak ezen a
hullamhosszon rogzitjiikk a mintaoldatok kromatogram-
jait.

A kezelési stratégia magaba foglalja a mddszer pontos
leirasat a robusztus paraméter intervallumokkal, illetve
a rendszeralkalmassagi kritériumokat. Ezek egymadssal
szoros Osszefliggésben allnak és nélkiilozhetetlenek a
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5. tablazat. A modszerparaméterek optimalis értékei, az in silico robusztusagvizsgalat soran meghatarozott
paraméter tartomanyok, illetve a rendszeralkalmassagi kritériumok.

Moédszerleiras

Paraméter

Optimalis érték és robusztussagot biztosito intervallum

Kromatografias oszlop

Inertsil ODS-3, 150x4,6 mm, 3 pm

Aramlasi sebesség

1,5 £ 0,1 ml/perc

Oszlophémérséklet

30£2°C

Detektalasi hullamhossz

247 nm (ismert és ismeretlen szennyezdk az ezetimib diol kivételével)

210 nm (ezetimib diol)

Mozgofazis A: 0,1% foszforsav vizes oldata
B: ACN
Analizisido 30 perc (+ 10 perc ekvilibraciés id6 minden injektalds utdn)
Injektalt térfogat 10 pl
Oldoészer mintael6készitéshez ACN-viz 80:20 (V/V %)
Gradiens 1d6 (perc) A mozgofazis (%) B mozgofazis (%)
0 62 38+3
15+1 55 45+3
25+2 2 98+ 1
30 2 98+1
Oszlop ekvilibracid injektalas utan 148 (perc) A mozgofizis (%) B mozgbfazis (%)
0 2 98
5 62 38
10 62 38
Rendszeralkalmassagi kritériumok
Alkalmazott oldat Paraméter Megfelel6 érték
Rendszeralkalmassagi oldat (1000 pg/ml ezetimib és R cerimib 15+ 1 perc
2 ug/ml meta-fluoroanilin, 0,02%) T 16,3 1 perc
(1 injektdlds)
Ry, krit =20
(ezetimib és meta-
fluoroanilin kozt)
Referencia oldat (2 pg/ml ezetimib, 0,20%) N ezetimib > 1000
(3-5 injektdlds alapjdan szdmolt dtlagértékek) I 0,8<A<20
RSD <5,0%
Rendszerérzékenységi oldat (0,1 pg/ml ezetimib, SIN eretimib >10

0,01%)
(1 injektdlds)

R, - retencios id6; Ry, — kritikus felbontds az ezetimib és a meta-fluoroanilin kozott; S/N - jel/zaj ardny; A - cstics szimmetria; N -

elméleti tdnyérszam; RSD - relativ standard devidcié

kezelési stratégia megfelel§ kivitelezéséhez. Amennyiben
a modszer a lefrasnak megfelel6en keriil alkalmazasra a
rendszeralkalmassagi kritériumok megfelel6ek lesznek,
ebbdl kifolyolag a kapott eredmények megbizhatdak.
Ugyanez forditva is igaz, ha a rendszeralkalmassagi kri-
tériumok megfelel6ek, a modszer megfeleléen iizemel.
Minél tébb moédszerparaméter esetén ismert a robusz-

tussagi intervallum, amelyen belill véltozhat egy adott
paraméter anélkiil, hogy negativan valtoznanak a rend-
szeralkalmassagi kritériumok, anndl robusztusabbnak
tekintheté az adott mddszer. Minél robusztusabb egy
modszer, annal konnyebben reprodukalhatd, és annal
kisebb az esélye a modszerbdl szarmazé hibas eredmé-
nyeknek. Altalaban hdrom oldatot hasznalnak a rendszer
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alkalmassaganak értékelésére. Els6 1épésben indokolt egy
rendszeralkalmassagi oldat injektaldsa, mely tartalmazza
az ezetimib hatéanyagot a valés mintdknak megfelel$
koncentraciéban (1000 ug/ml), illetve a kritikus szeny-
nyez6t a maximum megengedett értékben (2 pg/ml,
0,20%), ebben az esetben a meta-fluoroanilint, amely
a legkozelebb elualédik a hatéanyaghoz. Az igy kapott
kromatogram alapjan ellendrizhetéek a retencios idék,
illetve a késébbiekben azonosithatdak egyéb szennyez6k
a relativ retencids id6k alapjan. A kritikus felbontas alap-
jan értékelhet6 a szelektivitds is. Amennyiben a kritikus
felbontas megfeleld, nagy valoszintiséggel az 6sszes anyag
megfelel6 szelektivitassal elvalik. Masodsorban egy refe-
rencia oldat injektalasa ajanlott, amely kizarolag ezetimib
hatéanyagot tartalmaz a szennyez6k esetén megengedett
maximalis értékben, ebben az esetben 2 pg/ml (0,20%)
mennyiségben. Ebbdl az oldatbdl tobb parhuzamos
injektalds javasolt és a kapott atlagértékek alapjan szokds
jellemezni maganak a kromatografids rendszernek az
alkalmassagat a cstics szimmetria, elméleti tanyérszam és
a gorbe alatti teriilet szérasa alapjan. Ezek az ugynevezett
teljesitménykritériumok mas-mas informaciét hordoz-
nak, példaul az alacsony tanyérszam vagy a nem megfe-
lel6 szimmetria az 4llofazis allapotarol arulkodik, mig a
csucsalatti teriiletek szérasa a kromatografids rendszer
injektaldsanak pontossagat jellemzi. A referencia oldat
injektalasa soran kapott cstuicsalatti teriiletet hasznaljuk
viszonyitasi értékként a mennyiségi meghatarozas soran.
A harmadik alkalmazott oldat a rendszerérzékenységi
oldat, amely a meghatarozasi hatarnak megfelel6 meny-
nyiségben (0,1 pg/ml, 0,01%) tartalmazza az ezetimib
hatéanyagot, az igy kapott ezetimib csucs jel/zaj arany
értéke jellemzi a rendszer érzékenységét. Amennyiben a
kapott érték nagyobb, mint tiz, a rendszer megbizhatoan
alkalmazhato a szennyez6k mennyiségi meghatarozasara
a validalt koncentraciétartomanyban.

Az életciklus menedzsment a mddszer utankovetését
és sziikség esetén torténd optimalizaldsat jelenti, rutin-
szert alkalmazds modszertranszfer vagy mas kroma-
tografias késziilék alkalmazdsa esetén. Az életciklus soran
a rendszer alkalmassaganak tesztelésére szolgalo oldatok
(rendszeralkalmassagi oldat, referencia oldat és rendsze-
rérzékenységi oldat) segitségével kovethetd és értékelhetd
a modszer teljesitménye. Amennyiben a modszerle-
irasban megadott rendszeralkalmassagi kritériumoktol
(féleg a retencios idok és felbontas tekintetében) eltérd
értékeket kapunk, de ismert az elvalasztasi modell, vagyis
ismerjiik az egyes paraméterek elvalasztdsra gyakorolt
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hatasat, lehetéség van a tervezési tér alapjan a modszer-
paraméterek optimalizalasara. Erre gyakran van sziikség,
ha kiilonboz6 kromatografias rendszereken (kiilonb6zé
mozgofazis keverési rendszer, kiilonb6zé holttérfogat)
akarjuk alkalmazni ugyanazt a modszert. Az ICH Q8
iranyelv értelmében, ha a paraméterek mddositasa meg-
alapozott és egy ismert tervezési tér hatdrain beliil tor-
ténik, nem sziikséges a mddszer ujravalidalasa [10]. Ez
egy jelentds el6ny a tradiciondlis mddszerfejlesztéssel
szemben, ahol barmely modszerparaméter-valtoztatas
esetén a hatosagok jovahagydsa és a modszer ujravalida-
lasa sziikséges. Ilyen esetben nem ismeretes a modszer-
paraméterek valtoztatasanak teljesitményre gyakorolt
hatasa, igy a tervezési tér meghatarozasa sem lehetséges.
Osszefoglalva, empirikus fejlesztés esetén hidnyzik a val-
toztatashoz szitkséges tudomanyos megalapozottsag, mig
a minGségtervezésen alapulé modszerfejlesztés soran ez
jelen van, tudatosan beleépitve a mindséget a végsé mdd-
szerbe.

Kovetkeztetések

Osszegzésként elmondhatjuk, hogy sikeriilt kivitelezni
egy olyan kromatografias modszerfejlesztést, amely tel-
jesiti az ICH Ql4 tovabbfejlesztett megkozelitésének
lépéseit, hangsulyt fektetve a vizsgalt minta feltérképezé-
sére, az analitikai célprofil meghatdrozasara, kockazate-
lemzéssel alatimasztott kisérletterv kivitelezésére, majd
részletes modszerleirdsra, amely tartalmazza a kritikus
modszerparaméterek hatarértékeit, rendszeralkalmassagi
kritériumokat, tovabba kezelési stratégiara vonatkozo
informdciokat. Sikerilt tovabba aldtamasztani azt, hogy
a modellez6 programok, mint példaul a DryLab alkalma-
zasa nagymértékben segiti az elvalasztasi folyamat meg-
értését, és az in silico robusztussagvizsgalat megbizhato
informaciot szolgaltat a médszerparaméterek szelektivi-
tasra gyakorolt hatasanak tekintetében. A kisérletek meg-
tervezésével, majd a kapott adatok alapjan az optimalis
modszerparaméterek kivalasztasanak lehetdségével és
a robusztussag eldrevetitésével tudomanyos alapot biz-
tosit a modszerfejlesztésnek és olyan eszkozoket helyez
a fejleszté szakemberek kezébe, amelyeket az empirikus
megkozelités nem biztosithat. Nem utolsé sorban sikertilt
egy olyan madszert fejleszteni, amely a validalas alapjan
szelektiv, linedris, pontos, érzékeny, robusztus és nem
utolsésorban alkalmazhaté ezetimib tartalmu val6s min-
tak szennyezddés tartalmanak mindségi és mennyiségi



Mindségtervezésen alapulé médszerfejlesztés az ezetimib rokonvegyiileteinek elvalasztasara

vizsgalatara. A tanulmany soran leirt mdédszer megfelelé
lehet akar a gyogyszerkonyvi (USP) ezetimib hatdanyag
és tabletta cikkelyekben leirt szennyezddés vizsgalati
modszerek helyettesitésére, mivel mind hatékonysagban
mind rugalmassagban felillmulja azokat.

Koszonetnyilvanitas

A jelen munkat Magyarorszag Collegium Talentum prog-
ramja, illetve az Erdélyi Muzeum-Egyesiilet Orvos- és
Gydgyszerésztudomanyi Szakosztalya és a Semmelweis
Egyetem Gyodgyszerésztudomanyi Kara altal biztositott
kutatasi palyazat (szerz6dés szama: 136/2021) tamogat-
tak. A szerz6k szeretnék megkdszonni a Molnar Institute
altal nyujtott folyamatos segitség a Drylab hasznélata
soran felmeriilt kérdésekben.

Roviditések jegyzéke

3D - hiromdimenzios

ACN - acetonitril

USA - United States of America (Amerikai Egyesiilt
Allamok)

AQbD - Analytical Quality by Design (tervezett minéség
az analitikdban)

AUC - area under curve (csucs alatti tertilet)

CAA - Critical Analytical Attributes (kritikus analitikai
jellemzdk)

CMP - Critical Method Parameters (kritikus médszer-
paraméterek)

DAD - diode array detector (diddasoros detektor)

DS - design space (tervezési tér)

F - flow (dramlés)

HDR-DAD - high dynamic range diode array detector
HPLC - high pressure liquid chromatography (nagynyo-
masu folyadékromatografia)

HPLC - high performance liquid chromatography
(nagyhatékonysagu folyadékromatogratia)

ICH - International Conference on Harmonization
(Nemzetkozi Harmonizécios Konferencia)

ICH Q2 - Nemzetk6zi Harmonizdciés Konferencia-2.
Mindségbiztositasrdl szolo irdnyelve, melynek témdja az
analitikai mddszerek validaldsa

ICH Q14 - Nemzetk6zi Harmonizéacios Konferencia—14.

Mindéségbiztositasrol szolo iranyelve, melynek témdja az
analitikai modszerek fejlesztése

IUPAC - International Union of Pure and Applied
Chemistry (Nemzetkozi Elméleti és Alkalmazott Kémiai
Szévetség)

KS - knowladge space (tudastér)

LOD - limit of detection (kimutatasi hatar)

LOQ - limit of quantification (meghatarozasi hatar)
MeOH - metanol

MODR - Method Operational Design Region (moédszer
alkalmazhatosaganak hatara)

N - theoretical plate number (elméleti tanyérszam)
OFAT - One Factor At a Time (egyszerre egy faktor val-
toztatdsa)

PTFE - polytetrafluoroethylene (poli-tetrafluoroetilén)
QbD - Quality by Design (tervezett mindség)

QbT - Quality by Testing (tesztelt minéség)

R - regresszios egyiitthatd

R’- determinécios egyiitthaté

RP - reversed-phase (forditott fazis)

RREF - relative response factor (relativ valaszfaktor)

RRT - relative retention time (relativ retencios id6)

R, .. — critical resolution (R ;.. — kritikus felbontds)
RSD -relative standard deviation (relativ standard devi-
acio)

Rt - retention time (retencids idd)

S/N -signal to noise ratio (jel/zaj arany)

startB% - gradiens kiindulasi dsszetétele

T - column temperature (oszloph6mérséklet)

A - tailing factor (cstics szimmetria)

TBDMS - terc-butil-dimetil-szilil

tC - ternary composition (terner 9sszetétel)

tG - gradient time (gradiens id6)

THP - tetrahidropiran

USP - United States Pharmacopeia (Egyesiilt Allamok
Gyogyszerkonyve)

UV - ultraviolet (ibolyantuli)

Irodalom

(ldsd az angol nyelvii cikk végén)
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