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Wstep

Badania farmakokinetyczne sa wykonywane w cza-
sie catego cyklu zycia produktu leczniczego: od badan
naukowych nad substancjami o spodziewanym dzia-
taniu leczniczym, poprzez badania wymagane przez
podmioty odpowiedzialne, m.in. Urzad Rejestracji Pro-
duktow Leczniczych, Wyrobéw Medycznych i Produktow
Biobojczych, w celu dopuszczenia produktu lecznicze-
go do obrotu, az po monitorowanie stezenia leku u pa-
cjenta podczas terapii. Wiarygodnos¢ wynikéw badan
farmakokinetycznych, w tym badan dostepnosci i row-
nowaznosci biologicznej, jest kluczowym elementem
dla zapewnienia skutecznosci i bezpieczefistwa stoso-
wania produktéw leczniczych. Z tego wzgledu zasady
prowadzenia badan sa regulowane przez szczegdtowe
wytyczne na poziomie miedzynarodowym, np.: WHO,
ICH, EMEA oraz lokalnym, np.: FDA, Health Canada.

Waznym elementem badania farmakokinetyczne-
go jest czes¢ bioanalityczna, w ktérej oznaczane s3
stezenia badanej substancji i/lub jej metabolitu w préb-
kach materiatu biologicznego (tzw. matrycy), np.: krwi,
o0soczu, surowicy lub moczu [1]. Ze wzgledu na ztozo-
ny charakter matrycy, bedacej mieszaning sktadnikéw
odzywczych i produktéw przemiany materii oraz niskie
stezenia analitu w prébkach (wyrazane w ug/ml, ng/ml
lub pg/ml), wykonanie oznaczen nie jest sprawa prosta.
Dodatkowymi utrudnieniami mogg by¢ réwniez szeroki
zakres badanych stezen, nierzadko obejmujacy trzy rze-
dy wielkosci, a takze duza liczba prébek materiatu bio-
logicznego przeznaczona do analizy w trakcie badania.

W celu zapewnienia wiarygodnosci uzyskiwanych
wynikéw wymagane jest przeprowadzenie walidacji
zgodnie z miedzynarodowymi wytycznymi [2—4]. Wali-
dacja metody bioanalitycznej polega na potwierdzeniu
powtarzalnosci metody oznaczania leku lub jego me-
tabolitu w materiale biologicznym i powinna by¢ wy-
konywana zgodnie z migdzynarodowymi wytycznymi.

Validation of bioanalytical metods in pharmacokinetic

studies Validation process demonstrates that a particular
method used for quantitative measurement of analytes is reliable and
reproducible for the intended use. In case of pharmacokinetic studies
correctly planed and performed validation increases safety of patients
after administration of pharmaceuticals. During the pharmacokinetic
evaluation, the important role of bioanalytical procedures, i.e. the
quantitative determination of drugs and/or metabolites in biological
matrices such as blood, serum, plasma or urine, should be stressed.

In an article recommended range of bioanalytical method validation
was characterized including detailed description of the elementary
parameters. Acceptance criteria of validation in accordance with EMEA
and FDA guidances were described as well.

Keywords: validation, bioanalytical method, bioavailability,
bioequivalence, pharmacokinetics, biological matrix.
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W kazdym przypadku projekt walidacji metody po-
winien uwzglednia¢ specyfike danego badania oraz
zastosowanej techniki analitycznej, ktérg zazwyczaj
jest wysokosprawna chromatografia cieczowa HPLC,
coraz czesciej taczona ze spektrometrig mas (LC-MS,
rycina 1). Dzieki temu mozliwy jest wybér optymal-
nego zakresu stezen badanej substancji oraz wyko-
nanie odpowiednich doswiadczen dodatkowych, np.
okreslenie wptywu matrycy w metodach LC-MS [5].
Laboratorium ktére przeprowadza walidacje meto-
dy, powinno w catosci udokumentowac kompletnosé
tego procesu poprzez opracowanie sprawozdania.

Walidacja przed rozpoczeciem analizy
prébek badanych

W ramach walidacji metod bioanalitycznych oce-
niane sg nastepujace parametry:
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Rycina 1. Tandemowy spektrometr mas Quattro Micro™ API firmy Micromass

potaczony z zestawem HPLC firmy Waters (LC-MS-MS)

- precyzja,

— doktadnoé¢,

— selektywnos¢,

— granica wykrywalnosci (LOD, Limit of Detection),

— dolna granica oznaczalnosci (LLOQ, Lower Limit of
Quantification),

— liniowos¢,

— odzysk,

— stabilnos¢ badanej substancji,

— przeniesienie préobki.

Wymienione parametry nalezy okresli¢ przed
przystapieniem do oznaczania prébek pobranych od
ochotnikéw, z wyjatkiem badania stabilnosci dtugo-
terminowej, wykonywanego zazwyczaj po zakoncze-
niu analiz probek badanych.

Precyzja

Precyzja okresla stopiefn zgodnosci wynikéw wie-
lokrotnych analiz tej samej probki. Miarg precyzji jest
wspotczynnik wariancji (CV): stosunek odchylenia
standardowego i wartosci Sredniej wynikéw pomia-
row. Wyznaczenie precyzji stuzy do oceny zgodnosci
wynikéw otrzymanych w krétkim okresie przez tego
samego analityka, na tym samym przyrzadzie, z jed-
nakowymi odczynnikami lub w réznych dniach i/lub
przez réznych analitykéw i/lub przy uzyciu réznej apa-
ratury. Wspoétczynnik wariancji dla kazdego stezenia
nie powinien by¢ wiekszy niz 15%, z wyjatkiem naj-
nizszego stezenia na krzywej kalibracyjnej (LLOQ), dla
ktérego CV <20%.

Doktadnos¢

Doktadnos¢ okresla stopien zgodnosci wynikéw
badan uzyskanych dana metoda z wartoscia przy-
jeta jako prawdziwa, np. wartoscia nominalna lub
z wynikami uzyskanymi ustalong metoda odniesie-
nia. Metoda jest doktadana, jezeli pozwala otrzymac
wyniki bliskie wartosci rzeczywiste] i nieobarczone
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btedem systematycznym. Miarg doktadnosci jest ilo-
raz Sredniej wartosci wynikéw pomiaréw oraz ich teo-
retycznej (prawdziwej) wartosci. Doktadnosé nalezy
zbada¢ w ciggu jednej sekwencji analitycznej (czyli
jednego uporzadkowanego zestawu prébek analizo-
wanych w danym okresie), jak i miedzy sekwencja-
mi (w ciggu kilku dni). Srednia wartos¢ mierzona dla
kazdego ze stezeh powinna miesci¢ sie w przedziale
85-115%, z wyjatkiem najnizszego stezenia na krzy-
wej kalibracyjnej (LLOQ), dla ktérego przedziat wy-
nosi 80-120%.

Selektywnos¢

Selektywnos¢ metody to mozliwosé odréznienia
substancji badanej oraz wzorca wewnetrznego od in-
nych zwigzkéw zawartych w prébce oraz mozliwosé
ilosciowego oznaczenia substancji badanej w obec-
nosci innych substancji w probce. Wytyczne FDA
zalecaja analize probek Slepych — prébek materiatu
biologicznego niezawierajgcych ani substancji ozna-
czanej, ani wzorca wewnetrznego (IS, Internal stan-
dard), pochodzacych z co najmniej szesciu réznych
zrédet. Zanieczyszczenia w miejscu preparatu nie
moga przekracza¢ 20% LLOQ, a w miejscu wzorca we-
wnetrznego 5% wartosci sygnatu pomiarowego uzy-
skanego po analizie uzytego w badaniach stezenia.
Jezeli ponad 10% probek zerowych nie spetnia tych
warunkéw, nalezy wykona¢ dodatkowe analizy.

W metodach LC-MS istnieje ryzyko wystapienia
zjawiska ttumienia lub wzmacniania jonizacji przez
niewykrywane substancje obecne w probce. Dlate-
go w czasie walidacji nalezy przeprowadzi¢ doswiad-
czenia pozwalajace na okreslenie wptywu matrycy na
doktadnos¢, precyzje i czutosé metody [5). Doswiad-
czenia te wykonuje sie dla wybranych stezen z za-
kresu kalibracji, przygotowujac prébki z dodatkiem
substancji badanej i IS w materiale biologicznym po-
chodzacym z réznych zrédet, np. w osoczu od réznych

ochotnikéw lub pacjentéw.

Granica wykrywalnosci (LOD - Limit of

Detection)

Granica wykrywalnosci jest to najnizsze steze-
nie badanego zwiazku w probkach po ekstrakgji,
ktére moze by¢ w sposéb wiarygodny odréznio-
ne od szumoéw linii podstawowej, tzn. gdy stosu-
nek wartosci sygnatu pochodzacego od substancji
badanej do szuméw (S/N) wynosi od 2 do 3. Para-
metr LOD moze by¢ réwniez wyznaczony na pod-
stawie standardowego btedu oceny y wzgledem x
(Syx) oraz wartosci wspoétczynnika nachylenia krzy-
wej kalibracyjne;.

Dolna granica oznaczalnosci (LLOQ - Lower

Limit of Quantification)

Dolna granica oznaczalnosci jest to najnizsze
stezenie na krzywej kalibracyjnej, ktére moze by¢
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oznaczone z akceptowalng doktadnoscia (80-120%)
i precyzja (C<20%). W celu wyznaczenia LLOQ nale-
zy wykona¢ analizy prébek substancji badanej o da-
nym stezeniu po ekstrakcji z materiatu biologicznego.
Pik substancji badanej na chromatogramie musi by¢
mozliwy do identyfikacji. Stosunek wysokosci sygna-
tu pochodzacego od substancji badanej do szumoéw
linii podstawowej w prébce Slepej musi wynosi¢ co

najmniej 5 (S/N =5).

Liniowos¢

Liniowos¢ metody okresla zakres stezeh, w ktérym
uzyskiwane wartosci sygnatu pomiarowego substan-
cji badanej sa wprost proporcjonalne do analizowa-
nych stezen. llos¢ préobek kalibracyjnych oraz wartosci
ich stezen (zakres kalibracji) sg ustalane dla kazdego
badania na podstawie oczekiwanych stezen zwigzku
badanego w prébkach. Niekorzystny jest zbyt duzy
zakres kalibracji, ze wzgledu na trudnosci w uzyska-
niu akceptowalnej precyzji i doktadnosci na koricach
zakresu. Zbyt maty zakres moze z kolei spowodo-
wac koniecznos¢ powtdérnej analizy prébek po roz-
cienczeniu. Krzywa kalibracyjna nalezy wykona¢ dla
kazdego badanego zwigzku w prébce, pamietajac
o0 zachowaniu takich warunkéw, w jakich przeprowa-
dzone bedzie oznaczenie prébek badanych. Probki
kalibracyjne sa przygotowywane przez dodanie zna-
nej ilosci roztworu wzorcowego do wolnego od zanie-
czyszczeh materiatu biologicznego. W sktad krzywej
wchodza nastepujace punkty: prébka Slepa — probka
materiatu biologicznego niezawierajaca ani substan-
cji oznaczanej, ani wzorca wewnetrznego; probka ze-
rowa — prébka materiatu biologicznego z dodanym
wzorcem wewnetrznym, niezawierajgca substancji
oznaczanej oraz prébki kalibracyjne (w tym LLOQ).
Zazwyczaj na potrzeby wyznaczenia zakresu linio-
wosci wykonuje sie 6 powtérzen dla kazdej z probek
kalibracyjnych, tzn. przygotowuje sie 6 krzywych ka-
libracyjnych.

Oprécz doboru stezen probek kalibracyjnych, istot-
na sprawa jest rowniez dokonanie wtasciwego wy-
boru modelu kalibracji. Zalecane jest zastosowanie
najprostszego modelu, opartego na regresji liniowej
y=ax+b. W przypadku wykonywania oznaczen w sze-
rokim zakresie stezen, obejmujacym nierzadko 3 rze-
dy wielkosci, moga wystapi¢ problemy z uzyskaniem
liniowosci. Wystepowaniu takich probleméw moze
zapobiegac zastosowanie bardziej skomplikowanych
modeli, np. regresji liniowej wazonej. Przy wyborze
modelu regresji pomocne sa graficzne przedstawie-
nia wzglednych btedéw procentowych. Przyktadowa
ilustracje rozktadu btedéw uzyskanych przy zastoso-
waniu regresji liniowej i regresji liniowej wazonej dla
tego samego zestawu danych przedstawiono na wy-
kresach 1i 2.

W modelu regresji liniowej bez wazenia warto-

Sci wzglednego btedu procentowego dla najnizszego
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Wykres 1. Wykres wzglednego btedu procentowego w funkcji stezenia

nominalnego dla modelu regresji liniowej niewazonej (w=1)
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Wykres 2. Wykres wzglednego btedu procentowego w funkgji stezenia

nominalnego dla tych samych danych, ktére zostaty przedstawione na wykresie

1, po zastosowaniu modelu regresji liniowej wazonej (w=1/x?

stezenia (LLOQ) wykraczaja poza dopuszczalng gra-
nice 20%. Po zastosowaniu odpowiedniego modelu
wazenia, w tym przypadku 1/x2, wartos¢ btedu dla
kazdego stezenia na krzywej kalibracyjnej mieszcza
sie w akceptowalnym zakresie.

0Odzysk

Odzysk okresla wydajnosé ekstrakcji. Parametr ob-
licza sie poréwnujac wartosci sygnatu pomiarowego
uzyskane po ekstrakcji z materiatu biologicznego za-
wierajgcego znang ilos¢ zwigzku badanego, do bez-
posrednio nastrzyknietego roztworu wzorcowego.
Nie jest wymagane, zeby odzysk byt wysoki, np. 90%.
Wyniki oznaczeh musza by¢ przede wszystkim state,
precyzyjne i powtarzalne w catym zakresie analizo-
wanych stezen. Jezeli w badaniu stosuje sie wzorzec
wewnetrzny, odzysk nalezy wyznaczy¢ réwniez dla tej
substancji. W przypadku metod LC-MS zaleca sie oce-
ne odzysku poprzez poréwnanie wynikéw otrzyma-
nych dla prébek materiatu biologicznego, do ktérych
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Wykres 3. Graficzne przedstawienie 90% przedziatéw ufnosci w zakresie
85-115% dla stabilnosci krétkoterminowej w temperaturze pokojowej probek
osocza zawierajgcych substancje Ai B w dwoch réznych stezeniach. Dla
nizszego stezenia substancji A przedziat ufnosci wykracza poza dopuszczalna
granice stabilnosci 85-115%. Réwniez dla Zadnego ze stezef substancji B nie
zostaty spetnione kryteria akceptacji. Przedziaty ufnosci znajduja sie ponizej
dopuszczalnej granicy stabilnosci. Obie substancje sa niestabilne w danych
warunkach przechowywania
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Wykres 4. Graficzne przedstawienie 90% przedziatéw ufnosci w zakresie
85-115% dla stabilnosci dtugoterminowej w temperaturze —20°C prébek osocza
zawierajacych substancje A i B w dwdch réznych stezeniach. Kryteria akceptacji
zostaty spetnione. Dla obu zwigzkéw w obu stezeniach przedziaty ufnosci

nie wykraczaja poza dopuszczalng granice 85-115%. Substancje sg stabilne

w danych warunkach przechowywania

dodano roztwér wzorcowy przed ekstrakcja, z wyni-
kami dla prébek z wzorcem dodanym po ekstrakgji.
Obliczony w ten sposéb odzysk odzwierciedla rzeczy-

wistg wydajnos¢ ekstrakcji, wolng od wptywu mate-
riatu biologicznego [5].

Stabilnos¢

Termin stabilno$¢ oznacza trwatos¢ badanego
zwigzku w roztworach oraz materiale biologicznym,
przechowywanych w danych warunkach i okreslo-
nym czasie. W ramach badania stabilnosci wykonuje
sie test zamrazania—rozmrazania, dokonuje sie oceny
stabilnosci krétkoterminowej, dtugoterminowej, sta-
bilnosci probek (po ekstrakeji) w autosamplerze oraz
stabilnosci roztworéw. Badania stabilnosci powinny
dotyczyc takze sytuacji, ktére z duzym prawdopodo-
bienstwem moga sie zdarzy¢ w czasie badania (np.
przechowywanie odparowanych prébek).

Obliczenia stuzace do poréwnania stabilnosci ana-
litu, w prébkach badanych i w prébkach odniesie-
nia, nalezy wykonywac na podstawie wartosci stezeh

odczytanych z krzywej kalibracyjnej. Dopuszczalna
jest ocena parametru przez bezposrednie poréwna-
nie stezefi w prébkach badanych i odniesienia, jednak
zalecane jest wykonywanie obliczef z zastosowaniem
bardziej zawansowanych narzedzi statystycznych, np.
za pomoca przedziatdéw ufnosci [6]. Probki uwazane sg
za stabilne, jezeli w poréwnaniu do prébek odniesienia
uzyskane wyniki (np. stezenia odczytane z krzywej ka-
libracyjnej) mieszcza sie w akceptowalnym przedziale.
Przyktadowe wyniki badan stabilnosci, niespetniajace
i spetniajace kryteria akceptacji, przedstawiono w for-
mie graficznej na wykresach 3 i 4.

Test rozmrazania i zamrazania okresla stopien
strat substancji spowodowany wielokrotnym roz-
mrazaniem i zamrazaniem prébek badanych. Badanie
stabilnosci krétkoterminowej pozwala oceni¢ zmiany
stezenia zwigzku badanego w materiale biologicz-
nym przechowywanym przez kilka lub kilkanascie
godzin w temperaturze pokojowej. Natomiast stabil-
nos¢ dtugoterminowa w warunkach przechowywa-
nia, np -20°C jest okreslana od dnia pobrania prébek
od ochotnikéw w klinice do dnia analizy ostatniej
prébki w laboratorium.

W razie degradacji analitbw w materiale biolo-
gicznym zalecane jest dodanie do probek zwiazkow
poprawiajacych stabilno$¢ — m.in. przeciwutlenia-
czy i inhibitoréw enzymoéw, np. kwasu askorbowego,
w przypadku oznaczania w osoczu olanzapiny — leku
stosowanego w leczeniu schizofrenii czy tetrahydro-
urydyny, w przypadku oznaczania gemcytabiny — leku
stosowanego w leczeniu choréb nowotworowych [7, 8].
Zdarzasie, ze w procesie przygotowania probek koniecz-
ne jest obnizenie temperatury, jezeli analit rozktada sie
w temperaturze pokojowej lub stosowanie odpowied-
niego oswietlenia, jezeli zwigzek ulega fotodegradacji.

Badanie stabilnosci w autosamplerze pozwala
oceni¢ trwatos¢ rozpuszczonych prébek po ekstrak-
cji, ktére przez kilkanascie godzin oczekuja na analize.
Natomiast stabilnos¢ roztworéw dotyczy trwatosci
roztworéw wzorcowych, podstawowych i roboczych,
substancji badanej i wzorca wewnetrznego, przecho-
wywanych w warunkach laboratoryjnych.

Przeniesienie probki (Carry over)

Zjawisko przeniesienia probki to niepozadane za-
nieczyszczenie probki poddawanej analizie substan-
Cja znajdujaca sie w petli autosamplera, pochodzaca
z poprzednio analizowanej prébki. W badaniu wyko-
rzystuje sie roztwdr wzorcowy oraz roztwor, w ktérym
prébki nanoszone sg na kolumne chromatograficz-
na. Roztwdr wzorcowy zawiera substancje badana
oraz wzorzec wewnetrzny w stezeniach odpowiada-
jacych najwyzszym oznaczanym stezeniom substancji
badanej oraz uzytemu w badaniu stezeniu IS. Nale-
zy rowniez uwzgledni¢ ewentualne zatezenie prébki
podczas jej przygotowywania do analizy. Prébki obu
roztworéw analizowane sg naprzemiennie w jednej
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sekwencji. Na chromatogramach uzyskanych po poda-
niu do kolumny roztworu niezawierajgcego substan-
cji badanych nie moga pojawic sie piki, ktére mogtyby
wptynac na ilosciowe oznaczenie zwigzku badanego.

Walidacja w trakcie badania

W celu potwierdzenia wiarygodnosci wynikow,
uzyskiwanych za pomocga zwalidowanej metody,
w czasie rutynowej analizy prowadzi sie walidacje
w trakcie badania. Monitorowanie metody jest moz-
liwe dzieki odpowiednio skonstruowanej sekwencji
analitycznej, w sktad ktérej powinny wchodzié: test
zgodnosci (SST — System Suitability Test), probki kali-
bracyjne, probki badane oraz prébki kontrolne (QC —
Quality Control sample).

Test zgodnosci (SST — System Suitability Test)

Test zgodnosci powinien by¢ przeprowadzany co-
dziennie przed rozpoczeciem analiz i/lub po ich zakon-
czeniu. Jego celem jest sprawdzenie, czy caty system
(np. HPLC lub LC—=MS) pracuje w warunkach zwalido-
wanych i czy jest zdolny dostarczy¢ wiarygodne wy-
niki. Roztwoér wzorcowy do SST powinien zawierac
wszystkie substancje, ktére sg w prébkach badanych
oznaczane, np. lek, metabolit i wzorzec wewnetrz-
ny. Stezenie takiego roztworu z reguty jest wysokie
i wynosi przynajmniej 80% najwyzszego stezenia na
krzywej kalibracyjnej. W sytuacji gdy oceniany jest
stosunek sygnatu do szumu, zalecane sg dodatkowe
analizy probek o niskim stezeniu (na poziomie LLOQ).
Parametrami ocenianymi w trakcie przeprowadzania
testow zgodnosci moga by¢ podstawowe parametry
charakteryzujace proces chromatograficzny, m.in.
precyzja, rozdzielczos¢, stosunek sygnatu do szumu,
wspotczynnik ogonowania, liczba potek teoretycz-
nych oraz catkowity czas retencji.

Precyzja zostata zdefiniowana w czesci ,Walida-
cja przed rozpoczeciem analizy prébek badanych”.
Parametr rozdzielczos¢ okresla stopien rozdzielenia
piku analizowanej substancji od najblizszego mu piku,
np. zanieczyszczenia, produktu rozpadu lub wzorca
wewnetrznego. Z kolei stosunek sygnatu do szumu
wskazuje, jaki wptyw na oznaczenie ilosciowe ma nie-
stabilnos¢ linii podstawowej w poblizu czasu retencji
substancji badanej. Wspétczynnik ogonowania po-
zwala okresli¢ asymetrie piku chromatograficznego,
natomiast liczba poétek teoretycznych stuzy do oceny
sprawnosci kolumny chromatograficznej. Pojecie catko-
witego czasu retencji substancji chemicznej okresla czas
od podania roztworu do kolumny chromatograficznej,
do momentu pojawienia sie na chromatogramie mak-
simum piku, odpowiadajacego oznaczanej substancji.

Przed przystgpieniem do analizy nalezy ustali¢ ja-
kie parametry (przynajmniej dwa) sg wymagane do
przeprowadzenia testéw zgodnosci dla danej metody.
Kryteria akceptacji dla SST s3 okreslane indywidualnie
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dla kazdej metody bioanalitycznej na podstawie wy-
nikdw uzyskanych podczas jej opracowywania, ale
nie powinny przekracza¢ wartosci granicznych regu-
lowanych przez miedzynarodowe wytyczne [9].

Krzywa kalibracyjna

Krzywa kalibracyjna stuzy do obliczania stezenia
substancji badanej w prébkach badanych i prébkach
kontrolnych. Jak wspomniano wczes$niej, krzywa jest
przygotowywana dla kazdego badanego zwiazku.
Wartosci stezen substancji badanych sg odczytywa-
ne z krzywej kalibracyjnej z danej sekwencji analitycz-
nej. Nie jest dopuszczalne ekstrapolowanie krzywej
ponizej dolnej granicy oznaczalnosci, dlatego wyniki
oznaczeh ponizej LLOQ nalezy okresli¢ jako ,<LLOQ”.
Natomiast probki badane o stezeniu powyzej zakresu
krzywej nalezy, po rozcieficzeniu materiatem biologicz-
nym, analizowac¢ powtérnie. Zgodnie z wytyczny-
mi krzywa kalibracyjna spetnia kryteria akceptacji,
jezeli 75% probek kalibracyjnych zostato oznaczo-
nych z akceptowalng doktadnoscig. W uzasadnionych
przypadkach dopuszczalne jest analizowanie dwaéch
krzywych kalibracyjnych podczas jednej sekwencji.

Probki kontrolne (QC — Quality

Control sample)

Prébki kontrolne (QC) stuzg do mo-
nitorowania doktadnosci i precyzji
w trakcie prowadzenia badania. Przy-
gotowuje sie je przed przystapieniem
do badan, w sposéb analogiczny do
przygotowania prébek kalibracyjnych,
w minimum trzech stezeniach z za-
kresu krzywej kalibracyjnej. Do czasu
wykonania oznaczeh wszystkie préb-
ki kontrolne nalezy przechowywac
w takich samych warunkach jak prob-
ki badane. Rozmieszczenie prébek QC
w sekwencji analitycznej powinno byé
rownomierne. Muszg one stanowic co
najmniej 5% prébek badanych. Warto-
Sci stezen roztwordw kontrolnych sg
odczytywane z krzywej kalibracyjnej,
analizowanej w danym dniu, i stanowig
podstawe do zatwierdzenia lub odrzu-
cenia wynikéw catej sekwencji anali-
tycznej. Sekwencja analityczna spetnia
kryteria akceptacji, jezeli co najmniej
67% wynikow dla probek QC charak-
teryzuje sie wymagana doktadnoscia,
awyniki niespetniajace tych wymagan
nie sg probkami o tym samym steze-
niu. Jezeli wyniki probek QC w sekwen-
¢ji nie spetniajg ustalonych kryteriéw
akceptacji, wszystkie wyniki z tej se-
kwengji nalezy odrzucic, a probki ana-
lizowac powtornie. Nalezy pamietac, ze

W zaleznosci od zakresu
przeprowadzonych
doswiadczen wyréznia sie
walidacje petng lub czesciowa.
Walidacja petna jest
wymagana, gdy metoda jest
opracowywana lub wdrazana
po raz pierwszy oraz

w przypadku rozszerzenia
istniejacej metody oznaczania
substancji leczniczej o analize
ilosciowg metabolitow.
Walidacja czesciowa

jest przeprowadzana,

gdy w opracowanej

i zwalidowanej metodzie
wprowadzane s3a zmiany.
Zaliczamy do nich:
przeniesienie metody miedzy
laboratoriami, zmiane
metodologii bioanalitycznej
(np. zmiana rodzaju

detekcji, zmiane sposobu
przygotowania prébki do
analizy), zakresu stezen,
aparatéw pomiarowych i ich
oprogramowania, zmiane
selektywnosci ze wzgledu na
obecnos¢

w prébce nowych substancji
lub metabolitow.
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w przypadku oznaczania dwoch zwigzkéw odrzucenie
sekwencji analitycznej z powodu niespetnienia kryte-
riéw dla jednego z nich, nie uniewaznia wynikéw ozna-
czenia drugiego zwigzku.

Zakres walidacji

Kazda nowa, dotychczas niestosowana, badz? tez
zmieniona metoda bioanalityczna wymaga walidacji.
W zaleznosci od zakresu przeprowadzonych doswiad-
czef wyrédznia sie walidacje petng lub czesciowa.

Walidacja petna jest wymagana, gdy metoda jest
opracowywana lub wdrazana po raz pierwszy oraz
w przypadku rozszerzenia istniejacej metody ozna-
czania substancji leczniczej o analize ilosciowg me-
tabolitow. Przed przystapieniem do analizy probek
badanych, nalezy okresli¢ wszystkie wymienione
wczesniej parametry walidacyjne. W razie koniecz-
nosci walidacje nalezy uzupetnic o test rozcienczania,
w ktoérym ocenia sie, jak rozcieficzanie prébek o steze-
niach spoza zakresu krzywej wptywa na doktadnos¢
i precyzje oznaczen.

Walidacja czesciowa jest przeprowadzana, gdy
w opracowanej i zwalidowanej metodzie wprowadza-
ne sa zmiany. Zaliczamy do nich: przeniesienie metody
miedzy laboratoriami, zmiane metodologii bioanali-
tycznej (np. zmiana rodzaju detekgji, zmiane sposobu
przygotowania prébki do analizy), zakresu stezen, apa-
ratéw pomiarowych i ich oprogramowania, zmiane se-
lektywnosci ze wzgledu na obecnos¢ w prébce nowych
substancji lub metabolitéw. Walidacje czesciowa nale-
zy réwniez przeprowadzi¢, gdy metoda nie byta stoso-
wana przez dtuzszy czas, np. przez p6t roku. W ramach
walidacji czesciowej okresla sie przede wszystkim pre-
cyzje, doktadnosé, LLOQ i liniowosé. W zaleznosci od
charakteru zmian, konieczne moze by¢ réwniez ozna-
czenie innych parametréw walidacyjnych i wéwczas
walidacja czesciowa jest bliska walidacji petnej.

Podsumowanie

Krytyczne znaczenie wiarygodnosci wynikéw ba-
dan farmakokinetycznych dla zapewnienia bezpie-
czenstwa i skutecznosci terapii, zostato dostrzezone
przez agencje rejestracyjne pod koniec XX wieku.
Amerykanska Agencja ds. Zywnosci i Lekéw (FDA
— Food and Drug Administration) zorganizowata
pierwszy panel dyskusyjny dla przedstawicieli admi-
nistracji rzadowej i Srodowisk naukowych, dotycza-
cy walidacji metod bioanalitycznych, juz w 1990 roku
[10]. Nastepnie FDA wydata projekt dokumentu, ktéry
zostat poddany szerokim konsultacjom i w 2001 roku
uzyskat status zatwierdzonych wytycznych.

Europejska Agencja Lekéw (EMEA — Europe-
an Medicines Agency) takze dostrzegta koniecznos¢
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zapewnienia wiarygodnosci wynikéw badan farmakoki-
netycznych. Pod koniec 2008 roku zostat opublikowany
przez Komisje ds. produktéw leczniczych stosowanych
u ludzi (CHMP — European Committee for Medicinal Pro-
ducts For Human Use) dokument dotyczacy potrzeby
sprecyzowania zasad wykonywania walidacji metod
bioanalitycznych [11]. Uwzgledniajac czas potrzebny
na przygotowanie projektu wytycznych europejskich
i przeprowadzenie jego konsultacji spotecznych, nie
nalezy spodziewac sie ich wprowadzenia wczesniej niz
za 1-2 lata. Nalezy mie¢ nadzieje, ze nowe wytyczne
beda zgodne z wytycznymi FDA, ktére w chwili obec-
nej sa uznawane przez europejskie urzedy rejestracji.
Wprowadzenie réznych wymagan dotyczacych walida-
cji metod bioanalitycznych w USA i w UE bytoby znacza-
cym utrudnieniem dla przemystu farmaceutycznego,
poniewaz mogtoby stanowi¢ podstawe do kwestiono-
wania przez EMEA i FDA wynikéw badan rownowazno-
Sci biologicznej, wykonywanych odpowiednio w USA
i UE. Dlatego, zdaniem autoréw, projekt wytycznych
powinien by¢ od najwczesniejszych etapéw konsulto-
wany pomiedzy europejska i amerykanska agencja reje-
stracyjna. Umozliwitoby to wypracowanie konsensusu
i wprowadzenie jednolitych wytycznych obowiazuja-
cych na gtéwnych rynkach swiatowych.
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