Klinicka a farmaceuticka analyza

Petr Kozlik
Katedra analytické chemie
e-mail: kozlik@natur.cuni.cz
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Sylabus prednasky:
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Validacni parametry

Validace bioanalytické metody
Proces validace

Priklad z validacniho reportu
Revalidace

Transfer analytické metody



Validace

Ovéreni (dukaz), Zze dana metoda je vhodna k danému ucelu
a poskytuje vysledky s definovanou jistotou.

Validace nebo revalidace:

- Pred uvedenim metody do bézné praxe

- Zmeéna podminek pro které byla metoda validovana
(rozdilna matrice vzorku)

- Zména vilastni metody (objem nastriku, zména gradientu)

Transfer metody do jiné laboratore



Validace

Smeérnice:

HCH (The International Conference on Harmonisation of
Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals
for Human Use) — Evropa, USA a Japonsko

>FDA (Federal and Drug Administration)
>EMA (European Medicines Agency)
HMUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)



Validace

Spravnost metody (accuracy): Spravnost analytické metody vyjadruje
miru shody mezi nalezenou a skutecnou hodnotou.

Spravnost metody se zjisti bud analyzou modelového vzorku (obvykly
pristup), nebo pouzitim jiné nezavislé metody.

Vytéznost je definovana jako pomeér nalezené a skutecné
hodnoty, v %.




Validace

Presnost metody (precision)

Presnost analytické metody vyjadfuje miru shody nalezenych vysledk
pro radu stanoveni, provedenych se stejnym homogennim realnym
vzorkem za predepsanych podminek. Presnost metody muze byt
ovérena na trech urovnich: opakovatelnost, mezilehla presnost a
reprodukovatelnost.

Opakovatelnost (repeatability) vyjadruje presnost metody za stejnych podminek
v kratkém casovém intervalu. Nékdy oznaCovana jako intra-assay precision.

Mezilehld presnost (intermediate precision): Mezilehla presnost vyjadruje miru
shody vysledkl v ramci jedné laboratore — analyza provedena jinym analytikem, na
jiném zafizeni, v jiny den, atd.

Reprodukovatelnost (reproducibility): Reprodukovatelnost vyjadfuje miru shody
vysledkd mezi rlznymi laboratoremi.




Validace

Opakovatelnost (repeatability)
6 opakovani na 100% koncentracni hladiné hlavni latky
3 opakovani pro 3 koncentracni hladiny

Mezilehla presnost (intermediate precision)

Reflektuje rozdily ve vysledcich zplsobené napriklad jinym
analytikem, rozdilnym instrumentem, rozdilné reagenty od ruznych
dodavatelu, rozdilna sarze kolony atd.

Reprodukovatelnost (reproducibility): Reflektuje rozdily ve vysledcich
zpusobené napriklad v rozdilné laboratorni praxi mezi laboratoremi




Validace

Linearita: Linearita analytické metody je jeji schopnost, v daném

rozsahu, poskytovat odezvy (resp. vysledky), které jsou pfimo Umeérné
koncentraci (mnozstvi) analytu ve vzorku.

Provedeni:

Pfipravi se sada modelovych vzork( sestavajicich z matrice a
stanovovaného analytu. Pridavek API se realizuje bud vazenim, nebo
redénim zasobniho roztoku. Linearita se ovéri v rozsahu minimalné 5ti

koncentracnich hladin, pro kazdou koncentracni hladinu se pripravi 3
nezavislé modelové vzorky.
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Validace

Response
A
Linear range _
J Slope = sensitivity
LOQO e e.g. RSD > 10%, S/N > 20
= LOD e.g. S/N>3
=
g
- >
Amount

Rozmezi koncentraci — rozmezi mezi nejnizsi a nejvyssi koncentraci,
pro které byla ukazana vhodna spravnost, presnost a linearita.



Validace

Mez detekce a mez stanovitelnosti

Detekcni limit analytické metody je nejnizsi detekovatelna koncentrace
analytu ve vzorku. Odpovida koncentraci, pro kterou je analyticky
signal statisticky vyznamné odliSny od Sumu. Kvantitativni limit
analytické metody je nejnizsi koncentrace analytu ve vzorku,
stanovitelna s dostatecnou presnosti a spravnosti.

-

Veliéina Vzorec
. 33xg
Detekéni limat LOD = sk
a
10=a
LOQ=

Evantitatrvnd limat

a

Kde:
T ....je pruméma hodnota $umu (rozpéti summu) z chromatogrammi roztoku placeba. respektive

rozpoustédla vzorku, v pfisluéiném éasovém intervalu (pokud lze — alesponi 5t1 nasobek Sitky
piku v poloving jeho vviky a to polud moZzno rovnomémeé na obé strany od mista, kde by se

mél nachazet sledovany pik)
a .....1e smérnice piimky (zavislost vviky piku na koncentraci) ziskana pfi1 méfeni linearity




Validace

Mez detekce a mez stanovitelnosti
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Validace

Precision [% RSD]
A
* Define expected precision for quantitation limit
* Prepare spiked matrix samples
* Dilute and inject 6 times
« Calculate %RSD for each concentration
_ * Plot precision vs. concentration
«— » Concentration at expected precision = limits
Y
ﬁ }
Limit of Quantitation Concentration

Hodnoty LOD a LOQ musi byt ovéreny experimentalné
Hodnoty LOD a LOQ by mély byt doprovazeny hodnotami
spravnosti a presnosti

13



Validace
Selektivita metody

Selektivita je schopnost nezkreslené stanovit analyt v pfitomnosti
dalSich latek, jejichZz pritomnost se ocekava (latky nerusi stanoveni).

Provedeni: Porovnaji se chromatogramy roztoku placeba (resp. rozpoustédla
vzorku) s chromatogramy referencniho roztoku, roztoku vzorku, a pokud je to
relevantni — rovnéz roztoku vzorku spikovaném degradacnimi produkty a
necistoty ze syntézy.

V pripadé potreby se provedou stresové testy (zvysena teplota, zvysena teplota +
zvysena vlhkost nebo pridavek vody, svétlo, zmény pH, oxidacni cinidlo) s
doporucenym cilem degradace APl do 10 % a zkontroluje se peak purity.

DAD detekor —zména vinové délky
MS detektor — vybér riznych skend
Zmeéna chromatografické metody



Selektivita metody

UV spectra

Upslope

Pure peak

Validace

Downlope

UV spectra

Upslope

Impure peak

Downlope

15



Validace

Selektivita metody
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Validace

Robustnost metody

Robustnost analytické metody je jeji schopnost nebyt
ovlivnéna malymi zménami v podminkach analyzy.

Provedeni: Sleduje se vliv specifickych zmén na analytickou metodu.

a) Zmeénou jednotlivych analytickych podminek metody a
posouzenim dopadu na analyzu

(jednorozmeérna analyza dat).

b) Analyzou vhodného poctu referencnich vzorkl za predem
definované sady (kombinaci) podminek, s naslednou kvantifikaci a
vyhodnocenim dat (vicerozmérna analyza dat). Pro volbu modelu a
nasledné vyhodnoceni dat se pouzije vhodny algoritmus (napr.
Placket- Burman, dilci faktorialni design, apod.).



Validace

Robustnost metody

Podminky:

-Vybér kolony: Pro predepsany typ kolony minimdlné dvé ruzné
kolony, které se liSi Sarzi sorbentu.

-Slozeni mobilni faze: Koncentracni zmény organickych komponent —
obvykle 2-5 % absolutnich a koncentracni zmeény soli, kyselin, bazi, Ci
chiralnich modifikatord — obvykle v minimalnim rozsahu + 10 %
relativnich.

- pH mobilni faze/slozky mobilni faze: Zmény obvykle v rozsahu + 0,2-
0,5 jednotky pH.

-Pratok mobilni faze: Zmeény obvykle v rozsahu + 10 % relativnich

- Teplota kolony: Zmeény obvykle v rozsahu £ 5 °C



Validace

Stabilita

Béhem nakladani s analyty mUze dochézet k jejich degradaci
(béhem pripravy vzorku, pfi skladovani v lednici, v autosampleru

apod.)

Bézné se testuje:
Stabilita latky v roztoku v autosampleru po 24 a 48h
Stabilita latky v roztoku “ na stole” po 24 a 48h

Stabilita latky v pevném stavu “ na stole” po 24 a 48h



Validace

Test zpusobilosti chromatografického systému

Test zpusobilosti predstavuje nedilnou soucdst metody a slouzi k zajisténi
adekvatni ucinnosti chromatografického systému. Za timto ucelem se provadi
obvykle na zacatku analyzy, po jakékoli zméné v chromatografickém systému
(napf. novda mobilni faze) a v pripadé jakéhokoli podezreni na Spatnou funkci
chromatografického systému.

Test zpUsobilosti obvykle zahrnuje dva nebo vice parametr(:
-Systémova  opakovatelnost - za  uUCelem  prokazani  schopnosti
chromatografického systému poskytovat opakovatelnou odezvu.

- Vhodny separacni parametr (napriklad rozliSeni) — za ucelem prokazani
adekvatni separacni schopnosti chromatografického systému. Volba separacniho
parametru se provede na zakladé dat z robustnosti metody.



Validace bioanalytickych metod

- Stanoveni |éCiva nebo metabolitl v biologickych matricich jako
krev, sérum, plasma nebo moc

- Nutné v klinickych a preklinickych studiich v ramci
bioekvivalencnich studiich, farmakologickych a toxikologickych
experimentu

- Povaha vzorku — metody jsou komplexnéjsi a validace je
slozitéjsi oproti metodam v ramci farmacie

Diskuse vedeny od 80 let. DUlezité dva dokumenty:
FDA Guidance on Bioanalytical Method Validation

The AAPS workshop report of the conference in 2006: “Quantitative bioanalytical
methods validation and implementation: Best practices for chromatographic
and ligand binding assays



Validace bioanalytickych metod

Stejné validacni parametry. LisSi se pouze ve specifickém provedeni.

Selektivita — analyza vhodné matrice slepého vzorku z minimalné 6 zdroju.
- standardni pridavek znamé koncentrace analytu na hladiné LOQ —
ukdazat, Ze jsme schopni dostat spravné vysledky.

Presnost — minimalné 5 stanoveni na jedné koncentraci; minimalné na trech
koncentracnich hladinach, které pokryvaji cely rozsah. Kritéria —do 15 % a na
LOQ do 20 %.

Spravnost — vyhodnoceni v ramci méreni presnosti; stejné podminky a kritéria.

Vytéznost - biologické vzorky, nutna preduprava vzorku (SPE, LLE atd.), na
trech koncentracnich hladinach.

Kalibrace — kalibrace v biologické matrici; 6-8 kalibracnich bodu rozlozenych
béhem celého konc. rozmezi. Nutnost pouzivani internich standardd. Dolni
hranice kalibrace je od LLOQ (lower limit of quantification). LLOQ — minimalné
5x nasobek zakladni linie blanku s presnosti a spravnosti do 20%.




Validace bioanalytickych metod

QC vzorky — vzorky kontrolujici nasi metodu. Na tfech koncentraénich hladinach —
low QC — trojnasobek LLOQ; midle QC a high QC. Na zakladé QC vzorkd
rozhodujeme, zda vysledky nasich analyz povazujeme za spravné Ci nikoliv.

- 67% QC (4 ze 6) musi mit spravnost do 15%.

- Minimalni pocet QC vzorkl je minimalné 5% z neznamych vzork(, nebo 6 QC

vzorkU (vétsi cislo)

Matricni efekty — pri pouziti MS detekce nutnost. Idealné pouzivat isotopicky

znacené standardy.

- Porovnate smérnici kalibrace pripravené z biologické matrice a z Cistych
rozpoustedel

- Do LC nastriknete blank biologické matrice a za kolonou externi strikackou
pumpujete analyt a sledujete zmeénu intenzity.

« Signal Enhancement "1 '
Signal Suppression JU



Validace bioanalytickych metod

Matricni efekty

Injector  Column

HPLC pump »O 0.25 mL/min
ESI-MS
Syringe pump 5 pl/min

(phenacetin)

Injection of mobile phase
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Validace bioanalytickych metod

Matricni efekty
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Proces validace

Predpoklad — mame vyvinutou a optimalizovanou metodu

- mame zkvalifikovany méfrici systém

Nékolik fazi:

Cile metody

Definice parametri metody

Navrhneme provedeni testU

Stanovime akceptacni kritéria

Vytvorime testovaci protokol se vsemi experimentalnimi detaily
Provedeme vsechny testy

Porovname ziskané vysledky s akceptacnimi kritérii

Nastavime vhodny SST test

Vsechny experimentalni podminky a validacni vysledky zpracujeme

do validacniho reportu



Proces validace

Cile metody:

Jaké vzorky budou analyzovany?

Jaké analyty budou sledovany?

Jaka je oCekavana koncentrace?

Jaké jsou matrice vzorku?

Jako jsou potencionalni interferujici latky? Méely by byt detekovany a
kvantifikovany?

Jsou zde néjaké legislativni nebo regulacni pozadavky?

Je nutna kvalitativni nebo kvantitativni analyza?

Jaké jsou vyzadovany detekéni a kvantifikacni limity?

Jaka je oCekavana spravnost a presnost metody?

Jak robustni by méla metoda byt?

Bude metoda pouzivana v jedné laboratori nebo bude zamyslena jeji

pouzitelnost v SirSim méritku?



Proces validace

Vybér validacnich parametru:

V souladu se zamyslenym ucelem.
Ne vzdy je nutné validovat vSechny parametry (kvalitativni vs.
kvantitativni analyza)

Priprava a provedeni validace:

Chemikalie a standardy — v dostatecném mnozstvi, stabilni, odpovidat
specifikaci

Analytické instrumenty — zkvalifikovany a zkalibrovany

Operator — zkuseny s instrumentaci a technikou

Neni dano doporuceni v jakém poradi maji byt testy provadeény, pro
LC se doporucuje: 1. Selektivita, 2. Linearita, LOD, LOQ, 3. Spravnost a
presnost na rlznych koncentracnich hladinach, 4. Mezilehla spravnost
a presnost, 5. Reprodukovatelnost



Proces validace

Plan kontroly kvality:
- Sledovani nasi metody, ujisténi, ze funguje, tak jak ma

- Nesledujeme vsechny parametry, které se validovali
- Pouziva se system suitability tests (SST) — kontrolni vzorky, sleduje se
neéjaka kriticka veliCina
Validacni report a dokumentace:
- Cil metody

- Prehled pouzité metodiky

- Latky a matrice

- VSechny chemikalie, standardy, QC vzorky — jejich Cistota, zdroj,
detailni popis pripravy

- Bezpecnostni doporuceni



Proces validace

Validacni report a dokumentace:

Kritické parametry metody vzaté z testovani robustnosti
Detailni parametry a podminky, jak byly vsechny experimenty
provedeny

Jak byly vysledky statisticky vyvhodnoceny + vzorce

Popis SST

Ukazky vSech chromatogramu, spekter, kalibracnich krivek +
vSechny plvodni data

Akceptacni kritéria + nejistoty méreni

Kritéria pro revalidaci

Souhrn a zavér

Jména, tituly, datum, podpisy vSech odpovédnych osob



Validace metody v LC

Priklady z validacniho reportu:

SYSTEM SUITABILITY TEST

a) System repeatability
5 successive injections of reference solution

Injection no Peak area of g [V -s] | Peak area of Ui 1 5]

I 403832 1160881

2 405286 1162560

3 404367 1161946

4 _ 404463 1162376

5 404405 _ 1162015

Average 404471 1161955
RSD [%] 0.13 0.06

b) Symmetry factor
Symmetry factor (according to Ph.Eur.) of ANSUAN peak was 1.1 and of Spuss@iige peak was 1.3 in the
chromatogram of reference solution on current conditions.

Acceplance eriteria:

System repeatability: < 1.5 %
Symmetry factor: 0.8 1.6
Result: Complies.

31



Validace metody v LC

Priklady z validacniho reportu:

a) PRECISION

Repeatability (1" analyst, 1¥ instrument) & Intermediate precision (2™ analyst, 2" instrument)
Analyses of 6 sample solutions (6 sample solutions by the first analyst and 6 sample solutions by the second
analyst) obtained from multiple sampling of the same homogeneous authentic sample.

— S

1 analyst: . 2" analyst: NSTENNTSADARIN
Sample Weight Response Assay Weight Response Assay
ne. [mg] [WV's] | [mgiblfim) | [mg] [WV's]  [mghbl fim)]
1 28002 400362 1002 | 280.23 395082 Y84
2 28034 W9 | 9938 280.67 395341 98.3
3 280.50 399515 99.9 280.41 395934 986
4 280.40 400305 100.0 280,77 197350 98.8
5 280.13 401931 100.4 28029 400758 5.8
6 280.08 400504 1 (W02 2R0.6&] F08ES0 092
Average — - 100. 1 : 089
RSD [%] - - 2 - - 0.57
95% confidence interval =99.8; 1003 - <0R.3; 99.4>
Reference | | 15.058 404471 - 16.261 410103 —
Reference 2 | 5.966 404939 — 16.800 425666 -

Difference between averages of two analysis A = 1.2 % 3 -
Acceptance criteria:

RSD: <2.0%

Ar=3.0%

Result: Complies

32



Validace metody v LC

Priklady z validacniho reportu:

b) LINEARITY

Analysis of 15 solutions of model samples consisting of placebo (100 % of the test concentration) with
different additions of reference standard(s) (20 %, 50 %, 70 %, 100 % and 130 % of the test concentration,
3 model samples per level).

Sample Level Concentration | Response | Residuals | Response ratio _
no. [% of the test concentration] | [uV-s] [WV's] | [uV's/% of the test conc.]
1 20.0 | 79976 03 | 3998
2 20 200 79911 | -65.3 . 3995
3 20.0 80205 228.7 4009
4 _ 50.0 202405 6711 4047
5 50 50.0 202796 -280.1 4055
6 - 50.0 202629 -447.1 4052
7 700 285201 58.4 4073
8 70 70.0 285680 5374 4080
9 70.0 285513 304 4078
10 100.0 408569 326.7 4085
11 100 100.0 409543 1300.7 4094
12 1000 407813 -429.3 4077
13 | 130.0 | 530825 | -517.1 4082
14 130 | 130.0 530836 5061 4082
15 _ 130.0 531436 93.9 4087
Average 4060
RSD [%] R 08
| Regression line y =4102x — 2090
| Residual sum of squares [uV-s] I 3729766
- Correlation coefficient r 1000 :
_Intercept by [%6 of signal at the test concentration] 0.51

Acceptance criteria:
Correlation coefficient r:= 0,999
Intercept b,.: <2 %

Result: Complies
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Validace metody v LC

Priklady z validacniho reportu:

¢) ACCURACY
Analysis of 15 solutions of model samples consisting of placebo (100 % of the test concentration) with

different additions of reference standard(s) (20 %, 50 %, 70 %, 100 % and 130 % of the test concentration.
3 model samples per level).

Sample | Level | Concentration RS added = Response | Determination | Recovery
no. [*o of the test concentration]  [pg/ml] [pV-s] [pg/ml] | [%]
1 20.0 1600 79976 15.74 98.4
2 20 20.0 . 16.00 7991 | 15.72 982
3 20.0 16.00 80205 15.78 98.6
4 500 4001 202405 | 39.83 99.6
5 50 50.0 4001 202796 3990 997
6 50.0 40.01 202629 | 39.87 99.7
7 L T0.0 56.01 | 285201 56.12 | 100.2
3 70 700 5601 | 285680 562l | 1004
9 70.0 5601 285513 56.18 100.3
10 _ 100.0 8002 | 408569 8039 | 1005
11 100 100.0 80.02 409543 80.58 _ 100.7
12 ~ 100.0 80.02 | 407813  §0.24 100.3
13 1300 104.02 330825 104.45 1004
14 130 1300 104.02 530836 10445 100.4
13 1300 _104.02 31436 104.57 | 1005
Average 99.9
RSD [%] 0.8
95% confidence interval - <98.8; 100.9=
Reference Weight [mg] - Response [pV's]
1 . 15.970 405895
2 _ 15.994 406333

Acceptance criterion:
Recovery: 98.0 — 102.0 %

Result: Complies
KEesull: Lompiies



Validace metody v LC

Priklady z validacniho reportu:

¢) ROBUSTNESS

ROBUSTNESS - CHROMATOGRAPHIC SEPARATION
The tollowing changes in chromatographic conditions were verified:

Different columns Column 1 Column 2
Retention times [min]:

- O 222 2.21

- NGO 2.56 2.54

= R S il 2.65 2.63

- A 2.79 2.77

- g R 2.9] 2.90

- AR 3.44 345
Symmetry factor of Winielmseneak 1.25 1.29
Symmetry factor of WRIRIR »eak 0.97 0.95

Column | = ACQUITY CSH Phenyl - Hexyl 1.7 pm, 2.1 x 100 mm, SN. 01053213315629
Column 2 = ACQUITY CSH Phenyl - Hexyl 1.7 um, 2.1 x 100 mm, S.N. 01043209715828

pH of a component A of mobile phase 2.3 _ 2.5 2.7
Retention times [min]:

b 2.02 2.22 2.40

- NN 2.51 2.56 2.61

- N e 2.61 2.65 2.70

- il 2.75 2.79 2.83

- il 2.87 2.91 2.95

R ek 3.43 3.44 3.45

Symmetry factor of iseDcak 1.25 1.25 1.28

Symmetry factor of s peak .60 0.97 0.82



/mena metody a revalidace

Kdy? — metoda nevyhovuje specifikaci, zména matrice, zména
analytU
Metoda nahle nevyhovuje specifikaci:

Transfer metody z vyvoje do rutiné pouzivané laboratore

Instrumenty od jinych vyrobcu (mrtvy objem)

Zmeéna ucinnosti kolony v Case

Jina sarze kolony

Nutna revalidace??



High Performance Liquid Chromatography

Column length
Internal diameter

Particle size

Flow rate

Column temperature

Injection volume

pH

UV wavelength

Conc. of salts in buffer
Composition of

mobile phase

USP

+70%

Can be adjusted if linear
velocity is kept constant
Reduction of 50%,

no increase

+50%

or more as long as linear
velocity is kept constant
+10C

May be decreased (if
LOD and repeatability ok.)
+0.2 units

No adjustment permitted
+10%

Minor components
(<b0%)

+30% relative or £10% ab-

/meéena metody a revalidace

EP

+/0%
+25%

Reduction of 50%,
no increase
+50%

+10%

Max 60 C

May be decreased (if
LOD and repeatability ok.)
+0.2 (+1% for

neutral substances)

No adjustment permitted
+10%

Minor components

+30% relative or £2% ab-

solute whichever is smaller solute whichever is larger
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System
suitability
test
yes [:unt.inue
Pass? with

. sample analysis

J' 1o yes i

Adjust a0

method < Pass?
parameters

Changes yes Continue
in permitted » with

rang? sample analysis
l no ‘r
yes

Partial or full . Document
revalidation run system

suitability test
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Revalidace:

- Mimo akceptacni kritéria a mimo USP a EP kritéria
- Analyza novych latek mimo puvodné zamysleny ucel

- Zmeéna matrice vzorku



Transfer analytické metody

Pri prechodu z vyvoje do QC laboratofi, v rdmci rlznych firem
apod.

Porovnavaci testy:

- Analyza reprezentativnich vzorku v obou laboratofich
- Zameéreni na kritické parametry metody

- Detailni predavaci protokol, dokumentace pro implementaci

metody, dobra komunikace mezi laboratoremi

- Zvoleni si akceptacnich kritérii pro transfer metody



