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Priekšvārds
Šis ievads ir paredzēts (bio-)farmaceitisko, pārtikas, ķīmijas, vides un citu reglamentētu laboratoriju vadītājiem un analītiķiem, lai sniegtu palīdzību saistībā ar visiem analītisko metožu validēšanas aspektiem. Plašie attiecīgo noteikumu, kvalitātes standartu un vadlīniju izklāsti būs noderīgi gan kvalitātes vadītājiem un darbiniekiem, gan reglamentēšanas jomas profesionāļiem. Ievadā ir aprakstītas stratēģijas un doti konkrēti ieteikumi jauno, iestādes izstrādāto metožu validēšanai, kā arī atzīto un standartos minēto metožu verificēšanai.
Izlasot šo darbu, lasītāji iegūs
• pārskatu par regulatīvo un kvalitātes standartu prasībām,
• pieejamās literatūras sarakstu,
• informāciju par īstenošanas stratēģijām,
• informāciju par testēšanas raksturlielumiem, apstiprināšanas kritērijiem un testēšanas apstākļiem,
• ieteikumus saistībā ar specifiskiem gadījumiem, piemēram, bioanalītisko metožu validēšanu, atzīto metožu verificēšanu un analītisko metožu nodošanu.
Šajā ievadā aprakstītās koncepcijas un metodes ir manis izstrādātas, un tās var neatbilst Agilent vai Labcompliance pieņemtajai stratēģijai.
Daļa tekstuālās informācijas un attēlu, kas ir izmantoti šajā ievadā, ir aizgūta no Dr. Ludviga Hūbera [Ludwig Huber] sagatavotās rokasgrāmatas ar izdevēja INFORMA HEALTHCARE, Ņujorkā, atļauju.
• L. Hūbers. Metožu validēšana un kvalificēšana analītiskajās laboratorijās [L. Huber, Validation and Qualification in Analytical Laboratories], Interpharm, Informa Healthcare, Ņujorka, 2007. gads
Attiecīgā teksta un attēlu autortiesības pieder izdevējam.
Noteikumi un kvalitātes standarti ir mainīgi. Tos atjaunina reizi dažos gados. Īstenošanas vadlīnijas, ko izstrādā regulatīvās iestādes un nozares organizācijas, tiek izdotas biežāk, jo šodienas sasniegumi var nebūt aktuāli rīt.
Svarīgi ir laikus atjaunināt visu informāciju, un to ir iespējams paveikt, tikai izmantojot tiešsaistes informācijas apmaiņas līdzekļus, piemēram, internetu. Tāpēc es iesaku izmantot šīs tīmekļa vietnes, kurās tiek regulāri atjaunināta informācija par kvalitātes standartiem, kas attiecas uz laboratorijām:
http://www.fda.gov
(noteikumi un konkrētas vadlīnijas analītisko metožu un procedūru validēšanai)
http://www.agilent.com/chem/pharmaqaqc
(Agilent tīmekļa vietne, kas veltīta kvalitātes nodrošināšanai un kontrolei farmaceitiskās ķīmijas nozarē un kur tiek publicēti ikmēneša apkārtraksti par aktualitātēm šajā jomā)
http://www.labcompliance.com
(regulāri atjaunināta tīmekļa vietne, kurā ir palīglīdzekļi un daudz atsauču par visiem jautājumiem, kas saistīti ar laboratoriju atbilstību prasībām un to darba kvalitāti)
Dr. Ludvigs Hūbers [Ludwig Huber]
Galvenais konsultants saistībā ar Pārtikas un zāļu pārvaldes (FDA) prasību izpildi ārvalstu uzņēmumiem
Labcompliance
ludwig_huber@labcompliance.com
1. nodaļa
Ievads
Ievads
Visu analītisko mērījumu mērķis ir iegūt saskanīgus, uzticamus un precīzus datus. Šā mērķa sasniegšanā būtiska nozīme ir validētām analītiskām metodēm. Metožu validēšanas rezultātus var izmantot, lai izvērtētu analītisko rezultātu kvalitāti, uzticamību un atbilstību, un tas ir būtiski ikvienai labai analītiskai praksei. Analītisko metožu validēšanu ir prasīta arī lielākā daļā noteikumu un kvalitātes standartu, kas attiecas uz laboratorijām.
Analītisko metožu validēšana, verificēšana vai atkārtota validēšana ir jāveic šādos gadījumos:
• pirms to sākotnējās izmantošanas regulāros testos;
• pēc to nodošanas citai laboratorijai;
• vienmēr, kad mainās apstākļi vai tie metodes raksturlielumi, saistībā ar kuriem metode ir validēta (piemēram, tiek izmantoti instrumenti ar atšķirīgiem raksturlielumiem vai arī paraugi ar atšķirīgu matrici), un tā rezultātā mainās metodes sākotnējā darbības joma.
Metožu validēšanai ir pievērsta liela uzmanība rūpniecisko komiteju un regulatīvo iestāžu izdotajā literatūrā. Šajā nodaļā ir vispārīgi aprakstīts tas, kā metodes validēšana palīdz iegūt augstākas kvalitātes datus (ir arī citi faktori, kas tiks izklāstīti vēlāk).
1.1. Literatūras pārskats
Šajā dokumentā ir aprakstītas koncepcijas un stratēģijas, kas paredzētas, lai ieviestu metožu validēšanu. Tajā nav sīkāk aprakstīta metožu validēšana. Tomēr saistībā ar šo jautājumu ir pieejams plašs informācijas un vadlīniju klāsts, kas ir dažādu darba grupu un atsevišķu autoru darba rezultāts. Šajā nodaļā ir šīs literatūras pārskats. Papildu atsauces uz literatūru, kurā ir informācija par konkrētiem jautājumiem, piemēram, analītisko metožu nodošanu, kā arī informācija par konkrētiem raksturlielumiem, ir dotas attiecīgajās nodaļās.
• Valsts Ķīmijas laboratorija [Laboratory of the Government Chemist] (LGC) ir izstrādājusi vadlīnijas iekšējai metožu validēšanai1. Tajās ir izklāstītas attiecīgās laboratoriju akreditācijas prasības.
• ASV Pārtikas un zāļu pārvalde ir izstrādājusi divas vadlīnijas izmantošanai nozarē: vienu analītisko metožu validēšanai2, otru – bioanalītisko metožu validēšanai3.
• Starptautiskā konference par tehnisko prasību saskaņošanu cilvēkiem paredzēto farmaceitisko produktu reģistrācijai (ICH) ir publicējusi divas vadlīnijas metožu validēšanai. Q2A4 ir aprakstīta astoņu validēšanā vērā ņemamo validēšanas raksturlielumu terminoloģija un definīcijas. Q2B5 ir veltīta metodoloģijai, bet atļauj elastīgu piemērošanu, uz ko norāda šis citāts: “Validēšanas procedūras izvēle ir pieteikuma iesniedzēja ziņā, un izvēlētajai kārtībai ir jābūt piemērotai tā izstrādājumam.”
• Starptautiskā Teorētiskās un praktiskās ķīmijas apvienība (IUPAC)6 ir izdevusi “Saskaņotās vadlīnijas analīzes metožu validēšanai vienā laboratorijā” [Harmonized Guidelines for Single-Laboratory Validation of Methods of Analysis].
• EURACHEM7 ir izdevusi sīki izstrādātas metožu validēšanas vadlīnijas. Tās ir vissīkāk izstrādātās oficiālās vadlīnijas attiecībā uz metožu validēšanas teoriju un praksi. Tās galvenokārt ir paredzētas ISO/IEC akreditētām laboratorijām, bet, tā kā tās ir visaptverošas, tās ir arī labs informācijas avots (bio-)farmaceitiskajām laboratorijām.
• Hūbers8 ir autors analītiskajām laboratorijām paredzētai validēšanas rokasgrāmatai, kurā viena nodaļa ir veltīta metožu validēšanai.
• Starptautiskā Oficiālo ķīmiķu analītiķu asociācija (AOAC)9 ir publicējusi tehnisko dokumentu analītisko metožu verificēšanai ISO 17025 akreditācijas iegūšanas vajadzībām.
• Višvanatans [Viswanathan] kopā ar līdzautoriem10 ir izstrādājis bioanalītisko metožu validēšanas pārskatu.
1.2. Terminoloģija: validēšana un verificēšana
Par terminiem “validēšana” un “verificēšana” saistībā ar analītiskām metodēm ir daudz diskutēts, un termini tiek lietoti kā sinonīmi. Atšķirība starp tiem vislabāk ir raksturota ASV farmakopejas (USP) 1225. un 1226. nodaļā. 1225. nodaļas11 nosaukums ir “Atzīto metožu validēšana”. Tajā ir aprakstīta analītisko metožu validēšana, un ir norādīti ievadā minētie validēšanas raksturlielumi. Šo darbību rezultāts ir konkrēta parauga vajadzībām validēta metode. Šī procedūra ir ieteicama attiecīgajā laboratorijā izstrādāto metožu validēšanai.
1226. nodaļas12 nosaukums ir “Atzīto metožu verificēšana”. Tajā ir ieteikumi saistībā ar atzītajām metodēm, lai pierādītu laboratorijas spēju metodi veiksmīgi izmantot. Metodes tiek verificētas arī metožu nodošanas gadījumā, un to veic saņēmēja laboratorija. Atzīto metožu verificēšana un metožu nodošana plašāk tiks izklāstīta turpmāk šajā dokumentā.
1.3. Datu kvalitātes faktori laboratorijās
Analītiskās procedūras validēšanas mērķis ir parādīt tās “piemērotību paredzētajam nolūkam”. Analītisko mērījumu veikšanas mērķis ir iegūt precīzus un uzticamus datus. To nevar panākt tikai ar metodes validēšanu, bet metožu validēšanai ir jābūt integrētai analītisko mērījumu kvalitātes nodrošināšanas sistēmā. Tas ir skaidri pateikts USP 1058. nodaļā, kas veltīta analītisko instrumentu kvalificēšanai13. Nodaļas sākumā tiek uzsvērts dažādu datu kvalitātes faktoru nozīmīgums laboratorijās. Tajā ir arī izskaidrots, kāpēc sistēmas piemērotības testēšana vai kvalitātes kontroles karšu analīze nav pietiekama, lai nodrošinātu derīgus analītiskus rezultātus. Tikpat svarīga ir instrumentu kvalificēšana un metožu validēšana.
1. attēlā ir parādītas dažādas datu kvalitātes sistēmas daļas. analītisko instrumentu kvalificēšana, analītisko metožu validēšana, sistēmas piemērotības testēšana un analītiskās kvalitātes kontrole, izmantojot kvalitātes kontroles paraugus.
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	Verificē parauga analīzes precizitāti
	Verifies accuracy of sample analysis

	Apliecina, ka sistēma darbojas, kā analītiķis paredzējis
	Verifies that the system performs according to analyst’s expectations

	Pierādījums, ka analītiskā procedūra darbojas tā, kā paredzēts
	Proof that analytical procedure does what it is intended to do

	Pierādījums instrumenta piemērotībai paredzētajam mērķim
	Proof suitability of the instrument for intended use

	Kvalitātes kontroles pārbaudes
	Quality control checks

	Sistēmas piemērotības pārbaudes
	System suitability tests

	Analītisko metožu validēšana
	Analytical methods validation

	Analītiskā instrumenta kvalificēšana
	Analytical instrument qualification


1. attēls
Analītisko datu kvalitātes sastāvdaļas.
Instrumenta kvalificēšana ietver raksturlielumu definēšanu, testēšanu un apstiprināšanu, tādējādi pārliecinoties, ka instruments ir piemērots validējamām metodēm. Pēc tam, izmantojot kvalificētus instrumentus, tiek validētas analītiskās metodes, lai pierādītu, ka tās darbojas, kā paredzēts. Šis process nav atkarīgs no konkrēta instrumenta. Ja ir vajadzība izmantot metodi, lietojot citu piegādātāju instrumentus, metode ir jāvalidē arī ar šiem instrumentiem.
Attiecīgo instrumentu pēc tam izmanto kopā ar attiecīgo metodi, veicot sistēmas piemērotības pārbaudes. Sistēmas piemērotības raksturlielumi ir jānosaka metodes validēšanas laikā. Veiksmīgas sistēmas piemērotības pārbaudes nodrošina, ka visa sistēma attiecīgajos pārbaužu apstākļos darbojas tā, kā paredzējis analītiķis.
Augstākā testēšanas pakāpe ir kvalitātes kontroles paraugu analīze. Tiek analizēti standarti vai paraugi ar zināmiem daudzumiem, un testēšanas rezultāti tiek salīdzināti ar šiem daudzumiem.
Metodes validēšanu veic starp analītiskā instrumenta kvalificēšanu un sistēmas piemērotības pārbaudēm, un tā ir saistīta ar visiem pārējiem kvalitātes faktoriem. Metodes validē, izmantojot kvalificētus instrumentus. Metodes validēšanas laikā ir jādefinē sistēmas piemērotības un kvalitātes kontroles pārbaudes raksturlielumi un apstiprināšanas kritēriji.
2. nodaļa
Noteikumi un kvalitātes standarti
Noteikumi un kvalitātes standarti
Noteikumos un kvalitātes standartos, kas attiecas uz analītiskajām laboratorijām, ir noteikta prasība validēt analītiskās metodes. Noteikumos termins “validēšana” var būt lietots tieši, norādot konkrētus raksturlielumus, vai arī netieši, piemēram, formulēts šādi: “testēšanas metodēm ir jābūt piemērotām to paredzētajam mērķim.” Šajā nodaļā ir sniegts svarīgāko noteikumu, kvalitātes standartu un oficiālo vadlīniju pārskats. Dažādu organizāciju sniegto vadlīniju apjoms saistībā ar validēšanas prasībām ir ļoti atšķirīgs, bet validēšanas mērķis vienmēr ir iegūt derīgus testēšanas rezultātus. Tas ir svarīgi, lai nodrošinātu to izstrādājumu kvalitāti un drošību, kuru raksturlielumu mērīšanā tiek izmantota analītiskā metode.
2.1. ASV Pārtikas un zāļu pārvalde (FDA)
Analītisko metožu validēšana ir būtiska, lai nodrošinātu atbilstību “Pašreizējās labas ražošanas prakses” [Current Good Manufacturing Practice] (cGMP)14 un “Labas laboratorijas prakses” [Good Laboratory Practice] (GLP) noteikumiem. ASV cGMP 211.165. punkta e) apakšpunktā un 211.194. punktā ir noteiktas prasības validēšanai:
• 165. punkta e) apakšpunkts: “Uzņēmuma izmantoto testēšanas metožu ticamība, jutība, specifika un atkārtojamība ir jānosaka un jādokumentē. Šādu validēšanu un dokumentēšanu var veikt saskaņā ar 194. punkta a) apakšpunkta 2) punktu.”
• 194. punkta a) apakšpunkta 2) punkts: “Laboratorijas pierakstos ir jābūt katras parauga testēšanai izmantotās metodes aprakstam. Aprakstā ir jābūt norādei par tādu datu atrašanās vietu, kas pierāda, ka parauga testēšanā izmantotās metodes atbilst attiecīgajiem precizitātes un uzticamības standartiem, kas attiecas uz testējamo izstrādājumu. Visu izmantoto testēšanas metožu piemērotība ir jāverificē faktiskajos lietojuma apstākļos.”
• 194. punkta b) apakšpunkts: “Jāsaglabā visi pieraksti par jebkuriem testēšanā izmantotās analītiskās metodes pārveidojumiem. Šādos pierakstos jānorāda pārveidojumu iemesls un dati, kas vajadzīgi, lai pierādītu, ka rezultāti attiecībā uz testējamo materiālu pēc pārveidojumu izdarīšanas ir tikpat precīzi un uzticami kā tie, kas pirms tam iegūti ar noteikto metodi.”
• FDA GLP 21. CFR noteikumu 58. daļā15 nav minēts termins “validēšana”, bet inspektori var pieprasīt apskatīt validēšanas pētījumu saskaņā ar 58.113. daļu, kurā ir noteikts, ka “testēšana jāveic, izmantojot atbilstošas analītiskās metodes” un kurā vārds “atbilstošas” netieši norāda uz validēšanu. Arī FDA “Bioanalītisko metožu validēšanas norādījumos” [Guidance on Validation of Bioanalytical Methods]3 kā viena no to piemērošanas jomām ir minēta pirmsklīniskā toksikoloģija.
• FDA noteikumos par bioloģiskās pieejamības un bioloģiskās ekvivalences prasībām 21 CFR 320 [Bioavailability and Bioequivalence Requirements 21 CFR 320]16 29. punktā ir noteikts:
“a) ir jāpierāda, ka in vivo bioloģiskās pieejamības pētījumā izmantotā analītiskā metode, lai noteiktu zāļu aktīvās vai ārstnieciskās sastāvdaļas vai tās metabolīta(-u) koncentrāciju ķermeņa šķidrumos vai ekskrēcijas produktos, vai metode, kas izmantota, lai noteiktu akūtu farmakoloģisku ietekmi, ir precīza, tai ir pietiekama jutība, lai noteiktu zāļu aktīvās vai ārstnieciskās sastāvdaļas vai tās metabolīta(-u) koncentrāciju ķermenī.”
2.2. Sistēma sadarbībai farmaceitisko pārbaužu jomā [Pharmaceutical Inspection Cooperation Scheme] (PIC/S) un Eiropa
Sistēma sadarbībai farmaceitisko pārbaužu jomā (PIC/S) mērķis ir “vadīt saskaņotās “Labas ražošanas prakses” (GMP) standartu un inspekciju kvalitātes sistēmu starptautisko izstrādi, ieviešanu un uzturēšanu zāļu ražošanas jomā”.
Šis mērķis tiek sasniegts, izstrādājot un popularizējot saskaņotos GMP standartus un vadlīnijas, mācot kompetento iestāžu pārstāvjus, jo īpaši inspektorus, izvērtējot (un atkārtoti izvērtējot) inspekcijas un veicinot kompetento iestāžu un starptautisko organizāciju sadarbību un sakaru tīklu izveidošanu. Kopš 2009. gada novembra PIC/S ir 36 dalības iestādes, tostarp visu ES dalībvalstu kompetentās iestādes. Dalībai PIC/S ir pieteikušās iestādes no vairākām valstīm, piemēram, ASV Pārtikas un zāļu pārvalde. Ir ticams, ka jaunās dalībvalstis, kurām nav savu GMP noteikumu, pārņems PIC/S GMP17, jo tie ir ļoti līdzīgi ES GMP direktīvām18.
Piemēram, prasība validēt analītiskās metodes ir izvirzīta abu dokumentu 6.1.5. punktā identiskā redakcijā:
• Analītiskās metodes jāvalidē. Visas tirdzniecības atļaujā aprakstītās testēšanas darbības jāveic saskaņā ar apstiprinātajām metodēm.
Vairāk informācijas par inspektora prasībām ir PIC/S “Laboratoriju pārbaužu norādījumu” [Laboratory Inspection Guide] 8.7. punktā19. Norādījumos ir dots saraksts ar jautājumiem, kurus inspektori uzdod, pārbaudot kvalitātes kontroles laboratorijas. Tie ir šādi:
• Vai validēšanas pamatplānā ir paredzēta metožu validēšana?
• Vai ir izveidota vispārēja standarta darba procedūra (SOP) metožu validēšanai, un vai validēšanas ziņojums ir oficiāli apstiprināts?
• Vai ir norādīts validēšanas nolūks?
• Vai validēšana ir pabeigta un dokumentēta katra raksturlieluma protokolā tā, kā to nosaka ICH5?
• Vai visos protokolos ir noteikti un izpildīti pieņemšanas kritēriji?
• Vai pastāv standarta darba procedūra analītisko metožu nodošanai?
2.3. Starptautiskās saskaņošanas konference [International Conference for Harmonization] (ICH)
Starptautiskās saskaņošanas konference (ICH) tika sasaukta 1990. gadā, lai sapulcinātu Eiropas, Japānas un ASV regulatīvās iestādes un trīs reģionu farmācijas jomas ekspertus pārrunāt izstrādājumu reģistrācijas zinātniskos un tehniskos aspektus.
ICH publicē vadlīnijas, ko dalībvalstis (piemēram, Eiropā) iekļauj likumos vai to iestādes (piemēram, ASV Pārtikas un zāļu pārvalde) iesaka lietot kā vadlīnijas.
Viens no svarīgākajiem ICH dokumentiem ir “Labas prakses rokasgrāmata aktīvo farmaceitisko vielu ražošanai” [GMP Guide for Active Pharmaceutical Ingredients]20. Prasības metožu validēšanai ir noteiktas 12. nodaļā.
• Analītiskās metodes jāvalidē, ja vien izmantotā metode nav iekļauta attiecīgajā farmakopejā vai citās atzītās standartu atsaucēs. Visu izmantoto testa metožu piemērotība tomēr jāpārbauda faktiskajos apstākļos un jādokumentē.
• Veiktās analītiskās validēšanas pakāpei jāatspoguļo analīzes mērķis un attiecīgais aktīvo farmaceitisko vielu (AFV) ražošanas procesa posms.
• Pirms analītisko metožu validēšanas jāapsver vajadzība attiecīgi kvalificēt analītiskās iekārtas.
2.4. ASV farmakopeja (USP)
ASV farmakopejā (USP) ir izstrādāta metodoloģija konkrētam lietojumam, kā arī tā ietver vispārīgās nodaļas par dažādiem analītiskiem aspektiem FDA reglamentētajā jomā. Saskaņā ar Federālā pārtikas, zāļu un kosmētikas likuma 501. punktu USP metodoloģija ir juridisks standarts. USP ir izstrādātas divas vispārīgas nodaļas, kas attiecas uz metožu validēšanu, un viena nodaļa, kurā ir informācija par tām pieļaujamām pārmaiņām metodē, kas nerada vajadzību to validēt atkārtoti.
• 1225. nodaļa “Atzīto metožu validēšana”11. Šajā nodaļā ir aprakstīti raksturlielumi, ko izmanto jaunu metožu validēšanai. Ieteikumus var izmantot farmaceitisko laboratoriju izstrādāto metožu validēšanā.
• 1226. nodaļa “Atzīto metožu verificēšana”12. Šī nodaļa ir sagatavota laboratorijām, kas ievieš atzītās un standartos aprakstītās metodes. Ieteikumi ir noderīgi arī laboratorijām, kas ievieš citās laboratorijās izstrādātas validētas metodes.
• 621. nodaļa “Hromatogrāfija”21. Šajā nodaļā ir noderīgi ieteikumi par to, cik lielas pārmaiņas var veikt gāzu hromatogrāfijas (GC) un augstas efektivitātes šķidrumu hromatogrāfijas (HPLC) metodēs, neradot vajadzība tās atkārtoti validēt.
2.5. ISO/IEC 17025
ISO/IEC 17025 ir svarīgākais ISO standarts ķīmiski analītiskām laboratorijām22. Tajā ir noteiktas vispārējās kompetences prasības testēšanas un/vai kalibrēšanas veikšanai. Standartu bieži izmanto kā kvalitātes sistēmu vides, pārtikas, ķīmisko un klīnisko testu laboratorijās. To izmanto, lai novērtētu laboratorijas, kas cenšas iegūt akreditāciju.
Standartā ir daudz prasību, kas ir saistītas ar šā ievada tematu. Svarīgākās ir 5.4.5. punktā:
• Laboratorijai ir jāvalidē nestandarta metodes, laboratorijā sagatavotas un izstrādātas metodes, metodes, kas tiek izmantotas ārpus tām sākotnēji paredzētās jomas, kā arī standarta metožu paplašināšana un mainīšana, lai apstiprinātu metožu piemērotību paredzētajam lietojumam.
• Pirms testēšanas vai kalibrēšanas sākšanas laboratorijai ir jāpierāda, ka tā var pienācīgi izmantot standarta metodes.
• Tad, kad tiek ieviestas pārmaiņas validētās nestandarta metodēs, šādu pārmaiņu ietekme ir jādokumentē un attiecīgā gadījumā validēšana ir jāveic no jauna.
• Ja attiecīgā parauga testēšanai ir pieejamas standarta metodes, jāizmanto standarta jaunākā redakcija.
• Validēšana ietver prasību definēšanu, metodes raksturlielumu noteikšanu, pārbaudi, vai, izmantojot metodi, ir iespējams izpildīt noteiktās prasības, kā arī paziņojumu par metodes derīgumu.
• Laboratorijā izstrādātas metodes validēšanā ir jāņem vērā šādi raksturlielumi: kvalitatīvās noteikšanas robeža, kvantitatīvās noteikšanas robeža, ticamība, selektivitāte, linearitāte, atkārtojamība vai reproducējamība un robustums.
Pretēji noteikumiem šis standarts ir diezgan konkrēts. Lai gan šobrīd farmaceitiskās laboratorijas šo standartu nav plaši atzinušas, validēšanas speciālistiem ir ieteicams to izmantot, izstrādājot metodes validēšanas procedūru, un pārņemt ieteikumus, kas attiecas uz konkrēto lietojumu.
3. nodaļa
Metožu validēšanas raksturlielumi un testi
Metožu validēšanas raksturlielumi un testi
Saskaņā ar USP 1225. nodaļu analītiskās metodes ir jāvalidē, izmantojot testēšanu laboratorijā: “Analītiskās procedūras validēšana ir process, kurā ar laboratorijas pētījumu tiek noteikts, ka procedūras darbības raksturlielumi atbilst paredzētā analītiskā lietojuma prasībām.” Prasības laboratorijas testiem, lai validētu metodi, ir definētas dažādās valstu un starptautisku komiteju darba grupās un aprakstītas attiecīgajā literatūrā. Diemžēl dažādas organizācijas šīs prasības ir definējušas atšķirīgi. Tāpēc laboratorijās ir jābūt vārdnīcai, kurā ir dotas definīcijas saskaņā ar šo laboratoriju izpratni par konkrēto terminu. Standartizēšanas nolūkā ASV, Eiropas un Japānas farmācijas jomas un regulatīvo iestāžu pārstāvji ICH ir definējuši raksturlielumus, prasības un metodoloģiju analītisko metožu validēšanai. Šie ICH un citu organizāciju un autoru definētie raksturlielumi ir apkopoti 2. attēlā un īsi raksturoti turpmākajās nodaļās.
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2. attēls
Metožu validēšanas raksturlielumi saskaņā ar ICH, USP un ISO 17025.
3.1. Specifiskums/selektivitāte
ICH specifiskumu ir definējusi kā “spēju nepārprotami novērtēt analizējamo vielu tādu vielu klātbūtnē, kuru klātbūtne ir paredzama. Parasti šīs vielas varētu būt piemaisījumi, noārdošas vielas, matrice u. tml.”. USP 1225. nodaļā ir norāde uz to pašu definīciju, bet ir arī piebilde, ka citas respektablas iestādes, piemēram, IUPAC un AOAC, šo pašu nozīmi izmanto attiecībā uz terminu “selektivitāte”. Tādējādi termins “specifiskums” tiek izmantots tikai saistībā ar tām procedūrām, kurās tiek iegūta reakcija tikai no vienas analizējamās vielas. ISO/IEC, visticamāk, ir līdzīga izpratne, jo standartos metodei ir izvirzīta prasība būt “selektīvai”, nevis specifiskai. Mūsu mērķis ir atšķirt un kvantitatīvi noteikt analizējamā savienojuma reakciju, nevis pārējo vielu reakciju.
Analītiskie paņēmieni, ar kuriem var mērīt analizējamās vielas reakciju visu potenciālo parauga sastāvdaļu klātbūtnē, ir jāizmanto specifiskuma validēšanā. Ne vienmēr ir iespējams pierādīt, ka atsevišķa analītiska procedūra ir specifiski piemērota attiecīgajai analizējamajai vielai. Šajā gadījumā ir ieteicams izmantot divas vai vairākas analītiskās procedūras, lai panāktu vajadzīgo nošķiršanas pakāpi. Farmaceitiskajās laboratorijās bieži izmantots paņēmiens ir augstas efektivitātes šķidrumu hromatogrāfija (HPLC) un daļēji arī gāzes hromatogrāfija (GC). Praksē tas notiek šādi. Tiek sagatavots testa maisījums, kurā ir analizējamā viela un visas iespējamās parauga sastāvdaļas. Rezultāts tiek salīdzināts ar analizējamās vielas reakciju. Farmaceitisko testu maisījumos sastāvdaļas var radīt sintēzes starpsavienojumi, palīgvielas un noārdīšanās produkti. Noārdīšanās produktu rašanos var paātrināt, mainot paraugā notiekošās reakcijas līdzsvaru (piemēram, paaugstinot temperatūru, mitruma īpatsvaru vai apgaismojumu).
Specifiskumu šķidrumu hromatogrāfijā iegūst, izvēloties optimālas kolonnas un iestatot hromatogrāfiskos apstākļus, piemēram, kustīgās fāzes sastāvu, kolonnas temperatūru un detektora viļņa garumu. Papildus hromatogrāfiskai nošķiršanai parauga sagatavošanas posmu var optimalizēt labākas selektivitātes panākšanai.
Hromatogrāfijā ir grūti pārliecināties, vai parauga hromatogrammas pīķi norāda uz parauga tīrību vai arī tos veido vairāki savienojumi. Analītiķim ir jāzina, cik savienojumu ir paraugā, un tas ne vienmēr ir iespējams. Tāpēc ir jāizvērtē analizējamā savienojuma pīķa tīrība.
Lai gan kādreiz tika mainīti tādi hromatogrāfiskie raksturlielumi kā kustīgās fāzes sastāvs vai kolonna, pašreizējā praksē ir pieņemts izmantot spektroskopiskos detektorus, kas tieši savienoti ar hromatogrāfu. Ultravioletās un redzamās gaismas diožu matrices detektori un masspektometri tiešsaistē uztver visu hromatogrammas spektru. Salīdzina spektrus, kas iegūti pīķa eluēšanas laikā. Ja spektri ir atšķirīgi, pīķi veido vismaz divi savienojumi.
Spektrālo detektoru izmantošanas pamatprincipi specifiskuma novērtēšanai ir parādīti 3. attēlā, šajā piemērā augstas efektivitātes šķidrumu hromatogrāfijai (HPLC) izmantojot ultravioletā un redzamā spektra diožu matrices detektoru. Attēlā ir parādīti specifiskās un nespecifiskās hromatogrāfiskās metodes piemēri. Abi pīķi izskatās ļoti līdzīgi. No pīķa formas nav nepārprotami nosakāms, vai to veido viens vai vairāki savienojumi.
Abos piemēros ir izmantoti ultravioletā spektra pīķa kāpuma un krituma dati, tie ir normalizēti un salīdzināti. Kreisās puses piemērā spektri ir identiski, norādot, ka pīķi veido viens savienojums vai ka pīķis ir spektrāli tīrs. Labajā pusē attēlotajā piemērā ir skaidri redzams, ka pīķis nav spektrāli tīrs, un to pierāda divi atšķirīgi ultravioletās gaismas spektri. Modernie diožu matrices detektori spektru salīdzina automātiski un izdrukā katra pīķa atbilstības koeficientu. Tas kopā ar grafisko vizualizēšanu palīdz novērtēt selektivitāti, neradot papildu noslogojumu.
[image: image3.png]Wpsctra
e




	Ultravioletās gaismas spektri
	UVspectra

	Kāpums
	Upslope

	Kritums
	Downlope

	Tīrs pīķis
	Pure peak

	Pīķis vielai ar piemaisījumiem
	Impure peak


3. attēls.
Identiski spektri pīķa daļā norāda uz pīķa spektrālo tīrību (pa kreisi).
Atšķirīgi pīķi norāda, ka pīķis nav spektrāli tīrs (pa labi).
Ultravioletās un redzamās gaismas diožu matrices detektoriem ir ierobežojumi, ja kopīgi eluētu savienojumu spektri ir ļoti līdzīgi, un tas var notikt īpaši tad, ja tiek salīdzināti metabolīti ar to izcelsmes savienojumiem. Šajā gadījumā ir vēlams izmantot selektīvu masspektometrisko detektoru, kas pievienots HPLC iekārtai. Masspektrometriskie detektori parasti nodrošina konkrētākus rezultātus nekā ultravioletās gaismas spektra detektori, un parasti tieši tie būtu jāizmanto hromatogrāfiskajā selektivitātes novērtējumā. Piemērs rezultātiem, kas iegūti ar HPLC iekārtai pievienotu masspektometru, ir parādīts 4. attēlā. Iegūtie atšķirīgie masas spektri dažādās pīķa daļās ar noteiktu minimālo vērtību 4,86 norāda, ka pīķa spektrs nav tīrs.
Selektivitātes pētījumos ir jānovērtē arī traucējumi, ko var radīt parauga matrice, piemēram, urīns, asinis, augsne, ūdens vai pārtika. Ar uzlabotas parauga sagatavošanas palīdzību var atbrīvoties no lielākās daļas matrices sastāvdaļu. Kvantitatīvas metodes gadījumā matrices traucējumu neesamība ir jāpierāda, veicot vismaz piecu neatkarīgu kontroles matrices avotu paraugu analīzi.
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4. attēls.
Masas spektri, kas iegūti dažādās pīķa daļās ar noteiktu minimālo vērtību 4,86, parāda, ka pīķis nav spektrāli tīrs.
3.2. Precizitāte
ICH definē analītiskās procedūras precizitāti kā atbilstības pakāpi (izkliedes pakāpi) starp dažādiem mērījumiem, kas veikti dažādiem paraugiem, kuri iegūti no viena viendabīga parauga noteiktos apstākļos. Precizitāti var apskatīt trijos līmeņos: atkārtojamība, starpprecizitāte un reproducējamība.
• Atkārtojamība raksturo precizitāti vienādos darba apstākļos īsā laikposmā. Atkārtojamību sauc arī par iekšējās pārbaudes precizitāti.
• Starpprecizitāte raksturo atšķirības laboratorijā, kas tiek novērotas dažādās dienās, strādājot dažādiem analītiķiem, izmantojot atšķirīgu aprīkojumu u. tml.
• Reproducējamība raksturo atšķirības starp laboratorijām (sadarbībā veikti pētījumi, kas parasti tiek veikti, lai standartizētu metodoloģiju).
ICH5 prasa, lai atkārtojamība tiktu pārbaudīta, izmantojot vismaz sešus replicētus paraugus testējamā parauga 100 procentu koncentrācijā vai vismaz deviņus replicētus paraugus, kas aptver visu norādīto koncentrācijas diapazonu. Piemēram, rezultātus var iegūt trīs koncentrācijas pakāpēs, katras koncentrācijas gadījumā veicot trīs iesmidzināšanas.
Starpprecizitāti nosaka, salīdzinot rezultātus, kas iegūti, izmantojot vienu metodi vienā laboratorijā vairākas dienas. Metodes starpprecizitāte var atspoguļot neatbilstības rezultātos, ko izraisījuši šādi faktori:
• cits personāls;
• nekonsekventa darba prakse;
• dažādu instrumentu izmantošana;
• dažādu piegādātāju piegādāto reaģentu un standartu atšķirības;
• dažādu partiju kolonnas;
• vairāki minētie faktori.
Starpprecizitātes validēšanas mērķis ir pārliecināties, ka vienā un tajā pašā laboratorijā metode pēc tās izstrādes posma beigām nodrošina tos pašus rezultātus.
Reproducējamības mērķis ir pārliecināties, ka metode ļauj sasniegt tos pašus rezultātus dažādās laboratorijās. Analītiskās metodes reproducējamību nosaka, analizējot no homogēnām partijām iegūtas alikvotas dažādās laboratorijās, piesaistot dažādus analītiķus. Turklāt piemēro tipiskas darba un vides atšķirības, kas nepārsniedz noteiktās raksturlielumu diapazona robežas. Reproducējamības validēšana ir svarīga, ja metodi ir paredzēts izmantot dažādās laboratorijās. Faktori, kas var ietekmēt reproducējamību, ir istabas temperatūras un gaisa mitruma atšķirības vai aprīkojums ar atšķirīgiem raksturlielumiem, piemēram, HPLC sistēmas aizkaves ilgums, no atšķirīgiem piegādātājiem iegūtas vai atšķirīgu partiju kolonnas, kā arī personāls ar atšķirīgu pieredzi un rūpīguma pakāpi.
3.3. Ticamība un atgūšanas koeficients
ICH analītiskās procedūras ticamību definē kā atbilstības pakāpi starp pieņemto patieso vērtību vai pieņemto atskaites vērtību un iegūto vērtību.
Ticamību var raksturot arī kā pakāpi, kādā sakrīt ar metodi iegūtie rezultāti un patiesā vērtība.
Patieso vērtību ticamības novērtēšanai var iegūt dažādos veidos. Viena no iespējam ir salīdzināt ar metodi iegūtos rezultātus ar rezultātiem, ko sniedz atzīta atskaites metode. Šīs pieejas gadījumā ir jābūt zināmai atskaites metodes nenoteiktībai.
Otrkārt, ticamību var novērtēt, analizējot paraugu ar zināmu koncentrāciju (piemēram, kontroles paraugu vai sertificētu atskaites materiālu) un salīdzinot iegūto vērtību ar patieso vērtību, kas paziņota, piegādājot materiālu. Ja sertificēti atskaites materiāli vai kontroles paraugi nav pieejami, tīrai parauga matricei var piejaukt zināmu vielas koncentrācijas daudzumu pēc svara vai tilpuma.
Pēc analizējamās vielas ekstrahēšanas no matrices un iesmidzināšanas analītiskā instrumentā, tās atgūto daļu var noteikt, salīdzinot ekstrahēto maisījuma reakciju ar reakciju, kas tiek iegūta, atskaites materiālu izšķīdinot tīrā šķīdinātājā. Tā kā šis ticamības novērtējums mēra parauga sagatavošanas efektivitāti, ir jācenšas pēc iespējas imitēt reālus parauga sagatavošanas apstākļus. Pareizas validēšanas gadījumā noteikto vielas atgūšanas koeficientu dažādām koncentrācijas pakāpēm var izmantot, lai koriģētu gala rezultātus.
Izvēlētajām koncentrācijas pakāpēm ir jābūt noteiktajā diapazonā un jāietver koncentrācijas pakāpes, kas atrodas tuvu kvantitatīvās noteikšanas robežai, vienai no koncentrācijas pakāpēm ir jāatrodas diapazona vidū un vienai – kalibrēšanas līknes augšpusē. Var arī izmantot kritiskā lēmuma vērtību kā koncentrācijas punktu, kurā ir jāsasniedz augstākā ticamības pakāpe.
ICH dokumentā par validēšanas metodoloģiju ir ieteikts ticamību novērtēt, izmantojot vismaz deviņus mērījumus vismaz trīs koncentrācijas pakāpēs, kas aptver noteikto diapazonu (piemēram, trīs koncentrācijas pakāpes ar trim replicētiem paraugiem katrai pakāpei). Ticamība ir jāatspoguļo kā atgūtās vielas procentuālā daļa pārbaudē, kurā ir zināms pievienotais analizējamās vielas daudzums paraugā, vai kā starpība starp vidējo un pieņemto patieso vērtību, norādot ticamības intervālus.
3.4. Linearitāte un kalibrēšanas līkne
ICH definē analītiskās procedūras linearitāti kā tās spēju (noteiktajā diapazonā) nodrošināt tādus testēšanas rezultātus, kas ir tieši proporcionāli analizējamās vielas koncentrācijai (daudzumam) paraugā.
Linearitāte ir jāpierāda, tieši izmantojot testējamo maisījumu (vai standarta maisījuma šķīdumu) vai arī atsevišķi sverot testējamā izstrādājuma sastāvdaļu sintētiskos maisījumus.
Linearitāti nosaka, veicot piecu vai vairāk standartizētu šķīdumu piecu vai sešu iesmidzināšanu virkni, kuru koncentrācija ir diapazonā no 80 līdz 120 procentiem no paredzētā koncentrācijas diapazona. Reakcijai ir jābūt tieši proporcionālai analizējamo vielu koncentrācijai vai arī proporcionālai atbilstoši pienācīgi pamatotiem matemātiskiem aprēķiniem. Rezultātiem piemērotā lineārās regresijas funkcijas grafikam koordinātu asis ir jākrusto pēc iespējas tuvu koordinātu sākumpunktam. Ja vietā, kur funkcijas grafiks šķērso kādu no asīm, tā vērtība būtiski atšķiras no nulle, ir jāpierāda, ka tas nekādi neietekmē metodes precizitāti.
Linearitāti bieži izvērtē grafiski, papildus matemātiskai izvērtēšanai vai tās vietā. Novērtējumu veic, vizuāli pārbaudot signāla augstuma diagrammu vai pīķa laukumu kā analizējamās vielas koncentrācijas funkciju. Tā kā novirzes no linearitātes reizēm ir grūti noteikt, var izmantot divas papildu grafiskās procedūras. Pirmā paredz atzīmēt novirzes no regresijas līnijas attiecībā pret koncentrāciju vai attiecībā pret koncentrācijas logaritmisko vērtību, ja koncentrācijas diapazons aptver vairākus desmitus. Lineāru diapazonu gadījumā, novirzēm ir jābūt vienlīdzīgi sadalītām starp pozitīvajām un negatīvajām vērtībām.
Cita pieeja paredz signāla datu sadalīšanu pēc attiecīgās koncentrācijas, iegūstot attiecīgo reakciju. Grafiks tiek zīmēts, attiecīgās reakcijas norādot uz y ass, bet koncentrāciju uz x ass logaritmiskā mērogā. Iegūtajai līnijai visā lineārajā diapazonā ir jābūt horizontālai. Augstākā koncentrācijā parasti būs novērojamas negatīvas atkāpes no linearitātes. Grafikā ievelk paralēlas horizontālas līnijas, kas apzīmē, piemēram, 95 procentus un 105 procentus no horizontālās līnijas augstuma. Metode ir lineāra līdz punktam, kurā iezīmētā attiecīgo reakciju līnija šķērso 95 procentu līniju. 5. attēlā ir salīdzinātas divas grafiskās novērtēšanas metodes, kurās izmanto HPLC.
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5. attēls.
Linearitātes grafisks attēlojums, izmantojot HPLC.
Jutības (reakcijas/daudzuma) attēlošana sniedz skaidru norādi par lineāro diapazonu. Daudzuma attēlošana logaritmiskā mērogā nodrošina būtisku priekšrocību, ja lineārie diapazoni ir lieli. Rc apzīmē konstantas reakcijas līniju.
ICH iesaka, paziņojot ticamības pakāpi, norādīt linearitātes līknes korelācijas koeficientu, regresijas funkcijas vērtību vietā, kur līnija šķērso y asi, regresijas līnijas slīpumu un atlikuma kvadrātu summu. Ziņojumā ir jāiekļauj, izmantojot datus izveidotais grafiks. Turklāt linearitātes novērtēšanai var būt noderīga faktisko datu punktu novirzes no regresijas līnijas analīze. Dažas analītiskās procedūras, piemēram, imūnanalīze, pēc jebkādas pārveides neuzrāda linearitāti. Šajā gadījumā analītiskā reakcija ir jāraksturo ar atbilstošu analizējamās vielas koncentrācijas (daudzuma) paraugā funkciju. Lai noteiktu linearitāti, ir ieteicams izmantot vismaz piecas koncentrācijas pakāpes. Citu pieeju izmantošana ir jāpamato.
3.5. Diapazons
ICH analītiskās procedūras diapazonu definē kā intervālu no analizējamās vielas zemākās koncentrācijas pakāpes (daudzuma) paraugā līdz augstākajai koncentrācijas pakāpei (daudzumam) paraugā, ieskaitot šīs koncentrācijas pakāpes, attiecībā uz kurām ir pierādīts, ka analītiskās procedūras precizitāte, ticamība un linearitāte ir pieņemama.
Analītiskās metodes diapazons ir intervāls no austākās pakāpes līdz zemākajai pakāpei (ieskaitot šīs pakāpes), kas ir noteiktas saskaņā ar precizitātes, ticamības un linearitātes prasībām, izmantojot dokumentēto metodi. Diapazonu parasti izsaka tajās pašās vienībās kā testēšanas rezultātus, kas iegūti ar analītisko metodi (piemēram, procentos, miljonajās daļās).
Pārbaužu testiem ICH pieprasa, lai noteiktais diapazons būtu vismaz 80–120 procentu robežās no paredzētās testa koncentrācijas. Tā izvirza arī prasību, lai piemaisījumu noteikšanas diapazons sāktos ar kvantitatīvās noteikšanas robežu vai no 50 procentiem no katra piemaisījuma noteiktā daudzuma (izvēloties lielāko vērtību) un beigtos pie 120 procentiem noteiktā daudzuma. 6. attēlā linearitāte un diapazons ir attēloti grafiski.
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6. attēls.
Linearitātes un diapazona definēšana.
3.6. Kvalitatīvās noteikšanas robeža
ICH atsevišķas analītiskās procedūras noteikšanas robežu definē kā tādu mazāko analizējamās vielas daudzumu paraugā, kurā ir iespējams konstatēt vielas klātbūtni, bet var nebūt iespējams noteikt precīzu tās daudzumu.
Kvalitatīvās noteikšanas robeža (LOD) ir punkts, kurā mērījumos iegūtā vērtība ir lielāka par nenoteiktību, kas ar to saistīta. Tā ir viszemākā analizējamās vielas koncentrācija paraugā, kuru var konstatēt, bet kuru var nebūt iespējams noteikt kvantitatīvi. Noteikšanas robeža bieži tiek jaukta ar metodes jutību. Analītiskās metodes jutība ir metodes spēja noteikt nelielas testā analizējamās vielas masas vai koncentrācijas pārmaiņas. Praksē tas nozīmē, ka jutība ir kalibrēšanas līknes slīpums, kuru iegūst, atzīmējot reakcijas vērtību attiecībā pret koncentrācijas vai masas vērtību. Hromatogrāfijā noteikšanas robeža ir vielas daudzums, pēc kura injekcijas tiek iegūts pīķis, kas vismaz divas vai trīs reizes pārsniedz trokšņu līmeņa pamatlīniju. Papildus signāla-trokšņu metodei ICH5 dokumentā ir aprakstītas vēl trīs metodes.
Vizuālā novērtēšana. Noteikšanas robežu nosaka, analizējot paraugus ar zināmu analizējamās vielas koncentrāciju un nosakot minimālo līmeni, kurā ir iespējams ticami konstatēt analizējamās vielas klātbūtni.
Reakcijas standartnovirzes aprēķināšana, izmantojot tukšā parauga standartnovirzi. Analītiskā fona reakcijas lieluma mērījumus veic, analizējot atbilstošu skaitu tukšo paraugu un aprēķinot attiecīgo reakciju standartnovirzi.
Reakcijas standartnovirzes aprēķināšana, izmantojot kalibrēšanas līknes slīpumu. Izmantojot paraugus, kuros ir analizējamā viela noteikšanas robežas diapazonā, pēta kalibrēšanas līkni. Regresijas līnijas standartnovirzes atlikumus vai y ass šķērsošanas standartnovirzes vērtības var izmantot kā standartnovirzi. 7. Attēlā ir parādīta grafiska LOD un LOQ novērtēšana, izmantojot signāla – trokšņu attiecību.
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7. attēls.
Kvalitatīvās noteikšanas robeža un kvantitatīvās noteikšanas robeža, izmantojot signāla – trokšņu attiecību.
3.7. Kvantitatīvās noteikšanas robeža
ICH atsevišķas analītiskās procedūras kvantitatīvās noteikšanas robežu (LOQ) definē kā mazāko analizējamās vielas daudzumu paraugā, kuru ir iespējams ar pietiekamu precizitāti un ticamību kvantitatīvi noteikt. Kvantitatīvās noteikšanas robeža ir kvantitatīvo pārbaužu raksturlielums gadījumiem, kad paraugu matricēs ir neliels savienojumu daudzums, un to parasti izmanto, lai noteiktu piemaisījumus vai noārdīšanās produktus.
Kvantitatīvās noteikšanas robežu parasti nosaka, analizējot paraugus ar zināmu analizējamās vielas koncentrāciju un nosakot minimālo līmeni, kurā ar pieņemamu precizitāti un ticamību ir iespējams noteikt vielas daudzumu paraugā. Ja ir noteikta metodes vajadzīgā precizitāte uz kvantitatīvās noteikšanas robežas, sešas reizes injicē 5 vai 6 paraugus ar aizvien mazāku analizējamās vielas daudzumu. Attiecīgo daudzumu izvēlas diapazonā no zināmās LOD līdz daudzumam, kas ir 20 reizes lielāks par LOD.
Aprēķināto sešu secīgu iesmidzināšanu relatīvās standartnovirzes (RSD) precizitātes procentuālo daļu atzīmē attiecībā pret analizējamās vielas daudzumu. Daudzums, kas atbilst iepriekš noteiktajai vajadzīgajai precizitātei, ir kvantitatīvās noteikšanas robeža. Šajā testā ir svarīgi izmantot ne tikai standartus bez piemaisījumiem, bet arī atšķaidītas matrices, kas pēc iespējas labi atveido nezināmus paraugus. 8. attēlā ir parādīti vajadzīgie eksperimentālie posmi un tipisks grafiks.
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8. attēls.
Kvantitatīvās noteikšanas robeža, pamatojoties uz izvēlēto precizitāti.
Hromatogrāfisko metožu gadījumā LOQ var noteikt, arī salīdzinot mērījumos iegūtos signālus no paraugiem, kuros ir zināma zema analizējamās vielas koncentrācija, ar signāliem, kas iegūti, pārbaudot tukšos paraugus. Tādējādi tiek noteikta minimālā analizējamās vielas koncentrācija, kuru var ticami kvantitatīvi noteikt. Tipiska signāla un trokšņu attiecība ir 10:1.
Jebkādi kvalitatīvās noteikšanas un kvantitatīvās noteikšanas robežas mērījumu rezultāti ir jāverificē eksperimentālos testos ar paraugiem, kuros analizējamās vielas koncentrācijas pakāpe ir abu šo robežu tuvumā. Ir vienlīdz svarīgi izvērtēt metodes validēšanas raksturlielumus, piemēram, precizitāti, reproducējamību un ticamību tuvu kvalitatīvās un kvantitatīvās noteikšanas robežai. 6. attēlā ir parādīta kvantitatīvās noteikšanas robeža (kā arī kvalitatīvās noteikšanas robeža, diapazons un linearitāte). 7. attēlā ir parādīta gan kvalitatīvās noteikšanas robeža, gan kvantitatīvās robežas noteikšana, izmantojot signāla un trokšņu attiecību.
3.8. Noturība
Noturība ICH dokumentos4.5 nav apskatīta. Tās definīcija ir aizstāta ar reproducējamības definīciju, kam ir tāda pati nozīme. USP noturību definē kā dažādos apstākļos, piemēram, dažādās laboratorijās, dažādu analītiķu, ar dažādiem instrumentiem, dažādā vidē, dažāda personāla, izmantojot dažādus materiālus, iegūtu rezultātu reproducējamības pakāpi. Noturība ir rādītājs, kas raksturo testu rezultātu reproducējamību parastos, paredzētajos darba apstākļos dažādās laboratorijās, rezultātus iegūstot dažādiem analītiķiem. Noturību nosaka, analizējot homogēnu partiju alikvotas dažādās laboratorijās.
3.9. Robustums
ICH definē analītiskās procedūras robustumu kā rādītāju, kas raksturo procedūras spēju netikt ietekmētai, ja tiek veiktas nelielas, bet tīšas pārmaiņas metodes raksturlielumos. Tas norāda, cik uzticama ir metode parastas lietošanas apstākļos.
Robustuma testos tiek pārbaudīta darbības raksturlielumu ietekme uz analītiskajiem rezultātiem. Lai noteiktu metodes robustumu, saprātīgā diapazonā maina dažādus metodes raksturlielumus, piemēram, pH vērtību, plūsmas ātrumu, kolonnas temperatūru, iesmidzināmo daudzumu, noteikšanas viļņa garumu vai kustīgās fāzes sastāvu, un nosaka mainīgo kvantitatīvo ietekmi. Ja raksturlieluma ietekme ir iepriekš noteikto pielaižu robežās, uzskata, ka raksturlielums ir metodes robustuma diapazonā.
Datu iegūšana par šādu ietekmi palīdz novērtēt, vai metode ir atkārtoti jāvalidē, mainot vienu vai vairākus raksturlielumus, piemēram, lai kompensētu kolonnu veiktspēju laika gaitā. ICH dokumentā5 ir ieteikts apsvērt metodes robustuma izvērtēšanu tās izstrādes laikā un dokumentēt visus metodes izmantošanai būtiskos rezultātus.
3.10. Stabilitāte
Ķīmiskie savienojumi var sadalīties pirms hromatogrāfiskās izpētes, piemēram, paraugu šķīduma, ekstrahēšanas, attīrīšanas, fāžu maiņas laikā vai uzglabājot sagatavotās kolbas (dzesēšanas iekārtās vai automātiskajā paraugu ņemšanas ierīcē). Šajos apstākļos, izstrādājot metodi, ir jāpēta analizējamās vielas un standartu stabilitāte. Tas ir rādītājs, kas raksturo noteiktā laikposmā veikto pārbaužu rezultātu neobjektivitāti, piemēram, 46 stundas no vietas, reizi stundā izmantojot to pašu šķīdumu.
Stabilitātes testēšana ir svarīga, lai noteiktu pieļaujamo laikposmu starp parauga ņemšanu un analīzi. Ir svarīgi novērtēt arī analītiskās metodes spēju veikt zāļu vielu mērījumus to noārdīšanās produktu klātbūtnē. Eksperimenti ir jāveic reālos paraugu uzglabāšanas apstākļos, jo zāļu vielu stabilitāte ir uzglabāšanas apstākļu, zāļu ķīmisko īpašību, matrices un tvertnes sistēmas stabilitātes funkcija. Pētījumos ir jānovērtē analizējamo vielu stabilitāte paraugu iegūšanas un apstrādes laikā saskaņā ar parastu uzglabāšanas kārtību, piemēram, uzglabājot ilgtermiņā (sasaldējot paredzētajā temperatūrā), uzglabājot īstermiņa (veicot vairāku paraugu analīzi istabas temperatūrā), kā arī pēc sasaldēšanas un atkausēšanas cikliem. Stabilitātes eksperimentos izmantotajiem apstākļiem ir jāatspoguļo tās situācijas, kas ir paredzamas reālos paraugu apstrādes, uzglabāšanas un analīzes apstākļos.
Visos stabilitātes noteikšanas eksperimentos ir jāizmanto paraugi, kas pagatavoti no tikko sagatavota analizējamās vielas sākuma šķīduma atbilstošā matricē, kurā nav analizējamās vielas vai piemaisījumu. Analizējamās vielas sākuma šķīdumu stabilitātes novērtēšanas vajadzībām sagatavo atbilstošā šķīdinātājā un zināmā koncentrācijā.
Zāļu sākuma šķīdumu stabilitāte un iekšējie standarti ir jānovērtē istabas temperatūrā vismaz sešas stundas. Pēc vajadzīgā uzglabāšanas laika beigām testē stabilitāti, salīdzinot instrumentu reakciju ar reakciju, ko rada tikko sagatavoti šķīdumi. Sistēmas stabilitāti nosaka, veicot atkārtotu parauga šķīduma analīzi un aprēķinot reakciju RSD. Sistēmas stabilitāti uzskata par atbilstošu, ja RSD nepārsniedz 20 procentus no attiecīgās īstermiņa sistēmas precizitātes vērtības. Ja, atzīmējot pārbaudes rezultātus kā laika funkciju, vērtība ir lielāka, ir jāaprēķina parauga šķīduma lietošanas maksimālais ilgums.
Lai paātrinātu noārdīšanos, ICH4 dokumentā ir ieteikts veikt spriedzes pētījumus tādos apstākļos kā paaugstināta temperatūra, gaisa mitrums vai apgaismojums, tādējādi parādot pārbaudes specifiskumu noārdīšanās produktu klātbūtnē. Mērķis ir radīt tipiskus paredzamos noārdīšanās produktus. Parasti spriedzes apstākļus izvēlas tā, lai noārdītos 5–20 procenti no zāļu vielas.
Turklāt ir ieteicams veikt stabilitātes mērījumus dažādu, gan īslaicīgu, gan ilglaicīgu, sasaldēšanas un atkausēšanas ciklu laikā. Turpmāk ir aprakstīti parauga apstākļi, kas ieteikti bioanalītiskajiem pētījumiem3. Precīzi apstākļi ir atkarīgi no lietojumam raksturīgiem uzglabāšanas apstākļiem.
Sasaldēšanas un atkausēšanas stabilitāte
Analizējamās vielas stabilitāti nosaka pēc trim sasaldēšanas un atkausēšanas cikliem. Paredzētajā uzglabāšanas temperatūrā ir 24 stundas jāuzglabā un mākslīgi neietekmētā istabas temperatūrā jāatsaldē vismaz trīs gan zemas, gan augstas koncentrācijas alikvotas.
Īslaicīgā temperatūras stabilitāte
Trīs gan augstas, gan zemas koncentrācijas alikvotas atsaldē istabas temperatūrā, tur šajā temperatūrā no 4 līdz 24 stundām (pamatojoties uz paredzamo ilgumu, kādā veicamajā pētījumā paraugi atradīsies istabas temperatūrā) un veic to analīzi.
Ilglaicīgā stabilitāte
Lai novērtētu ilglaicīgo stabilitāti, uzglabāšanas laikam ir jābūt ilgākam par laiku starp pirmā parauga paņemšanu un pēdējā parauga analīzi. Ilglaicīgo stabilitāti nosaka, uzglabājot vismaz trīs gan zemas, gan augstas koncentrācijas alikvotas tādos pašos apstākļos kā pētījumu paraugus. Visu stabilitātes pārbaudes paraugu koncentrācija ir jāsalīdzina ar vidējām reversi aprēķinātām vērtībām standartiem ar atbilstošu koncentrāciju pirmajā ilglaicīgās testēšanas dienā.
Apstrādāto paraugu stabilitāte
Ir jānosaka apstrādāto paraugu stabilitāte, kā arī to atrašanās laiks automātiskajā paraugu ņemšanas iekārtā. Zāļu un iekšējā standarta stabilitāte ir jānovērtē validēšanas paraugu partijas izmantošanai vajadzīgajam laikam atbilstošā laikposmā, koncentrācijas noteikšanai par pamatu ņemot oriģinālos kalibrēšanas standartus.
4. nodaļa
Metožu validēšanas process
Metožu validēšanas process
Konkrētas metodes piemērotība ir jāpierāda laboratorijas eksperimentos, izmantojot paraugus vai standartus, kas ir līdzīgi regulāri analizētajiem nezināmajiem paraugiem. Sagatavošanās un validēšana ir jāveic saskaņā ar validēšanas protokolu, kas ir sagatavots, sniedzot norādījumus par katru posmu. Šajā nodaļā ir aprakstīta pieeja un tās posmi nestandarta analītisko procedūru un metožu validēšanai. Ieteiktā procedūra paredz, ka ir izvēlēts instrumenta tips un izstrādāta metode. Tā atbilst tādiem kritērijiem kā piemērošanas vienkāršība, iespēja to automatizēt un vadīt ar datorsistēmu palīdzību, analīžu izmaksu kritērijam, paraugu caurlaidības prasībām, apgrozības cikla prasībām, kā arī vides, veselības un drošības prasībām.
4.1. Lietošanas cikla jēdziens
Līdzīgi kā aprīkojuma kvalificēšana vai datorsistēmu validēšana, metodes validēšana nav viens notikums. Tā sākas, kad kāds laboratorijā vēlas ieviest jaunu metodi, un beidzas, kad šī metode vairs netiek izmantota. Process ir sadalīts posmos tā ilguma un sarežģītības dēļ. Shematiski process ir parādīts 9. attēlā.
[image: image9.png]fon Metho Scape

4

Define Validaton Criaria

1  esaparcacrtets
RGO WSS T efomar
sty

1 ssora

Ongoing Routine Tests . §stem suitabity tests
+ ralticalquaity contrl

Handle all changes through change control procedures




	Validēšanas plāns
	Validation Plan

	Metodes piemērošanas jomas definēšana
	Definition Method Scope

	Parauga matrice
	Sample matrix

	Savienojumi
	Compounds

	Aprīkojums, atrašanās vieta
	Equipment, location

	Validēšanas kritēriju definēšana
	Define Validation Criteria

	Darbības raksturlielumu definēšana un
	Define performance characteristics and

	Pieņemšanas kritēriji
	Acceptance criteria

	Darbības testi
	Performance Tests

	Testu izstrāde
	Develop test cases

	Darbības raksturlielumu tests
	Test for performance characteristics

	Notiekošie regulārie testi
	Ongoing Routine Tests

	Standarta darba procedūras (SOP)
	SOPs

	Sistēmas piemērotības pārbaudes
	System suitability tests

	Analītiskā kvalitātes kontrole
	Analytical quality control

	Validēšanas ziņojums
	Validation Report

	Visu pārmaiņu vadīšana, izmantojot pārmaiņu kontroles procedūras
	Handle all changes through change control procedures


9. attēls.
Validēšanas posmi.
Validēšanas plānu izstrādā, nosakot tā pārvaldītājus, pienākumus un veicamos darbus. Vispirms ir jādefinē metodes piemērošanas joma. Tas nozīmē, ka ir jānosaka savienojumi un koncentrācijas diapazons, paraugu matrice, konkrēts aprīkojums, kas jāizmanto, kā arī vieta, ko izmantot paraugu analīzei. Kad ir zināms, kas ir jāanalizē, ir jānosaka darbības raksturlielumi, darbības testi un pieņemšanas kritēriji. Pēc tam izstrādā testu protokolus, kuros sīki apraksta eksperimentus, un saskaņā ar šiem protokoliem veic testus. Testu rezultātus salīdzina ar pieņemšanas kritērijiem. Visbeidzot izstrādā regulāro metožu procedūras, lai verificētu sistēmas darbību analīžu veikšanas laikā. Testēšana var ietvert sistēmas piemērotības testus un kvalitātes kontroles paraugu analīzi. Visus eksperimenta apstākļus un validēšanas rezultātus dokumentē validēšanas ziņojumā.
4.2. Validēšanas plānošana
Lai validēšana noritētu veiksmīgi, ir kopīgi jāsadarbojas vairākām organizācijas nodaļām, tostarp reglamentēšanas jautājumu, kvalitātes nodrošināšanas, kvalitātes kontroles un analītiskās izstrādes nodaļai. Tāpēc ir svarīgi, lai šis process notiktu saskaņā ar precīzi izstrādātu analītisko metožu validēšanas pamatplānu. Plānā ir aprakstīta uzņēmuma pieeja un metodes validēšanas posmi, un tam ir divi mērķi. To pareizi īstenojot, tiek nodrošināta validēšanas projektu konsekventa un efektīva īstenošana. Turklāt tas sniedz atbildes uz inspektoru jautājumiem par uzņēmuma pieeju attiecībā uz visiem analītiskās metodes validēšanas aspektiem. Pamatplāns ir arī ļoti labi piemērots mācību līdzeklis visiem darbiniekiem, ko ietekmē metodes validēšana. Pamatplānā jāizklāsta šādi jautājumi:
1. Nolūks un piemērošanas joma
2. Glosārijs
3. Pienākumi, piemēram, lietotāju nodaļu, vadības, kvalitātes nodrošināšanas nodaļas pienākumi
4. Metodes darbības raksturlielumi un pieejas testēšanai
5. Metodes validēšanas posmi
6. Testu un pieņemšanas kritēriju izvēle
7. Pieeja un raksturlielumi sistēmas piemērotības testēšanai
8. Metožu modificēšana un atkārtota validēšana
9. Atzīto un standarta metožu verificēšana
10. Analītisko metožu nodošana
11. Standarta darba procedūru saraksts
12. Apstiprināšanas process, dokumentācija un arhivēšana
13. Projekta plānu, testu protokolu un validēšanas ziņojumu veidnes
Katram atsevišķam validēšanas projektam ir jāizstrādā projekta plāns. Tajā īsi izklāsta, kas ir jādara, lai validētu attiecīgo metodi vai procedūru. Šim plānam ir jābūt atvasinātam no pamatplāna. Plānā ir jābūt laika grafikam ar konkrētiem uzdevumiem, piegādēm un atbildīgajām personām.
4.3. Piemērošanas jomas un metodes noteikšana
Metodes piemērošanas joma un tās validēšanas kritēriji ir jādefinē procesa sākumposmā. Piemērošanas jomas definēšana ir kopīgs uzdevums, kas veicams vairākām nodaļām, tostarp uzņēmuma attīstības, analītiskās izstrādes, kvalitātes kontroles un kvalitātes nodrošināšanas nodaļai. Jautājumi ir šādi:
• Kādi paraugi ir jāanalizē?
• Kādi analizējamie materiāli ir jānovērtē?
• Kādas ir paredzamās koncentrācijas pakāpes?
• Kādas ir paraugu matrices?
• Vai ir paredzama traucējošu vielu klātbūtne, un, ja ir, vai tās ir kvalitatīvi un kvantitatīvi jānosaka?
• Vai pastāv specifiskas tiesību aktu un normatīvu prasības?
• Vai informācijai ir jābūt kvalitatīvai vai kvantitatīvai?
• Kādās ir prasītās kvalitatīvās un kvantitatīvās noteikšanas robežas?
• Kāds ir paredzamais koncentrācijas diapazons?
• Kāda precizitāte un ticamība ir paredzēta?
• Cik robustai jābūt metodei?
• Kāds aprīkojuma tips jāizmanto? Vai metode ir paredzēta vienam konkrētam instrumentam vai arī to izpilda, izmantojot visus tā paša tipa instrumentus?
• Vai metode tiks lietota vienā konkrētā laboratorijā vai arī tai ir jābūt piemērojamai visās laboratorijā vienā ģeogrāfiskajā puslodē vai visā pasaulē?
• Kādas ir paredzamo metodes lietotāju prasmes?
Metodes piemērošanas jomas definēšana ir svarīga, lai noteiktu optimālus testēšanas uzdevumus. Piemēram, ja tiek paredzēta dažādu piegādātāju aprīkojuma izmantošana, palielināsies testēšanā ieguldāmais darbs, bet tas nodrošinās laboratorijai elastību saistībā ar dažādu instrumentu izmantošanu regulāru analīžu veikšanai. Ja metodes izpildei ir paredzēts izmantot tikai vienu konkrētu instrumentu, nav vajadzības validēšanas eksperimentos izmantot citu piegādātāju instrumentus. Šādā gadījumā var veikt tikai patiešām vajadzīgos eksperimentus. Līdzīgi, ja validēšanas pētījumā tiek iekļautas vairākas vietas, tas palielinās testēšanā ieguldāmo darbu, bet arī nodrošinās metodes vieglu nodošanu vietām, kas ir iekļautas validēšanas pētījumā.
4.4. Validēšanas raksturlielumu un robežu noteikšana
Lai validēšanas process būtu efektīvs, ir svarīgi noteikt pareizus validēšanas raksturlielumus un pieņemšanas kritērijus. Metodes darbības raksturlielumus un robežlielumus nosaka, pamatojoties uz metodes paredzēto lietojumu. Ne vienmēr ir vajadzība validēt visus analītiskos raksturlielumus, kas konkrētam paņēmienam pieejami. Piemēram, ja metodi paredzēts izmantot kvalitatīvai ļoti nelielu daudzumu noteikšanai, tad nav vajadzības testēt un validēt metodes kvantitatīvās noteikšanas robežu vai linearitāti visā aprīkojuma dinamiskajā diapazonā. Jo vairāk raksturlielumu, jo vairāk laika būs vajadzīgs to validēšanai. Ne vienmēr ir svarīgi validēt katru analītisko darbības raksturlielumu, bet ir svarīgi definēt vajadzīgos. Validēšanas raksturlielumi un pieņemšanas kritēriji jāizvēlas atbilstoši uzņēmējdarbības, reglamentējošajām un klientu prasībām, tie ir jāpamato un jādokumentē.
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11. attēls.
USP validēšanas raksturlielumi.
Gan USP11, gan ICH4 ir nodaļas, kas veltītas validējamiem parametriem dažādos analītiskos uzdevumos (10. un 11. attēls). ICH ir definēti dažādi validējami analītisko procedūru veidi:
• identifikācijas tests,
• piemaisījumu satura kvantitatīvās noteikšanas testi,
• robežas tests piemaisījumu kontrolei,
• aktīvās sastāvdaļas vai citas zāļu galvenās sastāvdaļas kvantitatīvās noteikšanas testi.
Saskaņā ar ICH ticamība, jebkāda veida precizitāte un kvalitatīvās un kvantitatīvās noteikšanas robežas nav vajadzīgas, ja analītiskā uzdevuma mērķis ir identifikācija. USP 1. kategorijas pārbaudēs galvenā vai aktīvā mērāmā sastāvdaļa parasti ir augstā koncentrācijā, tāpēc kvalitatīvās un kvantitatīvās noteikšanas robežas validēšana nav vajadzīga.
Noteikto raksturlielumu pieņemšanas kritēriji ir atkarīgi arī no paredzētā metodes lietojuma. Piemēram, FDA Vadlīnijās bioanalītisko metožu validēšanai [Guidance on bioanalytical methods validation] (3) ir teikts, ka bioloģiskajiem paraugiem pieņemamā kvantitatīvās noteikšanas robeža ir 20 % no RSD. Savukārt regulārajās kvalitātes pārbaudēs farmaceitisko vielu precizitātei ir jābūt ne zemākai par 2 % no RSD.
Attiecībā uz zāļu kvalitatīvo un kvantitatīvo noteikšanu ir jābūt noteiktām specifikācijām un pieņemšanas kritērijiem katram savienojumam, pamatojoties uz datiem, kas iegūti zāļu izstrādes laikā, informāciju, kas ir dota aprakstā, izstrādājumu laižot tirgū, izstrādājuma glabāšanas laika kritērijiem un farmakopejas testiem. Specifikācijas un pieņemšanas kritēriji vajadzības gadījumā ir jāatjaunina, ja izstrādājuma ražošanas laikā tiek iegūta precīzāka informācija.
Ieteikumi specifikāciju izstrādei un kvalitatīvās un kvantitatīvās noteikšanas robežas noteikšanai ir ICH vadlīnijās. Piemēram, ICH Q3A(R) vadlīnijās par piemaisījumiem23 ir noteikts: “Attiecībā uz piemaisījumiem, par kuriem ir zināms, ka tie ir neparasti iedarbīgi vai rada toksisku vai negaidītu farmakoloģisko ietekmi, kvantitatīvās/kvalitatīvās noteikšanas robežai analītiskās procedūrās ir jāatbilst pakāpei, kādā ir jāveic piemaisījumu kontrole.” Lai noteiktu pieņemšanas kritērijus un kontroles robežas, vadlīnijās ir norāde uz ICH Q6A “Specifikāciju vadlīnijām” [Guideline on Specifications]24. Visi lēmumi ir jāpamato un jādokumentē.
No līguma izrietošās analītiskās metodes darbības raksturlielumus un pieņemšanas kritērijus nosaka oficiālā līgumā starp klientu un attiecīgo laboratoriju.
4.5. Darbības raksturlielumu testēšana. Sagatavošanās un īstenošana
Pēc testu un pieņemšanas kritēriju noteikšanas ir rūpīgi jāsagatavo un saskaņā ar validēšanas protokolu jāveic un jādokumentē testēšanas eksperimenti.
Sagatavošanās
Efektīvai eksperimentu veikšanai ļoti svarīga ir laba sagatavošanās. Vissvarīgākais ir izmantot tehniskajam prasībām atbilstošus materiālus un aprīkojumu, mācītus darbiniekus un precīzi dokumentētas procedūras.
• Visām ķīmiskajām vielām, kas tiek izmantotas, lai noteiktu svarīgākos validēšanas raksturlielumus, piemēram, reaģentus un atsauces standartus, ir jābūt pieejamām pietiekamā daudzumā, precīzi identificētām, pietiekami stabilām un pārbaudītām, lai saskaņā ar specifikācijām pārliecinātos par to faktisko sastāvu un tīrības pakāpi.
• Visiem pārējiem materiāliem un palīgmateriāliem, piemēram, hromatogrāfiskajām kolonnām, ir jābūt jauniem un atbilstošiem tehniskajām prasībām, lai varētu izpildīt kolonnas darbības kritērijus. Tas nodrošina, ka vienu palīgmateriālu komplektu var izmantot lielākajai daļai eksperimentu, tādējādi izvairoties no nepatīkamiem pārsteigumiem metodes validēšanas laikā.
• Analīžu aprīkojumam ir jābūt skaidri noteiktam, precīzi raksturotam, tehniski piemērotam vai kalibrētam, lai pārliecinātos, ka tas atbilst funkcionālajām un darbības prasībām, kuras nosaka analītiskā metode. Ir jāizvēlas aprīkojums ar vidējiem darbības raksturlielumiem, nevis aprīkojums ar vislabākajiem raksturlielumiem, citādi starpprecizitātes un reproducējamības pētījumos var rasties grūtības nodrošināt atbilstību pieņemšanas kritērijiem, izmantojot dažādu aprīkojumu.
• Operatoriem ir pietiekami labi jāpārzina paņēmiens un aprīkojums. Tādējādi viņi daudz vieglāk spēs noteikt un diagnosticēt neparedzētas problēmas un efektīvāk īstenot visu procesu.
Ja par metodes darbības raksturlielumiem ir maz informācijas vai tās nav vispār, ir ieteicams metodes piemērotību paredzētajam mērķim pārbaudīt metodes izstrādes laikā vai sākotnējo validēšanas eksperimentos. Šajos pētījumos ir jānorāda aptuvenā precizitāte, darba diapazons un kvalitatīvās noteikšanas robežas. Ja iepriekšējās validācijas dati ir neatbilstoši, ir jāmaina pati metode, specifikācijas un aprīkojums vai analīzes paņēmiens. Tāpēc metodes izstrāde un validēšana ir iteratīvs process. Piemēram, šķidrumu hromatogrāfijā selektivitāti panāk, izvēloties kustīgās fāzes sastāvu. Kvantitatīvu mērījumu gadījumā izšķirtspējas koeficientam starp diviem pīķiem ir jābūt vismaz 2. Ja šī vērtība netiek panākta, ir jāturpina kustīgās fāzes sastāva optimalizēšana. Šajā posmā, ja vien tas nav paveikts izstrādes un metodes optimalizēšanas laikā, ir jānovērtē darbības raksturlielumu, piemēram, pH, kustīgās fāzes sastāva vai plūsmas ātruma, ietekme uz metodes darbību.
Testu veikšana
Nav oficiālu vadlīniju, kas noteiktu validēšanas testu kārtību. Kārtība ir atkarīga no pašas metodes. Saskaņā ar autora pieredzi šķidruma hromatogrāfijas metodei piemērota bija šāda kārtība:
1) specifiskums/selektivitāte,
2) izdalīšanas laiku un pīķa laukumu atkārtojamība,
3) linearitāte, kvantitatīvās noteikšanas robeža, kvalitatīvās noteikšanas robeža, diapazons,
4) ticamība dažādā koncentrācijā,
5) starpprecizitāte,
6) reproducējamība.
Eksperimenti, kuru veikšanai vajadzīgs visvairāk laika, piemēram, saistībā ar starpprecizitāti un reproducējamību, tiek veikti beigās. Dažus no raksturlielumiem, kas minēti 2)–4) punktā, var mērīt apvienotos eksperimentos. Piemēram, mērot pīķa laukumu precizitāti visā koncentrācijas diapazonā, iegūtos datus var izmantot linearitātes validēšanai.
4.6. Regulāro analīžu kvalitātes kontroles plāna izstrāde
Analītiskās metodes validēšanas mērķis ir nodrošināt derīgus analītiskos datus ne tikai metodes sākotnējās lietošanas, bet visa lietošanas cikla laikā. Regulārajās paraugu analīzes procedūrās ir jāiekļauj atbilstošas pārbaudes, lai pārliecinātos, ka metode un sistēma paraugu analīzes laikā darbojas tā, kā sākotnēji noteikts. Pārbaudēm nav jāattiecas uz visiem sākotnējiem testiem, bet ir jābūt vērstām uz vissvarīgākajiem darbības raksturlielumiem, jo īpaši tiem, kas laika gaitā varētu mainīties. Šādas izmantojamas pārbaudes procedūras ir jāizstrādā un jādokumentē metodes validēšanas procesa ietvaros, jo informācija par vissvarīgākajiem elementiem visvieglāk ir pieejama tieši šajā laikā.
Parastie pastāvīgie testi ir sistēmas piemērotības testi un kvalitātes kontroles paraugu analīze. Sistēmas piemērotības testi hromatogrāfiskajām metodēm ir aprakstīta farmakopejās21,25, parasti tajos pārbauda izšķirtspēju starp diviem pīķiem, pīķa laukumu atkārtojamību, teorētisko plākšņu skaitu. Sistēmas piemērotības testēšanu ir ieteicams iekļaut jebkurā analītiskā procedūrā, ne tikai tajās, kas ir saistītas ar hromatogrāfiskajām metodēm. Piemēram, analītiskās procedūrās, kuru pamatā ir titrēšana, vienmēr ir jāparedz tukšā parauga izvērtēšana.
Kvalitātes un akreditācijas standartos, piemēram, ISO/IEC 17025, ir prasība veikt kvalitātes kontroles paraugu analīzi. Ir jābūt kritērijiem, lai noteiktu, kādos gadījumos statistiskā kontrole metodei un sistēmai nav piemērojama. Nolūks ir optimalizēt šos eksperimentus tā, lai, izmantojot nedaudzas kontroles analīzes, varētu nodrošināt, ka metode un visa analītiskā sistēma ilglaicīgi dod rezultātus, kas atbilst definētajiem metodes piemērošanas jomas mērķiem. Kontroles paraugu īpatsvars no kopējā nezināmā paraugu daudzuma ir atkarīgs no paraugu svarīguma pakāpes un sistēmas stabilitātes. Parasti tas ir 5–20 procenti. Noteikumi un kvalitātes standarti nenosaka konkrētu skaitu, bet paredz, ka uzņēmuma procedūrās ir noteikts, pamatots un dokumentēts kontroles paraugu pārbaužu biežums. Pēc tam, kad kontroles pārbaužu biežums ir noteikts, inspektori pārbaudīs, vai procedūra ir piemērota un tiek ievērota. Procedūrā ir arī jābūt norādījumiem par to, kas darāms, ja nav izpildīti pieņemšanas kritēriji.
4.7. Validēšanas ziņojums un citi dokumenti
Pēc metodes izstrādes un validēšanas sagatavo validēšanas ziņojumu. Ziņojumā sniedz pietiekami daudz informācijas, lai pieredzējis analītiķis spētu validēšanas pētījumu atkārtot. Parasti tajā ir:
• metodes nolūks un piemērošanas joma (piemērojamība, tips),
• metodoloģijas kopsavilkums,
• pienākumu apraksts,
• savienojumu un matrices tips,
• visas ķīmiskās vielas, reaģenti, atsauces standarti, kvalitātes kontroles paraugi ar norādītu tīrības pakāpi, to izcelsme vai sīki norādījumi par to sagatavošanu,
• izmantoto ķīmisko vielu un standartu kvalitātes pārbaudes procedūras,
• piesardzības pasākumi,
• metodes īstenošanas plāns un procedūra no metodes izstrādes līdz regulāru analīžu veikšanai,
• robustuma testos iegūtie svarīgākie raksturlielumi,
• precīzi aprakstīti raksturlielumi un apstākļi, kuros tika veikti eksperimenti, tostarp paraugu sagatavošanas apstākļi un metodes raksturlielumi,
• statistiskās procedūras un atbilstoši aprēķini,
• kvalitātes kontroles procedūras regulāro analīžu veikšanai, piemēram, sistēmas piemērotības testi,
• atbilstoši grafiki, piemēram, hromatogrammas, spektra un kalibrēšanas līknes, tostarp izejas dati,
• metodes pieņemšanas robežas darbības dati,
• paredzētā mērījumu rezultātu nenoteiktība,
• kritēriji atkārtotas validēšanas veikšanai,
• metodi izstrādājušo un validējušo personu kvalifikāciju apliecinošie dokumenti,
• atsauces, ja vajadzīgas,
• atkāpes no validēšanas plāna un protokola,
• kopsavilkums un secinājumi,
• apstiprinājums, kurā ir norādīts par analītiskā testa procedūras pārskatu un apstiprināšanu atbildīgo personu vārds un uzvārds, amata nosaukums un paraksts, kā arī datums.
5. nodaļa
Standarta un atzīto metožu pielāgošana, mainīšana, atkārtota validēšana un verificēšana
Standarta un atzīto metožu pielāgošana, mainīšana, atkārtota validēšana un verificēšana
Pastāv liela iespēja, ka analītiskā metode tās piemērošanas laikā tiks mainīta vai pielāgota. Piemēram, ja metode vairs neatbilst darbības prasībām, tās raksturlielumi ir jāmaina uz sākotnējām vērtībām. Metode ir jāpārskata arī tad, ja tiek paplašināta tās piemērošanas joma, piemēram, metode tiek attiecināta uz jauniem analizējamiem savienojumiem vai arī tiek mainīta parauga matrice. Šajā nodaļā ir izklāstīti abi varianti un ir doti ieteikumi, kad veikt atkārtotu validēšanu un kā to dokumentēt.
5.1. Metodes pielāgošana
Validētas analītiskās metodes bieži nesniedz gaidītos rezultātus. Piemēram, hromatogrāfiskie pīķi netiek nošķirti tā, kā to paredz metode. Tas var notikt gadījumā, ja:
• izstrādes laboratorija nodod metodi regulāro analīžu veikšanas laboratorijai vai viena regulāro analīžu veikšanas laboratorija to nodod citai;
• laboratorijā tiek ieviesta atzīta vai standarta metode;
• tiek lietoti instrumentu modeļi ar atšķirīgiem raksturlielumiem vai no atšķirīgiem piegādātājiem, piemēram, HPLC ar atšķirīgu aizkaves ilgumu;
• laika gaitā mainās kolonnas darbības raksturlielumi;
• tiek izmantotas jaunu kolonnu partijas ar citiem raksturlielumiem;
• tiek ieviesta jauna tehnoloģija, lai palielinātu analīžu efektivitāti, piemēram, samazinātas ekspluatācijas izmaksas, samazināts kolonnas iekšējais diametrs kustīgās fāzes patēriņa samazināšanai vai samazināts daļiņu izmērs, lai samazinātu analīzes laiku.
Parasti, lai nodrošinātu, ka darbības raksturlielumi atbilst sākotnējam aprakstam, analītiķi cenšas mainīt metodes raksturlielumus, piemēram, kustīgās fāzes saturu, kolonnas temperatūru vai plūsmas ātrumu. Nav skaidrs, vai pēc šādam pārmaiņām metode ir jāvalidē atkārtoti.
Atbildes uz šo jautājumu saistībā ar hromatogrāfiskajām metodēm ir sniegtas Eiropas25 un ASV21 farmakopejās. Nodaļās ir uzskaitīti tie šķidruma un gāzu hromatogrāfijas darbības raksturlielumi, kuru maiņa nav uzskatāma par iemeslu veikt atkārtotu validēšanu, ja vien ir nodrošināta atbilstība sistēmas piemērotības raksturlielumiem.
12. attēlā līdzās ir doti USP un EP ieteikumi attiecībā uz HPLC un GC. USP un EP ieteikumi ir vienādi vai līdzīgi. Piemēram, kolonnas raksturlielumi ir identiski gan USP, gan EP.
	Augstas efektivitātes šķidrumu hromatogrāfija

	
	USP
	EP


	Kolonnas garums
	±70 %
	±70 %

	Iekšējais diametrs
	Var pielāgot, ja netiek mainīts lineārais ātrums
	±25 %

	Daļiņu izmērs
	50 % samazinājums, nav palielinājuma
	50 % samazinājums, nav palielinājuma

	Plūsmas ātrums
	±50 %

vai vairāk, ja vien tiek saglabāts lineārais ātrums
	±50 %

	Kolonnas temperatūra
	±10 °C
	±10 %

ne vairāk kā 60 °C

	Iesmidzināmais tilpums
	Var samazināt (ja nerodas grūtības ar LOD un atkārtojamību)
	Var samazināt (ja nerodas grūtības ar LOD un atkārtojamību)

	pH
	±0,2 vienības
	±0,2 (±1 % neitrālām vielām)

	Ultravioletās gaismas viļņa garums
	Pielāgošana nav atļauta
	Pielāgošana nav atļauta

	Sāļu koncentrācija buferī
	±10 %
	±10 %

	Kustīgās fāzes saturs
	Mazāk svarīgākajām sastāvdaļām
(<50 %)

±30 % relatīvā daudzuma vai ±10 % absolūtā daudzuma, izvēloties mazāko daudzumu
	Mazāk svarīgākajām sastāvdaļām
±30 % relatīvā daudzuma vai ±2 % absolūtā daudzuma, izvēloties lielāko daudzumu

	Gāzu hromatogrāfija
	USP
	EP


	Kolonnas garums
	±70 %
	±70 %

	Kolonnas iekšējais diametrs
	±50 %
	±50 %

	Daļiņu izmērs
	Atļauts mainīt, jāiztur sistēmas piemērotības tests
	-50 %, palielinājums nav atļauts

	Plēves biezums
	no -50 līdz +100 %
	no -50 līdz +100 %

	Plūsmas ātrums
	±50 %
	±50 %

	Krāsns temperatūra
	±10 %
	±10 %

	Iesmidzināmais tilpums
	Var samazināt (ja nerodas grūtības ar LOD un atkārtojamību)
	Var samazināt (ja nerodas grūtības ar LOD un atkārtojamību)



12. attēls.
Atļautās pārmaiņas HPLC un GC.
Nebūtu jāuzskata, ka minētie ierobežojumi ļauj mainīt jebkuru metodi līdz noteiktajai robežai, ja vien tādējādi tiek saglabāta atbilstība darbības raksturlielumiem. Tiek ieteikts pēc jebkurām pārmaiņām veikt sistēmas piemērotības testus. Validēšana atkārtoti nav jāveic, ja ir izpildīti visi sistēmas piemērotības kritēriji. Citiem vārdiem sakot, metodes darbība ir jāpārbauda, bet metode nav atkārtoti jāvalidē. Atskaites punkts vienmēr ir pēdējā atkārtotā validēšana, nevis pēdējie raksturlielumi pirms pārmaiņu ieviešanas metodē. Piemēram, ja sākotnējā validēšanā plūsmas ātrums ir noteikts 1,0 min, tad 1,4 pēc pirmo pārmaiņu ieviešanas (40%) un pēc tam 1,7 (20 % pēc pēdējām pārmaiņām, bet 70 % salīdzinājumā ar atskaites punktu), metode ir jāvalidē atkārtoti pat tad, ja tiek izturēts sistēmas piemērotības tests. 13. attēlā ir parādīta procesa shēma, ja ir jāievieš pārmaiņas hromatogrāfiskajās metodēs.
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	Sistēmas piemērotības pārbaude
	System suitability test

	Izturēta?
	Pass?

	Turpināt veikt paraugu analīzi
	Continue with sample analysis

	Pielāgot metodes raksturlielumus
	Adjust method parameters

	Izturēta?
	Pass?

	Pārmaiņas ir veiktas noteiktā diapazona robežās?
	Changes in permitted rang?

	Turpināt veikt paraugu analīzi
	Continue with sample analysis

	Daļēja vai pilnīga atkārtota validēšana
	Partial or full revalidation

	Dokumentēt veikto sistēmas piemērotības testu
	Document run system suitability test

	nē
	no

	jā
	yes


13. attēls.
Metodes pārmaiņu procesa shēma.
USP sākotnēji HPLC bija noteiktas tādas pašas pieļaujamās iekšējā diametra pārmaiņas kā EP (±25 %). USP grozīja šīs prasības ar USP 32 2. papildinājumu 2009. gada 1. decembrī. Kolonnas diametra pārmaiņas ir pieļaujamas, ja atbilstoši formulai tiek nodrošināts nemainīgs lineārais ātrums:
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kur F, l, un d ir attiecīgi plūsmas ātrums, kolonnas garums un kolonnas diametrs pirms pārmaiņām (indekss “1”) un pēc pārmaiņām (indekss “2”).
Tādējādi var samazināt kustīgās fāzes patēriņu, samazinot kolonnas diametru un plūsmas ātrumu, ja vien tiek verificēta metodes darbība jaunajos apstākļos.
Citos gadījumos attiecīgajā nodaļā nav atļauts mainīt monogrāfijā noteiktās kolonnas raksturlielumus. Piemēram, pāreja uz citu izmēru kolonnu ar citu daļiņu izmēru nodrošina daudz ātrāku nošķiršanu, ja ir vienādi hromatogrāfiskās darbības raksturlielumi. Tomēr abos šajos gadījumos šobrīd ir jāveic atkārtota validēšana. USP to apzinās un var veikt labojumus izvirzītajās prasībās, lai atrisinātu šo jautājumu. Komiteja, kuru vada H. Papa no USP, ir publicējusi atbalstošu rakstu žurnālā “Pharmacopeial Forum”26. Rakstā ir ieteikta jauna pieeja, kas vienlaikus saglabātu nošķiršanas kvalitāti un ļautu mainīt daļiņu izmērus vairāk par šobrīd noteikto divkāršas samazināšanas robežu. Šā priekšlikuma mērķis ir atļaut samazināt analīzes laiku, kas vajadzīgs hromatogrāfam, un atcelt prasību veikt metodes atkārtotu validēšanu, ja vien ir saglabāti hromatogrāfiskās darbības raksturlielumi.
5.2. Atkārtota validēšana
Analītiskās metodes ir atkārtoti jāvalidē, ja:
• metodes raksturlielumi ir jāmaina, lai saglabātu sākotnējos darbības rādītājus, un pārmaiņas pārsniedz USP atļautās pielaides,
• tiek analizēti jauni savienojumi, kas neietilpst metodes sākotnējā piemērošanas jomā,
• tiek mainīta parauga matrice.
Jebkuras šādas pārmaiņas ir jādokumentē saskaņā ar pārmaiņu kontroles procedūru un metode ir jāvalidē atkārtoti. Procedūras ietvaros ir jānorāda pārmaiņu iemesls, jāsaņem atļauja ieviest pārmaiņas un to ieviešana jādokumentē. Darbības pārbaudes ir jāpamato un jādokumentē un pārmaiņas oficiāli jāapstiprina.
5.3. Atzīto un standarta metožu verificēšana
Laboratorijām, kas darbojas reglamentētā vai kvalitātes standartu definētā vidē, ir ieteicams izmantot oficiālās metodes, ko izstrādājušās tādas organizācijas kā EPA, Amerikas testēšanas un materiālu apvienība [American Society for Testing and Materials] (ASTM), AOAC, ISO vai USP. Piemēram, ASV Pārtikas, zāļu un kosmētikas likums [US Food, Drug and Cosmetic Act] pieprasa jomās, ko reglamentē FDA, izmantot atzītās metodes vai pierādīt izmantoto metožu līdzvērtīgumu. ISO/IEC 17025 ir noteikts: “Ir ieteicams izmantot metodes, kas publicētas starptautiskos, reģionālos vai valsts standartos.” Šīs metodes ir validētas, tāpēc daudzi analītiķi kļūdaini uzskata, ka tās var izmantot bez turpmākas validēšanas, verificēšanas vai testu veikšanas attiecīgajā laboratorijā. ASV FDA cGMP noteikumu 21 CFR 211.194. punkta a) apakšpunkta 2) punktā ir noteikts: “Ja izmantotā metode ir iekļauta spēkā esošajā ASV farmakopejas izdevumā vai citā atzītā standarta metožu krājumā vai ja tā ir precīzi aprakstīta apstiprinātā jaunu zāļu ražošanas pieteikumā un ja atskaites metode nav mainīta, pietiek ar paziņojumu, kurā ir minēta metode un atsauce. Visu izmantoto testēšanas metožu piemērotība ir jāverificē faktiskajos izmantošanas apstākļos.” ISO/IEC 17025 5.4.2. punktā izvirzītas līdzīgas prasības: “Pirms testēšanas vai kalibrēšanas laboratorijai ir jāpierāda, ka tā var pienācīgi lietot standarta metodes. Ja standarta metode tiek mainīta, tas ir jāpierāda atkārtoti.”
Tas skaidri parāda, ka oficiālās metodes nav jāvalidē, ja tās netiek mainītas, bet laboratorijai ir jāpierāda, ka tā spēj attiecīgo metodi veiksmīgi lietot. Jautājumi rodas tad, kad tiek noteikts labākais veids, kā to panākt. Nav skaidrs, vai ir jāatkārto daži vai visi validēšanas eksperimenti vai arī pietiek ar veiksmīgiem sistēmas piemērotības testiem vai kvalitātes kontroles paraugu analīzi.
USP uz šiem jautājumiem sniedz atbildes 1226. nodaļā “Atzīto metožu verificēšana”12. Šie ieteikumi attiecas uz atzīto un standarta metožu ieviešanu.
Galvenie ieteikumi ir šādi:
• pierādīt laboratorijas un sistēmas atbilstošu darbību, veicot sistēmas piemērotības testus;
• izvērtēt metodes riskus un sarežģītību;
• izvēlēties metodes svarīgākos darbības raksturlielumus;
• atkarībā no metodes riska pakāpes un sarežģītības atkārtot no viena līdz trim svarīgākajiem validēšanas eksperimentiem.
Līdzīgi laboratorijā izstrādātajām metodēm, arī standarta metožu novērtēšana un verificēšana ir jāveic saskaņā ar dokumentētu procedūru, piemēram, validēšanas plānu vai SOP. Rezultātus dokumentē validēšanas protokolā. Abi šie dokumenti būs svarīgs pirmavots validēšanas ziņojumam.
Atzīto/standarta metožu verificēšanas process ir parādīts 14. attēlā.
1. Nosaka laboratorijā veicamo analītisko testu piemērošanas jomu.
2. Pārliecinās, ka atzītās/standarta metodes procedūra atbilst noteiktajai piemērošanas jomai.
3. Ja definētā piemērošanas joma neatbilst metodes piemērošanas jomai, maina esošo metodi vai izstrādā jaunu metodi un validē atšķirīgos raksturlielumus.
4. Ja metodes ir identiskas, veic sistēmas piemērotības testus un 1–3 validēšanas eksperimentus atkarībā no metodes risku pakāpes. Ja testu rezultāti atbilst pieņemšanas kritērijiem, dokumentē piemērošanas jomu, testus un to rezultātus un sagatavo paziņojumu, ka metode ir gatava izmantošanai.
5. Ja testu rezultāti nav pieņemami, cenšas atklāt iemeslu vai problēmas galveno cēloni. Tas var būt neatbilstošs aprīkojums vai atskaites materiāli. Ja iemesls ir acīmredzams, problēmu novērš un atkal veic testus. Tas var būt iteratīvs process.
6. Ja galveno cēloni noteikt neizdodas, maina vai izstrādā jaunu metodi.
7. Ja vajadzīgās pārmaiņas ir tādas, kas neatbilst farmakopejās noteiktajiem ierobežojumiem, metode ir atkārtoti jāvalidē.
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	Definē jomu
	Define scope

	Maina vai izstrādā un validē (pilnīgi/daļēji), dokumentē
	Change or develop and validate (full/ partial) ducument

	Vai atbilst atzītajai metodei?
	Match compendial method?

	Vai jāveic koriģējoša darbība?
	Corrective action?

	Veic sistēmas piemērotības testus un atkārto 1–3 validēšanas eksperimentus
	Test for system suitability and repeat 1 to 3 validation experiments

	Kāds ir galvenais cēlonis?
	Root cause?

	Vai rezultāti ir pieņemami?
	Acceptable?

	Dokumentē
	Document

	nē
	no

	jā
	yes


14. attēls.
Analītisko metožu verificēšanas process.
Izvēlētie verificēšanas testi ir atkarīgi no lietojuma. 15. attēlā ir uzskaitīti ieteicamie verificēšanas testi metodes konkrētai farmaceitiskai piemērošanai.
	Piemēra Nr.
	Piemērošana
	Ieteicamie testi


	1
	Zāļu vielu galveno savienojumu kvantitatīva noteikšana pabeigtās zālēs vai API
	Precizitāte, specifiskums, linearitāte

	2
	Kvantitatīva piemaisījumu noteikšana zāļu vielās vai noārdīšanās produktu noteikšana pabeigtās zālēs
	Precizitāte, specifiskums, kvantitatīvās noteikšanas robeža

	3
	Pabeigtu zāļu piemaisījumu vai noārdīšanās produktu robežu testēšana

	Specifiskums, kvalitatīvās noteikšanas robeža


15. attēls.
USP 1226. nodaļā ieteiktie verificēšanas testi konkrētai piemērošanai.
AOAC ir publicējusi ieteikumus verificēšanas darbībām, ieviešot standarta metodes saskaņā ar ISO/IEC 17025. Piemēri saistībā ar dažādiem piemērošanas mērķiem ir doti 16. attēlā.
	Piemēra Nr.
	Piemērošana
	Ieteicamie testi


	1
	Identitātes apstiprināšana.
	• Specifiskums

	2
	Kvantitatīvā analīze zemā koncentrācijā
	• Ticamība
• Precizitāte
• Specifiskums
• LOQ/LOD

	3
	Analizējamā viela ir koncentrācijā, kas ir lielāka vai mazāka par noteikto robežu (robežas tests)
	• Specifiskums
• LOD

	4
	Analizējamās vielas kvantitatīvā noteikšana augstā koncentrācijā
	• Ticamība
• Precizitāte
• Specifiskums



16. attēls.
AOAC ieteiktie verificēšanas testi noteiktiem piemērošanas mērķiem (izvilkums no 9. atsaucē minētās 2.–5. tabulas).
6. nodaļa
Analītisko metožu nodošana
Analītisko metožu nodošana
Kad viena laboratorija nodod validētas metodes citai, saņēmējai laboratorijai ir jāpierāda, ka tā spēj veiksmīgi ieviest attiecīgo metodi. Parasti pētniecības un izstrādes (R&D) laboratorija nodod kvalitātes metodi kontroles (QC) laboratorijai, vieta A vietai B, pārvietojot ražošanas līniju, pasūtītāja uzņēmums apakšuzņēmēja laboratorijai un uzņēmums X uzņēmumam Y, kad izstrādājumu nopērk cits uzņēmums. Šobrīd nav oficiālu dokumentu, ko saņēmēja laboratorija varētu izmantot kā vadlīnijas darbības atbilstības pierādīšanai. Vislielākās cerības raisa USP Vispārējās nodaļas ekspertu komitejas [General Chapter Expert Committee] H. Papas vadībā sagatavotais atbalsta raksts ar nosaukumu “Analītisko metožu nodošana. Priekšlikums jaunai vispārējai informācijai”[Transfer of Analytical Methods - A Proposal for a New General Information]27. Rakstā ir izklāstīti visbiežāk sastopamie metodes nodošanas prakses piemēri, kas ir šādi: salīdzinošā testēšana, kopīga validēšana divās laboratorijās vai vietās, pilnīga vai daļēja metodes validēšana vai atkārtota validēšana un izvairīšanās no oficiālas nodošanas, ko reizēm sauc arī par atteikšanos no nodošanas.
6.1. Nodošanas procedūras
Salīdzinošā testēšana
Salīdzinošā testēšana ir visbiežāk izplatītais veids metodes nodošanai testēšanas laboratoriju starpā. Precīzi raksturoti reprezentatīvi paraugi tiek analizēti nododošā laboratorijā un saņēmējā laboratorijā. Pirms metodes nodošanas ir jāpievērš uzmanība tam, lai saņēmējas laboratorijas darbinieki pienācīgi izprastu metodi un tās galvenos raksturlielumus. Tikpat svarīgs ir precīzs nodošanas protokols, dokumentēta procedūra metodes ieviešanai, kā arī laba saziņa starp nododošo un saņemošo nodaļu. Nodošanas protokolā īsumā apraksta gan veicamos testus, gan laboratoriju funkcijas, kā arī nosaka pieņemamās vērtības nodošanas procesam. Ja rezultāti atbilst iepriekš noteiktajiem pieņemšanas kritērijiem, metodi var izmantot saņēmējā laboratorijā. Analizējamo paraugu skaits ir atkarīgs no metodes riska pakāpes, tās sarežģītības un tā vai saņēmējai laboratorijai ir pieredze darbā ar līdzīgu metodoloģiju. Jautājumi, kas jāapsver saistībā ar salīdzinošo testēšanu, ir šādi:
• paraugu, partiju skaits (piemēram, 2–5),
• koncentrācijas pakāpju skaits (piemēram, 1–3),
• atkārtotu analīžu skaits vienam paraugam (piemēram, 4–6),
• analītiķu skaits (piemēram, 1 vai 2),
• ilgums (piemēram, 2–5 dienas),
• aprīkojums no viena vai vairākiem ražotājiem (no 1 līdz maksimāli pieejamajam).
Kopīga validēšana vienā vai vairākās laboratorijās
Alternatīva salīdzinošai testēšanai ir saņēmējas laboratorijas iesaistīšana nododamās metodes validēšanā. Piemēram, saņēmējas laboratorijas var piedalīties laboratoriju sadarbībā, veicot noturības testus. Principā šis ir īpašs salīdzinošās testēšanas paveids. Priekšrocība ir tāda, ka resursus, kas parasti ir vajadzīgi metodes validēšanai un nodošanai, var lietot kopīgi. Tomēr tam ir jēga tikai tad, ja visas laboratorijas, kas sadarbojas, plāno metodi ieviest aptuveni vienā laikā. Nodošana ir oficiāli jādokumentē saskaņā ar iepriekš apstiprinātu protokolu un iepriekš noteiktiem apstiprināšanas kritērijiem.
Atteikšanās no nodošanas
Noteiktos apstākļos ir iespējams vispār izvairīties no parastajiem nodošanas kvalificēšanas eksperimentiem. Piemērojot atteikšanos no nodošanas, saņēmēja laboratorija var izmantot attiecīgās analītiskās testa procedūras, neveicot salīdzinošo testēšanu vai nesagatavojot validācijas datus. Šī iespēja ir jāizmanto piesardzīgi, un, ja to izmanto, tā ir jāpamato un jādokumentē. Atteikšanos var pamatot ar to, ka ļoti līdzīga metode laboratorijā jau tiek izmantota un ir uzkrāta pietiekama pieredze vai arī ka persona, kas sākotnēji izstrādāja un validēja metodi, ir mainījusi darbavietu no nododošās laboratorijas uz saņēmēju laboratoriju.
6.2. Metožu nodošanas posmi
Analītisko metožu nodošana ir rūpīgi jāplāno, jāīsteno un jādokumentē. Šajā nodaļā ir norādīti veicamie posmi, lai veiksmīgi pabeigtu metodes nodošanu, izmantojot salīdzinošo testēšanu.
• Izstrādā nodošanas plānu. Tajā norāda veicamās darbības, laika grafiku, atbildīgās personas un piegādes. Šim attiecīgajam projektam izstrādātajā plānā ir jāņem vēra pamatstratēģija, kurā ir aprakstīta uzņēmuma pieeja analītisko metožu nodošanai.
• Izstrādā nodošanas protokolu. Protokolā apraksta nodošanas mērķi, piemērošanas jomu, nododošās un saņēmējas laboratorijas pienākumus, materiālus, aprīkojumu un metodes raksturlielumus. Nodošanas protokolā ir arī sīkāka informācija par testiem, pieņemšanas kritērijiem, testu pamatojumu, prasībām dokumentiem, kā arī palīgmateriāli, piemēram hromatogrammas un spektri. Turklāt protokolā ir arī informācija par partijām, vienādajiem paraugiem katrā partijā, iesmidzināšanas kārtību un to, kā rīkoties neatbilstību gadījumā.
• Izstrādā SOP testu veikšanai. SOP izstrādā attiecībā uz parauga sagatavošanu, atskaites materiāliem, kā arī testu rezultātu izskatīšanu un dokumentēšanu.
• Māca darbiniekus. Nododošās laboratorijas darbinieki māca saņēmēju laboratoriju analītiķus. Mācības ietver informāciju par protokolu, metodoloģiju un visu iepriekš radušos jautājumu skaidrojumu.
• Abās laboratorijās īsteno protokolu. Faktiskos rezultātus salīdzina ar paredzētajiem rezultātiem un pieņemšanas kritērijiem.
• Identificē jebkādu problēmu pamatcēloni. Ja nav nodrošināta atbilstība pieņemšanas kritērijiem, identificē pamatcēloni un atrisina jautājumu.
• Sagatavo plānā noteikto dokumentāciju. Sagatavo visus plānā noteiktos dokumentus un tos izskata un paraksta gan nododošās, gan saņēmējas laboratorijas un kvalitātes nodrošināšanas nodaļas vadība.
7. nodaļa
Bioanalītisko metožu validēšana
Bioanalītisko metožu validēšana
Bioanalītiskās metodes izmanto zāļu un/vai metabolītu kvantitatīvai noteikšanai bioloģiskās matricēs, piemēram, asinīs, ķermeņa šķidrumos, plazmā vai urīnā. Analīžu rezultāti ir svarīgi zāļu izstrādē, lai novērtētu un interpretētu pirmsklīniskos un klīniskos pētījumus, piemēram, bioloģiskās pieejamības, bioloģiskās ekvivalences, farmakokinētikas un toksikokinētikas eksperimentos. Atsauces uz šiem pētījumiem parasti izmanto kā pamatojumu iesniegumos regulatīvām iestādēm.
Parauga īpašību dēļ bioanalītiskās metodes ir daudz sarežģītākas un daudz grūtāk validējamas nekā tās metodes, ko izmanto zāļu izstrādājumu un zāļu vielu kvalitātes kontrolei. Tas ir tāpēc, ka bioanalītiskās metodēs izmanto sarežģītākas matrices, pastāv liels daudzums iespējamu metabolītu radītu traucējumu un parasti ir neliels parauga tilpums. Turklāt bioanalītiskajiem datiem ir jābūt precīziem un uzticamiem, jo tos izmanto lietojumos ar augstu riska pakāpi, tostarp farmakokinētisko raksturlielumu aprēķināšanai, kas ir svarīgi zāļu iedarbības izskatīšanai vai zāļu sagatavošanai pēc formulas. Tāpēc ir jāveic visaptveroša bioanalītisko metožu validēšana.
Šajā nodaļā ir sniegtas galvenās norādes saistībā ar bioanalītisko metožu validēšanu, validēšanas raksturlielumi, pieņemšanas kritēriji, kvalitātes kontroles procedūras regulāru analīžu veikšanai un vajadzīgā dokumentācija. Šajā nodaļā sniegto validēšanas ieteikumu pamatā ir FDA rokasgrāmata3 un AAPS darba grupas 2006. gada ziņojums10.
7.1. Konferenču un FDA sniegtās validēšanas vadlīnijas
Bioanalītisko metožu un to validēšanas nozīmi regulatīvās organizācijas un nozares un universitāšu zinātnieki atzīst kopš 20. gadsimta astoņdesmito gadu beigām. Tolaik nebija nekādu vadlīniju, nedz oficiālu, nedz neoficiālu, ko bioanalītiķi varētu izmantot bioanalītisko metožu validēšanai. Kopš tā laika ir sasauktas vairākas darba grupas un konferences, konferenču ziņojumus izmantojot par pirmajām praktiskās validēšanas vadlīnijām. Svarīgākos pasākumus organizēja Amerikas Farmācijas zinātnieku apvienība [American Association of Pharmaceutical Scientists] (AAPS), un 1990., 2000. un 2006. gadā to rīkošanā piedalījās arī FDA.
Pirmās darba grupas / konferences28 laikā tika panākta vienošanās par to, kuri bioanalītiskas metodes raksturlielumi ir jāvērtē. Tika identificēti tādi būtiski raksturlielumi kā ticamība, precizitāte, selektivitāte, jutība, reproducējamība, kvalitatīvās noteikšanas robeža. Tika panākta arī vienošanās par dažiem pieņemšanas kritērijiem.
Otrajā konferencē, kas notika 2000. gadā29, delegāti galvenokārt apsprieda savu pieredzi un kopš pirmās konferences panākto. Darba grupas ziņojums “Bioanalītisko metožu validēšana. Atgriešanās pēc progresa desmitgades” [Bioanalytical Method Validation - A Revisit with a Decade of Progress] tika izmantots par pamatu FDA vadlīnijām, kas tika izdotas 2001. gadā.
Galvenais trešās AAPS konferences mērķis 2006. gadā bija izvērtēt bioanalītisko procedūru piemērošanas jomu un to piemērotību paraugu kvantitatīvai analīzei bioloģiskās ekvivalences, farmakokinētikas un salīdzināmības pētījumos. Otrs mērķis bija izvērtēt validēšanas un īstenošanas prasības, kas attiecas uz hromatogrāfiskajām un liganda piesaistes kvantitatīvajām bioanalītiskajām pārbaudēm makromolekulām.
Šā ievada sagatavošanas laikā vissvarīgākie atsauču dokumenti bija FDA “Vadlīnijas bioanalītisko metožu validēšanai” [Guidance on Bioanalytical Method Validation]3 un AAPS darba grupas ziņojums 2006. gada konferencē “Kvantitatīvo bioanalītisko metožu validēšana un ieviešana. Laba prakse saistībā ar hromatogrāfiskajām un liganda piesaistes pārbaudēm”[Quantitative bioanalytical methods validation and implementation:Best practices for chromatographic and ligand binding assays]10. FDA vadlīnijas galvenokārt ir veltītas metodoloģijai, un tās joprojām ir spēkā, savukārt konferences ziņojumā ir arī dots skaidrojums un ieteikumi par labu praksi bioanalītiskā darba uzlabošanai. Piemēram, darba grupa paskaidroja jautājumus, kas saistīti ar QC paraugu izvietošanu, matriču ietekmes noteikšanu, stabilitātes apsvērumiem, iekšējo standartu un sistēmas piemērotības testu izmantošanu.
Turklāt darba grupas ziņojumā ir skaidri norādījumi par to, kuri validēšanas pētījuma pieraksti ir jāsaglabā. Pieraksti, kas ir sagatavoti metodes validēšanas un pētījuma paraugu analīzes laikā, ir izejas dati un ir jāsaglabā, lai pierādītu metodes derīgumu. Piemēram, hromatogrammas un testa sagatavošanas, ekstrahēšanas un testa kopsavilkuma loksnes tiek uzskatītas par izejas datiem. Tas attiecas arī uz paraugu testēšanu un testiem, kas nav izdevušies. Turklāt ir īpaši jāidentificē atkārtoti integrētās hromatogrammas. Ir jādokumentē atkārtotas integrēšanas iemesls un tās režīms. Vislabāk ir elektroniski saglabāt gan sākotnējo, gan atkārtoti integrēto hromatogrammu. Nedrīkst atspējot elektronisko audita liecību funkciju, kas reģistrē veiktās integrēšanas raksturlielumu pārmaiņas.
7.2. Validēšanas raksturlielumi
Galvenie validēšanas raksturlielumi bioanalītisko metožu validēšanai īpaši neatšķiras no tiem, kas minēti iepriekš šajā nodaļā. Tie ir šādi: selektivitāte/specifiskums, precizitāte, atgūšana, linearitāte un analizējamās vielas stabilitāte. Šajā punktā tiks apskatīti raksturlielumi, kam saistībā ar bioanalītiskajām metodēm ir sagatavoti īpaši ieteikumi. Stabilitātes pētījumu principi ir tie paši, kas izklāstīti nodaļā “Metožu validēšanas raksturlielumi un testi”, un tie šeit netiks atkārtoti.
Selektivitāte/specifiskums
Saistībā ar selektivitāti/specifiskumu ir jāveic no vismaz sešiem avotiem iegūtu atbilstošu bioloģisko matriču tukšo paraugu analīzes. Katram tukšajam paraugam ir jāveic traucējumu testi, un ir jānodrošina selektivitāte zemākās kvantitatīvās noteikšanas robežās (LLOQ).
Precizitāte
Saskaņā ar ICH vadlīnijām4, 5 precizitāti iedala īslaicīgajā (viena testēšanas cikla jeb partijas izmantošanas laika) un ilglaicīgajā (starp testēšanas cikliem vai atšķirīgām partijām), kuras precizitāti raksturo laiks un kuras noteikšanā var piedalīties dažādi analītiķi un var tikt izmantots atšķirīgs aprīkojums un reaģenti. Īslaicīgo precizitāti mēra, veicot vismaz piecus testus katrā koncentrācijas pakāpē. Ir ieteicams izmantot vismaz trīs koncentrācijas pakāpes, kas ir paredzamajā koncentrācijas diapazonā. Katrā atsevišķā koncentrācijas pakāpē noteiktā koncentrācijas precizitāte nedrīkst pārsniegt 15 % no variācijas koeficienta (CV) vērtības, izņemot koncentrācijas pakāpi LLOQ, kur precizitāte nedrīkst pārsniegt 20 % no CV.
Ilglaicīgās precizitātes noteikšanai īstermiņa precizitātes noteikšanas testus atkārto četrās dažādās dienās, iesaistot dažādus analītiķus. Četru dienu eksperimentos iegūto precizitāti salīdzina ar īslaicīgo precizitāti.
Ticamība
Ticamību nosaka, veicot atkārtotu tādu paraugu analīzi, kuros ir zināms analizējamās vielas daudzums. Ticamību mēra, veicot vismaz piecus testus katrā koncentrācijas pakāpē. Ir ieteicams izmantot vismaz trīs koncentrācijas pakāpes, kas ir paredzamajā koncentrācijas diapazonā. Vidējā vērtība nedrīkst atšķirties no faktiskās vērtības vairāk kā par 15 %, izņemot LLOQ, kur maksimālā pielaide ir 20 %. Vidējās vērtības novirze no faktiskās vērtības ir ticamības mērs.
Atgūšana
Atgūšana ir līdzīga ticamībai, bet ietver analītiskās metodes ekstrakcijas efektivitāti. Analizējamās vielas atgūšanai nav jābūt pilnīgai, bet analizējamās vielas un iekšējā standarta atgūšanas īpatsvaram ir jābūt konsekventam, precīzam un reproducējamam. Atgūšanas eksperimenti ir jāveic, salīdzinot ekstrahēto paraugu analītiskos rezultātus trīs koncentrācijas pakāpēs (zemā, vidējā un augstā) ar neekstrahētiem standartiem, kas simbolizē 100 % atgūšanu.
Kalibrēšanas/standarta līkne
Šis validēšanas raksturlielums, kas definēts FDA vadlīnijās, atbilst linearitātei, kas aprakstīta iepriekš šajā ievadā. Tas parāda saistību starp instrumenta reakciju un zināmo analizējamās vielas koncentrāciju. Kalibrēšanas līkne ir jāizveido katrai paraugā esošajai analizējamajai vielai, un reakcijai ir jābūt proporcionālai analizējamās vielas koncentrācijai.
Kalibrēšanas līknes izveidei izmanto to pašu bioloģisko matricu, kāda tiks izmantota paraugiem paredzētajā pētījumā, matricē iejaucot zināmu analizējamās vielas koncentrāciju. Kalibrēšanas līknei ir jāsastāv no rezultātiem, kas iegūti ar tukšu paraugu (izmanto matrices paraugu, nepiejaucot iekšējo standartu), nulles paraugu (izmanto matrices paraugu ar piejauktu iekšējo standartu) un 6–8 paraugiem, kas aptver paredzamo diapazonu, tostarp LLOQ. Mazāko standarta koncentrācijas daudzumu uz kalibrēšanas līknes pieņem par kvantitatīvās noteikšanas robežu, ja analizējamās vielas reakcija vismaz piecas reizes pārsniedz reakciju, kas ir iegūta ar tukšu paraugu, un ja analizējamās vielas reakcija ir identificējama, diskrēta un reproducējama ar precizitāti 20 % un ticamību no 80 līdz 120 %.
Ir jāizmanto vienkāršākais modelis, kas atbilstoši atspoguļo reakciju attiecīgā koncentrācijā. Vismaz pieciem vai sešiem standarta paraugiem ir jābūt 15 % novirzes robežās no nominālās vērtības, izņemot LLOQ, kur maksimālā pielaide ir 20 %.
Zemākā kvantitatīvās noteikšanas robeža (LLOQ)
LLOQ ir mazākais analizējamās vielas daudzums, ko ir iespējams kvantitatīvi noteikt ar pieņemamu precizitātes un ticamības pakāpi. Ieteicamā precizitāte LLOQ nedrīkst pārsniegt 20 %. Ir dažādas pieejas LLOQ noteikšanai. Vispraktiskāk ir noteikt to daudzumu, kurā precizitāte un ticamība ir vismaz 20 %.
7.3. Regulāro bioanalītisko analīžu kvalitātes kontrole
Bioloģiskos paraugus var analizēt, izmantojot precīzi validētas metodes un rezultātus iegūstot ar vienu reizi, savukārt precizitātes un ticamības novirze regulāri ir noteikto pielaižu robežās. Ja tā nav, ir jāveic divkārša vai pat trīskārša analīze.
Lai nodrošinātu noteiktu analītisko datu kvalitāti, ir jāizstrādā procedūras, lai saglabātu optimālus apstākļus un pārraudzītu ticamību un precizitāti regulāro analīžu laikā. Svarīgi ir šādi apsvērumi.
• Ir jāveic vairākpakāpju kalibrēšana, kur kalibrēšanā tiek izmantoti standarti ar koncentrācijas pakāpi no zemākās līdz augstākajai paredzamajai paraugu koncentrācijas pakāpei.
• Kalibrēšanas (standarta) līknei ir jāaptver paredzamo nezināmo paraugu koncentrācijas pakāpes diapazons, tostarp LLOQ izmantojot kalibrēšanas paraugu.
• Koncentrācijas noteikšana nezināmos paraugos, ekstrapolējot standarta līknes zem LLOQ vai virs augstākās standarta koncentrācijas, nav ieteicama. Tā vietā ir atkārtoti jādefinē standarta līkne vai arī paraugi ar augstāku koncentrāciju ir jāatšķaida un jāpārbauda atkārtoti.
• Katrā analītiskajā virknē ir jāiekļauj tukšas matrices analīze (paraugs bez iekšējā parauga), nulles standarta analīze (matrice ar iekšējo standartu) un vismaz sešu kalibrēšanas standartu analīze koncentrācijas pakāpes punktos, kas neatbilst nulles punktam.
• Kopā ar apstrādātajiem testu paraugiem, ņemot vērā kopējo paraugu skaitu, ir jāveic noteikta skaita QC paraugu – ar analizējamo vielu atšķaidītas matrices – analīze.
• Minimālais QC paraugu skaits ir 5 % no testētajiem paraugiem.
• QC paraugi ir jāanalizē pa diviem trīs koncentrācijas pakāpēs. Piemēram, tie ir jāanalizē vienu reizi ar vērtību, kas trīsreiz pārsniedz LLOQ, vienu reizi diapazona vidū un vienu reizi, tuvojoties diapazona augšējai vērtībai.
• Vismaz četriem no katriem sešiem QC paraugu rezultātiem ir jāatšķiras no attiecīgās nominālās vērtības ne vairāk kā par 15 %. Divi no sešiem QC paraugu analīzes rezultātiem var atšķirties no tās vairāk nekā par 15 %, bet šiem paraugiem nedrīkst būt vienāda koncentrācija.
• Bioanalītisko metožu īstenošanai ir jāizmanto kvalificēti un pienācīgi apkopti instrumenti. Lai nodrošinātu sistēmas pienācīgu darbību ir jānosaka sistēmas piemērotības (SST) raksturlielumi, pieņemšanas kritēriji un apkopju biežums. Sistēmas piemērotības testi neaizstāj kritērijus, kas attiecas uz testu veikšanu ar QC paraugiem.
Atsauces
Glosārijs
Atsauces
1. LGC. In-House Method Validation: A Guide for Chemical Laboratories, 2003. gads
2. ASV FDA. Guidance for Industry (draft): Analytical Procedures and Methods Validation: Chemistry, Manufacturing, and Controls and Documentation, 2000. gads
3. ASV FDA. Guidance for Industry, Bioanalytical Method Validation, 2001. gads
4. ICH Q2A. Validation of Analytical Procedures: Definitions and Terminology, Ženēva, 1995. gads, 2005. gadā iekļautas Q2(R1)
5. ICH Q2B. Validation of Analytical Procedures: Methodology, apstiprināta 1996. gadā Ženēvā, 2005. gadā iekļauta Q2(R1)
6. IUPAC tehniskais ziņojums Harmonized Guidelines for Single-Laboratory Validation of Methods of Analysis, Pure Appl. Chem., 74 (5) 835/855, 2002. gads
7. Eurachem. The Fitness for Purpose of Analytical Methods A Laboratory Guide to Method Validation and Related Topics, 1998. gads
8. L. Huber. Validation and Qualification in Analytical Laboratories, Informa Healthcare, Ņujorka, ASV, 2007. gads
9. AOAC. How to Meet ISO 17025 Requirements for Methods Verification, 2007. gads
10. C. T. Viswanathan et al. Workshop/Conference Report — Quantitative Bioanalytical Methods Validation and Implementation: Best Practices for Chromatographic and Ligand Binding Assays], AAPS Journal; 9(1), E30-E42, 2007. gads
11. USP 32 - NF 27, 1225. vispārīgā nodaļa Validation of Compendial Methods, 2009. gads
12. USP 32 - NF 27, 1226. vispārīgā nodaļa Verification of Compendial Methods, 2009. gads
13. USP 32 - NF 27, 1058. vispārīgā nodaļa Analytical Instrument Qualification, 2009. gads
14. ASV FDA. ASV Federālo normatīvo aktu kodeksa 21. sadaļa. 21 CFR 211 Current good manufacturing practice for finished pharmaceuticals, pārskatīta 2009. gada 1. aprīlī
15. ASV FDA. ASV Federālo normatīvo aktu kodeksa 21. sadaļa. 21 CFR 58 Good Laboratory Practice for Preclinical Studies, pārskatīta 2009. gada 1. aprīlī
16. ASV FDA. ASV Federālo normatīvo aktu kodeksa 21. sadaļa. 21 CFR 320 Bioavailability and Bioequivalence Requirements, pārskatīta 2009. gada 1. aprīlī
17. PIC/S. Guide To Good Manufacturing Practice For Medicinal Products, 2004. gads
18. Eiropas Komisija. Eiropas Kopienas Zāļu tiesiskais regulējums. 4. sējums. ES vadlīnijas labai ražošanas praksei. Cilvēkiem paredzētās un veterinārās zāles, 2004. gads 
19. PIC/S. Guide: Inspection Of Pharmaceutical Quality Control Laboratories, 2005. gads
20. ICH Q7. Good Manufacturing Practice Guide for Active Pharmaceutical Ingredients, 2000. gada atjauninātais izdevums
21. USP 32 - NF 27, 621. vispārīgā nodaļa, Chromatography, 2009. gads
22. ISO/IEC 17025 “Testēšanas un kalibrēšanas laboratoriju kompetences vispārīgās prasības”, 2005. gads
23. ICH. Q3A(R2) Impurities in New Drug Substances (Revised Guideline)], 2006. gads
24. ICH. Q6A Specifications: Test Procedures and Acceptance Criteria for New Drug Substances and New Drug Products: Chemical Substances, 1999. gads
25. Eiropas 5. farmakopeja, 2.2.4. punkts, 2004. gads
26. USP atbalstošais raksts Transfer of HPLC Procedures to suitable Columns of Reduced Dimmensions and Particle Sizes, Pharmacopeial Forum, Vol. 35 (6), 2009. gads
27. USP atbalstošais raksts Transfer of Analytical Procedures: A Proposal for a New general Information Chapter, Pharmacopeial Forum, Vol. 35 (6), 2009. gads
28. V. P. Shah et al. Analytical methods validation: Bioavailability, bioe- quivalence and pharmacokinetic studies, Eur. J. Drug Metabolism and Pharmacokinetics 16 (4):249-255, 1991. gads un Pharm. Res. 9:588-592, 1992. gads
29. V. P. Shah et al. Bioanalytical Method Validation - a Revisit with a Decade of Progress, Pharm.Res. 17; 1551-1667, 2000. gads
Glosārijs
AOAC
Oficiālo ķīmiķu analītiķu asociācija
API
Aktīvās farmaceitiskās vielas
ASTM
Amerikas Materiālu un izmēģinājumu biedrība
CFR
ASV Federālo normatīvo aktu kodekss
EP
Eiropas farmakopeja
ES
Eiropas Savienība
FDA
ASV Pārtikas un zāļu pārvalde
GC
Gāzu hromatogrāfija
GCP
Laba klīniskā prakse
GLP
Laba laboratorijas prakse
GMP
Laba ražošanas prakse
HPLC
Augstas efektivitātes šķidrumu hromatogrāfija
ICH
Starptautiskās saskaņošanas konference
IEC
Starptautiskā Elektrotehnikas komisija
ISO
Starptautiskā Standartizācijas organizācija
IUPAC
Starptautiskā teorētiskās un lietišķās ķīmijas savienība
LGC
Valsts Ķīmijas laboratorija
LOD
Kvalitatīvās noteikšanas robeža
LOQ
Kvantitatīvās noteikšanas robeža
NATA
Testēšanas iestāžu valsts asociācija, Austrālija
PIC/S
Sistēma sadarbībai farmaceitisko pārbaužu jomā
QA
Kvalitātes nodrošināšana
QC
Kvalitātes kontrole
SOP
Standarta darba procedūras
SST
Sistēmas piemērotības testēšana
USP
ASV farmakopeja
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