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ABSTRACT

Bioanalytical methods are used in research on small-molecule and large-molecule drug products to
determine analytes and their metabolites in biological matrices such as blood, plasma, serum, urine,
feces, saliva, other biological fluids, or tissues. Validation of a bioanalytical method is the essential
step before the implementation of the method into routine use in toxicokinetic or pharmacokinetic
studies. Harmonization of recommendations for the validation of bioanalytical methods has been
advocated for many years. In 2022, The International Council for Harmonisation of Technical
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (ICH) finished the work on final version of the ICH
M10 guideline, as a combination of four regional guidelines (American, European, Brazilian and
Japanise). The document uniforms rules for the performance of the bioanalytical method validation
and documentation of sample analysis from clinical and non-clinical studies in most countries around
the world, which are submitted to registration authorities.
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STRESZCZENIE

Metody bioanalityczne wykorzystywane sa w badaniach produktow leczniczych do oznaczania stezen
analitow i ich metabolitow w matrycach biologicznych (krew, osocze, surowica, mocz, kat, slina, inne
ptyny biologiczne lub tkanki). Metody przed zastosowaniem do rutynowych analiz w badaniach
farmakokinetycznych i toksykokinetycznych powinny byc¢ zwalidowane. Od wielu lat dazono do
ogolnoswiatowego ujednolicenia zalecen dotyczacych zakresu i sposobu przeprowadzania walidacji
metod bioanalitycznych. W 2022 roku Miedzynarodowa Rada Harmonizacji Wymagan Technicznych dla
Rejestracji Produktow Leczniczych Stosowanych u Ludzi (ang. The International Council for
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use - ICH) ukonczyta prace
nad ostatecznag wersja wytycznej ICH M10 bedaca potaczeniem 4 regionalnych wytycznych
(amerykanskiej, europejskiej, brazylijskiej i japonskiej). Dokument scala zasady przeprowadzania
walidacji metod bioanalitycznych i dokumentowania wynikow z badan klinicznych i nieklinicznych
prowadzonych w wiekszosci krajow na catym swiecie na potrzeby rejestracji produktow leczniczych.

SLOWA KLUCZOWE: walidacja metod bioanalitycznych, wiarygodnos¢, harmonizacja, biodostepnos¢, farmakokinetyka.

Article is published under the CC BY license.

1. Zastosowanie metod bioanalitycznych i znaczenie
harmonizacji

Metody bioanalityczne sa stosowane w badaniach
rozwojowych produktow leczniczych zawierajacych substancje
drobnoczasteczkowe i wielkoczasteczkowe, do oznaczania
substancji czynnych i/lub metabolitow w materiale

biologicznym zwierzecym lub ludzkim. Opracowywane sa
w matrycach biologicznych takich jak krew, osocze,
surowica, mocz, kat, slina, inne ptyny biologiczne lub tkanki
[1]. Oznaczenia analitu w materiale biologicznym nalezy
przeprowadzi¢ z zastosowaniem zwalidowanej metody
bioanalitycznej. Spetnienie kryteriow akceptacji dla
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wszystkich testow walidacyjnych potwierdza, ze metoda jest
adekwatna do zamierzonego celu, a otrzymane wyniki analizy
probek badanych sa wiarygodne i powtarzalne [1-3]. Z procesu
walidacji metody sporzadzany jest raport przygotowany
zgodnie z formatem Wspolnego Dokumentu Technicznego
(ang. Common Technical Document - CTD) dla badan
prowadzonych na materiale biologicznym ludzkim (CTD
5.3.1.2) i zwierzecym (CTD 4.2.2.1)[4], ktore nastepnie przez
Sponsora badania przedktadane sa organom regulacyjnym
w procesie dopuszczenia leku do obrotu [1].

Walidacja metod bioanalitycznych byta do 23.01.2023
prowadzona zgodnie z wytyczng obowiazujaca na danym
obszarze i wydanga przez nastepujace instytucje:

ew USA przez amerykanska Agencje ds. Lekow
i Zywnosci (ang. Food and Drug Administration, US FDA)
z2018r. [3],

e w Europie przez Europejska Agencje Lekow
(ang. European Medicines Agency, EMA) z 2011 r. [2],

e w Brazylii przez Narodowa Agencje Nadzoru Zdrowia
(ang. The National Health Surveillance Agency, ANVISA) [5],

e w Japonii przez Ministerstwo Zdrowia i Opieki
Spotecznej (ang. Ministry of Health, Labour and Welfare of
Japan, MHLW) z 2013 r. dla matych czasteczek [6] oraz z 2014
r. dla zwiazkow wielkoczasteczkowych [7],

o w Kanadzie przez EMA [2] oraz uzupetniona przez Health
Canada.

Od momentu implementacji wytycznej ICH M10 [1]
bedacej potaczeniem [8] wytycznych FDA, EMA i MHLW
[2,3,6,7] w wiekszosci krajow na Swiecie obowiazuja jednolite
zasady przeprowadzania walidacji metod bioanalitycznych
i dokumentowania analizy probek z wszystkich faz badan
klinicznych, w tym z poréwnawczych badan dostepnosci
biologicznej/ rownowaznosci biologicznej
(ang. bioavailability/bioequivalence study - BA/BE study)
oraz nieklinicznych  badan z  zakresu toksykokinetyki
lub farmakokinetyki [1].

Ujednolicenie rekomendacji dotyczacych walidacji metod
bioanalitycznych byto postulowane od wielu lat [9].
Harmonizacja umozliwia stosowanie wspolnych zalecen przez
wiekszos¢ organow dopuszczajacych produkty lecznicze
do obrotu, co niesie korzysci dla firm oraz pacjentow:

e poprawe efektywnosci procesu oceny dokumentacji
rejestracyjnej,

e skrocenie czasu wprowadzenia produktu leczniczego
do obrotu,

e zmniejszenie kosztow dla pacjenta wynikajacych
z niepotrzebnego powielania badan klinicznych [10].

Harmonizacja wytycznej wpisuje sie takze w zasade 3R
(ang.  Reduce, Refine, Replace) [11] prowadzaca
do zmniejszenia liczby niepotrzebnych badan na zwierzetach
bez uszczerbku dla badania oceny bezpieczenstwa
i skutecznosci leczenia.

Wytyczne organéw rejestracyjnych, tworzone przez
ekspertow z komitetow naukowych i grup roboczych,
zapewniaja spojne zasady rozwoju produktow leczniczych
zgodnie z najwyzszymi standardami jakosci i spojnosci danych
bioanalitycznych. Wytyczne sa zbiorami zalecen stuzacych
zapewnieniu dostepnosci  wysokiej jakosci, skutecznych
i bezpiecznych produktow leczniczych z korzyscia dla
pacjentow. Prace nad zarysem i koncepcja wytycznej ICH M10
rozpoczeto w 2016 roku [8]. Nastepnie w okresie 14.03-
01.09.2019 projekt wytycznej poddano konsultacjom
spotecznym  przeprowadzonym  przez 10  organdw
rejestracyjnych (ICH, EMA, FDA, MHLW/PMDA, Health Canada,
Swissmedic, ANVISA, MFDS, NMPA, TFDA) [12]. Wdrozenie ICH
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M10 w poszczegolnych rejonach rejestracyjnych na dzien
opracowania niniejszej pracy przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Wdrozenie wytycznej ICH M10 przez
niektdrych cztonkow ICH [13].

Data implementacji/

Nazwa cztonka ICH ‘. .
planowanej implementacji*

Health Canada (Kanada) 20 stycznia 2023

EC - Komisja Europejska / EMA

(Europa) 21 stycznia 2023

Swissmedic (Szwajacaria) 25 maja 2022

US FDA (Stany Zjednoczone) 7 listopada 2022

MFDS (Republika Korei) 1 pazdziernika 2023*

NMPA (Chiny) 29 czerwca 2023

2.ICH M10 - zmiany w prowadzeniu testow
walidacyjnych w bioanalizie

Wytyczna ICH M10 [1] wprowadza modyfikacje
w testach  prowadzonych podczas walidacji metod
bioanalitycznych w poréwnaniu z wytyczng EMA [2] oraz
FDA [3]. W Tabeli 2 opisano najwazniejsze zmiany
wocenie  parametrow  walidacyjnych dla lekow
chemicznych i biologicznych analizowanych metodami
chromatograficznymi z pominieciem wymagan dla
techniki wiazania ligandow ze wzgledu na specyfike
badan prowadzonych przez autoréw pracy. Laboratoria
pracujace dotychczas zgodnie z wytyczna FDA [3] powinny
zaktualizowa¢ lub zmodyfikowaé Standardowe Procedury
Operacyjne w opisie testow: specyficznos¢, selektywnosc,
wptyw matrycy, powtarzalnos¢ ponownego dozowania oraz
stabilnos¢. Dla laboratoriow prowowadzacych walidacje
metod bioanalitycznych zgodnie z wytyczna EMA [2]
zmianie ulegnie sposob postepowania podczas oceny
wptywu matrycy, specyficznosci, selektywnosci, stabilnosci
oraz dodatkowo wprowadzony zostanie opis dotyczacy
oceny odzysku i powtarzalnosci dozowania.

2.1. Selektywnosé¢, specyficznos¢

Zalecenia dotyczace oceny selektywnosci metody
bioanalitycznej w obecnosci matrycy i substancji
interferujacych, wstecznej konwersji i wptywu matrycy
zawarte byty w jednym punkcie Selektywnos¢ w przypadku
wytycznej EMA [2] lub Selektywnos¢ i Specyficznos¢
w przypadku wytycznej FDA [3]. Test selektywnosci
i specyficznosci w wytycznej ICH M10 [1] zostaty
rozdzielone na osobne punkty.

Test selektywnosci zgodnie z nowa wytyczna dotyczy
tylko uzywanej matrycy biologicznej, a mianowicie obecnych
w niej substancji zaktdcajacych. Metoda analityczna powinna
wykazywa¢ selektywnos¢ w danej matrycy wobec
oznaczanych analitow i wzorcow wewnetrznych [1].
Wytyczna ICH M10 [1] zaleca wykonanie testu na minimum
6 roznych  zrodtach  osocza  niehemolizowanego,
nielipemicznego oraz dodatkowo na minimum 1 zrodle
osocza hemolizowanego i lipemicznego.  Nowoscig
w  wytycznej jest wprowadzenie definicji  wyzej
wspomnianych osoczy oraz sposobu ich przygotowania.
Problem braku jednoznacznej definicji obu rodzajow
osocza byt poruszany juz w 2014 roku przez Europejskie
Forum Bioanalityczne (ang. European Bioanalysis Forum)
[14].
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Tabela 2. Parametry walidacyjne dla metod bioanalitycznych oznaczania lekow technika chromatograficznag - najwazniejsze
zmiany pomigdzy ICH M10 i wytycznymi EMA i FDA

Parametr (Test)
walidacyjny
wICHM10[1]

Skrocone brzmienie oceny parametru
w ICH M10 [1]

Réznice w wytycznej FDA [3] wobec
ICHM10[1]

Réznice w wytycznej EMA [2]
wobec ICH M10 [1]

Selektywnos¢ (s. 8)

- minimum 6 zrodet matrycy dla osocza:
dodatkowo minimum 1 zrodto hemolizowane
i minimum 1 Zrédto lipemicznego osocza

- w przypadku osocza, osocze
hemolizowane i lipemiczne, nie jest
wliczone w liczbe zrodet matrycy
minimum 6 (s. 7)

- w przypadku osocza, osocze
hemolizowane i lipemiczne, nie
jest wliczone w liczbe zrodet
matrycy minimum 6 (s. 5)

Specyficznos¢ (s. 8)

- analiza probek osocza z dodatkiem zwiazkow
interferujacych (lek, metabolit itp.)

- ocena konwersji wstecznej metabolitu

- opis testu z kryteriami akceptacji
opisano w punkcie Selektywnos¢

i Specyficznos¢ (s. 7, Table 1, s. 22)
- brak informacji o sposobie oceny
konwersji wstecznej metabolitu dla
metod LC-MS

- test opisano w ramach testu
Selektywnosc (s. 5)

Wptyw matrycy (s. 9) - probki QC na niskim i wysokim poziomie - informacja o tescie zamieszczona - inny sposob przeprowadzenia
stezenia w minimum 6 réznych zrodtach matryc, ~ w punkcie Selektywnosc i Specyficznos¢  testu, obliczano czynnik
po minimum 3 powtorzenia dla kazdego zrodta (s. 7), opis nie zawierat sposobu matrycowy
- kryteria akceptacji jak w tescie precyzja przeprowadzenia testu
i doktadnos¢

Krzywa kalibracyjna - krzywa kalibracyjna z minimum 6 probek - brak informacji o minimalnej liczbie X

(s. 9-10) kalibracyjnych krzywych kalibracyjnych (s. 6) 5. 67, 12)

Zakres kalibracyjny - minimum 3 krzywe kalibracyjne pochodzace ’

(LLOQ-ULOQ) (s. 15) z niezaleznych sekwencji analitycznych
analizowanych na przestrzeni kilku dni

Precyzja i doktadnos¢ - okreslone liczbowo zakresy stezen probek QC - brak okreslenia zakresu liczbowego X

(s. 10-11) (niskie, srednie i wysokie) dla probek QC na poziomie stezenia (s. 7-8)

- precyzja i doktadnosc okreslona dla LLOQ $redniego i wysokiego
i wszystkich poziomoéw stezen probek QC
w minimum 5 powtdrzeniach:
a) w ramach jednej sekwencji analitycznej
b) pomigdzy minimum 3 sekwencjami
analitycznymi (w czasie nie krotszym niz 2 dni)
Przeniesienie probki - analiza probek BS po probkach ULLOQ - informacja o tescie umieszczona X
(s. 11) w punkcie Selektywnosc i Specyficznos¢  (s. 6)
(s. 7), brak szczegdtowego opisu
wykonania testu
Test integralnosci - analiza rozcienczonej probki QC (>ULOQ) - brak informacji o minimalnej liczbie X
rozcienczenia (s.11) w 5 powtdrzeniach powtorzen dla rozcienczonej probki QC (s 8)

(>ULoQ)

Powtarzalnosc - 5 dozowan z jednego naczynka kazdego - brak testu - brak testu (wspomniano

ponownego stezenia probki QC o mozliwosci wykonania testu

dozowania (s.13) w punkcie Powtdrna analiza
probek (s. 13))

Odzysk (s.30) - wydajnos¢ ekstrakcji X - brak testu

- poréwnanie wyniku przeprocesowanych probek
QC (niski, sredni i wysoki) z odpowiednimi
ekstraktami slepych prob, do ktorych po
ekstrakcji dodano analit

(s. 8-10, 25, Table 1)

Stabilnos¢ (s. 11-13)

Stabilnos¢ w matrycy z probek QC po 1 na
poziomie stezenia niskiego i wysokiego
podzielona na minimum 3 czesci do badania:
- stabilnos¢ zamrazania i rozmrazania
odstep miedzy zamrazaniem i rozmrazaniem
minimum 12 godzin - wykona¢ minimum 3 cykle
rozmrazania

- stabilnos¢ krétkoterminowa

- stabilnos¢ dtugoterminowa

- stabilnos¢ analitu w przetworzonej/
przeprocesowanej probce

Stabilno$¢ w roztworze dla analitow i wzorcow
wewnetrznych w roztworach podstawowych
i roboczych

Stabilno$¢ analitu w krwi petnej

- brak informacji o minimalnej liczbie
cykli zamrazania - rozmrazania

- brak oceny stabilnosci roztworéw
roboczych, wymagana analiza tylko
roztworu podstawowego

- brak testu stabilnosci analitu we krwi
petnej

- brak informacji o minimalnej
liczbie probek do badania

- brak testu stabilnosci analitu
we krwi petnej

X - brak roznic; QC - probka kontrolna (ang. Quality Control); s. - numer strony dokumentu wytycznej podanej w kolumnie
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W celu otrzymania hemolizowanej matrycy (osocze,
surowica), wytyczna ICH M10 doktadnie opisuje w jaki sposob
nalezy wzbogaci¢ matryce krwia petna (minimum 2% v/v).
Definicja ta jest zgodna z podejsciem Global Bioanalysis
Consortium [14]. W przypadku osocza z oznakami lipemii
nowa wytyczna zaleca, aby matryca pochodzita od osob lub
zwierzat z hiperlipemia lub zostata przygotowana poprzez
wzbogacenie osocza trojglicerydami, np. Interlipid [14].

Test specyficznosci zgodnie z ICH M10 [1], w odrdznieniu
od selektywnosci, dotyczy zdolnosci metody do
jednoznacznego okreslenia analitu w obecnosci substancji
interferujacych nie pochodzacych z matrycy (np. metabolit,
leki stosowane rownoczesnie w leczeniu, zanieczyszczenie
itp.) [1]. Nowoscig w poréwnaniu do wytycznej FDA [3] jest
test oceny konwersji wstecznej metabolitu, ktéry wpisano
w ramach testu selektywnosci [1]. Zjawisko wystapienia
konwersji wstecznej metabolitu, czyli przeksztatcania
metabolitu do zwiazku macierzystego, oceniane jest
w przypadku wskazan danych literaturowych lub ze wzgledu
na obecnos¢ w budowie metabolitu substancji oznaczanej
ugrupowan niestabilnych [1,15].

Wytyczna ICH M10 [1] oraz pytania i odpowiedzi do ICH
M10 [16] opisuja mozliwos¢ oceny specyficznosci bez
koniecznosci prowadzenia dodatkowych badan dla substancji
potencjalnie interferujacych z analitem na podstawie:

o wykluczenia takich samych mas czasteczkowych,

e wykluczenia takich samych wtasciwosci
fizykochemicznych analitu i substancji pokrewnych,

o uzyskania rozdzielenia chromatograficznego [16].

Powyzsza strategia byta postulowana przez Srodowisko
naukowe European Bioanalysis Forum juz w 2016 roku [17].
W innych przypadkach moze istnie¢ koniecznos¢ wykonania
dodatkowych badan w ramach oceny specyficznosci metody.
W przypadku podejrzenia o mozliwos¢ wspotwymywania
analitu i substancji pokrewnych (np. izomerow), konieczne
bedzie wykonanie badan wykazujacych rozdzielenie
chromatograficzne, a w przypadku niepowodzenia takze
przeprowadzenie testu wptywu matrycy oraz oceny
konwersji wstecznej [16].

2.2. Wptyw matrycy

Wptyw matrycy dla analiz wykonywanych technika LC-MS
jest definiowany jako zmiana odpowiedzi aparatu wobec
analitu lub wzorca wewnetrznego spowodowana zaktdceniami
i czesto niezidentyfikowanymi sktadnikami matrycy [1].
Wystapienie wptywu matrycy powoduje uzyskanie wynikow
niedoktadnych i nieprecyzyjnych.

Sposob przeprowadzenia testu wptywu matrycy w ICH M10
[1] rézni sie znacznie od prezentowanego wczesniej
wwytycznej EMA [2]. Zrezygnowano z wyznaczania
znormalizowanego  wzorcem  wewnetrznym czynnika
matrycowego i uproszczono sposob wykonania testu. Obie
wytyczne zalecaja wykonanie testu dla co najmniej 6 zrodet
matrycy i dodatkowo dla osocza w zrddle hemolizowanym
i lipemicznym w przypadku mozliwosci wystapienia takich
warunkow w badaniu.

Zgodnie z wytyczna EMA [2] do przeprowadzenia testu
potrzebne  byty  roztwory @ wzorcowe o  stezeniu
odpowiadajacym dwém poziomom stezen probek kontrolnych
(ang. Quality Control - QC) po procesowaniu probki przy
zatozeniu 100% odzysku oraz probki slepej (bez dodatku
analitu i wzorca wewnetrznego) po procesie izolacji z matrycy
[1]. Taki sposob postepowania byt dos¢ trudny do wykonania
i wymagat duzego skupienia analityka ze wzgledu na
pojawiajaca sie duzg ilos¢ zmiennych.
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W wytycznej FDA [3] w punkcie Selektywnosc¢
i Specyficznos¢ wspomniano o ocenie wptywu matrycy na
metode analityczng bez podania opisu postepowania
sprawdzajacego mozliwosci zaistnienia powyzszego zjawiska.

W wytycznej ICH M10 [1] znajduje sie doktadny opis
sposobu oceny wptywu matrycy, ktory znacznie rozni sie od
zalecen EMA [2]. W nowej wytycznej [1] test wykonuje sie
poprzez ocene poréwnania doktadnosci i precyzji pomiarow
uzyskanych w roznych zrédtach matrycy dla co najmniej
3 powtorzen probek QC o stezeniu niskim i wysokim.
Postepowanie jest podobne do testu oceny doktadnosci
iprecyzji z ta roznica, ze w ocenie wptywu matrycy
uzywane sa rozne zrodta materiatu biologicznego.

2.3. Powtarzalno$¢ ponownego dozowania nastrzyku

Powtarzalno$¢ ponownego dozowania powinna byc
oceniona w celu mozliwosci wykonania powtdrnego
dozowania probki podczas badania bez jej kolejnego
procesowania w przypadku wystapienia np. awarii sprzetu.
Test jest nowoscig dla laboratoriow pracujacych zgodnie
z wytycznymi EMA [2] lub/i FDA [3]. W wytycznej ICH M10
zostat wprowadzony test powtarzalnosci dozowania
(ang. reinjection  reproducibility) [1]  uwzgledniajacy
przyktadowe sytuacje uzasadniajace ponowne dozowanie
probek, rodzaju analizowanych probek w sekwencji
analitycznej do wykonania testu oraz sposob wykonania
testu. Ocene nalezy wykona¢ poprzez wielokrotne
dozowanie serii, co najmniej 5 powtorzen z jednego
naczynka kazdego stezenia probki QC [1]. Kryteria
akceptacji testu sa takie same jak w przypadku testu oceny
doktadnosci i precyzji.

2.4. Stabilnos¢

Zwiazek oznaczany w badaniu moze ulec degradacji na
réznych etapach postepowania z probka biologiczna, od
momentu pobrania probki materiatu  biologicznego
z organizmu do momentu analizy probki juz po procesie
izolacji zwiazku z matrycy. W walidacji metody
bioanalitycznej sprawdzane jest czy zastosowana procedura
analityczna oraz warunki przechowywania minimalizuja
ryzyko rozktadu oznaczanych zwiazkow [1].

Obecnie obowiazujaca wytyczna w poréwnaniu do
wytycznych EMA [2] i FDA [3] wprowadzita niewielkie zmiany
w testach oceny stabilnosci. Zarowno ICH M10 [1] jak i FDA
[3] podkreslaja waznosc stabilnosci analitu we krwi petnej.
ICH M10 do opisu testu stabilnosci wprowadzita informacje
o minimalnej liczbie powtdrzen probek QC na danym
poziomie stezen. Jest to wypetnienie luki informacyjnej
w porownaniu z wytyczng EMA [2], ktora nie zawierata
zapisow o liczbie powtorzen. Dodatkowo w poréwnaniu
z wytyczng EMA [2], ICH M10 wymaga przeprowadzenia
testow stabilnosci analitu  w matrycy  biologicznej
wzbogaconej o wszystkie dodatkowe zwiazki zawarte
w schemacie leczenia lub wynikajace ze stosowania
produktow wielosktadnikowych (ang. fixed dose
combination) [1]. Nowoscig w ICH M10 [1] w poréwnaniu
Z wytyczna EMA [2] jest mozliwos¢ stosowania tego samego
roztworu podstawowego do przygotowania probek QC
i probek kalibracyjnych. Taki zapis pozwala na
zminimalizowanie ilosci uzywanych substancji wzorcowych,
ktore w przypadku metabolitow substancji badanej
i znakowanych izotopowo wzorcow substancji badanej sa
bardzo drogie. Korzystanie z  jednego roztworu
podstawowego jest mozliwe po potwierdzeniu doktadnosci
sporzadzenia i jego stabilnosci. Przygotowanie roztworow



podstawowych uznaje sie za doktadne, gdy rdznica nie
przekracza 5% (Wzor 1) [16].

| roztwor podstawowy 1 — roztwér podstawowy 2 |

x 100

% roznicy = = - —
warto$é srednia z pomiaréw

Wzor 1. [16]

Nowoscia dla laboratoriow pracujacych  zgodnie
zwytyczng FDA [3] jest poszerzenie badania stabilnosci
analitu i wzorca wewnetrznego takze o analize roztworow
roboczych, a nie jak dotychczas tylko roztworow
podstawowych i roztwordw o najnizszym i najwyzszym
stezeniu  przygotowanych w danym rozpuszczalniku.
Dodatkowo nowa wytyczna zawiera informacje o minimalnej
liczbie cykli zamrazania-rozmrazania [1], ktorej brakowato
w wytycznej  amerykanskiej.  Zgodnie z  badaniami
przeprowadzonym przez Wagner-Golbs (2019), ilos¢ cykli
zamrazania-rozmrazania ma wigkszy wptyw na starzenie sie
osocza niz czas przechowywania w warunkach zamrozenia
[18].

2.5. Odzysk

0dzysk, rozumiany jako wydajnos¢ procesu ekstrakcji, jest
oceniany na podstawie poroéwnania wartosci sygnatu
pomiarowego uzyskanego dla probki z dodatkiem wzorcow
przed procesem izolacji z materiatu biologicznego z wartoscia
sygnatu pomiarowego uzyskanego dla probki z dodatkiem
wzorcow po przygotowaniu probki do analizy. Test byt
wykonywany w ramach wytycznej FDA [3], w przeciwienstwie
do wytycznej EMA [2], gdzie dokument nie zawierat zapisow
dotyczacych odzysku.

2.6. Raportowanie

Laboratoria prowadzace dotychczas walidacje metod
bioanalitycznych zgodnie z wytyczng EMA [2] beda
potrzebowaty uzupetni¢c raport walidacyjny metody
bioanalitycznej m.in. o analize trendow wykresow probek QC
[1]-

Na koncu dokumentu ICH M10 wprowadzono przydatng
tabele z wypunktowana =zalecana dokumentacja do
przedtozenia organom regulacyjnym oraz dokumentacja,
ktora powinna by¢ dostepna w osrodku analitycznym
w czasie inspekcji/kontroli. Dodatkowo  wymieniono
zalecenia dotyczace przygotowania raportu. Tabela w ICH
M10 w zaprezentowanej formie jest zmodyfikowana tabela
z wytycznej FDA [3]. Tabelaryczne podsumowanie
wymaganej dokumentacji jest duzym utatwieniem dla
analitykow pracujacych z wytyczng EMA, ze wzgledu na
brak w dokumencie przejrzystego podsumowania, ktore
utatwiatoby = gromadzenie dokumentacji z badania
i przygotowywanie raportu koncowego.

3. Nowe aspekty poruszone w wytycznej

Zalecenia wytycznej ICH M10 obejmuja takze walidacje
metod analitycznych dla produktow leczniczych zaliczanych
do grupy zwiazkdw endogennych, ktore szczegbtowo nie byty
opisane w wytycznej FDA [3] i EMA [2].

Wytyczna ICH M10 wprowadza rekomendacje dotyczace
nowych i alternatywnych metod pobierania probek,
np. suchych kropli matrycy (ang. dried matrix methods -
DMM), wsrdd ktorych mozna wyrdzni¢ nastepujace rodzaje:
suchej kropli krwi (ang. dried blood spot - DBS), suchej
kropli osocza (ang. dried plasma spot - DPS), suchej kropli
sliny (ang. dried saliva spot - DSS) i suchej kropli moczu
(ang. dried urine spot - DUS) [19]. Metody te wpisuja sie
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w zasade 3R poprzez pobieranie mniejszych objetosci
matrycy [11].

ICH M10 [1] nie dopuszcza stosowania dwoch metod lub
technologii w ramach badania réwnowaznosci biologicznej
lub poréwnawczego badania dostepnosci biologicznej.
W przypadku potrzeby zastapienia metody bioanalitycznej,
nowa metode mozna wprowadzi¢ po wykonaniu walidacji
krzyzowej dla obu metod. Szczegélng uwage nalezy
ZWrocic¢ na przyczyny roznic, jakie moga by¢ obserwowane
w stezeniach analitu uzyskanych poprzednia metoda i za
pomoca wprowadzanej metody [1].

W tescie selektywnosci oraz badaniu wptywu matrycy
wytyczna zaleca uzycie wigkszej liczby osoczy. Do 6 réznych
zrédet matrycy zalecane jest stosowanie dodatkowo
kolejnych dwodch osoczy po minimum jednym z oznakami
hiperlipemii i minimum jednym z hemoliza dla badan
prowadzonych z wykorzystaniem osocza.

4, Dyskusja i podsumowanie

Zaleta wprowadzenia harmonizacji zasad prowadzenia
walidacji metody bioanalitycznej jest mozliwos¢ stosowania
jednej walidacji metody analitycznej z przeznaczeniem
uzyskania pozwolenia na dopuszczenie danego leku na
réznych rynkach swiatowych bez koniecznosci wprowadzania
modyfikacji do rejestracji w agencjach regionalnych.
Postepowanie takie jest bardziej etyczne zgodnie z zasada
3R - ang. Replace, Reduce, Refine [11] i prowadzi do
obnizenia  kosztow  ponoszonych  przez = podmioty
odpowiedzialne, a w konsekwencji takze przez pacjentéow.

Zaskoczeniem jest zaproponowany nowy sposob oceny
efektu matrycowego na podstawie oceny precyzji i do-
ktadnosci. Pominieto ugruntowane podejscia oparte
na analizie wspotczynnika zmiennosci (%CV) dla znormali-
zowanego wzorcem wewnetrznym czynnika matrycowego
podobnego do sposobu zaproponowanego przez Ma-
tuszewskiego [20,21]. Sposob zaproponowany w nowej
wytycznej ICH M10 uniemozliwia identyfikacje zrodta
pochodzenia problemu zaobserwowanego w tescie wptywu
matrycy, a umozliwia jedynie ocene wystgpienia tego
zjawiska. Cortese i wspotpracownicy opisuja wszystkie
metody okreslania wptywu matrycy i sposoby jego
korygowania [22]. Zaskoczeniem jest takze mozliwos¢
wykorzystania jedynie 1 osocza lipemicznego, ktdrego
zréznicowanie w zawartosci sktadnikow matrycy jest bardzo
duze pomiedzy réznymi Zrodtami  [23] i wedtug
przeprowadzonych badan [24].

ICH M10 [1] tak jak FDA [3] podkresla wazno$¢ stabilnosci
analitu we krwi petnej. Sposob przeprowadzenia tego testu
oraz kryteria akceptacji pozostaja wciaz niewyjasnione,
w aspekcie definiowania rodzaju uzytej krwi - swiezej (nie
okreslono jak dtugo krew od pobrania uwazana jest za $wieza)
czy zamrozonej [25]. Krew swieza mozna definiowac jako
przechowywana w lodéwce nie dtuzej niz 7 dni. Mrozenie
krwi negatywnie wptywa na jej wtasciwosci powodujac
znaczaca hemolize [26]. Ledvina (2019) poleca do
pierwszej oceny stabilnosci rozpoczecie ekstrakcji i analizy
probek dopiero po odwirowaniu elementéw morfotycznych
z probek krwi petnej, natomiast ekstrakcje i analize
bezposrednio z probek krwi w przypadku watpliwych
wynikow pierwszego sposobu postepowania [26].

Kolejnym problemem w tym badaniu stabilnosci jest
zZmiana matrycy z osocza na krew petna, w ktorej
oznaczany jest analit, co w konsekwencji moze da¢ inng
odpowiedz aparatu lub wymaga¢ opracowania nowej
metody izolacji analitu. Do dyskusji pozostaje



zagadnienie, czy stezenia probek przygotowanych we krwi
petnej odczytane wobec krzywej kalibracyjnej w osoczu
pozwola na uzyskanie wiarygodnych wynikow
przeprowadzonego testu.

Zaproponowana przez ICH M10 [1] liczba probek QC
do przeprowadzenia testu stabilnosci minimum 3 jest
niewystarczajaca, poniewaz wedtug badan
przeprowadzonych retrospektywnie i potwierdzonych
metoda symulacji matematycznej testy powinny zostaé
wykonane na minimum 5 prébkach [27]. ICH M10 zaleca dla
produktow leczniczych wielosktadnikowych i lekow
podawanych jednoczesnie badanie stabilnosci w cyklach
zamrazania - rozmrazania, krotkoterminowej
i dtugoterminowej. Przeprowadzenie testow stabilnosci
dla wszystkich analitow lekow podawanych
jednoczesnie, w przypadku zapisu w protokole badania
klinicznego i nieklinicznego zezwalajacego na podawanie
innych lekow, jest kosztowne i czasochtonne [25].
DeChenne [28] uwaza, ze liczba testow stabilnosci dla
probek kontrolnych z lekami podawanymi jednoczesnie
powinna byé ograniczona do testu stabilnosci
krotkoterminowej i w cyklach zamrazania-rozmrazania.
Probki QC dla lekow podawanych jednoczesnie
przygotowuje sie zazwyczaj w stezeniu blisko stezenia
maksymalnego (ang. Maximum concentration - Cmpax)
danego leku. Problem w wyborze stezenia leku w probkach
kontrolnych moze pojawi¢ sie dla matryc takich jak
np. mocz czy ptyn mézgowo-rdzeniowy, dla ktérych moze
brakowa¢ danych o wartosci Cmax. DeChenne [28] przy
braku danych literaturowych proponuje, za zgoda sponsora
badania, dwa sposoby na szacowanie Cmax W innych
matrycach: (1) wykorzystanie danych Cnax z 0socza
pomnozonych przez 10 dla moczu jako matrycy lub (2)
oszacowanie na podstawie danych Cmax od innych
gatunkow. Kolejnym  zagadnieniem  wymagajacym
wyjasnienia jest postepowanie w sytuacji, kiedy wykazana
zostanie niestabilnos¢ lekéw podawanych jednoczesnie.
Ponadto, warto bytoby rozwazy¢ wykorzystanie danych
literaturowych o stabilnosci kazdego z poszczegdlnych
analitow osobno w obliczu braku solidnych dowodow
naukowych, ktore wskazywatyby, ze na stabilnos¢ jednego
analitu w matrycy ma pozytywny lub negatywny wptyw
obecnos¢ innego analitu [25]. Ograniczenie ilosci
prowadzonych badan stabilnosci bytoby postepowaniem
bardziej zgodnym z zasada 3R.

Wytyczna opisuje takze walidacje metod bioanalitycznych
obejmujacych nowe techniki pobierania probek w postaci
suchej kropli matrycy [19] oraz techniki mikroprobkowania
[29,30], ktore sa zgodne ze strategia korzysci 3R (redukcja,
ponowne uzycie i recykling) w badaniach nieklinicznych.
Zastosowanie powyzszych technik moze poprawi¢ dobrostan
zwierzat zmniejszajac liczbe zwierzat potrzebnych do badania
ze wzgledu na zmniejszenie objetosci matryc biologicznych.
Oprocz tego, przygotowanie mikroprobek wiaze sie
z oszczednosciami finansowymi wynikajacymi ze zmniejszenia
liczby zwierzat w hodowli i przechowywanych probek, a takze
z kosztow wysytki i analizy [31].

Wytyczna okresla zasady dokumentowania walidacji
ianalizy bioanalitycznej probek z badania. Zalecenia
te zestawiono w tabele z podziatem na miejsce opracowania
metody (Documentation at the analytical site), raport
z walidacji metody bioanalitycznej (Validation report) oraz
raport bioanalityczny (Bioanalytical report) [1]. Oba raporty
przygotowywane sa zgodnie ze wzorem Wspdlnego Dokumentu
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Technicznego (CTD) [4], ktory przedktadany jest organom
rejestracyjnym.

Tworcy wytycznej nie podali terminu  okresu
przejsciowego, w jakim mozna stosowac¢ do badan probek
metody zwalidowane wedtug wczesniej obowiazujacych
wytycznych. Nie wiadomo, czy laboratorium powinno
przeprowadza¢ rewalidacje metody bioanalitycznej wedtug
wymagan nowej wytycznej ICH M10 [1] dla metod uzywanych
w badaniu, ktore rozpoczeto sie przed wejsciem w zycie
nowej wytycznej.

W niektorych krajach agencje regulacyjne nie wdroza
ICH M10, co bedzie powodowac roznice w podejsciu do
walidacji metod bioanalitycznych. Wytyczna ICH M10 jest
sukcesem wieloletnich dziatan i wspotpracy s$wiatowych
agencji  regulacyjnych i globalnych  spotecznosci
bioanalitycznych na rzecz globalnego ujednolicenia zasad
prowadzenia walidacji metod bioanalitycznych.
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