
        
            
                
            
        

    
	Κεφάλαιο 15: Επικύρωση Βιοαναλυτικών Μεθόδων

	 

	Βικτωρία Σαμανίδου, Γεώργιος Θεοδωρίδης

	 

	Σύνοψη

	Στο κεφάλαιο αυτό περιγράφονται οι κυριότερες παράμετροι επικύρωσης των αναλυτικών µεθόδων, οι οποίες εφαρμόζονται σε µελέτες βιοϊσοδυναμίας και γενικότερα των βιοαναλυτικών µεθόδων, όπως προτείνονται από τους διάφορους οργανισμούς και αντιστοίχως δίνονται τα κριτήρια αποδοχής.

	 

	Προαπαιτούμενη γνώση

	Πριν την ανάγνωση του κεφαλαίου, χρήσιμη γνώση για τον αναγνώστη μπορεί να βρεθεί στη σχετική νομοθεσία, καθώς και στο σύγγραμμα Σύγχρονες Διαχωριστικές Τεχνικές στην Ενόργανη Χημική Ανάλυση.

	 

	15.1. Εισαγωγή

	 

	Ο όρος «Επικύρωση αναλυτικής μεθόδου» αναφέρεται στις απαραίτητες διαδικασίες που αποδεικνύουν ότι η αναλυτική μέθοδος είναι κατάλληλη να εφαρμοστεί για το σκοπό για τον οποίο έχει αναπτυχθεί.

	Η αναγκαιότητα για επικύρωση των αναλυτικών μεθόδων προέρχεται από την ανάγκη συμμόρφωσης ως προς τις απαιτήσεις της Νομοθεσίας και των διάφορων Κανονιστικών Επιτροπών. Έτσι Διεθνείς Οργανισμοί, όπως: FDA (Food Drug Administration), ICH (International Conference on Harmonization), Διεθνώς αναγνωρισμένες Φαρμακοποιίες, όπως η Διεθνής Φαρμακοποιία (Ph Int) που έχει δημοσιευτεί από τον WHO (Παγκόσμιος Οργανισμός Υγείας), η Αμερικανική Φαρμακοποιία (USP), η Ιαπωνική (JP), η Ευρωπαϊκή (EP) και η Βρετανική (BP) έχουν θεσπίσει οδηγίες για την επικύρωση των αναλυτικών και βιοαναλυτικών μεθόδων.

	Υπάρχουν τρεις κατηγορίες επικύρωσης: 1. Η Πλήρης (Full Validation), η οποία απαιτείται κατά την ανάπτυξη μιας νέας βιοαναλυτικής μεθόδου, 2. Η Μερική (Partial Validation), μετά από τροποποίηση μιας, ήδη, επικυρωμένης βιοαναλυτικής μεθόδου, η οποία απαιτείται κατά τη μεταφορά της μεθόδου μεταξύ εργαστηρίων, και έπειτα από αλλαγή στο όργανο ή στο λογισμικό, καθώς και κατόπιν μικρών μεταβολών στις συνθήκες προκατεργασίας ή αποθήκευσης του δείγματος, στο υπόστρωμα ανάλυσης, τη γραμμική περιοχή προσδιορισμού των ενώσεων και 3. Η Διασταυρούμενη (Cross-Validation), η οποία αποτελεί σύγκριση των παραμέτρων επικύρωσης, όταν δύο ή περισσότερες βιοαναλυτικές μέθοδοι χρησιμοποιούνται σε μια μελέτη.

	Για την επικύρωση των βιοαναλυτικών μεθόδων, όπως για παράδειγμα αυτών που εφαρμόζονται σε μελέτες βιοϊσοδυναμίας απαιτείται έλεγχος των ακόλουθων παραμέτρων:

	 

	
		ακρίβεια (accuracy),

		πιστότητα (precision),

		όρια ανίχνευσης και ποσοτικού προσδιορισμού (limit of detection and limit of quantitation),

		ευαισθησία (sensitivity),

		ειδικότητα (specificity),

		ανάκτηση (recovery),

		σταθερότητα (stability).



	 

	15.2. Aκρίβεια-Πιστότητα

	 

	Ως ακρίβεια ορίζεται η προσέγγιση της προσδιοριζόμενης τιμής προς την πραγματική. Τα όρια αποδοχής είναι η μέση τιμή να αποκλίνει  15% από την πραγματική τιμή. Για συγκεντρώσεις, όμως, κοντά στο όριο ποσοτικής αποτίμησης (LOQ), είναι αποδεκτή και η απόκλιση μέχρι 20%.

	Ως πιστότητα ορίζεται η προσέγγιση των επαναλαμβανόμενων προσδιορισμών του ιδίου δείγματος μεταξύ τους. Τα όρια αποδοχής είναι η σχετική τυπική απόκλιση  15%. Για συγκεντρώσεις κοντά στο LOQ είναι ωστόσο αποδεκτή και τιμή απόκλισης μέχρι 20%. Εννοείται ότι μια αναλυτική μέθοδος πρέπει να χαρακτηρίζεται τόσο από εξαιρετική ακρίβεια, όσο και από εξαιρετική πιστότητα, όπως απεικονίζεται στο Σχήμα 15.1.
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	Σχήμα 15.1. Ακρίβεια και πιστότητα αναλυτικών μετρήσεων

	 

	15.2.1. Δείγματα ελέγχου - Quality control 

	 

	Τα δείγματα ελέγχου καλύπτουν τουλάχιστον 3 συγκεντρώσεις: Μια χαμηλή, μια ενδιάμεση και μια υψηλή. Για κάθε δείγμα εκτελούνται διπλοί προσδιορισμοί. Για να είναι αποδεκτά τα αποτελέσματα πρέπει τα 4 από τα 6 QC δείγματα να απέχουν  15% της ονομαστικής συγκέντρωσης, αλλά με την προϋπόθεση ότι τα δύο που είναι εκτός, να μην είναι της ίδιας συγκέντρωσης.

	 

	15.3. Ανθεκτικότητα - Αντοχή 

	 

	Η ανθεκτικότητα της μεθόδου (Ruggedness) είναι μέτρο της ικανότητας της μεθόδου να παραμένει σταθερή και ανεπηρέαστη σε μικρές, αλλά σκόπιμες μεταβολές των λειτουργικών παραμέτρων, ενώ η αντοχή (robustness) της μεθόδου αναφέρεται σε τυχαίες, μη σκόπιμες μεταβολές των παραμέτρων.

	Στην πράξη, οι δύο αυτοί όροι είναι αλληλένδετοι και πολλές φορές υπάρχει σύγχυση στη χρήση τους, καθώς και οι δύο εξετάζονται με τον ίδιο τρόπο, δηλαδή, με μικρές μεταβολές, οι οποίες π.χ. στην περίπτωση της HPLC μπορεί να αφορούν:

	 

	
		στην % περιεκτικότητα της κινητής φάσης σε οργανικό διαλύτη, 

		στο pΗ της κινητής φάσης, 

		στην ταχύτητα ροής,

		στη θερμοκρασία ή 

		στον όγκο του δείγματος που εγχύεται.



	
15.4. Όρια ανίχνευσης-Ποσοτικού προσδιορισμού-Ευαισθησία

	 

	Ως όριο ποσοτικού προσδιορισμού (LOQ) ορίζεται η χαμηλότερη συγκέντρωση η οποία μπορεί να μετρηθεί με ακρίβεια και πιστότητα, ενώ ως όριο ανίχνευσης (LOD), η ποσότητα που μπορεί να ανιχνευτεί χωρίς, όμως, να μπορεί να ποσοτικοποιηθεί. Ως ευαισθησία χαρακτηρίζεται η ικανότητα της μεθόδου να αντιλαμβάνεται μικρές μεταβολές της συγκέντρωσης ή της απόλυτης ποσότητας και εκφράζεται με την κλίση της καμπύλης βαθμονόμησης.

	 

	15.5. Γραμμικότητα

	 

	Η γραμμικότητα αναφέρεται στη γραμμική εξάρτηση της μετρούμενης ιδιότητας από τη συγκέντρωση και ελέγχεται με πρότυπα διαλύματα σε 6-8 επίπεδα συγκέντρωσης ενώ εκφράζεται με το συντελεστή γραμμικής συσχέτισης (correlation coefficient r) ή το συντελεστή προσδιορισμού (coefficient of determination, r2), οι οποίοι πρέπει να προσεγγίζουν τη μονάδα. Η γραφική παράσταση της καμπύλης διακρίβωσης δίνεται στο Σχήμα 15.2, μαζί με τα όρια LOD και LOQ.
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	Σχήμα 15.2. Όρια γραμμικής περιοχής, LOD, LOQ

	 

	15.6. Ειδικότητα / εκλεκτικότητα 

	 

	Είναι η ικανότητα της μεθόδου να μετρά μόνον αυτό για το οποίο αναπτύσσεται ή προορίζεται να εφαρμοστεί, παρουσία και άλλων συστατικών του δείγματος. Στην πράξη ελέγχεται η παρουσία/απουσία παρεμποδίσεων σε λευκά (blank) δείγματα, δηλαδή, υποστρώματα που δεν περιέχουν το εξεταζόμενο βιομόριο.

	 

	15.7. Ανάκτηση 

	 

	Για τον προσδιορισμό των ενώσεων-στόχων, στις περισσότερες περιπτώσεις, απαιτείται να εφαρμοστεί κάποια τεχνική προκατεργασίας για την απομόνωση και εκλεκτική παραλαβή του βιομορίου- στόχου από το βιολογικό υπόστρωμα, εφαρμόζοντας, συνήθως, κάποια τεχνική εκχύλισης. Η εκχυλιστική ικανότητα της αναλυτικής διαδικασίας που ακολουθείται, αναφέρεται ως η επί τοις εκατό ανάκτηση του προσδιοριζόμενου συστατικού μετά την εκχύλιση. Το ποσοστό της ανάκτησης δεν είναι απαραίτητο, αν και είναι επιθυμητό, να είναι 100%, αρκεί να είναι σταθερό το λαμβανόμενο ποσοστό της ένωσης που εξετάζεται.

	 

	15.8. Σταθερότητα 

	 

	Η μελέτη της σταθερότητας είναι μια σημαντική παράμετρος, καθώς τις περισσότερες φορές τα δείγματα δεν αναλύονται αμέσως. Έτσι επιβάλλεται να ελέγχεται η μέθοδος για τη σταθερότητα των προσδιοριζόμενων ενώσεων. Αυτό συμβαίνει, γιατί το δείγμα μπορεί να αλλοιωθεί πριν την ανάλυση, είτε στο στάδιο προκατεργασίας ή καθαρισμού του δείγματος είτε ακόμα και κατά τη διάρκεια της αποθήκευσής του. Έτσι, ο έλεγχος της σταθερότητας του συστατικού στο βιολογικό υπόστρωμα πρέπει να γίνεται σε διάφορα επίπεδα συγκέντρωσης και σε διάφορα στάδια: κατά τη δειγματοληψία, κατά την αποθήκευση του δείγματος και κατά την ανάλυση.

	Υπάρχουν διάφορα είδη σταθερότητας που μελετώνται:

	 

	
		Η βραχυπρόθεσμη σταθερότητα, η οποία εξετάζεται, συνήθως, σε θερμοκρασία δωματίου για διάστημα ωρών (Short-term stability) και σε θερμοκρασία συντήρησης (4οC) για διάστημα μερικών ημερών.

		Η μακροπρόθεσμη, η οποία εξετάζεται σε θερμοκρασία κατάψυξης (-18οC) για διάστημα εβδομάδων ή μηνών (Long-term stability).

		Η σταθερότητα κύκλων κατάψυξης-απόψυξης (Freeze-thaw stability).

		Η σταθερότητα δείγματος μετά την προκατεργασία (Post-preparation stability).

		Η σταθερότητα προτύπων διαλυμάτων (Stock solution stability).



	 

	Για την εκτίμηση της σταθερότητας γίνεται μέτρηση του διαλύματος/δείγματος σε χρόνο 0 min και στη συνέχεια συγκρίνονται τα ποσοστά ανάκτησης με βάση τη μέτρηση αυτή. Η απόκλιση από την αρχική τιμή δεν πρέπει να υπερβαίνει το 15%, ώστε να θεωρείται το διάλυμα/δείγμα σταθερό.

	 

	15.8.1. Σταθερότητα των Ενώσεων σε Κύκλους Κατάψυξης – Απόψυξης 

	 

	Ένας τρόπος για να γίνει έλεγχος της σταθερότητας είναι η μελέτη της επίδρασης των κύκλων κατάψυξης-απόψυξης στη σταθερότητα ενός δείγματος. Για να γίνει ο έλεγχος αυτός, αναλύεται ένα εμβολιασμένο δείγμα, αμέσως μετά την προκατεργασία και διαδοχικά μέσα στην προβλεπόμενη περίοδο αποθήκευσης.

	Πραγματοποιείται ένας αριθμός κύκλων κατάψυξης-απόψυξης (freeze–thaw cycles) π.χ. 5, όπου για κάθε προσδιορισμό λαμβάνονται τρεις μετρήσεις σε εμβολιασμένα δείγματα. Το πρώτο δείγμα εκχυλίζεται και μετριέται το ποσοστό ανάκτησής του αμέσως. Τα υπόλοιπα καταψύχονται στους -18 oC∙ ακολουθούν κύκλοι απόψυξης και επανακατάψυξης. Κάθε δείγμα μετά την απόψυξή του εκχυλίζεται και μετριέται η ανάκτηση του συστατικού. Η ανάκτηση συγκρίνεται με αυτήν του αρχικού δείγματος και παρατηρείται ο ρυθμός ελάττωσής της σε σχέση με την αρχική ανάκτηση. Τα υπόλοιπα δείγματα ψύχονται εκ νέου και η όλη διαδικασία επαναλαμβάνεται για όλους τους κύκλους κατάψυξης-απόψυξης. Το σύνηθες κριτήριο της σταθερότητας είναι η συγκέντρωση η οποία μετριέται να μην αποκλίνει από την αρχική περισσότερο από -15% (Σχήμα 15.3). 
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	Σχήμα 15.3. Έλεγχος σταθερότητας βιολογικού δείγματος σε διάφορους κύκλους ψύξης-απόψυξης

	 

	15.8.1.1. Τυπικές Διαδικασίες- Standard Operation Procedures (SOPs)

	 

	Οι αναφορές των Τυπικών Διαδικασιών πρέπει να περιλαμβάνουν όλα τα στοιχεία που αφορούν τον έλεγχο ποιότητας (quality control) και όλα τα στάδια ανάλυσης τόσο της προκατεργασίας, όσο και της μέτρησης, πρέπει να καλύπτονται με/από:

	 

	
		τήρηση αρχείων,

		ασφάλεια,

		ιχνηλασιμότητα,

		διαδικασίες ελέγχου ποιότητας και επαλήθευσης των αποτελεσμάτων.



	 

	Στον Πίνακα 15.1 δίνονται οι κύριες παράμετροι και οι αντίστοιχες επεξηγήσεις που αφορούν την Επικύρωση των Βιοαναλυτικών Μεθόδων.

	 

	
		
				Παράμετρος

				Ορισμός

		

		
				Ακρίβεια

				Απόκλιση από την πραγματική τιμή

		

		
				Επαναληψιμότητα

				Αναπαραγωγιμότητα πολλαπλών μετρήσεων

		

		
				Ευαισθησία

				Ικανότητα διάκρισης μικρών διαφορών συγκέντρωσης

		

		
				Όριο Ανίχνευσης

				Μικρότερη μετρήσιμη συγκέντρωση

		

		
				Δυναμική γραμμική περιοχή

				Γραμμική περιοχή όπου ισχύει η εξίσωση της καμπύλης αναφοράς.

		

		
				Εκλεκτικότητα

				Ικανότητα διάκρισης του προσδιοριζόμενου συστατικού από παρεμποδίσεις

		

		
				Ταχύτητα ανάλυσης 

				Ο χρόνος που απαιτείται για την προκατεργασία και την ανάλυση του δείγματος

		

		
				Απόδοση δειγμάτων

				Αριθμός δειγμάτων που αναλύονται σε συγκεκριμένο χρόνο

		

		
				Δυνατότητα αυτοματοποίησης

				Πόσο εύκολα μπορεί να αυτοματοποιηθεί η μέθοδος

		

		
				Ανθεκτικότητα/αντοχή

				Ικανότητα της μεθόδου να αντισταθεί σε μικρές μεταβολές συνθηκών

		

		
				Φορητότητα

				Δυνατότητα μεταφοράς οργάνου

		

		
				Συμμόρφωση με τις αρχές της Πράσινης Χημείας

				Οικολογική συνείδηση στην αναγέννηση των αποβλήτων και στην κατανάλωση ενέργειας

		

		
				Κόστος

				Kόστος εξοπλισμού, κόστος αναλωσίμων, κόστος εργατικών

		

	

	 

	Πίνακας 15.1. Παράμετροι και επεξηγήσεις χαρακτηρισμού και επικύρωσης Βιοααναλυτικών Μεθόδων

	 

	Στον Πίνακα 15.2 δίνονται οι παράμετροι επικύρωσης, όπως απαιτείται από διάφορους οργανισμούς, ενώ στον Πίνακα 15.3 δίνονται οι παράμετροι και τα κριτήρια που απαιτούνται από την USP 23 <621> για τις δοκιμές καταλληλότητας του συστήματος.

	 

	
		
				ICH/USP

				Πρόσθετες απαιτήσεις της FDA

		

		
				Ειδικότηταa

				Ευαισθησία

		

		
				Ακρίβειαa

				Ανάκτηση

		

		
				Πιστότηταa

				Αναπαραγωγιμότητα

		

		
				Επαναληψιμότηταa

				Αντοχή

		

		
				Ενδιάμεση πιστότηταa

				Σταθερότητα διαλυμάτων των δειγμάτων

		

		
				Αναπαραγωγιμότηταc

				Καταλληλότητα συστήματος

		

		
				Ορια ανίχνευσηςa

				 

		

		
				Ορια ποσοτικής αποτίμησηςa

				 

		

		
				Γραμμικότηταa

				 

		

		
				Εύρος γραμμικής περιοχήςa

				 

		

		
				Ανθεκτικότηταb

				 

		

		
				Αντοχήb,c

				 

		

	

	 

	a Απαιτείται από ICH και USP 

	b Περιλαμβάνεται στην USP.

	c Περιλαμβάνεται στην ICH, αλλά όχι ως απαραίτητη.

	 

	Πίνακας 15.2. Παράμετροι επικύρωσης σύμφωνα με τους οργανισμούς ICH, USP και FDA

	 

	
		
				Παράμετρος

				Αποδεκτή τιμή

		

		
				Παράγοντας συγκράτησης k’

				>=2

		

		
				Επαναληψιμότητα  RSD

				<=2% (n=>5)

		

		
				Δακριτική ικανότητα Rs

				>2

		

		
				Παράγοντας ουράς Tf

				<=2

		

		
				Αριθμός Θεωρητικών Πλακών N

				>2000

		

	

	 

	Πίνακας 15.3. Παράμετροι και κριτήρια που απαιτούνται από την USP 23 <621> για τις δοκιμές καταλληλότητας του συστήματος

	 

	15.9. Οδηγίες Ελεγκτικών Μηχανισμών για την Επικύρωση Βιοαναλυτικών Μεθόδων

	 

	Ανά τακτά διαστήματα οι διεθνείς ελεγκτικοί μηχανισμοί του χώρου του φαρμάκου (Food and Drug administration (FDA), European Medicines Agency (EMEA) επεξεργάζονται κείμενα, τα οποία, μετά από διαβούλευση με τις εταιρίες που δραστηριοποιούνται στο χώρο του φαρμάκου, αποτελούν τις οδηγίες για τη σωστή εφαρμογή των αναλυτικών πρωτοκόλλων και για την επικύρωση μεθόδων και αποτελεσμάτων.

	Οι οδηγίες διαχωρίζονται ως προς τη μέθοδο ανάλυσης (π.χ. Χρωματογραφικές Τεχνικές, ανοσοχημικές τεχνικές ή τεχνικές δέσμευσης Ligand Binding Assay). 

	Στη συνέχεια δίνονται κάποια από τα βασικά σημεία των πιο πρόσφατων οδηγιών των δύο φορέων (EMEA, FDA).

	 

	15.9.1. Χρωματογραφικές Τεχνικές

	 

	Οι οδηγίες εφαρμόζονται στις μελέτες νέων φαρμάκων, νέων φαρμακομορφών και συμπληρωμάτων και εφαρμόζονται στην ανάπτυξη Βιοαναλυτικών μεθόδων σε εφαρμογές όπως βιοϊσοδυναμία, φαρμακοκινητική, μη-κλινικές τοξικολογικές μελέτες κ.ά. Οι οδηγίες εφαρμόζονται σε όλες τις διαχωριστικές τεχνικές (Gas Chromatography (GC); High Pressure Liquid Chromatography (LC); (LC-MS, LC-MS-MS, GC-MS, GC-MS-MS).

	 

	15.9.1.1. Κριτήρια αποδοχής μιας σειράς αναλύσεων (analytical run/ analytical batch).

	 

	Τα αναλυτικά εργαστήρια επιτελούν πολλές λειτουργίες και, συχνά, οι αναλύσεις κατανέμονται σε σειρές (analytical batches) διάρκειας από ώρες έως κάποιες ημέρες. Τα κριτήρια για την αποδοχή μιας ανάλυσης ή μια σειράς αναλύσεων πρέπει να έχουν τεθεί εκ των προτέρων και να αναφέρονται στο πρωτόκολλο ανάλυσης. Αν μια μεγάλη αναλυτική σειρά μοιραστεί σε μικρότερες σειρές (analytical batch), οι οποίες πραγματοποιούνται σε διαφορετικούς χρόνους, τα κριτήρια εφαρμόζονται τόσο σε κάθε σειρά, όσο και στο σύνολο αυτών. Μία μεγάλη αναλυτική σειρά μπορεί να γίνει αποδεκτή, ακόμη και αν μια μικρότερη σειρά δεν είναι αποδεκτή ή απαιτηθεί επανάληψη ορισμένων μετρήσεων ή και όλης της σειράς. 

	Τα ακόλουθα επιμέρους κριτήρια πρέπει να εφαρμοστούν:

	Η ακρίβεια και πιστότητα πρέπει να είναι για κάθε ανάλυση στα όρια που αναφέρονται στην παράγραφο 14.2 (15% ή 20%). Τουλάχιστον το 75% των προτύπων βαθμονόμησης (έξι, ως ο μικρότερος αριθμός αυτών) πρέπει να ικανοποιεί τις συνθήκες αυτές. Όταν κάποιο πρότυπο δείγμα δεν ικανοποιεί τις συνθήκες, το σημείο απορρίπτεται και η καμπύλη αναφοράς επανεξετάζεται. Αν το απορριφθέν σημείο είναι το LLOQ, τότε ως LLOQ για τη σειρά μετρήσεων ή το όλο αναλυτικό έργο τίθεται ως το αμέσως μεγαλύτερο σημείο της καμπύλης. 

	Η ακρίβεια στις αναλύσεις δειγμάτων ελέγχου (QC samples) πρέπει να κυμαίνεται στο ±15% για το 67% κατ’ ελάχιστον των δειγμάτων QC τα οποία αναλύονται. Σε κάθε σημείο (συγκέντρωση) που εξετάζεται, τουλάχιστον το 50% των δειγμάτων πρέπει να πληροί τις συνθήκες, διαφορετικά η αναλυτική σειρά απορρίπτεται.  

	Στην περίπτωση που προσδιορίζονται πολλά συστατικά, το καθένα από αυτά πρέπει να προσδιορίζεται από τη δική του καμπύλη αναφοράς. Αν μια σειρά αναλύσεων είναι αποδεκτή για κάποιες ενώσεις αλλά όχι για κάποιες άλλες, τα δείγματα πρέπει να επανεεξεταστούν (εκχύλιση και ανάλυση) για τις απορριφθείσες ενώσεις. 

	Η συνολική (μέση) ακρίβεια και πιστότητα όλων των δειγμάτων QC από όλες τις αναλυτικές σειρές πρέπει να υπολογίζεται και εάν η διακύμανση ξεπερνά το 15%, απαιτείται περαιτέρω διερεύνηση. Ιδιαίτερη βαρύτητα πρέπει να δίνεται στις μελέτες βιοϊσοδυναμίας,οι οποίες μπορεί να απορριφθούν στο σύνολό τους, αν δεν ικανοποιούνται οι προαναφερόμενες συνθήκες.

	 

	15.9.2. Tεχνικές Δέσμευσης

	 

	Στις τεχνικές δέσμευσης εφαρμόζονται τα άνω κριτήρια αλλά με μεγαλύτερη ελαστικότητα, γιατί οι τεχνικές δέσμευσης δεν προσφέρουν τόσο καλή γραμμικότητα, ενώ συχνά απαντώνται φαινόμενα συμπροσδιορισμού, λόγω διασταυρούμενων αντιδράσεων. Οι τεχνικές δέσμευσης, όπως οι ανοσοχημικές αναλύσεις, χρησιμοποιούνται, κυρίως, για την ανάλυση μακρομορίων ή ιών. Οι αρχές επικύρωσης, όσον αφορά την ανάλυση των δειγμάτων μιας μελέτης, θα πρέπει να εφαρμόζονται και σε αναλύσεις τέτοιου τύπου, όπως επίσης και σε τεχνικές σύνδεσης υποκαταστάτη/υποδοχέα. Ωστόσο οι τεχνικές αυτές και η επικύρωσή τους προσφέρουν προκλήσεις για λόγους που είναι εγγενή χαρακτηριστικά των μεθόδων: 1) συχνά γίνεται ανάστροφη μέτρηση, δηλαδή, λαμβάνει χώρα μείωση έντασης του σήματος με την αύξηση της συγκέντρωσης της αναλυόμενης ένωσης και 2) λόγω της πολύπλοκης δομής των μακρομορίων, η διαδικασία ανάλυση μπορεί να είναι προβληματική. Στην πράξη, οι δοκιμασίες, συχνά, εκτελούνται χωρίς προηγούμενο διαχωρισμό της αναλυόμενης ένωσης, γεγονός που προσδίδει μεγάλη ευκολία και πλεονέκτημα στις τεχνικές αυτές, καθώς αρκετές φορές παρέχεται η δυνατότητα να εφαρμοστούν από προσωπικό χωρίς υψηλή ειδίκευση. Επιπλέον, αυτές οι δοκιμασίες δε μετρούν άμεσα το ίδιο το μακρομόριο, αλλά προσδιορίζουν, εμμέσως, το προϊόν μιας αντίδρασης-σύνδεσης με αντιδραστήρια ή πρωτεΐνες που χρησιμοποιούνται στη δοκιμασία. Για τους λόγους αυτούς, πολλά ζητήματα χρήζουν ιδιαίτερης προσοχής.

	Γενικά, τα μακρομόρια είναι ετερογενή ως προς τις φυσικοχημικές ιδιότητές τους. Η ισχύς και η ανοσο-δραστικότητά τους μπορεί να ποικίλλει σε μεγάλο βαθμό. Για αυτούς τους λόγους τα υλικά αναφοράς πρέπει να είναι καλά χαρακτηρισμένα και να τεκμηριώνεται η δραστικότητά τους (π.χ. με πιστοποιητικό ανάλυσης και προέλευσης). Λόγω των διασταυρούμενων αντιδράσεων (συχνά μη αναμενόμενων), ως πρότυπες ενώσεις πρέπει να χρησιμοποιούνται οι πλέον καθαρές μορφές που είναι διαθέσιμες. Συνιστάται ανεπιφύλακτα να χρησιμοποιούνται υλικά από τις ίδιες παρτίδες για την παρασκευή προτύπων αναφοράς/βαθμονόμησης, δειγμάτων QC, αλλά και για τη χορήγηση π.χ. φαρμάκου σε μη κλινικές μελέτες. Σε περίπτωση αλλαγής παρτίδας, θα πρέπει να διεξαχθεί αναλυτικός χαρακτηρισμός πριν από τη χρήση των υλικών (αντιδραστηρίων, προτύπων κλπ.), ώστε να διασφαλιστεί ότι τα χαρακτηριστικά απόδοσης της μεθόδου δε μεταβάλλονται.

	 

	15.9.2.1. Ειδικότητα Δέσμευσης 

	 

	Η ειδικότητα της δέσμευσης αντιδραστηρίου αναφέρεται στην ικανότητα αυτού να συνδέεται μόνο με την ένωση- στόχο. Ιδανικά το αντιδραστήριο πρόσδεσης πρέπει να είναι εντελώς ειδικό, έτσι ώστε να συνδέεται μόνο με την ένωση-στόχο χωρίς διασταυρούμενες αντιδράσεις, χωρίς δηλαδή να συνδεθεί (δεσμεύσει ή δεσμευθεί από) δομικά «σχετικές ενώσεις», ισομερή, συγγενείς ενώσεις, ή φυσικο-χημικά παρόμοιες ενώσεις. Κατά την ανάπτυξη και επικύρωση μεθόδων, συχνά αυτά τα "συγγενή μόρια" δεν υπάρχουν στα εξεταζόμενα δείγματα, οπότε η αξιολόγηση της πιθανότητας φαινομένων διασταυρούμενων αντιδράσεων δεν είναι ασφαλής. Για αυτόν το λόγο η ειδικότητα θα πρέπει να ελέγχεται με χρήση δειγμάτων QC, στα οποία προστίθενται αυξανόμενες συγκεντρώσεις από τέτοιες συγγενείς ενώσεις που πιθανόν συνυπάρχουν στα άγνωστα δείγματα ή φάρμακα, τα οποία αναμένεται να συγχορηγούνται. Ιδανικά αυτό γίνεται σε λευκό δείγμα και μετριέται το μακρομόριο του ενδιαφέροντος σε επίπεδα κοντά στο LOQ. Τα κριτήρια αποδοχής της δοκιμασίας των δειγμάτων QC θα πρέπει να είναι εντός του 25% των ονομαστικών τιμών. 

	 

	15.9.2.2. Εκλεκτικότητα

	 

	Εκλεκτικότητα ενός προσδιορισμού με χρήση τεχνικής δέσμευσης καλείται η δυνατότητα να μετρηθεί η αναλυόμενη ουσία, παρουσία μη σχετικών ή συγγενών ενώσεων. Όπως έχει αναφερθεί παραπάνω αλλά και στα σχετικά κεφάλαια (Ανοσοχημικές Μέθοδοι-Βιοαισθητήρες), γενικά στις τεχνικές αυτές, η ανάλυση πραγματοποιείται κατευθείαν στο δείγμα μετά την αραίωσή του με κατάλληλο ρυθμιστικό διάλυμα, χωρίς να έχει προηγηθεί κατεργασία, παραλαβή ή εκχύλιση των αναλυόμενων ενώσεων/μακρομορίων. Η εκλεκτικότητα ελέγχεται με αναλύσεις ενώσεων, άσχετων προς την αναλυόμενη ένωσης. Για παράδειγμα αν μετριέται μια πρωτεΐνη, γίνονται δοκιμές με χρήση ενζύμων αποικοδόμησης, άλλων αντισωμάτων, ρευματοειδή παράγοντα κ.ά. Η εκλεκτικότητα ελέγχεται με εμβολιασμό συγκεντρώσεων κοντά στο LLOQ, σε τουλάχιστον δέκα πραγματικά δείγματα.

	 

	15.9.2.3. Κριτήρια Αποδοχής

	 

	Οι τιμές συγκέντρωσης οι οποίες υπολογίζονται από τις καμπύλες βαθμονόμησης πρέπει να είναι εντός του 20% της ονομαστικής τιμής, εκτός από τα επίπεδα LLOQ και ULOQ, για τα οποία θα πρέπει να είναι εντός του 25%. Τουλάχιστον το 75% των προτύπων βαθμονόμησης και τουλάχιστον έξι από αυτά, πρέπει να πληρούν το κριτήριο αυτό. 

	Κάθε πλάκα θα πρέπει να περιέχει τουλάχιστον 3 επίπεδα δειγμάτων QC (χαμηλή, μεσαία και υψηλή συγκέντρωση) τουλάχιστον εις διπλούν. Πάνω από το 67% των δειγμάτων, QC, και το 50% σε κάθε επίπεδο συγκέντρωσης θα πρέπει να είναι εντός του 20% της ονομαστικής αξίας. Οποιαδήποτε εξαίρεση σε αυτό το κριτήριο θα πρέπει να αιτιολογείται.

	Οι μετρήσεις πραγματοποιούνται, συχνά, σε πλάκες μικροτιτλοδότησης 96 θέσεων. Μια σειρά αναλύσεων μπορεί να περιλαμβάνει διάφορες μεμονωμένες πλάκες και κάθε πλάκα θα πρέπει να περιέχει το σύνολο των προτύπων βαθμονόμησης αλλά και δείγματα ποιοτικού ελέγχου QC, για να αντισταθμίσει τυχόν διαφορές στην απόδοση της πλάκας. Εφόσον η χωρητικότητα μιας τεχνικής/πλάκας ή ο όγκος δείγματος είναι περιορισμένος, μπορεί το σύνολο των προτύπων βαθμονόμησης να τοποθετείται στην πρώτη και την τελευταία πλάκα και στις ενδιάμεσες πλάκες μόνο δείγματα QC. Συνιστάται η δοκιμασία των άγνωστων δειγμάτων να γίνεται εις διπλούν, δηλαδή, με τη χρήση τουλάχιστον δύο θέσεων αντί μίας.

	 

	15.10. Φαινόμενα Επίδρασης Υποστρώματος 

	 

	Θα περίμενε κανείς ότι η σύγχρονη οργανολογία με χρήση χρωματογραφίας υπερ-υψηλής απόδοσης και φασματομετρίας μάζας σε σειρά (UPLC-MS/MS) ότι θα επέφερε απολύτως «καθαρά» και επαναλήψιμα αποτελέσματα χωρίς παρεμποδίσεις από το υπόστρωμα. Τα πλεονεκτήματα αυτής της τεχνικής περιλαμβάνουν την υψηλή εξειδίκευση, ευαισθησία και απόδοση. Στην πράξη, όμως, φαινόμενα αδικαιολόγητης μείωσης της απόδοσης σήματος παρατηρούνται συχνότατα στις αναλύσεις πραγματικών δειγμάτων ακόμα και σε αυτά τα όργανα. Το πιο χαρακτηριστικό μεταξύ αυτών είναι το «Φαινόμενο υποστρώματος».

	Φαινόμενο υποστρώματος καλείται η μεταβολή του σήματος ανίχνευσης της αναλυόμενης ένωσης κατά την ποσοτική ανάλυση (φαρμάκων ή άλλων ενώσεων) σε βιολογικά υγρά σε σχέση με το σήμα ίδιας συγκέντρωσης της αναλυόμενης ένωσης, σε πρότυπα διαλύματα. Η διαφορά αυτή μπορεί να εμφανίζεται ως καταστολή ή ενίσχυση, ανάλογα με το αν η απόκριση του οργάνου μειώνεται ή αυξάνεται. Αυτές οι απρόβλεπτες αλλαγές αποτελούν τακτικό πρόβλημα για τις πηγές ατμοσφαιρικού ιοντισμού (API-LC-MS) και πρέπει να εξετάζονται κατά την ανάπτυξη και επικύρωση μεθόδου. 

	Μια θεωρία για την εμφάνιση του φαινομένου είναι ότι τα συνεκλουόμενα συστατικά του υποστρώματος, μπορεί να έχουν αρνητικές συνέπειες στην ανάλυση, δεδομένου ότι μπορούν να προκαλέσουν καταστολή της απόδοσης ιοντισμού ή σε πιο σπάνιες περιπτώσεις, ενίσχυση ιοντισμού της αναλυόμενης ένωσης. Η αξιολόγηση των αποτελεσμάτων του φαινομένου υποστρώματος στην ποσοτική ανάλυση φαρμάκων σε βιολογικά υγρά είναι σημαντική, καθώς στην ανάλυση αγνώστων βιολογικών δειγμάτων δεν μπορεί να προβλεφθεί η τυχόν συνέκλουση αγνώστων ενώσεων οι οποίες μπορεί να υπάρχουν σε κάποια δείγματα και όχι σε άλλα. Έτσι, ενώ ένας αριθμός δειγμάτων έχει την ίδια συγκέντρωση στην αναλυόμενη ένωση, τελικά τα αποτελέσματα μπορεί να διαφέρουν σημαντικά. 

	Το φαινόμενο μπορεί να οφείλεται σε προβλήματα που μπορεί να δημιουργήσει η μη-αναμενόμενη παρουσία αγνώστων ενώσεων, στην ανάλυση. Τα προβλήματα μπορεί να εντοπιστούν στη χρωματογραφία και, κυρίως, στην πηγή ιοντισμού. Στη χρωματογραφία μπορεί, επίσης, η παρουσία πολύ μεγάλων συγκεντρώσεων ενώσεων με ιδιότητες όμοιες με αυτές της αναλυόμενης ένωσης να οδηγήσει σε συνέκλουση και πιθανή μικρή μετατόπιση του χρόνου συγκράτησης, λόγω κάλυψης της χωρητικότητας της αναλυτικής στήλης διαχωρισμού. Παρεμφερές πρόβλημα λύνεται με τη χρήση στήλης υψηλότερης διαχωριστικής ικανότητας ή μεγαλύτερου μήκους (άρα με αύξηση στον αριθμό θεωρητικών πλακών), αλλά με το αναμενόμενο κόστος στην αύξηση του χρόνου ανάλυσης. 

	Στην πηγή ιοντισμού, η κύρια αιτία προβλημάτων εντοπίζεται στην αλλαγή των ιδιοτήτων των σταγονιδίων της κινητής φάσης η οποία εισέρχεται στην πηγή ιοντισμού. Αυτά προκαλούνται από την παρουσία μη πτητικών ή λιγότερο πτητικών ουσιών τα οποία αλλάζουν την απόδοση σχηματισμού σταγονιδίων ή εξάτμισης αυτών, και η οποία με τη σειρά της επηρεάζει την ποσότητα φορτισμένων ιόντων στην αέρια φάση τα οποία φτάνουν τελικά στον αναλυτή μαζών. 

	Πολλοί διαφορετικοί μηχανισμοί καταστολής ιόντων έχουν προταθεί, οι περισσότεροι ειδικά για την τεχνική ιοντισμού η οποία χρησιμοποιείται ανά περίπτωση. Για τις δύο πιο δημοφιλείς τεχνικές ατμοσφαιρικού ιοντισμού (ΑΡΙ) για LC-MS(/MS): ιοντισμό ηλεκτροψεκασμού (ESI) και χημικό ιοντισμό ατμοσφαιρικής πίεσης (APCI), τα φαινόμενα αυτά έχουν μελετηθεί εκτενώς. Σύμφωνα με μια θεωρία, όταν μια ένωση του υποστρώματος βρεθεί σε υψηλές συγκεντρώσεις (> 10-5 Μ), η γραμμικότητα της απόκρισης ιοντισμού σε πηγή ESI μπορεί να μειωθεί σημαντικά. Αυτό μπορεί να οφείλεται σε περιορισμένο ποσό φορτίου διαθέσιμου στην πηγή ESI ή σε κορεσμό των σταγονιδίων από τη συνεκλουόμενη ένωση. Ως αποτέλεσμα αυτών η προσδιοριζόμενη ένωση δεν ιονίζεται ικανοποιητικά και το τελικό σήμα στο όργανο μειώνεται. 

	Πρέπει να γίνει κατανοητό ότι η ανάλυση λευκών δειγμάτων δε θα βοηθήσει στην εκτίμηση του φαινομένου υποστρώματος, καθώς λόγω της ειδικότητας της μέτρησης στο φασματογράφο μαζών (MS-MS) μετριέται μόνον η συγκεκριμένη ένωση-στόχος και όχι τυχόν συνεκλουόμενες ενώσεις, οι οποίες μπορεί, τελικά, να είναι υπεύθυνες για φαινόμενα υποστρώματος.

	Οι επιδράσεις του υποστρώματος θα πρέπει να διερευνηθούν με χρήση τεχνικής φασματομετρίας μάζας σε σειρά, με τη χρήση μεθόδου και υλικών ακριβώς των ίδιων και με τα οποία θα γίνει ο προσδιορισμός στα πραγματικά δείγματα. Οι επιδράσεις του υποστρώματος θα πρέπει να υπολογίζονται ανεξάρτητα για κάθε αναλυόμενη ουσία και εσωτερικό πρότυπο, καθώς και για κάθε «παρτίδα» δειγμάτων, καθώς τυχόν απουσία επιδράσεων σε μια αναλυόμενη περιοχή φάσματος μαζών δε συνεπάγεται απαραίτητα απουσία επιδράσεων και στις άλλες περιοχές μετρήσεων.

	Τουλάχιστον έξι δείγματα ή σειρές λευκών δειγμάτων πρέπει να χρησιμοποιηθούν στη μελέτη. Δε θα πρέπει να χρησιμοποιούνται ομαδοποιημένα λευκά δείγματα ή μίγματα αυτών (Pooled matrix). Στην επιστημονική βιβλιογραφία έχουν αναφερθεί τρόποι για τον υπολογισμό των φαινομένων με χρήση έγχυσης σε συνεχή ροή στο φασματογράφο μάζας ή με εισαγωγή του υποστρώματος μετά την αναλυτική στήλη. Ο υπολογισμός γίνεται με τη διαίρεση του εμβαδού της κορυφής υπό την παρουσία υποστρώματος (διάλυμα που επιμολύνεται μετά την εκχύλιση), με το εμβαδόν κορυφής, απουσία υποστρώματος (καθαρό διάλυμα προτύπου ίδιας συγκέντρωσης). Όταν υπολογίζεται επίδραση του υποστρώματος και για εσωτερικό πρότυπο, τότε η τελική τιμή προκύπτει από το κλάσμα:

	Επίδραση του υποστρώματος αναλυόμενης ένωσης / Επίδραση του υποστρώματος εσωτερικού προτύπου

	Η σχετική τυπική απόκλιση υπολογίζεται σε έξι παρτίδες υποστρώματος και δεν πρέπει να είναι μεγαλύτερη από 15 % . Ο προσδιορισμός αυτός θα πρέπει να γίνει σε χαμηλό και σε υψηλό επίπεδο συγκέντρωσης (κατ’ ανώτατο όριο 3 φορές το LLOQ και κοντά στο ULOQ ).

	Εάν δεν μπορεί να χρησιμοποιηθεί αυτή η προσέγγιση, για παράδειγμα στην περίπτωση on-line επεξεργασίας προ-παρασκευής δείγματος, η μεταβλητότητα της απόκρισης από παρτίδα σε παρτίδα πρέπει να αξιολογείται με ανάλυση σε τουλάχιστον έξι παρτίδες υποστρώματος, «εμβολιασμένο» σε χαμηλή και σε υψηλό επίπεδο συγκέντρωσης (κατ 'ανώτατο όριο 3 φορές το LLOQ και κοντά στο ULOQ ) .

	Η έκθεση επικύρωσης θα πρέπει να περιλαμβάνει τα μετρούμενα εμβαδά κορυφής όλων των μετρούμενων ενώσεων. Η συνολική σχετική τυπική απόκλιση (CV) δεν πρέπει να είναι μεγαλύτερη από 15%.

	Εκτός από τα αναμενόμενα υποστρώματα, συνιστάται να γίνεται διερεύνηση επιδράσεων παρόμοιων-συγγενών υποστρωμάτων, π.χ. αν η αρχική ανάλυση επικυρώνεται σε πλάσμα αίματος συνιστάται να γίνεται μελέτη και σε ορό ή σε αιμολυμένα δείγματα ή υπερλιπιδαιμικό πλάσμα. Αν πρόκειται να μετρηθούν δείγματα από ειδικούς πληθυσμούς (όπως πληθυσμούς με νεφρική ή ηπατική ανεπάρκεια) συνιστάται, επίσης, να μελετηθούν οι επιδράσεις υποστρώματος μέσω υποστρώματος μήτρας από τέτοιους πληθυσμούς.

	 

	15.11. Προσδιορισμός ενδογενών ενώσεων

	 

	Στην περίπτωση που αναπτύσσεται μέθοδος για τον προσδιορισμό ενώσεων οι οποίες είναι ενδογενείς στο προς ανάλυση υπόστρωμα, η επικύρωση των μεθόδων αποτελεί πρόκληση. Για παράδειγμα, αναφέρουμε την ανάλυση αμινοξέων σε αίμα∙ κατανοούμε ότι καθίσταται δύσκολος ο υπολογισμός της ακρίβειας της μέτρησης, της ανάκτησης και των λοιπών χαρακτηριστικών της ανάλυσης, λόγω της απουσίας κατάλληλου υποστρώματος «λευκού» από τις προσδιοριζόμενες ενώσεις. Για τέτοιες περιπτώσεις (οι οποίες είναι μεγάλο μέρος του έργου ενός Βιοαναλυτικού Εργαστηρίου) προτείνονται οι ακόλουθες προσεγγίσεις για την επικύρωση και την αξιολόγηση της απόδοσης της αναλυτικής δοκιμασίας. Άλλες προσεγγίσεις, εφόσον δικαιολογούνται σε επιστημονική βάση, μπορούν, επίσης, να εξεταστούν ανά περίπτωση.

	Το βιολογικό υπόστρωμα που χρησιμοποιείται για την παρασκευή των προτύπων βαθμονόμησης πρέπει να εξεταστεί και να είναι το ίδιο με αυτό των δειγμάτων της μελέτης. Στην ιδανική περίπτωση δεν πρέπει να περιέχει την εξεταζόμενη ενδογενή ένωση. Για την εξέταση της καταλληλότητας χρήσης ενός δείγματος ως «λευκό υπόστρωμα» πρέπει να αποδειχθεί ότι: (1) η προσδιοριζόμενη ένωση είναι μη μετρήσιμη στο δείγμα αυτό (2) δεν εμφανίζεται κατά την ανάλυση κανένα φαινόμενο υποστρώματος ή τυχόν παρεμπόδιση. Η χρήση εναλλακτικών υποστρωμάτων (π.χ., ρυθμιστικά διαλύματα, μίγματα αλάτων πρωτεϊνών, ορός αίματος μετά από διαπίδυση) για την παρασκευή των προτύπων βαθμονόμησης, γενικά δε συνιστάται, εκτός εάν δεν υπάρχει καμία δυνατότητα εύρεσης πραγματικού λευκού βιολογικού δείγματος ελεύθερου από την προσδιοριζόμενη ένωση. Σε τέτοιες περιπτώσεις, η χρήση του εναλλακτικού υποστρώματος πρέπει να αιτιολογείται και θα πρέπει να αποδειχθεί ότι η ανάλυση με πρότυπο βαθμονόμησης σε εναλλακτικό υπόστρωμα δεν έχει καμία επίδραση ή διαφορές σε σύγκριση με την ανάλυση στο πραγματικό βιολογικό υπόστρωμα των δειγμάτων μελέτης.

	Τα δείγματα ελέγχου (QC) θα πρέπει να παρασκευάζονται με εμβολιασμό γνωστών ποσοτήτων των αναλυόμενων ενώσεων σε βιολογικό υπόστρωμα, ίδιο με τα δείγματα μελέτης. Οι συγκεντρώσεις των ενδογενών ενώσεων στο βιολογικό υπόστρωμα θα πρέπει να αξιολογούνται πριν την παρασκευή και ανάλυση δειγμάτων QC (όπως με επαναληπτική ανάλυση). Οι συγκεντρώσεις των δειγμάτων QC πρέπει να αντιπροσωπεύουν τις αναμενόμενες συγκεντρώσεις στο βιολογικό υπόστρωμα.

	 

	15.12. Βιοδείκτες

	 

	Οι βιοδείκτες χρησιμοποιούνται ολοένα και περισσότερο για την αξιολόγηση των επιπτώσεων των νέων φαρμάκων και θεραπευτικών βιολογικών προϊόντων σε πληθυσμούς ασθενών αλλά και για διαγνωστικούς σκοπούς. Λόγω των σημαντικών ρόλων που κάποιοι βιοδείκτες μπορεί να παίξουν στην αξιολόγηση της ασφάλειας ή / και της αποτελεσματικότητας ενός νέου φαρμακευτικού προϊόντος, είναι κρίσιμο να διασφαλιστεί η ακεραιότητα των δεδομένων, τα οποία προκύπτουν από τις αναλύσεις που χρησιμοποιήθηκαν για τη μέτρησή τους. Βιοδείκτες μπορούν να χρησιμοποιηθούν για μια ευρεία ποικιλία σκοπών, κατά την ανάπτυξη φαρμάκων. Ως εκ τούτου, θα πρέπει να χρησιμοποιείται η κατάλληλη κάθε φορά προσέγγιση κατά την αξιολόγηση της απαραίτητης έκτασης επικύρωσης της μεθόδου (ολική, μερική επικύρωση).

	Ένα μεγάλο πρόβλημα της ανάπτυξης και επικύρωσης βιοδεικτών είναι ότι, παρόλο που η επικύρωση της βιοναλυτικής τεχνικής μπορεί να ικανοποιεί τα κριτήρια, συχνά τα βιομόρια, τα οποία χαρακτηρίζονται ως βιοδείκτες, δεν είναι χαρακτηριστικά μιας μόνο κατάστασης, αλλά συμμετέχουν σε διαφορετικές βιοσυνθετικές οδούς. Έτσι η διακύμανση στη συγκέντρωσή τους μπορεί να μην οφείλεται στον εξεταζόμενο κλινικό λόγο, αλλά σε κάποιο παράπλευρο ή δευτερογενές αποτέλεσμα. Είναι πολύ δύσκολο να γίνει σωστός διαχωρισμός των φαινομένων π.χ. ασθένειας, ακινησίας, αφαγίας και στρες, καθώς στην πράξη, ένα ασθενές πειραματόζωο δεν κινείται, δεν τρώει και δε νιώθει το ίδιο με το υγιές. Για τους λόγους αυτούς καθίσταται επιτακτική ανάγκη αναλυτικής και συστηματικής επικύρωσης των μεθόδων και αποτελεσμάτων στην έρευνα για την ανάπτυξη βιοδεικτών. 
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