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Validatie analyse vrije concentratie
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— A. Importance of protein binding for intensity and duration of drug effect
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De vrije concentratie is werkzaam
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Theoretische achtergrond Il

Altered albumin binding

v v
Low albumin Normal albumin
r A 4 r y
Decreased production Capillary leakage from Increased elimination Deplacement by Deplacement/modification
- Acute phase (stress, serum to tissues - Nephrotic syndrome endogen molecules by exogen molecules
injury, SIRS) - Burns - Burns (wound loss) - Bilirubin (drugs)
- Hepatic disease - SIRS - latrogenic binding to - Urea - Highly bound antibacterials
- Malnutrition - Pregnancy starch - Other waste products - Other drugs (e.g. aspirin,
- Aging - Diabetes mellitus (e.g. hippuric acid) frusemide)
- Malignancies - Pulmonary oedema - Free fatty acids
- Hormones

Fig. 3 Main factors responsible for alterations in drug—albumin binding [52]. SIRS systemic inflammatory response syndrome
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Theoretische achtergrond Il

Vrije concentratie van belang bij
» Sterke eiwitbinding
o Flucloxacilline 95%
o Valproinezuur 90% Resorptie oraal ca. 55% (nuchter).
o Fenytoine 90%

Kinetische gegevens

T max i.m. ca. ¥ uur, oraal 1 uur.

Va4 ca. 0,24 I/kg. Bij neonaten: ca. 0,45 I/kg.

iwitbindi . .
Invioed op de eiwitbinding @" e ED

e Temperatuur
e Concentratie
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Theoretische achtergrond

Flucloxacilline

* Antibioticum . o COOH
o Tegen stafylokokken D%-—N o
o Bijvoorbeeld: erysipelas (wondroos) . | CH3
Y i s
N | H
0 CH,

* Registratie-onderzoek over kinetiek flucloxacilline
o Totale concentratie
o Ongebonden concentratie
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Doel van het onderzoek

Belangrijke parameters bij bepalen/valideren vrije concentratie flucloxacilline

* Veel lagere concentraties vrij dan totaal (flucloxacilline: factor 0,051l
Verschillende ijklijnen voor verschillende concentraties

Temperatuur

Flucloxacilline zeer instabiel!!

Adhesie filter

Matrix / opwerking(*3!
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Interactieve gedeelte
Brainstormen
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Validatie in het Deventer Ziekenhuis

Vrije concentratie flucloxacilline
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Methode / Werkwijze |

Tegelijkertijd ook totale flucloxacilline concentratie in serum gevalideerd

Materiaal

o HPLC Shimadzu Prominence

o Kolom, Chromsep Pursuit XRS C18 10cm
o Dataverwerking, LC Solutions

o Microcentrifuge, Abbott

o Centrifuge, Sigma

o Centrifree Ultrafiltratie Units, Millipore

Interne standaard, dicloxacillinelll

Instellingen HPLC - DAD

o Kolomoven, 40 °C

Golflengte, 220 nm

Flow, 0,8 ml/min

Injectievolume, 10 pl

Runtijd, 7 min

Kaliumdiwaterstoffosfaatbuffer pH 3.0 / CH;CN

O

o O O O

63:37
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Methode / Werkwijze Il

Radial Gradient of

Polarized Protein

* Opwerking!*3]
o Filtratie over Centrifree Ultrafiltratie filter o
« 500 pl serum/plasma, 10 min bij 1500 G en 25 °C or Plasma

YMT

@) IJkIlJn |n Watel' Membrane
o Controles in water
o 50 ul filtraat + 15 pl IS werkoplossing (5 mg/l)

Protein-free
Ultrafiltrate

Force

Vector

Figure 3. Polarization control, using a 35°

fixed-angle rotor.
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Methode / Werkwijze Il

Lineariteit, juistheid, herhaalbaarheid en specificiteit

* 6 punts ijklijn met concentratiebereik van 0,25 — 6 mg/I

* Deze wordt gedurende 3 dagen in enkelvoud geanalyseerd

* Blanco monster zonder IS na hoogste standaard om carry-over te testen

* 6 verschillende blanco patiéntenserummonsters geanalyseerd

* 3 concentraties, low / medium / high, gedurende 3 dagen in zesvoud meten

Interne kwaliteitscontroles

* |n water

* Twee concentraties

* Gedurende 3 dagen in duplo bepaald

Externe kwaliteitscontroles

* Oplossing van extern lab
* Twee concentraties in duplo gemeten over 3 dagen
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Methode / Werkwijze IV

Scheidingsmethode herhaalbaarheid

* 2 concentraties in 6voud over filter, gedurende 3 dagen
* Concentraties in filtraat bepaald

Scheidingsmethode adhesie filter

e 2 concentraties in water in 3voud bereid en over filter
* Concentraties in filtraat bepaald
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Methode / Werkwijze V

Stabiliteitsonderzoek

* In serum, 2 concentraties in triplo
o 4 uur KT
o 24 uur KK
o 24 uur autosampler (opgewerkt)
o 1 maand -80 °C

Vries / dooi

* Low / high invriezen
* Gedurende 3 dagen ontdooien, in triplo bepalen en restant invriezen

Verdunning
 Validatie werkstandaard >150% van hoogste standaard

* 4 keer verdund en gemeten op ijklijn vrij flucloxacilline
e pes - deventer
* Onverdund gemeten op ijklijn van totaal flucloxacilline < z ziekenhuis



Methode / Werkwijze VI
parometer e

Lineariteit

LoQ

Within run accuracy
Between run accuracy
QC (intern en extern)
Within run precision
Between run precision

Carry over

Adhesie filter

Between run precision scheidingsmethode
Stabiliteit

Vries — dooi

Verdunning (vaststellen UOQ)

R >0.990
Terugberekening op ijklijn 85 -115 %
LOF, GOF en 0 in 95% Bl intercept

Passend bij MIC
Gehalte 85-115%
Gehalte 85-115%
Gehalte 85 -115%
VC<15%
VC<15%

Respons blanco < 20 % LOQ
Respons IS < 5% IS

Gehalte centrifugaat 90 — 110%
VC<10%

Gehalte 85-115%

Gehalte 85 — 115 % na 2 vriesdooicycli

Gehalte verdund 85 — 115 %
Gehalte onverdund 85 —-115 %

Z
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Resultaten |
Chromatogram

Sample Information CALabSelutions\Data\flucloxacilline\STD 6 V.led

Acquired by : inge Sample Name :STD_6_V STD_6_V Verdunningsfactor: 1
Vail# : 18 Injection Volume : 1GuL
Methed Filename : Flucloxacilline_wrij_IW.lem
Batch Filcname 1 20161027_v.Ich Repornt Filename : Defautt.ler Date Acquired 1104
™A5000- 5 '
::%
E-]
- £
10000 2
A ]
5000 &
] g
0
E '\
] !
1 : : : 'IPDA Multi 2
——— — T — T T —r—
[ 1 2 3 4 5 G 7
min
1 PDA Multi 2 7 220nm 4nm
Quantitative Resulis
PDA
D4 Name Ret. Time Area Height Resolution Canc.
1| Flucloxacilline 2.8 110130 14177 4.746 448
2115 3.6 37789 4065 3.584 0.00

* Resolutiefactor = >1,5
* Piekzuiverheid voldoet
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Resultaten I

Lineariteit

* R=0,9902 >0,990

* Terugberekening op ijklijn=93,2% - 109,1% 85% - 115%
* LOF, GOF en Bl intercept voldoen

Within run accuracy eis = 85% - 115%
* Low = 106,7 — 102,0 — 104,7 %

* Medium = 102,6 — 103,8 — 100,0 %

* High = 108,6 — 105,9 — 102,4 %

* QC low =108,3-101,9 - 87,9 %

* QC high = 105,3 — 108,7 — 90,2 %

Between run accuracy eis = 85% - 115%
* Low =104,5%

* Medium =102,1%

* High = 105,6 %

* QC low =99,4% d_e\{(entrcler.
* QC high = 101,4% z ziekenhuis



Resultaten Il

Within run precision eis = VC < 15%
*VCLow=48-17-34%

* VC Medium =6,5-3,0-8,2 %

* VCHigh=3,8-39-39%

Between run precision eis = VC < 15%
* VCLow=39%

* VC Medium = 6,1 %

* VC High = 3,9 %

Externe QC eis = 85 — 115 %
* Low=110,8-102,5-90,2 %
* High =102,6 — 98,8 — 90,6 %
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Resultaten IV

LOQ

* LOQ = 0,25 mg/l vrije concentratie

Carry over

* Blanco’s voldoen,

* Respons = 0% LOQ
* Respons = 0% IS

Adhesie filter

* Gehalte centrifugaat LOW = 90,7 — 93,3 -94,8 %
* Gehalte centrifugaat HIGH= 96,6 — 96,0 — 90,9 %
* |jklijn gefilterd en niet gefilterd komen overeen

laagste MIC = 0,25 mg/| [1li2]

respons blanco <20% LOQ
respons IS <5% IS

eis = 90-110%
eis = 90-110%

deventer
z ziekenhuis



Area Ratio

Area Ratio

2,500

2,000

1,500

1,000

0,500

klijn gefilterd / niet gefilterd

@ Niet gefilterd
y =0,4789 + 0,012
R2=0,9994

# gefilterd
y =0,4576x - 0,0174
R?=0,9993

0,000
0,0000
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klijn in water / filtraat

@ Water
y =0,5143x + 0,0338
R?=0,999

M Filtraat
y =0,5282x + 0,0061

R?=0,9975

0,000
0,0000

0,5000 1,0000 11,5000 2,0000 2,5000 3,0000 3,5000 4,0000 4,5000 5,0000
Specified Amount

Resultaten V
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Resultaten VI

Between run precision scheidingsmethode

* VClow= 11,7% eis = VC<10%
* VC high = 13,6% eis = VC<10%
* Vrije fractie = 6,8% ca 5% volgens literatuurl/li8le]
Stablliteit eis 85 — 115%

* Na 24 uur autosampler = 106,4%

* Na 4 uur kamertemperatuur = 95,0%
* Na 24 uur koelkast = 108,7%

* Na 1 maand vriezer (-80°C) = 100,8%

C2Z
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Resultaten VII

Vriesdooicycli
* Na 2 vriesdooicycli

o Gehalte laag = 93,2 - 119,2 -119,2 %
o Gehalte hoog = 96,4 - 93,8 — 102,3 %

Verdunning
e Gehalte onverdund = 96,0 —101,5 %
* Gehalte verdund = 111,1 — 110,6 %

UOQ = 6 mg/l

eis = 85-115%

eis = 85-115%

C2Z
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Discussie

|JKklijn eerst in serum

Optimalisatie filtratieproces

Between run precision scheidingsmethode VC >10%

Gehalte L na 2 keer vriesdooien voldoet niet

Typical Ultrafiltration Rates
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Conclusie

* Methode gevalideerd!

* Patiéntmonsters kunnen worden bepaald
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