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Zusammenfassung 

Wirksamkeitsbestimmungen (potency 

tests) werden bei der Freigabeanalytik 

von Arzneimitteln angewandt, um ihre 

Wirksamkeit zu überprüfen, bevor diese 

auf den Markt gebracht werden. Ein sol-

cher Wirksamkeitstest ist der Clot Lyse 

Assay, der die Aktivität des Enzyms 

Gewebeplasminogenaktivator (tissue 

plasminogen activator, tPA) anhand sei-

ner Fähigkeit nachweist, künstliche 

Fibrin-Gerinnsel innerhalb einer be-

stimmten Zeit zu lysieren. Um zu bele-

gen, dass eine analytische Methode für 

ihren vorgesehenen Zweck geeignet ist, 

muss sie vor der späteren routinemäßi-

gen Verwendung validiert werden. Eine 

solche Validierung kann dabei ent-

sprechend verschiedener Ansätze erfol-

gen. Im Rahmen ihres Lebenszyklus kön-

nen Analysemethoden auch weiter opti-

miert werden. 

Einleitung 

Jedes Medikament, das von einem Phar-

mahersteller produziert wird, muss die 

folgenden grundlegenden Kriterien er-

füllen: Es muss wirksam, unbedenklich 

und von guter Qualität sein. Diese 

Aspekte werden von den Laboren der 

Qualitätskontrolle unter Anwendung 

verschiedener Analyseverfahren kon-

trolliert. Die dafür eingesetzten Analyse-

methoden können in Methoden zum 

Identitätsnachweis, Methoden zur Be-

stimmung des Gehalts des pharmazeuti-

schen Wirkstoffs, Methoden zur Quanti-

fizierung im Arzneimittel enthaltener 

Verunreinigungen und in Tests zum 

Nachweis der Wirksamkeit des Arznei-

mittels unterteilt werden. Je nachdem 

woraus das Arzneimittel chemisch gese-

hen besteht, werden für Wirksamkeits-

bestimmungen verschiedene Analyse-

methoden eingesetzt, wie beispiels-

weise zellkulturbasierte Tests bei thera-

peutischen Antikörpern [1]. In diesem 

Artikel werfen wir einen Blick auf den 

Clot Lyse Assay als Wirksamkeitsnach-

weis für das rekombinante enzymati-

sche Arzneimittel tPA. 

Der Clot Lyse Assay 

Die Serinprotease tPA ist beim Abbau 

von Blutgerinnseln beteiligt, welche aus 

Fibrin bestehen. Fibrin kann durch Plas-

min in lösliche Produkte gespalten wer-

den. Hier setzt die Wirkung von tPA an, 

da es das inaktive Plasminogen durch 

Spaltung in aktives Plasmin umwandelt, 

welches seinerseits dann das Fibrin an-

greift. Um die Aktivität von tPA im Clot 

Lyse Assay nachzuweisen, wird ein 

künstliches Fibringerinnsel erzeugt. Die 

Zugabe von tPA bewirkt, dass dieses 

Gerinnsel aufgelöst wird (siehe 

Abbildung 1). Dieser Prozess kann 

spektrophotometrisch überwacht wer-

den, indem man die Verringerung der 

Trübung im Laufe der Zeit misst. Der 

Endpunkt der Wirkung ist definiert als 

die Zeit, die benötigt wird, um die Ab-

sorptionswerte um 50% zu reduzieren. 

Um die Wirksamkeit einer Arzneimittel-

probe zu ermitteln, wird ein Vergleich 

mit einem parallel mitgeführten Refe-

renzstandard durchgeführt und gemäß 

des „parallel-line Models“ [USP <1034>, 

Ph. Eur. 5.3] ausgewertet. 

Dieser Assay wurde vor mehr als 30 Jah-

ren entwickelt [2] und zwischenzeitlich 

verschiedenen Optimierungen unter-

worfen. 

Welche Validierungsmöglichkeiten 
gibt es? 

Jede Methode, die in einem QC-Labor 

eingesetzt wird, muss vor ihrem Einsatz 

zunächst validiert werden, um nachzu-

weisen, dass sie für ihren Zweck geeig-

net (fit-for-purpose) ist, was bedeutet, 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Reaktionsprinzips des Clot Lyse Assays 

 

https://analytik.news/


analytik.news     Publikationsdatum: 17.09.2020 

 

 

-2- 

dass sie unter normalen Arbeitsbedin-

gungen zuverlässige und reproduzier-

bare Ergebnisse generiert. 

Für die Validierung von Methoden zur 

Analyse von Arzneimitteln existieren 

verschiedene behördliche Richtlinien, 

wie beispielsweise die von der FDA her-

ausgegebene Richtlinie zur Methoden-

validierung für die Industrie, die ICH 

Q2(R1)-Richtlinie sowie entsprechende 

Arzneibuchkapitel wie z.B. das USP Kapi-

tel <1225>. Am gebräuchlichsten ist die 

international fast überall anerkannte ICH 

Q2(R1)-Richtlinie. Gemäß dieser Richtli-

nie müssen für einen Wirksamkeitstest 

wie dem Clot Lyse Assay die Methoden-

validierungsparameter Richtigkeit, Wie-

derholpräzision, interne Laborpräzision, 

Spezifität, Linearität und Arbeitsbereich 

überprüft werden. Eine solch klassische 

Validierung des Clot Lyse Assays wurde 

z.B. von Huang et al. durchgeführt [3]. 

Da der Clot Lyse Assay ein Bioassay ist, 

kann jedoch auch ein anderer Ansatz zur 

Validierung gewählt werden. Für die Va-

lidierung biologischer Assays kann das 

USP-Kapitel <1033> herangezogen wer-

den. Danach muss die interne Labor-

präzision (IL), die relative Genauigkeit 

und die Spezifität untersucht werden.Im 

Gegensatz zum klassischen ICH Q2(R1)-

Ansatz, bei dem die interne Laborpräzi-

sion üblicherweise durch die Berechnung 

der relativen Standardabweichung meh-

rerer Experimente bestimmt wird, die 

von verschiedenen Bedienern an ver-

schiedenen Tagen mit verschiedenen 

Geräten durchgeführt wurden, empfiehlt 

das USP-Kapitel <1033> eine Varianz-

komponentenanalyse. Diese kann für je-

des interessierende Konzentrationslevel 

(z.B. 3 verschiedene, die den Arbeitsbe-

reich abdecken) mittels ANOVA durchge-

führt werden. Die Varianzkomponenten 

werden wiederum verwendet, um die 

interne Laborpräzision jedes Levels zu 

berechnen und der Mittelwert repräsen-

tiert die Gesamt-IL. 

Zur Bestimmung der relativen Genauig-

keit wird eine sogenannte Verdünnungs-

linearitätsstudie (dilutional linearity) 

mit einem Referenzstandard bekannter 

Wirksamkeit durchgeführt. So können 

beispielsweise 3 Konzentrationen auf ih-

ren individuellen relativen Bias analy-

siert werden, welcher der Quotient aus 

gemessener Wirksamkeit gegen theore-

tische Wirksamkeit in Prozent ist. 

Darüber hinaus sollte ein Trend im rela-

tiven Bias über die Konzentrationen hin-

weg bewertet werden, was durch An-

wendung linearer Regression erfolgen 

kann. Das Prinzip, die Richtigkeit aus den 

Experimenten zur Linearität abzuleiten, 

wird auch bei klassischen ICH Q2(R1) 

Methodenvalidierungen häufig ange-

wendet. Da im USP-Kapitel <1033> 

keine Anzahl an Konzentrationen vorge-

geben wird, kann ein Minimum von 3 

Konzentrationen für die Verdünnungs-

linearitätsstudie verwendet werden, wo-

hingegen von der ICH Q2(R1) mindestens 

5 Konzentrationen für klassische Linea-

ritätsexperimente gefordert werden, je-

doch keine Anforderung für eine Trend-

analyse zum relativen Bias besteht.  

Die Spezifität kann bei beiden Ansätzen 

auf die gleiche Weise untersucht wer-

den, z.B. durch den Nachweis, dass beim 

Einsatz einer Placebo-Lösung keine 

Reaktion erfolgt. 

Ein anderer Ansatz zur Methodenvalidie-

rung ist die Anwendung eines Genauig-

keitsprofils (accuracy profile method 

validation). Dieser Ansatz wurde von der 

französischen Gesellschaft für pharma-

zeutische Wissenschaft und Techniken 

vorgeschlagen [4]. Er basiert auf dem 

„total error“-Konzept und beinhaltet so-

mit gleichzeitig sowohl die Richtigkeit 

als auch die Präzision. Unter zusätzlicher 

Berücksichtigung der Linearität werden 

verschiedene Methodenleistungspara-

meter in einer Grafik kombiniert, die als 

Entscheidungshilfe für die Frage, ob die 

Methode für den beabsichtigten Zweck 

geeignet ist oder nicht, dient. Das Dia-

gramm besteht aus der prozentualen 

Wiederfindungsrate auf der y-Achse und 

der Konzentration auf der x-Achse. Zu-

sätzlich werden ein zweiseitiges β-

Erwartungstoleranzintervall und Akzep-

tanzgrenzen eingezeichnet. Das β-

Erwartungstoleranzintervall enthält 

einen Wahrscheinlichkeitsfaktor für 

zukünftige konforme Ergebnisse und die 

Ansatz Validierungsparameter Pro´s und Con´s 

ICH Q2(R1) Richtigkeit, Wiederholpräzision, interne Labor-

präzision, Spezifität, Linearität und Arbeitsbereich 

+ behördlich fast überall anerkannt 

- relativ hoher Aufwand 

USP <1033> interne Laborpräzision, relative Genauigkeit und 

Spezifität 

+ weniger Experimente 

- unklar, inwieweit dieser Ansatz außerhalb der 

USA behördlich anerkannt wird 

Genauigkeitsprofil Keine Auftrennung in separate Validierungs-

parameter, stattdessen Ableitung aus dem Gesamt-

fehler (also der Summe aus Präzision & Richtigkeit) 

+ sehr anschaulich, modern 

- Behördliche Anerkennung vermutet1, 

erweiterte Statistik-Kenntnisse notwendig 

1 Die Beteiligung namhafter Pharmaunternehmen in aktuelleren Publikationen lässt auf eine Anwendung in der Industrie schließen, was 

wiederum den Rückschluss zulässt, dass eine Validierung nach diesem Ansatz behördlich nicht ausgeschlossen ist (was jedoch noch nicht durch 

eigene Erfahrungen bestätigt werden kann). 

 

Tabelle 1: Mögliche Validierungsansätze für den Clot Lyse Wirksamkeitstest 
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Standardabweichung der internen 

Laborpräzision der zur Validierung 

durchgeführten Messungen. 

Dieser Ansatz wurde oft für Lebensmit-

tel-Analysemethoden angewendet, ist 

aber auch für Methoden anderer Berei-

che wie beispielsweise der Forensik oder 

der Pharmaindustrie eingesetzt worden 

[5-7]. Da er auf quantitative Analyse-

methoden abzielt, ist noch zu klären, in-

wiefern er auch auf Wirksamkeitstests 

angewendet werden kann. Ent-

sprechend gibt es derzeit (noch?) keine 

Publikation über eine Validierung des 

Clot Lyse Wirksamkeitstests mittels des 

accuracy profile Ansatzes.  

Die Tabelle 1 stellt die drei Validierungs-

ansätze einander kurz gegenüber. 

Quo vadis 

Da die Methode doch schon etwas in die 

Jahre gekommen ist, wurden zwischen-

zeitlich viele Optimierungen in den un-

terschiedlichen Laboratorien durchge-

führt, wie beispielsweise der Einsatz 

eines automatisierten Gerinnungsana-

lysesystems wie er bei Huang et al. be-

schrieben ist oder die Verwendung von 

Minitab anstelle von Excel zur Auswer-

tung der Ergebnisse. Des Weiteren 

könnte die Anwendung von Regelkarten 

als potenzielle Systemeignungstest 

(SST)-Kriterien eine interessante mo-

derne Option sein, wenn man an die 

Empfehlungen der im letzten Winter ver-

öffentlichten ICH Q12 Richtlinie denkt. 

Bezüglich der Validierung könnte die An-

wendung des accuracy profile Ansatzes 

auf den Clot Lyse Assay ebenfalls eine 

interessante und herausfordernde Idee 

sein, welche jedoch zu einem geringeren 

Risiko führen würde, dass zukünftige 

Ergebnisse nicht konform sind. 

Fazit 

Im analytischen Lebenszyklus werden 

alte Methoden kontinuierlich verbessert, 

insbesondere, wenn sie im Rahmen ei-

nes Methodentransfers in einem ande-

ren Labor wieder neu zur Anwendung 

kommen. Dies beinhaltet auch die An-

wendung unterschiedlicher Validie-

rungsansätze. Es liegt in der Verantwor-

tung eines jeden Labors, eine Analysen-

methode parat zu haben, die dem neues-

ten Stand der Technik entspricht und die 

gemäß aktueller Anforderungen vali-

diert wurde, wobei alle potentiell an-

wendbaren Ansätze berücksichtigt und 

der für die Methode am besten geeignet-

ste ausgewählt werden sollte. 
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