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1 Einfuhrung

Die Validierung analytischer Methoden ist eine Grundvoraussetzung fur die Qualitat und die
Vergleichbarkeit von Analysenergebnissen. Sie dient der Dokumentation der Eignung von Ana-
lysenverfahren fur ihren Bestimmungszweck. Analysenbefunde, die mit validierten Methoden
erhoben werden, sind daher nicht nur die Basis flr eine verlassliche Interpretation, sondern
auch im Streitfall nur schwer anfechtbar. Dies spielt auch im forensisch-toxikologischen Bereich

eine grolle Rolle.

Gemal Kapitel 1 der "Richtlinie der GTFCh zur Qualitatssicherung bei forensisch-toxiko-
logischen Untersuchungen" missen Laboratorien Gewahr daflr bieten, dass Analysen nach
dem aktuellen und anerkannten Stand der Analysentechnik ausgefuhrt werden. Im selben Do-
kument wird unter Kapitel 5 die Validierung analytischer Methoden und die Dokumentation des
Ergebnisses der Validierung vorgeschrieben. Dies impliziert, dass auch die Validierung analyti-
scher Methoden sich an dem aktuellen und anerkannten Stand der Wissenschaft orientieren
sollte. Im vorliegenden Anhang B der Richtlinie werden die Anforderungen an die Validierung
regelmafig in der Routine angewendeter Methoden naher spezifiziert. Die enthaltenen Vorga-
ben orientieren sich am aktuellen wissenschaftlichen Kenntnisstand. Neben den zu bestimmen-
den Validierungsparametern und ihren jeweiligen Akzeptanzkriterien werden auch statistische

Verfahren zur Berechnung der einzelnen Parameter festgelegt.

Far Methoden, die nur fur einen einzigen Fall oder sehr selten zur Anwendung kommen, und
Methoden zur Analyse von Postmortem-Material kann gemal} Ref. [1] der Validierungsaufwand

u.U. reduziert bzw. auf die Standardadditionsmethode zurickgegriffen werden.

Wird eine bereits validierte Methode modifiziert, so ist zu zeigen, dass die modifizierte Methode
fur den Bestimmungszweck geeignet ist. Dies kann im Rahmen einer Teilvalidierung erfolgen, in
der moglicherweise von der Modifikation betroffene Validierungsparameter in ausgewahlten

Validierungsexperimenten erneut untersucht werden.
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2 Beweisende, identifizierende bzw. Bestatigungsverfahren

2.1 Selektivitat (Selectivity)

Selektivitat ist die Fahigkeit einer Methode, verschiedene nebeneinander zu bestimmende
Analyten ohne gegenseitige Stérungen oder Stérungen durch andere endogene oder exogene
Substanzen (Metaboliten, Verunreinigungen, Abbauprodukte, Matrix) zu erfassen und sie somit

eindeutig zu identifizieren.

Spezifitat ist die Fahigkeit einer Methode, einen Analyten oder eine Substanzklasse ohne Ver-
falschung durch andere in der Probe vorhandene Komponenten (s.0.) zu erfassen und sie somit

eindeutig zu identifizieren.

Bestimmung in der Praxis:

- Aufarbeitung von mindestens sechs Leerproben aus jeweils verschiedenen Chargen (Leer-

matrix ohne Internen Standard (IS), Blank-Probe)
- Aufarbeitung von mindestens zwei Nullproben (Leermatrix mit IS, Zero-Probe)

- Aufarbeitung aufgestockter Leerproben mit anderen in authentischen Proben zu erwarten-

den Substanzen/Metaboliten

- gof. zusatzlich Aufarbeitung authentischer Proben, die hohe Konzentrationen potentiell
interferierender Substanzen mitsamt ihres charakteristischen Metabolitenspektrums enthal-

ten

Bei keinem der oben genannten Versuche dirfen Interferenzen (z.B. stérende Peaks) mit dem

Untersuchungsziel (Nachweis und/oder Bestimmung des/der Analyten) auftreten.

Werden in analytisch begrindeten Ausnahmefallen nur zwei diagnostische lonen zur Identifizie-
rung bei Einzelionendetektion verwendet, erhéht sich die Anzahl der zu analysierenden Leer-
proben aus jeweils verschiedenen Chargen auf mindestens 20. In den Aufstockversuchen ist
entsprechend ein weiteres Spektrum von Substanzen/Metaboliten auf mdgliche Interferenz zu

testen.

Hinweis: Bei rein quantitativen Methoden kann, wenn die Richtigkeit bereits bewiesen
wurde, auf eine gesonderte Aufarbeitung von Leer- und Nullproben verzich-

tet werden.
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2.2 Linearitat der Kalibration (Linearity of Calibration), nach Ref. [8]

Die Linearitat einer analytischen Methode ist ihre Fahigkeit, innerhalb eines gegebenen Berei-
ches Testergebnisse zu liefern, die direkt proportional zur Konzentration (Menge) des Analyten

in der Probe sind.

2.2.1 Kalibrationsbereich (Range), nach [12]

Der Kalibrationsbereich einer analytischen Methode ist das Intervall zwischen oberer und unte-
rer Konzentration (Menge) des Analyten in der Probe (einschlieRlich dieser Konzentrationen),
fur das ein geeignetes Mal} an Prazision, Richtigkeit und Linearitat gezeigt werden konnte. Er
sollte so gewahlt werden, dass er einen mdglichst grolen Anteil der in authentischen Proben zu
erwartenden Konzentrationen abdeckt. Sofern bekannt, sollte der therapeutische Konzentrati-

onsbereich mdglichst innerhalb des Kalibrationsbereichs liegen.

Bestimmung in der Praxis:

- Herstellung von Kalibratoren bei mindestens finf von Null verschiedenen Konzentrationen
(moglichst gleichmaRig Uber den Kalibrationsbereich verteilt) durch Aufstocken von Leer-
matrix, wobei der niedrigste (nicht Null) Kalibrator grof3er oder gleich der Bestimmungsgren-

ze sein muss
- sechs Bestimmungen bei jeder Konzentration (Wiederholbedingungen)

- Auftragen der Peakflachenverhaltnisse, ggf. auch Peakhéhenverhaltnisse, (Analyt/IS) gegen

die Sollkonzentrationen der Kalibratoren

- Testen auf Ausreisser mittels Grubbs-Test (Signifikanzniveau: 95%) und ggf. deren Elimina-
tion. Insgesamt dirfen nicht mehr als zwei Ausreisser und diese nicht auf dem gleichen

Konzentrationsniveau auftreten.

- Test auf Varianzhomogenitat mittels F-Test zwischen hochster und niedrigster Konzentrati-

on oder mittels Cochran-Test Uber alle Konzentrationen (Signifikanz: 99%).

- Varianzhomogenitat gegeben (Homoskedastizitat): einfache lineare Regression; statisti-

scher Test der Anpassung mittels Linearitatstest nach Mandel (Signifikanz: 99%)

- Varianzhomogenitat nicht gegeben (Heteroskedastizitat); Regelfall fur Kalibrationsbereiche,

die mehr als eine Zehnerpotenz umfassen:

Alternative I Einschrankung des Kalibrationsbereichs bis Varianzhomogenitat besteht.

Alternative II: Auswahl und statistischer Anpassungstest eines gewichteten Kalibra-
tionsmodells. In der Regel kann mit den Wichtungsfaktoren 1/x oder 1/x?
eine ausreichende Kompensation der Heteroskedastizitat erreicht wer-

den.
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Vor der Ablehnung eines linearen Kalibrationsmodells sollte die praktische Relevanz der
Nichtlinearitéat z.B. an Hand der Richtigkeitsdaten bewertet werden; sind diese akzepta-

bel, kann man trotzdem das lineare Modell verwenden.

Anmerkung:

Sollen in der Routineanwendung Reinsubstanzlésungen als Kalibratoren eingesetzt werden, so
ist in der Validierung zu zeigen, dass die Kalibrationsgeraden von Matrixkalibratoren und Rein-

substanzkalibratoren sich nicht signifikant unterscheiden:

- Varianzhomogenitat der Restvarianzen der beiden Kalibrationsgeraden mittels F-Test (Sig-
nifikanz: 99%)

- Regressionsanalyse der Mittelwerte der MessgroRen von Matrix- und Reinsubstanz-
kalibration: Sollwert-t-Test (Signifikanz: 99%) fur den Achsenabschnitt (Sollwert: 0) und die

Steigung (Sollwert: 1) der Regressionsgeraden.

2.3 Genauigkeit (Accuracy), nach Ref. [12]

Unter Genauigkeit versteht man den Abstand eines einzelnen Wertes vom Sollwert, hervorgeru-

fen durch systematische und zufallige Fehler.

Bestimmung in der Praxis:

- Herstellung homogener Pools von Qualitatskontrollproben (QC-Proben) bei mindestens
zwei (niedrig und hoch relativ zum Kalibrationsbereich), mdglichst aber drei verschiedenen
Konzentrationen (niedrig, mittel, hoch relativ zum Kalibrationsbereich) durch Aufstockung

von Leermatrixpools
- Aliquotierung zu einzelnen QC-Proben
- Lagerung bei normalen Lagerungsbedingungen (z.B. —20°C)

- Analyse von mindestens zwei QC-Proben jeder Konzentration an mindestens acht ver-

schiedenen Tagen

Es wird empfohlen, einen zusatzlichen QC-Pool mit Konzentrationen deutlich oberhalb des
Kalibrationsbereiches anzusetzen. Diese QC-Proben werden unter Verwendung entsprechend
geringerer Probenvolumina oder nach entsprechender Verdiinnung aufgearbeitet, so dass die
Analytkonzentrationen in der aufgearbeiteten Probe innerhalb des Kalibrationsbereiches liegen.
Die fur diese QC-Proben erhaltenen Ergebnisse werden mit entsprechenden Korrekturfaktoren
multipliziert und analog den ubrigen QC-Daten zur Bestimmung von Richtigkeit und Prazision

herangezogen.
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2.3.1 Systematischer Fehler (Bias) und Richtigkeit, nach [12]

Unter Bias versteht man die Differenz zwischen Messergebnis und Sollwert. Er ist ein Maf} fir

die systematische Fehlerkomponente eines quantitativen Analysenverfahrens.

- Der Bias errechnet sich aus dem Mittelwert aller Bestimmungen und dem Sollwert bei jeder

Konzentration nach folgender Formel:

Bias [%6] = 2=*.100%
u

X Mittelwert aller Bestimmungen
n Sollwert

- Bias-Werte innerhalb eines Intervalls von +15% (+20% nahe der Bestimmungsgrenze)

gelten als akzeptabel

Unter Richtigkeit (Trueness) versteht man den Abstand des Mittelwertes einer ausreichend
groBen Anzahl von Messwerten (z.B. Kontrollwerte aus der Routineanwendung) vom Sollwert.
Das Ausmal} an Richtigkeit wird gewdhnlich in Form eines systematischen Fehlers (Bias) aus-

gedrickt.

2.3.2 Prazision (Precision), nach [12]

Unter Prazision versteht man den Grad der Streuung der einzelnen Werte um den Mittelwert.
Sie ist ein Mal fir die zufallige Fehlerkomponente eines quantitativen Analysenverfahrens. Die
Prazision wird gewohnlich in Form der ,Imprazision® ausgedrickt und als eine Standard-
abweichung der Messergebnisse berechnet. Hohere Imprazision wird durch eine héhere Stan-

dardabweichung ausgedriickt.

2.3.2.1 Wiederholprazision (Repeatability), nach Ref. [10]

Prazision unter Bedingungen, bei denen unabhangige Messergebnisse mittels derselben Me-
thode mit identischem Probenmaterial im selben Labor von derselben Person mit derselben

Geréatschaft innerhalb kurzer Zeitintervalle erhalten werden.
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Berechnung:

Bei obiger Versuchsanordnung kann die Berechnung unter Zuhilfenahme der in Anhang | zu
dieser Richtlinie aufgeflihrten Formeln wie folgt erfolgen:

- Bestimmung als relative Standardabweichung (Variationskoeffizient) innerhalb der Tage

\/g~100

RSD, [%6] = =

RsSD, Wiederholprazision

s? Wiederholvarianz, zu berechnen nach Anhang |

r

X Mittelwert aller Bestimmungen

- RSD, £15% (20% nahe der Bestimmungsgrenze) gelten als akzeptabel

2.3.2.2 Laborprazision
Prazision bei der Bestimmung derselben Probe innerhalb eines Labors bei bewusster Anderung

eines Parameters (z.B. Person, Geratschaft oder Zeit).

2.3.2.2.1 Tagesverschiedene Laborprazision (time-different intermediate precision)

Die tagesverschiedene Laborprazision, bei der der Zeitfaktor ,Tag“ zwischen den Bestimmun-

gen variiert, ist die gangigste Variante der Laborprazision.

Berechnung:
Bei obiger Versuchsanordnung kann die Berechnung der tagesverschiedenen Laborprazision

unter Zuhilfenahme der in Anhang | zu dieser Richtlinie aufgeflinrten Formeln wie folgt erfolgen:

- Bestimmung als relative Standardabweichung

rRsD, [6]= Y357 100
ml7el= )

RSD,, tagesverschiedene Laborprazision
s2 Wiederholvarianz, berechnet nach Anhang |
s? Varianz zwischen den Tagen, berechnet nach Anhang |

Mittelwert aller Bestimmungen

- RSD¢) £ 15% (20% nahe der Bestimmungsgrenze) gelten als akzeptabel

Analoge Versuchsanordnungen zur Bestimmung von personen- bzw. equipmentverschiedener

Laborprazision sind moglich.
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2.3.2.3 Vergleichspréazision (Reproducibility), nach Ref. [10]

Prazision unter Bedingungen, bei denen Messergebnisse mit derselben Methode mit identi-
schem Probenmaterial in verschiedenen Laboratorien von verschiedenen Personen mit ver-
schiedenem Equipment erhalten werden. Die Vergleichsprazision wird auch haufig

Reproduzierbarkeit genannt.

Berechnung:
Die Vergleichsprazision kann aus der obigen Versuchsanordnung nicht berechnet werden. Ihre

Bestimmung kann z.B. durch Analyse von QC-Proben in verschiedenen Labors (z.B. in einem

Ringversuch, bei dem alle Teilnehmer dieselbe Analysenvorschrift benutzen) erfolgen.

2.3.3 Gemeinsames Akzeptanzintervall fir Bias und Prazision

Zusatzlich zu den oben genannten separaten Akzeptanzkriterien fir Bias und Prazision sollte
die Genauigkeit (Kombination Bias und Prazision), ausgedrickt als so genanntes 95% f
Toleranzintervall, vollstandig innerhalb eines Akzeptanzintervalls von +30% liegen (+40% nahe
der Bestimmungsgrenze).

Wurden der Bias und die tagesverschiedene Laborprazision mit Doppelbestimmungen an acht
verschiedenen Tagen bestimmt, so kann eine Abschatzung des entsprechenden

S Toleranzintervalls mittels folgender Naherungsgleichungen erfolgen:

L [%] = Bias[%]- 2,508 -RSD ., [%]

M

L, [%] = Bias[%]+ 2,508 -RSD ;,[%]

Ly untere Grenze des 95% fToleranzintervalls
Lo obere Grenze des 95% fToleranzintervalls

Die mit diesen Naherungsgleichungen ermittelten Grenzen des Toleranzintervalls stellen den
ungunstigsten Fall dar. Liegen sie dennoch innerhalb des Akzeptanzintervalls, sind die Kriterien
somit erflllt. Liegen sie aul3erhalb des Akzeptanzintervalls, ist mittels der in Anhang Il gegebe-
nen Gleichung flr die genaue Berechnung des jeweiligen 95% fToleranzintervalls zu Uberpri-

fen, ob die Methode die Akzeptanzkriterien dennoch erfillt.

Wurden Bias und tagesverschiedene Laborprazision nicht mit Doppelbestimmungen an acht
verschiedenen Tagen bestimmt, so ist das 95% fToleranzintervall ebenfalls gemafly Anhang I

zu berechnen.
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2.4 Stabilitat (Stability), nach Ref. [20]

Die chemische Stabilitat eines Analyten in einer gegebenen Matrix unter bestimmten Bedingun-

gen flr gegebene Zeitintervalle.

Die Stabilitat eines Analyten sollte vom Zeitpunkt der Probennahme bis zum Abschluss der
Analyse gewahrleistet sein. Die Stabilitat wahrend der Lagerung und wahrend eventuell wieder-
holtem Einfrieren und Auftauen ist methodenunabhangig, so dass entsprechende Stabilitatsda-
ten aus der Literatur GUbernommen werden konnen. Sind solche nicht vorhanden, sind sie im
Rahmen der Methodenvalidierung zu erheben. Die Stabilitat der (derivatisierten) Analyten in
aufgearbeiteten Proben ist hingegen in hohem MaRe methodenabhéngig und ihre Uberpriifung

im Rahmen der Validierung daher zwingend erforderlich.

2.4.1 Stabilitat aufgearbeiteter Proben (Processed sample stability)

Die Stabilitat der (derivatisierten) Analyten in fertig aufgearbeiteten Proben im Probenteller des

Autosamplersamplers fur die Dauer einer reguldren Analysenserie.

Bestimmung in der Praxis:

- Aufarbeitung von mindestens 6 QC-Proben bei niedrigen und hohen Konzentrationen relativ
zum Kalibrationsbereich

- Poolen der aufgearbeiteten Proben der jeweiligen Konzentration

- Aufteilung der gepoolten Proben der jeweiligen Konzentration auf mindestens 6 Aliquote

- Injektion der Aliquote in regelmaRigen Intervallen Gber einen Zeitraum, der der erwarteten

Dauer einer reguléren Analysenserie in der Routine entspricht

- Auftragen der absoluten (!) Peakflachen (ggf. Peakhdhen) fiir die jeweilige Konzentration

gegen die Zeitpunkte der Injektion mit anschlieRender linearer Regressionsanalyse

Eine signifikant negative Steigung der Regressionsgeraden weist auf Instabilitdt des entspre-
chenden (derivatisierten) Analyten in aufgearbeiteten Proben hin. Die maximal akzeptable
Abnahme der Peakflachen (ggf. Peakhéhen) Gber den Testzeitraum betragt bei Verwendung

deuterierter Standards 25% und in anderen Fallen 15% (20% nahe der Bestimmungsgrenze).
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2.4.2 Einfrier-/Auftaustabilitat (Freeze/thaw stability)

Die Stabilitat der Analyten in der Probenmatrix bei wiederholtem Einfrieren und Auftauen.

Bestimmung in der Praxis:

- Analyse von jeweils 6 QC-Proben bei niedrigen und hohen Konzentrationen relativ zum

Kalibrationsbereich ohne vorherige Behandlung (Kontrollproben)

- Analyse von jeweils 6 QC-Proben bei niedrigen und hohen Konzentrationen relativ zum

Kalibrationsbereich nach mindestens drei Einfrier-/Auftauzyklen (Stabilitatsproben)

- Jeder Einfrier-/Auftauzyklus soll aus mindestens 20-stindigem Einfrieren und mindestens

einstindigem Auftauen bestehen.

Der Mittelwert der Stabilitdtsproben soll innerhalb von 90-110% des entsprechenden Kontroll-
probenmittelwertes, das 90% Konfidenzintervall der Stabilitdtsproben innerhalb 80-120% des

entsprechenden Kontrollprobenmittelwertes liegen.

2.4.3 Langzeitstabilitat (Long-term stability)

Die Stabilitdt der Analyten in der Probenmatrix wahrend der Lagerung Uber l&angere Zeitrdume.

Bestimmung in der Praxis:

- Analyse von jeweils 6 QC-Proben bei niedrigen und hohen Konzentrationen relativ zum
Kalibrationsbereich ohne vorherige Behandlung (Kontrollproben, kénnen identisch sein mit

Kontrollproben fir Einfrier-/Auftaustabilitat)

- Analyse von jeweils 6 QC-Proben bei niedrigen und hohen Konzentrationen relativ zum
Kalibrationsbereich nach Lagerung unter routineiblichen Lagerungsbedingungen mdglichst

Uber routinetibliche Lagerungszeitraume (Stabilitatsproben)

Der Mittelwert der Stabilitatsproben soll innerhalb von 90-110% des entsprechenden Kontroll-
probenmittelwertes, das 90% Konfidenzintervall der Stabilitdtsproben innerhalb 80-120% des

entsprechenden Kontrollprobenmittelwertes liegen.
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2.5 Analytische Grenzen

2.5.1 Nachweisgrenze (Limit of Detection, LOD)

Die Nachweisgrenze ist definiert als die niedrigste Konzentration des Analyten in der Probe, bei

der die Identifizierungskriterien erfullt sind.
Zur Abschatzung kénnen folgende Methoden verwendet werden:

Bestimmung Uber Signal-Rausch-Verhaltnis:

- Herstellung von Proben mit fallenden Analytkonzentrationen im Bereich der erwarteten

Nachweisgrenze durch Aufstocken von Leermatrix
- Analyse der Proben und Ermittlung der Signal-Rausch-Verhaltnisse.

Die Nachweisgrenze ist hierbei die niedrigste Konzentration des Analyten in der Probenmatrix,
bei der das Signal-Rausch-Verhaltnis mindestens 3:1 betragt. Bei MS-Detektion gilt dies sowohl

fur das Targetion als auch fiir die Qualifierionen

Als zusatzliches Akzeptanzkriterium muissen die Identifizierungskriterien (siehe allgemeine

Richtlinie) auch an der Nachweisgrenze erflillt sein.

Alternative fur MS-basierte Verfahren (Bestimmung nach DIN 32645 [26]):

- Herstellung von Kalibratoren bei mindestens finf von Null verschiedenen Konzentrationen

beginnend im Bereich der erwarteten Nachweisgrenze durch Aufstocken von Leermatrix

- Kalibratorkonzentrationen sollten moglichst gleichmafig tUber den Kalibrationsbereich ver-
teilt sein und die Konzentration des hochsten Kalibrators darf maximal das Zehnfache der

errechneten Nachweisgrenze sein.

Hinweis: Der Bereich dieser Kalibrationskurve zur Bestimmung der analytischen
Grenzen ist damit in der Regel nicht identisch mit dem vollen Kalibrations- bzw. Line-

aritatsbereich der Methode!

- Analyse der Kalibratoren mit einer Anzahl von Wiederholbestimmungen pro Konzentration,
die der Anzahl der Wiederholbestimmungen von Routineproben entspricht (im Regelfall Ein-

fachbestimmungen)

- Auftragen der Peakflachenverhaltnisse, ggf. Peakhdhenverhaltnisse, (Analyt/IS) des

schwachsten lons gegen die Sollkonzentrationen der Kalibratoren

- Lineare Regression und Ermittlung der Nachweisgrenze nach folgender Formel mit o = 0,01

(bei GC-MS Bestimmungen mit o = 0,1)
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1 1 X?
+

sxn= Verfahrensstandardabweichung Qx = Summe der Abweichungsquadrate o = Signifikanzniveau (Fehler 1.Art)
n = Anzahl der Kalibrationsniveaus t = Quantil der t-Verteilung
m =Anzahl der Messungen X = GehaltsgroRe

2.5.2 Bestimmungsgrenze (Limit of Quantification, LOQ)

Die Bestimmungsgrenze ist die niedrigste Konzentration eines Analyten in der Probenmatrix,
die mit akzeptablen Bias- (£20%) und Prazisiondaten (RSD <20%) bzw. mit einer vorgegebe-

nen relativen Ergebnisunsicherheit (33%, Signifikanz: 99%) bestimmt werden kann.
Bestimmung in der Praxis:

Alternative | (Bestimmung nach DIN 32645 [26])

Die Vorgehensweise entspricht der der Bestimmung der Nachweisgrenze nach DIN 32645.

Beide Parameter kdnnen im gleichen Experiment ermittelt werden.

- Herstellung von Kalibratoren bei mindestens fiinf von Null verschiedenen Konzentrationen

beginnend im Bereich der erwarteten Nachweisgrenze durch Aufstocken von Leermatrix

- Kalibratorkonzentrationen sollten méglichst gleichmafig tUber den Kalibrationsbereich ver-
teilt sein und die Konzentration die Konzentration des hochsten Kalibrators darf maximal

das Zehnfache der errechneten Nachweisgrenze sein.

- Hinweis: Der Bereich dieser Kalibrationskurve zur Bestimmung der analytischen
Grenzen ist damit in der Regel nicht identisch mit dem vollen Kalibrations- bzw. Line-

aritatsbereich der Methode!

- Analyse der Kalibratoren mit einer Anzahl von Wiederholbestimmungen pro Konzentration,
die der Anzahl der Wiederholbestimmungen von Routineproben entspricht (im Regelfall Ein-

fachbestimmungen)

- Auftragen der Peakflachenverhaltnisse, ggf. Peakhéhenverhaltnisse, (Analyt/IS) des Targe-

tions gegen die Sollkonzentrationen der Kalibratoren

- Lineare Regression und Ermittlung der Bestimmungsgrenze nach folgender Formel (k = 3
und mit o = 0,01)
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sxo= Verfahrensstandardabweichung Qx = Summe der Abweichungs- k = relative Ergebnissunsicherheit
n = Anzahl der Kalibrationsniveaus t = Quantil der t-Verteilung o = Signifikanzniveau (Fehler 1.Art)
m =Anzahl der Messungen X = Gehaltsgroflte B = Wahrscheinlichkeit (Fehler 2.Art)

- Zusatzlich gilt, dass die Bestimmungsgrenze die Nachweisgrenze nicht unterschreiten darf.
Ist die berechnete Bestimmungrenze kleiner als die Nachweisgrenze, so wird die Nachweis-

grenze automatisch auch die Bestimmungsgrenze.

Alternative Il (Bestimmung anhand von Bias- und Préazisionsdaten) nach Ref. [20]

- Herstellung einer von den Kalibratoren unabhangigen QC-Probe, deren Konzentration derer
des niedrigsten Kalibrators entspricht, durch Aufstocken von Leermatrix

- Wiederholbestimmung (mindestens n = 5) der QC-Probe

- Bestimmung des Bias und der Wiederholprazision als RSD der finf Bestimmungen

- Der Bias muss innerhalb +20% und die RSD <20% liegen

2.6 Wiederfindungsrate, Extraktionsausbeute

2.6.1 Wiederfindungsrate (Recovery), frei nach [12]

Die absolute Wiederfindung ist definiert als kompletter Transfer des Analyten von der Matrix in
die zu vermessende Lésung. Sie wird bestimmt aus einem Verhaltnis der Signale einer gleich
zugesetzten Menge Analyt bzw. Standard zu einer biologischen Probe und einer nicht extrahier-

ten Originallésung (= 100%).

Die Bestimmung der Wiederfindungsrate bezieht sich immer auf die absoluten Messsignale. Sie
kann daher nur bei Methoden bestimmt werden, bei denen die letztendlich vermessene Sub-

stanz in reiner Form erhaltlich ist.
Praktische Durchfihrung:

Alternative | (Bestimmung der Wiederfindung bei zwei Konzentrationen)

- Bestimmung von jeweils mindestens sechs Reinsubstanzldsungen und mindestens sechs

Extrakten bei hohen und niedrigen Konzentrationen

- Angabe der Wiederfindung als Verhaltnis der absoluten Signale (Peakflachen, ggf. Peakho-
hen) der Extrakte zu denen der Reinsubstanzlésungen in Prozent (inkl. Standardabwei-

chung bzw. des 95%-Konfidenzintervalls).



GTFCh: Anhang B zur Richtlinie zur Qualitétssicherung (Validierung), Version 01 Seite 15 von 24

Alternative Il (Bestimmung der Wiederfindung Uber den gesamten Messbereich)

- Bestimmung von Reinsubstanzlésungen und Extrakten bei mindestens sechs Uber den

Messbereich verteilten Konzentrationen

- Regressionsanalyse der absoluten Peakflachen (ggf. Peakhéhen) von Extrakten und Rein-

substanzlésungen Uber den gesamten Messbereich

- Angabe der Wiederfindung als Verhéltnis der Steigungen der Regressionsgeraden der

Extrakte zu denen der Reinsubstanzlésungen.

2.6.2 Extraktionsausbeute (Extraction efficieny)

Die Extraktionsausbeute ist definiert als kompletter Transfer des Analyten von der Matrix in den
primaren Extrakt. Sie wird bestimmt aus einem Verhaltnis der Signale einer gleich zugesetzten
Menge Analyt bzw. Standard zu einer biologischen Probe und zu einem Primarextrakt einer

Leermatrixprobe (= 100%).

Die Bestimmung der Extraktionsausbeute ist insbesondere bei solchen Methoden durchzufiih-
ren, die einen Derivatisierungsschritt enthalten, da die letztendlich vermessenen Derivate in der

Regel nicht als Reinsubstanz erhaltlich sind.
Praktische Durchfuhrung:

Alternative | (Bestimmung der Extraktionsausbeute bei zwei Konzentrationen)

- Bestimmung von jeweils mindestens sechs Kontrollproben bei hohen und niedrigen Kon-
zentrationen, bei denen der Analyt und der interne Standard erst nach der Extraktion in den

Primarextrakt gegeben werden (100%).

- Bestimmung von mindestens sechs Extrakten bei hohen und niedrigen Konzentrationen, bei
denen der Analyt vor der Extraktion in die Matrix, der interne Standard jedoch erst nach der

Extraktion in den Primarextrakt gegeben wird.

- Angabe der Wiederfindung als Verhaltnis der Peakflachenverhaltnisse bzw. ggf. Peakho-
henverhaltnisse (Analyt/IS) der Extrakte zu denen der Kontrollproben in Prozent (inkl. Stan-

dardabweichung bzw. des Konfidenzintervalls (95%)).

Alternative Il (Bestimmung der Extraktionsausbeute tiber den gesamten Messbereich)

- Bestimmung von mindestens sechs Uber den Messbereich verteilten Kontrollkalibratoren,
bei denen der Analyt und der interne Standard erst nach der Extraktion in den Primarextrakt

gegeben werden (100%).

- Bestimmung von mindestens sechs Uber den Messbereich verteilten Kalibratoren, bei denen
der Analyt vor der Extraktion in die Matrix, der interne Standard jedoch erst nach der Extrak-

tion in den Primarextrakt gegeben wird.
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- Regressionsanalyse der Peakflachenverhaltnisse (ggf. Peakhéhenverhaltnisse) von Kon-

trollkalibratoren und extrahierten Kalibratoren

- Angabe der Extraktionsausbeute als Verhaltnis der Steigungen der Regressionsgeraden der

Kontrollkalibratoren zu den extrahierten Kalibratoren.

Die Extraktion soll reproduzierbar und mit hohen Wiederfindungsraten bzw. Extraktionsausbeu-
ten, moglichst groRer als 50% erfolgen, entsprechend einer Steigung von 0,5 beim Regressi-

onsverfahren.

2.7 Matrixeffekte und Wiederfindung bei LC-MS(/MS)-Methoden

Unter Matrixeffekten versteht man die direkte oder indirekte Veranderung des Messsignals
durch die Anwesenheit unbeabsichtigter Analyten (zur Analyse) oder anderer interferierender
Substanzen in der Probe. Dabei sind sowohl eine Unterdrickung (lon suppression) als auch

eine Verstarkung (lon enhancement) des Messsignals mdglich.

Praktische Durchfuhrung:

- Bestimmung von jeweils mindestens fiinf Reinsubstanzlésungen bei hohen und niedrigen

Konzentrationen (Kontrollen)

- Herstellung und Extraktion von jeweils funf aufgestockten Matrixproben bei hohen und
niedrigen Konzentrationen, wobei flr jede der finf Proben eine andere Leermatrixquelle zu

verwenden ist (aufgestockte Matrixproben)

- Herstellung von jeweils finf aufgestockten Leermatrixextrakten bei hohen und niedrigen
Konzentrationen, wobei die Extrakte aus den oben genannten unterschiedlichen Matrixpro-

ben stammen missen (aufgestockte Extrakte)

- Analyse der Kontrollproben, aufgestockten Matrixproben und aufgestockten Extrakte mittels
LC-MS(/MS)

- Angabe der Wiederfindung als Verhaltnis der Peakflachen (ggf. Peakhéhen) der aufgestock-
ten Matrixproben zu denen der entsprechenden aufgestockten Extrakte in Prozent (Mittel-

wert inkl. Standardabweichung)

- Angabe des Matrixeffektes als Verhaltnis der Peakflachen (ggf. Peakhéhen) der aufgestock-

ten Extrakte zu denen der Kontrollproben (Mittelwert inkl. Standardabweichung) in Prozent

Fur die Wiederfindung sind die unter Kapitel 2.6 angegebenen Akzeptanzgrenzen anzuwenden.
Fir den Mittelwert des Matrixeffektes gilt ein Akzeptanzintervall von 75-125%. Bei der Stan-
dardabweichung des Matrixeffektes gelten bei Verwendung deuterierter interner Standards

25%, ansonsten 15% (20% nahe der Bestimmungsgrenze) als akzeptabel.
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2.8 Robustheit (Robustness, Ruggedness), frei nach Ref. [20]

Die Robustheit einer analytischen Methode ist ein Mal ihrer Fahigkeit, durch kleine, aber be-
wusste Veranderungen der Methodenparameter unbeeinflusst zu bleiben, und zeigt ihre Ver-

I&sslichkeit wahrend der normalen Anwendung.

3 Immunchemische Methoden

Die volle Validierung immunchemischer Methoden ist aufgrund der verfahrensbedingten Nichtli-
nearitat der Kalibrationskurven, des entscheidenden Einflusses des Verlaufs dieser Kalibrati-
onskurven auf die Zuverlassigkeit der positiv-negativ Entscheidung am Cut-off-Wert, sowie der
Anfalligkeit gegenliber unerwiinschten Kreuzreaktivitdten und unspezifischer Bindung an Mat-
rixkomponenten sehr komplex. Sie wird daher in der Regel vom Herstellern fir die von ihm
spezifizierten Matrices und Cut-off-Werte validiert, so dass bei einer Anwendung im Rahmen
dieser Spezifikationen auf eine weitere Validierung durch den Anwender verzichtet werden
kann. Werden die immunchemischen Verfahren jedoch abweichend von den Vorgaben der
Hersteller verwendet, z.B. fiir andere Matrices und/oder mit anderen als den vom Hersteller
vorgeschlagenen Cut-off-Werten, oder existieren Grenzwertvorgaben fir die Bestatigungsana-
lysen, sind zumindest die untenstehenden Validierungsexperimente durchzufiihren. Bei grol3en
Abweichungen von den Herstellerempfehlungen kann auch eine umfassende Validierung erfor-
derlich werden, die dann nach den Vorgaben der US Food and Drug Administration (FDA) [22]

vorgenommen werden sollte.

3.1 Selektivitat

Bestimmung in der Praxis:

- Bestimmung von mindestens 10 Leerproben aus jeweils verschiedenen Chargen mit dem
entsprechenden immunchemischen Verfahren (ggf. nach Probenvorbereitung wie z.B. en-

zymatische Hydrolyse, Proteinfallung, Extraktion etc.)

Bei diesen Leerproben sollte moglichst kein positives Ergebnis vorliegen.

3.2 Ausreichende Empfindlichkeit

Da immunchemische Methoden als Vorteste zur Identifizierung potentiell positiver Proben ver-
wendet werden, muss sichergestellt werden, dass bei relevanten Konzentrationen der relevan-

ten Zielanalyten der Probe ein positives Ergebnis erhalten wird.
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Bestimmung in der Praxis:

- Auswahl von mindestens 10 authentischen Proben, fir die im Bestatigungsverfahren eine
Konzentration des Zielanalyten im Bereich der erforderlichen Bestimmungsgrenze des Be-

statigungsverfahrens bestimmt wurde

- Analyse der oben genannten Proben mit dem immunchemischen Verfahren (ggf. nach

Probenvorbereitung wie z.B. enzymatische Hydrolyse, Proteinfallung, Extraktion etc.)
- bei Gruppentests separate Untersuchung fir die relevanten Zielanalyten der Gruppe

In mindestens 90% der Falle muss ein positives immunchemisches Ergebnis vorliegen.
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Anhang I: Berechnung der Prazisionsdaten

Beide unten aufgefihrten Berechnungsverfahren entsprechen im Prinzip der ISO 5725-2 (Basic method
for the determination of repeatability and reproducibility of a standard measurement method). Allerdings
wird in dieser Norm statt der Reproduzierbarkeit (reproducibility) die tagesverschiedene Laborprazision
berechnet.

Die aufgefiihrten Formeln sind teilweise vereinfacht und gelten daher nur fir Versuchsdesigns, bei denen
an mehreren Tagen jeweils gleich viele Bestimmungen unter Wiederholbedingungen durchgefiihrt wer-
den. Ist diese Grundvoraussetzung nicht gegeben, missen die komplexeren, allgemeingiltigen Formeln
aus der ISO 5725-2 verwendet werden.

A. Berechnung aus Parametern der einseitigen Varianzanalyse (one-way ANOVA, in
gangigen Statistikprogrammen, z.B. SPSS, enthalten)

Bei diesem Verfahren werden die Messwerte zunachst einer einseitigen Varianzanalyse (one-way
ANOVA) unterworfen. Dabei erhalt man in der ANOVA-Tabelle die mittleren Abweichungsquadrate inner-

halb der Gruppen (hier Tage) und zwischen den Gruppen. Aus diesen Parametern lassen sich dann

Wiederholprazision und Laborprazision durch einfache mathematische Operationen bestimmen.

1. Wiederholpréazision

Berechnung der Wiederholvarianz

sZ=MS,,
s? Wiederholvarianz
MS,, Mittleres Abweichungsquadrat innerhalb der Gruppen (Tage)

Berechnung der Wiederholpréazision aus der Wiederholvarianz

z JMs
RSD, [%6] = Is? .100=Y"—""¢ .100

X X
RSD, Wiederholpréazision
s? Wiederholvarianz
X Mittelwert aller Bestimmungen

MS,., Mittleres Abweichungsquadrat innerhalb der Gruppen (Tagen)
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2. Tagesverschiedene Laborprazision

Berechnung der Varianz zwischen den Tagen

MS,, -MS,,
Sf — bg 9
n

s? Varianz zwischen den Tagen

MS,, Mittleres Abweichungsquadrat zwischen den Gruppen (Tagen)

MS ., Mittleres Abweichungsquadrat innerhalb der Gruppen (Tagen)

n Anzahl der Wiederholbestimmungen pro Tag (fir das vorgeschlagene Design gilt n = 2)
Anmerkung:

Falls sich bei der Berechnung zufallsbedingt ein negatives Ergebnis flr s2 ergibt, so ist anzuneh-
men, das diese den Wert Null hat.

Berechnung der tagesverschiedenen Laborpréazision

a2 2
[%]=¥.100

RSD,,

RSD, tagesverschiedene Laborprazision
s? Varianz zwischen den Tagen

s? Wiederholvarianz

X Mittelwert aller Bestimmungen

B. Direkte Berechnung aus den Messwerten

Bei diesem Verfahren werden die Wiederholprazision und die Laborprazision direkt aus den Messwerten
bestimmt. Die entsprechenden Formeln sind zwar erheblich komplexer, mit Programmen wie MS Excel
oder Valistat (www.arvecon.de) jedoch durchaus zu bewaltigen.

1. Wiederholprazision

Berechnung der Wiederholvarianz

SZ = i=1 k=1 -
' p-(n-1)
s? Wiederholvarianz
Anzahl der Tage (fir das vorgeschlagene Design gilt p = 8)
Anzahl der Wiederholbestimmungen pro Tag (fiir das vorgeschlagene Design gilt n = 2)
Xy k-te Bestimmung am i-ten Tag

: Mittelwert der Bestimmungen am i-ten Tag



GTFCh: Anhang B

zur Richtlinie zur Qualitatssicherung (Validierung), Version 01 Seite 23 von 24

Berechnung der Wiederholprézision aus der Wiederholvarianz

3

Zp: ) (Xu =%,
i k=
RSDr[%]=\/§~100= =Y 100
X X
RSD, Wiederholprazision
s? Wiederholvarianz
X Mittelwert aller Bestimmungen
P Anzahl der Tage (fir das vorgeschlagene Design gilt p = 8)
n Anzahl der Wiederholbestimmungen pro Tag (fur das vorgeschlagene Design gilt n = 2)
Xix k-te Bestimmung am i-ten Tag
X, Mittelwert der n Bestimmungen am i-ten Tag

2. Tagesverschiedene Laborprazision

Berechnung der Varianz zwischen den Tagen

Y%7

i e

s? Varianz zwischen den Tagen

X; Mittelwert der n Bestimmungen am i-ten Tag

X Mittelwert aller Bestimmungen

P Anzahl der Tage (fur das vorgeschlagene Design gilt p = 8)

s? Wiederholvarianz

n Anzahl der Wiederholbestimmungen pro Tag (fiir das vorgeschlagene Design gilt n = 2)

Anmerkung:

Falls sich bei der Berechnung zufallsbedingt ein negatives Ergebnis fur s? ergibt, so ist anzuneh-
men, das diese den Wert Null hat.

Berechnung der tagesverschiedenen Laborpréazision

JsZ +s?
RSD,[%6] = S+100

RSDr,

SNAN

XI

tagesverschiedene Laborprazision
Varianz zwischen den Tagen
Wiederholvarianz

Mittelwert aller Bestimmungen
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Anhang II: Berechnung des 95% g-Toleranzintervalls gemal [25]

Das sogenannte SToleranzintervall entspricht dem Intervall, in dem auf der Basis der ermittelten Bias
und Prazisionsdaten 95% der kinftigen Kontrollmessungen des entsprechenden Konzentrationsniveaus
zu erwarten sind. Liegt dieses Toleranzintervall vollstédndig innerhalb des oben genannten Akzeptanzin-
tervalls, sind somit mindestens 95% der kiinftigen Kontrolimessungen des entsprechenden Konzentrati-
onsniveaus innerhalb des Akzeptanzintervalls zu erwarten. Das 95% pToleranzintervall kann mittels
folgender Formeln berechnet werden. Voraussetzung ist allerdings, dass die Anzahl der Wiederholbe-

stimmungen fir alle Tage gleich ist.

L.,[%]=Bias[%] -ty ers - m -RSD, [%]

1

L,[%] = Bias[%) + t,qq7s - 1+ ST RSD;,[%]
. (R+1y RS o \/W
R+ @/ /(p-1+@1-(/n))/pn s? n-R+1
Ly untere Grenze des 95% fToleranzintervalls
Lo obere Grenze des 95% fToleranzintervalls
f Anzahl der Freiheitsgrade
tt.0.075 97.5%-Perzentil der t-Verteilung bei f Freiheitsgraden
RSD, tagesverschiedene Laborprazision
p Anzahl der Tage
n Anzahl der Wiederholbestimmungen pro Tag
s Wiederholvarianz

2
r
s? Varianz zwischen den Tagen
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