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1. Empfehlungen

Der Arbeitskreis Klinische Toxikologie der Gesellschaft fir ikologische und Forensische
Chemie (GTFCh) hat 2002 Empfehlungen fur die toxikologische AnalgtilRahmen der
Hirntod-Feststellung veroffentlicht [1]. Hierin wurde die Notwerhaigy der Methoden-
Validierung verankert. Da es mehrere, zum Teil sehr umfartgreévalidierungsempfehlun-
gen fur verschiedene Bereiche der Bioanalytik gibt [2], hdt dier Arbeitskreis Klinische
Toxikologie auf einen Minimalkonsens verstandigt, der Laboratoriepfatien wird, die
toxikologische Analytik im Rahmen der Hirntod-Feststellung durchfuhire Tabelle 1 sind
die einzelnen Validierungsschritte, die fur essentiell befunden wurden, zesgefiasst.

Tabelle 1: Validierungsparameter und minimale Adéungen

Selektivitat (Ausschluss von Interferenzen)
Zehn unterschiedliche Leerseren/-plasmen sind mrsurchen.
Zwei Nullproben (Leerseren/-plasmen plus interngan&ard) sind zu untersuchen.

Linearitat

Kalibration (matrixbasiert)
- Niedrigster Kalibrator: ein Viertel der Untergeendes therapeutischen Bereichs
- Hochster Kalibrator: mindestens Obergrenze deatfeutischen Bereichs
- Jeweils sechs Bestimmungen bei funf verschied&oszentrationen
- Annéhernd &aquidistante Verteilung der Kalibratore

Statistische Auswertung
- Prufung auf ausreichende Linearitat
- Uberpriifung des y-Achsenabschnitts
- Ggf. Verwendung eines nichtlinearen Kalibratioosi@lls

Préazision und Richtigkeit
Herstellung von zwei aufgestockten Kontrollproben
- Konzentration an der Unter- und Obergrenze desfieutischen Bereichs
Je zwei Bestimmungen an acht verschiedenen Tage#gticher Vollkalibration und jeweils frisch
hergestellten Kalibratoren
- Berechnung der Konzentrationen in den Kontrolygmo Giber Ein-Punkt-Kalibrierung
- Auswahl des optimalen Ein-Punkt-Kalibrators
- Wenn Akzeptanzgrenzen bei Ein-Punkt-Kalibratiechherfillt, Berechnung tber Vollkalibration
Akzeptanzgrenzen
- 99%-Konfidenzintervall innerhalb + 50% des Solites (beinhaltet Prazision und Richtigkeit)
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2. Begrindung

2.1. Selektivitat (Ausschluss von Interferenzen)

Ziel der Analyse von Leermatrixproben verschiedener Quellen isAdespiren bzw. der
Ausschluss maoglicher Interferenzen durch in der Matrix vorhandene, emeldgder exo-
gene) Substanzen. Grundsatzlich steigt mit der Anzahl der untensuagrmatrixproben die
Wabhrscheinlichkeit auch seltenere Matrixinterferenzen, die apater in der Routine zu
erheblichen Problemen fuhren kdénnen, bereits in dieser frihen Validsphase aufzuspi-
ren. Zu diesem Zeitpunkt kénnen noch Modifikationen des Verfahrens vorgenominaksmwe
bevor die Ubrigen Validierungsexperimente durchgefiihrt werden. Dimihegenden Mini-
malkonsens empfohlene Analyse von mindestens 10 verschiedenen Le@nolagrnxstellt
lediglich einen Kompromiss zwischen Arbeitsaufwand und dem Risikensee Interferen-
zen moglicherweise zu Ubersehen, dar. Die Analyse weiteremb&eproben Uber diese
Mindestanforderung hinaus ist jedoch empfehlenswert.

Ziel der Analyse von Nullproben ist das Aufsplren bzw. der Ausschlussni@rielenzen

durch den internen Standard. Dies ist vor allen Dingen bei masseonspetkischen Verfah-

ren erforderlich, wenn deuterierte Analoge der Analyten alsn@t8tandards verwendet wer-

den, da diese chromatographisch nicht vollstandig von den Analyten getrennt werden kénnen.

2.2. Linearitat

Bei toxikologischen Analysen im Rahmen der Hirntod-Feststellurrgemein der Regel nur
Einzelproben analysiert, da die Anforderungen von solchen Analyserseben sind. Die
Durchfuihrung einer vollen Kalibration fur jede dieser Einzelprobenaser aus zeitlichen
und 6konomischen Grunden nicht sinnvoll bzw. nicht moglich. Letztlich wird es das Ziel sein,
Methoden zu entwickeln, die in Routineanwendung auch mit einer Ein-PafikiErung zu
brauchbaren Ergebnissen flihren. Das setzt allerdings voraus, dadsviamten Konzentrati-
onsbereich ein linearer Zusammenhang zwischen der Konzentratickndlggen in Probe

und Messgrol3e besteht und dass der y-Achsenabschnitt vernachlassigbdr klein is

Die Wahl der Konzentration des niedrigsten Kalibrators am 0,25-fatgredntergrenze des
fur die toxikologische Analytik im Rahmen der Hirntod-Feststelllitjgempfohlene Messbe-
reichsgrenze (das 0,5-fache der Untergrenze des therapeutiscle@h®ehinaus zu testen.
Die Konzentration des hdchsten Kalibrators sollte mindestens deg®bee des therapeuti-
schen Bereichs entsprechen, um Konzentrationen im therapeutischech Bexgasslich
bestimmen zu kdnnen, und so bei noch nicht subtherapeutischen Konzentratiartbenti-a
schen Proben ggf. eine Abschatzung des Verlaufs zu erlauben. Allekdingsdie Wahl
einer Konzentration des hochsten Kalibrators deutlich Gber der Obergiesztherapeuti-
schen Bereichs sinnvoll sein, z.B. wenn die Methode auch zur AnatyRalhmen von Ver-
giftungen eingesetzt werden soll.

Die jeweils sechsfache Analyse von funf Kalibratoren (ohne Nuibkaor) verschiedener
Konzentrationen, die madglichst aquidistant Gber den oben genannten Kalibragoisbe
verteilt sein sollten, ist erforderlich, um Messwerte zu &thaldie in Art und Menge (30
Bestimmungen) eine sichere Beurteilung der Linearitatileea. Da insbesondere beim Feh-
len deuterierter Standards die Probenmatrix einen erheblichendsirguf die Kalibrations-
funktion haben kann, ist es erforderlich die Linearitatsexperimmittaufgestockten, matrix-
basierten Kalibratoren durchzufiihren, wobei die hierbei verwendetex\igtr Matrix der
spater zu analysierenden Proben maglichst dhnlich sein solltstaistischen Uberprifung
der Linearitat sind in der Literatur eine Reihe von Verfahrerchyeeben. Das Programm
VALISTAT (http://www.pts-gtfch.de/ben/b513.htm) verwendet hierflir denehritatstest
nach Mandel, der allerdings didomogenitat der Varianzen (ber den Kalibrationsbereich
voraussetzt. Diese Bedingung ist jedoch in der Regel nur fliior&k@onsbereiche erfillt, die nicht
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mehr als eine Zehnerpotenz umfassen. Im Fall der Varianzenigleoméat muss auandere

statistische Verfahren ausgewichen werden. Grundséatzlich musktdteaerden, dass bei
sehr prazisen Bestimmungsmethoden eine statistisch signifikdbweighung von einem
linearen Kalibrationsmodell nicht notwendigerweise auch von praktisttlervanz ist. Letz-
tere kann im Zweifel Gber die Daten fur Prazision und Richtighkeitrteilt werden. Liegen
diese bei Annahme eines linearen Modells innerhalb der Akzeptanzgr&ineen geringe
Abweichung vom linearen Modell vernachlassigt werden.

Von besonderer Wichtigkeit im Hinblick auf die spatere VerwendumgreEin-Punkt-

Kalibration ist die Uberpriifung des y-Achsenabschnitts, da einéP&nkt-Kalibration nur

bei einem Durchgang der Kalibrationsgeraden durch den Nullpunktiahdgt. Allerdings

gilt auch hier, dass bei sehr prazisen Methoden eine stdtisiguifikante Abweichung des
y-Achsenabschnitts von Null nicht unbedingt von praktischer Relevafuish. hier sind die
Erfullung der Akzeptanzgrenzen der Daten fur Prazision und Richtigkeit ertsobei

2.3. Prazision und Richtigkeit

Die Auswertung von Prazisions- und Richtigkeitsdaten bei zwei KorateEmen entspre-
chend den Unter- und Obergrenzen des therapeutischen Bereichsdidaltischatzung der
Leistungsfahigkeit der Methode Uber den gesamten therapeutischeinhBeinweg. Durch
die Herstellung einer ausreichend grof3en Charge von Kontrollprobeedsei der beiden
Konzentrationen kdonnen Préazision und Richtigkeit durch wiederholte Andbsealeichen
Probenmaterials erfolgen.

Durch das Versuchsdesign von Doppelbestimmungen an acht verschiedenemwifdgene
ausreichende Menge von Daten fUr eine statistische Auswegthongen. Aul3erdem erlaubt
es eine getrennte Abschatzung der Wiederhol- und der Laborpréazisusciienprazision)
aus dem gleichen Datensatz mit Hilfe einer Varianzanalyse (z.B.AWlSTAT).

Die Vollkalibration (mit Einzelmessungen pro Kalibrator) an jadéer acht Tage ist aus
mehreren Grinden sinnvoll. Erstens sollte eine Richtigkeitsabschatmimauf einer einzi-
gen Kalibration beruhen. Zweitens kann aus den Kalibratoren oléalibration der opti-
male Ein-Punkt-Kalibrator ausgewahlt werden. Drittens kann beitéliicillung der Akzep-
tanzgrenzen bei Berechnung Uber Ein-Punkt-Kalibration eine erBswezhnung aus den
bereits vorhandenen Daten uber die Vollkalibrationen erfolgen. Dadurch kammiifbeer-
den, ob das Problem lediglich auf der Ein-Punkt-Kalibration beruht undh éime Vollka-
libration behoben werden kann, oder ob es sich um ein grundsatzlich meth®dtschiem
handelt.

Als Akzeptanzkriterium wurde festgelegt, dass das 99%-Konfidesrzadt des gemessenen
Wertes (Mittelwert + dreifache Laborpazision) vollstandig ia#y eines Intervalls von
+50% des entsprechenden Sollwerts liegen muss. Die Erfullbaliksiés Kriteriums wurde
von mehreren Mitgliedern des Arbeitskreises Klinische Toxikolatiech exemplarische
Validierung ihrer Verfahren zur Bestimmung von Midazolam, demlya@a mit niedrigster

Messbereichsgrenze, gezeigt. In der Praxis bedeutet das Akxzepésnun, dass eine

Konzentration im untersten therapeutischen Bereich von einer Konmemtuaiterhalb der

Messbereichsgrenze mit einer 99%-igen Wahrscheinlichkeit unterschiediemveann.
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