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A - Beschreibung eines massenspektrometrischen/chromatografischen
Untersuchungsverfahren

BESCHREIBUNG EINES CHROMATOGRAPHISCHEN BZW. MASSESPEKTROMETRISCHEN
UNTERSUCHUGNSVERFAHRENS

Bei einem chromatografischen bzw. massenspektrometrischen Untersuchungsverfahrens, das im
Bereich der medizinischen Diagnostik zur Anwendung kommt, ist es wichtig, dass nicht nur die
technischen Merkmale des Verfahrens beschrieben sind, sondern auch der spezielle klinische
Kontext berlicksichtigt wird [1]. In diesem Kapitel geht es ausnahmslos um die Beschreibung eines
chromatographischen bzw. massenspektrometrischen Verfahrens, nicht darum, wie dieses kalibriert
und validiert wird.

Generell missen beschrieben werden:

der Analyt/ die Analyten: z. B. Meropenem

die Probenmatrix: z. B. Serum, incl. ggf. bendtigten Zusatzen im Probenréhrchen (z.B.
EDTA-Plasma, Serum ohne/mit Gel, Urin angesauert), ungeeignete Probenmatrix: Serum
aus GelgefaRen

die Testprinzip: z. B. LC-MS/MS nach SPE, TOF

die Zweckbestimmung: z. B. zur Therapiesteuerung bei Intensivpatienten

der therapeutische Bereich/ der Erwartungsbereich (hiervon leitet sich die klinische
Leistungsfahigkeit des Verfahrens ab)

Geforderter Cut-OFff bei forensischen Untersuchungsmethoden: z. B. ,> 8 ng/ml” oder
.der gemessene Wert sollte viermal so hoch sein wie die MHK des jeweiligen Keims"
ggf. Gefahren-/ Sicherheitshinweise

praanalytische MaRnahmen von der Patientenvorbereitung und der
Probengewinnung am Patienten iiber Lagerung/Transport auRerhalb des Labors bis
zu MaRnahmen im Labor

Die Probenvorbereitung:

die genaue Art der Probenvorbereitung (einschlieBlich Derivatisierung): z. B. SPE,
[/l-Extraktion, ...

die verwendeten Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

das (Mindest-) Probenvolumen

gegebenenfalls Angaben zu internen Standards

die Lagerung der Proben vor der Analyse: z. B. bei 4 - 8°C

Das chromatographische Verfahren:

das verwendete Gerat: z. B. LaChrom Ultra, Fa. XY

die verwendeten Laufmittel: nach Mdglichkeit mit Angaben zur Reinheit, z. B.
Acetonitril (HPLC-grade)

die verwendete Analysensdule: z. B. TDM Master Column A, Fa. XY

das Injektionsvolumen, die Flussrate, die Saulenofentemperatur, das
Gradientenprogramm: bei GC entsprechend Temperaturprogramm

Das massenspektrometrische Verfahren:
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das verwendete Analysengerat: API 4000, Fa. XY

die lonisationsart: z. B. Electrospray lonization

spezielle Angaben fiir das jeweilige massenspektrometrische Verfahren:

z. B. Declustering Potential

die gemessenen lonen (gegebenenfalls Precursor- und Produktionen): z. B. MRM
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B - Standardproben ,Kalibratoren und Kontrollen“ und Verfahren fir die
metrologische Riickfiihrbarkeit

EINWIEGEN VON REINSUBSTANZEN

Zum Herstellen von Reinsubstanz-Losungen, die im Rahmen der klinischen oder forensischen
Analytik eingesetzt werden, sollte soweit verfiigbar ausschliefldlich Referenzmaterial verwendet
werden, dessen Qualitat durch ein Analysenzertifikat (Certificate of analysis, COA) und
Eigenschaften (Sicherheitsdatenblatt) dokumentiert ist.

Die Einwaage sollte prinzipiell als Rlickwaage erfolgen: Riickwaage eines Wageschiffchens bzw.
Wadgepapiers und Ermittlung der Differenz zwischen Riickwaage und Einwaage. Dieser Vorgang ist
mittels Einwaage-Protokoll zu dokumentieren, in dem folgende Informationen enthalten sind:

Projekt bzw. Methodenname (optional), Substanzname, Summenformel, mittlere Molmasse,
Einwaage, Hersteller, Charge bzw. LOT-Nummer, Reinheit, Wassergehalt, verwendetes Losemittel
und Volumen, Datum und Signatur des Mitarbeiters. Die Angabe von Raumtemperatur [°C],
Luftdruck [mbar] und Luftfeuchtigkeit [%] ist bei speziellen Substanzen (z.B. hygroskopische
Analyte) zu empfehlen. Es ist darauf zu achten, dass nur Reinsubstanzen mit optimaler Qualitat
und hochstem Reinheitsgrad auszuwahlen sind. (https://www.bipm.org/jctlm/; Database of higher-
order reference materials, measurement methods/procedures and services, JCTLM).

Weitere erganzende Substanz-Informationen wie die Strukturformel, die monoisotopische Masse,
der pKs-Wert und der logKkow-Wert erleichtern die Arbeit im Rahmen der Methodenentwicklung
wie beispielsweise das , Tuning” (Ermittlung stabiler Ubergdnge mit Optimum an Signalintensitat)
von Substanzen an der LC-MS, oder die Wahl einer geeigneten Chromatographie-Saule.

ANGABEN ZUM SPIKEN BIOLOGISCHER MATRICES

Zum Spiken biologischer Matrices (insbesondere Blut und Serum bzw. Plasma) empfiehlt es sich den
Anteil organischer Losungsmittel so gering wie moéglich zu halten, um die Fallung darin enthaltener
Proteine zu vermeiden.

Ein Losemittelanteil von 5% des Gesamtvolumens der Spike-Probe sollte nicht (iberschritten
werden.

Fir das praktische Vorgehen beim Spiken einer Matrix ist es sinnvoll, zundchst den organischen
Anteil mit den zu spikenden Analyten vorzulegen und anschlief3end mit dem Restvolumen an Matrix
aufzufillen, da so ein punktueller Fallungsprozess in der Probe am besten vermieden werden kann.

HERSTELLUNGSPROZESS FUR KALIBRATIONS- UND KONTROLLPROBEN

Sofern keine andere Absicherung des Messverfahrens (ber die Teilnahme an z.B. Ringversuchs-
oder Laborvergleichsmessungen erfolgt, sollten Kalibrations- und Kontrollproben einer
Analysenmethode nach Méglichkeit aus unterschiedlichen Chargen eines zertifizierten
Referenzmaterials unabhdngig voneinander hergestellt werden. Damit werden die Sicherheit und
Zuverldssigkeit eines Messverfahrens deutlich erhéht, da hierdurch interne Fehlerquellen besser
erkannt und abgestellt werden kénnen.

Hierflr gibt es je nach Spezifikation und Zweckbestimmung der Methode grundsatzlich
verschiedene Maglichkeiten.
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Wenn fir die zu bestimmenden Analyten bereits kommerzielles Kalibrationsmaterial erhaltlich ist,
sollte auf dieses zurlickgegriffen werden, sofern es den Spezifikationen der Methode (Anzahl der
Kalibrationspunkte, Messbereich etc.) geniigt.

Andernfalls sollte das Kalibrationsmaterial durch Aufstocken von Leermatrix mit der Lésung eines
zertifizierten Referenzmaterials selbst hergestellt werden. Diese Vorgehensweise wird
beispielsweise bei vielen seltenen, vor allem aber bei neu zugelassenen Medikamenten notwendig
sein. Kalibrationsproben sollten im Allgemeinen so hergestellt werden, dass der beabsichtigte
Messbereich fiir Methoden im klinischen Bereich mit mindestens drei Kalibrationspunkten und bei
Methoden im forensischen Bereich mit mindestens 6 Kalibrationspunkten abgedeckt ist, damit
ausreichend Daten fiir das jeweils verwendete Kalbrationsmodell zur Verfliigung stehen.

Die Herstellung von Verdiinnungsreihen aus gespikter biologischer Matrix mit verdinnter
Stocklosung(Arbeitslosung) sollte mit konstantem Volumenanteil (range 2-5vol%) der
Arbeitslésung durchgefiihrt werden.

Fiir die Herstellung und den Gebrauch von geeigneten Kontrollmaterial gilt Ahnliches: Auch hier
sollte auf kommerziell verfliigbares Material zuriickgegriffen werden, sofern dieses den
Spezifikationen der Methode entspricht.

Andernfalls sollten Kontrollproben durch Aufstocken von Leermatrix mit der Losung eines
zertifizierten Referenzmaterial aus einer anderen Charge als derjenigen der Kalibrationsproben
hergestellt werden sofern vorhanden.

Ist dies nicht moglich, kann die Herstellung von Poolproben aus Patientenmaterial in Erwdgung
gezogen werden, sofern hierfir ausreichend Material vorhanden ist.

Da insbesondere bei neu zugelassenen Medikamenten in der Phase der Methodenentwicklung die
oben genannten Mdglichkeiten haufig ausscheiden, kann in begriindeten Fallen auch die
Maoglichkeit einer Tabletten-Losung bzw. Ampulle oder pharmazeutische Praparationen des
Analyten o.3. in Betracht gezogen werden, um Matrix-Material aufzustocken.

Generell ist fir Kontrollproben Folgendes zu beachten: Fiir Methoden im klinischen Bereich sind
mindestens 2 Kontrollpunkte so zu wahlen, dass die niedrigste Kontrolle bei héchstens 25% des
Messbereichs und die héchste Kontrnolle bei mindestens 75% des Messbereichs liegt. Fir
Methoden im forensischen Bereich sollte der Messbereich durch mindestens zwei Kontrollpunkte
abgedeckt werden.

Kalibrations- und Kontrollpunkte sind innerhalb eines Messbereiches immer so zu wahlen, dass sich
ihre Werte stets unterscheiden.

METROLOGISCHE RUCKFUHRBARKEIT

Die metrologische Riickfiihrbarkeit von Analysenergebnissen im Allgemeinen sowie bei
Anwendung von In-House Methoden im Speziellen soll im Laboralltag durch folgende praktische
MaRnahmen gewadhrleistet werden:

e Verwendung von zertifizierten Referenzmaterial (Dokumentation mittels
Analysenzertifikat)

e Genaue Dokumentation von Einwaagen bei der Herstellung von Reinsubstanz-Lésungen
(Dokumentation mittels Einwaage-Protokoll)

e RegelmadBige Priifung und Kalibration von Laborwaagen mittels riickgefiihrter Gewichte.

e RegelmaRige Priifung bzw. Kalibration von Pipetten. (Rickfiihrung der Kalibration auf das
Normal)

LEITFADEN CHROMATOGRAFISCHE VERFAHREN / QUALITATSMANAGEMENT

SCHWERPUNKT IN-VITRO DIAGNOSTIKA AUS EIGENHERSTELLUNG SUBGRUPPE , CHROMATOGRAFIE" (AWMF) 2021/22

5



e Temperaturiiberwachung samtlicher Kiihlgerate mittels Thermometer, welches mit einem
rickgefiihrten Thermometer verglichen wird.

VERFAHREN ZUR ZIELWERT UND ZIELBEREICHS ERMITTLUNG

Bei der Verwendung von selbst hergestelltem Standardmaterial (insbesondere Kontrollproben in
Form selbst dotierter Matrixproben oder in Form von Poolkontrollen) sollte diese auf Richtigkeit
und Prazision gepriift werden [2]. Bei Poolkontrollen mit a priori unbekanntem Zielwert sollte
dieser zunachst durch mind. 6 Aliquote oder 6 einzeln aufgearbeiteter Messproben durch
Mittelwertbildung bestimmt werden . Ist der Zielwert der Kontrollprobe bekannt, so werden aus
den Messergebnissen von 6 Aliquoten oder 6 einzeln aufgearbeiteten Messproben Richtigkeit und
Prazision der Kontrollprobenmessergebnisse berechnet. Der Mittelwert der Messungen darf
hierbei hochstens +15% vom dotierten Zielwert abweichen (+20% im Bereich der
Bestimmungsgrenze). Der Variationskoeffizient der Messungen soll < 15% (<20% im Bereich der
Bestimmungsgrenze) betragen.

DOKUMENTATION DER METROLOGISCHEN SUBSTANZCHARAKTERISTIKA
- Analysenzertifikate/Sicherheitsdatenblatt
- Einwaage-Protokolle
- Gerdtehandbiicher und Listen

DOKUMENTATION DER QUALITATSKONTROLLEN/KALIBRATOREN.

Fir die Verwendung von Qualitdtskontrollproben und Kalibratoren (Eigenherstellung und
kommerziell erhaltlich) sind folgende Dokumente und QM-relevante Informationen vorzuhalten:

- Eingangs- bzw. Herstellungsdatum

- Chargendokumentation auf allen Probengefalien und Aufbewahrungsboxen
- Gebrauchsanweisung

- Mindesthaltbarkeiten der biologischen Matrices

- Sicherstellung der Riickfiihrung samtlicher Aliquotierungen
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C- Validierung eines Untersuchungsverfahrens

GELTUNGSBEREICH

Der vorliegende Leitfaden dient der Beschreibung eines standardisiertes Verfahrens zur
Validierung analytischer Methoden unterschiedlicher Detektionsmethoden und schafft die
Grundvoraussetzung fir die Qualitat und die Vergleichbarkeit von Analysenergebnissen auf der
Basis der aktuellen RiLiBAK und nationalen und internationalen Richtlinien [3-6]. Die
Methodenvalidierung dient der Dokumentation der Eignung von Analysenverfahren fir ihren
Bestimmungszweck.

Grundsatzlich sollte zwischen zwei Arbeitsprozessen unterschieden werden:
a.) ValidationsprozeRR
b.) Anwendungsbezogener Routineprozess

Die Anzahl der zu verwendenden Kalibrations- und Qualitatskontrollprobenlevel wahrend der
Validation ist in diesem Zusammenhang davon abhangig, ob es sich um eine klinische Messmethode
z.B. fir den Einsatz in einem TDM-Labor, oder um eine Methode fir den Einsatz im forensisch-
toxikologischen Bereich handelt. Es sollten nicht weniger als 5 verschiedene Konzentrationslevel
fUr Kalibratoren, und nicht weniger als 2 verschiedene Konzentrationslevel fiir den Einsatz von
Qualitatskontrollproben verwendet werden.

Im Routinemessbetrieb kann eine Anzahl n=1 fiir die Kalibration nur unter MaRgabe einer wahrend
des Validationsprozesses nachgewiesenen Linearitdt eingesetzt werden. In allen anderen Fallen
(z.B. Vorliegen quadratischen Regression der Kalibrationskurve) sind mindestens n=3 bis maximal
n=6 verschiedene Konzentrationslevel zu empfehlen.

ARBEITSBEREICH/MESSBEREICH

Der Arbeitsbereich (Messbereich) sollte so gewahlt werden, dass er einen moglichst groRen Anteil
derin authentischen Proben zu erwartenden Konzentrationen abdeckt. Sofern bekannt, sollte der
therapeutische Konzentrationsbereich (Arbeits-/Messbereich) mdglichst innerhalb des
Kalibrationsbereichs liegen.

KALIBRATIONSMODELL
Linearitat der Kalibration (Linearity of Calibration)

Die Linearitdt einer analytischen Methode ist ihre Fahigkeit, innerhalb eines gegebenen Bereiches
Testergebnisse zu liefern, die direkt proportional zur Konzentration (Menge) des Analyten in der
Probe sind.

Kalibrationsbereich (Range)

Der Kalibrationsbereich einer analytischen Methode ist dabei das Intervall zwischen oberer und
unterer Konzentration (Menge) des Analyten in der Probe (einschliel3lich dieser Konzentrationen),
fir das ein geeignetes Mal an Prazision, Richtigkeit und Linearitdt gezeigt werden konnte. Er sollte
so gewahlt werden, dass er einen moéglichst grof3en Anteil der in authentischen Proben zu
erwartenden Konzentrationen abdeckt.
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Bestimmung in der Praxis:

- Herstellung von Kalibratoren bei mindestens sechs von Null verschiedenen Konzentrationen
(moglichst gleichmalig iber den Kalibrationsbereich verteilt) durch Aufstocken von Leermatrix
(z.B. Blankserum bzw. —plasma), wobei der niedrigste (nicht Null) Kalibrator gréRBer oder gleich der
unteren Bestimmungsgrenze (LLOQ) sein muss.

- Finf (max. sieben) Bestimmungen bei jeder Konzentration (Wiederholbedingungen)

- Auftragen der Messsignale (z.B. Messsignalverhaltnisse, ggf. auch ,Peakhéhenverhaltnisse”,
(Analyt/ISTD) gegen die Sollkonzentrationen der Kalibratoren

- Testen auf AusreiRer mittels Grubbs-Test (Signifikanzniveau: 95%) und ggf. deren Elimination.
Insgesamt dirfen nicht mehr als zwei AusreiRer und diese nicht auf dem gleichen
Konzentrationsniveau auftreten.

|1 —x|

Q:

mit x, = ausreiBverdachtiger Wert; ¥ = Mittelwert; s = Standardabweichung

. [Formel 1]

Der Wert x; gilt als AusreilRer, wenn die berechnete Grolie Q gréRer ist als der entsprechende
Tabellenwert bei einem Signifikanzniveau

- Test auf Varianzhomogenitat mittels F-Test zwischen héchster und niedrigster Konzentration oder
mittels Cochran-Test Gber alle Konzentrationen (Signifikanz: 99%).

- Varianzhomogenitdt gegeben (Homoskedastizitat): einfache lineare Regression; statistischer Test
der Anpassung mittels Linearitdtstest nach Mandel (Signifikanz: 99%)

Piifung auf Linearitat:

Fir die lineare Anpassung gilt fFolgender Zusammenhang:
y=b'x+a

mit y = Messsignalverhaltnis (Analyt:ISTD); x = csoi; b = lineare Steigung; a = y-Achsenabschnitt

Reststandardabweichung der linearen Anpassung:

Syp = TZE [Formel 2]

mit den Quadratsummen:

DEDN Ly Yx)-Cyi
Qux = inz_% Qyy = Z)’iz—% Qxy = Yoy, — XG0 x)N( Y0

Formel im Excelformat: =STFEHLERYX(y-Werte; x-Werte)

Fir die quadratische Anpassung gilt folgender Zusammenhang:
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y=n-x*+b-x+a

mit y = Flachenverhaltnis (Analyt:ISTD); x = csou; n = quadratische Steigung; b = lineare Steigung
a = y-Achsenabschnitt

Reststandardabweichung der quadratischen Anpassung:

2_ . :—b- ey — 2..;.
Sy = \/Zyl ayyi—bLxiyi—Lxiyi [Formel 3]

N-3
Formel Fiir Varianzendifferenz
Rechnerische Uberpriifung:

Aus den zwei Reststandardabweichungen wird die Differenz der Abweichungsvarianzen DS
berechnet:

Ds? = (N —2)- sy, — (N =3) 559 [Formel 4]

N = Anzahl der Messungen, d.h. Anzahl der Konzentrationen, bei Doppel- oder
Dreifachbestimmungen Anzahl der Mittelwerte

AnschlieRend wird der Priifwert, PW, berechnet:

pw = 2

Syq
Dieser Wert wird mit dem Tabellenwert aus der F-Tabelle (Freiheitsgrad f1 =1, f2 = N-3, P=99%)
verglichen. Wenn PW < F, ist die Kalibrierfunktion linear, bei PW > F ist die Klaibirierfunktion in
diesem Bereich nicht linear.

ANALYTISCHE SPEZIFITAT / INTERFERENZEN (POTENTIELL STORENDE MATRIX-
EIGENSCHAFTEN, STORSUBSTANZEN)

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 (Specificity)

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.
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Interferenzen

Zur Beurteilung eines moglicherweise auftretenden Einflusses von (blicherweise vorkommenden
Storquellen, z.B. ungewohnlicher Urin-pH-Wert, Serum-Hamolyse oder Arzneimittel als
Komedikation werden Matrix-Blanks mit den entsprechenden Substanzen bzw. Eigenschaften
gespickt, und unter identischen methodischen Bedingungen

a.) als Mix (Analyt der Messmethode plus jeweilige potentielle Stérquelle z.B. Einzelsubstanz
der Komedikation)

b.) als Mono-Analytmethode (Analyt der Methode) analysiert, und die Ergebnisse miteinander
verglichen.

NACHWEIS- UND BESTIMMUNGSGRENZE: LOD UND LLOQ

Die Nachweisgrenze (limit of detection) ist der kleinste, mit einer festzulegenden statistischen
Aussagewahrscheinlichkeit erkennbare Gehalt eines Stoffes, der bei einmaliger Messung qualitativ
nachgewiesen werden kann. Die Nachweisgrenze ist eine Entscheidungsgrenze fir das
Vorhandensein eines Bestandteils. An der Nachweisgrenze besteht eine Wahrscheinlichkeit von
50%, den Bestandteil zu finden bzw. nicht zu finden. Die Ermittlung kann Gber das Signal/Rausch-
Verhaltnis oder gemaR DIN 32645 nach dem Leerwert- oder dem Kalibrierkurvenverfahren
erfolgen. Nach der ICH-Richtlinie kann die Nachweis- und Bestimmungsgrenze basierend auf der
Standardabweichung des Signals und der Kalibrierfunktion (Steigung) ermittelt werden.

Die Bestimmung der Nachweisgrenze Uiber das Signal-Rausch-Verhaltnis (direkte Methode) kann
erfolgen durch Herstellung von Proben mit fallenden Analytkonzentrationen im Bereich der
erwarteten Nachweisgrenze. Nach Messung der Proben ergibt sich die Nachweisgrenze als die
niedrigste Konzentration des Analyten in der Probenmatrix, bei der das Signal-Rausch-Verhaltnis
mindestens 2:1 betrigt. Voraussetzung fiir dieses Verfahren ist aber zwingend mit einer Anderung
des Messbereichs und damit auch der Herstellung neuer Kalibrationsproben verbunden.

Anders verhalt es sich bei Verwendung des sogenannten Kalibirierverfahrens. Das
Kalibrierverfahren bzw. das Kalbriergeradenverfahren (indirekte Methode) ist ein anerkanntes
mathematisches Verfahren zur exakten Bestimmung der Nachweisgrenze, sowie untere
Bestimmungsgrenze unter Verwendung folgender Formeln nach :

3,3 Spui
LOD = # [Formel 5]
LLOQ = # [Formel 6]
mit

Spiina = Standardabweichung des ,Grundrauschens” (analytischer Signalhintergrund) unter
Verwendung eines ISTD (internen Standards)

Die Bestimmungsgrenze kann auch direkt bestimmt werden. Dazu wird mindestens eine von den
Kalibratoren unabhdngige Probe hergestellt. Mittels Wiederholbestimmung (mindestens n = 5) der
Proben werden Bias und Wiederholprazision als RSD ermittelt. Die kleinste Konzentration mit Bias
innerhalb +20% und RSD +20% ist die Bestimmungsgrenze.

LEITFADEN CHROMATOGRAFISCHE VERFAHREN / QUALITATSMANAGEMENT

SCHWERPUNKT IN-VITRO DIAGNOSTIKA AUS EIGENHERSTELLUNG SUBGRUPPE , CHROMATOGRAFIE" (AWMF) 2021/22

10



OBERE GRENZE DES ARBEITSBEREICHS (ULOQ), VERDUNNUNGSOPTION

Beinhaltet der Anwendungsbereich einer Methode auch Konzentrationen oberhalb des
Kalibrationsbereiches, was zum Beispiel durch das Verdiinnen von Proben mdglich ist, so muss in
der Validierung gezeigt werden, dass (und bis zu welcher Analyt-Konzentration) die Verdiinnung zu
korrekten Ergebnissen fihrt.

Die Probenverdinnung beeinflusst eine Reihe von Parametern und ist damit von zentraler
Bedeutung zur Erstellung eines korrekten Ergebnisses. Bei Uberschreiten des Kalibrationsbereichs
etwa sollte optimalerweise mit Leermatrix vorverdiinnt werden. Wird ein ebenfalls in der
Leermatrix vorhandener endogener Parameter bestimmt, so sollte mit mobiler Phase verdiinnt
werden. Wird dabei die Zusammensetzung der zu injizierenden Probe iiber eine Anderung der
organischen Anteile im Vergleich zu Wasser verandert, kann ein abweichendes
chromatographisches Verhalten, mit resultierender verdanderter Peakbreite und somit beeinflusster
Nachweis- und Bestimmungsgrenze auftreten.

Wird der Verdiinnungsfaktor im Sinne einer Nachverdinnung erhéht, so resultieren bei
urspriinglich schwacher Verdiinnung weniger Matrixeffekte, was die theoretisch niedrigere
Signalintensitat teilweise kompensiert. Dies hat dann entsprechend direkten Einfluss auf Nachweis-
und Bestimmungsgrenze. AuRerdem reduziert eine héhere Verdiinnung das Risiko der
Uberséttigung und damit das Verlassen des linearen Bereiches. Neben der Kalibrierfunktion kann
dieser Effekt auch durch verdnderte Verhaltnisse des Quantifier-MRMs zu den Qualifier-MRMs
beobachtet werden. Eine Uberpriifung des Verdiinnungseffektes ist durch Erfassung der absoluten
Signalintensitdten von Analyt und internem Standard in Relation zum Verdinnungsfaktor madglich.
Der maximale Verdinnungsfaktor sollte an dem zu erwarteten klinisch auftretenden
Konzentrationsbereich angelehnt sein.

Qualitative Methoden / Cutoff:

Bei qualitativen Methoden kann die Notwendigkeit einer Kalibration entfallen, in der Regel
beeinhalten aber auch qualitative Methoden eine Kalibration von mindestens 1-2 Kalibrierpunkten
(z.B. einer unterhalb des Cutoff, einer oberhalb oder am Cutoff). Qualitative Methoden kénnen
aber auch vollkommen ohne Kalibration ausfallen z.B. bei datenbankbasierten qualitativen
Suchanalysen.

Bei Methoden mit Cutoff erfolgt die Festlegung des Cutoffs nach diagnostischer Notwendigkeit. Es
muss sichergestellt werden, dass bei relevanten Konzentrationen der relevanten Zielanalyten der
Probe ein positives Ergebnis erhalten wird.

Die Notwendigkeit zum Nachweis von Linearitdt und zur Ermittlung von Nachweis- und
bestimmungsgrenze entfallt.

Zur Uberpriifung einer qualitativen Methode ist ein Methodenvergleich (Qualitative Methode vs.
Referenzmethode oder Dotierung) mit mindestens 20 verschiedenen Matrix-Proben
durchzufGhren. Die Auswertung erfolgt als 4-Felder-Tafel zur Ermittlung von Sensitivitat und
Spezifitdt der qualitativen Methode (Angabe in Prozent).

LEITFADEN CHROMATOGRAFISCHE VERFAHREN / QUALITATSMANAGEMENT
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INTRA-DAY-ASSAY / INTER-DAY-ASSAY (GENAUIGKEIT UND MESSUNSICHERHEIT: PRAZISION
UND RICHTIGKEIT)

Variabilitdt innerhalb eines Tages (Intra-day-assay)

In Abhdngigkeit von der Zweckbestimmung werden jeweils mindestens fiinf (n=5), maximal jedoch
sieben (n=7) Proben mit drei Konzentrationsniveaus [Untere Quantifizierungsgrenze (LLOQ);
Mittlerer Konzentrationsbereich (MLOQ); Obere Quantifizierungsgrenze (ULOQ)] gemeinsam
aufbereitet und in einem Messvorgang bestimmt und ausgewertet.

Ermittelt werden Mittelwert, Median, Standardabweichung, relative Standardabweichung,
Minimalwert, Maximalwert, sowie Prazision (als RSD in %) und Richtigkeit (als BIAS in %)

Variabilitdt an verschiedenen Tagen (Inter-day-assay)

An mindestens fiinf bis maximal sieben verschiedenen Tagen sollten Proben mit unteren, mittleren
und hohen Konzentrationsniveaus gemeinsam aufbereitet und mit einer gleichbleibenden
Messvorrichtung und -methode in Mehrfachbestimmung (mindestens n=5, maximal n=7) bestimmt
und ausgewertet.

Ermittelt werden jeweils Mittelwert, Median, Standardabweichung, relative Standardabweichung,
Minimalwert, Maximalwert, sowie Prazision (als RSD in %) und Richtigkeit (als BIAS in %)

Experimentelles Procedere

Da die einmalige Bestimmung der Variabilitat innerhalb eines Tages bzw. an verschiedenen Tagen
keine verlassliche Schatzung dieser Eigenschaften einer Methode darstellt, werden an zumindest
sieben verschiedenen Tagen je zwei Proben in den unter Abschnitt X. angegebenen
Konzentrationen aufgearbeitet und quantifiziert.

RSD < 15% (20% nahe der Bestimmungsgrenze) gelten als akzeptabel.

WIEDERFINDUNGSRATE (EXTRAKTIONSAUSBEUTE)

Die absolute Wiederfindung (engl. recovery) ist definiert als kompletter Transfer des Analyten von
der Matrix in die zu vermessene LOsung. Sie wird bestimmt aus einem Verhaltnis der
Detektorsignale (z. B. Peak-Area bzw. Peak-Height) einer gleich zugesetzten Menge Analyt zu einer
biologischen Probe (,,spike” von Blank-Matrix) und einer extrahierten Originallosung (entspricht
100%, nach ,spike” einer vorher aufgearbeiteten Matrixprobe). Die extrahierte biologische Probe
und die extrahierte Originallésung werden analysiert und miteinander verglichen.

Die Bestimmung der Wiederfindungsraten bezieht sich immer auf die absoluten Messsignale. Ein
interner Standard wird hier nicht verwendet.

Zur Ermittlung der Wiederfindung sollten bis zu sechs (mindestens fiinf) verschiedene
Leermatrixquellen verwendet und nach Hinzufligen einer entsprechenden Menge Acetonitril (s.
separate Analysen-SOP) je eine (n=1) vergleichende Messung bei niedrigen (QC1), mittleren(QC2)
und hohen Konzentrationen(QC3) sowohl der aufgestockten Matrixproben, als auch der
entsprechend aufgestockten Extrakte durchgefihrt.

Beispiel:
| Blank1 | Blank2 | Blank3 | Blank4 | Blank5 | Blanké | Anzahl |

LEITFADEN CHROMATOGRAFISCHE VERFAHREN / QUALITATSMANAGEMENT
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QC1: QC1: QC1: QC1: QC1: QC1: 12
Matrix (n=1) Matrix (n=1) Matrix (n=1) Matrix (n=1) Matrix (n=1) Matrix (n=1)
Primarextrakt | Primdrextrakt | Primarextrakt Primdrextrakt | Primdrextrakt | Primarextrakt
(n=1) (n=1) (n=1) (n=1) (n=1) (n=1)
QcCz: QcCz: QC2: QC2: QC2: QcC2: 12
Matrix (n=1) Matrix (n=1) Matrix (n=1) Matrix (n=1) Matrix (n=1) Matrix (n=1)
Primarextrakt | Primdrextrakt | Primarextrakt(n | Primarextrakt | Primarextrakt | Primarextrakt
(n=1) (n=1) =1) (n=1) (n=1) (n=1)
QC3: QC3: QC3: QC3: QC3: QC3: 12
Matrix (n=1) Matrix (n=1) Matrix (n=1) Matrix (n=1) Matrix (n=1) Matrix (n=1)
Primarextrakt | Primdrextrakt | Primarextrakt Primdrextrakt | Primdrextrakt | Primarextrakt
(n=1) (n=1) (n=1) (n=1) (n=1) (n=1)

GESAMT 36

W = xi 100% [Formel 7]

R
mit W = Wiederfindungsrate in %; ¥ = gemessener Mittelwert; x; = richtiger Wert
Die Wiederfindungsrate sollte mindestens 50% betragen.

MATRIX-EFFEKTE (Z. B. IONENSUPPRESSIONS-ENHANCEMENT-EXPERIMENT BEI
MASSENSPEKTRIMETRISCHEN VERFAHREN)

Es existieren zwei Verfahren zur Ermittlung von Matrix-Effekten, die rechnerische Ermittlung
mittels eines speziellen Aufarbeitungs-Schemas und bei chromatographischen Methoden die die
Post-Column-Infusionsmethode.

Rechnerische Ermittlung mittels spezieller 3-stufiger Aufarbeitung (Die Ermittlung der
Wiederfindungsrate gemaf3 dem vorherigen Abschnitt entfallt dann):

e Bestimmung von jeweils mindestens fiinf Reinsubstanzlésungen bei hohen und niedrigen
Konzentrationen (Kontrollen ohne Matrix)

e -Herstellung und Extraktion von jeweils fiinf aufgestockten Matrixproben bei hohen und
niedrigen Konzentrationen, wobei fir jede der fiinf Proben eine andere Leermatrixquelle zu
verwenden ist (aufgestockte Matrixproben)

e -Herstellung von jeweils finf aufgestockten Leermatrixextrakten bei hohen und niedrigen
Konzentrationen, wobei die Extrakte aus den oben genannten unterschiedlichen
Matrixproben stammen missen (aufgestockte Extrakte)

Die Auswertung erfolgt in zwei Teilen:

e Wiederfindung: Verhaltnis der absoluten Messignale der aufgestockten Matrixproben zu
denen der entsprechenden aufgestockten Extrakte in Prozent (Mittelwert inkl.
Standardabweichung)

e - Matrixeffekt: Verhaltnis der absoluten Messignale der aufgestockten Extrakte zu denen
der Kontrollproben in Prozent (Mittelwert inkl. Standardabweichung)

Die Wiederfindungsrate sollte fiir jede Matrixprobe mindestens 50% betragen. Der Mittelwert des
Matrixeffektes sollte im Bereich von 50-150 % liegen. Wird das Ziel Fiir den Matrixeffekt verfehlt,
so soll die Berechnung unter Verwendung der Analyt/IS-Verhaltnisse wiederholt werden, fir die
dann der gleiche Akzeptanzbereich gilt sofern auch an der Untergrenze des Messbereiches ein
Signal oberhalb der Bestimmungsgrenze erhalten wird.

LEITFADEN CHROMATOGRAFISCHE VERFAHREN / QUALITATSMANAGEMENT
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Experimentelle Ermittlung:

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 bzw. Probenmatrix. Dabei sind sowohl eine Unterdrickung (lon
suppression) als auch eine Verstarkung (lon enhancement) des Messsignals moglich.

Ablauf des Experiments:
Die Matrixeffekte werden mittels T-Stick und einer sog. ,,post-column-infusion” unter Verwendung
einer pumpengesteuerten Infusionssystems (z.B. Hamiltonspritze) ermittelt.

Infusion pump

Autosampler

Abbildung 1: post-column-infusion

Die Flussgeschwindigkeit der Infusionspumpe der Hamiltonspritze liegt ndherungsweise bei etwa 8-
10% der durch die Messmethode vorgegebenen Flussgeschwindigkeit.

A 1.3x10°4

9.8x10%4

=

?
S 6.5x10°"
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3.3x1081
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0 1 25
Time, min

Abbildung 2: Beispielhafte Darstellung eines lonensuppressionexperiments nach Messung von
insgesamt 6 extrahierten Blankproben und ,,post-column-infusion” des Analyten (bunte Linien), sowie
erwartetes Analytsignal nach Ablauf der Chromatografie.

Das Analyt-Messignal sollte maximal 50 % verandert werden. Analyt-Retentionszeiten innerhalb
von Zeitfenstern mit starker Variation der Storeinfliisse sollten vermieden werden.

LEITFADEN CHROMATOGRAFISCHE VERFAHREN / QUALITATSMANAGEMENT “
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STABILITAT (PRAANALYTISCH, WAHREND ANALYSE, BENCH-, FREEZE-/THAW-, LANGZEIT-
STABILITAT)

Einleitung:

Die Stabilitat der biologischen Proben und Kalibrierlésungen (Standardproben und
Qualitatskontrollproben) ist im Rahmen der zugrunden liegenden Anwendungsbedingungen zu
belegen. Die Stabilitdt wird meist im Rahmen der Robustheit (Fihigkeit eines Verfahrens/einer
Methode, Ergebnisse zu liefern, die nicht oder unwesentlich durch Veranderung der Umgebung
verfalscht werden.

Nach Mdoglichkeit sollten dotierte Matrix-Realproben verwendet werden, da kommerziell
erhéltliche Kontrollprobenmaterialien kinstlich verandert sind (v.a. durch Lyophilisationsprozesse).
Hinweis auf die Option frische QCs und flexible Handhabung des Auswertestrategie

Stabilitat wahrend der Aufarbeitung (Bench-Stabilitat)

Es werden jeweils mindestens finf (n=5) Proben mit festgelegter Konzentrationen
(hoch/mittel/gering, nttai=15) fiir die Dauer der maximalen Probenbearbeitungszeit bei
Raumtemperatur fir z.B. 12 Stunden und 24 Stunden gelagert und dann im Vergleich zu frischen
oder frisch aufgetauten Proben aufgearbeitet und vermessen. Eine Abweichung der
Konzentrationsangaben von weniger als +/-15% weist auf eine Stabilitdt der Analyten hin.

Stabilitdt aufgearbeiteter Proben (Autosampler-Stabilitat)

Es werden jeweils mindestens fiinf (n=5) Proben mit festgelegten Konzentrationen (hoch/niedrig)
zur Messung aufbereitet, dann mit Kalibratoren vermessen und nach Ablauf der maximalen
erwarteten Lagerungsdauer von Proben im Autosampler gegen frisch extrahierte Kalibratoren
(n=2) erneut vermessen.

Die Konzentrationsergebnisse der initial gemessenen QCs werden mit den frisch extrahierten und
anschliel3end analysierten QCs verglichen. Eine Abweichung der Konzentrationsangaben von
weniger als +/-15% weist auf eine Stabilitdt der Analyten hin.

Freeze-Thaw-Stabilitat

Es werden jeweils drei Proben mit festgelegten Konzentrationen (hoch/mittel/gering) dreimal von
der Lagerungstemperatur (-20°C oder -80°C) auf Raumtemperatur aufgetaut (nicht ibermalig
erwarmen), wieder eingefroren und anschlieend zusammen mit frisch extrahierten und
anschlieend analysierten QCs vermessen.

Die Konzentrationsergebnisse der initial gemessenen QCs werden mit den frisch extrahierten und
anschliel3end analysierten QCs verglichen. Eine Abweichung der Konzentrationsangaben von
weniger als +/- 15% weist auf eine Stabilitdt der Analyten hin.

Praanalytische Stabilitat (Longterm-Stabilitat)

Es werden jeweils drei Proben mit festgelegten Konzentrationen (hoch/mittel/gering) fir die
vorgesehenen Lagerungsbedingungen und fir die vorgesehene Lagerungszeit oder zumindest
einen wesentlichen Anteil davon eingelagert. Die Proben werden vor und nach Ende der Lagerzeit
im Vergleich mit neu angesetzten Proben aufgearbeitet und vermessen.

Ermittelt werden jeweils Mittelwert, Median, Standardabweichung, relative Standardabweichung,
Minimalwert, Maximalwert, sowie Prazision (als RSD in %) und Richtigkeit (als BIAS in %).

Eine Abweichung der Konzentrationsangaben von weniger als +/- 15% weist auf eine Stabilitdt der
Analyten hin.

Daten zur prdanayltischen Stabilitat missen nicht selbst ermittelt werden, auch Literaturdaten sind
zuldssig sofern sie fir den jeweiligen Analyten im jeweiligen Material publiziert wurden.
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ANFORDERUNGEN AN DIE PROBENNAHME

Die anfordernde Stelle sollte aufgeklart Giber die Griinde der einer Analysen-Anforderung, die
Gewinnung des Probenmaterials (Patientenvorbereitung, Art und Menge des Materials, Behaltnisse
und Zusétze), bezliglich Lagerung und Versand, sowie Angaben zur Kennzeichnung der Probe
(Patienten-Name, -Initialen oder -Code, Tag der Probennahme):

Beispiel:

Lagerung und Versand Die Serum- oder Plasma-Proben kénnen bei Bedarf dunkel und im
Kihlschrank (40° C) fir 24 Stunden gelagert werden. Versand (normaler Postversand) innerhalb von
zwei Tagen ist ohne Kiihlung mdglich. Ausnahme ist Olanzapin, welches in Serum oder Plasma nur
begrenzt stabil ist (Versand ohne Kiihlung innerhalb eines Tages). Die Proben in Behaltern Fir
diagnostische Proben versenden, die die DIN EN 829 erfillen (geeignet sind z.B. Materialien der
Firma Sarstedt, Best.-Nr. 78.898 fiir GefaRe, 65.679 fir Deckel und 95.103 fiir Versandhiillen). Die
Verantwortung fir die Einhaltung der Sicherheitsvorschriften fir den Versand von potentiell
infektiosem Material (Bundesgesetzbl- Gesundheitsforsch-Gesundheitsschutz 8 2001) liegt beim
Absender. Der Probe ist der Anforderungsschein beizufiigen. Der Probe ist der Anforderungsschein
beizufligen.

Miindliche Anforderungen sollten nur als Nachforderung méglich sein und méglichst in einem
Zeitrahmen von 24h nachgefordert werden.
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D - Uberwachung eines Untersuchungsverfahrens im laufenden Betrieb

D - Uberwachung eines Untersuchungsverfahrens im laufenden Betrieb

Praktische Empfehlungen fiir einen standardisierten Ja[] Nein []
Batch-Aufbau (CLI Paper, Vogeser, 2020, Tabelle 2)

Ringversuche, Laborvergleichsmessungen

Messunsicherheit (z. B. aus Kontrollkarten und Jall Nein []
Ringversuchsdaten)

Empfehlungen zur Uberwachung der Haltbarkeit von Ja[] Nein []
Chemikalien, Kontrollen, Kalibratoren (Hinweis: ISTD
isotopenmarkiert..., Verwendung nach Ablauf der
gesetzlichen ? Haltbarkeit, Umgang mit
Herstellerhaltbarkeit)

Risikomanagement....

Zur Sicherstellung der Qualitat eines Untersuchungsverfahrens ist dessen Funktion im laufenden
Betrieb zu Giberwachen und zu dokumentieren. Dies ist unabhangig davon, ob das
Untersuchungsverfahren laborintern entwickelt wurde oder als kommerzieller Kit erworben wird.

Die Dokumentation der Qualitat erfolgt typischerweise durch Ringversuche (bzw. wenn es diese
nicht gibt Laborvergleichsmessungen) mindestens 2x/Jahr und der periodischen Ermittlung der
Messunsicherheit z.B. aus Ergebnissen der Kontrollproben- und Ringversuchsmessungen.

Die Sicherstellung der Qualitat erfolgt zeitlich engmaschiger innerhalb jeder Messserie, egal ob im
Batch- oder Random Access-Modus. Die Details hangen vom verwendeten Analysensystem ab und
die dazu verwendeten KenngrofRen sind bei der Routineeinfiihrung festzulegen. Die fir die
Kenngrolien ermittelten Werte sind im zeitlichen Verlauf zu dokumentieren, und zwar bevorzugt
zusammen mit der Dokumentation der geplanten und ungeplanten Gerdtewartungen und anderer
besonderer Ereignisse am Gerdt (z.B. Reparatur, Software-Upgrade, ...) bzw. beim
Untersuchungsverfahren (z.B. Erneuerung von HPLC-Trennsdule, neue Charge des Internen
Standards, ...). Fir die KenngréRen sind Akzeptanz- bzw. Warngrenzen zu definieren, und
MaRnahmen, die bei Grenziiberschreitungen zu ergreifen sind.

Dabei sind 3 Ebenen zu beachten:

1.

Der Aufbau der Messserie hat einen entscheiden Einfluss auf die Qualitat, z.B. durch die
Positionierung von Kontrollproben und Blindwert-Proben nicht nur am Anfang sondern auch in
regelmaRigen Abstanden innerhalb der Serie. Der Aufbau der Messserie ist stark gerate- und
verfahrensabhdngig, so dass allgemeine Vorgaben nicht méglich sind. Die Vorgaben fir das
konkrete Untersuchungsverfahren sind in der SOP zu beschreiben. Wichtige Aspekte sind dabei
insbesondere Blindwert und Probe-zu-Probe-Verschleppung, die beide in Form von Kenngréf3en
gemonitort werden kénnen.

2.
Kenngrolien der Qualitdt innerhalb einer Messserie sind z.B. die SignalgréRe und Signalform des
kleinsten Standards, bei chromatographischen Systemen auch dessen Retentionszeit, und generell
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das Signal-/Rausch-Verhaltnis oder die SignalgroRe eines internen Standards (IS). Auch Quotienten
aus KenngrofRen konnen verwendet werden, z.B. das IS-Signal jeder Patientenprobe geteilt durch
das mittlere IS-Signal der Kalibration. Ein Monitoring eines I1S-Signal aller Proben im zeitlichen
Verlauf der Messung kann gerade bei Verfahren mit konstanter Zufuhr zum Detektionssystem
sinnvoll sein (z.B. ICP-MS). Bei Verfahren mit konstantem Fluss wichtiger Komponenten ist die
Dokumentation des Systemdrucks sinnvoll (z.B. HPLC). Bei Verfahren mit Massen-Hochauflésung ist
ein konstantes Monitoring der Massengenauigkeit empfehlenswert.

3.

KenngrofRen der Qualitdt der einzelnen Patientenprobe dienen dazu zu belegen, dass die Messung
ordnungsgemal verlaufen ist, z.B. das Quantifier/Qualifier Verhaltnis bei Verfahren mit
massenspektrometrischer Detektion, die Elutions- bzw. Retentionszeit bei Trennverfahren (z.B.
HPLC) und die IS-SignalgréRe.

Anmerkungen:

Unabhangig vom oben beschriebenen hat eine Bewertung der Kontrollproben-Messungen (z.B.
Abweichung vom Zielwert) und der Kalibrationsproben (z.B. Abweichung vom Zielwert,
KenngrofRen der Kalibrationsfunktion usw.) zu erfolgen. Das oben beschriebene Monitoring
innerhalb einer Serie ist mehr als die Messung und Bewertung von Kontrollproben und Kalibratoren
und kann dadurch nicht ersetzt werden.

Bereits zeitlich vor dem instrumentellen Teil der Messung gibt es mit Bezug auf den laufenden
Betrieb wichtige Faktoren, insbesondere die Sicherstellung der korrekten Funktion aller
verwendeten Gerdte (z.B. Pipetten, Waagen, ...) und Chemikalien (z.B. Wasser, L6sungsmittel,
Salze, Losungen, Referenzstandards, aus Referenzstandards hergestellte Losungen und
kommerziell verfligbare Reagenzien).

Zu den Geraten sind die Vorgaben in Teil B zum Thema metrologische Rickfiihrbarkeit zu beachten.

Bei den Chemikalien ist neben dem korrekten Umgang damit (d.h. die Einhaltung der SOP und
Chargendokumentation) deren Haltbarkeit ein wichtiger Faktor. Diese Haltbarkeit ist innerhalb der
SOP zu nennen, entweder indem Haltbarkeitsangaben auf kommerziellen Produkten bernommen
werden (z.B. ,Haltbarkeit der nicht aufgelésten Kontrolle bei +4-8°C: siehe Produktetikett”) oder
indem durch eigene Testung ermittelte Haltbarkeiten verwendet werden (z.B. ,Haltbarkeit der
rekonstituierten Kontrolle bei -80°C: 6 Monate"). Dabei ist zu bericksichtigen, dass die
Haltbarkeitsangabe auf einem kommerziellen Produkt in der Regel der langste erfolgreich vom
Hersteller getestete Zeitraum ist. Langere Zeitrdume konnen Stabilitdt zeigen, die durch
laborinterne Testung ermittelt werden kann. Das ist insbesondere plausibel wenn die Lagerung im
Labor bei starker stabilisierenderen Bedingungen erfolgt als vom Hersteller spezifiziert, z.B. bei -
80°C statt bei -20°C. Bei Verwendung kommerzieller Produkte bei Lagerungsbedingen wie vom
Hersteller spezifiziert, aber zeitlich iber die Herstellerangaben hinaus, ist es ein Monitoring des
Zustandes des Produktes in der Routine zu etablieren, z.B. in Form einer spezifischen KenngréRe
wie oben zum Thema Qualitdt innerhalb einer Messserie beschrieben.

Als Teil des labordiagnostischen Risikomanagements (auf der Ebene der technischen Freigabe) sind
die Aspekte eines Untersuchungsverfahrens von besonderer Bedeutung, die die Validitit eines
Ergebnisses gefdhrden konnen. Es ist sicherzustellen, dass die verwendeten KenngréfRen der
Qualitat des Untersuchungsverfahrens im Fall von manuellen oder technischen Fehlern mit einem
ernsthaften bis kritischen Schweregrad in Bezug auf das labordiagnostische Ergebnis stets Werte
aulerhalb der Akzeptanzbereiche der Kenngréf3en ergeben.
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E - Veranderung eines Untersuchungsverfahrens

Empfehlungen zur Notwendigkeit von Teil- oder Komplettvalidierungen bei Modifikation des
Verfahrens// Beispiele fiir Revalidierungsumfang bei:

PROBENVERDUNNUNG:

Die Probenverdiinnung beeinflusst eine Reihe von Parametern und ist damit von zentraler
Bedeutung zur Erstellung eines korrekten Ergebnisses. Bei Uberschreiten des Kalibrationsbereichs
etwa sollte optimalerweise mit Leermatrix vorverdinnt werden. Wird ein ebenfalls in der
Leermatrix vorhandener endogener Parameter bestimmt, so sollte mit mobiler Phase verdiinnt
werden. Wird dabei die Zusammensetzung der zu injizierenden Probe iiber eine Anderung der
organischen Anteile im Vergleich zu Wasser verandert, kann ein abweichendes
chromatographisches Verhalten, mit resultierender verdanderter Peakbreite und somit beeinflusster
Nachweis- und Bestimmungsgrenze auftreten.

Wird der Verdiinnungsfaktor im Sinne einer Nachverdiinnung erhoht, so resultieren bei
urspriinglich schwacher Verdiinnung weniger Matrixeffekte, was die theoretisch niedrigere
Signalintensitdt teilweise kompensiert. Dies hat dann entsprechend direkten Einfluss auf Nachweis-
und Bestimmungsgrenze. AuBerdem reduziert eine hohere Verdiinnung das Risiko der
Ubersattigung und damit das Verlassen des linearen Bereiches. Neben der Kalibrierfunktion kann
dieser Effekt auch durch veranderte Verhaltnisse des Quantifier-MRMs zu den Qualifier-MRMs
beobachtet werden. Eine Uberpriifung des Verdiinnungseffektes ist durch Erfassung der absoluten
Signalintensitdten von Analyt und internem Standard in Relation zum Verdiinnungsfaktor moglich.
Der maximale Verdiinnungsfaktor sollte an dem zu erwarteten klinisch auftretenden
Konzentrationsbereich angelehnt sein.

Soll eine Probe ad hoc in Verdiinnung analysiert werden und wurde der Vorgang der Verdiinnung
nicht in der Validierung getestet, dann soll der Vorgang der Verdiinnung analog zu dem in
Abschnitt C beschriebenen iiberpriift werden. Neben der Uberpriifung der gewéhlten
Verdinnungstechnik durch eine systematische Erfassung wie im Rahmen einer Validierung ist dazu
auch die Verdiinnung einer Probe mit bekannter hoher Konzentration im Kalibrationsbereich mit
deridentischen Verdinnungstechnik geeignet.

MATRIX:

Soll innerhalb einer Matrixgruppe beispielsweise neben Serum auch Plasma als Matrix genutzt
werden, so sollten Vergleichsmessungen durchgefiihrt werden. Eine Uberpriifung sollte an
mindestens 10 Proben durchgefihrt werden.

Wird eine weitere Matrix aufgenommen, die physiologisch stark von den bisher validierten Matrizes
abweicht z.B. Urin, so sollte das Verfahren fiir diese Matrix validiert werden.

SAULENTYP IN DER CHROMATOGRAFIE:

Der Saulentyp spielt trotz der hohen Signalspezifitdt von massenspektrometrischen Verfahren eine
entscheidende Rolle bei der korrekten Erstellung von Analysenergebnissen. Entsprechend der
Struktur des/der Analyten wird hier im Rahmen der Methodenentwicklung eine geeignete Phase
ausgewahlt, die eine gewisse Retention und Auftrennung verschiedener Analyten bzw. stérender
Signale sowie Abtrennung von Matrixkomponenten gewihrleistet. Eine Anderung des Siulentyps
fGhrt u.a. zu Veranderungen des Retentionsverhaltens (absolute Retentionszeit, Peakform) und
somit auch zu veranderten Matrixeffekten. Da die Signalintensitat i.d.R. mit hdherem organischen
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Anteil durch bessere Verdampfbarkeit des organischen Losungsmittels zunimmt, ist hier auch mit
veranderten Signalintensitdten zu rechnen. Neben dem positiven Effekt auf die Nachweis- und
Bestimmungsgrenze durch erhéhte Signale kann es aber auch zum Erreichen eines
Sattigungseffektes kommen. Neben der Kalibrierfunktion (linear/ nicht linear) zeigt sich dieser
Effekt ebenso bei den Intensitatsverhaltnissen zwischen unterschiedlichen
massenspektrometrischen Messsignalen im Vergleich zwischen einer Probe mit niedrigen und
hohen Konzentrationen.

Eine Anderung des Sdulenmaterials macht dementsprechend eine vollstindige Revalidierung der
Methode notwendig.

VERANDERUNG VON MS-MESSPARAMETERN:

Aufgrund der sich verandernden Leistungsfahigkeit eines Massenspektrometers kann eine
Optimierung/Anpassung der analytspezifischen MS-Messparameter notig sein, soweit dieses bei
der Methodenetablierung noch nicht vollumfanglich durchgefiihrt wurde. Die Auswirkung durch die
resultierende, verdnderte Signalintensitit sollte dann im Rahmen einer Uberpriifung der Nachweis-
und Bestimmungsgrenze, der Linearitdt sowie Vergleichsmessungen von mindestens 20
Realproben verifiziert werden. Eine maximale Abweichung von hochstens 15 % der Ergebnisse im
Vergleich zu den urspriinglichen Ergebnissen ist tolerabel.

Werden zentrale Parameter des Massenspektrometers verandert, so zieht dies eine Vollvalidierung
nach sich.

Im Falle eine Erweiterung einer Methode ohne Anderung jeglicher MS-Parameter wie z.B. die
Aufnahme eines weiteren Analyten in eine scheduled MRM-Methode, so sollten lediglich die
Nachweis- und Bestimmungsgrenze der Analyten erneut verifiziert werden, die durch die Aufnahme
direkt betroffen sind, im Falle des scheduled MRM also die, der Zeitfenster mit der neuen Substanz
Uberlappen.

Werden in einer statischen MRM-Methode Platzhalter-MRM durch neue Analyt-MRM ersetzt, so ist
eine Validierung nur fiir die neu hinzugefiigten Analyt-MRM notwendig, sofern die restliche
Methode unverandert bleibt.

VERANDERUNG DES MASSENUBERGANGES:

MRM-Uberginge werden im Rahmen der Validierung ausgewéhlt. Es empfiehlt sich in diesem
Stadium mindestens 2, optimalerweise 3 MRM-Uberginge auszuwéhlen und zu validieren. So kann
im Einzelfall auf einen anderen MRM ausgewichen werden, wenn der Routine-Quantifier MRM
gestoértist. Wird in einer statischen MRM-Methode ein MRM-Ubergang verindert, so ist eine
Validierung nur fiir den veranderten MRM notwendig, sofern die restliche Methode unverandert
bleibt.

GERATEREPARATUR/WARTUNG:

Nach Gerdtereparatur/-wartung sollte die Leistungsfdhigkeit des Messgerates gepriift werden. In
diesem Zusammenhang, aber auch im Rahmen der kontinuierlichen Uberwachung des Systems,
kann der Einsatz von Checklisten zum Monitoring beispielsweise der absoluten Signalintensitat
und/oder der Verhaltnisse der MRMs von Realproben hilfreich sein.
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AUSGANGSSUBSTANZEN:

Fiir Kontrollen und Kalibratoren sollte wenn moglich auf zertifiziertes Referenzmaterial
zurlckgegriffen werden. Vornehmlich geeignet sind NIST-Standards, ,,European Reference
Material” (ERM) und certified reference material” (CRM), (s. auch metrologische Riickfiihrbarkeit).

Flr Isotopenstandards, die als interne Standards Verwendung finden, sind zwar derartige
Referenzsubstanzen nicht verfligbar aus analytischer Sicht aber auch nicht notwendig. Sollten
keine Referenzstandards verfligbar sein, sollte die Ergebnisse analytischer Verfahren, die zur
Identitats- und Reinheitspriifung der Substanzen verwendet wurden inklusive der jeweiligen
Ergebnisse dokumentiert werden. Idealerweise sollten NMR oder massenspektrometrische
Methoden hierbei Verwendung gefunden haben.

Werden Ausgangssubstanzen eingesetzt, die nicht als Referenzmaterialien anzusehen sind, so ist
eine unabhingige Uberpriifung im Hinblick auf eine korrekte Quantifizierung empfehlenswert. Dies
kann z.B. im Rahmen von Laborvergleichsuntersuchungen oder falls verfligbar Ringversuchen
durchgefihrt werden. (Ist ein Konzentrationsbereich angegeben (+/-), so kann die tatsachliche
vorliegende Konzentration aus den Ergebnisse der unabhangigen Kontrolle iber
Laborvergleichsmessungen oder Ringversuche ermittelt werden.)

EINRICHTEN BZW. AUSTAUSCH EINES BACK-UP SYSTEMS:

Beim Einrichten (bzw. auch fiir Austausch des Systems/des Massenspektrometers gegen ein
gleichartiges System/Massenspektrometers) eines Back-Up Systems auf einem vergleichbarem
Gerat ist keine Vollvalidierung notwendig. Soweit moglich sollte beim Einrichten der Methode von
der Ausgangsmethode ausgegangen werden und nur dringend bendétigte gerdteindividuelle
Adaptionen vorgenommen werden. Zur Priifung der Leistungsfahigkeit und Vergleichbarkeit der
Systeme sollten folgende Messungen durchgefiihrt werden.

- -Uberpriifung der LLOQ
- -Uberpriifung des LOD
- Uberpriifung der Linearitit, wenn von einem linearem Konzentrations-/Signal
Verhéltnis ausgegangen wird
- -Vergleichsmessung zwischen etabliertem System und Back-up System von mindesten
20 Realproben und Ringversuchsproben iber einen weiten Konzentrationsbereich
(erlaubte Abweichung <15 %) .
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Technische Dokumentation

Link zur Technischen Dokumentation, Internetauftritt der AWMF 2022 (Autoren: P. Hoffmiiller; F.
Spitzenberger):

https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&g=8&esrc=s&source=web&cd=&ved=2ahUKEwjP3ZLx2uj2AhV2R _EDHZSUCWS8QF
noECAgQAQ&url=https%3A%2F%2Fwww.awmf.org%2Ffileadmin%2Fuser _upload%2FMedizinische Versorgung%2FIVD
%2FBereitstellung von Informationen des IH-IVD v.01.docx&usg=A0vVaw1CEHo-qpuTHOF5AwadHB7u
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