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Kurzfassung

Das Ziel dieser Arbeit lag in der Optimierung und Validierung einer quantitativen Methode zur
Bestimmung von Amphetamin und Amphetaminderivaten im Blutserum. Alle Experimente
wurden mit einem Gaschromatographen gekoppelt an ein Massenspektrometer durch
ElektronenstoBionisation im SIM-Modus durchgefiihrt. Die zu entwickelnde Methode sollte
insbesondere hinsichtlich der Probenaufarbeitung vereinfacht werden und eine Reduzierung der
Nachweisgrenzen bei gleichzeitiger Volumenreduktion erkennbar sein. Dies beinhaltete auch
die Bewertung und Auswahl eines alternativen Derivatisierungsmittel beziehungsweise
Derivatisierungsverfahren.

Das unter diesen Kriterien neu konzipierte Verfahren ersetzte die bisherige
Festphasenextraktion durch eine kostengunstigere und weniger l6sungsmittelintensive Flussig-
Flussig-Extraktion. Eine weitere Verbesserung zeigte sich durch den Wechsel des
Derivatisierungsmittel von Trifluoressigsaureanhydrid zu Pentafluorpropionsaureanhydrid. Die
dadurch deutlich gestiegene Empfindlichkeit brachte trotz einer parallelen Verkleinerung des
verwendeten Probenvolumens niedrigere Nachweis- und Bestimmungsgrenzen. Hierbei konnte
auch das eingesetzte Probenvolumen von 1 auf 0,25 mL reduziert werden. AbschlieRend wurde
ebenfalls die Dauer der Probenaufarbeitung signifikant verkirzt. Dies gelang durch einen
mikrowellengestutzen Derivatisierungsprozess der den urspriinglichen von 30 auf 5 Minuten
verringerte.

Nach Abschluss der einzelnen Optimierungsschritte erfolgte die Prifung der entwickelten
Methode auf Gultigkeit und Richtigkeit mit Hilfe einer Validierung. Dabei durchlief das
Analysenverfahren unterschiedlichste Prufparameter, welche es im Rahmen bestimmter
Grenzen zu bestehen galt. Die Validierung wurde nach den Richtlinien der GTFCh
durchgefuhrt, die Ergebnisse wurden dokumentiert und durch die Software Valistat
ausgewertet.

Im Experiment zur Selektivitdat konnten keine Stérungen durch exogene oder endogene
Substanzen erfasst werden. Die Linearitdt der Methode wurde belegt und fihrte zu einem
Arbeitsbereich tber alle Analyten von 10 bis 1000 ng/mL. Die Nachweisgrenzen liegen
zwischen 1,1 und 1,4 ng/mL und die Bestimmungsgrenzen zwischen 5,0 und 5,7 ng/mL. Die
Akzeptanzkriterien der KenngroRen Richtigkeit, Wiederholprézision und Laborprazision
wurden erfiillt. Die Extraktionsausbeute betrug fiir alle Analyten > 95 %. Die Stabilitit der
aufgearbeiteten derivatisierten Proben betrdgt bei 25 °C mindestens 4 Tage. Zusétzlich zum
Validierungsumfang wurde die Messunsicherheit bestimmt, welche ebenfalls akzeptable
Ergebnisse hervorbrachte.

Zusammenfassend zeigen die durchgefiihrten Bestatigungsverfahren, dass die hier entwickelte
Methode in Bezug auf samtliche Analyten vergleichbare und reproduzierbare Ergebnisse liefert
und somit fur ihren Einsatzzweck zur Bestimmung von Amphetamin und
Amphetaminderivaten in Blutserum geeignet ist.



Abstract

The aim of this work was to optimize and validate a quantitative method for the determination
of amphetamine and amphetamine derivatives in blood serum. All experiments were carried
out with a gas chromatograph coupled to a mass spectrometer by electron impact ionization in
SIM mode. The method to be developed was to be simplified, particularly regarding sample
preparation, and a reduction in detection limits with simultaneous volume reduction was to be
apparent. This also included the evaluation and selection of an alternative derivatization agent
or derivatization procedure.

The newly designed procedure based on these criteria replaced the previous solid-phase
extraction with a more cost-effective and less solvent-intensive liquid-liquid extraction. A
further improvement was achieved by changing the derivatization agent from trifluoroacetic
anhydride to pentafluoropropionic anhydride. The resulting significant increase in sensitivity
brought lower detection and quantification limits despite a parallel reduction in the sample
volume used. The sample volume used could also be reduced from 1 to 0.25 mL. Finally, the
time of sample processing was also significantly reduced. This was achieved by a microwave-
assisted derivatization process that lowered the original time from 30 to 5 minutes.

After completion of the individual optimization steps, the developed method was tested for
validity and correctness with the help of a validation. The analytical procedure was subjected
to a wide range of test parameters, which had to be passed within certain limits. The validation
was carried out according to the guidelines of the GTFCh, the results were documented and
evaluated by the Valistat software.

In the experiment on selectivity, no interference from exogenous or endogenous substances
could be detected. The linearity of the method was proven and resulted in a working range over
all analytes from 10 to 1000 ng/mL. The limits of detection ranged between 1.1 and 1.4 ng/mL
and the limits of quantification ranged between 5.0 and 5.7 ng/mL. The acceptance criteria of
the parameter’s trueness, repeatability and laboratory precision were fulfilled. The extraction
yield was > 95 % for all analytes. The stability of the processed derivatized samples is at least
4 days at 25 °C. In addition to the scope of validation, the measurement uncertainty was
determined, which produced acceptable results.

In summary, the confirmatory procedures performed show that the method developed here
provides comparable and reproducible results for all analytes and is therefore suitable for its
intended use in the determination of amphetamine and amphetamine derivatives in blood serum.
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1 Einleitung

Amphetamin und seine Derivate besitzen eine sympathomimetische Wirkung, begleitet von
einem hohen Missbrauchspotential [1]. Trotz der Risiken, die mit einem illegalen Konsum
einhergehen, belegen aktuelle Statistiken den steigenden Bedarf und die Verbreitung dieser
Substanzklasse. So kam es im Jahr 2020 zu 25000 Sicherstellungen von Amphetamin mit einer
Gesamtmenge von 21,2 Tonnen durch die EU-Mitgliedsstaaten [2]. Die Motivation eines
Konsums ist dabei recht verschieden und spiegelt sich somit auch in unterschiedlichen Settings
wider. Werden aus sportmedizinischer Betrachtung diese Verbindungen als leistungssteigernde
Substanzen (Doping) eingesetzt, so betrachtet die Rechtsmedizin selbige in der Kl&rung nicht
naturlicher Todesféalle, zur Ursachenfindung von Intoxikationen sowie einer moglichen
Beeinflussung im Rahmen strafrechtlicher Fragestellungen.

Amphetamin, Methamphetamin, 3,4-Methylendioxymetamphetamin  (MDMA), 3,4-
Methylendioxyamphetamin (MDA), 3,4-Methylendioxyethylamphetamin (MDEA) und N-
Methyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-butanamin ~ (MBDB)  stellen  Analoga von
Phenylethylamin dar und weisen durch ihre Strukturdhnlichkeit vergleichbare
Wirkungsmechanismen auf. Bei diesem wird ein zentral stimulierender Effekt ausgelost,
resultierend aus der Freisetzung von Monoamin-Neurotransmittern [3]. Aufgrund des
weitverbreiteten Missbrauchs und deren mdglicher Beteiligung in den oben genannten
Situationen ist ein methodisch sicherer und verlasslicher Nachweis dieser Substanzen
notwendig.

Der Beleg eines Konsums kann dabei mit unterschiedlichen analytischen Methoden realisiert
werden. Neben qualitativen Verfahren, die alleinstehend keine eineindeutige Aussage erlauben,
finden haufig gaschromatographische- oder flissigchromatographische-Analysemethoden
Anwendung. Beide Varianten erlauben eine massenspektrometrische Kopplung, die in
Publikationen haufig beschrieben wird [4, 5, 6, 7]. Die mit diesen Methoden erzeugten
Ergebnisse kdnnen dabei helfen, die Beeinflussung durch psychoaktive Wirkstoffe zu
interpretieren.

Ein Ziel dieser Arbeit bestand darin, dass im Institut fir Rechtsmedizin Halle angewandte
Verfahren zur Bestimmung von Amphetamin und Amphetaminderivaten im Blutserum zu
optimieren. Zun&chst sollte die Probenextraktion vereinfacht werden. Dabei zu beruicksichtigen
war die Reduzierung des Probenvolumens. Weiterhin sollte die reformierte Methode niedrigere
Nachweisgrenzen aufweisen, um ihren Anwendungsbereich zu erweitern. Ferner musste
gepruft werden, ob ein alternatives Derivatisierungsmittel chromatographische Vorteile und /
oder zu einem Intensitatsgewinn fihren konnte.

Die unter diesen Aspekten neu entwickelte Methode musste nun die Fahigkeit, forensisch
gesicherte Ergebnisse zu erzeugen, belegen. Mit dem Ziel, reproduzierbare und vergleichbare
Daten zu generieren, durchlief das Verfahren eine Validierung, welche ein essentielles
Kriterium in der forensisch-toxikologischen Analytik darstellt [8].

Insgesamt sollte diese Arbeit die Moglichkeiten und Grenzen der zur Verfligung stehenden
Nachweismethoden fir die Amphetaminanalytik im Blutserum aufzeigen und die
Zuverlassigkeit eines routinemaRig eingesetzten quantitativen Verfahrens unter Beweis stellen.
Damit besitzt die vorliegende Arbeit erhebliche praktische Relevanz fur die
Amphetaminanalytik in einem forensisch-toxikologischen Labor.



2 Theoretische Grundlagen

2.1 Gaschromatographie — Massenspektrometrie

Die Gaschromatographie (GC) ist ein Trennverfahren zur Detektion fllichtiger Substanzen.
Dabei stromt ein Gasstrom tber oder durch eine stationare Phase, welche in einem langen
dinnen Rohr fixiert ist [9]. Das inerte Trégergas transportiert dabei die durch eine Injektion
eingebrachten Substanzen. Das Trennprinzip beruht auf komplexen
Wechselwirkungsprozessen, bei denen die Komponenten von der stationdren Phase geldst oder
adsorbiert werden. Diese Interaktionen flihren zu unterschiedlichen Verweildauern der
einzelnen Verbindungen, welche dadurch verzogert austreten.

Abbildung 1 zeigt den prinzipiellen Aufbau eines Gaschromatographen. Im Injektor wird die
eingespritzte Probe erhitzt und verdampft. Das Tréagergas transportiert die vaporisierte Probe in
die Sdule, welche sich in einem temperierbaren Ofen befindet. Die am Séulenende austretenden
Komponenten gelangen anschlieend in den Detektor. Die vom Analysator erfassten Daten
werden dann mit Hilfe spezieller Programme verarbeitet.

1 — Tragergasquelle

2 4 5 7 2 — Injektor

1 | 3 — Ofen mit Trennséule

4 — Detektor

6 5 — Verstirker

6 — Integrator mit Computer
7 — Drucker

Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines Gaschromatographen (veréndert nach [9])

Im Folgenden werden nur die im Rahmen dieser Bachelorarbeit verwendeten Funktionen und
Bauteile erldutert, koénnen doch in Abhéngigkeit der Anwendung unterschiedlichste
Geratekonfigurationen vorliegen.

2.1.1 Mobile Phase

H&ufig eingesetzt werden Inertgase wie Wasserstoff, Stickstoff oder Helium. Diese werden
ausgewahlt, da sie weder mit der stationaren Phase noch mit den Analyten interagieren und
keinen Einfluss auf Verteilungskonstanten oder Elutionsreihenfolgen haben. Die gewahlte
mobile Phase beeinflusst jedoch die Trenneffizienz und wird durch die Van-Deemter-
Gleichung beschrieben. Im hier verwendeten System wurde Helium eingesetzt.

2.1.2 Stationare Phase

Die stationére Phase befindet sich in der Regel in einer Sdule. Zu unterscheiden sind gepackte
und Kapillarsaulen, wobei letztere den verbreitetsten Typen darstellen und auch im Rahmen
dieser Arbeit Anwendung fand. Hierbei ist die stationare Phase eine immobilisierte Flussigkeit,
die auf der Innenwand der Kapillare aufgetragen wurde [9]. Die duRRere Beschichtung stellt ein
Kunststoff dar. Die Phase selbst wird so gewahlt, dass sie die den zu untersuchenden
Verbindungen nach Mdglichkeit sehr dhnlich ist.



Im Fall der hier bearbeiteten Analyten wurde ein Polysiloxan aus 5 % - Diphenyl — 95 %
dimethylsiloxan verwendet (Abbildung 2).

5% L 195 %

Abbildung 2: Trennphase der verwendeten Kapillarséule

2.1.3 Injektor

Die Aufgabe des Injektors besteht in der Verdampfung und dem anschlielenden Transport der
Probe in die chromatographische Sdule. Ein weitverbreiteter und hier genutzter Typ ist der
Split-Splitless-Injektor (Abbildung 3). Bei diesem wird die Probe mit Hilfe einer
Mirkoliterspritze durch ein gasdichtes Septum in einen beheizten Glasliner eingespritzt. Die
dabei géngigen Volumina bewegen sich zwischen 0,1 und 10 pL. AnschlieBend wird die Probe
schlagartig verdampft und mit dem Trégergasstrom in die Kapillarsaule transportiert. Fakultativ
kann ein Splitfluss aktiviert werden, welcher einen Teil der gasférmigen Probe abtransportiert
und dadurch das Risiko von Uberladungseffekten verhindern kann.

1 — Trégergaseingang
2 — Purge-Ausgang
— 3 — Spilt-Ausgang
4 — Mikroliterspritze
3 5 — Septum
6 — Glasliner mit Verdampfungskammer
7 — Heizblock
8 — Kapillarsiule

8

Abbildung 3: Schematischer Aufbau eines Split-Splitless-Injektors (verandert nach [9])



2.1.4 Ofen

Aufgrund der Tatsache, dass die gaschromatographische Trennung primdr nach den
Siedepunkten der einzelnen Komponenten erfolgt, stellt neben der stationdren Phase ein im
Ofen ablaufendes Temperaturprogramm eine weitere Mdoglichkeit zur Trennung von
Verbindungen mit engem Siedepunktsbereich dar. Ein isothermer Betrieb lieBe Analyten mit
niedrigen Siedepunkten schneller eluieren und wiirde maoglicherweise zu Uberlappungen
fihren. Darliber hinaus kodnnten hohersiedende Komponenten vollstdndig auf der Séule
zuriickgehalten werden [9]. Durch die Wabhl eines geeigneten Temperaturprogrammes wahrend
eines chromatographischen Laufes kann dagegen der optimale Siedebereich erfasst werden,
welcher idealerweise zu Basislinien getrennten Peaks fiihrt.

2.15 Detektor

Es gibt eine Vielzahl nach unterschiedlichen Prinzipien arbeitenden Detektoren. Diese variieren
in Selektivitat, Empfindlichkeit, dem dynamischen Bereich und Preis. Dabei wird die Wahl des
Analysators haufig durch die analytische Fragestellung bestimmt. Bei dem hier verwendeten
Detektor handelt es sich um ein Massenspektrometer, welches eine massenselektive Detektion
via Elektronenstol3ionisation erlaubt. Bei diesem Prozess gelangt eingangs der Eluat-Strom (M)
von der Sdule in die lonisierungskammer. Hier emittiert ein Filament Elektronen im rechten
Winkel zum Stoffstrom (M + €7), welche durch eine Spannung von 70 eV beschleunigt werden
[10]. Der Beschuss fiihrt zur Bildung positiv geladener Radikal-lonen (M* + 2¢°), werden doch
Elektronen aus den Molekilen herausgeschlagen (Abbildung 4).

4
ﬁﬁﬁ 1 — Substanzdampf aus Einlasssystem
1 6 2 — Elektronenstrahl
3 — Filament
M+e @ M7+ 2e 4 — Elektronenauftinger
5 — lonisation / Fragmentierung
2ﬁﬁﬁ 6 — lonenstrom
I 3

Abbildung 4: Schematischer Aufbau einer lonenquelle

Durch die Energie der lonisierung werden neben positiv geladenen Molekilionen auch
Fragmentionen gebildet, welche einen Aufschluss Uber die Struktur der Molekile geben. Die
ionisierten Molekdl -und Fragmentionen werden anschlieend in einen Quadrupol-Analysator
geleitet. Dieser besteht aus vier achsenparallelen Staben, an denen eine Gleichspannung
angelegt ist, wobei je zwei gegeniberliegende Stabe die gleiche Polaritat aufweisen (Abbildung
5).



1-M*/2-M*/ 3-M"*

Abbildung 5: Schematisches Funktionsprinzip eines Quadrupols (verdndert nach [10])

Dariiber hinaus ist eine Hochfrequenzspannung Uberlagert. Die Veranderung der Spannung und
Frequenz des Hochfrequenzfeldes fuhrt jetzt dazu, dass jeweils nur ausgewahlte lonen gleicher
Masse auf einer bestimmten Bahn den Quadrupol passieren, wéhrend andere abgelenkt und
neutralisiert  werden [10]. Die finale Detektion findet dann an einem
Sekundarelektronenvervielfacher statt. Die hier erfassten Signale werden dann so transformiert,
dass eine softwaregestiitze Auswertung der Daten mdglich ist.



2.2 Methoden zum Nachweis von Amphetamin und Amphetaminderivaten

Der Nachweis von Amphetamin und Amphetaminderivaten mit Hilfe analytischer Verfahren
ist in der Literatur vielfach beschrieben. Eingeteilt werden diese in qualitative und quantitative
Methoden. Die qualitative Analytik beinhaltet dabei unter anderem hinweisgebende Verfahren
zur Untersuchung von Feststoffen tiber Farb-, Anion- oder Mikrokristall-Tests [11]. Diese Tests
sind kostengtinstig und vergleichsweise einfach durchzufiihren. In Proben humanen Ursprungs
werden dagegen hé&ufig initial immunchemische Verfahren eingesetzt [12]. Diese
Analysetechniken bergen jedoch das Risiko falsch positiver beziehungsweise falsch negativer
Ergebnisse und stellen damit nur ein vorlaufiges Ergebnis dar, welches durch weiterfiihrende
Verfahren bestatigt werden muss [13].

Zu den (semi-) quantitativen Methoden z&hlt die Dinnschichtchromatographie [14],
Gaschromatographie gekoppelt mit Flammenionisationsdetektor [15], Fourier-Transformation-
Infrarot-Spektroskopie [16] aber auch elektrochemische Methoden wie Voltammetrie [17] und
Potentiometrie [18]. Trotz der Vielzahl an Analysetechniken dominieren gegenwaértig durch
Massenspektrometrie gestiitzte Nachweisverfahren den forensisch-toxikologischen Bereich.
Unterschieden wird hierbei die Kopplung des Massenspektrometers an ein
gaschromatographisches- oder flussigchromatographisches-System sowie der Typ des
Massenanalysators selbst. Beispiele dafiir sind Quadrupol-Massenspektrometer, Tandem-
Massenspektrometer oder Flugzeit-Massenspektrometer.

Die Autoren in [4] présentieren eine validierte GC/MS Methode fir den Nachweis von 26
Stimulanzien aus Blut und Urin. Die Extraktion erfolgt mittels DLLME (Dispersive Liquid
Liquid Microextraction) und beinhaltet einen Derivatisierungsschritt mit Hexylchlorformiat.
Hervorgehoben werden die kurze Probenaufarbeitungszeit sowie der geringe Verbrauch an
organischen Losungsmitteln. Dem gegenuber steht jedoch ein Mindestprobenvolumen von 2
mL sowie Nachweis- und Bestimmungsgrenzen im Bereich von 1 — 50 ng/mL die insbesondere
fir den Nachweis von Amphetamin (50 ng/mL) im Blut als nicht hinreichend empfindlich
bewertet werden massen.

Eine validierte GC-MS/MS Methode fir die Bestimmung von 11 Amphetaminen und 34
synthetischen Cathinonen in Vollblut wird in [19] vorgestellt. Das Verfahren benétigt lediglich
ein Probenvolumen von 0,2 mL welches mittels Ethylacetat extrahiert wird. Die Derivatisierung
erfolgt mit Pentafluorpropionsdureanhydrid. Die Nachweisgrenzen von 0,02 — 0,72 ng/mL und
Bestimmungsgrenzen von 1 — 2,5 ng/mL sind sehr niedrig und gewéhren dadurch selbst bei
verminderten Probeneinsatz eine ausreichend hohe Detektionsfahigkeit. Die Schwéchen dieser
Methode liegen in der Methodenlaufzeit von 32 Minuten sowie der Verwendung von lediglich
zwei deuterierten internen Standards.

Eine auf Fllssigchromatographie basierende Methode zur ldentifizierung von 90 zentral
stimulierenden neuen psychoaktiven Substanzen in Blutserum wird in [6] beschrieben. VVon den
90 Verbindungen wurden 62 vollstdndig validiert. Unter Verwendung von 0,15 mL Probe
werden hier nach Festphasenextraktion Nachweisgrenzen von 0,2 — 4 ng/mL erreicht. Die
Methodenlaufzeit von 11 Minuten ist unter Beriicksichtigung der Menge zu detektierender
Analyten als hervorragend zu bewerten. Nebst aller Stérken dieser Methode ist der damit
verbundene Aufwand und die Pflege einer solch umfangreichen Analysenmethode durchaus zu
Beachten.



In [7] wird die erfolgreiche Entwicklung einer LC-HRMS-QTOF (liquid chromatography high
resolution mass spectrometry quadrupole-time-of-flight) Methode zum Beleg des Konsums von
39 Designerdrogen im Urin dargestellt. Die hier verwendete Probenmenge von 0,2 mL wird via
SALLE (salting out liquid-liquid extraction) extrahiert und fuhrt zu Nachweisgrenzen von < 10
ng/mL und Bestimmungsgrenzen von < 25 ng/mL. Die Laufzeit von 12 Minuten bestétigt die
Routinefdhigkeit dieser Methode, weist aber auch hier Schwéachen hinsichtlich der Menge
verwendeter korrespondierender Interner Standards auf.

Die hier vorgestellten Methoden stellen nur einen &uRerst geringen Teil der bisher publizierten
Literatur dar. Unter Vernachlassigung von unterschiedlichsten Analyt-Panels und der aktuellen
Gerétetechnik repréasentieren diese aber den Stand der Technik.

2.3 Derivatisierung

Die Gaschromatographie ist eine robuste Analysentechnik, die die Trennung, Identifizierung
und Quantifizierung von Analyten aus komplexen Matrices erlaubt. Die Trennung selbst erfolgt
primar nach dem Siedepunkt einer Komponente. Der Nachteil dieses Verfahrens ist das polare,
thermolabile, schwerflichtige und groRe Molekiile nicht analysiert werden kénnen. Diese
Limitierungen kdnnen jedoch durch eine Derivatisierung berwunden werden, welche weitere
Vorteile wie die Verbesserung der Peakform, ein vorteilhafteres Fragmentierungsverhalten und
eine gesteigerte Empfindlichkeit mit sich bringen kann [20]. Das Reaktionsprinzip vieler
Derivatisierungen ist eine nucleophile Substitution, bei der eine elektrophile Gruppe durch
Verdrangung eines reaktiven Wasserstoffatomes an die nucleophile Stelle gebunden wird. Der
Austausch kann bei polaren Gruppen wie Alkoholen, Carbonsauren, Thiolen, Aminen oder
auch Amiden stattfinden [20]. Die Reaktionstypen lassen sich anhand der eingefiihrten Gruppen
unter anderen in Alkylierung, Silylierung und Acylierung unterteilen.

Werden im Rahmen einer Derivatisierung Alkylgruppen in ein Molekiil eingebracht, so spricht
man dabei von einer Alkylierung. Charakterisieren lasst sich die Alkylierung durch den
Alkyltyp (z. B. Methylierung oder Ethylierung) oder die Art des Atoms, an dem die
Alkylgruppe bindet (z. B. O-Alkylierung, N-Alkylierung, S-Alkylierung). Die Methylierung
wird frequent bei Verbindungen mit mehreren funktionellen Gruppen eingesetzt und bildet sehr
stabile Derivate [21]. Diese Form der Derivatisierung wird in der Literatur bei den hier
betrachteten Substanzen vernachlassigt, sollte der Vollstandigkeit halber aber genannt sein.

Eine ebenfalls weniger populédre Derivatisierungstechnik stellt die Silylierung dar. Hierbei
handelt es sich um eine Substitutionsreaktion, bei der nach Reaktionsende eine
Alkylsilylgruppe im Molekiil vorliegt. Ein Vorteil silylierter Derivate ist, dass die Probe direkt
injiziert werden kann, wodurch die Aufarbeitungszeit verringert wird. Ein negativer Aspekt des
Silylierungsverfahrens ist, dass die silylierten Verbindungen oft feuchtigkeitsempfindlich sind
[21]. Dennoch wird die erfolgreiche Verwendung von N-tert-Butyldimethylsilyl-N-
methyltrifluoracetamid (MTBSTFA, N-tert-Butyldimethylsilyl-N-methyltrifluoroacetamide)
in [22] beschrieben. Betont wird die Bildung stabiler Derivate, hochmolekularer Fragmente,
einem groRen Arbeitsbereich sowie einer verlédngerten Lebensdauer der verwendeten
chromatographischen Séule.

Bei der Acylierung wird eine Acylgruppe in das Molekl eingefiihrt, wodurch Amine, Alkohole
und Thiole in Amide, Ester und Thioelektrolyte umgewandelt werden konnen. Es gibt drei
Haupttypen von Acylierungsmitteln: Anhydride, Acylhalogenide und komplexere Derivate wie
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acylierte Imidazole. Dabei ist die Verwendung von Anhydriden wie Essigsdureanhydrid (AA,
Acetic anhydride) oder fluorierten Acylreagenzien wie Trifluoressigsaureanhydrid (TFAA,
Trifluoroacetic anhydride), Pentafluorpropionsdureanhydrid (PFPA, Pentafluoropropionic
anhydride) und Heptafluorbuttersaureanhydrid (HFBA, Heptafluorobutyric anhydride) haufig
fur den Nachweis von Amphetaminen beschrieben [23, 24, 19, 25]. Der Vorteil halogenierter
Derivate liegt in einem sehr spezifischen Fragmentierungsmuster resultierend aus den
gebildeten lonen mit hohem m/z-Wert. Nachteilig ist jedoch die gegebenenfalls notwendige
Entfernung des Acylierungsmittels zur VVerhinderung einer sekundaren Derivatisierung, welche
durch die Injektion am Gaschromatographen hervorgerufen werden kann [21]. Darlber hinaus
bergen derlei halogenierte Verbindungen per se ein erhéhtes Gefdhrdungspotential in sich. Eine
generelle Empfehlung des zu verwendenden Acylierungsmittels kann nicht gegeben werden,
kommen unterschiedliche Arbeitsgruppen doch zu verschiedenen Ergebnissen.

In [23] wird PFPA, HFBA, AA, TFA und N-Methyl-bis-trifluoracetamid (MBFTA, N-Methyl-
bis-trifluoroacetamide) fur die Derivatisierung von Amphetamin, Methamphetamin, MDMA,
MDA und MDEA miteinander verglichen. Hinsichtlich Signal-Rausch-Verhdltnis, absoluter
Peakflachen, relativer Standardabweichung, Linearitdt, Nachweisgrenze und Selektivitat
schneidet AA als das am besten geeignete Derivatisierungsmittel ab. Entgegen dem wird in [26]
und [25] PFPA unter Berticksichtigung der dort beschriebenen Validationsparameter
empfohlen. Hier nicht weiter erwahnte, aber dennoch zu berucksichtigende
Derivatisierungsparameter sind Temperatur und Zeit, welche es individuell zu ermitteln gilt.
Die chemische Struktur der im Text erwdhnten Reagenzien und deren Reaktion mit
Amphetamin ist in Abbildung 6 zu finden.
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Abbildung 6: Reaktion von Amphetamin mit ausgewéhlten Derivatisierungsmitteln
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2.4 Optimierung des bestehenden Verfahrens

Die hier validierte Methode sollte die bisher zur Quantifizierung verwendete nicht nur ersetzen,
sondern wesentlich reformieren. Dabei galt es insbesondere den Extraktionsprozess zu
verbessern, dabei ein geringeres Probenvolumen einzusetzen und deutlich niedrigere
Nachweis- und Bestimmungsgrenzen zu erreichen. Die methodische Optimierung fand bereits
im Vorfeld der Erstellung dieser Arbeit statt. Dennoch sollen die entscheidenden Schritte hier
erlautert werden.

In der bis dato durchgefiihrten Methode wurden die Analyten via Festphasenextraktion von
Matrixkomponenten getrennt. Der Nachteil dieser Verfahrensweise lag zum einen in den hohen
Kosten der verwendeten Sédulen als auch die groRe Menge an Elutionslésungsmittel und dessen
anschlieRender, sehr zeitaufwendigen Entfernung. Die erfolgreiche Eliminierung dieser Punkte
sollte durch eine Flussig-Flussig-Extraktion realisiert werden. Die in der Literatur [5, 19]
beschriebene und durch eigene Experimente bestétigte erfolgreiche Extraktion mit Hilfe von
Ethylacetat beschrieb die erste wesentliche Verbesserung des hier validierten Verfahrens.

Die Substitution des bislang verwendeten Derivatisierungsmittels sollte eine weitere darstellen.
Neben dem bislang eingesetzten Reagenz (TFAA) wurde vor allem PFPA in aktuellen
Publikationen [19, 25, 26] propagiert. Zum Vergleich wurden die Analyten unter identischen
Bedingungen derivatisiert und die Ergebnisse miteinander verglichen. Hierbei wurden auch die
erhaltenen Massenspektren (Beispielhaft in Abbildung 7) so vorhanden mit Literaturdaten
abgeglichen und auf Plausibilitat geprift.
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Abbildung 7: Massenspektrum von Methamphetamin / -d5 nach PFPA-Derivatisierung

Eine bessere chromatographische Trennung sowie gesteigerte Analytsignale bestétigten die zu
bevorzugenden Hinweise hinsichtlich des Einsatzes von PFPA. Die hohere Empfindlichkeit der
PFPA-Derivate erlaubte eine Reduzierung des Probenvolumens unter gleichzeitiger
Verbesserung der analytischen Grenzwerte.



Weiterhin konnte der Derivatisierungsprozess, welcher in der Regel sehr zeitintensiv ist,
deutlich verklrzt werden. In [21] wird die Reduktion dieses Vorgangs durch
mikrowellengestltze Verfahren bereits beschrieben. Die Reaktionszeit von funf Minuten bei
385 Watt verringerte die bisherige um 25 Minuten.

Unveréndert dagegen blieb die Addition von Salzsdure nach dem Extraktionsschritt. Da die
Analyten mitunter eine hohe Fllichtigkeit aufweisen, werden diese so von freien Basen in Salze
umgewandelt. Dadurch kénnen Verluste wahrend des Eindampfens minimiert werden.

Das neu entwickelte Extraktionsverfahren fuhrte zu einer drastischen Reduzierung des
eingesetzten Probenvolumens von 1 auf 0,25 mL. Die Menge an Extraktionspuffer
(Natronlauge) wurde um den Faktor acht von 2 auf 0,25 mL verringert. Das Volumen an
organischem Losungsmittel konnte ebenfalls um das sechseinhalbfache vermindert werden.
Weiterhin fuhrte der Verzicht der Festphasensaulen zu einer erheblichen Kostenreduzierung. In
Tabelle 1 sind abschlieRend alle relevanten Probenaufarbeitungsschritte beider Methoden
aufgefuhrt.

Tabelle 1: Vergleich der bisherigen und neuen Extraktionsbedingungen

Methode alt Methode neu
Serum [mL] 1 0,25
Interner Standard [pL] 250 25
0,1 M NaOH [mL] 2 0,25
Festphase Flussig-Flissig
komplette Probe mit 1,2 mL Ethylacetat
. auf Festphasenséule ausschutteln und
Extraktion i
geben und anschlieRend
mit 8 mL Ether zentrifugieren
eluieren
0,1 M Salzsaure [pL] 50 50
. . Eluat organische Phase
Eindampfschritt bei 30°C mit N2 bis zur Trockne einengen
70 uL TFAA 50 pL Ethylacetat und
Derivatisierung bei 55°C fur 30 Minuten 50 uL PFPA
bei 385 W fir 5 Minuten
erneut bei 30°C mit
N2 bis zur Trockne
. . einengen
weitere Schritte -- und in go uL
Dichlormethan
aufnehmen
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2.5 Analyten — Amphetamin und Derivate

Amphetamin und die Amphetamin-Derivate Methamphetamin, MDMA, MDA, MDEA und
MBDB stellen Analoga von Phenylethylamin (Abbildung 8) dar [5]. Durch beispielsweise
Substitution eines Protons an der aliphatischen Kette kann dieses leicht in entsprechende
Homologe wie Amphetamin Uberflihrt werden. Es handelt sich bei diesen Verbindungen um
vollsynthetische Feststoffe, die ein hohes Missbrauchspotenzial aufweisen, charakterisiert
durch die Eigenschaft, einen zentral stimulierenden Effekt auszulésen sowie mitunter
halluzinogene Wirkungsweisen hervorzurufen [27]. Dieser Effekt beruht auf der Fahigkeit, die
Blut-Hirn-Schranke leicht zu Uberwinden, die Biotransformation im Gehirn in Teilen zu
umgehen und Monoamin-Neurotransmitter aus den Nervenendigungen freizusetzen. Die -
Methylgruppe verhindert die Oxidation der Amingruppe durch die Enzyme der
Monoaminoxidase und erhoht die F&higkeit, Membranen zu durchqueren [3]. Dariiber hinaus
wirken Amphetamine aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit mit Monoamin-
Neurotransmittern als konkurrierende Substrate an den Membrantransportern von
Noradrenalin, Dopamin und Serotonin, wodurch sie die Wiederaufnahme endogener
Neurotransmitter verringern und den umgekehrten Transport endogener Neurotransmitter
induzieren [3]. Amphetamine férdern auch die Freisetzung von Dopamin und Serotonin aus
den Speicherblaschen und verhindern die Aufnahme in die Blaschen, wodurch die
zytoplasmatischen Konzentrationen der Neurotransmitter erhdht werden und sie leichter fiir den
umgekehrten Transport verflgbar sind [3].

<m m

Amphetamln
MDMA Phenylethylamin Methamphetamin
<°DW”v <°DA[”\
0 o}
MDEA MBDB

Abbildung 8: Struktur der sechs Phenethylaminderivate (verandert nach [5])
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2.5.1 Amphetamin

Amphetamin erstmalig 1887 synthetisiert, ist eine niedermolekulare, lipophile und schwache
Base. Urspriinglich entwickelt als Medikament furr die Behandlung von Adipositas, Narkolepsie
und Hypotonie wird diese Verbindung aufgrund aufputschender und euphorisierender Effekte
héufig missbrauchlich konsumiert [1]. Sie ist weiterhin unter dem StraBennamen Speed
bekannt. Amphetamin besitzt ein chirales Zentrum und liegt somit in zwei optisch aktiven
Formen als L- und D-Isomer vor, wobei das D-Isomer eine drei bis vierfach gréliere zentral
stimulierende Aktivitat aufweist. Amphetamin wird hauptséchlich zu Phenylaceton desaminiert
(Abbildung 9), welches wiederum zu Benzoesaure oxidiert und unter anderem als Glucuronid
ausgeschieden wird. Der Anteil des im Urin unveréndert vorzufindenden Amphetamins ist stark
pH-abhéngig. Unter sauren Bedingungen kénnen bis zu 74 % unverédndert vorliegen, hingegen
fallt der Anteil auf bis zu 1 % im basischen Milieu. Darlber hinaus ist Amphetamin ein
Metabolit vieler weiterer Substanzen wie beispielsweise Metamphetamin [1]. Bei
Konsumeinheiten von 10 — 100 mg liegen im Blut Konzentrationen von 0,2 mg/L vor, wobei
die Halbwertszeit zwischen 4 — 30 Stunden betragt. [28]. Der Beleg fiir einen Missbrauch
erfolgt Gber die Bestimmung von Amphetamin.

OH
NH, NH,
JORE
HO HO

4-Hydroxyamphetamin  4-Hydroxynorephedrin

OH /

NH, NH,
Konjugation =— m — —  Konjugation

Amphetamin \ Norephedrin oH

Joadiontivatonns

4-Hydroxyphenylaceton Phenylaceton Benzoesiure Hippursaure

!

Glucuronid- und Glycinkonjugation

Abbildung 9: Metabolismus von Amphetamin (ver&ndert nach [1, 29])
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2.5.2 Methamphetamin

Methamphetamin ist ein N-Methylderivat von Amphetamin und wurde 1919 zum ersten Mal
synthetisch hergestellt. Wie Amphetamin liegt auch Methamphetamin in zwei optisch aktiven
Formen vor. Das D-Isomer wird zur Therapie von Adipositas eingesetzt. Die L-Form ist in
einigen nicht verschreibungspflichtigen Inhalatoren aufgrund seiner abschwellenden Wirkung
enthalten [1]. Das Racemat als auch das D-lsomer ist als missbrauchsrelevante Verbindung
unter dem Namen Crystal Meth bekannt und stellt die weltweit zweithdaufigst illegal
konsumierte Droge dar [30]. Der Konsum von niedrigen bis moderaten Dosen (5 — 30 mg) fuhrt
unter anderem zu einer verminderten Mudigkeit, Euphorie und wird durch eine positive
Stimmung begleitet. Methamphetamin wird multipel verstoffwechselt und unter anderem via
N-Demethylierung zu Amphetamin abgebaut (Abbildung 10). Ahnlich Amphetamin verandert
der im Urin vorliegende pH-Wert auch hier die Ausscheidungsraten der unveranderten
Substanz deutlich [1]. Die Substanz wird intravends, intranasal, oral aber auch durch Rauchen
eingenommen. Im Blut treten dabei Werte von 0,2 mg/L auf, wobei die Konzentration des
Metaboliten Amphetamin in etwa 10 % der Methamphetaminkonzentration entspricht. Die
Halbwertszeit variiert zwischen 4 — 30 Stunden [28].

N N
~ ~
—_—

HO

Methamphetamin 4-Hydroxymethamphetamin
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l NH, NH,
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i OH A
NH, NH,
Konjugation =— ©/\r — — Konjugation

Amphetamin N Norephedrin
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!

Glucuronid- und Glycinkonjugation

Abbildung 10: Metabolismus von Methamphetamin (verandert nach [1, 29])
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253 MDMA

MDMA, besser bekannt als Ectasy oder XTC, ist ein ringsubstituiertes Derivat von
Methamphetamin, welches seit dem 1. August 1986 dem Betadubungsmittelgesetz unterliegt.
,,Die Substanz ist heute besonders in Szenen der elektronischen Musik verbreitet und ist als
klassische Partydroge bekannt* [31]. MDMA weist entaktogene Eigenschaften auf und fuhrt
unter anderem zu einer Steigerung von Euphorie, Liebesgefiihlen und Kommunikation. Seine
sympathomimetischen Wirkungen zeigen sich auch in Form von einem Anstieg der Herz-
Kreislauf-Parameter als auch Mundtrockenheit und Appetitlosigkeit [32]. MDMA wird unter
anderem via N-Demethylierung zu MDA und durch Spaltung der Methylenbriicke zu Mono-
und Dihydroxyderivaten metabolisiert (Abbildung 11), die anschlieRend konjugiert werden [1].
In Dosen von 50 — 250 mg werden Blutspiegel von 0,3 mg/L erreicht. Die Halbwertszeit betragt
acht Stunden [28]. Der Nachweis im Blut erfolgt tiber die Bestimmung von MDMA und MDA.

H \ H H
(0] N\ o] N\ HO N\
OD/Y HO HO

MDMA 3-Methoxy-4-hydroxy- 3,4-Dihydroxy-
methamphetamin (HMMA) methamphetamin (HHMA)
N
Konjugatlon
3- Methoxy -4-hydroxy- 3,4-Dihydroxy-
amphetamin (HMA) amphetamin (HHA)

Abbildung 11: Metabolismus von MDMA (verandert nach [1])
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2.54 MDA

MDA ist ein Amphetamin-Derivat mit psychotropen Eigenschaften, welches erstmalig 1910
synthetisiert wurde [1]. Berichte deuten darauf hin, dass es eine &hnliche sozialemotionale
Wirkung wie MDMA hervorruft. Weiterhin fiihrt der Konsum zu einem Anstieg von
Herzfrequenz und Blutdruck und erhoht die Cortisol- als auch Prolaktinkonzentration [33].
MDA wird Uber O-Dealkylierung, Deaminierung und Konjugation verstoffwechselt
(Abbildung 12). Die Substanz wird in Dosen von 50 — 250 mg oral und intravends
eingenommen [1]. Es ergeben sich Spiegel von 0,2 mg/L fir MDA und 0,09 mg/L fur den
Hauptmetaboliten HMA (3-Methoxy-4-hydroxy-amphetamin). Die Halbwertszeit von MDA
betragt zehn Stunden [33].

Konjugation
3- Methoxy 4-hydroxy- 3,4-Dihydroxy-
amphetamin (HMA) amphetamin (HHA)

Abbildung 12: Metabolismus von MDA (veréndert nach [1])

255 MDEA

MDEA, verbreitet unter dem Namen Eve zeigt eine groRe chemische Ahnlichkeit zu MDMA
auf. Beide Substanzen unterscheiden sich lediglich durch eine Methyl — beziehungsweise
Ethylgruppe am Stickstoffatom. Wie MDMA weist auch diese Verbindung entaktogene
Eigenschaften auf und findet aufgrund halluzinogener Wirkweisen als illegale Droge grof3e
Bedeutung [1]. Aufgrund der strukturchemischen Nahe zu MDMA wundert es nicht, dass auch
hier, jedoch durch N-Deethylierung MDA als Metabolit auftritt (Abbildung 13). Nach der
Einnahme von 50 — 200 mg werden Konzentrationen von bis zu 0,5 mg/L erwartet [28].

H

H \
o N O N
O T =TT

3-Methoxy-4-hydroxy-

MDEA ethylamphetamin N
l Konjugatlon
3- Methoxy 4-hydroxy- 3,4-Dihydroxy-
amphetamin (HMA) amphetamin (HHA)

Abbildung 13: Metabolismus von MDEA (verdndert nach [1])
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2.5.6 MBDB

MBDB ist ein MDMA-Analog das sich durch eine Butylkette am aromatischen System
unterscheidet und als weniger potent beschrieben wird. Es wurde 1986 erstmalig synthetisiert
und findet eine Einstufung als missbrauchsrelevante Substanz. Der im Urin auftretende
Hauptmetabolit BDB (3,4-(Methylendioxyphenyl)-2-butanamin) ist die Folge einer N-
Dealkylierung (Abbildung 14), wobei der Beleg fur einen Konsum Uber die Muttersubstanz
MBDB im Blut erfolgt. Die Substanz wird in Tablettenform in Dosen von 50 — 200 mg peroral
eingenommen [1]. Dabei werden Blut- beziehungsweise Plasmaspiegel von bis zu 0,5 mg/L

erreicht [28].
6] H\ 0] NH,
A7 C-aryec
o (6]

3,4-(Methylendioxyphenyl)-
2-butanamin (BDB)

N

Deaminierung, Methylierung oder Glucuronidierung

MBDB

Abbildung 14: Metabolismus von MBDB (verandert nach [1])

2.6 Validierung — Prufparameter

Der Begriff Validierung beschreibt die Prifung auf Gultigkeit und Richtigkeit eines
Verfahrens, dass zuverlassig und reproduzierbar im Rahmen definierter Bedingungen das
prognostizierte Ergebnis liefert [34]. Somit dient die Validierung einer analytischen Methode
im forensisch-toxikologischen Bereich der Erhebung rechtssicherer Ergebnisse und schafft
darliber hinaus die Maoglichkeit, Analysenergebnisse zu vergleichen und zu bewerten.
Weiterhin kann die Eignung eines Analyseverfahrens fir seinen Bestimmungszweck
nachvollziehbar belegt werden [34]. Der Umfang einer Validierung kann dabei recht
unterschiedlich sein. Handelt es sich um eine einzige Anforderung beziehungsweise um eine
sehr seltene, so kann der Validierungsaufwand stark reduziert oder aber alternative Verfahren
wie die Standardadditionsmethode Anwendung finden [35]. Sollte das entsprechende
Verfahren jedoch gehauft in Anspruch genommen werden, so gilt es eine Methodenvalidierung
durchzufuhren. Obwohl der Umfang einer Validierung prinzipiell im Ermessen des Analytikers
liegt und verschiedene Richtlinien existieren wie der US Food and Drug Administration (FDA)
[36], der European Medicines Agency (EMA) [37] oder der Scientific Working Group of
Forensic Toxicology (SWGTOX) [38], stellt im deutschsprachigen Raum des forensisch-
toxikologischen Bereiches die Gesellschaft fur Toxikologische und Forensische Chemie
(GTFCh) die Rahmenbedingungen einer solchen [8]. Diese beinhaltet die Prufung
verschiedener Verfahren wie Selektivitat, Linearitat der Kalibration, Genauigkeit, Stabilitat,
Analytische Grenzen und Wiederfindung. Wenngleich die Auswertung der einzelnen
Experimente in dieser Bachelorarbeit weitestgehend mit Hilfe des Programmes Valistat [39]
durchgefuhrt wurde, soll in einem spéteren Kapitel der mathematische Ursprung der einzelnen
Prufpunkte aufgefihrt werden.
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3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Loésungsmittel und Chemikalien

Die zur Probenaufarbeitung verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.

Tabelle 2: Chemikalien mit Herstellerangabe

Chemikalie Hersteller
Methanol Sigma-Aldrich
Ethylacetat Sigma-Aldrich
Dichlormethan Carl Roth
Natronlauge 1 M Carl Roth
Salzsdure 0,1 M in Isopropanol | Dr. K. Holborn & Séhne
Pentafluorpropionséureanhydrid ChemCruz

In Tabelle 3 sind die Referenzsubstanzen zur Herstellung der Stammldsungen, Kalibratoren
und des internen Standards abgebildet. Alle Substanzen wurden tber die Firma Cerillant
bezogen und lagen in Methanol vor.

Tabelle 3: Referenzsubstanzen

Analyt Konzentration
[mg/mL]

Amphetamin-d5 1,0
Amphetamin 1,0
Methamphetamin-d5 1,0
Methamphetamin 1,0
MDMA-d5 1,0
MDMA 1,0
MDA-d5 1,0
MDA 1,0
MDEA-d5 1,0
MDEA 1,0
MBDB-d5 0,1
MBDB 1,0

3.1.2 Matrixproben

Fur die Experimente zur Bestimmung der Prifparameter Selektivitdt oder auch Linearitét
musste analytfreie Matrix vorliegen. Bei dem verwendeten Serum handelte es sich um
Restprobenmaterial, welches randomisiert und anonym Blutproben entnommen wurde. Die
Blutproben stammten von Personen, die von der Polizei untersucht wurden und bei denen der
Verdacht auf einen Betdubungsmittelkonsum bestand. Diese wurden vor Gebrauch einer
Analyse auf Interferenzen und Abwesenheit der Analyten unterzogen und bis zur Anwendung
bei 4 °C gelagert.
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3.1.3 Kontrollproben

Die Nutzung von externem Kontrollmaterial bietet zahlreiche Vorteile. Der mdglicherweise
wichtigste liegt in der Fahigkeit, die gespikte Konzentration eines Analyten in einer Probe zu
priifen. Um dies zu gewadbhrleisten, wurden fir die Experimente Linearitat der Kalibration und
Genauigkeit, die in Tabelle 4 aufgefuhrten Qualitatskontrollproben verwendet.

Tabelle 4: Analytkonzentration der verwendeten Kontrollproben

Medichem Medichem ACQ Science
DOA-I S low DOA-I S mid DCT-C SE
Charge: GG121 | Charge: GG121 | Charge: 20030917208
Analyt Konzentration | Konzentration Konzentration
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]

Amphetamin 25,2 90,4 501
Methamphetamin 25,2 90,4 505
MDMA 25,1 90,7 501
MDA 25,2 60,4 504
MDEA 25,1 90,8 499
MBDB 25,1 60,5 501

3.1.4 Stammldsungen

Die bendtigten Stammlésungen (SL) lagen im Konzentrationsbereich von 0,1 bis 0,001 mg/mL.
Die entsprechenden Volumina an Referenzmaterial beziehungsweise notwendigen
Verdlnnungsschritte sind Tabelle 5 zu entnehmen.

Tabelle 5: Ansatz zur Herstellung der Stammlésungen

SLO,1 SL 0,01 SL 0,001
[mg/mL] [mg/mL] [mg/mL]
Volumen je Volumen Volumen
Referenz auf SL 0,1 auf SL 0,01 auf
Analyt Konzentration | 80 uL MeOH | 180 puL MeOH | 180 pL MeOH
[mg/mL] [uL] [uL] [uL]
Amphetamin 1,0 20
Methamphetamin 1,0 20
MDMA 1,0 20
MDA 1,0 20 20 20
MDEA 1,0 20
MBDB 1,0 20
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3.1.5 Interner Standard

Als Interner Standard wurde eine methanolische Lésung der deuterierten Analoga verwendet.
Dafiir wurde eine Glasschraubflasche mit 99,625 mL Methanol gefullt und anschlieRend mit
den deuterierten Analoga gespikt. Die Zusammensetzung des internen Standard kann der unten
aufgefuhrten Tabelle 6 entnommen werden.

Tabelle 6: Zusammensetzung des Internen Standards

Analyt Konzentration | Volumen Referenz
[mg/mL] [uL]
Amphetamin-d5 1,0 25
Methamphetamin-d5 1,0 25
MDMA-d5 1,0 25
MDA-d5 1,0 25
MDEA-d5 1,0 25
MBDB-d5 0,1 250

3.1.6 Testlosung

Um die Messbereitschaft des Systems zu priifen, wurde vor jeder Probenserie eine Testlésung
der Analyten gemessen. Mit dieser kénnen unter anderem die Retentionszeiten bestimmt, die
lonenverhéltnisse erfasst und auf eine hinreichende Empfindlichkeit getestet werden. Die
Testlosung setzt sich aus 4,895 mL Methanol und den in Tabelle 7 aufgefuhrten VVolumina der
entsprechenden Substanzen zusammen.

Tabelle 7: Zusammensetzung der Testlésung

Analyt Konzentration Referenz | Volumen Referenz
[mg/mL] [uL]

Amphetamin-d5 1,0 5
Amphetamin 1,0 5
Methamphetamin-d5 1,0 5
Methamphetamin 1,0 5
MDA-d5 1,0 5
MDA 1,0 5
MDMA-d5 1,0 5
MDMA 1,0 5
MDEA-d5 1,0 5
MDEA 1,0 5
MBDB-d5 0,1 50
MBDB 1,0 5
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3.2 Analytische Methode

3.2.1 Probenvorbereitung

In einem Reagiergeféal (2 mL) wurden 250 uL Probenmaterial vorgelegt. AnschlieBend wurden
25 pL Interner Standard hinzugegeben und fur finf Sekunden geschuttelt. Danach wurde 250
uL 0,1 M Natronlauge hinzupipettiert und fir 10 Sekunden geschdittelt. Abschlie3end wurden
1,2 mL Ethylacetat hinzugegeben und fiir 30 Sekunden geschittelt. Jetzt wurden die Probe bei
14000 rpm fur funf Minuten zentrifugiert. Wahrenddessen wurden 50 uL 0,1 M Salzséure (in
Isopropanol) in einem 1,5 mL Glasschraubflaschchen vorgelegt und danach der komplette
organische Uberstand uberfihrt und fir 20 Minuten bei 30°C mittels Stickstoff vollstindig
eingeengt. AnschlieBend wurden 50 uL Ethylacetat und 50 uL. PFPA hinzugegeben, das
Flaschchen mit einem Schraubdeckel verschlossen und fir funf Sekunden geschiittelt. Die
Probe wurde dann fir funf Minuten bei 385 W (Programm: Med) in einer Mikrowelle
derivatisiert. Nachdem die Probe auf Raumtemperatur abgekihlt war, wurde der Schraubdeckel
entfernt und der Extrakt fur 10 Minuten bei 30°C mittels Stickstoff eingeengt. Zum Schluss
wurde die Probe in 60 puL Dichlormethan aufgenommen, mit einem Schraubdeckel verschlossen
und fir finf Sekunden geschuttelt. Diese 60 uL wurden nun in ein 200 uL Glasinsert tberfihrt,
mit einer Bordelkappe verschlossen und in einem Teflon-Glasinsert-Halter eingesetzt. Die
Probe konnte jetzt auf dem Autosampler positioniert werden.

3.2.2 GC/MS Bedingungen

Die Experimente wurden mit einem GC/MS der Firma Agilent, bestehend aus einem 7890 GC
System, 7693 Autosampler und einem 5977A MSD Massenanalysator durchgefihrt. Die
chromatographische Trennung erfolgte auf einer Agilent HP — 5MS Kapillarsdule (30 m, 0,25
mm Innendurchmesser, 0,25 um Filmdicke). Die weiteren Analysebedingungen sind in Tabelle
8 gelistet.

Tabelle 8: Geréteeinstellung der validierten Methode

Parameter Einstellung
Injektionstemperatur 260 °C
MSD Transfer Line 285 °C
Saulenofentemperatur 50 °C
Ofenprogramm 50 °C halten fur 1 Minute

13 °C / Minute auf 160 °C
5 °C / Minute auf 250 °C
20 °C / Minute auf 300 °C und anschlieRend fiir 1 Minute halten

Post Run 300 °C halten fur 2 Minuten
Druck 7,5103 psi
Séulenfluss 1 mL / Minute
Flow Control Mode Contant Flow
Aufzeichnungsmodus SIM
Laufzeit 30,9 Minuten
Injektionsvolumen 1 uL
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Die zur Identifizierung herangezogenen lonen wurden durch Injektion der Derivatisierten
Reinsubstanzen im SCAN-Modus erhalten (Abbildung 15). Die erhaltenen Massenspektren
wurden mit Literaturdaten verglichen und auf Plausibilitat hinsichtlich ihrer Fragmentierung

uberpraft.

mLTCF,CF,
N

|

sallifon

m/z 91 m/z 118

91.0
118.0

m/z 295

+

HC CF,CF,

T

o

m/z 160

160.0

T
H}C-\é/N CF,CF;
¢ \[(

e}

m/z 204

2040
Z04

A TR T ‘\‘ .
).00 100.00 110.00 120.00 130.00

PRI
140.00 150.00

160.00 170.00 180.00 190.00 200.00  210.00

Abbildung 15: Massenspektrum von Methamphetamin-PFP ( geméaR [40])

Die daraus gewonnen lonen sind in Tabelle 9 aufgefiihrt.

Tabelle 9: lonen zum Nachweis der PFPA-Derivate

Analyt Target-lon | Qualifier-lon 1 | Qualifier-lon 2
Amphetamin-d5 194 123 --
Amphetamin 190 118 117
Methamphetamin-d5 208 163 --
Methamphetamin 204 160 118
MDMA-d5 208 344 --
MDMA 204 339 160
MDA-d5 167 330 --
MDA 162 325 135
MDEA-d5 223 358 --
MDEA 218 353 190
MBDB-d5 222 163 --
MBDB 218 160 353
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3.2.3 ldentifizierungskriterien

Die zweifelsfreie Identifizierung eines Analyten stellt die Basis aller daraus folgenden
Erhebungen und muss somit stets gewahrleistet sein. In Abhéangigkeit des verwendeten
analytischen Messinstrumentes und der gewéhlten Detektionstechnik sind dabei verschiedene
Anforderungen zu berlcksichtigen. Die hier zu realisierende Validierung wird mit Hilfe einer
gaschromatographischen Methode gekoppelt an ein (Quadrupol-)Massenspektrometer durch
ElektronenstoRionisation im SIM-Modus (Selected lon Monitoring) durchgefihrt. In diesem
Modus wird der Massenanalysator so gesteuert, dass nur die analytisch relevanten lonen
betrachtet werden, welches einen positiven Effekt auf Empfindlichkeit und Peakform hat [9].

Der Abgleich der Retentionszeit eines Analyten aus einer Referenzprobe mit der Retentionszeit
aus einer unbekannten Probe wird als eingehendes  chromatographisches
Identifizierungskriterium verwendet. Da fur jede zu validierende Substanz jedoch der
deuterierte interne Standard vorliegt, wird die relative Retentionszeit des Analyten im
Verhéltnis zum internen Standard im Vergleich zu einer Referenzprobe betrachtet. Die zu
tolerierende prozentuale Abweichung betragt +1 % [41].

Die massenspektrometrische ldentifikation erfolgt tber die Bestimmung von mindestens drei
charakteristischen lonen fur den Analyten respektive zwei fir seinen deuterierten internen
Standard, wobei die einzelnen Fragmentionen nach Mdoglichkeit das gesamte Molekil
beschreiben sollten. Das in der Regel signalstarkste lon wird zur Quantifizierung verwendet
und folgend als Quantifier bezeichnet. Die beiden weiteren lonen dienen der Verifizierung und
werden als Qualifier betitelt. Alle Signale mussen sich um den Faktor drei vom Untergrund
abheben und sollten eine symmetrische Peakform aufweisen [41].

Die finale Identifizierung erfolgt jetzt Uber das Verhaltnis zwischen dem Quantifier und zwei
weiteren Qualifiern, wobei das Signal des Quanitifieres 100 % entspricht. Auch hier werden
die Verhéltnisse zum Abgleich einer entsprechenden Referenzprobe entnommen. Die erlaubten
Toleranzen sind Tabelle 10 zu entnehmen.

Tabelle 10: Toleranzen der relativen Intensititen von lonen (verandert nach [41])

relative lonenintensitat | akzeptierte Toleranz
[%0] [%0]
> 50 20
> 20-50 20
> 10-20 25
<10 50
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3.3 Methodenvalidierung

Die regelméRige Anforderung einer analytischen Methode zum Nachweis eines oder mehrerer
Analyten in einer gegebenen Matrix erfordert eine vollumféngliche Validierung. Das Ausmaf
dieser wird durch die Richtlinien der GTFCh festgelegt und umfasst relevante Prifpunkte wie
Selektivitat, Linearitat der Kalibration, Genauigkeit, Stabilitdt, Analytische Grenzen und
Wiederfindung. Im Folgenden sollen die einzelnen Prufpunkte erldutert, die zum Bestehen zu
erfullenden Kriterien genannt werden und die theoretisch als dann auch praktisch
gegebenenfalls abweichend durchgefiihrte Bestimmung beschrieben werden.

3.3.1 Selektivitat und Spezifitat
Erlauterung

Die Fahigkeit einer Methode, mehrere Analyten parallel, ohne gegenseitige Beeinflussung und
auch unter Anwesenheit endogener und / oder exogener Verbindungen stérungsfrei und
eineindeutig zu detektieren, wird als Selektivitat bezeichnet. Hingegen beschreibt die Spezifitat
die Identifizierung eines Analyten oder einer Substanzklasse ohne Verféalschung durch andere
in einer Probe vorhandene Komponenten [34].

Kriterien

Bei keinem der hier durchzufhrenden Experimente dirfen keine Stérungen in der Nahe des
Analyten auftreten [8]. Derlei Matrixbestandteile kdnnen zu einer Verfélschung der Peakflache
fuhren und somit zu fehlerbehafteten Messwerten. Interferenzen dieser Art kdnnen zum
Beispiel in Form von Co-Eluierenden Peaks auftreten.

Theoretische Bestimmung

Es missen mindestens sechs Leerproben (Leermatrix ohne internen Standard) aus zwei
verschiedenen Chargen und zwei Nullproben (Leermatrix mit internen Standard) untersucht
werden. Weiterhin sollen Leerproben mit in authentischen Proben zu erwartenden Substanzen
versetzt und gemessen werden, besser jedoch authentische Proben, die die entsprechenden
Verbindungen bereits enthalten. Die Verwendung von authentischem Probenmaterial hat den
Vorteil, dass hier méglicherweise nicht kommerziell erhéltliche und interferenzverursachende
Metaboliten, also aus dem Stoffwechsel resultierende oder im Stoffwechsel umgesetzte
Produkte enthalten sind [8].

Praktische Bestimmung

Es wurden folgende Proben vermessen, um den Einfluss eventueller Stérungen durch
Matrixkomponenten oder anderer Substanzen festzustellen: zehn verschiedene Serumproben
ohne Analyten und ohne Internem Standard, zehn verschiedene Serumproben ohne Analyten
und mit Internem Standard, zehn verschiedenen Serumproben mit hohen Konzentrationen der
folgenden Substanzen und Substanzklassen: Kokain, Opiate, THC, Methadon und flnf
verschiedenen kommerziell erhdltlichen Serum Kontrollen (Chromsystems und Recipe) mit
hohen Konzentrationen verschiedener Analyten der folgenden Substanzklassen:
Antidepressiva, Benzodiazepine, Antiepileptika, Antiarrhytmika, Neuroleptika.
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3.3.2 Linearitat der Kalibration

Erlauterung

Die Linearitdt einer Kalibration ist dann gegeben, wenn in einem definierten
Konzentrationsbereich eine direkte Proportionalitdt zwischen dem Analytsignal und der
Analytmenge vorzufinden ist. Dieser Bereich muss zwingend den Arbeitsbereich einschlielen.
Der Arbeitsbereich selbst soll dabei etwaige Entscheidungsgrenzen, therapeutische Bereiche,
in jedem Fall aber zu erwartende Konzentrationen von Realproben inkludieren. Das
anzuwendende mathematische Modell entspricht einer linearen Regression:

y=m-x+n (Gl 1)
] y-Achsenabschnitt (entspricht der SignalgroRe)

[m] Steigung (entspricht der Empfindlichkeit)

[x] x-Achsenabschnitt (entspricht der Konzentration)

[n] Achsenabschnitt (entspricht einem Blindwert)

Die sich daraus ergebende Kalibrierfunktion unter Verwendung eines internen Standards lautet
wie folgt:

M4 —m.-HAgp (Gl. 2)
Yi Xi

[v4] y-Achsenabschnitt des Analyten

il y-Achsenabschnitt des internen Standards

[m] Steigung (entspricht der Empfindlichkeit)

[x4] x-Achsenabschnitt des Analyten

[x:] x-Achsenabschnitt des internen Standard

[n] Achsenabschnitt (entspricht einem Blindwert)

Kriterien

Als Ausreier werden Messpunkte bezeichnet, die sich numerisch signifikant von den
restlichen Messwerten einer Messreihe unterscheiden. Mit Hilfe des Grubbs-Tests kénnen
diese erkannt werden, wobei zwei Niveaus berticksichtigt werden. Liegt ein Messwert auf dem
95 %-Signifikanzniveau so handelt es sich um einen Straggler. Dieser darf eliminiert werden,
wenn die Ursache seiner Abweichung erklart werden kann. Ist dies nicht der Fall, so darf eine
Eliminierung nur erfolgen, wenn der Wert auch auf dem 99 %-Niveau signifikant ist [8]. Die
Ermittlung kann folgendermalRen beschrieben werden, wobei die bestimmte Priifgrofie mit
Tabellenwerken verglichen wird, die das Signifikanzniveau sowie die Anzahl der Messwerte
beriicksichtigen:
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PG == (GI.3)
[PG] PrufgroRe

[x] Messwert mit der gréBten Abweichung vom Mittelwert

[x] Mittelwert

[s] Standardabweichung

Ein weiter zu prufendes Kriterium ist der Cochran-Test auf Varianzhomogenitat. Dieser
untersucht die Homogenitat der Varianzen zwischen den Messwerten und den einzelnen
Kalibrationspunkten. Bei Nichterfillung muss der Kalibrationsbereich eingeschrénkt oder ein
gewichtetes Kalibrationsmodell mit Wichtungsfaktoren herangezogen werden, wiirden doch
die oberen Kalibrationspunkte ibermalRig bertcksichtigt und die Richtigkeit im unteren Bereich
beeintrachtigt [8]. Auch hier wird der ermittelte Wert mit tabellierten Werten verglichen:

s2

C = Z{Lis? (Gl. 4)
[C] Cochran fir die Datenreihe j

[si] Standardabweichung der Datenreihe |

[s;] Standardabweichung der Datenreihe i

[n] Anzahl der Bestimmungen

Der F-Test auf Linearitat (Mandeltest) prift, ob die Anwendung einer quadratischen
Regression signifikant besser ist als die einer linearen Regression. Hierflr werden die Quadrate
der Reststandardabweichung aus 1. und 2. Ordnung verwendet. Bei Erfiillung kann mit einem
linearen Kalibrationsmodell gearbeitet werden [8].

Theoretische Bestimmung

Hierfir werden wenigstens funf von Null verschiedene Konzentrationen gewahlt und mit
Leermatrix versetzt. Dabei gilt, dass der niedrigste Kalibrator groRer oder gleich der
Bestimmungsgrenze sein muss. Die einzelnen Kalibratoren werden dann sechsmal vermessen

[8].

Praktische Bestimmung

Es wurde eine 10-Punkt-Kalibration mit Kalibratoren aus gespiktem Negativserum in sechsfach
Bestimmung fur Amphetamin, Methamphetamin, MDMA, MDA, MDEA und MBDB
verwendet. In Tabelle 11 finden sich die einzelnen Konzentrationen sowie die zu verwendenden
Volumen an analytfreien Serum und Stammlésung fur Herstellung von je 1 mL Material pro
Kalibrator.
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3.3.3 Genauigkeit

Der Begriff Genauigkeit beherbergt systematische und zuféllige Fehler. Er stellt einen
Oberbegriff fir Richtigkeit und Prazision dar und beschreibt somit das Ausmal der
Ubereinstimmung zwischen einem als wahr angenommenen und dem ermittelten Messwert

[34].

3.3.3.1 Richtigkeit

Tabelle 11: Volumenangaben zur Herstellung der Kalibrationsgeraden

Kalibrator Konzentration | Volumen Serum SL Volumen SL
[ng/mL] [HL] [mg/mL] [uL]
1 10 990 0,001 10
2 15 985 0,001 15
3 20 980 0,001 20
4 50 995 0,01 5
5 70 993 0,01 7
6 150 985 0,01 15
7 300 970 0,01 30
8 600 994 0,1 6
9 800 992 0,1 8
10 1000 990 0,1 10

Erlauterung

Die Abweichung zwischen Mittelwert und Sollwert wird als Richtigkeit bezeichnet [34]. Der
Einfluss durch systematischen Fehler auf diese wird als Bias ausgedriickt. Jener beschreibt die

Differenz zwischen einem Messergebnis und einem Sollwert mit folgender Gleichung:

Bias = x%‘ 100%

[Bias] systematischer Fehler
[x] Mittelwert

[u] Sollwert

Kriterien

Es sind nur Bias-Wert von = 15 % beziehungsweise + 20 % nahe der Bestimmungsgrenze zu

tolerieren [8].
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Theoretische Bestimmung

Aus so verfugbar kommerziellen Kontrollen bei nicht weniger als zwei, besser drei
Konzentrationen, die den gesamten Kalibrationsbereich abdecken, missen Aliquote
(Teilproben der Gesamtprobe) gebildet und unter Gewéhrleistung der Stabilitat entsprechend
gelagert werden. Die hergestellten Qualitatskontrollproben werden jetzt zumindest in
Doppelbestimmung an nicht weniger als acht Tagen analysiert [8].

Praktische Bestimmung

Fur die Ermittlung wurden drei kommerziell erhéltliche Serum-Kontrollproben (Medichem,
ACQ Science) eingesetzt. Die Messungen fiir jede der drei Kontrollproben wurde in sechsfach
an Tag eins und dreifach Bestimmungen Tag zwei bis acht an verschiedenen Werktagen von
derselben Person an einem Gerét durchgefihrt (jeweils n = 27) und wurden mit einer
Mehrpunkt-Kalibration ausgewertet.

3.3.3.2 Prazision

Die Prazision ist ein Mal fur die Streuung von Analysenergebnissen um einen Mittelwert. Sie
dient somit der Beschreibung zufalliger Fehler [34]. Es existieren verschiedene Arten der
Préazisionsbestimmung wie Vergleichsprazision, Wiederholprazision oder Laborprézision. Bei
der hier durchgefuhrten Validierung werden jedoch nur die beiden zuletzt genannten erfasst.
Die Prazision kann mit Hilfe der Standardabweichung beziehungsweise relativen
Standardabweichung wie folgend ausgedruickt werden:

Srel = % (Gl. 6)
/zz;l(xi—»-c)z
n-1
Srel = - (GL.7)
[Sre] relative Standardabweichung
[s] Standardabweichung
[x] Mittelwert
[n] Anzahl der Bestimmungen
[x:] Messwert der i-ten Bestimmung
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3.3.3.2.1 Wiederholprazision
Erlauterung

Die Wiederholprazision wird durch die Verwendung derselben Methode, an einem Gerét, durch
einen Analytiker, mit identischem Probenmaterial innerhalb eines kurzen Zeitintervalles erfasst
[34]. Berechnet werden kann diese unter Zuhilfenahme der Wiederholvarianz folgendermafen

[8]:

st

RSD, = g 100% (Gl. 8)
\/Zlezﬁﬂ(xik-fi)z

RSD, = - 100% (Gl. 9)

[RSD,] Wiederholprézision

[s/] Wiederholvarianz

[x] Mittelwert

[p] Anzahl der Tage

[n] Anzahl der Wiederholbestimmungen pro Tag

[xik] k-te Bestimmung am i-ten Tag

[x:] Mittelwert der n Bestimmungen am i-ten Tag

Kriterien

RSD-Werte von < 15 % respektive <20 % an der Bestimmungsgrenze sind akzeptabel [8].

Theoretische Bestimmung

Die Wiederholprazision wird parallel im Experiment zur Bestimmung der Richtigkeit ermittelt.

Praktische Bestimmung

Die praktische Bestimmung muss wie die theoretische Bestimmung nicht separat durchgefiihrt
werden und wird ebenfalls bereits im Kapitel Richtigkeit erldutert.
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3.3.3.2.2 Laborprazision (tagesverschieden)

Erlauterung

Die Laborprazision ahnelt der Wiederholprézision sehr stark, erlaubt jedoch die Variation eines
Parameters wie Analytiker oder Gerét. Bei der hier durchzufihrenden tagesverschiedenen
Laborprézision wird jedoch nur die Zeit, das heifst der Tag der Analyse verandert [8]. Die
mathematische Beschreibung erfolgt durch folgende Gleichung:

st+s2
RSDy = ~——-100% (Gl. 10)
P (%-%)°
=
RSD; = p +100% (Gl. 11)
[RSD] tagesverschiedene Laborprézision
[s¢] Varianz zwischen den Tagen
[s/] Wiederholvarianz
[x] Mittelwert
[x;] Mittelwert der n Bestimmungen am i-ten Tag
[p] Anzahl der Tage
[n] Anzahl der Wiederholbestimmungen pro Tag
Kriterien

RSDt-Werte von < 15 % respektive < 20 % an der Bestimmungsgrenze gelten als akzeptabel

[8].

Theoretische Bestimmung

Analog der Wiederholprazision wird auch die Laborprazision im Experiment zur Bestimmung
der Richtigkeit ermittelt.

Praktische Bestimmung

Erneut kann auch hier auf die praktische Bestimmung der Richtigkeit verwiesen.
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3.3.3.2.3 Gemeinsames Akzeptanzintervall fur Bias und Prazision

Erlauterung

Die unter Richtigkeit (Bias) und Laborprazision (RSDt) bestimmten Werte werden in
Kombination als 95 % B-Toleranzintervall ausgedriickt. Der folgende Zusammenhang gilt nur,
wenn die Anzahl der Wiederholbestimmungen fir alle Tage gleich ist [8]:

. ’ 1

Lu = BlaS - tf;0'975 ) 1 + p-n-BZ " RSDT (GI 12)
. ’ 1

LO = BlaS + tf;0'975 " 1 + p-n-BZ ) RSDT (GI 13)

(R+1)2
f= ") 2 (Gl. 14)
p—nl -‘-17-1111
st
R=% (Gl. 15)
R+1
B= |— (Gl. 16)
[Ly] untere Grenze des 95 % B-Toleranzintervall
[Lo] obere Grenze des 95 % B-Toleranzintervall
[Bias] systematischer Fehler

[tf,0,075] 97,5 %-Perzentil der t-Verteilung bei f Freiheitsgraden

[p] Anzahl der Tage

[n] Anzahl der Wiederholbestimmungen pro Tag

[B] HilfsgroRe zur Berechnung des 95 % B-Toleranzintervall
[f1 Anzahl der Freiheitsgrade

[RSD] tagesverschiedene Laborprézision

[R] HilfsgroRRe zur Berechnung der Anzahl der Freiheitsgrade
[s¢] Varianz zwischen den Tagen

[5,] Wiederholvarianz

Kriterien

Das 95 % B-Toleranzintervall darf innerhalb eines Akzeptanzintervalls von + 30 %
beziehungsweise + 40 % nahe der Bestimmungsgrenze liegen [8].
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Theoretische Bestimmung

Die Bestimmung der einzelnen Grolzen sind den entsprechenden Kapiteln zu entnehmen.

Praktische Bestimmung

Fur die Bestimmung des 95 % B-Toleranzintervall bedarf es abermals keinem eigenstandigen
Experiment.

3.3.4 Analytische Grenzen

Zur Charakterisierung der Empfindlichkeit eines analytischen Verfahrens gehoren
Nachweisgrenze, Erfassungsgrenze und Bestimmungsgrenze. Da die Richtlinien der GTFCh
[8] nur die Nachweis- und Bestimmungsgrenze vorsieht, wird die Erfassungsgrenze nicht
ermittelt.

3.3.4.1 Nachweisgrenze
Erlauterung

Die Konzentration eines Analyten in einer Probe, bei der die Nachweiswahrscheinlichkeit 50
% betragt, diesen unter Einhaltung von Identifizierungskriterien und mit einer definierten
statistischen Aussagesicherheit qualitativ sowie unterscheidbar von einer Nullprobe
nachzuweisen wird als Nachweisgrenze (LOD , Limit of Detection) bezeichnet. Die
Bestimmung dieser kann uber das Signal-Rausch-Verhaltnis oder nach DIN 32645 [42]
erfolgen, wobei letztere Anwendung findet [8]:

XnG = Suy " trot |-+ (Gl. 17)

[Xne] Nachweisgrenze

[Sx,] Verfahrensstandardabweichung

[tr.al Quantil der t-Verteilung

[m] Anzahl der Messungen

[n] Anzahl der Kalibrationsniveaus

[x] Mittelwert

[Q,] Summe der Abweichungsquadrate

[a] Signifikanzniveau (Fehler 1. Art, a.=0,1)
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Kriterien

Grundlegend ist zu prufen, ob die ermittelte Nachweisgrenze hinreichend niedrig ist, um den
Bestimmungszweck der Methode zu erfiillen. Weiterhin muss eine eindeutige Identifizierung
gewahrleistet sein [8].

Theoretische Bestimmung

Es mussen zumindest finf Kalibratoren durch Aufstocken von Leermatrix hergestellt werden.
Die Konzentrationsniveaus sollten dabei daquidistant und im Bereich der erwarteten
Nachweisgrenze liegen. Weiterhin darf die Konzentration des héchsten Kalibrators maximal
das Zehnfache der errechneten Nachweisgrenze sein. Es erfolgt eine Einfachbestimmung. Die
erhaltenen Peakflachenverhéltnisse aus Analyt und internen Standard des schwachsten lons
werden gegen die Konzentrationen der Kalibratoren aufgetragen. Die Nachweisgrenze wird
Uber eine lineare Regression bestimmt [8].

Praktische Bestimmung

Mit Referenzmaterial wurde Negativpoolserum mit den Analyten in &quidistanten
Konzentrationen angesetzt und in einfach Bestimmung analysiert, dabei wurden 20 Punkte mit
folgenden Konzentrationen gewahlt: 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20 ng/mL.

3.3.4.2 Bestimmunsgrenze

Erlauterung

Mit einer Nachweiswahrscheinlichkeit von 100 % und unter Einhaltung der Kriterien zur
Bestimmung der Nachweisgrenze stellt die Bestimmungsgrenze (LOQ, Limit of
Quantification) die Konzentration eines Analyten in einer Probe dar, ab der quantitative
Aussagen getroffen werden kdnnen. Die Ermittlung der Bestimmungsgrenze kann anhand von
Bias- und Prazisionsdaten oder nach DIN 32645 [42] erfolgen, wobei hier die Erfassung nach
DIN vorgesehen ist:

XBazk-sxo-tf,a-\/i+%+% (Gl. 18)
X5l Bestimmungsgrenze

[k] relative Ergebnissunsicherheit (k = 3)

[Sx,] Verfahrensstandardabweichung

[tral Quantil der t-Verteilung

[m] Anzahl der Messungen

[n] Anzahl der Kalibrationsniveaus

[x] Mittelwert
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[Qx] Summe der Abweichungsquadrate

[a] Signifikanzniveau (Fehler 1. Art, .= 0,01)
8] Wahrscheinlichkeit (Fehler 2. Art)

[Xne] Nachweisgrenze

Kriterien

Es liegen identische Kriterien wie bei der Bestimmung der Nachweisgrenze vor. Ferner gilt,
dass die Bestimmungsgrenze die Nachweisgrenze nicht unterschreiten darf. Ist dies dennoch
der Fall, so wird die Nachweisgrenze auch die Bestimmungsgrenze [8].

Theoretische Bestimmung

Die Bestimmungsgrenze wird im Experiment zur Bestimmung der Nachweisgrenze ermittelt.
Es werden jedoch die Peakflachenverhéltnisse aus Analyt und internen Standard des starksten
lons gegen die Konzentrationen der Kalibratoren aufgetragen [8].

Praktische Bestimmung

Auch hier muss die praktische Bestimmung nicht isoliert durchgefuhrt werden und wird bereits
im Kapitel der Nachweisgrenze beschrieben.

3.3.5 Stabilitat

Erlauterung

In der forensisch-toxikologischen Analytik beschreibt die Stabilitdit die chemische
Bestandigkeit eines Analyten in einer gegebenen Matrix unter bestimmten Bedingungen fur
gegebene Zeitintervalle. Hierbei zu betrachten ist die Stabilitdt eines Analyten von der
Probennahme bis zur Analyse, die Einfrier- und Auftaustabilitat unbearbeiteter Proben, die
Langzeitstabilitat sowie die Stabilitat aufgearbeiteter (derivatisierter) Proben. Liegt bereits
Literatur vor, die mit Stabilitatsdaten diese hinreichend beschreibt, kann die Durchflihrung der
ersten drei Prifpunkte vernachlassigt werden. Da die Stabilitdt aufgearbeiteter (derivatisierter)
Proben jedoch methodenabhangig ist, muss diese zwingend geprift werden [8].

Kriterien

Die maximal zu akzeptierende Signalab- beziehungsweise Signalzunahme betragt £ 15 %
respektive £ 20 % nahe der Bestimmungsgrenze und unter Verwendung deuterierter Interner
Standards + 25 % [8].
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Theoretische Bestimmung

Es durfen nicht weniger als sechs Bestimmungen bei jeweils zwei Konzentrationen aus
idealerweise kommerziellen Material untersucht werden. Diese mussen den Arbeitsbereich
abdecken. Hierbei werden alle Proben gleichzeitig aufgearbeitet, die entsprechenden
Konzentrationsniveaus vereint und auf sechs Aliquote verteilt. Die aufgearbeiteten Proben
werden dann in gleichmé&Bigen Abstanden injiziert, wobei die Intervalle den Zeitraum einer
regularen Analysenserie beriicksichtigen sollen. Die gemessenen Peakflachen werden dann
gegen die einzelnen Zeitpunkte der entsprechenden Konzentration aufgetragen und via linearer
Regression ausgewertet [8].

Praktische Bestimmung

Die Stabilitdt wurde bei zwei verschiedenen Konzentrationen mit kommerziellen
Kontrollmaterial (ACQ Science) ermittelt. Die Proben wurden aufgearbeitet und nach 10, 20,
30, 40, 50 und 70 h injiziert.

3.3.6 Wiederfindung

Erlauterung

Die Extraktion eines Analyten aus einer Matrix in ein Loésungsmittel kann mitunter
unvolistandig sein. So konnen Verluste durch Transferschritte im Rahmen der
Probenaufarbeitung auftreten, als auch der analytisch methodische Kompromiss mehrere
strukturchemisch unterschiedliche Verbindungen parallel zu Erfassung ursachlich sein. Die
Leistung einer Extraktion wird mit Hilfe der Wiederfindung bestimmt. Hierbei werden die
Signale einer mit dem Analyten versetzten Matrixprobe mit denen einer nicht extrahierten
Originallésung verglichen. Von Extraktionsausbeute wird gesprochen, wenn der Analyt einen
Derivatisierungsschritt durchlauft und die zu vermessenden Derivate nicht als Reinsubstanz
vorliegen. Diese beruicksichtigt den gesamten Transfer des Analyten in den priméaren Extrakt
und wird folgendermafen ermittelt:

W =22-100% (GI. 19)
L

(W] Wiederfindung

[xm] Peakflachenverhéltnissmittelwert der Matrixproben

[x.] Peakflachenverhaltnissmittelwert der Losungsmittelproben

Kriterien

Die Extraktionsausbeute muss > 50 % betragen [37].
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Theoretische Bestimmung

Als minimale Anforderung sollten sechs Analysen bei niedrigen und hohen Konzentrationen,
so erhéltlich aus kommerziellem Material durchgefuhrt werden, bei denen der interne Standard
und der Analyt erst nach der Extraktion hinzugegeben werden. Weitere sechs Messungen
werden bei den identischen Konzentrationsniveaus durchgefiihrt, jedoch wird jetzt der Analyt
vor und der interne Standard nach der Extraktion hinzugegeben. Die so erhaltenen
Peakflachenverhaltnisse (Analyt und Interner Standard) kdnnen anschlielfend miteinander
verglichen werden [8].

Praktische Bestimmung

Die Wiederfindung wurde ermittelt, in dem sechs Matrixproben der normalen Aufarbeitung
unterzogen wurden, jedoch der interne Standard einmal vor der Extraktion und einmal nach der
Extraktion hinzugefiigt wurde. Die nach Aufarbeitung der Matrixproben und Zugabe des
Internen Standard erhaltenen Peakflachenverhéltnisse wurden mit den Peakflachenverhaltnisse
der gespikten Lésemittelproben in Beziehung gesetzt.

3.3.7 Messunsicherheit
Erlauterung

Ein analytischer Prozess ist per se mit einer Unsicherheit verknupft, wobei die GroRe dieser
durch verschiedene Faktoren beeinflusst wird. Mdgliche Ursachen resultieren aus Fehlern
wahrend der Probennahme und dem Probentransport, den Lagerungsbedingungen vor der
eigentlichen Analyse, aber auch Pipettierfenler und die Robustheit beziehungsweise
Leistungsfahigkeit des Analysensystems spielen dabei eine Rolle. Wenngleich der Einfluss des
jeweiligen Unsicherheitsbetrages unterschiedlich grof3 sein kann. Dies fiihrt dazu, dass auch
unter genormten Bedingungen die Mehrfachbestimmung einer Probe nur im Einzelfall zu einem
identischen Ergebnis fuhrt. Infolgedessen unterliegt der finale Messwert einer Streuung, die als
Messunsicherheit bezeichnet wird [43]. Die Bestimmung kann Uber die Schédtzung durch
zertifiziertes Referenzmaterial oder 0ber die Schatzung durch Ringversuche und ein
Referenzmaterial erfolgen [44], wobei letztere Anwendung findet und sich wie folgt berechnet

[8]:

U=k-u(y) (Gl. 20)
. 2 2
U=k- J (RMSBias)? + (u(Cref))” + (w(RSDpy)) (Gl. 21)
)]
3 ¥(1009%-=2 m spr\2
u=k- || [P ] + (100% - %) (Gl. 22)
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[Bias] Abweichung des Messwertes vom Ringersuchswert

[k] Erweiterungsfaktor
[m] Anzahl der Ringversuche
[p] Mittlere Anzahl der teilnehmenden Laboratorien

[RMSBias] Unsicherheitsbeitrag durch die Unrichtigkeit der Messung

[spk] Standardabweichung fur die Messung des Kontrollmaterials Uber die Messtage
[srv] Standardabweichung im Ringversuch (Vergleichsstandardabweichung)

[SW] Sollwert im Ringversuch

[U] Erweiterte Messunsicherheit

[u(Cref)]  Unsicherheitsbeitrag durch die im Ringversuch ermittelten Sollwerte
[u(RSDpk)] Unsicherheitsbeitrag durch die Laborprazision (tagesverschieden)

[u(y)] Kombinierte Messunsicherheit

Kriterien

Da die Richtlinien der GTFCh keine maximal zuléssige Messunsicherheit vorgibt, wird diese
mit < 30 % eigenstandig festgelegt.

Theoretische Bestimmung

Die Ermittlung der Messunsicherheit erfolgt Gber Richtigkeit und Laborpréazision. Fir den
Richtigkeitsanteil dirfen nicht weniger als funf aufeinanderfolgende Ringversuche verwendet
werden. Zur Bestimmung des Prazisionsanteils miissen zehn niedrige Konzentrationsniveaus
analysiert werden, die tagesverschieden untersucht wurden. Zur Auswertung wird das durch die
GTFCh bereitgestellte Excel-Tabellenmakro Messunsicherheit [45] verwendet.

Praktische Bestimmung

Zur Berechnung des Richtigkeitsanteils wurden funf beziehungsweise sechs bestandene
Ringversuchsauswertungen herangezogen. Hierfir wurden folgende Ringversuche
(ARVECON) eingesetzt: BTMF3/17-A, BTMF3/17-B, BTMF1/18-A, BTMF1/18-B,
BTMF2/18-A, BTMF3/18-A. Da fur MBDB keine Ringversuche zu Verfiigung standen,
wurden hier funf Werte vom mittleren Kontrolllevel und funf Werte vom hohen Kontrolllevel
verwendet. Zur Berechnung des Prazisionsanteils wurden die ersten zehn Werte der
Genauigkeitsbestimmung der  Qualitatskontrollprobe vom niedrigsten  Kontrolllevel
herangezogen.
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4 Auswertung und Ergebnisse

4.1 Selektivitat und Spezifitat

Die Untersuchung der Leeproben ergab keine Hinweise auf eine Stérung durch endogene
Matrixbestandteile. Es konnten zwar vereinzelt Signale in der Nahe der Analyten beobachtet
werden, diese eluierten jedoch nicht zum Zeitpunkt der Substanzen und betrafen maximal ein
zu untersuchendes lon je Analyt. Weiterhin waren die Nullproben analytfrei was darauf
schlieBen lasst, dass der undeuterierte Anteil in den internen Standards sehr gering
beziehungsweise mit dieser Methode nicht nachweisbar ist. Darliber hinaus konnte keine die
internen Standards betreffenden Interferenzen entdeckt werden. Das Verhalten der
Nachweisionen zeigt Abbildung 16 am Beispiel von MDMA / -d5 in den einzelnen
Testsituationen.

PdTestlosung |

1

“fLeerprobe

Abbildung 16: Chromatogramme unterschiedlicher Testsituationen

Dartiber hinaus konnte mit Hilfe der weiteren Experimente eine potentielle Stérung durch die
folgenden Substanzklassen beziehungsweise Substanzen ausgeschlossen werden:

Antiarrhythmika: Acebutolol, Ajmalin, Amiodaron, Desethylamiodaron, Aprindin,
Atenolol,  Bisoprolol, Diltiazem, Disopyramid,  Dronedaron,
Debutyldronedaron, Flecainid, Flunarizin, Gallopamil, Lidocain,
Metoprolol,  Mexiletin,  Propafenon,  Propranolol,  Chinidin,
Hydrochinidin, Sotalol, Tocainid, Verapamil, Norverapamil

Antidepressiva: Agomelatin, Atomoxetin, Bupropion, erythro-Dihydro-Bupropion,
threo-Dihydro-Bupropion, Citalopram, Clomethiazol,
Desmethylcitalopram, Desmethylfluoxetin, Desmethylmianserin,
Desmethylmirtazapin, Desmethylsertralin, O-Desmethyltramadol, O-
Desmethylvenlafaxin, Dosulepin, Duloxetin, Fluoxetin, Fluvoxamin,
Guanfacin, Hydroxybupropion, Methylphenidat, Mianserin,
Milnacipran, Mirtazapin, Moclobemid, Nefazodon, Opipramol,
Paroxetin, Reboxetin, Ritalinsdure, Sertralin, Tianeptin, Tramadol,
Tranylcypromin, Trazodon, Venlafaxin, Vortioxetin
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Antiepileptika:

Benzodiazepine:

Cannabinoide:

Kokain:

Neuroleptika:

Opiate / Opioide:

Carbamazepin, Carbamazepin-10,11-epoxid, 10,11-
Dihydroxycarbamazepin, 10-OH-Carbamazepin, Ethosuximid,
Felbamat, Gabapentin, Lacosamid, Lamotrigin, Levetiracetam, N-
Desmethylmesuximid, Oxcarbazepin, Phenobarbital,
Phenylethylmalonamid, Phenytoin, Pregabalin, Primidon, Rufinamid,
Stiripentol, Sultiam, Theophyllin, Tiagabin, Topiramat, Valproinsaure,
Vigabatrin, Zonisamid

7-Aminoclonazepam,  7-Aminoflunitrazepam, 7-Aminonitrazepam,
Alprazolam, Bromazepam, Brotizolam, Chlordiazepoxid, Clobazam,
Clonazepam, Demoxepam, Desalkylflurazepam,
Desmethylflunitrazepam, Diazepam, Estazolam, Flunitrazepam,
Flurazepam, o-Hydroxyalprazolam, 3-Hydroxybromazepam, a-
Hydroxymidazolam, a-Hydroxytriazolam, Lorazepam, Lormetazepam,
Medazepam, Midazolam, Nitrazepam, Norclobazam, Nordiazepam,
Oxazepam, Prazepam, Temazepam, Tetrazepam, Trazodon, Triazolam,
Zaleplon, Zolpidem, Zopiclon, Zopiclon, ACP

Tetrahydrocannabinol, 11-Hydroxy- Tetrahydrocannabinol,
Tetrahydrocannabinol-Carbonséure

Kokain, Benzoylecgonin, Ecgoninmethylester

Amisulprid, Aripiprazol, Chlorpromazin, Chlorprothixol, Clozapin,
Dehydro-Aripiprazol, Desmethylolanzapin, Flupentixol, Fluphenazin,
Haloperidol, Levomepromazin, Melperon, Norclozapin, Norquetiapin,
Olanzapin, Paliperidon (9-OH-Risperidon), Perazin, Pipamperon,
Promethazin, Prothipendyl, Quetiapin, Risperidon, Sertindol, Sulpirid,
Thioridazin, Ziprasidon, Zotepin, Zuclopenthixol

Morphin, Codein, Methadon
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4.2 Linearitat der Kalibration

Mit Hilfe der einzelnen Messwerte wurden Kalibrationsgeraden erstellt, welche in Abbildung 17
dargestellt sind. In dieser Abbildung ist jeweils das Bestimmtheitsmal} hervorgehoben, welches
die Gute der Anpassung durch die Regressionsgerade beurteilt. Ist das Bestimmtheitsmald nahe
Null, ist ein funktionaler Zusammenhang zwischen x und y nicht erkennbar. Bei Werten in der
Né&he von Eins ist ein linearer Zusammenhang zwischen den Konzentrationswerten x und den
Signalwerten y gegeben. Man kann anhand des BestimmtheitsmaR jedoch nicht entnehmen, ob
eine lineare oder eine quadratische Anpassung gunstiger wéren, hierfur eignet sich der Mandel-
Test.
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Abbildung 17: Mittelwerte der sechsfach Bestimmung aller Kalibrationsgeraden

In den sechs Kalibrationsgeraden konnten keine signifikanten Abweichungen einzelner
Messwerte beobachtet werden. Die 95 % und 99 % Signifikanzniveaus wurden nicht erreicht.
Somit wurden keine Ausreiller oder Straggler festgestellt, wodurch der Grubbs-Test als
bestanden bewertet werden kann.

Mit dem Cochran-Test wird tber den gesamten Kalibrationsbereich auf Homogenitat der
Varianzen geprift. Hierfir wurde ein Prifwert aus den Varianzen der Messwerte berechnet, der
den Tabellenwert nicht (iberschreiten durfte. Bei allen Analyten war dies erfullt.
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Der Test auf Linearitat der Kalibration nach Mandel ist bei allen Analyten bestanden, demnach
darf bei jedem Analyten ein lineares Kalibrationsmodell anstatt eines quadratischen gewahlt
werden.

4.3 Genauigkeit

Die Prifung auf Richtigkeit wird durch den Bias-Wert, das heif3t der Abweichung zum Zielwert
ausgedriickt. Der von der GTFCh festgelegte Grenzwert von 15 % wurde von keinen Analyten
uberschritten. Entsprechend dem gilt die Prifung auf Richtigkeit als bestanden.

AnschlieBend wurde die Wiederholprézision betrachtet, deren Grenzwert als relative
Standardabweichung mit 15 % angegeben wird. Diese wurde an keinem der acht Tage von
einem der Analyten Uberschritten. Dies belegt, dass die hier validierte Methode bei wiederholter
Messung von Proben am gleichen Tag in der Lage ist, vergleichbare Ergebnisse zu liefern und
die zufélligen Fehler den Toleranzbereich dabei nicht uberschreiten.

Mit der Messung an verschiedenen Tagen wurde die Laborprazision Uberprift. Dabei wurde
die Abweichungen der einzelnen Messwerte zwischen den verschiedenen Tagen miteinander
verglichen. Auch die (tagesspezifische) Laborprazision war fir alle Analyten erfillt, der
Grenzwert der Standardabweichung wurde nicht Gberschritten.

Die unter Richtigkeit und Laborprizision in Kombination als 95 % p-Toleranzintervall
ausgedriickten graphischen Darstellung finden sich in Abbildung 18. Zu erkennen ist, dass
insbesondere die hohe Kontrolle bei nahezu allen Analyten den gesamten Toleranzbereich von
30 % nutzt. Mdglicherweise konnte ein weiterer Kalibrationspunkt im oberen Bereich diesem
Phanomen entgegenwirken. Dennoch erfiillen auch hier alle Analyten die gesetzten Kriterien.
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Abbildung 18: Zusammenfassung 95%-Intervalle (Valistat)
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AbschlieRend sind die Ergebnisse der KenngroRen Richtigkeit, Wiederholprazision und
Laborprézision in Tabelle 12 zusammengefasst.

Tabelle 12: Ergebnisse der Experimente zur Bestimmung der Genauigkeit

QC-1
Analyt Konzentration | Mittelwert | BIAS | RSDr | RSDt
[ng/mL] [ng/mL] | [%] | [%] | [%0]
Amphetamin 25,2 24,7 -1,9 3,2 5,7
Methamphetamin 25,2 24,9 -0,9 3,8 4,9
MDMA 25,1 26,7 6,1 3,1 5,0
MDA 25,2 24,4 -3,0 3,6 5,0
MDEA 25,1 25,4 1,6 34 4,0
MBDB 25,1 24,0 -4,0 2,6 6,5
QC-2
Analyt Konzentration | Mittelwert | BIAS | RSDr | RSDt
[ng/mL] [ng/mL] | [%] | [%] | [%0]
Amphetamin 90,4 87,8 -2,8 5,6 7,3
Methamphetamin 90,4 89,8 -0,6 5,3 6,8
MDMA 90,7 83,9 -7,1 5,7 7,2
MDA 60,4 57,1 -5,4 55 7,6
MDEA 90,8 84,6 -6,7 55 7,4
MBDB 60,5 57,2 -5,4 51 8,3
QC-3
Analyt Konzentration | Mittelwert | BIAS | RSDr | RSDt
[ng/mL] [ng/mL] | [%] | [%] | [%0]
Amphetamin 501 501 0,1 4,9 9,8
Methamphetamin 505 495 -1,2 5,3 10,1
MDMA 501 491 -1,8 57 10,5
MDA 504 489 -2,9 5,6 10,1
MDEA 499 469 -5,8 4,9 7,7
MBDB 501 491 -1,9 5,9 9,4
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4.4 Analytische Grenzen

Durch die Messung der 20 Standards fur jeden Analyten wurde die Nachweisgrenze und
Bestimmungsgrenze mit Hilfe einer linearen Regression nach DIN 32645 bestimmt. VVon diesen
20 Kalibratoren wurden maximal zehn, zumindest jedoch finf pro Substanz zur Auswertung
herangezogen. Dabei wurde der erste Kalibrationspunkt jeweils unter Beriicksichtigung der
Identifizierungskriterien gewahlt. In Abbildung 19 wird dies beispielhaft am Analyten MDEA
demonstriert. Bei einem Konzentrationsniveau von 1 ng/mL weist das lon mit m/z 353 keine
symmetrische Peakform auf und das lon 190 ist von einer deutlichen Co-Elution betroffen.
Infolgedessen darf dieser Konzentrationspunkt nicht berticksichtigt werden. Dagegen sind bei
einer Konzentration von 10 ng/mL alle Kriterien erfillt, wodurch dieser Punkt hinzugezogen
werden darf.
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Abbildung 19: SIM-lonen von MDEA bei zwei unterschiedlichen Konzentrationsniveaus

Da diese Methode unter anderem zur Beantwortung forensischer Fragestellungen herangezogen
werden soll, ist gemadl den Richtlinien der GTFCh zu belegen, dass die ermittelte
Bestimmungsgrenze fir die beweissichere Analyse in Serum / Plasma kleiner oder gleich der
jeweils maximal zuldssigen Werte ist. Die Eignung dafir wird mit den Daten in Tabelle 13
bewiesen.

Tabelle 13: Nachweisgrenzen, Bestimmungsgrenzen und Vorgaben der GTFCh [41]

Analyt Nachweisgrenze | Bestimmungsgrenze | Vorgabe GTFCh
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]

Amphetamin 1,4 5,4 o5
Methamphetamin 1,4 5,0 5
MDMA 1,2 56 o5
MDA 1,4 57 o5
MDEA 1,1 52 o5
MBDB 1,3 52 o5
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4.5 Stabilitat

Nach Abschluss der Experimente zur Bestimmung der Stabilitat wurden die Analytflachen in
Valistat Gbertragen. Dabei fiel auf, dass die Messwerte flr jeden Analyten stark variierten und
sich nicht wie erwartet konstant auf einem Niveau bewegten. Besonders auffallig war dabei der
Anstieg der Peakflachen Uber den betrachteten Zeitraum. Eine Mdglichkeit, dieses Verhalten
zu erkléren, liegt im verwendeten Injektionslosungsmittel Dichlormethan. Am Ende der
Probenaufarbeitung befinden sich 60 pL Losungsmittel in einem Glasinsert mit einer
Volumenkapazitat von 200 pL (Abbildung 20). Dichlormethan besitzt einen Siedepunkt von
39,8 °C. Bei Labortemperaturen von 25 bis 40 °C konnte ein Wechsel des Aggregatzustandes
von Dichlormethan in die gasformige Phase unter Berlcksichtigung des vorhandenen
Gasraumes bereits begunstigt sein. Auch wenn keine Angaben beztglich des Siedepunktes vom
zum Beispiel Amphetamin-PFP-Derivat in der Literatur beschrieben ist, kann dieser als
deutlich hoher angenommen werden. Schlussfolgernd kann eine Aufkonzentrierung der
Analyten stattfinden, welches dieses Phanomen erklaren wirde.

-

Abbildung 20: Glasinserthalter und Glasinsert mit 60 pL Dichlormethan

Auch wenn das oben beschriebene Verhalten erklart werden konnte, galt es die gegebenen
Akzeptanzkriterien zu erfullen. In der Annahme, dass der deuterierte interne Standard ein
identisches Verhalten zeigt, wurden die Peakflachenverhéltnisse aus beiden gebildet und in die
Software eingetragen. Dies fuhrte zu homogenen Ergebnissen, die die zu erfullenden Kriterien
deutlich unterschritten. Abbildung 21 verdeutlicht die beiden Szenarien am Beispiel von
Amphetamin.
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Abbildung 21: Stabilitatsverhalten von Amphetamin
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4.6 Wiederfindung

Die erzielten Extraktionsausbeuten inklusive Standardabweichung sind in Tabelle 14
abgebildet. Die Wiederfindung betrigt bei allen Analyten > 95 % bezichungsweise < 105 %.
Somit kann bei der unter alkalischen Bedingungen durchgefiinrten Extraktion mittels
Ethylacetat von einem vollstandigen Transfer des Analyten aus der Probe ausgegangen werden.

Tabelle 14: Ermittelte Wiederfindung und relative Standardabweichung

Analvt Konzentration | Wiederfindung | relative Standardabweichung
Y [ng/mL] [%] [%]
Amphetamin >0 958 4.2
500 97,4 2,6
. 50 97,5 4,7
Methamphetamin 500 99.4 27
50 97,3 5,1
MDMA 500 98,4 2,9
50 96,6 3,9
MDA 500 97,6 3,0
MDEA 50 98,5 54
500 104 7,2
VBDB 50 98,0 3,9
500 101 4,2

4.7

Die Daten der gemessenen Ringversuche und Qualitatskontrollproben wurden in das zur
Ermittlung vorgesehene Excel-Formular der GTFCh eingetragen. Die berechneten Werte sind
in Tabelle 15 dargestellt. Die erweiterte Messunsicherheit mit dem Erweiterungsfaktor zwei
liegt iber alle Analyten zwischen 14,8 und 20 %. Die selbst gewahlte Grenze von 30 % wurde
somit fur jede Verbindung unterschritten und das Kriterium erfullt. Dies bedeutet das die mit

Messunsicherheit

dieser Methode erzeugten Messwerte konsistent und verlasslich sind.

Tabelle 15: Ergebnisse zur Abschétzung der Messunsicherheit Giber Ringversuche

Unsicherheitsbetrag Kombinierte| Erweiterte
Richtigkeit | Sollwert | Prazision |Unsicherheit|Unsicherheit

Analyt RMSBias u(Cref) u(RSDrk) u(y) U
[%0] [%6] [%0] [%0] [%0]
Amphetamin 6,9 1,4 55 8,9 17,8
Methamphetamin 4,8 1,4 55 7,4 14,8
MDMA 6,0 1,5 6,9 9,3 18,5
MDA 8,1 15 57 10,0 20,0
MDEA 7,9 15 55 9,7 19,4
MBDB 7,2 4,6 52 10,0 20,0
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5 Zusammenfassung

Im Kontext forensischer Fragestellungen erfolgt regelméRig die Untersuchung von
Amphetamin und Derivaten im Blut. Unter Berticksichtigung wissenschaftlicher Aspekte ist
eine anhaltende Optimierung der eingesetzten Untersuchungsmethoden in Bezug auf
Ergebnisqualitat und Wirtschaftlichkeit unerlasslich.

In der der vorliegenden Arbeit konnte, die im Institut fur Rechtsmedizin Halle bisher
angewandte Methode durch ein neu entwickeltes Verfahren ersetzt werden. Die Vorteile dieser
Methode zeigen sich in folgenden Punkten: Reduzierung des Probenvolumens, Verkleinerung
des Losungsmittelbedarfs, niedrigere Nachweis- und Bestimmungsgrenzen sowie der Einsatz
eines alternativen Derivatisierungsreagenzes unter paralleler Verringerung der daflr
notwendigen Reaktionszeit.

Das Verfahren wurde dartber hinaus nach den Richtlinien der GTFCh validiert. Dabei konnte
gezeigt werden, dass die verwendete GC/MS-Methode verlassliche und reproduzierbare
Ergebnisse liefert, die den Forderungen der GTFCh an eine routinemalig eingesetzte
quantitative Untersuchungsmethode erflllt. Die Methode ist somit fir ihren Einsatzzweck
geeignet.
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7 Anhang

7.1 Valistat-Validierungsprotokoll: Amphetamin
Validierungsprotokoll

Seite: 1von?7 Institution;  Institut fiir Rechtsmedizin Halle {Saale)

Gilltig ab: 02 03 2020 Methode:  GC-MS

Titel Quaniilative Besimmung von Amphetamin und Derivaten im Sarum mit GC-MS
SOP SAA-T-001

g zur Methode

Kurzbezeichnung der Methode
{ggf. Nr.der SOP)

Amghetamin und Derivate im Serum mit GC-MS

Anwendungsgebiet
Arbeitsbereich

Analyt

Weitere bestimmbare Analyte

Klinische / Forensische Toxikologie
10 - 1000 ng/mL
Amghetamin {|nterner Standard: Amphetamin-ds)

Quant: Methemphetamin, MDMA, MDA, MCEA, MBODE; Semi-Quant: Methylphenidat, Ethylon,
Methylon, Methicathinon, Catninon, 4-MTA, PMA, Ethylamphetamin, Mephedran, Epnedrin

Verantwortlichkeiten

Leiter der Validierung Fr. Dr. K. Bliimke-Anbau
Beteiligte Mitarbeiter F. Picht

Bearbei November 2019 - Februar 2020
Methode gilltig erklart am 02.03.2020

Methode ungiiltig erkldrt am entfallt

Zusammenfassung und Bewertung

o n

Flissig/Flissig-Extrakiion mit Ethylacetat, unc PFPA-Derivatisi

Inhaltsverzeichnis

1. Arbeitsbereich und Kalibrationsmodell

11, Target
111 Prifung auf Varianzhomagenital (F-Tes!)
1.1.2  Prifung auf Linearitét (Mandel-Test)

1.2, Qualifier
12.1  Prifung auf Varianzhamogenitat (F-Tesf)
122  Prifung auf Linearital (Mandel-Test)

1.3.  Lésemittelkalibration
1.31  Prifung auf Ausreilier {F-Test)
1.3.2  Priifung auf Linearilat (Mandel-Tesl)

1.33  Priifung auf Variznzhomogenilat (F-Test)

2. Genauigkeit
21, Leveld
211  Wiederholprazision
2.1.2 Laborprazision
213  Richtgkeit
214 95%-latervall (40% ! 30%)

22.
221
222
222
224

2.3.
231
232
233
234

24,

Level 2
Wiederhoiprézision
Laborprézision
Richtigkeit
95%-Intervall (30%)

Level 3
Wiederholprazision
Laborprazision
Richligkeit
85%-Intervall (30%)

Zusammenfassung 95%-Intervall

3. Grenzwerte
34,  Bestimmung nach DIN 32645

3,11 Bestimmung der Nachweisgrenze (schwaches lon)
3.2  Bestimmung der Bestimmungsgrenze (inlensives lon)
32 Bestimmung mittels Attemativmethode

321

Nachweisgrenze aus dem Signal/Rauschverhaltnis
g

32.2 Bestimmungsgrenze aus der Wiederholprazision (20%)

4. Wiederfindung
41 Bestimmung der Wiederindung
411

Bestimmung der Wigderfindung fiir hohe Konzentration

442  Bestmmung der Wisderfindung flir niedrige Konzenlration

42  Stabilial

421

Bestimmung der Stabilitat bei heher Konzenlration

422 Bestimmung der Stabilitat bei niedriger Konzenlration

43 Malrixeffekte
431

(barprifung der Malrixeffeklz bei hoher Konzentration

432 Bestimmung der Matrixeflekle bei niadriger Kaonzentration

Formular: 2.0

Valistat 2.0 - Protokoll
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Validierungsprotokoll

Seite: 2von7 Institution: Institut fiir Rechtsmedizin Halle (Saale)
Giiltig ab: 02.03 2020 Methode: GC-MS
1. Arbeitsbereich und Kalibrationsmodall
1.1 TARGET Messsignal: m/z = 190 Messgrésse: Ralio Einheit: na/ml |
Konzentration 10.0 15.0 20.0 50.0 70.0 150.0 300.0 600.0 800.0 1000.0_]
1 0.329 0532 692 1744 2431 5026 0.152 208952 | 27,6108 35,3193
o 2 0.37 0573 729 1.744 425 5.011 0311 8 8419 25673 32786
5 3 0.4 053 689 1.753 373 4863 104275 | 207222 | 271854 34.314
e 4 0.45% 0559 77 1.708 335 5198 9832 20 3603 26 5243 36 055!
L 0.407 0531 752 171 402 4578 100216 20 0674 26.122 332616 |
[} 0431 0527 649 1693 2.416 468 10 3955 19.7443 201485 | 32.7101
Mittalwert 0.4 055 0.705 1727 2422 4880 [1014763333] 20.10055 [27.07241667] 3432403333
SD [ 00443 00238 00351 00275 0.0402 0.2367 0.2021 7482 1.2343 1.244
Varianz | 0.002 0 0008 00073 0.0008 0006 0.055 0.0409 5500 1.5234 1.5475
Werte 60 80 650 0 0 6.0 8.0 60 60 60
Ausreisser-Test nach Grubbs
Extremwert | 0339 | 0587 | 0649 [ {763 | 245 | 4576 | 0832 | 188413 | 291485 | cniees |
Prifwert | 1608 [ 1202 [ G54 | 1308 | 173 | 322 | 1631 | 160 [ ‘eez | 13% |
Signifikanz 85%
Tabellenwert [ 1822 | 822 | 182 | 8oz | se2 | 122 | 182 | ez | 1622 | 182 |
Staggler? | nein | nein | neir | neio | oen | oen | nen | nen | nen | nem |
Signifikanz 99%
Tabellenwert [ 1.04¢ 104 [ 1844 T 1044 | 198 | 1e4d | feed | 1o | 1edd | g4 |
AusreiBer? | nen | nein | nein nen | oen | nen | rnen | onen | nem | nen |
Cochran-Test (Varlanzenhomogenitit) [Mandel-F-Test auf Linearitat Lineare Kalibrationsfunktion Quadratische Kalibratl l
(Signifikanz 99%) (Signifkenz 39%) Y=aw+b Y=Ax+Bx+C
Priffwert 04745 Priifwert 699 a 000,000 A D.000CT77
Tabellenwert 0423 Tabellenwert 12.24 b 000,000 B 003241308
Bestanden? ja Bestanden? ja R 00001 c 0.08678637
Rest-SD 000 R 099997952
Rost-SD 009055183
1.2 QUALIFIER | g miz=117 Messgrosse: Relio Einheit: ngml |
Kor 10.0 15.0 20.0 50.0 70.0 50.0 300.0 600.0 800.0 1000.0
1 0081 0.117 0,166 0.4 608 220 267 5413 7.156 054
© 2 0034 0.135 0.168 4 07 KX 2702 5.324 6.590 50
5 3 0033 0.15 4 07 B30 2647 5 2o 7406 E67
2 4 [ .19 4 7 382 2575 4560 e 508
= 5 [ .13 130 43 640 1.214 2537 5026 815 620
8 0.081 177 440 658 1.252 2757 3507 £01 487
Mittelwert 003 0.13 0175 0432 0624 1293 266 5165 7.036 6899
SD [ 0005 0007 0013 0012 0021 0059 0062 0225 0.344 0.357
Varianz 00 00 0.0 00 00 0003 0004 0051 0118 0.127
Werte [ 6 6 5 6 6 [ 6 6 6
Extromwert [ 0081 [ 0717 [ 0158 | 0415 | 0668 | 382 | 2767 | 47 | 7601 | 9305 |
Priifvert 1821 [ 1778 [ 1274 | 1418 [ f5e7 | 1809 | 128¢ | i4r_|_ 1841 |  16% |
Tabellenwert [ <822 | 1822 | 1822 | 482 1822 | 1822 | 182 [ 182 | e | 182 |
Straggler?| nein | rein | nein | e | new | nen | nen | nen | nen | nen |
Tabellenwert [ 1044 [ 1044 | 104¢ | 1oas | 1044 | tam | oM | 104 | 10 | 1M
Ausrelfer? [ nein | nein | new | rnen | nen | nen | ren | onen | nem | nen |
Cochran-Test (Varfanzenhomogenitat) [Mandel-F-Test auf Linearitat Lineare K funk Quadraisch
(Sgrifikanz $2%) (Signifikanz 99%) Y=ax+b Y=Axt+Bx+C
Priifwert 0.418 Pritfwert 3.75 a 000833104 | A 000
Tabellenwert 0.423 Tabellanwert 12,24 b 000,600 B 000843821
Bestanden? ja Linear? ja R 00,001 c
Rest-8D 005416502 | R
Rest-SD
Formular: 2.0 Valistat 2.0 - Protokoll Druckdatum: 4/26/2020- 11:45 AM
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Seite: Bvon 7 Institution:  Institul fir Rechismedizin Halle (Saale)
Gilltig ab: 02.03.2020 Methode:  GC-MS
1.3 LOSEMITTELKALIBRATION
Signifikanz %
Lésemittel (xo)
Matrix (xm)
WFR gemessen [ |
WFR berechnet | |
[Wiederfindungsfunktion Ausreier-F-Test Tineariiats-Test "Varianzenhomogenitats-F-1 est
xm =20 * xo + bo
a0 Kalibrator Nr. ot Fun ration
bo Priifwert Kritischer-Wert RSD Wiederfindung
R Kritischer-Wert Bestanden? Prifwert
Rest-SD Ausreisser? Kritischer-Wert
Bestanden?
Wiederfindungsrate Lasemittelkalibration
Signifixanznivesu far VB = 994
2 — 10
70 2.9
23 02 Winkelhalbierende
£ o7
® 45 05
> 40
g 35 % 05
= 2 S o4
%g ] 03
10 02 4
5
a - T v cl
0.00 0.20 0.40 050 0280 100 120 o0 : 1
| ng/mL 0.0 02 04 06 o8 10
‘ lﬁsemiua[
2, Genauigkeit
2.1, Level1
QC-Sollwert: Einheit:
Tag1 Tag2 Tagd Tag4 Tag§ Tag 6 Tag7 Tagé Tag9 Tag 10
1 25 242 255 %2 255 235 245 224
1 265 273 254 248 247 235 247 225
3 260 54 258 238 245 231 24.2 220
g 253 )
5 5
2 35.0 S—
@ 6 252 |
= 7
8
g =
10
Wittelwert 259567 24.2607 249333 233607 244567 22,3433
BIAS, % a0 g -29 4. ] 23 2114
$D 15047832 DJUB1660 03082004 04037883 02309401 0.2516611 0305505 N
RSD, % 61 08 33 20 1.0 10 14
Laborprdzision
O7szims  |SD 1408435
32 RSD, % 57
ichiigkeit 5% Interval OK
Abw. 0.47 Faktor 2.436
Bias, % 19 B-Toleranz 00021 is 00028
Priifbereich (30%) 00,018 tig L]
Prilfbereich (40%) 00,015 big 00,036

Formuler. 2.0 Valistat 2.0 - Protokoll Druckdatum: 4/28/2020- 11:45 AM
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Seite: dvon7 Ingtitution: Institut fiir Rechtsmedizin Halle (Saale)
Giiltig ab: 02.03.2020 Methode: GC-MS
22 Level 2
QC-Sollwert: Einheit;
Tag1 Tag 2 Tag3 Tag4 Tag$§ Tag b Tag? Tag B Tag 9 Tag 10
1 985 863 896 @28 856 34.1 8c4 314
2 958 852 €21 £1.0 846 863 80 800
3| o568 776 831 85 861 851 873 g2
o 4 107.0
Z 5 363 _ - B
= .
B8 874
g 7
B
9
10 o o
Mittelwert [ o5 830333 899333 #8433 855 851667 86.9 816323
BIAS, % 52 8.1 05 22 5.4 58 -39 98
SD| 76241721 47374395 20207259 5470188 0.2937254 14015141 27221315 17242358
RSD, % 80 5.7 22 7.3 03 1.3 3.1 2.1
Renndaten 0K Wiederholprazision Laborprézision
MW (ges.) B7.8555 SD 467657619 | SD 63742087
SD 5237192 | RSD,% 56 RSD, % 73
RSD, % 74
[ Richtigeit S5%-Intervall
Abw. 254 Faktor 2378
Bias, % 28 R-Toleranz 00,070 bis 00,101
Priifbereich (30%) 00,063 bis 00,118
2.3. Level 3
QC-Sollwert: Einheit:
Tag1 Tag2 Tag3 Tagd Tag§ Tag 6 Tag7 Tag 8 Tag9 Tag 10
1 5420 4250 4500 4410 505.0 577.0 5290 5.0
2 | 510 4280 4720 4560 477.0 5610 521. 514.0
3 5730 4300 487.0 4450 463.0 535.0 5400 523.0
© 4 5650
2 ¢ o
@ 4550 =
= T
/ =
9 =
10 .
Mittelwert [ 637 8335 427 5657 4830 4473333 4B15657 554 5067 5300 514.3333
BIAS, % 72 -14.6 -36 -10.7 -39 107 58 27
SD (423104 25156115 064W508 77674535 213831 20745 9530302 86049005
RSD, % 78 06 20 17 44 37 13 1.7
Kenndaten 0K Wiederholprazision LCaborprazision
MW (ges.) 5013704 | SD 24485 sD 490074
SD 47.0827 RSD, % 49 RSD, % g8
RSD, % o4
[ Richtigkert O5%-Intervall
Abw. 037 Faktor
Bias, % 0.1 B-Toleranz 00,379 bis 00 624
Priifbereich (30%) 00,361 bis 00 857
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Saite: Svon7 Institution: Inslifut fir Rechtsmedizin Halle (Saale)
Giiltig ab: 02.03.2020 Methode: GC-MS
Zusammenfassung 95%-Intervall
act ac2 aca ]
50 —
40 e
= 30
3 20
g 10 i I -
0 <+
2 . T +
z -20 - |
< ™ =
-ac ; B
5 — =
/—o% —— %xl
[Zus fassung Qc1 Qc2 Qcl
A-Toleranz £0021 bis 00,023 00,070 bis 00,101 00379 bis (0 A24
% -17 2is 10 220is 11 -24 bis 26
Prifbereich (30%) 00,018 bis 00,033 00063 bis €0,118 00,351 bis 00,651
s Priifbereich (40%) 00015 ois 00,035
3. Grenzwerte
3.1 Bestimung nach DIN 32645
Kalibrator Target Qualifier
Einheit __ngfmL Semae
1 80 0.167 0047 Qualifier
2 90 0. 0054
3100 024 0.059
4 11 a 0 080
5 12 034 C.084
8 13 0.370 0090 a 2
7 14 0.443 0.108 3 8
8
8
10 am '
a0d 00 1C00 1570 oo 500 1000 1500
Messungen 1 1 L ngfml i
Signifikanz 99 20
k-Wart 3 3 Linearas Kalibration Lineare Kalibration
Ausreifer-F-Test ¥ = 000,000 X - 000,000 Y = 000.000X - 000,000
Kalibrator Nr. 3 4
Prifwert 4.16 216
- Krit-Werl 99% 21.18 21.19
AsreiRer nein ngin
Linearitats-Mandel-Test
Prifwert 1.13 032
Krit.-Wert 99% 2119 21,18
Bestanden? ja ja
a | 0039418 | 0010064
b 0425282 | -0.036193
R 0.6854 09843
Rest-SD 0.016 0.0042
Grenzwerle
Nach 3211 140 |
Erf: g 8.422 2898
B 959 5431 4190
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Seite: Bvan7 Institution: Institut fiir Rechismedizin Halle (Saale)
Giiltig ab: 02.03.2020 Methode: GC-MS
3.2 B mittels Al hod

3.2.1 Nachweisgrenze aus Signal/Rauschverhiltnis

Dotiert Target  Untergrund  Target 1] Untergrund Q1 Q2 Untergrund Q2
ng/imL 0 0 SIN 0 0 SIN [] 0 SN
1
2 =
3 — R
4
5
6
NG-1 0.0 NG-2 0.0 NG-3 0.0
Nachweisgrenze : 0.0
3.2.2 Bestimmungsgrenze
[ Vorgahe ngimbL |
MESSUNG Konz. Wiederholp Bias
1 Mitelwert Bias
2 3D Bias, %
3 RSO, %
4 Krit. Wert, % 20 [Kiit. Wert, % 20
5 -
6 B —  [Keitarium: RSD und bias<20% |
4. WIEDERFINDUNG
4.1 WIEDERFINDUNG
QC-untere QC-obere
Konzentration 504 ngmL | 5010 ngimC_|
Lasamittel Matrix Lasemittel Matrix
MESSUNG Ratio Ratio Ratio Ratio
1 23083 23214 23 0931 218574
2 24459 24644 22737 217505
3 2443 2342 207 21018
4 [T7Ee2 2337 | 22533 21409
5 24904 24254 | 298077 227448
6 25082 235 226353 220614
Mittelwert 244 233 2260708333 22 00581667
SD 0.071 00t 0335 0442
RSD, % 29 39 15 20
N (Werte) 6 6 6
Wiederfindung %
RSD, %
4.2 STABILITAT wE
Konz-tief Konz-hoch
Zeit Qc-Pool Zeit QC-Pool
h Ratio h Ratio
MESSUNG 000 1 000 16 "
6 4 250 m " Konz—hf!( 2 Konz-haoch
57 60 1 57 50 18 18 1@
7200 1 7200 15 u{ Sotioms o
8650 1 8650 15 [ 2% . 1
101,00 1 101.00 15 b2 [ % ]
2 5 B
Werte 8 5 AL b
min. Wert 14342 Rato | 163807 Ralo v ) —
max. w'n 1 4516 Rai:j = 15855 F.‘]’V"O 2 50 100 50 0 £C 100 160
Spanne 00174  Ralio 04723 Ralio h h
Spanne, % 12 % 30 %
Priffwert 60 % 50 %
Steigung | .5752 ¢a0censs 18332526655
Abschnitt | 8346 4522 2009 6081
R -0.95501 -0 0341E
Beurteilung | 0K 0K Kriterium: Spanne < Priifwer
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Seite: Tvon?

Institution: Institut fir Rechismedizin Halle (Saaig)
Giiltig ab: 02032020 WMethode: GC-MS .

4.3 MATRIXEFFEKTE - LCIMSI(MS)

[act  fgmt [CeC2 gl

Rainsubslanz  Extrakt Matrix  Reingubstanz  Extrakt

Malrix
MESEUNG
Mittelwert
S0
Varianz
Anzahl
Wisderfindung,%
RSD, %
Matrixeffakt, %
RSD, %
Beatetng [T ]
Kriterium:  Recovery >=50%
50
Malriae B, 75-125%
Anmerkungen

Formular: 2.0
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7.2 Valistat-Validierungsprotokoll: Methamphetamin

Validierungsprotokoll

Seite: fven7 Institution:  Institut fir Rechtsmedizin Halle (Saale)

Giiltig ab: 02.03 2020 Methode:  GC-MS

Titel Quaniitative Beslimmung van Amphelamin und Derivalen im Serum mit GC-MS
SOP SAA-T-001

Angaben zur Methode

Kurzbezeichnung der Methode
(aaf. Nr.der SOP)

Amghetamin und Derivate im Sacum mit GC-MS

Beteiligte Mitarbeiter

Anwendungsgebiet Klinische / Forensische Toxikologie

Arbeitsbereich 10 - 1000 ng/mL

Analyt Methamghetamin (Intemer Standard: Melhamphelamin-d5)

Weitere bestimmbare Analyte Quant: Amphetarin, MDMA, MDA, MDEA, MBDB; Semi-Quant. Methylphenicat, Ethylon,
Methylon, Methcathinen, Cathinon, 4-MTA, PMA, Ethylamphetamin, Mephedran, Ephedrin

Verantwortlichkei

Leiter der Validierung Fr. Cr. K. Bilimke-Anbau

F. Picht

| Bearbeitungszeitraum November 2019 - Februar 2020
Methode giiltig erklart am 02.03.2020
Methode ungiiltig erkldrt am enifalit

Zusammenfassung und Bewertung

FliissigiFliissig-Extraklion mit Ethylacetat, eindamplen und PEPA-Derivalisierung

Inhaltsverzeichnis

1. Arbeitsbereich und Kalibrationsmodell
11, Target

111 Priifung auf Varianzhomogeritdt (F-Tesf)
142 Priffung auf Lingaritat (Mandel-Test)

1.2.  Qualifier
1.21  Priifung auf Varianzhomogeni:al (F-Test)
1.2.2  Priifung auf Linearitét (Mandel-Test)

1.3, Ldsemittelkalibration
1.3.1  Priifung auf Ausreier (F-Test)
132  Prifung auf Linearital (Mandel-Test)
133  Priifung auf Yarianzhomogenitat (F-Test)

2. Genauigkeit

21, Level1
211 Wiederholprazision
2.1.2  Laborprazision

213 Richiighek:
214 95%-Intervall (40% / 30%)

22, LlewlZ
221 Wiederholprazision
222 Laborpréazision
223 Richligkelt
224 95%Intervall (30%)

3. Grenzwerte

3.1, Bestimmung nach DIN 32645
31.1  Bestimmung der Nachweisgrenze (schwaches lon)
3.1.2  Bestimmung der Bestimmungsgrenze (intensives lon)

3.2.  Bestimmung miflels Atermativmethode
321 Nachweisgrenze aus dem SignalRauschverhaltnis
322 Beslimmungsgrenze aus der Wiederholprézision (20%)

4. Wiederfindung

4.1 Bestimmung der Wiederfindung
211  Bestimmung der Wiederfindung fiir hohe Konzentration
£12 Beslimmung der Wiederfindung fiir niedrige Konzentration

4.2 Stabiiiat
421  Bestimmung der Stabilltat bei hoher Konzenlration
422 Bestimmung der Stabiliat bei niedriger Konzentration
43 Malrixeffekte
431 Ubarpriifung der Malrixeffekie bei hohsr Konzentration
432 Bestimmung der Malrixeffekte bel niedriger Konzentralion

23, Leve'd
2314  Wiederhciprazision
2.3.2  Leporprézision
233  Richligkeit
234 E5%-Intervall {30%)
24,  Zusammenfassung 95%Intervall
Formular: 2.0 Valistzat 2,0 - Protokoll Druckdatum: 4/28/2020- 11:48 AM
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Validierungsprotokoll

Seite: 2von7 Institution: Institut fir Rechlsmedizin Halle (Saale)
Giiltig ab: 02.03.2020 Methode: GC-MS
1. Arbeitshereich und Kalibrationsmadell
1.1 TARGET M | miz=204 Ratio Einheit: ngimb
K 10.0 15.0 2D_0_ 50.0 70.0 192.0 600.0 _800.0 1000.0
1 0.365 057 0752 1962 733 11.6573 241475 32.3431 1.0288
2 2 0.41 0.605 0.765 1.975 .73 12.0065 239785 9.82868 9.7853
> 3 0.413 0578 0.769 20 .7 11.6791 24.0131 1.4227 39 5443
Q 4 0,465 0 566 0.7 1,943 275 1.4023 23.1322 1.0515 47 0055
= 5 0.432 0605 0.801 1.953 2811 5.28¢ 116513 22487 30 6202 87127
6 0421 0571 0.717 1935 2.764 5.386 12,1385 223103 34,0423
Mittelwert 0419 0538 0.756 1.933 2.751 562 1175516067 |  23.4334 315515
SD 00326 00173 0.0299 00271 00341 02606 0.2656 0.8335 1.4789
Varianz 00011 00003 00009 0 0007 00012 0.0711 0.0722 0.7047 21871
Werte 50 80 50 50 5.0 6.0 .0 6.0 6.0
Ausreisser-Test nach Grubbs
Extremwart 0365 | 0608 [ o747 | 201 [ 281 | €02 | 121395 | 223103 | 340408
Pridfwert | 1549 | 1166 | 1634 | 147 | 104 | 1501 | 1427 | 13a8 | 1485
Signifikanz 95%
Tabellenwert [ 1822 | 1822 | 1822 | 1822 | 1822 | ‘82 | 182 | g2 | 1822 | 1822 |
Straggler? | nein | nein | e | ren | nein | nein | nein | nein ogin | nein
Signifikanz 99%
Tab [ foa T 1044 T <544 [ 1944 | 1046 | 194 | 198 | 104z ] 7044 [ 160 |
Ausreifier? [ nein | nein | nen | nein | nen | nen | nen | nem | nen ngin
Cochran-Test (Varianzenhomogenitit) |Mandel-F-Test auf Linearitat Lineare Kalibrationsfunktion Quadratische Kallbralionsfonktion
(Signifikanz 90%) (Signifikanz $9%) Y=aw+b Y=Axt+Bx+C
Priifwert 0.4213 Prifwert -£aa a 000,000 A TO0N0172
Tabellenwert 0423 Tabellenwer: 12.24 b 000,000 B b
Bestanden? ja Bestanden? ja R 00,001 c
Rest-SD aeo R 8817
Rest-SD 0.08085787
1.2 QUALIFIER [ Messsignal: _miz = 160 Messgrésse: Ralic Einhait.  ngiml__|
10.0 15.0 20.0 50.0 700 50.0 00. 500. 800.0 1000.0
1 0.135 0.211 0.285 0.737 1.021 2162 4 3R2 54 12.005 15571
Ie] 2 0.155 0.226 0.% 0.738 1062 .15 4.52. 407 11.343 15.161
E 3 0.16: 0.220 0.%€ 0.7 1.026 116 4.445 158 12.072 14299
ﬁ 4 0.17¢ 0.228 0 30: .741 1.046 29 4.35¢ (138 11.984 5.157
H 0.16¢ 0.232 030 .747 1.087 024 4.471 920 11.808 4678
& 0.15¢ 0.219 0.274 .743 1055 2.054 460 L42 12895 4,760
Mittelwert 0.181 0.223 0231 0.739 1.04 2135 447 R L47 1198538333 148050
§D 0015 0008 0012 0.006 0.02 0.094 0114 0.2 0.436 0.435
Varianz 0.0 00 09 00 0.00° 0009 0013 0.049 0.18 0.19
Werte 5 6 [} § 8 6 6 [} ) 6
Extremwert [ 0138 [ 02 | 0274 | o731 | 1087 [ 3704 | 4ess | Bods | 12kes | 165671 |
Priifwert 1726 | 1512 | 1442 | 158 | 4810 | 1663 | 1eez | 1817 | 1529 | 154 |
Tabellenwert [ 1822 [ 1622 | 1822 | fezm | 1800 [ sz | &2 | 822 | 1A | 1832
Straggler?| nein | nein | ren | nem | cem | vnem | nein | ren | ren nain
Tabellenwert [ 1044 | 1044 | fo4d | 1os4 | 7oad | 19w | 168 | 104k | odd | 1944 |
Ausreifer? [ nein | rein | nein | men | ne0 | nem | nen | nen | nein [ nmein |
Cochran-Test (Varianzenhomogenitit) |Mandel-F-Test auf Linearitit Linears Kalibrationsfunktion Quadratische Kallbrallonsfunktion
(5 grifikanz 99%) (Signifikanz 9% Y =an+b V=A%t +Bx+C
Priifwert 0.4207 Priifwert 33 a 0.01499598 A DHCOC0C 28
Taballenwert 0423 Tabellenwert 1224 b 000,000 B 001476822
Bestandan? a Linear? a R 00,001 c -0 00648414
Rest-SD 003881554 R 092943498
Rest-SD 003419704
Formular: 2.0 Valistat 2.0 - Protokoll Druckdatum: 4/26/2020- 11:48 AM
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Validierungsprotokoll

Seite: 3von 7 Institution:  Instifut fir Rechismedizin Ralle (Saals)
Gilltig ab: 0203200 Nethod GC-MS
1.3 LOSEMITTELKALIBRATION
Signifikanz %
Konzentration
Lésemittel (xo)
Matrix (xm)
WFR gemessan | = |
WFR berechnet | ]
[Wiederfindungsfunkfion Ausreifer-F-1est Tineanitats-Test Varlanzenhomogenitats-F-1est
xm = a0 * X0 + bo
a0 Kallbrator Nr. Priifwert rundkalioration
bo Prifwert Kritischer-Wert RSD Wiedsrfindung
R Kritischer-Wert Bestanden? Priifwart
Rest-SD Ausreisser? Kritischer-Wert
Bestanden?
Wiederfindungsrate Losemittelkalibration
i Signifisanzniveau fGr VB = 99%
75 10 <
70 0.9
8 os | Winkelhalbierende
] 07
i_ :g x 05
& 35 E 0
s 3 z 04
0
15 42
10 02 -
5
o+ - r - 01 -
000 020 0.40 060 080 100 20 w4+—r
ng/mL 00 0.2 04 06 08 10
] Losemittel
2. Genauigkeit
2.1, Level1
QC-Sollwert: Einheit:
Tag1 Tag2 Tag3 Tag 4 Tag 5 Tag6 Tag7 Tag 8 Tag9 Tag 10
1 282 240 264 %6 261 M7 %2 22
1 [ 20 271 254 248 244 240 22 230
3 |25 %4 254 2.4 2.5 236 47 23.2
) 4 250 —
2 5 249
@ 6 254
= 7
8
9
10
Mittelwert | 26 4533 258333 %3 24§67 2%0 230333 50333 231333
BIAS, % 5 04 -3 08 -50 0.7 32
SD | 13033201 16258331 04732051 07505553 09530332 0305605  Q.2866761  0.1134701 |
RSD, % 50 53 07 a0 38 13 1.2 (]
[Wiederholprazision Taborprazision
24,9741 SD pespazog  [SD 1.2274337
SD 12026311 |RSD, % a8 RSD, % 49
RSD, % 48
chiigkeit §55%-Intervall OK
Abw. 023 Faktor 2377
Bias, % 09 B-Toleranz 00,022 bis 0C 028
Priafbereich (30%) 00,018 bis 00033
Priifbereich (40%) 00015 kis 00035
Formular: 2.0 Valistat 2.0 - Protokoll Druckdatum; 4/28/2020- 11:48 AM
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Validierungsprotokoll

Seite: 4von 7 Institution: Institut fir Rechtsmedizin Halle (Saals)
Gliltig ab: 02.03.2020 Methode: GC-MS
22, Level2
QC-Sollwert: | 904 Elnheit: ngimL |
Tag1 Tag 2 Tag 3 Tagd Tag5 Tagé Tag7 Tag8 Tag9 Tag 10
1 1000 875 924 958 873 858 9.7 835 o
2 98 5 887 938 833 853 87.6 86.8 826
3 9839 7956 X [ZH) 883 7.7 03 813
4 1060
2 5 [ ms B
a8 832 = = R
g 7
i _
i - S—
10 |
Mittelwert 964 84.6 91,8667 91.0 87.3 87.3 i) 843
BAS,%| &g 54 16 07 34 34 09 57
SD [ 741606252  4.348563 18510033  5.7357256 1.0 06062753 25738859 1 474044
RSD, % .7 §1 20 74 11 07 28 24
Renndaten OK Wiederholprazision Laborprazision
MW (ges.) 89863 S0 47800382 | 8D 60747942
8D 6054067 | RSD,% 53 RSD, % 58
RSD, % 6.6
rﬁld\hgkell §5%-Intervall oK
Abw. 054 Faklor 234
Bias, % 06 B-Toleranz 00,075 bis 00,104
Priifbereich (30%) 00,063 bis 00,118
23, Level3
QC-Sollviert: Einheit:
Tag1 Tag2 Tag3 Tagd Tag5 Tag b Tag7 Tag 8 Tag9 Tag 10
1 [5300 417.0 4790 437.0 497.0 5680 326.0 4050
2 522.0 4300 4630 4490 4650 5490 5240 505.0
3 5750 422.0 4810 4370 455.0 531.0 538.0 5130
o 4 5750
5 5 [T a0
& 8 £50.0 =
= 7
§ - — — ]
9
10 )
Mittelwart [ 5310 4250 474.3333 4410 4730 5403333 5203333 504 €667 -
BIAS,% | 50 456 53 120 58 96 57 0.7
SD| AG0GCB  HA5T4335 98657657  6.C282032 213776 185023 75716778 80737717
RSD, % 8.7 1.8 24 18 45 34 14 1.8
Kenndaten OK iederholprazision Laborprazision
MW (ges.) 4951852 | SD 20189 | SD 50,088
SD 48.176 RSD, % 53 RSD, % 10.11493857
RSD, % 97
[ Richtigkelt B5%-Tntervall 0K
Abw. 581 Faktor 2490
Bias, % 1.2 B-Toleranz 10,354 his 00875
Priifbareich (30%) 00,351 bis 00,651
Formular: 2.0 Valistat 2.0 - Protokoll
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Validierungsprotokoll

Seite: Sven7 Institution: Institut fiir Rechismedizin Halle (Saale)
g ab: 02.03 2020 Methode: GC-MS
Zusammenfassung 85%-Intervall
Qc1 Qcz2 QC3
30
40
&* 30
o 20
2 s | |
g g T 1
g 2o e peese o
< -3¢
-ac B
| -50 4 —
{ [ W% ——— 0%
!7 Qc1 Qcz Qc3
R-Toleranz 00,022 his 00,028 00,075 bis 00,104 00,364 bis 00515
% -13 vis 10 -7 0is 15 27 bls 23
Priifbereich (30%) 00,018 bis 00,033 00,053 bis 00,118 00,351 bis 00551
Priifbereich (40%) 2
3. Grenzwerte
3.1 Bestimung nach DIN 32545
Kalibrator Target Qualifier
Einheit __ngimL -
1 6 C.150 0.057 Taigel Qualifier
2 7 Q.17 ) 040 - s
3 [ Q.20 (30 033 {— 014
4 9 .23 030 0.3
5100 025 03 0% i il
i 11 03% .1 2 0z 2
I 0% X 3 o o ]
8 610
| o f—— e, ’
10 o0 | |
000 400 0 1500 1800
Mes<ungen 1 1 - oy _ o3
Signifikanz 99 )
keWert 3 3 Linears Kallbration Lineare Kalibration
AusreiBer-F-Test Y =000.000X - 000,000 Y =000,000-X - 000,000
Kalibrator Nr. 5 5
Pritiwer 331 492
it -Wert €8% 21.18 2119
Ausreiter nein nein
Linearitéts-Mandel-Test
Prilfwert 533 301
Krit -\art 99% 21.19 21.19
Bestanden? je ja
a 0037239 | 0013638
b | 0msent | 00807
R 09871 0.£808
Rest-SD 0074 [
Grenzwerte
2593 1.402
Er 5.185 2805
B 4 005

Formular: 2.0

Valistat 2.0 -
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Validierungsprotokoll

Seite: Bvon 7 Institution: |nstitut fiir Rechismedizin Falle (Saale)
Gilltig ab: 02.03.2020 Methode: GC-MS
32 g mittels Alternativmethod

3.2.1 Nachweisgrenze aus Signal/Rauschverhéltnis

62

Dotiert Target  Untergrund  Target Q1 Untergrund [+1] Q2 Untergrund Q2
ng/mbL 0 0 SIN 0 0 SIN 0 0 SIN
1
2 —— = i
3
4
5
[
NG-1 0.0 NG-2 0.0 NG-3 0.0
Nachvieisgrenze : 0.0 |
3.2.2 Bestimmungsgrenze
[ Vorgabe ngimlL |
MESSUNG Konz. Wiederholp Bias
1 Mittelwert Bias
2 SD Bies, %o
3 RSD, %
4 Krit. Wert, % 20 Krit. Wert, % 20
5
3 [Beurteil -~ [Katerum. RSO unc bigs<20% ]
4. WIEDERFINDUNG
4.1 WIEDERFINDUNG
QC-untere QC-obere
Konzentration[ — 50.5 ngimL | 505.0 ngimL |
Lisemittel Matrix Lasemittel Matrix
MESSUNG Ratio Ratio Ratio Ratio
1 22052 22498 213272 20 9438
2 23178 20728 213574 20.7903
3 22353 23019 21.1818
4 23187 22824 205178
5 2353 23514 21.6417
6 2.3829 22525 209771
Mittelwert 2.312 2.255 21,1484 21.01126567
sb 0061 0093 033 0381
RSD, % 28 43 15 18
N (Werte) € 6 6 5
Wiederfindung,%
4.2 STABILITAT
Konz-tief Konz-hoch
Zeit QC-Pool Zeit QC-Pool
h Ratio h Ratio
NESSUNG 2{')305% 2 20805% — :? Konz-tief " Konz-hoch
57.50 2 5750 18
7200 2 7200 17 A ;
8550 2 B 50 17 . L et
101 00 2 10100 17 E 5 .
Werte 3 5 | L
min.Wert |~ fa0a1  Ralo 7327 Ralo | .
max. Wert 1629 Raio 177044 Ratio | ¥ oW T e
Spanne 00199 Ralio 0377 Ralo | h ho
Spanne, % 12 % 21 %
Priifwert 250 % 250 %
Steigung | 2857 45825779 -Z16.64042349
Abschnitt [ 62876197 3340 3257
R | 072154 -0.63584
Beurteilung 0K 0K Kritarium: Sparne < Priffwert
Formular: 2.0 Valistat 2.0 - Prolokoll Druckdatum: 4/28/2020- 11:48 AM



Validierungsprotokoll

Seite: 7onT Tnstitution: [nstitut fiir Rechismedizin Halic (Saale)
Giiltig ab: 02 032020 Methode: GC-M3

4.3 MATRIXEFFEKTE - LC/MS/(MS)

= e 7 R B S—

Reinsubstanz ~ Extrakt Matrix  Reinsubstanz  Extraki Matrix
MESSUNG
Wittelwert
§D
Varianz
Anzahl
Wiederfindung,%
— RSD, %
Matrix effekt, %
RSD, %
Beurtailung
Kriterium:
Anmerkungen
Farmular: 2.0 Valistzl 2.0 - Protokoll Druckdaiuim: 4/28/2020- 11:48 AM
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7.3 Valistat-Validierungsprotokoll: MDMA

Validierungsprotokoll

Seite: ivon7 Institution:  Institut fir Rechismedizin Halle (Saale)

Giiltig ab: 02.03.2020 Methode:  GC-MS

Titel Quanlitative Sestimmung von Amphetamin und Derivaten im Serum mit GC-MS
SOP SAA-T-001

Angaben zur Methode

Kurzhezeichnung der Methode Amphetamin uno Derivats im Serum mit GC-MS

(ggf. Nr. der SOP)

Anwendungsgebiet Klinische / Forensische Toxkoiogie

Arbeitsbereich 10 - 1000 ng/mL

Analyt MOMA (Interner Standard: MDMA-dS5)

Weitere bestimmbare Analyte Quant: Amphetamin, Methamphetamin, MDA, MDEA, MBDB; Semi-Quant: Methylphenidat,

Methylon, Methcath,, Cathinon, 4-MTA, PMA, Ethylamphetzmin, Mephedron, Ephedrin, Ethylon

Verantwortlichkeil

Leiter der Validierung Fr. Dr. K. Bllimke-Anbau
Beteiligte Mitarbeiter F. Picht
_ | Bearbeitungszeitraum November 2019 - Februar 2020
Methode giltig erkldrt am 02.03 2020
Methode ungiiltig erkldrt am enifallt
Zusammenfassung und Bewertung Fiissig/Flissig-Exlraktion mit Ethylacetat, sindampfen und PFPA-Dervalisierang
Inhaltsverzeichnis
1. Arbeitshereich und Kalibrati dell 3. Grenzwerte
11, Target 31, Bestimmung nach DIN 32645
141 Friifung auf Varianzhomogenitgl (F-Test) 311 Beslimmung der Nachwsisgrenze (schwaches lon)
142 Prifung auf Linearitét (Mandel-Test) 3.1.2  Beslimmung der Bestimmungsgrerze (inlensives lon)
1.2, Qualifer 32, Bestimmung mittels Altermativmethode
121 Prifung auf Varianzhomaganital (F-Test) 3.21 Nachweisgrsnze aus dem Signal/Rauschverhaitnis
1.22 Prifung auf Linearitat (Mandel-Test) 322  Bestimmungsgrenze aus der Wisderholprazision (20%)
1.3, Lasemiltelkalibration 4. Wiederfindung
1.3 Prifung auf AusreiRer (F-Tesl) 4.1 Bestimmung der Wiederfindung
132 Priffung auf Linearitat (Mandel-Test) 4414  Bestimmung der Wiederfindung fiir hohe Konzentration
1.3.3  Prifung auf Varianzhomogenilat (F-Tesl) 412 Bestimmung der Wiederfindung fir niedrige Konzentration
2. Genauigkeit 42 Staviliat
24, Levelt 421 Beslimmung der Stabilitit bei hoher Konzentration
217 Wiederholprazision 422 Beslimmung der Stabilitat bei niedriger Kanzentration
21.2  Lahorprézision
213  Richligkeit 43  Matrixefieke
214 95%-Inlervall (40% ! 30%) 431  Uberprifung der Matrixeffekte bei hoher Konzenlration
29 Level? 432 Bestimmung der Melrixeffekte bei niedriger Konzentration

221 Wiederholprézision
222  \Laborprazision

2.23 Richtigkeit

224 95%-Inlervall (30%)

23 Lewel2
231 Wiederhalprazision
232 Laborprazision
233  Richligkeit
234 95%Intervall (30%)

2.4, Zusammenlassung 85%-Intervall

Formular: 2.0 Valistat 2.0 - Protokall Druckdatum: 4/28/2020- 11:47 AM
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Validierungsprotokoll

Seite: 2von7 Institution: Institut fiir Rechlsmedizin Halle (Saz'e)
Giiltig ab: 02.03.2020 Methode: GC-MS
1. Arbeitsbereich und Kalibrationsmodell
1.1 TARGET Messsignal: _m/z = 204 Messgrésse: _Ralio Einheit: ng/mL
i 10.0 150 20.0 50.0 70.0 150 300.0 600.0 800.0 1000.0
1 0.337 0.605 785 048 2,85 143 12.7534 26336 38 6013 508442
2 2 0.441 062 §05 056 28% 5 13.4727 275951 35307 47 9059
z 3 0.44 0.59 788 2119 2,906 192 12,9851 28 835 38 3135 48 6423
@ 4 0478 0612 i 044 EE 732 05 28 B3B3 37.7457 52.015
= 5 0458 0.624 [ 208 055 691 61 284151 37,146 470418
) 0451 0.594 0.74: 2.068 S62 024 170 26 8839 414833 47 3191
Mittelwert 0.444 0.607 C.792 2.06% 2.9%%5 5,189 13.26835657 | 27.81850067 | 38 08201667 | 48 9138333
$0 00312 00137 0.0268 0.0277 0.0651 0.345 06221 9as8 20243 20232
Varianz 0001 0.0002 00007 0.0008 0.0044 0.1197 0.387 9917 4.0877 40035
Werte 5.0 8.0 5.0 5.0 5.0 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0
Ausreisser-Test nach Grubbs
Ext [ 037 | 05 [ cr44 | 2118 | 3055 [ 6732 | 141704 | 26386 | 414833 | 52015 |
Prifwert | 1802 | 1274 | 1776 | 1803 | 1818 | 157 | 1e65 | 143 | 168 | 1509 |
Signifikanz 95%
Tabellenwert [ 1822 | 1822 | 1fz2 | 1822 | 182 | {82 | 1d22 | 182 | 1822 | 1822
Straggler? | nein [ nan | nen | nein | nein | nein | nein | mein [ reln | nein
Signifikanz 99%
T t[ 1944 | 1044 [ 1944 T 1044 | 1944 [ 19044 [ 1044 [ 1944 [ 104 [ 104¢ |
Ausreier? [ nein | rein | men | men | nen | nen | nen | nen |  nen | nein |
Cochran-Test (Varianzenhomogenitat) |Mandel-F-Test auf Linearitat Lineare Kalibrationsfunktion Quadratisc rationsfunktion
[Signifiarz 95%) (Signifikanz €99} Y=ax+d Y=Ax+Bx+C
Prifwert 04235 Priifwert -8.9¢ a 07,500 A OO T
Tabellenwert 0423 Tabellenwert 12.24 b 100,001 B 0.04224151
Bestanden? ia Beslanden? I3 R 00,00 ¢ -0.06434251
Rest-SD 000 R 0 99998702
Rest-SD C.10294284
1.2 QUALIFIER [ Messsignal: m'z = 339 Messgrésse: Ratn Einheit: ngml |
K 10.0 15.0 20.0 50.0 70.0 150.0 300.0 800.0 1000.0
1 0023 0035 0.044 0.124 0.174 0371 0.707 2.2 2892
o 2 0027 0037 0.048 .12 0.172 0.378 0.800 240, 786
E 3 0.02 0.036 0.047 12! 04172 0353 0.788 2.3 31
ﬁ 4 002 035 2.047 .12 0.169 0333 0630 2.2, 986
= 5 0027 035 0.047 121 0.173 0318 €792 2.19: 2687
] 0028 034 0043 120 0.170 0.335 082 43 2747
Wittelwert 0025 0035 0.046 0.122 0.172 .35¢ 0.706 658 2248 2805
SD 0002 0.001 0002 0.002 0.002 ) 028 0054 0.031 0.11 0118
Varianz co 1) 00 00 0.0 01 0003 0001 001 0013
Werte 6 5 i 6 3 [ 6 3 5 6

Extremwert [ 0.023 003 [ 0043 [ 0426 [ 0174 | 0318 | 05w | 1eds | 243 | 2o |
Prifwert [ 1771 | 1659 | 1426 | 1189 | 126 | 1500 | 1418 | 74 | ea2 | 16w |
Tabellenwert [ 1822 | 1822 | 1822 | 1822 | 182 | 182 [ 182 [ 182 | 182 | 182 |
Straggler?| _nen | onen | neim | nem | nem | nen | nen | nen | nen | nen |
Tab t[ 1844 184 | 1944 [ 194 [ 184 [ 1944 [ 1944 [ 1844 [ 1e4da [ 1844 |
AusreiBer? | _nein | nen | nen | nen | men | nen | man | nen_ | nen | mein |
Cochran-Test (Varianzenhomogenitat) TMandel-F-Test auf Linearitat Lineare Kallbrationsfunktion U sche Ra onsfunktion
(Sign fikanz S9%) [Signifikanz 99%) Y =au+b Y=Au?+Bx+C
Prifivert 04223 Priifwert 5.3 a 000282721 | A
Tabellenwiert 0423 Tahellenwert 12.24 b 000,000 B
Bestanden? ja Linear? ja R 00,001 c
Rest-SD 002748818 | R
Rest-SD
Formular: 2.0 Valistat 2.0 - Protokoll Druckdatum; 4/28/2020- 11:47 AM
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Validierungsprotokoll

Seita: 3ven7 Institution:  Inslitut fir Rechlsmedizin Halle (Saale)
Giltig ab: 0203 2020 Methode: ~ GCWMS
1.3 LOSEMITTELKALIBRATION
Signifikanz %
Konzentration
Lasemitiel (xo)
Malrix (xm)
WFR gemassen | |
WFR berechnet | |
Wiederfindungsfunktion Ausraiber-F-Test Tinearitats-Test Varfanzenhomogenitats-F-1est
xm =2a0* xo +ho
20 Kallbrator Nr. Prufwert rundkalibration
bo Priifwert Kritischer-Wert RSD Wiederfindung
R Kritischer-Wert Bestanden? Priifwert
Rest-80 Ausreisser? Kritischer-Wert
Bestanden?
Wiederfindungsrate Lasemittelkalibration
s Bignifikanzniveau fir VB = 297%
| 75 s
70 2.9
:g 53 Winkelnhalhierende
% oz
® 45 06
3 4 x
g 2 [|E os
2 » = 04
i oz
10 0.2
5
) : ] 0.1
000 0.20 0.40 0.60 080 100 120 09 ;
ng/mL 0.0 0.2 04 06 [+ 1.c
Lésemittel
2. Ganauigkeit
2.1, Level 1
Qc-Sollwert: Einheit:
Tag1 Tag 2 Tag3 Tag4 Tag 5 Tag 6 Tag7 Tag B Tag @ Tag 10
1 25 265 %5 770 2778 259 %e 247
1 209 291 %7 268 %1 PLE %7 248
3 287 276 267 %2 %5 254 265 239
] 4 275 ]
5 272
i = :
= 7
8
9 —
10
Mittelwert [ 55 553 204 266313 6bbor 268353 257333 2.7 24,4667
BIAS, % 114 8.7 5.7 58 A3 24 5.0 29
SD | 0&5aE7E2 18083141 01154701 04153332 03451831 D 2886751 0.2 .4917683
RSD, % 34 66 04 1.6 35 11 0.7 20
enndaten oK ederholprazision Laborprazision
MW (ges.) 287333 SD 08310319 |SD 1.34225%4
SD 1209121 [RSD, % 31 RSD, % 50
RSD, % L9
ichtigkeit JeIntervall oK
Abw. 183 Fakfor 2433
Bias, % 61 R-Toleranz 00025 bis 00052
Priifbersich (30%) 00,018 bis 00033
Priifbersich (40%) 00,015 bs 00035
Formular: 2.0 Valistat 2.0 - Protokoll Druckdatum: 4/28/2020- 11:47 AM
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Validierungsprotokoll

Seite: 4von7 Institution: Inslitut flir Rechtsmedizin Halle (Saale)
Giiltig ab: 02.03.2020 Methode:  GC-MS
2.2 Level2
QC-Sollwert: Einhelt:
Tag1 Tag2 Tag3 Tag4 Tag 5 Tag 6 Tag7 Tag $ Tag 9 Tag 10
1 350 81.2 81.8 862 81¢ 806 857 829
2 | e 804 8.0 756 80 816 800 824
3 EEL 768 800 %9 k] 812 80 821
4 103.0
2 5 [ - =
B 6 820
g 7
i —
s —
10
Mittelwiert N6 79.4667 81.8333 82.5567 81.9333 311353 829 324067 -
BIAS, % 10 124 93 30 9.7 105 86 91
SD| 7owars 2343861 20207250 60331747 12342330 06033223 78513155 04041452
RSD, % B.7 29 25 73 15 0.6 34 05
Kenndaten 0K Wiederh sTon Laborprazision
MW (ges.) 839444 | SD 47680787 | SD 60284975
$D 5911679 | RSD,% 57 RSD, % 7.2
RSD, % 7.0
Richtigkeit G5 Interval 0K
Abw. 676 Faktor 234
Bias, % 74 B-Toleranz 00064 bie 0C NG2
Priifbereich (30%) 00,063 bie 0C 118
23 Level3
QC-Sollwert: Einheit:
Tag 1 Tag2 Tag3 Tag4 Tag 5 Tag 6 Tag 7 Tag 8 Tag 9 Tag 10
1 5280 2200 4740 430 4950 5050 5240 4770 -
2 5390 2170 4560 4530 469.0 536.0 £11.0 4350
3 5840 4120 4690 4390 456,00 5200 537.0 4330
© 4 5480
S 5 5330 .
é 8 | 450
7
§ = = .
3 =
10
Mittelwert [ 5373333 4153333 4663343 4423333 4743133 5403339 5240 433 3343
BIAS, % 73 169 59 17 53 7.9 46 25
SD| 4925653  4.0414519 92015732 04515313 215013 28108 130 9 RR57657
RSD, % 9.2 10 20 21 45 42 25 20
[ Renndaten OR Wiederholprazieion Laborprazision
MW (ges.) 4¢1 8510 SD 281138 SD
S0 49 9838 RSD, % 57 RSD, %
RSD, % 10.16233147
[~ Richtigheit G5%-Intervall OK
Abw. 2915 Faktor 2436
Bias, % 1.8 B-Toleranz 00 355 bis 00 809
Priifbereich (30%) 00,351 bis 00,851
Formular: 2.0 Valisiat 2.0 - Protokoll Druckdatum: 4/28/2020- 11:47 AM

67



Validierungsprotokoll

Seite:
Gliltig ab:

Svon7

02.03.2020

Institution: [nslitut fur Rechlsmedizin Halle (Saale)

Methode: GC-MS

Zusammenfassung 95%-Intervall

QC1 QcC2 QC3
5 -
40 1—— — — _—
= )
20
? R {
© 9 I I +
T -1
< 30
-40
-50
=i — s
Zusammenfassung Qc1 Qc2 Qc3
B-Toleranz 00,025 pis 00,032 00,084 pis 00,062 00,356 bis 00 FOS
% 00 bis 28 -30 bis 01 29 bis 22
Priifbercich (30%) 00,018 bis 00,033 00,063 nis 00,118 00,351 bis 00 651
Prilfbereich (40%) 00,015 bis (0,035
3. Grenzwerte
3.1 Bestimung nach DIN 32645
Kalibrator Target Qualifier
Einfell __ ngimlL
1 60 0.158 0009 [ Qualifer
2 7.0 0.183 0.010 003
3 80 0204 0012 o
4 a0 07240 001 5%
5[ 100 07272 0.01 o
[} 1 0347 0.02 g 2
12 0373 w2 | |8 g o
8 el [
9
10 om oo
000 0 10m 150 0o 5M 1670 1200
Messungen 1 1 s gtk
Signifixanz 99 90
k-Wet 3 3 Lineara Kallbration Lineare Kalibration
Ausreifer-F-Test ¥ =000,600-X - 000,000 Y =000,000:X - 00,000
Kalibrator Nr., 6 5
Profwert 236 279
Krit.-Wert 93% 21.13 21.18
Ausreilar nein nein
Linearitéts-Mandel-Test
Prijfwert 576 331
21.18 2419
j& ie
2 0037345 | 0002299
b | 0082532 | 0008675
R 09637 09654
Rest-SD 0018 00009
Grenzwerte
Nachweisgrenze | 2,927 1214
Erfi gsg 5854 2427
B gsg 5503 3644

Formular: 2.0

Valistat 2.0 - Protokoll
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Validierungsprotokoll

Seite: 6von7 Institution: Institut fir Rechtsmedizin Halle (Saale)
Giiltig ab: 02.03.2020 Methode: GC-MS
32 mittels Alter ¢
324 aus Signal/Rauschverhltnis
Dotiert Target  Untergrund  Target Q1 Untergrund Qi Q2 Untergrund Qz
ng/mL 0 0 SiN 0 0 SIN 0 0 SiN
1
2
3
4
5
6
NG-1 ] NG-2 0.0 NG-3 0.0
Honk 0'0 4'
322 Bestimmungsgrenze
[ Vorgabe ngimL ]
MESSUNG Konz. Wiedsrholp Bias
1 — Mittalwer Bias
2 S0 Bias. %
3 B R3O, %
4 Krit. Wert, % 20 Krit. Wert, % 20
§
6 [Beurteilung [Kitextum: RS und bias <20% ]
4, WIEDERFINDUNG
4.1 WIEDERFINDUNG
QC-untere QC-obere
K [ 503  ng/mL | 501.0 ngfmL
Ldsemittel Matrix Lisemittel Matrix
MESSUNG Ratio Ratio Ratio Ratio
1 25543 255174 242650
2 23583 251621 243147
3 26087 | 24072 24672
4 25561 | 24936 241311
5 26433 24,7653 251878
) 6 2.5457 24 3871 24,3346
Mittelwert 2545 |24 90111667 2450921657
SD 004 0524 0356
RSD, % 39 21 15
N (Werte) 6 [
Wiederfindung,%
RSD, %
4.2 STABILITAT
Konz-tief Konz-hach
Zeit QC-Pool Zeit QC-Pool
h Ratio h Ratio
MESSUNG { -~
- ZORF% g 203331 :;7 —] Konz-tief | i Konz-hoch
= - 4 [ =
57.50 2 5750 2 & ;
7200 2 7200 0 T e T .
86.50 2 86 60 20 13 [ s B
0700 2 10100 20 2 |5
é 1 i3 b
Werte 3 6 [T E— ‘ s
min. Wert 1763 Ralio 185356  Ralio H a
max. Wert 18613 Ralio. 209671 Ratio ¢ w o e ¢ 5 w150
Spanne 00933 Ralio 14313 Ratia h h
Spanne, % 50 % 6.8 %
Priifwert 50 % 50 %
Steigung 811.519 -43 57537487
Abschnitt | .1404.3135 9318552 -
R 0.7513 -0.67948
Beurteilung OK 0K Krileriurm: Spanne < Profwert

Formular: 2.0

Valistat 2.0 - Protokall
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Validierungsprotokoll

Institution: [nstilut flir Rechismedizin Halle (Sasle)

Tvon7
Methode: GC-MS

Seite:
02032020

Giltig ab:

4.3 MATRIXEFFEKTE - LCIMSI(MS)

Qcl IngimL aca ngimL.
Reinsubstanz  Extrakt Watrix  Reinsubstanz  Extrakt Matrix
MESSUNG
Mittelwert
sD
Varignz
Anzahl
Wiederfindung,%
RSO, %
MatrixefTokt %
RSD, %
Beurteilung
Kriterium:
Malrizeffenla 75-125%
Anmerkungen

Valistat 2.0 - Prolckall

Druckdatium: 4/28/2020- 11:47 AM

Formufar: 2.0
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7.4 Valistat-Validierungsprotokoll: MDA

Validierungsprotokoll

Seite: 1von7? Institution:  Institul fiir Rechismedizin Halle (Saaiz)

Gilltig ab: 02.03.2020 Methode:  GC-MS

Titel Quanlitative Bestimmung vor Amphetaniin und Derivaten im Serum mit GC-MS
SOP SAA-T-001

Angaben zur Methode

Kurzbezeichnung der Methode Amphetamin und Derivate im Serum mit GC-MS

(agf. Nr.der SOP)

Anwendungsgebiet Klinsche / Forensische Taxikaiegie

Arbeitshereich 10 - 1000 ng/mL

Analyt MDA (Interner Standard: MDA-d5)

Weitere bestimmbare Analyte Quant; Amphelamin, Methamphetamin, MDMA, MDEA, MBDE; Semi-Quant: Methylphenidat,

Methylon, Metheath,, Cathinen, 4-MTA, PMA, Ethylamphetamin, Mephedron, Ephedrin, Ethylon

Verantwortlichkeiten

Leiter der Validierung Fr. Dr. K. Blimke-Anbau
Beteiligte Mitarbeiter F. Picht
—| Bearbeitungszeitraum Navember 201S - Februar 2020
Methode giiltig erklart am 02.03 2020
Methoda ungilitig erklart am entfallt
Zusammenfassung und Bewertung FlisssigiFliissig-Extraktion mit Ethylacetat, eindampfen und PFPA-Derivatisierung
Inhaltsverzeichnis
1. Arbeitsbereich und Kalibrati dell 3. Grenzwerte
1.1, Targel 3.1, Bestimmung nach DIN 32845
141 Priifung auf Varianzhomogenilat (F-Test) 31.1 Bestimmung der Nachweisgrenze (schwaches lon)
1.1.2  Priifung auf Linearitat (Mandel-Test) 31.2 Bestimmung der Bestimmungsgrenze (intersives lon)
1.2, Qualifier 3.2, Bestimmung mitleis Altenativimsthode
1.21  Priifung auf Varianzhcmogenitat (F-Tesf) 321 Nachweisgrenze aus dem SignaliRauschverhalinis
1.2.2  Prifung auf Lingarilat (Mandel-Test) 322 Beslimmungsgrenze aus der Wiederholprézision {20%)
13, Lésemitelkalibration 4. Wiederfindung
1.3.1  Prifung 2uf AusreiBer (F-Tesl) 41 Beslimmung der Wiederfindung
132 Priffung auf Linearitat {Mandel-Test) 441  Bestimmung der Wisdsrfindung fir hohe Konzentration
1.33  Priifung 2uf Varianzhomagenitét (F-Tesl) 41,2 Beslimmung der Wisderfindung fir niedrige Konzenlration
2, Genauigkeit 4.2 Stabilital
21, Lewveld 421 Bestimmung der Stabilitat bei hoher Konzenlration
211 Wiedarholprazision 4.2.2  Bestimmung der Stabilitat bei niedriger Konzentration
212 Laborprazision
213 Richligkeit 43  Malixeffekle
244 95%Intervall (40% / 30%) 431 Uberprifung der Matrixeffekie bei hoher Konzentration
22 Level2 432 Bestimvung der Malrixeffekle bei niedriger Konzentration

221 Wiederholprazision

222 Laborprazision

223 Richligkeit

224  C5%-Intervall (30%)
23 Leweld

231 Wiederholprézision

2.3.2 Laborprazision

233  Richtigkei:

234 95% Intervall (30%)

24, Zusammenfassung 95%-lnterval

Formular: 2.0 Valistat 2.0 - Protokall Druckdatum.: 4/28/2020- 11:46 AM
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Validierungsprotokoll

Seite: 2von7 Institution: Inslitut fiir Rechtsmedizin Halle (Saale)
Gilltig ab: 02 032020 Methode: GC-MS
1. Arbeltsbarelch und Kalibrati all
1.1 TARGET I_ Messsignal: iz = 162 Messgrissa: Ralio Elnhait: nyml |
Konzentration [___10.0 150 200 | 500 700 1500 300, 500.0 800.0 1000.0
1 0.672 1.05 1.379 3601 4 996 11.0276 22.8 45.0¢01 5 3048 854778
© 2 0.775 1004 1427 3RR 5.147 11.136¢ 238183 510887 59 3008 829073
g 3 0.78 1053 1384 3715 5127 10.78R¢ 23.2278 460774 65 9359 830572
o 4 0778 1.091 1.445 £33 5.138 116115 22 5908 47 9626 64.0311 £3.221
= 5 0783 1042 1429 515 5.454 10.2291 2333 47 8248 633217 79.518¢
6 0721 1.046 1.317 644 5.227 10.5207 240444 440534 70 8832 79.7143
Mittelwert 0.751 1.071 1.399 3867 5,182 10.83545 | 23.27843333 | 47.35013133 | 6487958554 | B3.48093333
$D 0.0455 0.0235 0.0484 0.0358 0.1528 4365 Q5397 21708 38022 38052
Varianz 00021 00008 00023 00013 0.0233 2363 0.3477 47114 | 144569030 | 1445462148
Werte 6.0 0 0 6.0 8.0 .0 ] EQ 60 60
Ausreisser-Test nach Grubbs
Extremwert [ 0672 | 1045 | 1317 | 3715 | 5454 | 116115 | 240441 | 510687 | 708832 | £9.2201
Priifwert [ 1747 | 1058 | 1568 | 1543 | 1785 | 1402 | 128 [ 1579 | 1508
Signifikanz 85%
Taballenwert 1822 | 1822 | tmz2 | 1822 | tep2 | 1s22 | 182 | 162 | 1822 [ 182 |
Straggler? nein | mgin | nein | nzin | nein | nein nen nen | nein | nein |
Signifikanz 99%
Tabellenwert [ 1.044 1044 | 1044 | 104 [ 1044 | 194 [ 1044 | 1e4 [ 1044 | 1c4d |
Ausreiber? | nein | mnein | nen | nsin | nen | nen | nem | nen | nein | nen |
Cochran-Test (Varianzenhemogenitat) |Mandel-F-Test auf Linsaritat Linsare Kalibrationsfunktion sche Ralibrationsiunktion
(Sign fikanz $9%) (Signifikanz £9%) Y =ax+b Y=Ax+Bx+C
Priifwert 0.4224 Pritfwert £99 a 000,000 A 0T
Tabellenviert 0423 Tabellenwert 1224 b 000,001 B 007202492
Beslanden? ja Bestanden? ja R 00001 ¢ -0.01624083
Rest-SD 000 R
Rest-SD
1.2 QUALIFIER | M nal: _miz =325 hessgrdsse: Ratio Einhelt: rgiml
Konzentration 10.0 15.0 20.0 50.0 70.0 150.0 300.0 600.0 800.0 1000.0
1 0.088 0.145 C.182 0.508 0 687 1.511 3.123 8.481 8907 11.136
© 2 0.0%9 0.15 0.19 0.505 0.700 492 3213 6.835 7.915 10.569
S 3 0104 014 Q.18 (.495 0 6582 435 3078 5533 B 10513
2 4 0104 0.14 C.19; 0.482 0633 530 2%2 5.395 4 11.603
E 5 0111 0.144 C.19 0.477 0.717 1339 3.023 5.251 271 10.403
6 0.104 0138 017 0478 0589 1.366 3125 8.047 .28, 10.474
Mittelwert €102 0144 0.187 C.491 0593 1.4 3088 5.425 8.572 10.78295
sD 0 008 0004 0.009 C.013 0014 0.07¢ 0.087 0.288 C.48 0.481
Varianz 0.0 0.0 0.0 0. 0. 0.00 0.008 0.072 0.231 0.231
Werte [ 3 3 [ 4 € 6 € 3
Extremwert | 0088 | 0151 [ 0474 | 0805 | 077 [ 1A [ 262 [ 683 [ om3 [ 11503 |
Prifwert | 1761 | 1642 | 1722 | 1161 | 1780 | (344 | 1447 | 15% | 480 | 1706 |
Tabellenwert | ‘822 | 1822 [ 1822 [ 182 [ 182 [ v83@ [ 182 | 182 [ 182 | 182 |
Straggler? nein | wvein | nein [ mein [ wnein | wein [ nein [ nein | nein | nein |
T [ 104 T toad T 1044 [ 1044 [ 044 [ 1944 | 1044 [ 19¢ [ 1944 [ 1914 |
Ausreifer? | mein | nein | ren | rnein | mein | nein | nen | nen | nen | nen |
Cochran.Test (Varianzenhomogenitdt) |Mandel-F-Test auf Linearitit Linsara Kalibrationsfunktion Quadratische Kallbrationsfunktion
(Signifikanz 95%) (Signifikanz $3%) Y=3x=b Y=Ax*+Bx+C
Priifwert 04218 Priifwert 621 a 001080558 A TO0ONIEG |
Tabellenwert 0,423 Tabsllenwart 12.24 b B 0.01037738
Bastanden? Ja Linear? Ja R c 003421025
Rest-SD R
Rest-SD
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Validierungsprotokoll

Seite: 3ven? Inslitution:  Institut fir Rechismedizn Halle (Saale)
Gilltig ab: 0203 20270 Methode:  GC-MS
1.3 LOSEMITTELKALIBRATION
Signifikanz %
Lasemittel (xo0)
Matrix (xm)
WFR gemessen [ ]
WFR berechnet | |
WiederIndungsfunkiion Ausrelfer-F-Test Linearitats-Test Varianzenhomogenitats-F-Test
Xm =20 * %o + bo
a0 alibrator Nr. Prifwert RSD Grundkalibralion
bo Prifwert Kritischer-Wert RSD Wiederfindung
R Kritischer-Wert Bestanden? Priifwert
Rest-SD Ausreisser? Kritischer-Wert
Bestanden?
Wiederfindungsrate Lésemittelkalibration
- Signifikanzriveay fir V3 = 9330
2] | o
74 08
3 4‘ i 0g - Winkelhalbierende
24 [ 07
s
i. | x 951
et E B 054
s %1 = 04+
20T 0s
1 - 02 -+
54 1
c T . 01 -
2.00 0.20 040 0.50 0.80 100 1.20 00 + SN —— ]
| ng/mL 0.0 03 (&} 08 08 1.0
Lgsemitte|
2. Genauigkeit
2.1, Level 1
ac sowar Einei
Tag1 Tag 2 Tag3 Tagd Tag § Tag b Tag7 Tag 8 Tag 9 Tag 10
1 20 25 %48 246 247 24.2 245 230
1] 20 %5 251 739 233 %38 %4 229
3 %7 253 252 234 234 A7 24 22.2
2 4 24¢ -
3 2E -
e 6 21 -
= 7 =
i -
9 B -
10 |
Mittelwert | 25 55 2.1 250333 239657 238 239 24.4333 2.0
BIAS, % 14 €4 0.7 48 56 52 30 44
SD| 12533854 15095660 02031565 00027714  0.781025 02645751 0067735 04358899
RSD, % 43 60 0.8 25 33 1.1 0.2 19
enndaten Laborprazision
08377626 |SD 1.2157124
36 RSD, % 50
9% Interva OK
075 Faktor 233
3 B-Toleranz 0021 bis 00027
Priifbersich (30%) 00,018 bis (0033
Priifbereich (40%) 00,015 big 00035
Formular: 2.0 Valistat 2.0 - Protoxoll Druckdatum. 4/28/2020- 11:48 AM
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Seita: 4von7 Institution: Institut fir Rechtsmedizin Halle (Saaie)
Gliltig ab: 02.03.2020 Methode: CC-MS
2.2 Level2
Qc-Sollwert: Einheit:
Tag1 Tag 2 Tag3 Tag4 Tag5 Tag 6 Tag7 Tag 8 Tag9 Tag 10
1 847 54.2 518 568 522 4.1 558 57.3
2 | a3 541 564 554 528 568 543 556
3 838 51.3 564 572 547 6.1 5635 561
4 708 )
E 5 564
@ 6 556
g 7
8
o =
10
Mittelwert 624 53.2 57.9 571333 63.2657 55 Ro6T 85 B567 563333
BIAS, % 33 118 -4.1 54 1.8 73 -5 6.7
$D 56628615 1.6462073 15 17000801 12807028 1.40113 13560397 0.B736895
RSD, % a1 34 26 3L 24 25 24 16
Renndaten 0K Wicderholprazision Laborprazision
W (ges.) 712% | SD 31502158 | SD 23154103
Sb 42116884 | RSD,% 55 RSD, % 76
RSD, % 74
[ Richtigkeit e-ntervall OK
Abw. 297 Faktor 238
Bias, % 54 B-Toleranz 00,044 bis (0,084
Priifbereich (30%) 00,042 bis 00,079
2.3. Level 3
QC-Sollwert: Einheit:
Tag1 Tag2 Tag3 Tag 4 Tag§ Tag 6 Tag? Tag 8 Tag 9 Tag 10
1 §1%.0 4350 4760 4200 4310 5780 5329 48290 S
2 £21.0 4360 4590 4360 4570 s420 521.0 4930 |
3 4200 4520 4280 4570 520 5400 4300
g
=2 =
3 6
= 7
s -
9
10
Mittelwert 5195 437.0 4653333 4280 465.0 5520 531.0 4Bac
BIAS, % [ 31 133 s -16.1 77 95 5.4 32
8D | 476267 17.5214 10.2144 &0 13 8564 25632 9538302 55ATTE44
RSD, % 9.2 40 22 ig a0 45 8 14
Kenndalen 0K Wiederholprazision Taborprazision
MW (ges.) 4895926 | SD 27.3708 SD 496552
so 47.859 RSD, % 56 RSD, % 10.14418571
RSD, % ag
95%-Intervall 0K
Abw. 4441 Faktor 2436
Bias, % 29 B-Toleranz 00,358 bis 00,597
Priifhereich (30%) 00,352 bis 00655
Formular: 2.0 Valistat 2.0 - Protokoll Druckdatum. 4/28/2020- 11.46 AM
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Seite:
Giiltig ab:

Sven?
02.03.2020

Institution: Institut fiir Rechtsmedizin Halle (Saale)
Methode: GC-MS

Zusammenfassung 95%-Intervall

Qc1 Qcz QC3
50 — {
40 {— — _ e |
® 30 L
| & 20— :
S 0 5 il
v
g + 1
20
< a0
-4c
g
[ — 0% T X%
| e I = | 2
Zi f: Qe Qcz Qcl
B-Toleranz 00021 bis 00,027 10,044 bis 00054 (0,355 big (0547
% -17 5is 08 -28%is (5 -30 bis 18
Priifbereich (30%) 00,018 dis 00,033 00,042 dis €0,079 00,363 bis 00,655
Priifbersich (40%) €0.015 ois 00,035
3. Grenzwerte
3.1 Bestimung nach DIN 32645
Kalibrator Target Qualifier
Einheit __ ngimL o S P ——
1 0 EE 0051 Taigel Qualifier
pl () LK} 0.058 014
3 100 41 (O5h a2
4 1 25 (85 oo
5 2 72 0e2 i
€ K 704 0.0¢7 % .
T 872 0.119 g 5
8 004 4
9 002 7
10 200
0m &0 100 1500 200 200 w0on 1500
Messungen 1 1 o e
Signifikanz 9 )
k-\Werl 3 Lineare Kalibration Lineare Kalibration
AusrsiBer-F-Test Y = 000,600-X - 000,000 Y =000,000-X - 000,000
Kalibrator Nr. 6 8
Priifwert 459 447
Krit -Wert 99% 2118 2118
Ausreiler nein nein
Linearitits-Mandel-Test
Profwert 0.54 0.66
Krit-\Wert ¢ 21.19 21.19
Jaslarden? ja ja
a [C0cent | 00ioesd
b 0290311 | -0.029561
R (8828 0.985
Rest-SD 003 0.0045
Grenzwerte
Nachweisgrenze 3487 1.450
g5y 5904 2860
5.773 4.156
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Validierungsprotokoll

Seite: gvon7 Institution: Institut fir Rechismedizin Halle (Saale)
Glltlg ab: 02.03.2020 Methode: GC-MS
32 i g mittels Al had:
3.2.1 Nachweisgrenze aus Signal/Rauschverhiltnis
Dotiert Target  Untergrund  Target Q1 Untergrund Q1 Qz Untergrund Q2
ngimbL 0 0 SIN 0 9 SIN (] 0 SIN
1
2
c1 || | S —— L
4
§
6
NG-1 0.0 NG-2 0.0 NG-3 0.0
Nachwsisgranze : 00 |
3.22 Bestimmungsgrenze
| Vorgabe ngimL |
MESSUNG Konz. Wiedsrholprizision Blas
1 Mitelwer [aias
)] o sD Bias, %
3 RSC. %
4 ) Krit. Wert, % 20 | Kt Wert, % 20
5
8 [Beurteilung —[Kuleium RS0 und biss<20% ]
4. WIEDERFINDUNG
4.1 WIEDERFINDUNG
QC-untere QC-obere
Konzentration| —50.5 ng/mL | 5040 ngimL ]
L3semittel Matrix Losemitte! Matrix
MESSUNG Ratio Ratio Ratio Ratio
1 40073 39656 £1.3783 336657
2 [Taf675 37 | 534 378
3 41558 4.0768 385190 333686
4 4.115¢ 4.0757 40 4056 393706
S 41873 4.1428 408293 40,7577
6 4.2853 408 405271 38 8042
Mittelwert 4,153 401 40 50593333
SD 0.091 0153 1069
RSD, % 22 38 26
N (Werte) € 3 [
Wiederfindung,%
RSD, %
4.2 STABILITAT
Konz-tief Konz-hoch
Zeit QC-Pool Zeit QC-Pool
h Ratio h Ratio
MESSUNG 0.00 3 0.00 38
- Konz-tief Kenz-hoch
%5 e %50 ] e e
57.50 3 57.50 3
72.00 3 72.00 34
36 50 3 86 50 35 a
10100 3 10100 3 £ 3
== b2
Werta 5 4] ‘
min. Wert 29348  Ralio 34.2001  Ratio ‘ [}
max. Wert 29795  Ralio 353903 Ralo | 50 10 15
Spanne 0047  Ratio 11812 Rafio | h Ll
Spanne; % 15 % 33 %
Priifwert 20 % 250 %
Steigung 961,204 -22 03375305
Abschnitt | 7763 7443 820 3355
R 0.40361 -0 2670
Beurteilung OK | 0K | Krlerium: Soanne < Prifven
Formular: 2.0 Valistat 2.0 - Protokoll Druckdatum: 4/28/2020- 11:46 AM
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Seite: 7vanT Institution: Insiitut fir Rechismedizin Halle (Saals)
Giiltig ab: 02.03.2020 Methode: GC-MS

4.3 MATRIXEFFEKTE - LCIMSI{MS)

T — T R I

Reinsubstanz  Exirakt Matrix  Reinsubstanz  Extrakt Matrix
MESSUNG
Mitlelwert
sD
Varianz
Anzahl
Wiederfindung,%
RSD, %
Matrizeffekt,%
RSO, %
Beaing [T ]
Krilerium: sy 3=50%
Malrixafiehie 76-125%
Anmerkungen
Formular: 2.0 Valistal 2.0 - Pratokall Druckdatun: 4/26/2020- 17146 AM
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7.5 Valistat-Validierungsprotokoll: MDEA

Validierungsprotokoll

Seite: 1von7 Institution:  Institut fiir Rechtsmedizin Halle (Saaie)

Giltig ab: 02.03.2020 Methode:  GC-MS

Titel Quanlitaive Bestimmung von Amphetamin unc Derivaien im Serum mit GC-MS
SOP SAA-T-001

Angaben zur Methode

Kurzbezeichnung der Methode
(ggf. Nr.der SOP)

Amphelamin und Derivate im Serum mit GC-MS

Anwendungsgebiet
Arbeitsbereich

Analyt

Weitere bestimmbare Analyte

Klinische / Forensische Toxikologie

10 - 1000 ng/mL

MDEA (Interner Standard: MDEA-dS)

Querl: Amphetamin, Methamphetamin, MDMA, MDA, M3DB; Semi-Quant: Methylohenidat,
Methylan, Methcath., Cathinon, 4-MTA, PMA, Ethylamphetamin, Mephedron, Ephedrin, Ethylon

Verantwortlichkeitsn
Leiter der Validierung Fr. Dr. K. Bliimke-Anbau
Beteiligte Mitarbeiter F. Picht

| Bearbeitungszei November 2018 - Februar 2020
Methode giiltig erklart am 02.03.2020
Methode ungiiltig erkldrt am entfallt

Zusammenfassung und Bewertung

FliissigiFlussig-Extraktion mit Ethylacetal, eindampfen ung PFPA-Derivalisierung

Inhaltsverzeichnis

1. Arbeitshereich und Kalibrationsmodell

1.1, Target
111 Priifung auf Varianzhomogenilét (F-Test)
1.1.2  Prifung auf Linearitat (Mandel-Test)

1.2, Qualifier
1.21  Priifung auf Varignzhomogenitat (F-Test)
122 Priifung auf Linearitat (Mandel-Test)

13.  Ldsemitielkalibration
131 Priifung auf Ausreiler (F-Tes!)
1.32 Prifung auf Linearitat (Mandel- Test)
1.3.3  Prifung auf Varianzhomogenitat (F-Tes?)

2. Genauigkeit
21, Levell
211 Wiederholprizision
24.2 Laborprézision
213 Richtigkeit
214 95%-Inlervall (40% /30%)

22, Level2
2.21  Wiederholprézision
222 Laborprazision
223  Richtigkeit
224 Yo-Intarvall (30%)

23 Leweld
231  Wiedsrholprazision
232 Laborprazision
233 Richligheit
234 95%-Intervall (30%)

24, Zusammenfassung 98%-ntervall

3. Grenzwerte

3.1, Bestimmung nach DIN 32646
3.1.1  Bestimmung der Nachweisgrerize (schwaches lon)
3.1.2  Bestimmung der Bestimmungsgrenze (intensives lon)

™

32 B g mitlels Alternati de
321 Nachweisgrenze aus dem SignalRauschverhaltnis

222 Bestimmungsgrenze aus der Wiederholpréizision (20%)
4. Wiederfindung
41  Bestimmung der Wiederfindung
411 Bestimmung der Wiederfindung fir hohe Konzentration
4.1.2  Bestimmung der Wiederfindung flr niedrige Konzenration

42  Stabilital
421 Beslimmung der Stabilitat bei hoher Konzentration
422 Beslimmung der Stabilitat bei niedriger Korizentration

43 Malrixeffekie
43.1  Uberprifung der Matrixeffekle bei hoher Konzentration
432 Bestimmung der Metrixsflexle bei niedriger Konzentration

Formular: 2.0
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Validierungsprotokoll

Seite: 2von7 Institution: Institut filr Rechismedizin Halle (Saaie)
Giiltig ab: 02.03.2020 Methode: GC-MS
1. Arbeitsbersich und Kallbrationsmodall
14 TARGET Messsignal: m/z = 218 Messg Rain Einheit: ngiml I
Ki 10.0 15.0 200 50.0 70.0 150. m.o 1000.0_
1 0.443 0.733 0952 2476 3.466 7.36 45,3534 59 5328
] 2 0535 .75 03976 2.479 3.493 7.61 411743 5 6412
2 3 0532 .71, 957 2541 486 7.44, 44922 56.£885
4 4 057 .73 987 438 433 8.08 442904 58 7684
= 5 0557 .75 91 245 634 7129 43 824 54 5454
6 0.543 0718 1901 2.45¢ 577 124 47 €942 53 6753
Mittelwert 0526 0735 0951 2481 353 7473 44 56375 56 6638
sD 0.0458 0.0159 0.0335 0033 0.0759 0.3403 2.2197 2.2212
Varianz 00022 0.00035 00011 00011 0 0038 0.1158 49948 44339
Werte 6.0 8.0 6.0 8.0 60 0 6.0 0
Ausreisser-Test nach Grubbs
Extremwert 0443 | 0715 | od0i | 2541 | 3864 [ BOB4 | 152277 | 310893 | 41.1743 | 5958k
Pritfwert 1763 | 1208 | 1765 | 4703 | q7e7r [ 1778 | 1569 1467 | 1541 | 130
Signifikanz 85%
Taball 1822 | 1820 | 46220 | 1622 | 1822 | 1822 | 182 | 182 | 182 | 182 |
Straggler? | rein [ nein | nein | rein | nen | nen | nen | nen | nen | nen |
Signifikanz 99%
Tabellenwert [ 1.044 | 1944 | 1944 [ 1944 | 1944 | 1944 | 194 | 164 | o044 | 1944 |
AusreiBer? | nein | mein | nein | neo | nein | nen | nen | nen | mein | nen |
Cochran-Test (Varianzenhomogenitit) |Mandel-F-Test auf Lincaritit Lineare Kalibrationsfunktion Quadratische Kallbrationsfunkton
(Signifikanz 93%) (Sianifikanz 93%) Y=aw+b Y=Aw+Bx+0
Priifwert 04177 Priifwert 649 a 000,000 A 000003474
Tabellenwert 0423 Tabellenwert 12.24 b 000,000 B
Bastanden? ja Bestanden? ja R 00,001 c
Rest-SD 000 R
Rest-SD
1.2 QUALIFIER [ miz = 353 Messgrd Ratio Einheit: gl |
Konzentration 10.0 15.0 20.0 50.0 70.0 150.0 300.0 600.0 800.0 1000.0
1 0.018 0031 0040 0102 0.4 2307 0603 4.350 1.752 30!
© 2 0022 0 031 0.039 G101 0.14 0.31 681 1.373 1665 316
g 3 002 0029 0.038 0.103 0.4 0301 A51 1381 1.812 320
2 4 L 02 0030 0040 0 098 014 032 647 1.358 1805 2.379
= 5 0.022 0030 0042 0.100 014 0264 0652 1.344 1763 2.241
(] 0.02; 0079 0035 0099 0.14 0228 0674 1.306 1.874 2207
Mittelwert 0021 0.03 0033 0.1 0.142 0.302 0.646 1352 1.785 2.205
SD Q002 0.007 0.002 D002 0001 0.015 0.024 01026 0061 0057
Varianz 00 00 0.0 0.0 00 00 0.001 0001 000 0004
Werte 6 (] € [ 8 5 3 6 [ 5
Extremwert [ 0018 | 0028 | 0036 [ 0088 | 0143 | 0225 | 0603 | 1306 | 163 | 2207 |
Prifwert | 1770 | 1275 [ 1784 [ 1363 | 152 | 1455 | 1751 | 1745 | 143 | 14 |
T 1822 | 1822 | 1822 1822 | 1820 | 1822 | 182 | 182 | 1822 | 1z |
Straggler?| nein | neir | nen | nen | nen | nem | nen | nen | nen | nen |
Tabellenwert [ 1944 | 1944 [ 1944 [ 1944 | 1648 | 1944 | 1944 | 1644 | 144 | 1844 |
Ausreifler? [ nen | nein | nein | nen | nem | nen | nen_ | nem | nen | nen |
Cochran-Test (Varianzenhomogenitat) |Mandel-F-Test auf Linearitat Linsare Kalibrationsfunktion Quadraische RallbrationsTunk
Sign fikanz 0% (Signifikanz 99%) Y =ax+b Y=Axt+Bx+C
Priifwert 04194 Priffwert 1178 a 0rozzeMs | A T a7
Tabellanwert 0423 Tabellenwert 12.24 b 000,000 B 0.00212511
Bestanden? ja Linear? ja R 00,001 c
Rest-SD 0.01919318 R
Rest-SD
Formular: 2.0 Valistal 2.0 - Protokoll Druckdatum: 4/28/2020- 11:47 AM
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Validierungsprotokoll

Seite: 3von7 Institution:  Institut fiir Rechlsmedizin Hal'e {Saale)
Gultig ab: 02.03.2020 Methode:  GC-MS
1.3 LOSEMITTELKALIBRATION
Signifikanz |%
Konzentration
Lasemittel (xo)
Matrix (xm)
WFR gemessen [
WFR berechnet | |
Wiederfindungsfunktion Ausieiber-F-1est TTnsanitats-Test Varianzenhomogenitats-F-1est
xm =20 * xo0 +bo
ac allbrator Nr. Prafwert RSD Grundkalibration
bo Priifwert Kritischer-Wert RSD Wiadarfindung
R Kritischer-Wert Bestanden? Priifwert
Rest-SD Ausreisser? Kritischer-Wert
Bestanden?
Wiederfindungsrate /_ Losemittelkalibration
Signifkanznveau for VB = §8%
L ' R e
70 1 09 -
- 08 Winkelhabierende
-5
2 & -
& 35 g oS
3 = LI
20
b 03
1 0.2
5
0+ . . i 0.1
0.00 0.20 0.4¢ 0.60 080 100 1.20 0.0 3 = —_—
ng/mL 0.0 02 0s 0% 10
Lésemittel |
2. Genauigkeit
2.1, Leveld
QC-Sollwert: Einheit:
Tag1 Tag2 Tagl Tag4 Tag 5 Tag 6 Tag7 Tag 8 Tag 9 Tag 10
1 8.3 24.0 %5 258 2.1 250 %1 238
1 5.5 24 256 256 252 248 258 240
3 € 6 262 HE 247 %5 48 255 236 e
o 4 %6
5 5 %1
@ B | 28 "
= 7
8
’ — —
10
Mittelwert | 26.15 25 7657 256333 25 3667 %3 249333 258 238333
BIAS, % 4.2 27 21 1.4 28 07 238 50
SD | 11640447 15047832 (1527525 05R53465 07957254 0057735 03 02087666
RSD, % 45 52 06 23 34 02 1.2 09
fiederholprizision Caborprazision
MW (ges.) %4925 [SD ngezi4  |SD 10318892
SO 0156188 [RSD, % 34 RSD, % 40
RSD, % 4.0
ichtigkeit Te-Intervall CK
Abwi. 0.3¢ Faktor 2335
Bias, % 15 B-Toleranz 00,023 bis 00,028
Priifbereich (30%) 00,018 bis 00,033
Priifbereich (40%) 00,015 bis 00,035
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Validierungsprotokoll

Seite: 4von7 Institution: Institut fir Rechismedizin Halle {Saalg)
Giiltig ab: 02.03.2020 Methode: GC-MS
22, Level2
QC-Sollwert: Einheit:
Tag 1 Tag 2 Tag3 Tag4 Tag5 Tag 6 Tag7 Tag 8 Tag9 Tag 10
1 94 808 B3¢ BSE 827 8158 85.0 80.2
2 935 798 865 788 806 827 815 78.1
3 955 795 314 8¢0 832 823 838 802
o 4 1040 -
= 5 842
2 : ==y
» 6 831
g 7
8
9
10 ——— = i
Mittelwert [97 6167 800333 830353 38 821667 €24 831 793
BIAS, % 20 119 78 55 95 93 5 124
SD | 78433792 (0GBOGASS 26501634 A 0R95CAA 1 3796135 07 2330236 1.2124355
RSD, % 35 09 30 71 1.7 08 28 15
Kenndaten OK Wicderholprazision Laborprazision
W (ges.) s4ges2 | SD 44680784 | 8D 83017169
SD 64641526 | RSD,% 55 RSD, % 74
RSD, % 7.3
Richiigkaft 35 Tntarvall OK
Abw, 5.1 Faktor 238
Bias, % 5.7 f-Toleranz 00,054 bis 00,094
Prifbereich (30%) 00064 bis 00,118
23. Level 3
Qc-Sollwert: Einheit:
Tag 1 Tag 2 Tag3 Tag4 Tag 5 Tag 6 Tag7 Tag 8 Tag9 Tag 10
1 £86.0 4390 4810 4330 464.0 5330 4960 4580
2 481.0 4390 4430 421.0 4300 4980 4840 AR50
3 5400 4220 A87.0 4350 4250 4800 §11.0 4780
] 4 e
: i
g 7
8
s I
10 - — - ]
Mittelwert | 4063333 4333333 4520 4008607 4420667 603000/ 4976047 477.0
BIAS, % 05 -13.2 94 -139 113 09 03 -44
SD| 374004 98140546 45825757 75718778 19,7569 25.9506 135031 B.5440037
RSD, % 7.5 23 1.0 18 L5 54 2.7 18
Kenndaten OK Wiederholprazision Laborprazision
MW (ges.) 4588519 | SD 23452 | SD 25 3240
SD 36 2035 RSD, % 48 RSD, % 7.7
RSD, % 76
[ Richtigkelt 95%-Intervall OK
Abw. 2615 Faktor 2432
Bias, % 58 B-Toleranz 00,354 tis 00531
Priifbereich (30%}) 00,34¢ bis 00848
Formular: 2.0 Valistat 2.0 - Protokoll Druckdatum: 4/28/2020- 11:47 AM
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Validierungsprotokoll

Seite: 5von7 Institution: Institut flir Rechismedizin Halle (Saale)
Giiltig ab: 02.03.2020 Methode: GC-MS

2Zusammenfassung 85%-Intervall

Qc1 Qcz Qca |
” i SR
= i
c
€ =
=
K I
Q -
3
<
Z f Qc1 Qc2 Qc3
R-Toleranz 00,023 bis 00028 00,054 bis 00,094 00354 bis 00531
% - 06 bis 13 20 bis 03 29 bis 06
Priifbereich (30%) 00,018 bis (0,033 00,054 bis 00,118 00,349 bis 00,849
Priifbereich (40%) 00.015 bis 00035
3. Grenzwerte
3.1 Bestimung nach DIN 32645
Kalibrator Target Qualifier
Einheit __ngimL e _——
1 3 0.182 007 Tage! ; Qualifier
2| 7 0214 oz —
3| 8 0245 002 qres
4 9 a5 o
5 100 324 (i}
€ 1 412 0.017 ¢ )
12 445 0.017 2 g
8
9
10 =
000 590 1000 1500
Messungen 1 1 ot
Signifikanz <9 £l
k-Wert 8; 3 Lineare Kalibration Lineare Kalibration
Ausreifler-F-Test V= 000,000-X - 000000 Y =000,000-X - 000,000
Kalibrator Nr. 5 6
Prifwert 223 463
Krit-Wert 99% 21,18 21,19
Ausreifiar nEin ein
Lingaritits-Mandel-Test
Priifwert 597 282
Krit-Wert 9% 2119 21.19
Bestanden? ja ja
a [ 0007793
b -0.004221
R 09858
Rest-SD 0 0007
Grenzwerte
g — 2710 1194
Er g €421 2359
gsg §246 3604
Formular: 2.0 Valistat 2.0 - Protokoll Druckdatum: 4/28/2020- 11:47 AM
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Validierungsprotokoll

Seite: Gvon7 Institution: Inslitut fiir Rechismedizin Halle (Saale)
Giiltig ab: 02.03.2020 Methode: GC-MS
3.2 g mittels ethodi
3.2.1 Nachweisgrenzs aus Signal/Rauschverhditnis
Dotiert Target  Untergrund  Target Q1 Untergrund Q1 Q2 Untergrund Q2
ngimL 0 0 SN 0 0 SIN 0 0 SIN
1
2 g
3 —
4
5
6
NG-1 0.0 NG-2 0.0 NG-3 0.0
Nachweisgrenze : 00 |
3.22 Bestimmungsgrenze
| Vorgabe naimlL ]
MESSUNG Konz. Wiederholprizisi Bias
1 Mittelwert Bias
2 SD Bias, %
3 RSD. %
4 Krit. Wert, % 20 |Kit. Wert, % 20
5
8 [Beurteilung ~ [Klerium: RS0 und bias<20% ]
4. WIEDERFINDUNG
4.1 WIEDERFINDUNG
QC-untere QC-obere
Konzentration| ™ 50.1 ng/mL [ 4990 ng/imL |
Lasemittel Matrix Lisemittel Matrix
MESSUNG Ratio Ratio Ratio Ratio
1 27674 251244 254058
2 25477 257708 253714 |
3 28459 278678 2049
4 30483 25437 25.29%7
5 28655 256218 29,7584
6 2.7997 256443 28 5553
Wittetwert 2812 260793 27 23146567
SD 0057 0.152 0.975 2076
RSD,% | 23 58 35 5]
N (Werte) 5 3 5
Wiederfindung,% a5 1044
4.2 STABILITAT
Konz-tisf Konz-hoch
Zeit QC-Pool Zeit QC-Pool
h Ratio h Ratio
MESSUNG 0.0 2 0.00 20 ;
28.50 2 2850 19 " Konz-tief ” Konz-hoch
57.50 2 5750 0
7200 2 7200 19 R 4
86 50 2 8650 19 1 28 g
101.00 2 101.00 19 2, E ool
Wene 6 6 05 5 T
min. Wert 17512 Relio 188976 Ralio 0 0-
max. Wm o7 17302 RE"IO 2‘31;,)% Rﬂli(} 50 106 150 o 5 10¢ 180
Spanne 0029  Relio 12029 Ralic h h
Spanne, % 16 % 60 %
Priifwert %0 % 50 %
Steigung | 2741005 4531804282
Abschnitt [ 4750 385 2356113
R 0.73782 -0.84028
Beurteilung OK 0K Kriterium: Spanne < Prifwert

Formular: 2.0
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Validierungsprotokoll

Selte: T voni

Institution: Institut fir Rechlsmedizin Halle (Saale)

Gilltig ab: 02.03.2020 Methode: GC-MS

4.3 MATRIXEFFEKTE - LC/MS/MS)

ac1 ngimb. QG2 wgiml
Reinsubstanz  Extrakt Malriz  Reinsubstanz  Exirakl Matrix
MESSUNG
Mittelwerl
§0
Varlanz
Anzahl
Wiederfindung,%
i RSD, %
Matrixeffekt,%
RSD, %
L T E— —
Krilerium:  Recovery »=501%
s0
Malrixeffekle 75-120%
Anmerkungen

Farmular: 2.0

Valistal 2.0 - Protokal
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7.6 Valistat-Validierungsprotokoll: MBDB

Validierungsprotokoll

Seite: 1von 7 Institution;  'nsfitut filr Rechtsmedizin Halle (Saale)

Gilltig ab: 02.03.2020 Methode: ~ GC-MS

Titel Quanlilative Bestimmung von Amphatamin und Derivaten im Serum mit GC-MS
SOP SAA-T-001

Angaben zur Methode

Kurzbezeichnung der Methode
(ggf. Nr.der SOP)

Amphetamin und Derivate im Serum mit GC-MS

Anwendungsgebiet
Arbeitsbereich

Analyt

Weitere bestimmbara Analyte

Klinische / Forensische Toxikologie

10 - 1000 ng/mL

MBDB {Intemer Standerd: M3DB-65)

Quanl: Amphetamin, Methamphetamin, MCMA, MDA, MDEA; Semi-Quant: Methylghenidat,
Methylan, Methcath., Cathinon, 4-MTA, PMA, Ethylamphetamin, Mephedron, Ephedrin, Ethylon

Ve Linhkoit:

Leiter der Validierung Fr. Dr. K. Blimke-Anbau
Betelligte Mitarbeiter F. Picht

~1  Bearbeit it November 201€ - Februar 2020
Methode gilltig erkldrt am 02.03.2020
Methode ungiiltig erklért am entfz it

Zusammenfassung und Bewertung

: -

Flizssig/Flissig-Extrektion mit Ethylacetat, eir und PFPA-Derivatisierung

Inhaltsverzeichnis
1. Arbeitsbereich und Kalibrati dell
1.1, Target
141 Prifung auf Varianznomogenital (F-Test)

112  Priifung auf Linearitat (Mandel-Test)

1.2, Qualifier
121  Priifung auf Varianzhomogenital (F-Test)
122  Prifung auf Linearital (Mandel-Test)

13, Losemillelkalibration
- 131 Prilfung auf Ausreilier (F-Test)
1.3.2  Prifung auf Linearitat (Mandel-Test)
1.33  Priifung auf Varianzhomogenilat (F-Test)
2. Genauigkeit
21, Leveld
211 Wiederholprazision

212 Laborprazision
213 Richligkeit
244 95%-Intervall (40% / 30%)

22, lewsi2
221 Wiederhoiprazision
2.2.2  Laborprézision
223  Richtigeit

224 95%-Intervall (30%)
23, leveld
231 Wiederholprazision

232 Laborprazision
233 Richfigkeit
234 95%-Intervall (30%)

24 Zusammenfassung 85%-Intervall

3. Grenzwerte
31.  Bestimmung nach DIN 32645

3.1.1  Bestimmung der Nachweisgrenze (schwaches lon)

312 Bestimmung der Bestimmungsgrenzs (intensives lon)
3.2, Beslimmung mittzls Alternativmethode

321  Nachweisgrenze aus dem Signal/Rauschverhdltnis

322 Bestimmungsgrenze aus der Wiederholprazision (20%)

4. Wiederfindung

4.1 Bestimmung der Wiederfindung

411 Bestimmung der Wizderfindung fiir hohe Konzentrztion

4.1.2  Bestimmung der Wiederfindung fir nigdrige Konzenlration
Stabilitat

424 Bestimmung der Stabilital bei hoher Konzentration

422  Beslimmung der Stabilitat bei niedriger Konzenlration

42

43  Matrixeffekle
431 Uberpririung der Malrixeflekte bef hoher Konzentration

432 Bestimmung der Malrixeflekle bei niedriger Kenzentration

Formular: 20

Vaiistat 2.0 - Protokoll
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Validierungsprotokoll

Seite: 2von 7 Institution: Inslitut flir Rechtsmedizin Halls (Saale)
Giiltig ab: 02.03.2020 Methode: GC-MS
1. Arbeitshereich und i dell
1.1 TARGET [ Messsignal: miz =278 Messgrosse: Ralio Einheitt  ngimL |
K 10.0 15.0 20,0 50.0 70.0 150, 300, 600.0 800.0 1000.0
1 0.415 0587 0883 2.8 237 4 88 43525 29.6107 433568 £6.2105
%) 2 0465 0595 0.913 2283 225 7.03 50767 31.759 40.0277 £4.8177
é 3 0494 056 0354 322 206 BAT 5.2043 32,1208 424839 £3 5947
& 4 0532 QB85 0.913 272 3.26 7.35¢ 48558 7148 19827 £5 BT
= 5 052 0695 0.918 305 3342 614 5.2261 31.4564 1 504 51911
] 0501 0.658 0.827 295 3.303 B.708 5 FARST 3735 5822, §1.50
Mittelwert 0.483 0.679 0.885 2.267 3.253 6912 |1509661667] 31.03918333] 42.53165 53.9869
SD [ 00423 0.0165 00372 0.0165 0.0519 0.2617 0,493 1.149 1.856 1.99
Varianz | 0C018 00003 00014 00003 00027 00683 0,243 1.3203 3826 33509
Werte 6.0 6.0 60 0 60 5.0 6.0 50 50 50
Ausreisser-Test nach Grubbs
Extremwert | 0415 | 068 [ 082 [ 2322 | 3384 | 7358 | 158657 | 293736 | 456223 | 515106 |
Prifwert | 1712 | 1255 | 1871 | 15 | 156 | 1693 | 1655 | 145 | 1682 | 1244 |
Signifikanz 95%
Tabellenwert | 1822 | 1822 | 1622 [ 1822 | 1822 | 1822 | 1822 | 1622 | 182 | 182
Straggler? | nen | nen | nem | nen | nen | ren | nen | ren | nen | nan
Signifikanz 99%
Tab | 194 [ 1984 T 144 | 1824 | 184 | 1544 | 1944 [ 1044 | 1944 | 1044 |
Ausreifer? nein__ | nein | nen | nein | nein [ nein | nein | eein | nein | nein
Cochran-Test (Varianzenhomogenitét) |Mandel-F-Test auf Linsaritat Lineare Kallbrationsfunktion Quadi fe Kalibrationsfunh
(Signifikanz 52%) (Signifikanz 82%) Y=ax+b Y=Axt+Bx+C
Priifwert 04202 Priifwert 599 a 000,000 A
Tabellenwert 0423 Tabellenwert 1224 b -000,001 B
Bestanden? je Bestanden? ja R 00,001 c
Rest-SD 0.00 R ¢
Rest-SD 0.18208169
1.2 QUALIFIER [ Messsignal: m#2 = 353 Messgrésse: Ralio Einheit; ngimlL I
Konzentration|  10.0 15.0 20.0 50.0 70.0 150.0 300. 600.0 800.0 1000.0
1 0.0; 0034 0.04 .13 160 0338 0.708 1418 124 2587
o 2 0.0; 0034 0.04 111 157 342 0.7, 544 950 2683
E 3 0023 0032 0.0d 114 158 .33 0.7, 553 042 2608
7] 4 0026 033 0043 .110 0.157 353 0.708 £24 2033 £10
L 5 002 1033 0.044 111 0.154 0.315 0728 08 1.936 41
] 0.024 032 0.039 109 0.158 0.318 752 461 2.217 48¢
Mittelwert 0.024 0033 0.043 0111 0.158 (0335 Q77 1501 206 2566
SD 0002 0001 0.002 0.002 0.003 0017 0017 0052 0.065 0045
Varianz 0.0 0.0 00 00 00 00 0.0 0.003 0.00¢ 0.009
Werle 5 6 5 5 i) [ 6 6 6 [
Extremwert | 0021 | 003 [ €0 [ oi4 [ o4 [ 633 T o7s2 | 1418 [ 2217 | 2419 |
Prifwert [ 1800 | 1406 | 181 | 1816 | 1786 | 1800 | 1442 | 1597 | 1543 | 1543 |
Tabellenwert [ 1822 | 1822 | 1822 | 182 | 182 1822 | tmzz | 182 | s | 1822
Straggler?| _nein [ mein | ren | nein ngin__ | mein | nein | rein | men | pein |
Tabellenwert [ 1344 | 1944 [ 1944 [ 1544 | 1044 | “oa4 | 1944 | 1044 | 1044 | 104 |
AusreiBer? Nein | nen | e | nen | nen | nein | nen | ren |  rein | nen |
Cochran-Test (Varianzenhomogenitat) |Mandel-F-Test auf Linearitat Lineare Kalib funk Quad he Kalib funktion
(Signifikanz 99%) (Signifikanz 99%1 Y=ax+b Y=Ax+8x+C
Prifwert 0.1228 Priifwert 862 a 0 00257704 A 00000077
Tabellenwert 0.423 Tabellenwert 12.24 b 000,300 8 000241848
Bestanden? ja Linear? je R 00,601 c 000971173
Rest-SD 002081733 R 09099054
Rest-SD 0.01475045
Formular: 2.0 Valistat 2.0 - Pratokoll Druckdatum; 4/28/2020- 11:45 AM
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Validierungsprotokoll

Seite: 3von7 Institution:  lastitut fir Rechismedizin Halla (Saals)
Gilltig ab: 02032040 Methode: C-MS
1.3 LOSEMITTELKALIBRATION
Signifikanz %
Konzentration
Lasemittel (xo)
Malrix (xm)
WFR gemessan | |
WFR berechnet | il
Wiederfindungsfunktion Ausreilier-F-Test Linearitals-Test Varianzenhomogenitats-F-1est
xm =20 " x0 + bo
20 Kalibrator Nr. Prifwert rundkalibration
bo Priifwert Kritischer-Wert RSD Wiederfindung
R Kritischer-Wert Besfanden? Priifwert
Rest-SD Ausreisser? Kritischar-Wert
Bestanden?
Wiederfindungsrate Lasemittelkalibration
Signifkanzniveau fir VB = 95%
~ gg 10
70 09
:; 0s Wink=lhaluierende
% 07
® 43 06
£ 3 £ oos
= 5 S ¢4
&
1c |
g 02
c T T T 01 -
500 oz 0.40 0o a0 1.00 1320 0. ; . —
ng/mL 00 0z 0.4 06 08 10
B Lasemittel _—
2. Genauigkelt
21, Level 1
QC-Sollwert: Einheit:
Tag 1 Tag2 Tag3 Tag4 Tag 8 Tagé Tag7 Tagé Tag 9 Tag 10
1 246 %8 257 237 244 231 233 23
1 248 256 260 228 227 228 232 221 .
3 250 256 %4 723 232 225 231 215
o 4| 4 -
2 5 | 20 - . .
e o & 252
= 7
8
9
10
Wittelwert 258 6.1 231607 234333 228433 232 21 9667
BIAS, % 20 24 2.7 66 <0 -7 -125
$D 1.0 03 0.4618%02  0B736395 02576511 0.1 04183332
RSD, % 3g 12 20 37 11 0.4 19
[} ¢ e prézision Laborprazision
24.00%  |SD 06172046 |SD 15588784
14200473  [RSD, % 28 RSD, % 35
6.2
95%-Intervall DK
Faktor 2803
8-Toleranz 00,019 bis 00,027
Priifbersich (30%) 00,018 bis 20,033
Prilfoeraich (40%) 00,015 bis 00,035

Formular: 2.0 Valistat 2.0 - Protokoll Druckdatum: 4/28/2020- 11:45 AM
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Validierungsprotokoll

Seite: 4von7 Institution: Institut fir Rechtsmedizin Halle (Saz'e)
Gilltig ab: 02.03.2020 Methode:  GC-MS
22 Level2
QC-Sollwert: Einheit:
Tag1 Tag2 Tag3 Tag4 Tag § Tag 6 Tag7 Tag 8 Tag$9 Tag 10
1 635 57.6 1.5 57.3 551 857 567 555
2 528 561 512 503 510 %2 522 525
3 54.0 531 585 564 539 343 568 539
£ 5| wr
E 58
? 6 583 S ==
g 7
B
9
10
Mittelwert [ 3.45 556 604 54667 BAERGT 564 54 G6h7 54.0
BIAS, % 43 81 02 T 113 84 98 107
SD| 45564135 22012678 16522712 38083242 (492885 (0848858 20802032 14525839
RSD, % 7.2 4.1 27 10 09 '8 38 27
enndalen [ Wiederholprazision Laberprazision
MW (ges.) 67.2444 SD 26400541 | SD 47742009
$D 46198013 | RSD,% 5.1 RSD, % 23
RSD, % 81
[ Richtigkelt S5%-Intervall OK
Abwi. 375 Faktor 2433
Bias, % 54 B-Tolaranz 00,043 bis 001,065
Priifbereich (30%) 00,042 big 00,0739
2.3. Level3
QC-Sollwert: Einheit:
Tag1 Tag2 Tag3 Tag4 Tag$§ Tag6 Tag? Tag 8 Tag 9 Tag 10
1 5480 4570 4590 457.0 4500 5410 4980 4650
2 5400 4450 000 4480 441.0 5080 491.0 478.0
3 5820 4480 554.0 43¢0 4230 488.0 4920 4790
© 4 572.0
s 5 5530
s 8 4610
2 7 [
8
o ——— 3
10 T
Mittelwert [ 544 1567 4533308 6076067 4516607 4413333 5123333 493o6or 4740
BIAS,% [~ 36 95 13 98 119 25 45 54
SD| 42 857 11.9304 430155 14.1892 18 5023 26.7644 37859389 7.8102497
RSD, % 7.9 25 82 34 42 52 08 16
Kenndaten OK ~Wiedarholprazision Laborprazision
MW (ges.) 4913704 SD 289735 SD 45,2035
S0 44 3229 RSD, % 5¢ RSD, % Y]
RSD, % g1
[~ Richtighert B5T-Tntervall OK
Abw. Ah3 Faktor 2433
Bias, % 18 B-Toleranz 00,358 bis 00,59
Prifbereich (30%) 00,351 bis 00,851
Formuiar. 2.0 Valistat 2.0 - Protokoll
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Validierungsprotokoll

Seite: Svon7 Institution: Institut fir Rechtsmedizin Halle (Sazle)
Giiltig ab: 02 03.2020 Methode: GC-MS

Zusammenfassung 85%-Intervall

Qc1 Qc2 Qc3

Abweichung, %
|
\

ol i ~ .
[— a%  —— 3%]

!, f: QC1 Qc2 QC3
R-Toleranz 00,07¢ bis 00,027 00,043 bis 00,068 00389 bis 00 5¢5
% - 23 his 06 <20 bis 09 -25 bis 19
Priifbereich (30%) 00,016 bis 00,033 00,042 bis 00,079 00,351 big 00451
Priifbereich (40%) 00,015 bis 00,033

3. Grenzwerte
3.1 Bestimung nach DIN 32845

Kallbrater Target Qualifier
Einheit __ngimL

1 6.0 C.17. [ Qualifier
2 7.0 0.204 0.01 45 - o0
3 3.0 0.227 i Y —
4 a0 0274 013 035 o= >
§ 100 0341 0 030 e |
[ 11 0364 0 ) 2
12 0416 020 e g ooy :
015
gr 010 201
k o0
10[ [T 1 — - L = |
00 ace 1000 1500 000 50 1000 1500
Meszungen 1 1 N e s
Signifikanz S <0 .
-Wert 3 3 Lineare Kalibration Lineare Kalibration
Ausreifier-F-Test Y =000,000X - 000,000 ¥ =000,000-X - 000000
Kalibralor Nr, [} 1]
Prifeserd 4.21 3.20
Kt -Wart 9% 2119 21.19
Ausreiiier nen nein
Linearitats-Mandel-Test
Priiwer 3.1 178
Krit.-Wer 99% 21.19 2119
Bastanden? ja ja
a | 004278
b -0 090379
R
Rest-SD
Granzwerte
Nachwelsgrenze 2590 1.397
Erf: 5 381 2,194
gsg 5216 3207
Formular: 2.0 Valistel 2.0 - Protokoll Druckdatum: 4/28/2020- 11:45 AM
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Validierungsprotokoll

Seite: Bvon 7 Institution: Institut fiir Rechtsmedizin Halle (Saale)
Giiltig ab: 0203 2020 Methode: GC-MS
32 g mittels Alternativmethod
3.21 aus Signal/R: dltnis
Dotiert Target  Untergrund  Target [=}] Untergrund Ql Q2 Untergrund Q2
ng/imL 0 0 SIN 0 0 SIN 0 0 SIN
1
2
3
4
5
[
NG-1 0.0 NG-2 0.0 NG-3 0.0
Nachweisgrenze : 0.0 |
322 Bestimmungsgrenze
Vorgahe imL
MESSUNG Konz. Wiederholprizision
1 Mittelwert 5
2 L D Sias. %
3 RSD, %
4 Krit. Wert, % 20 Krit. Wert, % 20
5
8 [Beurteilung ~-_ [Kiilerium: RSD und blas<20% |
4. WIEDERFINDUNG
4.1 WIEDERFINDUNG
QC-untere QC-ohere
Konzentration[ 50 ng/mL [ 5010 ngimL__|
Lésamittal Matrix Lasamittel Matrix
MESSUNG Ratio Ratio Ratio Ratio
1 1.9687 2034 | 201072 194453
2 2.0453 18928 196852 19.1533
3 20556 20428 | 190403 103005
4 2151 20437 202037 18,7539
s 21007 21511 19 756 27178
§ 2.1437 20387 19 3685 20 3855
Mittelwert 2078 2034 | 1989905333 19897138333
5D [ 0083 0062 0447 0.587
RSD, % 26 40 22 28
N (Werte) 6 6 6
Wiederfindung %
RSD, %
4.2 STABILITAT
Konz:tief Konz-hoch
Zeit QC-Paol Zeit QC-Pool
h Ratio h Ratio
MESSUNG 0.00 2 000
2850 2 2850 gg— & Konz-tief Konz-hoch
5750 2 57 50 23
7200 2 7200 23
B8 50 2 86 50 il
101.00 2 10100 2 .,.E
Werte 3 5
min. Wert 18513 Ratio 225906 Ralio o )
max. Wert 1088 Ratio 236387 Ralio 0 50 e 160 o 50 100 150
Spanne 01377 Raiin 10481 Ralio h h
Spanne, % 89 % 4.4 %
Priifwert 250 % %0 %
Steigung  |.504.0242855 74.10630401
Abschnitt [ 1011.2973 -1652.1677
R | 07331 089354
Beurteilung 0K oK ] Krilerdum: Sparine < Prifwert

Formular: 2.0
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Validierungsprotokoll

Seite: fvonT Institution: Instiiut fir Rechismedizin Halle (Saale)
Giiltig ab: 02.03.2020 Methode: GC-NS

4.3 MATRIXEFFEKTE - LCIMSI(MS)

Qct ngmL Qc2 ngimL
Reinsubstanz  Extrakt Mztix  Reinsubslanz  Extrakt Matrix
MESSUNG
Mittelwert
sD
Varianz
Anzahl
Wiederfindung,%
RSD, %
Matrizeffekt,%
RSD, %
Beurteilung
Kriterium:
Malrizefiekle T3-125%
Anmerkungen

Formu'ar: 2.0 Valisial 2.0 - Piolokall Druckaatum; 4/28(2020- 7 1:45 AM
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7.7 Messunsicherhei

[Zusammenfassung der Qualititskontrolldaten zur Bestimmung der §24a-Analyte ]

Ansprechpartner fiir Riickfragen |Fr. Dr. K. Blumke-Anbau

Telefon [0345 557 1597

Erweiterungsfaktor fiir die Erweiterte Unsicherheit U (2 = 95,5%, 3= 99,7%) H
Unsicherheitsbeitrag Kombinierte ~ Erweiterte
Richtigkeit ~ Sollwertes ~ Prazision  Unsicherheit Unsicherheit Analytische Grenzen Kalibrationsleve!
RMSbias u(Cref) u(Rw) u(x) ] NG BG
Amphetamin 6,9% 1,4% 5,5% 8,9% 17.8% 14 54 10,15,20,50,70,150,300,600,800,1000
Methamphetamin 4.8% 1,4% 5,5% 7,4% 14,8% 1,4 5 10,15,20,50,70,150,300,600,800,1000
MDMA 6,0% 1,5% 6.9% 9,3% 18,5% 1,2 56 10,15,20,50,70,150,300,600,800,1000
MDA 8,1% 1,5% 5.7% 10,0% 20,0% 1,4 57 10,15,20,50,70,150,300,500,800,1000
MDEA 7,9% 1,5% 55% 9,7% 19,4% 1.1 52 10,15,20,50,70,150,300,600,800, 1000
MBDB 7.2% 4,6% 5,2% 10,0% 20,0% 13 52
0 s = - = et — s
0 - s = i = =
Mittelwert * Standardabweichung [18,4 +2,0% ]
Median (Minimum - Maximum) _Aw.o..\u (14,8% - 20,0%) |
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_>3_u_»_033=._ _ Alle Konzentrationen in ng/mL (pg/L)! _
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— Richtigkeit —— — Prazision
Prazisionsmessdaten
Ringversuch  Sollwert SD, % Anzahl Eigener Bias SD, % Anzahl aus Kontrollkarie

Labors Messwert 27,50
BTMF 3/17-A 47.5 13% 79 43,70 8.0% 13% 79 24,20
BTMF 3/17-B 18,7 15% 69 14,00 -10,8% 15% 69 25,50
BTMF 1/18-A 96,1 11% 70 93,50 2.7% 1% 70 25,20
BTMF 1/18-B a4 12% 71 77,10 -8,2% 12% 71 2550
BTMF 2/18-A 123 11% 69 118,00 41% 11% 69 23,50
BTMF 3/18-A 598 12% 7 58,00 -3.0% 12% [ 24,50
22,40
24,50
25,00

Mittelwert i n=6 ) 12% 73 le

i Grubbs- T est auf Straggler (95%) oK
Ausreifer (89%) OK
Zusammenfassung Zusatzliche Informationen
Unsicherheitsbeitrige von Kombinierte Erweiterte Nachweisgrenze 1,40
Richtigkeit Sollwert  Préazision Unsicherheit Unsicherheit Bestimmungsgrenze 540
RMSbias u(Cref) u(Rw) u(x) U

[ 69% | 14% | 55% | [ 8.9% | 178% | Bestimmung mit KKalibratoren [10,15,20,50,70,150,300,600,800,10




_M\_m»:mqsv_._onm..:m: Alle Konzentrationen in ng/mL :.mF_L
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 Richtigkeit — Prazision
Prazisionsmessdaten
Ringversuch  Sollwert SD, % Anzahl Eigener Bias SD, % Anzahl aus Kontrollkarle
Labors Messwert [ 2820 ]
BTMF 3/17-A 722 12% 78 70,00 -3,0% 12% | 78 24,00
BTMF 1/18-A 89,3 12% 69 85,80 -3,9% 12% 69 2510 |
BTMF 1/18-B 771 12% 66 71,40 -1.4% 12% 66 25,60
BTMF 2/18-A 149 11% €8 142,00 -4.7% 11% 68 26,10
3TMF 3/18-A 68,6 12% 76 66,20 -3.5% 12% 76 24,20
25,20
23,20
25,80
26,20
|
Mitte lwert A n=5 12% 71 Soltwert der Prazisionskontrolle
Grubbs-Test aut Straggler (95%) Straggler 2520 |
Ausreilter (99%) OK
— Zusammenfassung Zusatzliche Informationen
Unsicherheitsbeitrige ven Kombinierte Erweiterte Nachweisgrenze 1,40
Richtigkeit Sollwert  Prazision Unsicherheit Unsicherheit Bestimmungsgrenze 5,00
RMSbias u(Cref) u(Rw) u(x) . u
[ as8% | 14% | 55% | [ 74% | 148% | Bestimmung mit Kalibratoren [10,15,20,50,70,150,300,600,800.10]




MDMA Alle Konzentrationen in ng/mL (pg/L)! _
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— Richtigkeit — Prazision
Prazisionsmessdaten
Ringversuch  Sollwert SD, % Anzah! Eigener Bias SD. % Anzahl aus Kontrollkarte

Labors Messwert 29,50

BTMFE 3/17-A 894 12% 79 65,10 £.2% 12% | 79 | 25,50

BTMF 3/17-B 19,8 15% 74 20,10 1,5% 15% 74 5,50

BTMF 1/18-A 77 12% 71 74,00 -4.8% 12% 7" 27,00

BTMF 1/18-B 742 12% 70 67,60 -8,9% 12% 70 27,90

BTMF 2/18-A gt 12% 70 103.00 -7,2% 12% 70 25,90

BTMF 3/18-A 734 12% s 69,90 -1,8% 12% 6 26,90

[ 24,70

24,20

23.50

Mittelwert n=6 13% 73 Soliwert der Prazisionskontrolle
Grubbs-Test auf Straggler (95%) Straggler [ 2510
Ausreifter (99%) CK
— Zusammenfassung - Zusdtzliche Informationen
Unsicherheitsbeitrige von Kombinierte Erweiterte Nachweisgrenze 1,20
Richtigkeit Sollwert  Prazision Unsicherheit Unsicherheit Bestimmungsgrenze 560
RMSbias __ u(Cref)  u(Rw) u(x) u i

[ 60% | 15% | 69% | [ 93% [ 185% | Bestimmung mit Kalibratoren [10,15,20,560,70,150,300,600,800,10]




?__ub. Alle Konzentrationen in ng/mL ?QE
r— Richtigkeit [ Prézision
Prazisionsmessdaten
Ringversuch  Scliwert SD, % Anzahl Eigener Bias 8D, % Anzahl aus Kontrollkarie
Labors Messwert 28.00
BTMF 3/17-A 358 13% 74 31,50 -12,0% 13% 74 | 2350
BTMF 1/18-A 59,2 12% 68 55,70 -5.9% 12% 68 24,80
BTMF 1/18-B 629 12% 67 58,00 -7.8% 12% 67 24,60
BTMF 2/18-A 405 13% 66 37,20 -8,1% 13% 66 24,70
BTMF 3/18-A 51,7 13% 74 49,50 -4.3% 13% 74 24,20
24,50
23,00
23,30
23,80
Mittelwert n=35 13% 70 Sollwert der Prazislonskontrolle
Grubbs-Test auf Straggler (95%) oK H
Ausreilder (99%) OK
— Zusammenfassung Zusdtzliche Informationen
Unsicherheitsbeitrige von Kombinierte Erweiterte Nachweisgrenze 1.40
Richtigkeit Sollwert  Prazision Unsicherheit  Unsicherheit Bestimmungsgrenze 570
RMSbias u(Cref) u(Rw) u(x) U
[8a% | 15% [ s57% | [ 100% | 200% | Bestimmung mit Kalibratoren [10,15,20,50,70,150,300,600,800,10]
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[MDEA

Alle Konzentrationen in ng/mL (ug/L)! |

— Richtigkeit — Prazision
Prazisionsmessdaten J
Ringversuch  Sollwert SD, % Anzahl Eigener Bias 8D, % Anzah! aus Kontrollkarte

Lahors Messwert 28,30

BTMF 3/17-A 766 12% 70 71,30 -5,9% 12% 70 24,00

BTMF 1/18-A 58,1 12% 66 53,40 -8.1% 12% 66 25,50

BTMF 1/18-B 831 12% 65 75,00 9,7% 12% 65 25,80

BTMF 2/18-A 851 12% 62 78,70 -7,5% 12% 62 26,70

BTMF 3/18-A 69,6 12% 70 64,90 6,8% 12% 70 25,00

26,10

23,90

24,50

_ A 24,20

Mittelwert n=5 12% 67 Soliwert der Prazisionskontrolie
Grubbs-Test auf Straggler (95%) OK == [ 2510 |
Ausreiller (99%) OK
— Zusammenfassung Zusatzliche Informationen
Unsicherheitsbeitrdge von Kombinierte Erweiterte Nachweisgrenze 1,10
Richtigkeit ~ Sollwert  Prazision Unsicherheit  Unsicherheit Bestimmungsgrenze 520
RMSbias u(Cref)  u(Rw) u(x) u

[ 79% | 15% | 55% | [or% [  194% | Bestimmung mit Kalibratoren [10,15,20,50,70,150,300,600,800,1{
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_‘EUW _ Alle Konzentrationen in ng/mL (pg/L)! _
Richtigkeit — Prézision —
_\ Prazisionsmessdaten
Ringversuch  Sollwert SD, % Anzahl Eigenar Bias SD, % Anzahl aus Kontrollkarte
Labors NMasswerl 26,60
Gen_Tag-1 605 7% ! 63,50 50% 7% 1 24,60
Gen_Tag-2 60.5 4% 1 57,60 -4.8% 4% 1 25,70
Gen_Tag-3 60,5 2% 1 61,50 1.7% 2% 1 23,70
Gen_Tag4 60,5 7% 1 57,30 -5.3% 7% 1 24,40
Gen_Tag-5 80,5 1% 1 53,10 -12,2% 1% 1 23,10
Gen_Tag-1 501 8% 1 548,00 9,4% 8% 1 23,30
Gen_Tag-2 501 2% 1 | 467,00 5,8% 2% 1 22,30
Gen_Tag-3 501 8% 1 469,00 6,4% 8% 1 2380
Gen_Tag-4 501 3% 1 48700 -6,8% 3% 1 24,60
Gen _Tag-5 501,0 4% 1 460,00 -8.2% 4% 1
Mitte lwert n= 10 5% 1 Sollwert der Prazisionskontrolle
Grubbs-Test auf Straggler (95%) OK _ Nm.‘._ 0 _
Ausreifier (39%) OK
— 2 fassung Zusatzliche Informationan
Unsicherheitsbeitrige von Kombinierte Erweiterte Nachweisgrenze 1,30
Richtigkeit Sollwert  Prazision Unsicherheit Unsicherheit Beslimmungsgrenze 5,20
RMSbias u(Cref) u(Rw) u(x) ; U
[ 72% | 46% [ 52% | [ 1o0% | 200% | Bestimmung mit Kalibratoren [10,15,20,50,70,150,300,600,800,10]
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