WALIDACJA CHROMATOGRAFICZNEJ METODY
OZNACZANIA CYSTEINY W PROBKACH SLINY

Instrukcja do éwiczen opracowana w Katedrze Chemii Srodowiska Uniwersytetu Eodzkiego

Walidacja metody analitycznej jest dziataniem polegajacym na eksperymentalnym
udokumentowaniu przydatno$ci danej procedury do rozwigzania okreslonego zadania
analitycznego. Przeprowadzenie procesu walidacji jest jednym z podstawowych warunkéw
zapewniajacych wysoka jako$¢ uzyskiwanych wynikéw pomiarowych. Stad tez kazda
opracowana nowa procedura analityczna, a takze ta zmodyfikowana, przed aplikacja
do probek rzeczywistych powinna zosta¢ poddana walidacji obejmujacej caly proces
analityczny oraz wszystkie jego etapy. Proces walidacji, zgodnie z zaleceniami zaréowno ICH
(The International Conference on Harmonization), ISO 17025 jak i USP (The United States
Pharmacopoeia), powinien obejmowaé przede wszystkim wyznaczenie/okreslenie
parametréw procedury analitycznej, takich jak:

= Jiniowo$¢,

= doktadnos¢,

= precyzja,

= granica wykrywalnosci (LOD),

= granica oznaczalnos$ci (LOQ),

= selektywnos$¢ (specyficznosc).

Celem ¢wiczenia jest opanowanie zagadnien teoretycznych dotyczacych procesu walidacji
metod analitycznych oraz praktyczne poznanie procesu walidacji na przyktadzie walidacji
metody  oznaczania  cysteiny w  probkach  §liny technika  wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej (HPLC) z detekcja spektrofotometryczng (UV-Vis). Metoda
ta oparta jest na redukcji wigzan disiarczkowych za pomocg tris(2-karboksyetylo)fosfiny
(TCEP), konwersji  analitbw w  pochodne z  udzialem  tetrafluoroboranu
2-chloro-1-metylolepidyniowego (CMLT) oraz odbiatczaniu probki na drodze dodatku kwasu
chlorowego(VII) (PCA) z nastepczym usunigciem wytragconych bialek poprzez wirowanie,

przed koncowa analizg chromatograficzng (Rysunek 1).
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Rysunek 1. Schemat procedury przygotowania probki $liny do analizy chromatograficznej na zawarto$¢ Cys.

Wykonanie ¢wiczenia oraz opracowanie wynikow

Opracowana nowa metoda analityczna zostata poddana walidacji wedlug kryteriow
stosowanych w przypadku analizy probek biologicznych. Procedura ta obejmowata
wyznaczenie (0szacowanie) sze$ciu najwazniejszych parametréw podlegajacych procesowi
walidacji. Etap ten poprzedzito okreslenie przeznaczenia metody analitycznej oraz jej cech
charakterystycznych, w tym wlasciwosci fizykochemicznych analitu, spodziewanego
poziomu stezen substancji oznaczanej oraz przeszkadzajacych, czy rodzaju matrycy. Analiz¢

przeprowadzono w oparciu o aktualne zrodta wiedzy.

Liniowos$¢

Zakres liniowos¢ danej metody jest definiowany jako przedzial zawartosci analitu,
dla ktorego sygnal wyjsciowy urzadzenia pomiarowego (YY) jest wprost proporcjonalny
do stezenia oznaczanego sktadnika (C). Stad tez zalezno$¢ Y(C), okre§lana mianem krzywej
wzorcowej, powinna mie¢ w badanej probce i okreslonym przedziale stezen przebieg
prostoliniowy. Przyjmuje si¢, ze zakres liniowosci powinien obejmowaé stezenia analitu
w probkach wzorcowych od 50% do 150% w odniesieniu do wartosci oczekiwanej wynikow
analizy. Przy niskich st¢zeniach analitu w badanych probach, zakres liniowo$ci ograniczony

jest dolng granicg oznaczalnosci (LOQ).

Sposob wyznaczenia parametru

W celu znalezienia zakresu liniowo$ci krzywej wzorcowej sporzadzono 3 serie roztworow
wzorcowych na 8 poziomach stezen analitu w badanej probce. Krzywe Kkalibracyjne
wykonano w zakresie st¢zen obejmujacym oczekiwang zawarto$¢ Cys w probach Sliny.

Probki przygotowano zgodnie z procedura (Rysunek 1) 1 poddano analizie



chromatograficznej. Na podstawie uzyskanych wynikéw wykre§lono zaleznos¢ Y(C).

Rownanie krzywej kalibracyjnej wyznaczono metoda najmniejszych kwadratow.

Kryterium akceptacji
Zakres liniowosci wskazan detektora procedury wyznaczono przyjmujac jako kryterium
a) warto$¢ wspotczynnika korelacji (R) minimum na poziomie 0,999 b) warto$¢ odzysku

analitu mieszczacg si¢ w zakresie od 85% do 115%.

Dokladnos$¢

Dokladnos$é jest okreslana jako stopien zgodno$ci wynikow uzyskanych z zastosowaniem
danej metody analitycznej z wartoscig rzeczywistg (oczekiwang) mierzonej wielkoSci.
Jednym ze sposobow okreslenia doktadnosci metody jest wyznaczenie odzysku znanej ilosci
analitu dodanego do matrycy zawierajacej badz niezawierajacej substancji oznaczane;j.
Sposob ten jest szczegodlnie pozadanym w przypadku metod analizy probek biologicznych,
gdzie procedurze przygotowania probki do analizy towarzyszy oddzielenie analitu

od pozostatych sktadnikow probki badz/i zatezenie.

Sposob wyznaczenia parametru

W celu wyznaczenia doktadno$ci metody przygotowano probki sliny oraz $liny doszczepionej
znang ilo$cig analitu, tak aby stezenie cysteiny zawieralo si¢ w poblizu dolnej, srodkowe;j
1 gérnej granicy badanego zakresu. Probki przygotowano zgodnie z opracowana procedurg
(Rysunek 1) i poddano analizie chromatograficznej. Doktadno$¢ metody oszacowano
na podstawie wynikow 9 rownoleglych oznaczen dla trzech roznych poziomow stezen analitu
(po 3 oznaczenia na kazdym poziomie zawarto$ci oznaczanego skladnika w probce)

wyznaczajac odzysk analitu:

C,—C
0dzysk [%] = (ZC—O) X 100%
1
gdzie: Co- stezenie oznaczanej substancji w probce niewzbogaconej (zawartos¢ endogenna),

C; - stezenie oznaczanej substancji dodane do probki (zawarto$¢ oczekiwana),

C; - stezenie oznaczanej substancji w probce wzbogacone;j.

Kryterium akceptacji

Metoda moze zosta¢ uznana za doktadna, jezeli odzysk analitu mieSci si¢ w zakresie

od 85% do 115%.



* Precyzja

Precyzja metody jest okreslana jako rozrzut wynikow uzyskiwanych podczas wielokrotnych
powtorzen analizy okreslonego sktadnika dang metoda, w tej samej probce. Innymi stowy
precyzja charakteryzuje rozrzut uzyskanych wynikow oznaczen analitu na danym poziomie
stezen wokot wartosci $redniej. Najlepszg miarg precyzji oznaczen jest odchylenie
standardowe (SD) / wzgledne odchylenie standardowe (RSD) / warto$¢ wspodtczynnika
zmienno$ci (CV%), przy czym precyzja oznaczen jest tym wigksza, im mniejszy rozrzut

wynikéw (warto$¢ SD / RSD / CV%).

Sposob wyznaczenia parametru

W celu sprawdzenia precyzji metody, dokonano analizy statystycznej wynikow oznaczenia
cysteiny w probkach §liny doszczepionej znang ilo$cig analitu (po 3 oznaczenia
na 3 poziomach stezen analitu w probce, zawierajacych sie w zakresie liniowosci W poblizu
jego dolnej, srodkowej i goérnej granicy. Nastgpnie korzystajac z ponizszych zaleznosci,
dla otrzymanej serii wynikdw, obliczono warto$¢ wspdtczynnika zmiennosci.

Z:’(xl — Xgp)"2

SD =
v n-—1

RSD = 32 CV% = RSD~100%

Xsr
gdzie: n-liczba powtarzanych oznaczef (n<30)
Xi — warto§¢ wyniku z pojedynczego oznaczenia

Xsr — wartos¢ $rednia

Kryterium akceptacji
Przyjmuje si¢, ze opracowana metoda spetnia wymogi gdy warto$¢ wspodtczynnika

zmiennosci nie przekracza 15%.

= Granica wykrywalnosci (LOD) i granica oznaczalnosci (LOQ)

Granica wykrywalnosci (LOD) jest definiowana jako najmniejsze st¢zenie lub ilos¢
oznaczanego skladnika w badanej probce, ktérag mozna wykry¢ dang metodg z okreslonym
prawdopodobienstwem. Granica oznaczalnosci (LOQ) odpowiada najmniejszemu stezeniu
lub ilo$ci oznaczanego skladnika w badanej probce, ktore mozna precyzyjnie oznaczyé
ilosciowo stosujac dang metodyke. Czesto LOQ odpowiada punktowi znajdujagcemu sig

w dolnym, prostoliniowym zakresie krzywej kalibracyjnej.
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Sposéb wyznaczenia parametru

W celu wyznaczenia LOD i LOQ przygotowano seri¢ roztworé6w o dokladnie znanym,
malejagcym stezeniu analitu w probee, w ktérej matryce biologiczng ($ling) zastgpiono 0,9%
roztworem chlorku sodu przygotowanym w 0,01 mol/l buforze fosforanowym o pH 7,4.
Roztwory poddano analizie w opracowanych warunkach rozdzielania chromatograficznego.
LOD oszacowano na podstawie zarejestrowanych chromatogramow, przyjmujac
jako kryterium trzykrotng warto$¢ stosunku sygnatu analitycznego do S$redniego poziomu

szumoéw (S/N), wyznaczonego w poblizu czasu retencji analitu:

LOD—3><S
N N

W przypadku LOQ przyjeto, iz jej warto$¢ stanowi trzykrotno§¢ wyznaczonej wartoSci
granicy wykrywalno$ci:

LOQ = 3 x LOD
Kryterium akceptacji
Opracowang metode mozna uzna¢ za przydatng do oznaczania skladnika w badanej prébcee,
wowczas gdy zawarto$¢ analitu jest rowna lub wyzsza od wyznaczonej granicy

oznaczalnosci.

Selektywnos$¢ (specyficznosc)

Selektywnos$¢ (specyficzno$é) jest definiowana jako mozliwo$¢ jednoznacznego oznaczenia
wystepowania (zawarto$ci) analitu w obecnosci innych, czgsto niepozadanych, sktadnikow
probki rzeczywistej w danych warunkach pomiarowych. Innymi slowy okreslenie
selektywnos$ci metody zwigzane jest z oceng czy obecnos¢ oraz wielko$¢ zarejestrowanego
sygnatu analitycznego wynika wylgcznie z wystgpowania analitu w badanej matrycy
badz jest efektem obecnosci innych substancji o podobnych wlasciwosciach
fizykochemicznych. Okreslenie stopnia selektywnosci metody nie nalezy do zadan tatwych,
gdyz wymaga rozpoznania czynnikow przeszkadzajacych 1 nieprzeszkadzajacych

w analizowanej probie oraz zbadania wptywu kazdego z nich na sygnat analityczny.

Sposob wyznaczenia parametru

Slina jest ztozonym materiatem biologicznym, w sktad ktérej wchodzi ponad 99% wody
oraz inne substancje o zréznicowanych wlasciwosciach fizykochemicznych. Zgodnie
z aktualnym stanem wiedzy, w §linie obok Cys wystepuja inne, spokrewnione z nig w szlaku

metabolicznym siarki niskoczasteczkowe tiole, takie jak homocysteina (Hcy), glutation (Glu),
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v-glutamylo-cysteina (y-Glu-Cys) i cysteinylo-glicyna (Cys-Gly). Zwiazki te w zadanych
warunkach prowadzenia reakcji derywatyzacji CMLT ulegaja przeksztatceniu w pochodne,
absorbujace $wiatlo przy zastosowanej dlugosci fali promieniowania 355 nm.
Co istotne, CMLT charakteryzuje si¢ wysokg reaktywnoscig w srodowisku wodnym jedynie
w stosunku do grupy —-SH, co pozwala na selektywne przeprowadzenie aminokwasow

tiolowych w pochodne.

W celu okreslenia selektywnos$ci metody przygotowano S$lepa probe, probke wodnego
roztworu standardow Hcy, Glu, y-Glu-Cys, Cys-Gly i Cys o stezeniu 1 nmol/ml, probke §liny
oraz probke §liny doszczepiong znang iloScig wspomnianych aminokwasow tiolowych.
Proby przygotowano zgodnie z opisang powyzej procedura (Rysunek 1). Oceny
selektywnos$ci metody dokonano na podstawie interpretacji wynikéw (zarejestrowanych
chromatogramow) uzyskanych w trakcie analizy chromatograficznej, przeprowadzonej
w zoptymalizowanych warunkach rozdzielania chromatograficznego, zar6wno probek
roztworéw  wzorcowych jak 1 probek biologicznych zawierajacych  substancje
przeszkadzajace. Dodatkowo w celu sprawdzenia czy metoda jest selektywna sprawdzono jej

doktadno$¢ i precyzje dla otrzymanej serii pomiarowej (patrz Precyzja i Doktadnos¢).

Kryterium akceptacji
Metoda jest uznawana za selektywng, jezeli a) obecno$¢ innych substancji w probce
nie wptywa na dokladno$¢ i precyzje oznaczania skladnika glownego b) w zlozonej

mieszaninie sygnat analityczny generowany jest tylko przez analit.

Zadanie do samodzielnego wykonania

Korzystajagc z danych zestawionych w tabelach, chromatogramow, przekazanych przez
prowadzacego ¢wiczenie, oraz informacji zawartych w powyzszym opisie Wyznacz parametry
charakteryzujagce metod¢ oznaczania Cys w probkach $liny technika HPLC-UV-Vis.
Nastepnie przeprowadz analize uzyskanych w tym zakresie wynikéw i okresl czy opracowana
procedura spelnia stawiane jej wymagania zwigzane z zamierzonym zastosowaniem

w analizie prébek biologicznych. Uzasadnij swoj wybor.
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