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Nazev diplomové prace: Analyza insulinu a jeho vybranych analogt v biologickych vzorcich

pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout rychlou, jednoduchou, specifickou a citlivou
metodu pro stanoveni insulinu a jeho vybranych analogl aspart, lispro, glulisin, glargin,
detemir a degludek v biologické matrici, konkrétné v plasmé. Insulin je hormonalné aktivni
peptid podilejici se na udrzovani stalé koncentrace glukézy v krvi. Insulin se spolu s jeho
strukturnimi analogy vyuziva pro [éCbu onemocnéni diabetes mellitus. Limitujicim faktorem
pfi analyze téchto latek je jejich nestabilita a velmi nizka koncentrace v lidskych vzorcich krve,
ktera se pohybuje v fadech pg/ml.

Vyvoj metody zahrnoval optimalizaci parametrl hmotnostni spektrometrie (MS) pro
detekci jednotlivych analytl a optimalizaci ultravysokoucinné kapalinové chromatografie
(UHPLC) pro separaci vSech analyt(.

Testovany byly dva systémy, a to 1D (jednorozmérnd) a 2D (dvourozmérna) UHPLC, ve
spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS) s vyuZitim trojitého kvadrupdlu
(QgQ). Jako iontovy zdroj byl pouZit elektrosprej v pozitivnim modu (ESI*). BEéhem vyvoje
metody bylo testovano nékolik UHPLC kolon, rizna slozeni mobilni faze a aditiv a nastaveni
gradientové eluce. Cilem bylo separovat jednotlivé insuliny a zaroven identifikovat specifické
prechody pro monitorovani vybranych reakci (SRM) pro jejich kvantifikaci. Zvlastni pozornost
byla vénovana humannimu insulinu a insulinu lispro, které se liSi pouze usporadanim dvou
aminokyselin a maji stejnou molekulovou hmotnost.

Metoda Upravy vzork( plasmy byla pfevzdna z aplikacniho listu (AL) Waters Chybal
Nenalezen zdroj odkazl. a zahrnovala proteinovou precipitaci (PPT) s naslednou mikoextrakci

na tuhou fazi (USPE) s pouzitim vicemoddlniho sorbentu Oasis Max uSPE.



Finalni 2D-UHPLC-MS/MS metoda pro analyzu insulinu a jeho strukturnich analogl
probihala na pfistroji Xevo TQ - XS, za vyuziti zachytné kolony XBridge C18 2,1 x 20 mm o
velikosti Castic 3,5 pm a analytické kolony Cortecs UPLC C18+
2,1 x 100 mm o velikosti ¢astic 1,6 um s celkovou dobou chromatografické analyzy 11 minut.
Mobilni faze obsahovala vodnou a acetonitrilovou slozku s pfidavkem kyseliny mravenci.

Nové vyvinutd metoda bude slouzit k identifikaci a kvantifikaci insulinu a jeho

vybranych analogt u neobjasnénych Umrti pro potfeby Ustavu soudniho lékaFstvi FN Ostrava.
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