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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 wvyvinout 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 glukdzy 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 nizkd koncentrace v lidskych vzorcich krve, ktera se
pohybuje v fadech pg/ml.

Vyvoj metody zahrnoval optimalizaci parametri hmotnostni spektrometrie
(MS) pro detekci jednotlivych analytl a optimalizaci ultravysokoucinné kapalinové
chromatografie (UHPLC) pro separaci viech 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*). BEhem vyvoje metody bylo testovano nékolik UHPLC kolon, rGznd
slozeni mobilni faze a aditiv a nastaveni gradientové eluce. Cilem bylo separovat
jednotlivé insuliny a zaroven identifikovat specifické pfechody pro monitorovani
vybranych reakci (SRM) pro jejich kvantifikaci. Zvlastni pozornost byla vénovéna
humannimu insulinu a insulinu lispro, které se liSi pouze usporadanim dvou

aminokyselin a maji stejnou molekulovou hmotnost.



Metoda Upravy vzork(l plasmy byla pfevzana z aplikacniho listu (AL) Waters
[1] a zahrnovala proteinovou precipitaci (PPT) s naslednou mikoextrakci na tuhou
fazi (LSPE) s pouzitim vicemodalniho 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 €astic 3,5 um 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 pridavkem
kyseliny mravenci.

Nové vyvinuta metoda bude slouzit k identifikaci a kvantifikaci insulinu a
jeho vybranych analogli u neobjasnénych Umrti pro potieby Ustavu soudniho

lékarstvi FN Ostrava.

Klicova slova: insulin a jeho strukturni analoga, 2D-UHPLC-MS/MS, vyvoj
metody, optimalizace
Podékovani: studie byla podpofena Ministerstvem zdravotnictvi CR-koncepéni

rozvoj vyzkumné organizace (29-FNOs/2020)
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Title of Diploma Thesis: Analysis of insulin and its selected analogues in

biological samples by liquid chromatography with mass spectrometry detection

The aim of this thesis was to develop a rapid, simple, specific and sensitive
method for the determination of insulin and its selected analogues aspart, lispro,
glulisine, glargine, detemir, and degludec in biological matrix, namely plasma.
Insulin is a hormonally active peptide involved in maintaining a stable blood
glucose concentration. Insulin, together with its structural analogues, is used for
the treatment of diabetes mellitus. A limiting factor in the analysis of these
substances is their instability and very low concentration in blood samples, which
is in the order of pg/ml.

Method development included optimization of mass spectrometry (MS)
parameters for the detection of individual analytes and optimization of ultra-high
performance liquid chromatography (UHPLC) to ensure separation of the analytes.

Two systems, namely 1D (one dimensional) and 2D (two dimensional)
UHPLC, were tested in coupling with tandem mass spectrometry using triple
guadrupole (QgQ). Several UHPLC columns, different compositions of mobile
phase and additives and gradient elution settings were tested during method
development. The aim was to separate the individual insulins while identifying
selected reaction monitoring (SRM) transitions for quantification. Mainly focus
was put on human insulin and insulin lispro, which have the same molecular
weight and their only difference is the arrangement of two amino acids in the
structure of these compounds.

The method of plasma sample preparation was adopted from AN

(application notes) Waters [1] and involved protein precipitation (PPT) followed



by solid-phase microextraction (USPE) using a multi-modal Oasis Max WSPE
sorbent.

The final 2D-UHPLC-MS/MS method for the analysis of insulin and its
structural analogues was performed on a Xevo TQ - XS instrument, using an
XBridge C18 2.1 x 20 mm trap column with a particle size of 3.5 um, a Cortecs UPLC
C18+ 2.1 x 100 mm analytical column with a particle size of 1.6 um with a total
chromatographic analysis time of 11 minutes. The mobile phase contained
aqueous and acetonitrile components with the addition of formic acid.

The newly developed method will be used for identification and
quantification of insulin and its selected analogues in unexplained deaths for the
needs of the Department of Forensic Medicine, Faculty of Medicine, Ostrava

University Hospital.

Keywords: insulin and its structural analogues, 2D-UHPLC-MS/MS, method
development, optimization
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SEZNAM ZKRATEK

1D-LC jednorozmérna kapalinova chromatografie

2D-LC dvourozmérna kapalinova chromatografie

AcAc kyselina octova

ACN acetonitril

AL aplikacni list

AMK aminokyselina

APCI chemicka ionizace za atmosférického tlaku

API ionizace za atmosférického tlaku

APPI fotoionizace za atmosférického tlaku

Cc18 oktadecylova stacionarni faze

Cc8 oktylova stacionarni faze

CLIA chemiluminiscen¢ni imunoanalyza

cMC kriticka micelarni koncentrace

DM diabetes mellitus

DNA deoxyribonukleova kyselina

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

EMA evropska agentura pro |éCivé ptipravky (European Medicines
Agency)

ESI ionizace elektrosprejem

FA kyselina mravenci

FDA Urad pro kontrolu potravin a lé¢iv (Food and Drug Andministration)

FT-ICR iontova cyklotronova rezonance s Furierovou transformaci

GC-MS plynova chromatografie s hmotnostni detekci

HLA hlavni histokompatibilni systém ¢lovéka

HPLC-MS vysokoucinna kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci

ID-LC-MS/MS izotopové fedéna kapalinovd chromatografie standemovou
hmotnostni detekci
IDE insulin degradujici enzym

IGF-II rastovy faktor podobny insulinu II
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1 UvVOoD

Insulin, peptidovy hormon produkovany slinivkou bfisni, hraje klicovou roli
pfi regulaci hladiny glukdzy v krvi tim, Ze usnadnuje prijem glukdzy do bunék, kde
slouzi jako zdroj energie. Nedostatecna produkce insulinu nebo rezistence na jeho
ucinky vede k diabetes mellitus, chronické metabolické porusSe charakterizované
vysokou hladinou glukdzy v krvi.

Insulinova analoga jsou syntetické derivaty navrzené tak, aby replikovaly
profil plsobeni pfirozeného insulinu a zaroven nabizely lepsi farmakokinetické
vlastnosti. Tato analoga poskytuji vyhody, jako je delSi trvani ucinku, snizené riziko
hypoglykémie a pohodInéjsi davkovaci rezimy. Molekula humanniho insulinu a
jeho analoga maji velmi podobnou strukturu, coz vede k podobnym fyzikalné
chemickym vlastnostem. Napfiklad humanni insulin a insulin lispro se lisi pouze
dvéma aminokyselinami ve své peptidové strukture. Tyto insuliny maji identickou
molekulovou hmotnost, a proto je lIze odliSit pouze na zakladé pritomnosti
specifickych diagnostickych iontl MS/MS (ionty fragmentl y2). Vétsina
soucasnych identifikacnich metod se skutecné spoléha na tyto jedinecné
fragmentové ionty pro presné rozliSeni mezi rlznymi insulinovymi analogy. Tyto
specifické fragmenty jsou vyuzivany ke kvantifikaci samotnych insulin(.

BéZnou praxi je analyza insulinu z krve pomoci imunotest(, pficemz je lze
vyuzit pouze pro analyzu humdnniho insulinu, a ne jeho strukturnich analogu.
Hlavnim problémem je zkfizend reaktivita mezi humannim insulinem a
insulinovymi analogy a také mezi jinymi latkami v krvi, coz mGze vést k nepfesnym
vysledkim.

Insulin a jeho analoga vzbudil pozornost v oblasti soudniho Iékarstvi v
pfipadech nevysvétlitelnych umrti. Predavkovani insulinem vyvolava Zivot
ohroZujici stav hypoglykémie a bez |écby mize vést ke stavu kdmatu, nevratnému
poskozeni mozku a smrti. Nahodné preddvkovani je ¢asto zplUsobeno chybou
pacienta, avSak existuji také prfipady umysiného predavkovani, zejména pfi
pokusech o vrazdu ¢i sebevrazdu. Vyvoj metody, kterd umozni stanovit insulin a
jeho strukturni analoga vramci jediné analyzy nabizi moZnost snizeni poctu

nevyjasnénich umrti.
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2 CiL A ZADANI PRACE

Cilem této prace byl vyvoj metody pro stanoveni insulinu a jeho
strukturnich analogli v biologickych vzorcich pomoci ultravysokoucinné
kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci (UHPLC-MS/MS).
Konkrétné se jednd o insulinova analoga aspart, lispro, glulisin, glargin, detemir a
degludek. Jako biologicky materidl byla z dlvodu stability insulinu zvolena plasma.
Pozadavek na vyvoj metody vychazel z Ustavu soudniho |ékaFstvi FN Ostrava, a to
v souvislosti s pfipady nevyfeSenych umrti. Snahou bylo vytvofit multi-metodu, ve
které bude mozné stanovit veskerd insulinova analoga v jediné analyze.

Pfed vyvojem metody byla provedena reserse s cilem ziskat informace o jiz
existujicich vyvinutych metoddch, struktufe analytl a jejich fyzikalné chemickych
vlastnostech. Prvnim krokem byla optimalizace podminek hmotnostniho
spektrometru, kterd zahrnovala vybér prekurzorovych iontli, nasledné vybér
specifickych a selektivnich produktovych iontl pro dana insulinova analoga. Déle
byla provedena optimalizace vybranych parametr(i iontového zdroje, jako je
hodnota napéti na kapilafe, desolvatacni teplota, pritok plynu na vstupnim
kuZelu, pritok desolvata¢niho plynu a teplota iontového zdroje, s cilem dosahnout
co nejlepsi citlivosti metody.

Nasledovala optimalizace kapalinové chromatografie. Testovano bylo
nékolik typl analytickych kolon: Cortecs C18+, 2,1 x 100 mm, 1,6 um (Waters),
Cortecs C18+, 2,1 x 50 mm, 1,6 um (Waters), Luna Omega C18, 150 x 2,1 mm, 1,6
um (Phenomenex), ACQUITY UPLC BEH C18, 2,1 x 100 mm, 1,7 um (Waters),
Kinetex C18, 100 x 2,1 mm, 1,7 um (Phenomenex).

Pro separaci byly testovany mobilni faze, které obsahovaly vodnou a
organickou slozku (acetonitril, methanol) a pridavek aditiv (rozdilnd koncentrace
kyseliny mravenci). Testovany byly také rGzné podminky gradientové eluce.
Snahou bylo nastaveni podminek analyzy pro Uplné rozdéleni vSech insulin(,
predevsim humanniho insulinu a insulinu lispro, kdy se jedna o analyty se stejnou
molekulovou hmotnosti.

Tato diplomova prace navazuje na mou predeslou bakalafskou praci

s nazvem: ,Post mortem analyza insulinu a jeho vybranych analogl z krve
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metodou kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci”, kterd

byla obhajena v 2022 [2].
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3 TEORETICKA CAST
3.1 Insulin

V roce 2021 probéhlo jiz sté vyroci od objeveni insulinu, o které se zaslouzil
chirurg Frederick Banting spolu se studentem mediciny Charlesem Bestem. Ti roku
1921 provedli podvazani psiho pankreatického vyvodu pro izolaci vnitfni sekrece
pankreatu. Izolovany sekret méli v amyslu pouzit pro Ié¢bu onemocnéni diabetes
mellitus (uplavice cukrovd, DM). Prvnim pacientem byl C¢trnactilety Leonard
Thompson, ktery timto onemocnénim trpél. Poddani insulinu mu zachranilo Zivot,
¢imz doSlo ke zméné pohledu na DM v chronické a lékarsky zvladnutelné

onemocnéni [3].

3.1.1 Struktura insulinu

Insulin patfi do skupiny proteinovych hormon(. Molekulovd hmotnost
humdnniho insulinu je 5808 Da. Je to bila krystalicka latka rozpustna ve vodé
a téZce rozpustnd v nepolarnich rozpoustédlech. Biologicky aktivni forma insulinu
je monomer, avsak insulin je také schopen vytvaret vyssi oligomerni struktury

jako jsou dimery a hexamery (Obr. 1) [4].

A)

Retézec A

/L

N

Retézec B

Obr. 1: Trojrozmérnd struktura humdnniho insulinu, A) monomer, B) dimer, C) hexamer (prevzato
a upraveno ze zdroje [5])

Monomer humanniho insulinu je tvoren dvéma polypeptidovymi fetézci,
které jsou znazornény na Obr. 1. Struktura humdnniho insulinu véetné

jednopismenného oznaceni aminokyselin (AMK), které humanni insulin obsahuje
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je uvedena na Obr. 2. Zatimco fetézec A ma 21 aminokyselin a obsahuje dva
a-helixy vpoloze A1 — A8 a Al2 — A20 spojené smyckou, Fetézec B s
30 aminokyselinami obsahuje centralni a-helix v poloze B9 — B19. a-helix
B retézce je lemovany dvéma zavity a flexibilnimi oblastmi v obou terminalnich
koncich. Oba fetézce jsou navzdjem spojeny disulfidickymi mustky v poloze
A7 — B7 a A20 — B19. Retézec A zaroveri obsahuje intramolekularni disulfidicky

mustek v misté A6 — All. Disulfidické mustky maji zdsadni vliv na stabilitu

molekuly [4].
HUMANNI
INSULIN @
00 fetézec A
OGN /\
©

Obr. 2: Struktura peptidovych retézci humdnniho insulinu (pfevzato a upraveno ze zdroje [1])

Dimerni forma insulinu je tvofena dvéma monomery, které jsou
stabilizovany hydrofobnimi interakcemi a vodikovymi vazbami. Pro vytvoreni
hexameru je nutnd pfitomnost dvou zine¢natych iontl, diky kterym dojde ke
spojeni tfi insulinovych dimer( [4].

Hexamerni usporaddni je nesmirné dllezité pro tvorbu krystal(i, které
slouzi jako zasobni forma insulinu a jsou uloZeny v B-burikdch Langerhansovych

ostravk (LO) [4].

3.1.2 Insulinové preparaty

Zakladni rozdéleni insulinG zahrnuje tfi skupiny, a to insuliny zvifeci, lidské

(humanni) a insulinova analoga [6].
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Zviteci insuliny jsou ziskavany z pankreatu skotu (hovézi insulin) a prasat
(veprovy insulin). Hovézi insulin se od toho humanniho lisi tfemi aminokyselinami,
pricemz veprovy pouze jednou. V Tab. 1 jsou uvedena pfesna mista zmén AMK
u zvitecich insulini v porovnani s insulinem humannim. | pres zna¢nou podobnost
humanniho insulinu se zvifecimi bylo od jejich pouzivani v mediciné upusténo.
Jeden z dUvodu, proc zviteci insuliny jiZz nejsou vyuzivany je vznik imunitnich reakci
u uzivajicich pacient(l. Imunitni reakce vedly k nezddoucim ucinkiim a ke snizeni

ucinnosti 1écby [6][7].

Tab. 1: Strukturni zmény zvifecich insulind v porovndni s insulinem humdnnim [2]

insulin pozice A8 pozice A10 pozice B30
humanni threonin isoleucin threonin
veprovy threonin isoleucin alanin
hovézi alanin valin alanin

Humanni insuliny mohou byt vyrabény semisynteticky ¢i biosynteticky.
Semisyntetickd vyroba spociva v chemické Upravé retézce aminokyselin zvifecich
insulinG tak, aby sloZeni a pocet odpovidal humannimu insulinu. Biosyntetickd
vyroba predstavuje techniku rekombinantni DNA, ktera vyuziva vloZeni lidského
genu pro proinsulin do kvasinky Saccharomyces cerevisiae a bakterie Escherichia
coli. Mikroorganismy poté tvofi insulin jako svUj vlastni produkt, ktery se nasledné
izoluje a purifikuje [8][9].

Insulinova analoga jsou modifikované molekuly humanniho insulinu, které
predstavuji neutralni vodné roztoky o vysoké Cistoté. Obsahuji fadu latek, které
slouzi k jejich konzervaci a stabilizaci. Dale obsahuiji latky ovliviujici délku jejich
Ze jejich lécebny efekt Ize |épe predpovidat a Ize snaz nastavit |éCbu pro ziskani
cilové hodnoty glykémie. Podle délky a ndstupu ucinku jsou insulinova analoga
délena na rychle pUsobici, stftedné dlouze plsobici, dlouhodobé plsobici insuliny
a premixované insulinové pfripravky [4][7][10].

Rychle plsobici insuliny maji rychly nastup ucinku a kratsi dobu jeho trvani
(Tab. 2). Zplsobuje to snizena tendence k tvorbé insulinovych hexamerd, rychlejsi

pfemeéna insulinu na monomery a rychlejsi vstfebavani do krevniho recisté. Byvaji
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oznacovany jako prandialni insuliny. VétSinou jsou aplikovany pred jidlem,
v pfipadé potfeby mohou byt podany i po jidle a pomahaji sregulaci

postprandidlni hyperglykémie. Radi se zde insulin lispro, aspart a glulisin [4][9][11].

Tab. 2: Farmakokinetické informace o ndstupu, vrcholu a dobé ucinku rychle pusobicich
insulinovych analog [9][11]

analog nastup L’l(":lin!(u po vrchol L’u':inll(u po doba trvani Gcinku
podani podani

lispro 10-20 min 30-70 min 2-5 hod

aspart 10-20 min 1-3 hod 3-5 hod

glulisin 10-20 min 1 hod 3-5 hod

Insulin lispro se od humanniho insulinu lis$i zménou poradi aminokyselin
B28-lysin a B29-prolin v B-fetézci humanniho insulinu (Obr. 3). Dostupny je také
insulin lispro s pomocnymi latkami, citratem a treprostinilem, které plsobi na
lokalni cévy. Citrat zvySuje jejich permeabilitu a treprostinil podporuje
vazodilataci, ¢imz je vstfebavani insulinu jesté vice urychleno. Farmakokinetické

informace o insulinu lispro jsou uvedeny v Tab. 2 [4][9][11].

INSULIN
LISPRO
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Obr. 3: Struktura peptidovych retézct insulinu lispro (pfevzato a upraveno ze zdroje [1])

Insulin aspart ma ve své struktufe na misté B28-kyselinu asparagovou,
misto plvodniho prolinu v humannim insulinu (Obr. 4). Existuje také pripravek
s obsahem pomocné latky nikotinamidu, ktery zpUsobuje dfivéjsi nastup ucinku
zhruba o 5 min a zkrdcenou dobu Ucinku o jednu hodinu v porovnani s insulinem
aspart bez pomocné latky. Podrobnéjsi farmakokinetické informace o insulinu

apsart jsou uvedeny v Tab. 2 [4][9][11].
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Obr. 4: Struktura peptidovych retézct insulinu aspart (pfevzato a upraveno ze zdroje [1])

Insulin glulisin obsahuje oproti humannimu insulinu v pozici B3-lysin
a B29-kyselinu glutamovou (Obr. 5). Tab. 2 uvadi farmakokinetické informace o

insulinu aspart [4][9][11].

INSULIN
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Obr. 5: Struktura peptidovych retézci insulinu glulisin (pfevzato a upraveno ze zdroje [1])

Stredné dlouze a dlouhodobé plsobici insulinova analoga maji pomalejsi
nastup ucinku a delsi dobu jeho trvani (Tab. 3). Jsou nazyvany také jako bazalni
insuliny. Jejich cilem je napodobeni endogenni bazalni sekrece insulinu a

udrzovani vyrovnané hladiny insulinu v krvi (insulinémie) [11].

Tab. 3: Farmakokinetické informace o ndstupu, vrcholu a dobé ucinku stfedné dlouze a dlouhodobé
plsobicich insulinovych analog [11]

analog nastup ﬂé’in!(u po vrchol L’u”:inl’(u po doba trvani Gdinku
podani podani
isofan 60-120 min 3-12 hod az 24 hod
detemir 180-240 min 6-8 hod az 24 hod
glargin 60 min bezvrcholny pribéh 24 hod
degludek pozvolné uvoliiovani | pozvolné uvolfovani vice nez 42 hod
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Jedinym zdastupcem stifedné dlouze pusobicich insulini je insulin isofan
zndmy také pod zkratkou NPH insulin (protamin zink insulin). Jeho
farmakokinetické informace jsou uvedeny v Tab. 3 [11].

Do skupiny dlouhodobé pusobicich insulin(i patfi insulin detemir, glargin a
degludek. Ve strukture insulinu detemir je aminokyselina v pozici B30-threonin
nahrazena kyselinou myristovou (Obr. 6). Prodlouzeny ucinek insulinu je
zplisobeny shlukovanim insulinu v misté podani a vazbou na albumin. Udaje o

farmakokinetice insulinu detemir jsou uvedeny v Tab. 3 [11].

INSULIN
DETEMIR ©)
0
@ retézec A
POepeEeOO@ "
g feta &
®) retezec B

Obr. 6: Struktura peptidovych retézct insulinu detemir (pfevzato a upraveno ze zdroje [1])

Insulin glargin se od humdnniho insulinu li§i navdzanim dvou arginin(
na C-konec B-fetézce, tedy v pozici B30-threonin. Zména zde rovnéZ nastava
v fetézci A, a to ndhradou puvodniho asparaginu v pozici A21 za glycin (Obr. 7).
Tyto zmény vyvolavaji posunuti izoelektrického bodu smérem k neutralité.
Injekéni roztok glargin ma kyselé pH, ve kterém je glargin zcela rozpustny. Po
aplikaci dochazi k neutralizaci a vzniku mikroprecipitatl, ze kterych je glargin
postupné uvolfiovan do krevniho obéhu. Podrobnéjsi farmakokinetické udaje jsou

v Tab. 3 [9][11].
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Obr. 7: Struktura peptidovych retézct insulinu glargin (pfevzato a upraveno ze zdroje [1])

Délka ucinku dlouho pUlsobicich insulinli je zhruba 24 hod. Vyjimkou je
insulin degludek, ktery diky své struktufe ucinkuje vice nez 42 hod (Tab. 3).
Degludek je modifikovan pfipojenim kyseliny hexandekandiové na B29-lysin.
Plvodni threonin se v pozici B30 nenachazi (Obr. 8). Po aplikaci insulinu degludek
dojde ke vzniku zasobniho depa ve formé multihexamerl, ze kterych se
monomery kontinualné vstfebavaji do krevniho obéhu, cozZ zplisobuje prodlouzeni

doby ucinku (Tab. 3) [9][11].

INSULIN
DEGLUDEK °e Fetézec A
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Obr. 8: Struktura peptidovych retézci insulinu degludek (prevzato a upraveno ze zdroje [1])

Premixované insulinové pfipravky predstavuji zvlastni skupinu insulinG
s bifazickym plasobenim. Jsou to smési rychle pUsobicich insulin( se stfedné dlouze
nebo dlouze pUsobicimi insuliny. Rychle pusobici insuliny kontroluji hladinu
glukdézy vkrvi po jidle. Pro spravné nastaveni [éCby dle individudlniho

metabolického profilu pacienta mohou smési obsahovat 25 %, 30 % nebo 50 %
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rychle plsobicich insulin(. Regulace glykémie v priibéhu celého dne je zajistovana
stfedné dlouze nebo dlouze pusobicimi insuliny. Pfipravky byly vytvoreny pro lepsi
napodobeni fyziologické endogenni sekrece insulinu. Jednim z priklad(
dostupnych smési je kombinace isofan insulinu v roztoku humdnniho insulinu,
protamin insulinu aspart v roztoku insulinu aspart nebo smés roztokd insulinu
degludek a aspart. Podle pouzitych insulini ve smési muZe ucinek nastupovat
v rozmezi deseti aZ tficeti minut a trvd sedm az dvacet Ctyfi hodin (Tab. 4) [11].

Tab. 4: Farmakokinetické informace o ndstupu a dobé ucinku premixovanych insulinovych
pripravka [11]

smeés

nastup ucinku po

doba trvani ucinku

podani
isofan + humanni ins. 30 min 7-24 hod
protamin insulin aspart + 10-20 min 14-24 hod

ins. aspart

3.1.3 Syntéza insulinu

Insulin je syntetizovan prostfednictvim [-bunék Langerhansovych
ostrlivkd. Gen pro tvorbu insulinu je kédovan na kratkém rameni 11. chromozomu.
Proces zalind syntézou prekurzoru insulinu s ndzvem preproinsulin
v endoplazmatickém retikulu. Preproinsulin se skldada ze signalniho peptidu,
C-peptidu a insulinového rfetézce A a B. Odstépenim signdlniho peptidu pomoci
signalni peptidazy vznika proinsulin. Oxidacni prostfedi v endoplazmatickém
retikulu zplGsobuje tvorbu disulfidickych vazeb. Po vytvoreni disulfidickych vazeb
se proinsulin dostava do sekrecnich granul Golgiho aparatu. Poslednim krokem
Upravy je proteolyza, pfi které dochazi k odstranéni C-peptidu a vznikd aktivni
forma insulinu. Obé latky, C-peptid a insulin, jsou vyluovany z [-bunék
po stimulaci glukdézou a jinymi podnéty. C-peptid nema Zadnou fyziologickou
funkci, jeho koncentrace v krvi viak mGze slouZit pro odhad aktivity 3-bunék LO a

jejich endogenni sekrece insulinu [9][12][13].
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3.1.4 Funkce insulinu

Insulin  patfi mezi zastupce anabolickych hormon(, které jsou
charakteristické tvorbou novych struktur a zdsob energie. Dlouhou dobu byla
regulace metabolismu sacharidi povazovdna za jedinou funkci insulinu. Insulin bez
pochyby hraje klicovou roli v regulaci homeostazy glukézy. Pro sniZzeni hladiny
glukdzy v krvi vyuziva mechanismy jako je glykogeneze a zvyseny transport glukdzy
do bunék. Dalsimi mechanismy je potlaceni glykogenolyzy a glukoneogeneze.
Insulin se podili také na metabolismu protein( a lipidu, kdy jeho Gcinkem dochazi
ke stimulaci proteosytézy a lipogeneze. Insulin plsobi i na samotnou slinivku

bfisni, kde podporuje rist B-bunék a sekreci insulinu [14][15]{16].

3.1.5 Poruchy homeostazy glukdozy

Fyziologicka hodnota glykémie, kterd je zmérena nalacno, je udrzovana
v rozmezi 3,9 az 5,6 mmol/I. Stav, kdy je glykémie nalaéno vyssi nez 5,6 mmol/I, se
nazyva hyperglykémie. Opacnym stavem je hypoglykémie, tedy situace, kdy
koncentrace glukdzy v krvi klesne pod 3,9 mmol/I [14][17].

Glukdza je jedinym zdrojem energie pro centralni nervovou soustavu a
erytrocyty. DllezZita je také pro jiné tkané a orgdny, napf. pro kosterni svalstvo Ci
srdecni sval. Pro spravné fungovani viech organt a tkani je zdsadni udrZzovat stalou
glykémii. Na regulaci glykémie se podili hormonalni a nervova slozka. Hormonalni
slozka obsahuje kromé insulinu a glukagonu také napf. adrenalin a kortisol.
Nervové je glykémie regulovana plsobenim parasympatiku, sympatiku a
hypothalamu [14][17].

Poruchy homeostazy glukdzy nastdvaji v pripadé, Ze néktery z mechanism
udrzovani stalé glykémie selze. Poruchy Ize klasifikovat do dvou skupin. Do prvni
z nich patfi onemocnéni diabetes mellitus, zatimco do druhé je fazena hranicni

glykémie nala¢no a porusena glukézova tolerance [18].

3.1.5.1 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus je chronické heterogenni onemocnéni vyvolané

absolutnim nebo relativnim nedostatkem insulinu ¢i jeho nedostate¢nym ucinkem
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ve tkanich. Dlsledkem tohoto nedostatku je hyperglykémie a komplexni
metabolickd  porucha. Typickymi  klinickymi  pfiznaky je nadmérnd
Zizen — polydipsie a nadmeérné moceni — polyurie, ¢asto i no¢ni moceni. Soucasna
klasifikace rozdéluje diabetes na Ctyfi typy, a to diabetes mellitus I. a Il. typu,

gestacni diabetes mellitus a ostatni specifické typy diabetu [15][18].

3.2 Stabilita insulinu

Insulin ma v lidském téle velmi kratky biologicky polocas. Pohybuje se
v rozmezi 4 az 6 minut. Nejvétsi podil na degradaci insulinu ma insulin degradujici
enzym (IDE). Urcitou roli v degradaci hraje také proteinova disulfidova izomeraza
(PDI) a kyselé proteazy. Informace tykajici se plsobeni jinych faktort na stabilitu

insulinu nejsou v odborné literature dohledatelné [19].

3.2.1 Insulin degradujici enzym

Insulin degradujici enzym je zastupce metaloproteaz a ve svém aktivnim
misté obsahuje Zn?*. Nachazi se pfedevsim v cytosolu, ale také v mnoha dalsich
bunéénych Castech véetné napf. mitochondrii a povrchu plazmatickych membran.
Sklada se ze dvou ¢asti, IDE-N a IDE-C, o pfiblizné stejné velikosti 55 kDa. Nejvyssi
afinitu md IDE k insulinu, avSak mUZe $tépit i jiné peptidy a proteiny, jako napf.
glukagon, rlstovy faktor podobny insulinu Il (IGF-Il). IDE S$tépi insulin na
mnohocetné neaktivni insulinové fragmenty [20].

Optimalni pH pro aktivitu IDE je v rozmezi 6 aZ 8,5. SniZeni aktivity IDE ve
vzorku je mozné diky snizeni teploty na 4 ¢i -20 °C. Ke snizeni aktivity enzymu lze
vyuZit také jeho inhibitory, mezi které se radi fenylmethalsulfonyl chlorid a diamid

[20][21].

3.2.2 Nespecifické vazby proteinli na povrchy materiala

Nespecificka vazba (NSB), také nazyvana nespecifickd adsorpce, analytl
na povrchy materidld je béZznym jevem pro vysokomolekuldrni latky jako jsou
peptidy a proteiny. Vznikd dusledkem chemické afinity analytu k povrchu

jak odbérovych nadob (zkumavky a dalsi), tak k povrchu material(i béhem procesu
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Upravy vzorku pred analyzou. BéZzné mechanismy, které jsou uplatiovany pri NSB,
jsou iontové interakce a interakce vznikajici na zakladé polarity mezi molekulou
analytu a povrchem materidlu. Pokud jsou zkoumané latky adsorbovany na
povrchy, at uz béhem procesu Upravy vzorku ¢i béhem vlastni analyzy, dochazi ke
snizeni koncentrace téchto analyt(i, coz mlze vést ke snizeni citlivosti metody a
k nespravné kvantifikaci analytd [22].

Existuji metody pro ucinné zmirnéni NSB. Prikladem je zména pH roztoku
nebo zvyseni podilu organického rozpoustédla v roztoku vzorku. Tyto metody jsou
vyuzZivany predevsim u jednoduchych malych molekul, u kterych jsou NSB
zpUsobeny jen jednim mechanismem na jediném misté molekuly. Vétsi molekuly,
jako jsou peptidy a proteiny, mohou s povrchem tvofit vice heterogennich
afinitnich interakci. Z toho dlvodu je pro né vyuZivana jind metoda zabranéni
tvorby NSB, a to vyuzZiti tzv. blokujiciho Cinidla. Blokujici Cinidlo vytvori bariéru
mezi povrchem materidlu a proteiny ve vzorku, a ty se pak nemaji kde zachytit.
Casto jsou jako blokujici €inidla vyuZivdny nosné proteiny, jako napf. sérovy
albumin, polymery a detergenty [22].

Pfidanim blokujiciho Cinidla dojde sice k zabranéni tvorby NSB, ale obecné
tyto latky nemusi byt kompatibilni s analytickou instrumentaci. Blokujici Cinidla
mohou ovlivnit selektivitu chromatografické kolony, jsou obtizné odstranovany
z kolon a systému a celkové zpUsobuji kratsi Zivotnost kolony.

Dalsi moznosti, jak zabranit NSB, je vyuZiti nadob s inertnim povrchem, jako
napf. silanizované sklenéné nddoby a polypropylenové nadoby s Cisté
uhlovodikovym povrchem. Konkrétnim prikladem mohou byt vialky a extrakéni
desticky QuanRecovery od spolecnosti Waters, vyrobené zvysoce Ccistého

polypropylenu a navrZzené tak, aby potlacovaly hydrofobni NSB [22].

3.3 Metody upravy biologické matrice pro analyzu insulinu

Insulin a jeho strukturni analoga Ize analyzovat v mnoha rlznych
biologickych matricich. PInd krev neni vhodna z dlvodu pfitomnosti enzym( a fady
jinych latek pfispivajicich k degradaci insulinu. Zpracovava se pouze v oblasti

forenzni analyzy v pfipadé, Ze neni k dispozici zadny jiny dalsi odbér (biologicky
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material). Nejcastéji pouzivanou matrici v klinickych laboratofich je plasma
[23][24][25]. Pro analyzu je moiné pouzit také sérum [21][26]. Mezi dalsi
biologické matrice pouzivané k analyze insulin(i patfi mo¢ [27][28], nitroocni
tekutina [29], mozkomiSni mok a pfipadné dalsi biologické matrice [30].

Koncentrace insulinG se liSi v zavislosti na typu matrice. V pankreatu jsou
ocekavané koncentrace v rozmezi 74 az 170 pg/g, zatimco v plasmé
¢i moci, kde se hladina insulinu pohybuje v fadech pg/ml. Vzhledem k velmi nizké
koncentraci insulin( v biologickych tekutindch je nutné zvolit vhodnou metodu
Upravy vzorku pro jejich stanoveni [31].

K nejbéznéji pouzivanym technikdm uUpravy vzorku pred samotnou
analyzou patfi proteinova precipitace (PPT) [24][25][32], extrakce na tuhou fazi
(SPE) [23][25][33] a afinitni purifikace [24][21][28].

3.3.1 Proteinova precipitace

Proteinovd precipitace neboli srdZzeni proteind je rychld, jednoducha
a levnd metoda vhodna pro matrice s velkym obsahem proteinl jako je plasma i
sérum. Proteinovou precipitaci Ize odstranit témér veskeré plazmatické proteiny
[34][35].

Pro analyzu velkého poctu vzorkd jsou komeréné dostupné 96-ti jamkové
desticky pro PPT. K dispozici jsou vtomto provedeni také plné automatizované

systémy [34][35].

3.3.2 Extrakce na tuhou fazi

Obecnym principem SPE je zachyceni analytd z roztoku vzorku na tuhou
fazi a ndaslednd eluce analytld elu¢nim cinidlem. Dal$i moZnosti pouZiti SPE je
precisténi vzorku, kdy na sorbent mohou byt zachyceny mozné interferenty
obsaZzené v matrici vzorku, zatimco analyty ne. SPE je provadéna v kolonkach
naplnénych sorbentem. Vybér pouzitého sorbentu pro extrakci latek z biologické
matrice zavisi na vlastnostech sorbentu, struktufe a koncentraci extrahovanych

latek, a také na typu biologické matrice. Samotny proces SPE m{ize obecné
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zahrnovat pét zakladnich krok( — aktivace a kondicionace kolonky, naneseni

vzorku, promyti a eluce analytt [34][35][36].

3.3.2.1 Typy SPE sorbentu

SPE sorbenty mohou byt vyrobeny z riznych materialQ, které urcuji jejich
fyzikdlné chemické vlastnosti. Mezi nejbéinéjsi patfi silikagelové sorbenty,
polymerni sorbenty nebo sorbenty na bazi aktivniho uhliku a dalsi. Jednotlivé typy
SPE sorbent( se lisSi mechanismem zachytu analytl na jejich povrch a také svou
kapacitou [35].

Obecné je mozné sorbenty rozdélit do nékolika zakladnich skupin, a to na
sorbenty svlastnostmi reverznich fazi (nepoldrni sorbenty), normdlnich fazi
(polarni sorbenty) a iontové vyménné sorbenty [37].

Pro dosaZeni velmi Cistych extraktl a pro extrakci strukturné odlisnych
latek je mozné vyuZit kombinaci vice mechanism( retence na vicemoddalnich
sorbentech. Pouziti vicemodalnich sorbentld zméni selektivitu a vytéZzek extrakce.
Jeden z komeréné dostupnych vicemoddlnich sorbentl vyuZivd mechanismus
zachytu zaloZzeny na kombinaci reverznich fazi a iontové vyménné funkéni skupiny.
Pfikladem této kombinace vicemodalniho sorbentu je faze typu MAX (mixed-
mode anion exchange), kterd se skladd z kopolymeru s hydrofilnimi a lipofilnimi

vlastnostmi, a navic ma iontové vyménnou skupinu pro kyselé latky [37][39].

3.3.3 Afinitni purifikace

Afinitni purifikace je pouzivana pro izolaci fyziologicky vyznamnych latek,
jako jsou proteiny, enzymy a hormony. Obecnym principem afinitni purifikace je
interakce analytu se specifickym ligandem, ktery je navazan na nosici. Tato vazba
musi byt silnd, ale zaroven reverzibilni pro naslednou eluci analytu. Prikladem
nosi¢e muze byt sefardza, celulédza nebo polyakrylamidovy gel [40].

Jako metody Upravy biologickych vzork( pro analyzu insulinu, zaloZenych
na principu afinitni purifikace, Ize vyuzit napf. metodu ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) a separacni metody (napt. imunoafinitni chromatografie)

[27][28].
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Postup provedeni afinitni chromatografie je rozdélen do tfi krokd.
V prvnim probihd ekvilibrace pomoci vazebného pufru, ktery pfipravi nosic¢
s ligandem na navdazani analytu. Nasleduje aplikace vzorku, kdy dojde k vazbé
cilového analytu s ligandem. Ostatni latky ze vzorku prochazi nosicem a nejsou
zachyceny. Poslednim krokem je naruseni vazby ligandu a analytu pomoci elu¢niho
pufru, ¢imz je dosazeno eluce cilového analytu. Konkrétné u imunoafinitni
purifikace je ligandem protilatka a extrakce analytu je zaloZena na vazbé antigenu

a protilatky [28][40][41].

3.4 Metody separace a detekce insulini z biologické
matrice

V klinickych laboratofich se pro rutinni analyzu insulinu bézné vyuzivaji
imunoanalytické a chromatografické metody. DalSi metodou, kterou Ize vyuZzit pro
stanoveni insulinu, je miceldrni elektrokineticka kapilarni chromatografie, ktera
patfi mezi elektroforetické metody. Elektroforetické metody vSak pro stanoveni
insulinu nejsou v klinické praxi pfilis bézné [42].

Koncentrace insulinu miZe byt uvddéna pomoci dvou systém( jednotek.
Prvnim systémem jsou konvenéni jednotky IU/ml nebo jen U/ml, které vyjadruji
biologickou aktivitu insulinu. Druhym zpUsobem vyjadfeni koncentrace insulinu
jsou jednotky Sl soustavy (pmol/l), které souvisi s poétem molekul insulinu
v daném objemu. Mezi obéma systémy jednotek existuji prepocitavaci faktory.
Problémem vsak je, Ze neni jasné uren pouze jeden prepocitavaci faktor.
Zdokonaleni pripravy a stabilizace insulinu v historii zpUsobilo zménu biologické
aktivity insulinovych pfipravk(. To vyvolalo vznik novych prepocitavacich faktor(.
Pfi pouziti nesprdvného prepocitavaciho faktoru mize dojit k podhodnoceni

vysledkl, coz mUZe vyvolat vyznamné klinické dlsledky [43].

3.4.1 Imunoanalytické metody

Jednou z plivodnich metod pro stanoveni insulinu byla radioimunoanalyza

(RIA). V prGbéhu ¢asu byla tato technika nahrazena jinymi imunoanalytickymi
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metodami z dlivodu bezpecnostnich rizik spojenych s pouzitim radionuklidu jako
znaCeného indikatoru imunochemické reakce. Dal$i nevyhodou RIA metody byla
neschopnost detekovat prekurzory insulinu a insulinova analoga [42].

Zlatym standardem vimunoanalyze insulinu je sendviCova ELISA.
Komeréné dostupné ELISA kity pro stanoveni insulinu v séru dosahuji limitu
detekce (LOD) v rozmezi 3 az 12 pmol/l. Nevyhodou nékterych kit je zkfizena
reaktivita s prekurzorem insulinu proinsulinem [42].

DalsSi moznosti je vyuziti chemiluminiscenéni imunoanalyzy (CLIA). LOD pro

stanoveni insulinu pomoci CLIA se pohybuje v rozmezi 0,7 az 12 pmol/I [42].

3.4.2 Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie

Micelarni elektrokineticka kapildrni chromatografie (MEKC) kombinuje
princip elektroforézy s chromatografii, ¢imz dosahuje efektivnéjsi separace a je
schopna separovat i nenabité molekuly. NejdostupnéjSim detekénim systémem
pro MEKC je UV-VIS detektor, avSak nevyhodou tohoto spojeni pfi analyze insulinu
a jeho strukturnich analogd muzZe byt nedostatecnd selektivita a citlivost
stanoveni. Mnohem vétsi citlivost detekce zajistuje spojeni MEKC s hmotnostni

detekci [42][44].

3.4.3 Chromatografické metody

S ohledem na stdle rostouci potfebu rozliSit samotny insulin, jeho
strukturni analoga a metabolity, byly vyvinuty dalsi metody. Pfikladem jsou
chromatografické metody, které umoZnuji separaci téchto analytl pred vlastni
detekci. Pro tuto separaci je moino vyuzit vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii (HPLC) [42].

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je pro analyzu insulinu spojovana
s hmotnostni spektrometrii, nebo s UV detekci. UV detekce je vSak vyuzivana méné
casto [42].

Spojeni HPLC-MS ma vyssi specificitu, selektivitu a mensi tendenci
k interferencim s dalSimi latkami obsaZzenych v redlnych vzorcich ve srovnani se

spektrofotometrickou detekci. Ceské spolegnost klinické biochemie navrhuje pro
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analyzu insulinu metodu kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni
detekci. V metodé je pro kvantifikaci vyuZivan izotopové znaceny standard, napf.
deuterovany humanni insulin (ID-LC-MS/MS). Avsak pro stanoveni mohou byt jako
vnitfni  standardy pouzité i jiné Ilatky, jako napf. hovézi insulin
[21][27][28][30][33][45].

Pro zvySeni rozliSeni chromatografické separace v analyze insulinu a jeho
strukturnich analogll jsou vyuZivdany i metody vicerozmérné kapalinové
chromatografie. Tato instrumentace mUze byt pfinosem pro separaci strukturné

podobnych latek, jako v pfipadé humanniho insulinu a insulinu lispro [42].

3.4.4 Vicerozmérna kapalinova chromatografie

Multidimenzionalni separac¢ni metody spojuji dva nezavislé separacni
systémy, coz poskytuje Sirokou Skalu kombinaci chromatografickych a dalSich
separacnich metod [46].

Dvourozmérnd kapalinova chromatografie (2D-LC) je jednou z pouZivanych
metod pro separaci analytd v biologickém materidlu. Hlavni vyhodou
dvourozmérného usporadani je znacny narlst kapacity separace a zvySeni
rozliSeni, pokud jsou dodrzovana urcita pravidla:

1. Ortogonalita separa¢niho mechanismu.

2. U&innost separace, které je dosazeno v prvni dimenzi by neméla byt

snizena v dimenzi druhé.

3. Je nezbytné, aby separovana smeés, nebo alespon jeji reprezentativni

Cast, prosla obéma separacnimi dimenzemi [40][47].

Pokud jsou tato pravidla dodrzena celkova kapacita je rovna soucinu dil¢ich
separaci [44].

Tato pravidla ovSem nejsou v praxi vidy 100 % dodrZena, a proto je
vysledna celkova kapacita separace mnohem nizsi nez nasobek jednotlivych
separaci. Dlvodem muZe byt nekompatibilita mobilnich fazi v prvni a druhé
separacni dimenzi nebo ¢astecna korelace mechanismu retence analytd v prvni a

druhé dimenzi [44][48][49].
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2D-LC nasla wvyuziti vanalyze komplexnich smési, jako napf. smési
protein(, dale ve farmaceutické analyze nebo také ve forenzni védé [48].

Jednotlivé dimenze separace nemusi byt sloZzeny jen z analytickych kolon.
Prvni analytickd kolona muZe byt nahrazena kolonou zachytnou. Jednou
z moznosti zapojeni zachytné kolony v 2D-LC systému je zachytna a zpétna eluce
(Trap and Back-Flush Elution). Vzorek je jako prvni nanesen na zachytnou kolonu.
Cilové analyty jsou zachyceny na zacatku zachytné kolony, pficemz nepotrebné a
nekompatibilni 1adtky nejsou zachyceny a jsou undseny do odpadu. Nasleduje
prepnuti ventilu a zpétnd eluce analytl ze zachytné kolony na analytickou kolonu,
kde probiha separace. Vyhodou tohoto zapojeni je odstranéni nekompatibilni ¢asti
matrice vzorku. Zachyceni analytll na zacatku zachytné kolony a zpétné vymyvani
analytl zplGsobuje zakoncentrovani vzorku, coz mlze pfispét ke zvyseni citlivosti

metody [50].

3.4.4.1 2D-LCinstrumentace

Instrumentace 2D-LC systému vychazi z 1D usporadani. 2D-LC systém navic
obsahuje druhou dimenzi separace sloZzenou z ¢erpadla a kolony. PFfepinani mezi
prvni a druhou dimenzi zajistuje prepinaci ventil. Soucasti 2D-LC je stejné jako v
1D-LC automaticky davkova¢, detektor, pocita¢ pro vyhodnocovani ziskanych dat

a nadoba na odpad (Obr. 9) [44].

DRUHA DIMENZE
@ @
PRVNi DIMENZE

automaticky
davkovaé

prepinaci
ventil

|
A

odpad detektor

Obr. 9: Instrumentace 2D-LC systému
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3.4.4.2 Mody 2D-LC

Pokud je k 2D-LC pfistupovano z hlediska poctu prevedenych frakci mezi
prvni a druhou dimenzi, existuje nékolik rezim(. Jednim z nich je ¢4stecna, zndma

také jako frakéni, 2D-LC technika, kterd prendsi pouze jednu frakci (Obr. 10)
[44][48].

A

LC

L,

Obr. 10: Schématické zndzornéni cdstecné (frakcni) 2D-LC techniky [48]

Dalsi technikou je Uplna nebo-li celoeluatova 2D-LC technika, ktera pfenasi

kompletni eludt z prvni kolony (Obr. 11). Obé tyto techniky Ize provadét v on-line

a off-line rezimu [44][48].

[s]
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Prvni pik z prvni Druhy pik z prvni Treti pik z prvni
dimenze dimenze dimenze

Obr. 11: Schématické zndzornéni uplné (celoeludtové) 2D-LC techniky [48]
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V off-line rezimu je eluat z prvni dimenze shromazdovan pomoci sbérace
frakci a po ukoncéeni separace jsou jednotlivé frakce ddvkovany do druhé dimenze.
Vyhodou off-line reZzimu je moznost Upravy jednotlivych frakci pred vpusténim do
druhé dimenze, jako napf. jejich zakoncentrovani nebo derivatizace. 2D-LC
v off-line rezimu Ize provadét pomoci standardniho systému pro jednorozmérnou
kapalinovou chromatografii se sbéracem frakci prvni dimenze, neni potfeba zadna
specialni instrumentace, coz je dalsi vyhodou. Nevyhodou mize byt casova
narocnost provedeni, obtizna automatizace, reprodukovatelnost a vyssi riziko
kontaminace vzorku [47][51].

On-line rezim vyzaduje tzv. modulator, zpravidla ve formé prepinaciho
ventilu, ktery slouZi jako spojeni mezi prvni a druhou dimenzi. Pfepinaci ventil
privadi eluat z prvni dimenze do druhé ihned po jeho nashromazdéni, coz zajistuje
prendseni eluatu v redalném case. Hlavni vyhodou on-line reZimu je automatizace
a rychlost provedeni [44][47][52].

Mezistupen mezi off-line a on-line reZimem je tzv. stop and go rezim, kdy
probiha analyza v jednotlivych dimenzich stfidavé. Nejprve je provedena analyza
v prvni dimenzi, po shromazdéni eludtu je separace zastavena a nasleduje
separace eludtu v dimenzi druhé [48][52].

Pfi rozhodovani o volbé vhodného 2D-LC reZimu analytické metody m(ize
hrat vyznamnou roli ¢asovd narocnost. V on-line rezimu je nezbytné, aby doba
analyzy v druhé dimenzi byla kratsi nebo maximalné stejné dlouha jako je doba
analyzy v prvni dimenzi. To je zpUsobeno potfebou prevodu eluatu zjedné
dimenze do druhé pomoci prepinaciho ventilu, ktery pracuje v pravidelnych
cyklech. BEhem analyzy v prvni dimenzi je eludt zasilan do jedné ze smycek ventilu,
zatimco jina smycka ventilu je sou¢asné vymyvana pomoci ¢erpadla a jeji obsah je
davkovan do druhé dimenze. V off-line reZimu délka analyzy v druhé dimenzi
nehraje tak vyznamnou roli, jelikoZz vzorek je davkovan nezavisle. Delsi ¢as pro

separaci v druhé dimenzi mlze opét zvysit rozliSeni a ucinnost separace [44][52].
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3.4.5 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analyticka metoda, kterda umoznuje identifikaci
a kvantifikaci latek v komplexnich smésich, véetné biologickych vzork(. Diky své
vysoké citlivosti, minimalni spotfebé vzorku a rychlosti provedeni umoznuje
nejen identifikaci a kvantifikaci latek, ale také studium jejich struktury, reaktivity a
fyzikdlnich vlastnosti. Tato technika ma Siroké spektrum uplatnéni a v mnoha
pfipadech pfimo pfispiva ke zlepSeni kvality lidského Zivota. Napomaha
k diagnostice onemocnéni, kdy je vyuZivana napf. pro identifikaci nadorovych
markerld nebo vrozenych metabolickych poruch u novorozencl v ramci
novorozeneckého screeningu. Ddle je MS vyuzivana kvyvoji a vyrobé I[éCiv
a monitorovani jejich terapeutickych hladin. DalSimi odvétvimi vyuzivajici
hmotnostni spektrometrii jsou napf. toxikologie a forenzni analyza
[53][54][55][56].

Principem hmotnostni spektrometrie je separace nabitych ¢astic v plynné
fazi na zakladé jejich poméru hmotnosti a naboje (m/z) diky interakci s elektrickym
nebo magnetickym polem, pfipadné kombinace obou. Cely proces analyzy se da
rozdélit do t¥i krok(:

1. lonizace — pfevod molekul nebo atom( analytu na ionty v plynné fazi.
2. Separace — vzniklé ionty jsou separovany podle jejich hodnoty poméru

m/z.

3. Detekce — zaznamenani iontového proudu hmotnostné separovanych

iontl [53].

Vysledkem analyzy pomoci MS je hmotnostni spektrum, které zaznamenava
intenzitu signalu v zavislosti na jejich m/z [53].
3.4.5.1 lonizace elektrosprejem

Nejcastéji pouzivanym iontovym zdrojem pro analyzu biologickych vzorkd,
je ionizace elektrosprejem. UmoZiuje ionizovat Siroké spektrum latek, véetné
peptidl, protein(, nukleovych kyselin a dalSich makromolekul [57].

Principidlné funguje tak, Ze po vystupu analytu z chromatografické kolony
je roztok vzorku pfivadén do iontového zdroje kovovou kapilarou. Na kovovou
kapildru je vkladano napéti, coz zpUsobuje nabiti analytu. Na konci kapilary vznikaji

kapky, dusledkem plsobeni zmlzujiciho plynu (napf. dusik). Z kapek je postupné
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odparovano prebyteéné rozpoustédlo a dochazi ke kumulaci naboje. V urcité chvili
naboje na kapce dosahnout kritické hustoty tzv. Rayleighova limitu a dojde ke
Coulumbické explozi, pfi které se puvodni kapka rozdéli na mensi kapky a zaroven
dojde k rozdéleni nabojl. Proces Coulumbické exploze se nékolikrat opakuje az do

uvolnéni iontl z kapicky, pficemz ionty pak vstupuji do analyzatoru [57][58].

3.4.5.2 Hmotnostni analyzator
Hmotnostni analyzator separuje ionty dle jejich poméru m/z za vysokého

vakua, které se pohybuje vrozmezi 103 az 109 Pa. Pro zajisténi separace
analyzatory vyuZivaji rlzné fyzikdlni principy. Separace iontl dle jejich r(izné
stability oscilaci za pUsobeni stejnosmérného a vysokofrekvencniho stfidavého
napéti vyuzivaji kvadrupdlové analyzatory a iontové pasti. DalSim principem, ktery
vyuzivd hmotnostni analyzator, mizZe byt sledovani doby letu iontd v oblasti bez
pole [59].

Zakladnim parametrem hmotnostniho analyzatoru je rozliSovaci
schopnost, tedy schopnost analyzatoru poskytnout dva r(izné signdly pro ionty
s podobnym pomérem m/z. Mezi dal$i parametry charakterizujici hmotnostni
analyzator patfi hmotnostni rozsah, spravnost hmoty, dynamicky rozsah a rychlost

skenovani [53][59].

3.4.5.3 Tandemové usporadani hmotnostnich analyzatora
Tandemova hmotnostni spektrometrie pfedstavuje spojeni dvou a vice

hmotnostnich analyzatorl stejného druhu za sebou. Metoda ma velky ptinos
v oblastech identifikace sloucenin v komplexnich smésich, objasnéni struktury
nezndmych sloucenin, znazornéni fragmentacnich cest a kvantifikace slouéenin
v redlnych vzorcich [53].

Principem je hmotnostni analyza nabitych iontl v prvnim hmotnostnim
analyzatoru, ze kterého je vybran proud iontl. Tyto vybrané ionty se nazyvaji
prekurzorové ionty. Nasleduje jejich fragmentace, pfi které diky specifickym
reakcim, jako napt. kolizné indukovanym srazkam iontl s koliznim plynem,
dochazi ke vzniku fragmentl neboli produktovych iontl. Produktové ionty jsou

nasledné podrobeny dalSi hmotnostni analyze. Tandemova hmotnostni
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spektrometrie neni omezena pouze na dvoustupnovou analyzu. Lze provést také
vicestupriové hmotnostni analyzy oznacované jako MS" [53][60].

Instrumentaci pro MS/MS lze rozdélit do dvou skupin, a to na tandemovou
hmotnostni spektrometrii v prostoru (MS/MS in-space) a tandemovou hmotnostni
spektrometrii v ¢ase (MS/MS in-time). V ptipadé MS/MS instrumentace v prostoru
jsou zakladni kroky tandemové hmotnostni spektrometrie, tedy vybér
prekurzorovych iont(, fragmentace a analyza produktovych iontl, provadény ve
trech hmotnostnich analyzatorech. Patfi zde napf. hmotnostni spektrometry
s trojitym kvadrupdlem (QqQ) ¢i kvadrupdl s analyzatorem doby letu (QqTOF), dva
analyzatory doby letu (TOF/TOF) a kvadrupdl s iontovou cyklotronovou rezonanci
(QqICR). V prfipadé MS/MS instrumentace v Case jeden analyzator provadi
postupné v Case vybér prekurzorovych iontl, jejich fragmentaci a analyzu
produktovych iontl. Pfikladem muZe byt hmotnostni spektrometr se sférickou
iontovou pasti (QIT), linearni iontovou pasti a iontova cyklotronovd rezonance

s Fourierovou transformaci (FT-ICR) [53][60].

3.4.6 Spojeni UHPLC-MS

Kombinace separacnich vlastnosti ultravysokoucinné kapalinové
chromatografie (UHPLC) s detekci ve formé hmotnostni spektrometrie tvofi
dllezité spojeni v analyze biologickych vzorkl [53].

UHPLC-MS se sklada se tfi ¢asti — separacniho zafizeni ve formé UHPLC
systému, rozhrani a hmotnostniho spektrometru. Rozhrani zajistuje prevod
kapaliny z chromatografického systému do hmotnostniho spektrometru. V ramci
trendd dnesni doby pro spojeni UHPLC-MS je rozhrani vyfeSeno vyuzitim
ionizacnich technik za atmosférického tlaku, nejéastéji elektrosprejem a

chemickou ionizaci za atmosférického tlaku [53][57].
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3.5 Publikované metody zabyvajici se analyzou insulinu a
jeho analogl

Pfehled publikovanych metod zabyvajicich se analyzou insulinu a jeho
strukturnich analogli pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci
shrnuje Tab. 5.

Jako biologicky materidl, ze kterého je stanovovan insulin a jeho analoga je
vyuzivanda krev [33][61], sérum [24][21][26], plasma [23][24][25], mo¢ [27][28] a
nitrooéni tekutina [61]. Uprava vzorku nejéastdji zahrnovala imunoafinitni
purifikaci, extrakci na tuhou fazi a proteinovou precipitaci.

NejvyuZivanéjsi stacionarni fazi pro analytickou kolonu je C18. Autofi
¢lankl [24][25][61] vyuZivaji pro analyzu také zachytnou kolonu, jejiz stacionarni
fazi (SF) je C18. Ve vétsiné pripadl je jako mobilni faze (MF) pouzitd kombinace
vody a acetonitrilu s riznou koncentraci kyseliny mravenci, nejcastéji 0,1% FA v
H.0 a 0,1% FA v ACN. Veskeré uvedené metody vyuZivaji gradientovou eluci. Doba
analyzy se pohybuje v rozmezi 6 az 30 min.

Pro detekci byla nejcastéji volena tandemova hmotnostni spektrometrie,
avsak vyuzita byla také vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie (HRMS)

[24][26].
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Tab. 5: Publikované metody zabyvajici se analyzou insulinu a jeho analogl. UHPLC — ultravysokoucinnd kapalinovd chromatografie, HPLC — vysokoucinnd kapalinovd
chromatografie, MS/MS — tandemovd hmotnostni spektrometrie, HRMS —hmotnostni spektrometrie s vysokym rozlisenim, SPE — extrakce na tuhou fazi, N/A — nedostupné,
ACN — acetonitril, FA — kyselina mravenci

. biologicka pfiprava vnitini mobilni faze Cas citace
technika | detekce  analyty matrice vzorku Lob standard kolona typ eluce (min) | (rok)
aspart
degludek predkolona: Acquity
detemir Protein BEH C18, A: 0.2% FA v H,0
UHPLC  Ms/ms  Blarein mot imunopurifikace 0190 Vesiins. 21x>mm B:02%FAVACN 121 2018
glargin pg/ml kolona: UPLC Peptide . , [27]
metabolit BEH C18,2,1x 50 mm, ~ rodienovaeluce
glulisin 1,7um
lispro
aspart
degludek
detemir A:0,1% FA v H,O
HPLC  MS/MS  glulisin mot imunopurifikace 0027905 povesiins,  ZOrPax300SB-CI8, o o toeavacn 21 2019
L ng/ml 50x 1 mm, 3,5 um : , [28]
humanni gradientova eluce
ins.
lispro
glargin L-Column3 C18 Metal A:0,1% FA v H,0 2023
UHPLC MS/MS lispro krev SPE N/A hovézi ins. free, 150 x 2,1 mm, B: 0,1% FA v ACN 19 33]
3 um gradientova eluce
A:0,2 % FA
, . - . .. Pro Swift RP-4H LC, v H,0 2020
UHPLC HRMS degludek sérum imunoprecipitace 120 pM hovézi ins. 1 %50 mm B: 0,2 %FA v ACN 7,5 [26]

gradientova eluce



Tab. 5: Publikované metody zabyvajici se analyzou insulinu a jeho analogl — pokracovdni. 2D-UHPLC — dvourozmérnd ultravysokoucinnd kapalinovd chromatografie,
2D-LC - dvourozmérnd kapalinovd chromatografie, LC — kapalinovd chromatografie MS/MS — tandemovd hmotnostni spektrometrie, PPT — proteinovd precipitace,
SPE — extrakcena tuhou fdzi, N/A — nedostupné, ACN — acetonitril, FA — kyselina mravenci, AcAc — kyselina octovd, TFA — kyselina trifluoroctovd

. biologicka - LOD vhitini S s cas citace
technik tek | k kol Ini f
echnika | detekce analyty matrice pfiprava vzorku *1L0Q standard olona mobilni faze (min)  (rok)
aspart zachytnd: XBridge C18
detemir IS, 2.1 x20 mm, 3,5
glargin - pm A:0,1% FA v H,0
PPT *50 - 200 h .y 2013
2D-UHPLC = MS/MS  glulisin ~ plasma oot i ‘i’r:’sez' analytickd: Cortecs  B:0,1% FAVACN 6 25
humanni H P& ’ C18+2,1 x50 mm, 1,6 = gradientova eluce
ins. um
lispro
veptovy zachytna: Symmetry
i‘:]s y C18, 180 um x 20 mm,
lis r.o nitroo¢ni hovés 5um A:0,1% FAv H,0 5013
2D-LC MS/MS P tekutina PPT N/A . analytickd: Thermo B: 0,1% FA v ACN 30
aspart . " ins. . , [61]
L krev imunopurifikace Easy C18-A2, gradientova eluce
glulisin
. 75 pm x 100 mm, 3
glargin
pum
aspart
. MF A: 0,2% AcAc
deter’mr Zorbax Stable Bond v H,0 +0,1% TFA
glargin guard, 1 x 17 mm,
lulisin 1,0-18  hovéz 5 um v H20 2012
LC ms/ms  BYIN T cerum imunopurifikace . , iy MF B: 0,04% AcAc 10
humanni pu/mi ins. analyticka: Zorbax [21]
ins 300SB C18, 1x 50 mm, ¥ ACN +0,002%
. ! ! TFA v ACN
lispro 3,5 um

gradientova eluce
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Tab. 5: Publikované metody zabyvajici se analyzou insulinu a jeho analogl — pokracovadni. HPLC - vysokoucinnd kapalinovd chromatografie, LC — kapalinovd chromatografie,

IM-HRMS — hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim a iontovou mobilitou, MS/MS — tandemovd hmotnostni spektrometrie, PPT — proteinovd precipitace,
SPE — extrakce na tuhou fdzi, N/A — nedostupné, ACN — acetonitril, FA — kyselina mravenci

technika detekce analyty

aspart
detemir
glargin
glargin
metabolit
glulisin
hovézi ins.
humanni
ins.
lispro

HPLC IM-HRMS

veprovy ins.

humanni
ins.

LC MS/MS

hovézi ins.

veprovy ins.

aspart
lispro
detemir
glulisin
glargin
degludek

LC MS/MS

biologicka
matrice

sérum
plasma

psi plasma

N/A

fiprava vzorku LoD
prip *LL0Q
PPT 0,1-0,8

imunopurifikace ng/ml

*
SPE 38,46
pg/ml
fedéni N/A

vnitini
standard

izotopové
znaceny
humanni
ins.

glargin

N/A

kolona

zachytna:
Symmetry C18,
180 um x 20 mm,
5 pum
analyticka: Easy,
2cmx 100 pm, 5
pm

Inter Sustain Bio
C18,100x 2,1
mm, 1,9 um)

Acquity UPLC CSH
C18,150x 2,1
mm, 1,7 um

mobilni faze
typ eluce

A:0,1% FA v H,0
B:0,1% FA v ACN
gradientova eluce

A:1% FAv ACN
B: 1% FA v H,O
gradientova eluce

A:0,1% FA v H,0
B:0,1% FA v ACN
gradientova eluce

cas citace

(min) = (rok)
2014

8 pa
2018

® 3
2016

NA e
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pristrojové vybaveni

e kapalinovy chromatograf Acquity I-Class Plus: automaticky davkovac, 2x
bindrni ¢erpadlo, 2x kolonovy termostat (Waters, USA)

e hmotnostni spektrometr trojity kvadrupdl XEVO TQ-XS (Waters, USA)

e Positive Presure — 96 Manifold (Waters, USA)

e analytické vahy Secura 225D-1CEU (Sartorius, Némecko)

e ultrazvukova lazef Kraintek 30 (Kraintek, Ceska republika)

e chlazend centrifuga: Hettich zentrifugen, universal 320R (Hettich,
Némecko)

e vortex: Lablst Vortex Mixer 3000rpm Fixed Speed Lab Vortex Shaker Touch
& Continuous Function (Chromservis, Ceska republika)

e software MassLynx ve verzi 4.1 (Waters, USA)

4.2 Stacionarni faze
e zachytnd kolona: XBridge C18 1S, 2,1 x 20 mm, 3,5 um (Waters, Irsko)

e analytické kolony:
o Cortecs C18+, 2,1 x 100 mm, 1,6 um (Waters, Irsko)
o Cortecs C18+, 2,1 x 50 mm, 1,6 um (Waters, Irsko)
o Luna Omega C18, 2,1 x 150 mm, 1,6 um (Phenomenex, USA)
o ACQUITY UPLC BEH C18, 2,1 x 100 mm, 1,7 um (Waters, Irsko)
o Kinetex C18 100 x 2,1 mm, 1,7 um (Phenomenex, USA)

4.3 Standardy latek
4.3.1 Standardy insulini

e insulin lispro (Merck, Némecko)
e humanniinsulin (TRC, Kanada)
e insulin aspart (LGC, Némecko)
e insulin glargin (TRC, Kanada)

e insulin glulisin (Iécivy pfipravek Apidra, Némecko)



e insulin detemir (IéCivy pFipravek Levemir, Dansko)
e insulin degludek (lécivy pfipravek Tresiba, Dansko)
e vnitfni standard: veprovy insulin (TRC, Kanada)

e vnitini standard: hovézi insulin (TRC, Kanada)

4.3.2 Referencni standard biologickych vzorki

e synteticka plasma (Artificial Plasma Fluid BZ273, Biochemazone, Kanada)

4.4 Rozpoustédla a aditiva

e demineralizovana voda (vyrabéna stanici Aqual 300 MB profi, Némecko)
e acetonitril, LC-MS Cistota (ACN) (VWR, Polsko)

e methanol, LC-MS Cistota (MeOH) (VWR, Polsko)

e kyselina mravenci, LC-MS Cistota, =2 99% (FA) (VWR, Polsko)

e kyselina octovd, LC-MS Cistota, 299% (AcAc) (VWR, Polsko)

e 25% hydroxid amonny (NH4sOH) (Sigma-Aldrich, Némecko)

e stabilizacni Cinidlo: bovinni albumin frakce V (Serva, Némecko)
4.5 Dalsi pomucky

e automatické piety se $pickami (Eppendorf, Ceska republika)

e vialky LCGC Certified Clear Glass (Waters, USA)

e vialky TruView pH Control LC MS Certified Clear Glass (Waters, USA)
e vialky Qiuck Thread, Maximum Recovery (Waters, USA)

e eppendorfky Lo Biond Tube (Eppendorf, USA)

e USPE kolonky: OASIS MAX uElution 96-well Plate (Waters, USA)

e extrakéni desticky Quan Recovery (Waters, Irsko)

4.6 Ptiprava zasobnich roztokd

Zasobni roztoky standard( insulind byly pfipraveny navazenim jednotlivych
standard( (aspart, lispro, glargin, humanni insulin) a vnitinich standardu (veprovy
a hovézi insulin). Insuliny detemir, degludek a glulisin byly pfipraveny nafedénim

zinsulinovych per. Vsechny insuliny byly pfipraveny do DNA LoBind Tube
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eppendorfek. Vyslednd koncentrace byla 1 mg/ml. Vyjimkou byl hovézi insulin,
ktery byl pfipraven o koncentraci 1,275 mg/ml. Injek¢ni roztoky obsahovaly riizné
mnozstvi daného insulinu, coz bylo zjisténo zSPC letdaku insulin. Jako
rozpoustédlo byla pouzita 0,02% kyselina mravendi ve vodé a acetonitrilu
v poméru 60:40 (v/v). Rozpoustédlo obsahovalo pridavek stabiliza¢niho cinidla
bovinniho albuminu o koncentraci 5 pg/ml. Takto pfipravené zasobni roztoky byly
okamzité uskladnény pfi teploté -20 °C a -80 °C.

Pro kvantifikaci insulinu a jeho vybranych analogt byla pouZita metoda
vnitfniho standardu. Jako vnitfni standard byla zvolena smés hovéziho a
veprového insulinu o koncentraci 100 ng/ml. Smés byla pfipravena nafedénim
zasobnich roztokd insulinG v rozpoustédle skladajicim se z 0,02% kyseliny
mravenci ve vodé a acetonitrilu v poméru 60:40 (v/v). Rozpoustédlo obsahovalo

také pridavek stabiliza¢niho c¢inidla bovinniho albuminu o koncentraci 5 pg/ml.

4.7 Ptiprava kalibracnich standardd a QC vzorki

Pro vytvoreni kalibrac¢nich standardd a QC vzorkd bylo nejdfive nutné
pripravit smés vSech insulind (kromé 1S) o koncentraci 100 ng/ml ve smési
obsahujici 0,02% kyselinu mravenci ve vodé a acetonitrilu v poméru 60:40 (v/v)
s pfidavkem stabiliza¢niho cinidla bovinniho albuminu o koncentraci 5 pg/ml.
Tento roztok byl poté dale fedény pomoci srazeciho Cinidla obsahujiciho 1% AcAc
v MeOH:ACN:H,O (49,25:49,25:0,5) na pozadované koncentrace kalibracnich
standard(i — 2,5; 5; 10; 15; 25; 50; 100; 150; 250; 500; 1000; 1500; 2500; 5000;
10000; 15000 pg/ml a QC vzork( — 200, 800, 2000, 8000 pg/ml.

4.8 Optimalizace nastaveni MS

4.8.1 MS sken a vybér prekurzorovych iontl

Pro nalezeni vhodnych prekurzorovych iontd byly provedeny MS skeny pro
vSechny insuliny v€etné vnitinich standard(. Jednotlivé analyty byly rozpustény a
nafedény ve vodé a vyslednd koncentrace takto ptipravenych roztokd byla
10 ng/ml. Experiment byl provadén pomoci 1D chromatografie s MS detekci na

koloné Cortecs C18+, 2,1 x 100 mm, 1,6 um. Jako mobilni faze byla poutzita
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0,1% kyselina mravenci ve vodé a 0,1% kyselina mravenci v acetonitrilu. Podminky

gradientové eluce jsou uvedené v Tab. 6. Nastaveni MS je uvedeno v Tab. 7.

Tab. 6: Nastaveni gradientové eluce (prevzato z AL Waters [1])

cas pritok (ml/min) % MF A % MF B
0 0,250 80 20
2 0,250 35 65
2,1 0,250 2 98
2,6 0,250 2 98
2,7 0,250 80 20
4,6 0,250 80 20

Tab. 7: Nastaveni iontového zdroje MS pro nastaveni SIM prechodu (prevzato z AL Waters [1])

podminky hmotnostni analyzy, prevzato z AL
polarita ESI*
napéti na vstupnim kapilare (kV) 3,0
desolvatacni teplota (°C) 600
prutok plynu na vstupnim kuzelu (I/hod) 150
prutok desolvataéniho plynu (I/hod) 1000

4.8.2 Nastaveni SRM prechodt

SRM prechody byly optimalizovdany vybérem prekurzorovych iont(
a promérenim fragmentacnich spekter insulind. Jako kolizni plyn byl pouzit argon.
Kolizni energie pro jednotlivé prekurzorové ionty insulin( byla testovdna v rozpéti
10 az 100 eV. Jednotlivé analyty byly rozpustény a nafedény ve vodé a vysledna
koncentrace takto pfipravenych roztok( byla 10 ng/ml. Poté byla pouZitd post
kolonova infuze téchto pripravenych standardd (0,1 ml/min) do pratoku 0,2
ml/min mobilni faze slozky A 0,1% FA v H,0 a slozky B 0,1% FA v ACN 50:50. Pro
nalezeni nejintenzivnéjSich SRM prechodld byly fragmentovany vsechny
prekurzorové ionty uvedené v Tab. 8. Kolizni energie byla optimalizovdna tak, aby

bylo dosazeno co nejintenzivnéjsiho signalu.
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Tab. 8: Nejintenzivnéjsi prekurzorové ionty insulint urcené k fragmentaci pro optimalizaci SRM
prechod(

insulin molekulova prekurzorovy iont ¢ rekurzoru
hmotnost (Da) (m/z) ypp
1458 [M+4H]*
aspart 5821,6030 1166 [M+5H]>*
972 [M+6H]5*
1011 [M+6H]5*
glargin 6058,8092 867 [M+7H]7*
759 [M+8H]?*
5+
hovézi (IS) 5729,5922 1915468 m:::}s
1163 M+5H]%*
humanni 5803,6288 969 {M+6H%5*
1453 [M+4H]*
|ispro 5803,6288 1163 [M+5H]5+
969 [M+6H]5*
5+
veptovy (IS) 5773,6183 191637 m:::}s
5+
glulisin 5818,6284 1917625 m:::}s
1480 [M+4H]*
detemir 5912,7790 1184 [M+5H]5+
987 [M+6H]5*
1221 M+5H]%*
degludek 6099,8268 [ ]

1018 [M+6H]5*

4.8.3 Ovéreni selektivity SRM prechodi insulint

Ovéreni selektivity SRM prechodl bylo provedeno za ucelem zjistit, Ze SRM
pfechod, ktery bude pouzit pro kvantifikaci je pro dany insulin specificky.
Selektivni SRM prechod insulinGi neovliviiuje plochu piku dalSich insuling, a tedy
nepfispiva ke koncentraci dalsich insulinli v multi-metodé analyzy.

VSechny insuliny byly samostatné pripraveny do vialek o koncentraci
7 ng/ml a rozpustény v roztoku 6,7% kyseliny octové ve smési vody a methanolu
(60:40, v/v) a prevedeny do vialky k analyze. Jedna se o sloZeni rozpoustédel po
USPE extrakci, a tedy stejné jako po Upravé realnych vzorkl plasmy. Kazdy insulin
byl ndsledné méren 3x s vyuzitim optimalizovanych SRM piechod(i samotného
analytu a zaroven s optimalizovanymi SRM prechody ostatnich insulin(, které vsak
nebyly obsaZzeny ve vzorku. V Tab. 9 jsou uvedeny pouzité SRM prechody insulind

v ramci testu selektivity.
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Tab. 9: Optimalizované SRM prechody a kolizni energie pro insulin a jeho analoga

i X prekurzorovy produktovy napet! ’na kolizni energie
insulin iont (m/z) iont(m/z) vstupnim (eV)
kuzelu (V)
136,0 70
1457,2 129,3 90
110,2 80
136,0 90
129,0 70
120,0 90
1166,0 110,0 90
aspart 86,0 30 90
84,0 90
136,0 50
129,0 20
120,0 60
972,0 110,0 60
86,0 50
84,0 60
1179 25
143,2 60
136,2 60
1011,3 120,2 80
110,2 80
glargin 86,2 60 70
136,2 40
120,2 80
867,0 110,1 70
86,2 70
758,8 136,1 60
226,2 40
1147,6 136,0 50
Y, 129,1 60
hovézi (IS) 11210 60 18
956,5 226,2 40
136,1 50
226,2 47
1162,4 136,1 90
129,0 60
humanni 226,2 30 40
136,1 50
968,9 129,0 60
120,1 75
217,2 50
1452,6 136,2 70
217,2 40
lispro 1162,3 143,2 60 70
136,1 60
217,2 40
968,8 136,1 40
86,2 70
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Tab. 9: Optimalizované SRM prechody a kolizni energie pro insulin a jeho analoga - pokracovdni

. . prekurzorovy produktovy iont napeti ’na kolizni energie
insulin iont (m/2) (m/2) vstupnim (eV)
kuzelu (V)

1383,4 28

1378,0 28

1156,3 315,2 35

136,1 70

veprovy (IS) 86,2 60 80
171,1 40

143,2 70

963,8 136,2 65

84,0 70

1426,8 20

1370,1 20

1165,5 1161,8 20

346,2 26

. 120,1 30
glulisin 1370.1 30 18
1141,6 14

971,5 227,2 30

136,1 40

120,1 50

1480,0 454,4 40

1366,7 20

. 1184,4 1180,7 17
detemir 454.4 50 30
454,4 30

987,2 136,1 60

12218 1366,6 24

641,4 32

degludek 1361 30 60
10174 120,1 70

4.8.4 Nastaveni parametri iontového zdroje

Optimalizace podminek iontového zdroje byla provedena tak, aby bylo
dosazeno co nejlepsi citlivosti stanoveni smési viech insulin( v redlnych vzorcich
plasmy.

Byly optimalizovany parametry: napéti na vstupni kapilare, desolvatacni
teplota, pritok plynu na vstupnim kuZelu, pritok desolvatac¢niho plynu a teplota
iontového zdroje. V Tab. 10 je uveden rozsah hodnot ménénych a sledovanych

parametrd.
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Tab. 10: Rozmezi sledovanych parametri optimalizace nastaveni iontového zdroje

parametr sledované rozmezi
napéti na vstupni kapilare (kV) 0,5-3,5
desolvatacni teplota (°C) 350 -650
prutok plynu na vstupnim kuzelu (I/hod) 150 -350
prutok desolvatacniho plynu (I/hod) 600 - 1200
teplota zdroje (°C) 100 - 150

Pro nalezeni nejvhodnéjSich podminek a dosazeni nejlepsi citlivosti, byla
vytvorena smés insulin(i véetné IS: aspart, glargin, glulisin, detemir, degludek,
hovéziho a veprového o koncentraci 10 ng/ml v rozpoustédle obsahujicim 6,7%
kyselinu octovou ve smési vody a methanolu (60:40, v/v). Insulin lispro a humanni
insulin byly z dlvodu vzdjemné interference pripraveny zvlast o koncentraci
10 ng/ml do vialek v totozném rozpoustédle. Pro kvantifikaci byly pouZity SRM
prechody uvedené v Tab. 11. Analyza probihala za vyuziti mobilni faze slozené ze
slozky A0,1% FAv H,0 aslozky B 0,1% FA v ACN. Podminky gradientové eluce jsou
uvedeny v Tab. 6. Méfeni probihalo 2x vZdy postupnou zménou pouze jediného

MS parametru v Case.

Tab. 11: Selektivni SRM prechody insulinu a jeho analogii

napéti na
prekurzorovy produktovy iont kolizni energie
insulin vstupnim
iont (m/z) (m/z) (eV)
kuzelu (V)
136,0 90
1166,0 120,0 90
aspart 30
84,0 90
972,0 136,0 50
1011,3 110,2 80
136,2 40
glargin 60
867,0 120,2 80
110,1 70
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Tab. 11: Selektivni pfechody insulinu a jeho analogi - pokracovdni

napéti na
prekurzorovy produktovy iont kolizni energie
insulin vstupnim
iont (m/z) (m/z) (eV)
kuzelu (V)
136,1 90
1162,4 30
129,0 60
humanni 1162,0 226,0 50 40
136,1 50
968,9 30
120,1 75
217,2 40
1162,3 60
136,1 60
lispro 1162,0 217 50 40
136,1 40
968,8 60
86,2 70
1370,1 20
1165,5
glulisin 346,2 30 26
971,5 136,1 40
1366,7 20
1184,4 1180,7 17
detemir 50
454,4 30
987,2 136,1 60
1366,6 24
1221,8
641,4 32
degludek 30
136,1 60
1027,4
120,1 70
136,0 50
1147,6
129,1 60
hovézi (IS) 60
226,2 40
956,5
136,1 50
136,1 70
1156,3
86,2 80
vepiovy (IS) 60
136,2 65
963,8
84,0 70
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4.8.4.1 Porovnani odezvy detektoru pfi nastaveni MS dle AL Waters a
munualniho nastaveni
ProtoZe hodnoty nastaveni MS detektoru uvedené v AL Waters (Tab. 7) byly
odlisné od hodnot experimentdlné optimalizovanych (Tab. 12) bylo provedeno

porovnani odezvy detektoru.

Tab. 12: Optimalizované nastaveni podminek iontového zdroje pro UHPLC-MS analyzu insulinu a
jeho analogii

polarita ESI*
napéti na kapilare (kV) 1,5
desolvatacni teplota (°C) 600
prutok plynu na vstupnim kuzelu (I/hod) 150
prutok desolvataéniho plynu (I/hod) 700
teplota zdroje (°C) 150

Dulezité je také zminit, Ze se jednalo o rozdilné typy detektor( typu trojitych
kvadrupdlid. Waters v AL vyuzival Xevo TQ-S a nami nové vyvijend metoda byla
analyzovana pomoci XEVO TQ-XS detektoru. Ztohoto dlivodu se parametry
v nastaveni mohou lisit. Pfiprava vzorku pro toto porovnani probihala dle popisu
v kapitole 4.7.4. Méfeno bylo SRM prechody uvedené v Tab. 8. Analyza probihala

vzdy ve tfech opakovanich.

4.8.5 SRM prechody insulinti pro optimalizaci sloZzeni MF

V rdmci testovani slozeni MF byly analyzy provadény za vyuziti vybranych SRM

prechodl insulint uvedenych v Tab. 13

Tab. 13: Vybrané SRM prechody insulint pro optimalizaci sloZzeni MF

napéti na
prekurzorovy produktovy iont kolizni energie
insulin vstupnim kuZelu
iont (m/z) (m/z) (eV)
V)

aspart 972,0 136,0 30 50

glargin 867,0 136,2 60 40
humanni 968,9 136,1 30 50

lispro 968,8 136,1 60 40

50



Tab. 13: Vybrané SRM prechody insulin( pro optimalizaci sloZeni MF - pokra¢ovdni

napéti na
prekurzorovy produktovy iont kolizni energie
insulin vstupnim kuZelu
iont (m/z) (m/z) (eV)
V)
glulisin 1165,5 1370,1 30 20
detemir 987,2 136,1 50 60
degludek 1027,4 136,1 30 60
hovézi 956,5 136,1 60 50
vepiovy 963,8 136,2 14 22

4.8.6 Optimalizace nastaveni MS/MS metody

V Tab. 12 jsou uvedeny optimalizované parametry nastaveni iontového

zdroje. SRM prechody vyuZivané pro identifikaci (tu¢né nezvyraznéné) a

kvantifikaci (tu¢né zvyraznéné) jednotlivych analytl jsou uvedeny v Tab. 14,

spolecné s nastavenim napéti na vstupnim kuzelu (CV) a kolizni energii (CE).

Tab. 14: SRM prechody pro UHPLC-MS/MS analyzu insulinu a jeho analogl. Tucné
zvyraznéné — kvantifikacni pfechody, tucné nezvyraznéné — identifikacni pfechody
molekulova napéti na kolizni
prekurzorovy fragment
insulin hmotnost naboj vstupnim | energie
iont (m/z) (m/z)
(Da) kuzelu (V) (eVv)
972,0 [M+6H]°* 136,0 50
aspart 5821,6030 30
972,0 [M+6H]¢* 661,2
867,0 [M+7H]™* 136,2 40
glargin 6058,8092 60
1011,3 [M+6H]1%* 1179,0 25
956,5 [M+6H]°* 136,1 50
hovézi 5729,5922 60
956,5 [M+6H]®* | 1121,0 18
968,9 [M+6H]°* 136,1 50
humanni 5803,6288 30
1162,4 [M+5H]°* 226,0 47
968,8 [M+6H]°* 136,1 40
lispro 5803,6288 60
1162,3 [M+5H]°* 217,2 40
vepfovy | 5773,6183 1156,3 [M+5H]>* 315,2 60 35
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Tab 14: SRM prechody pro UHPLC-MS/MS analyzu insulinu a jeho analogd. Tu¢né zvyraznéné —
kvantifikacni pfechody, tuéné nezvyraznéné — identifikaCni pfechody - pokracovani

1165,5 [M+5H]>* 1370,1 20
glulisin 5818,6284 30

1165,5 [M+5H]** 346,2 26

1184,4 [M+5H]>* 454,4 30
detemir 5912,7790 50

1184,4 [M+5H]** 1366,7 20

1221,8 [M+5H]>* 1366,6 24
degludek | 6099,8268 30

1221,8 [M+5H]** 641,4 32

4.9 Optimalizace nastaveni UHPLC metody

V dfive provadénych experimentech v ramci bakalarské prace zabyvajici se
timto tématem se pomoci 1D chromatografie nepodafila separace viech insulin{
a citlivost metody byla nedostacujici [2]. Pro dosazeni vétsi citlivosti a docileni
separace vSech insulind byl vyvoj vtéto praci metody provadén pomoci 2D

chromatografie vyuZivajici zachytnou a analytickou kolonu.

4.9.1 Volba stacionarni faze

Pro tyto experimenty byla vytvorena smés insulin(i a vnitfnich standardli o
koncentraci 10 ng/ml. Jako zachytna kolona byla pouZita vidy XBridge IS C18, 2,1
x 20 mm, 3,5 um. Pro dosaZeni separace vech insulinG byly testovany rGzné
analytické kolony. SloZzeni mobilni faze bylo pro vsechny testované kolony stejné,
aby bylo mozné jednotlivé kolony mezi sebou porovnavat. Slozeni MF bylo
prevzato z AL Waters a obsahovalo MF A: 0,1% FA v H,O a MF B: 0,1% FA v ACN
[1]. Nastaveni MS vychazelo z Tab. 12.

Vramci optimalizace chromatografické separace byly testovany tyto
analytické kolony:

e Cortecs C18+, 2,1 x 100 mm, 1,6 um (Waters)

e Cortecs C18+, 2,1 x50 mm, 1,6 um (Waters)

e Luna Omega C18, 150x 2,1 mm, 1,6 um (Phenomenex)

e ACQUITY UPLC BEH C18, 2,1 x 100 mm, 1,7 um (Waters)

e Kinetex C18 100 x 2,1 mm, 1,7 um (Phenomenex)

V ramci dosaZzeni separace bylo testovano také rizné nastaveni gradientové

eluce. Stejné nastaveni gradientoveé eluce bylo vzdy aplikovano na viechny kolony,
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aby nasledné bylo mozné jednotlivé kolony mezi sebou porovnat. Tab. 15

Tab. 16 priklad jednoho z nastaveni podminek gradientové eluce.

Tab. 15: Nastaveni gradientové eluce o pumpy pro volbu staciondrni fdze

o pumpa
¢as (min) pratok (ml/min) %A % B
0,0 0,1 85 15
2,5 0,1 85 15
4,0 0,1 10 90
6,0 0,1 10 90
6,1 0,1 85 15
8,5 0,1 85 15
Tab. 16: Nastaveni gradientu eluce S pumpy pro volbu staciondrni fdze
B pumpa
¢as (min) pratok (ml/min) %A % B
0,0 0,2 75 25
7,1 0,2 5 95
9,1 0,2 5 95
9,2 0,2 75 25

4.9.2 Optimalizace slozeni mobilni faze

Pro dosazeni separace byly postupné pripravovany nejrliznéjsi MF s
rozdilnou koncentraci kyseliny mravenci ve vodném i organickém rozpoustédle.
SloZeni testovanych mobilnich fazi je uvedeno v Tab. 17 a Tab. 18. Optimalizace
sloZzeni mobilni faze probihalo za pouziti nejlépe hodnocenych kolon (nejlepsi

rozliSeni): zachytnd kolona XBridge C18, 2,1 x 20 mm, 3,5 um (Waters) a analytickd

kolona Cortecs C18+, 2,1 x 100 mm, 1,6 um (Waters).

Tab. 17: SloZeni testovanych vodnych mobilnich fézi (MF A 1-6)

nazev slozeni aditivum
MF Al H,O 0,1% FA
MF A2 H,O 0,2% FA
MF A3 H,O 0,3% FA
MF A4 H,O 0,5% FA
MF A5 H,O 0,7% FA
MF A6 H,O 0,8'% FA
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Tab. 18: SloZeni testovanych organickych mobilnich fazi (MF B 1-10)

nazev slozeni aditivum
MF B1 ACN 0,1% FA
MF B2 MeOH:ACN (50:50) 0,1% FA
MF B3 MeOH:ACN (10:90) 0,1% FA
MF B4 MeOH:ACN (1:99) 0,1% FA
MF B5 MeOH:ACN (1:99) 0,2% FA
MF B6 MeOH:ACN (1:99) 0,3% FA
MF B7 MeOH:ACN (1:99) 0,4% FA
MF B8 MeOH:ACN (1:99) 0,5% FA
MF B9 ACN 0,5% FA
MF B10 ACN 0,7% FA

Nastaveni gradientové eluce bylo vidy stejné a je uvedeno v Tab. 15 a Tab.
19. Podminky pro hmotnostni spektrometr byly nastaveny dle Tab. 12 a méreny

byly pouze vybrané SRM prechody uvedené v Tab. 13.

Tab. 19: Nastaveni gradientové eluce ff pumpy pro optimalizaci sloZzeni MF

B pumpa
¢as (min) pratok (ml/min) %A %B
0,0 0,3 75 25
6,1 0,3 75 25
8,0 0,3 60 40
8,5 0,3 5 95
9,5 0,3 5 95
9,6 0,3 75 25
11,2 0,3 75 25

4.9.3 Findlni nastaveni UHPLC metody

Zachytna a analyticka kolona
Ve 2D chromatografické separaci byla jako zachytna kolona pouZita XBridge C18,

2,1 x20 mm, 3,5 um (Waters) a jako analyticka kolona byla zvolena Cortecs C18+,

2,1 x 100 mm, 1,6 um (Waters).
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Mobilni faze
Mobilni faze pro gradientovou eluci obsahovala vodnou slozku MF A 0,8%

kyselinu mravenci ve vodé a organickou slozku MF B slozku 0,7% kyselinu mravenci
v acetonitrilu.
Nastaveni chromatografickych podminek

Analyty insulinu jsou nejdfive zachyceny na zachytné koloné po dobu 2
minut a poté dojde k pfepnuti ventilu toku MF, coZ zahaji vymyvani analyt( ze
zachytné kolony na analytickou kolonu, kde probiha samotna separace.
Nastaveni gradientové eluce a pumpy, kterd provadi gradient pro zachytnou
kolonu, je uvedeno v Tab. 15. Gradient mobilni faze pro analytickou kolonu v
zapojeni vymyvani ze zachytné kolony na analytickou kolonu udava gradient

eluce B pumpy, ktery je uveden v

Tab. 20. Nastfikovano je 30 pl vzorku. Teplota kolony je 60 °C a teplota

autosampleru je 6 °C.

Tab. 20: Nastaveni gradientové eluce 3 pumpy. A: 0,8% FA v H,O a B: 0,7% FA v ACN

B pumpa
¢as (min) pratok (ml/min) %A % B
0,0 0,3 75 25
6,1 0,3 75 25
7,5 0,3 50 50
8,0 0,3 5 95
9,5 0,3 5 95
9,6 0,3 75 25
11,0 0,3 75 25

4.10 Uprava vzorkl plasmy

Redlné vzorky byly dodany z Ustavu soudniho lékafstvi v Ostravé. Uprava
vzorku byla prevzata z aplikacniho listu Waters [1].
Analyza byla provedena za podminek pro kapalinovy chromatograf a

hmotnostni spektrometr popsanych v kapitole 4.8.6 a 4.9.3.
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4.10.1 Proteinova precipitace

Do ependorffky bylo napipetovano: 25 pl smési vnitfnich standard(i a
poté bylo dle typu pfipravovaného vzorku pfidano:

1. vzorek prazdné syntetické plasmy: 250 pl komercni syntetické prazdné
plasmy, 250 ul srazeci smési obsahujici 1% kyselinu octovou v methanolu a
acetonitrilu (1% AcAc v MeOH:ACN, 50:50, v/v)

Vzorky kalibra¢nich standardd, QC vzorky a vzorky plasmy pacient( byly

prichystany totoZznym zplisobem. Nasledné byly vzorky kratce vortexovany a

centrifugovany 10 min pti 13 000 ot./min.

4.10.2 Pfrevedeni analytl na anionty
Ze vSech eppendorfek pripravenych v kapitole 4.9.1 bylo odebrano 400 pl

do nové eppendorfky, ktera obsahovala 900 pul 5% NH4OH ve vodé. Vzorky byly

poté kratce vortexovany.

4.10.3 u-SPE extrakce

Sada 96 uSPE kolonek Oasis Max byla nejdfive kondiciovana 200 ul methanolu
a ekvilibrovana 200 pl vody. Dalsim krokem bylo naneseni vzorku na kolonky, a to
2x 600 pl ze vzork( pripravenych v kapitole 4.10.2. Nasledovalo promyti 200 pl 5%
NH,OH ve vodé a 200 pl 5% MeOH obsahujici 1% AcAc. Analyty byly eluovany 2 x
25 ul smési MeOH:H,0:AcAc (60:30:10, v/v/v) do extrakéni desticky Quan
Recovery (Waters). 30 pul bylo nastfikovano na zdchytnou kolonu a analyzovano

pomoci LC-MS/MS za podminek uvedenych v kapitole 4.8.6 a 4.9.3.

4.11 Hodnoceni adsorpce analyttli na vialky

Cilem téchto experimentl bylo zjistit miru adsorpce insulini na povrchu t¥i

typ( vialek. Pro test byly vybrany 3 druhy vialek (Tab. 21).
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Tab. 21: Specifikace testovanych vialek

Cislo vialky nazev velikost objem
LCGC Certified Clear Glass
1 12x32 mm 2ml
(Waters)

TruView pH Control LC MS
2 Certified Clear Glass 12x32 mm 2ml
(Waters),

Qiuck Thread, Maximum
3 12x32 mm 2 ml
Recovery (Waters)

Pro testovani byla pripravena smés vsech insulinl o koncentraci 15 ng/ml
v rozpoustédle obsahujicim 6,7% kyselinu octovou ve smési vody a methanolu
(60:40, v/v). Nasledné byla smés prepipetovana do 3 vyse uvedenych vialek (Tab.
21) a analyzovana pomoci UHPLC-MS/MS. Tento experiment byl proveden pred
optimalizaci chromatografické metody. Z tohoto divodu byl humanni insulin a
insulin lispro pfipraveny do vialek samostatné, a nikoliv ve smési.

Podminky nastaveni hmotnostniho spektrometru jsou uvedeny v Tab. 7.
Stejnd smés insulind byla méfena pouze SRM prechody humanniho insulinu a poté
prechody insulinu lispro, aby nedoslo ke koeluci. Jako mobilni faze byla pouzita
slozka A: 0,1% FA v H,0 a slozka B: 0,1% FA v ACN. Nastaveni gradientové eluce je

popsano v Tab. 22 a Tab. 23.

Tab. 22: Nastaveni isokratické eluce @ pumpy pro test vialek

o pumpa

cas (min) priatok % A %B

0,0 0,05 80 20

Tab. 23: Nastaveni gradientové eluce 3 pumpy pro test vialek

B pumpa
¢as (min) pratok (ml/min) %A %B
0,0 0,2 80 20
2,0 0,2 35 65
2,1 0,2 2 98
2,6 0,2 2 98
3,0 0,2 80 20
5,0 0,2 80 20
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Optimalizace nastaveni MS metody
5.1.1 MS sken a vybér prekurzorovych iontt

Vybér prekurzorovych iontl byl proveden na zdkladé proméreni MS skenu
jednotlivych standardi insulin(, jak je popsano v kapitole 4.8.1. Skenovani bylo
provadéno vidy vrozpéti hodnot 50 az 1500 m/z. U vsech analyt( byly v MS
spektru  pozorovany nékolikandsobné nabité ionty. Prehled vSech
nékolikanasobné nabitych iontd, véetné jejich hodnot m/z, uvadi Tab. 24. Pro
insulin lispro a humanni insulin byly nalezeny stejné hodnoty m/z prekurzorovych
iontQ, konkrétné m/z = 1453 [M+4H]*, m/z = 1163 [M+5H]>*a m/z = 969 [M+6H]°"*.
TotoZny prekurzorovy iont byl nalezen také pro dvojici insulini aspart a glulisin,
kdy se jednd o hodnotu m/z = 972 [M+6H]®. Pro dvojici insulinu lispro a
humanniho insulinu je to zplsobeno stejnou molekulovou hmotnosti latek. MS
skeny pro jednotlivé insuliny jsou uvedeny na Obr. 12 az Obr. 15.

Tucné zvyraznéné prekurzorové ionty v Tab. 24 predstavuji
2 az 3 neintenzivnéjsi prekurzorové ionty, pro které byla optimalizovdna hodnota
napéti na vstupnim kuzelu. Vysledné hodnoty tohoto napéti se pohybovaly
v rozmezi 30 az 60 V pro jednotlivé insuliny a jsou uvedeny také v Tab. 24. Tu¢né
zvyraznéné prekurzorové ionty byly nasledné fragmentovany pro volbu fragment(

pro SRM prechody.

Tab. 24: Experimentdlné nalezené prekurzorové ionty insulinu a jeho analogi

napéti
. . molekulova prekurzorovy typ . . na ,
insulin . intenzita | vstupnim
hmotnost (Da) iont (m/z) prekurzoru N
kuzelu
(V)
1458 [M+4H]* 1,07 x 10’
1166 [M+5H]>* 1,01 x 108
t 5821,6030 30
aspar ' 972 [M+6H]® | 2,34 x 10°
841 [M+7H]7* 1,11 x 10’
1213 [M+5H]5* 2,37 x 10°
. 1011 [M+6H]5* 1,44 x 107
I 6058,8092 60
glargin ' 867 [M+7H* | 3,28x10’
759 [M+8H]3* 1,01 x 107
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Tab. 26: Experimentdlné nalezené prekurzorové ionty insulinu a jeho analogu - pokracovdni

napéti
X . molekulova prekurzorovy typ X . na ,
insulin . intenzita | vstupnim
hmotnost (Da) iont (m/z) prekurzoru M
kuzelu
(V)
1434 [M+4H]* 4,44 x 10°
.. 1148 [M+5H]>* 1,01 x 108
hovézi 5729,5922 956 [M+6H" 8,26 x 107 60
827 [M+7H]7* 6,03 x 10°
1453 [M+4H]* 2,17 x 106
- 1163 [M+5H]%* 5,06 x 10’
h 5803,6288 30
umannt ’ 969 [M+6H]® | 3,54 x 107
837 [M+7H]7* 2,68 x 10°
1453 [M+4H]* 4,01 x 10°
lispro 5803,6288 1163 [M+5H]%* 4,36 x 10’ 60
969 [M+6H]5* 6,34 x 107
1445 [M+4H]* 3,12 x 10°
. 1157 [M+5H]5* 4,67 x 107
5773,6183 60
veprovy ’ 964 IM+6H]® | 4,19x 107
834 [M+7H]7* 4,40 x 10°
1457 [M+4H]* 4,60 x 106
. 1165 [M+5H]%* 7,01 x 107
glulisin 5818,6284 972 [M+6H" 6,96 x 107 30
841 [M+7H]7* 6,95 x 10°
1480 [M+4H]* 9,08 x 10°
detemir 5912,7790 1184 [M+5H]%* 6,30 x 107 50
987 [M+6H]5* 2,69 x 107
1221 [M+5H]5* 9,51 x 107
degludek 6099,8268 1018 [M+6H" 1,21 x 107 30
[M+5H]5
100 1165.85 aspart
[M+6H]5*
971.71
x
980.58
g’x‘g;:]“ 989.50 j17e48 %332; '
836.31], 856.00 96873 |) 99843 1139033 | 1187.05 1470.25
0 L [P AY L m/z

700

800

9200

1000

Obr. 12: MS sken insulinu aspart
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Obr. 13: MS sken insulinu: A) glargin, B) humdnniho insulinu, C) hovéziho insulinu
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Obr. 14: MS sken insulinu: A) lispro, B) vepifového insulinu, C) glulisin
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Obr. 15: MS sken insulinu: A) detemir, B) degludek

5.1.2 Optimalizace nastaveni SRM prechodt

Optimalizace  SRM prechodld probihala vybérem nejintenzivnéjsich
prekurzorovych iontG insulinG (Tab. 8) a ndslednym promérenim jejich
fragmentacnich spekter. Pro kazdy SRM prechod byla optimalizovana také kolizni
energie, jak je popsano v kapitole 4.8.2. Tab. 9 obsahuje veskeré nalezené SRM
pfechody jednotlivych insulini spoleéné shodnotami koliznich energii
produktovych ionta.

Pro vSechny insuliny byly nalezeny, mimo jiné, stejné fragmenty
prekurzorovych iontd insulinG. V MS/MS spektrech se vyskytovaly produktové
ionty o hodnoté m/z= 136, 120, 110, 86, 84 a dalsi (Tab. 9). Dvojice insulinu lispro

a humanni jsou isomery, maji stejné prekurzorové ionty o 1162,4, 968,9 m/z a i
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neiintenzivnéjsi produktovy ionty 136,1 m/z je totozny pro oba analyty. To mlze
ovlivnit kvantifikaci a spravnost vysledkl. Pro nalezeni selektivnich prechodu a
vylouceni interference sjinymi insuliny, bylo provedeno ovéreni selektivity

jednotlivych SRM prechod.

5.1.3 Ovéreni selektivity SRM prechodt insulinti

Ovéreni selektivity SRM prechodl insulin(i probihalo dle popisu v kapitole
4.8.3. Analyzovany byly vsechny insuliny. Pro pfiklad je zde uvedena dvojice
insulinu lispro a humanniho insulinu, jejichz SRM prechody vykazovaly nejvétsi
vzajemnou interferenci.

Obr. 16 predstavuje logaritmické hodnoty namérenych ploch piku
humanniho insulinu méfeného SRM prechody humanniho insulinu (Tab. 9). Obr.
17 zndazornuje logaritmické plochy piku humanniho insulinu méfeného nalezené
prechody insulinu lispro (Tab. 9). V pfipadé selektivity SRM prechodd pro humanni
insulin by neméla byt pozorovana zadna plocha piku pfi analyzy této latky s SRM
prechody insulinu lispro. Z Obr. 17 je vS8ak moZné pozorovat namérené plochy
pikl. SRM prechody humanniho insulinu nejsou pro tuto latku selektivni a hrozi
moznd interference téchto analytl v pfipadé jejich vzajemné pritomnosti ve
vzorku. Aby bylo mozné se interferenci vyhnout, je nutna chromatograficka
separace na koloné anebo poutziti selektivniho SRM prfechodu pro kazdy z téchto

dvou insulind.
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Obr. 16: Plocha piku humdnniho insulinu méreného s optimalizovanymi SRM prechody humdnniho
insulinu
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Obr. 17: Plochy piku humdnniho insulinu méfeného s optimalizovanymi SRM prechody insulinu
lispro

Stejné vysledky byly dosazeny i v opacném pfipadé. Obr. 18 znazornuje
logaritmické hodnoty plochy piku insulinu lispro méfeného SRM prechody insulinu
lispro (Tab. 9). Zaroven byl insulin lispro analyzovdn pomoci MS s
optimalizovanymi SRM prechody humanniho insulinu (Tab. 9), kdy ziskané plochy

pikd jsou uvedeny na Obr. 19. Z vyslednych hodnot je mozné sledovat interferenci
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v pfipadé téchto dvou insulinli a neselektivitu SRM prechodi, coz vzhledem ke

stejnym strukturam dvojice insulind lispro a humanniho bylo predpokladano.

968,8 > 86,2
968,8 >136,1
968,8 >217,2
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1162,3 > 217,2

SRM insulinu lispro
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T T T T
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logaritmus plochy piku insulinu lispro

Obr. 18: Plochy piku insulinu lispro méreného s optimalizovanymi SRM prechody insulinu lispro

968,9 > 120,1 -
96:8,9 > 1219, 0 | 0
968,9> 136,1 -
968,9 > 226,2 -{

1162,4 > 129,0 ~mm

1162,4 > 136,1 -

SRM humanniho insulinu

1162,4 >226,0 -

0 1 2 3 4 5
logaritmus plochy piku insulinu lispro

Obr. 19: Plochy piku insulinu lispro méreného s optimalizovanymi SRM prechody humdnniho
insulinu

Po zhodnoceni viech ziskanych ploch piku (selektivity SRM prechodt) byly

vybrany pro kazdy insulin 4 az 5 selektivnich SRM pfechody. Ty jsou uvedeny v Tab.
11.
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5.1.4 Nastaveni parametrl iontového zdroje

Optimalizace parametrl iontového zdroje probihala postupem, ktery je
popsany v kapitole 4.8.4. Parametry iontového zdroje byly optimalizovany tak, aby
bylo dosazeno co nejvétsi odezvy MS s ohledem na insuliny degludek a glargin,
které vykazovaly nejmensi odezvy detektoru v uvedenych experimentech. Tab. 12

shrnuje optimalizované parametry iontového zdroje.

5.1.4.1 Optimalizace napéti na kapilare
PFi optimalizaci napéti na kapilate analyty poskytovaly dva typy chovani

s vyjimkou veprového insulinu (Obr. 20). Prvni skupiné analyt(, kde je zarazen
insulin aspart, lispro, humanni a hovézi, nejvice vyhovovalo nastaveni napéti na
kapilafe na hodnotu 1,5 kV. Druhd skupina analytd, kde patfi glargin, glulisin,
detemir a degludek vykazovala nejvétsi odezvu detektoru pfi nastaveni napéti na
kapilare na hodnotu 2 kV. Vyjimkou je veprovy insulin, pro ktery bylo nejvhodnéjsi
nastaveni napéti na kapildre 1 kV. Finalni hodnota napéti na kapilafre byla

optimalizovana na 1,5 kV..
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Obr. 20: Zdvislost odezvy detektoru na napéti na kapildre

5.1.4.2 Optimalizace desolvatacni teploty
Z Obr. 21 vyplyva, Ze nejlepsi odezvy detektoru dosahovaly analyty pfi

nastaveni desolvatacnich teplot v rozmezi 500 az 650 °C. Hodnota desolvataéni
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teploty byla optimalizovana na 600 °C, protoZe vykazovala nejvétsi odezvu

detektoru pro nejvice analytd.

140 -
120 -

100 -

relativni plocha piku
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Obr. 21: Zdvislost odezvy detektoru na desolvatacni teploté

5.1.4.3 Optimalizace pritoku desolvatacniho plynu

m350°C
m400°C
m450°C

500°C
m550°C
m600°C
m650°C

Vysledky optimalizace pritoku desolvata¢niho plynu vykazovaly nejvétsich

zmén v odezvé detektoru (Obr. 22). Nejleps$i hodnoty v nastaveni tohoto

parametru se pro jednotlivé insuliny pohybovaly v rozmezi 600 az 1050 I/hod.

Vyslednd hodnota pritoku desolvataéniho plynu byla optimalizovana na

700 I/hod.
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Obr. 22: Zavislost odezvy detektoru na pritoku desolvatacniho plynu
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5.1.4.4 Optimalizace pritoku plynu na vstupnim kuZelu
Hodnota pritoku plynu na vstupnim kuZelu v nastaveni 150 |/hod byla

nejvhodnéjsi pro vSechny insuliny, krom insulinu glargin, pro ktery byla vhodnéjsi
hodnota 200 I/hod (Obr. 23). FindIni hodnota pritoku plynu na vstupnim kuZelu
byla optimalizovana na 150 I/hod, jelikoZ toto nastaveni bylo nejvhodnéjsi pro

vétsinu analyt(.
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Obr. 23: Zavislost odezvy detektoru na pritoku plynu na vstupnim kuZelu

5.1.4.5 Optimalizace teploty iontového zdroje
Pro insulin glargin, degludek, humanni a hovézi insulin byla nejlepsi odezva

detektoru dosazena pfi nastaveni teploty zdroje na 100 °C. Insulin lispro vykazoval
velmi podobnou odezvu detektoru pfi nastaveni teploty zdroje na 100 a 150 °C.
Teplota zdroje 150 °C byla optimalni pro insulin aspart a detemir. Veprovy insulin
byl jediny, ktery vykazoval nejvétsi odezvu MS pfi nastaveni teploty zdroje na

120 °C (Obr. 24). Optimalizovana hodnota teploty iontového zdroje byla 150 °C.
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Obr. 24: Zdvislost odezvy detektoru na teploté iontového zdroje

5.1.4.6 Porovnani odezvy hmotnostniho spektrometru pfi nastaveni MS dle AL

Waters a optimalizovaného nastaveni

Porovnani odezvy hmotnostniho spektrometru pfi rlzném nastaveni
probihalo dle kapitoly 4.8.4.1. Ziskané hodnoty plochy pikl byly zprimérovany a
vneseny do Obr. 25. Pro vyhodnoceni byla porovnavdna plocha pikl jednotlivych
insulind. Z Obr. 25 je patrné, Ze analyza téchto latek poskytuje vetsi plochy pik(
insulind pfi optimalizovaném nastaveni MS parametr( (zeleny sloupec), krom tedy
insulin detemir, ve srovnani s nastavenim MS pievzatych z AL Waters (modry
sloupec). Zména nastaveni MS parametrl predstavovala nejmensi rozdil pro
insulin aspart, jehoz plochy piku soptimalizovanymi MS podminkami a
s podminkami pro MS z AL Waters jsou témér totzné. Vyjimkou je insulin detemir,
ktery poskytoval vétsi odezvu detektoru pfi nastaveni MS dle AL Waters. Ackoliv
jsou rozdily u vSech insulint do 20% a jsou tedy zanedbatelné, vzhledem k nizkym
koncentracim analytll vplasmé bylo pro dalsi experimenty zvoleno

optimalizované nastaveni MS (Tab. 12).
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Obr. 25: Porovndni odezvy detektoru pri optimalizovaném nastaveni MS a nastaveni MS
vychdzejiciho z AL Waters [1]

5.2 Nastaveni metody UHPLC

Cilem optimalizace metody kapalinové chromatografie bylo dosaZzeni
separace analytl. Separace je kritickd zejména u pard humanniho insulinu
a insulinu lispro. Tyto latky z dUvodu strukturni podobnosti vykazuji velmi
podobnou retenci na koloné. Insulin lispro a humanni insulin maji vétSinu SRM
prechodu stejnych. V pripadé soucasné pritomnosti insulinu lispro a humanniho
insulinu ve vzorku je zde riziko koeluce a faleSné pozitivity koncentraci (neni
mozné je rozlisit).

V publikacich je uveden specificky prechod pro insulin lispro a humanni
insulin (lispro 1162 > 217 m/z, humanni ins. 1162 > 226 m/z) [1][25][21]. Tyto
prechody vykazuji minimalni prispévek k plose piku druhého insulinu a byly
vyuzivany iv pripadé, kdy nebylo dosazeno separace kritického paru insulint lispro
a humanniho insulinu [25][21]. Tyto specifické SRM prechody vSak nejsou tolik
intenzivni jako jiné vhodnéjsi pfechody insulinu lispro a humanniho insulinu (lispro
968,8 > 136,1, humanni ins. 968,9 > 136,1). SRM prechody s vétsi intenzitou vsak

nemohou byt pouZity za podminek stejné retence latek z dlivodu interference
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SRM prechod u insulinu lispro a humanniho insulinu. Aby bylo mozné vyuZzit pro
kvantifikaci SRM prechody s vétsi odezvou, a dosahnout zvyseni citlivosti oproti
drive publikovanym metoddm v analyze téchto latek ve vzorcich plasmy pacient,

byla nezbytnd separace insulinu lispro a humanniho insulinu.

5.2.1 Volba stacionarni faze

Na Obr. 26 je znazornéna analyza insulinu lispro a humanniho insulinu pomoci
kolony:

A) ACQUITY UPLC BEH C18, 2,1 x 100 mm, 1,7 um (Waters)

B) Kinetex C18 100 x 2,1 mm, 1,7 um (Phenomenex)

C) Luna Omega C18,150x 2,1 mm, 1,6 um (Phenomenex)

D) Cortecs C18+, 2,1 x 50 mm, 1,6 um (Waters)

E) Cortecs C18+, 2,1 x 100 mm, 1,6 um (Waters).

Analyza probihala za podminek popsanych v kapitole 4.9.1.

Svyuzitim kolon A, B a C nedoslo k separaci dvojice insulint lispro a humanniho
insulinu (Obr. 26). Kolona Cortecs C18+, 2,1 x 100 mm, 1,6 um pfinesla vyrazné
zlepSeni v oblasti separace analytd (¢ast E Obr. 26). Pfi pouZiti kolony Cortecs
C18+, 2,1 x 100 mm, 1,6 um je na chromatogramu pozorovan naznak separace
humdnniho insulinu a insulinu lispro. Tato kolona vykazovala nejuspésnéjsi
separaci isomernich insulinl, a proto byla vybrana a nasledné testovdna pro

analyzu se zménou sloZzeni mobilni faze.
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Obr. 26: Chromatogram humdnniho insulinu a insulinu lispro za pouZiti kolony: A) ACQUITY UPLC
BEH C18, 2,1 x 100 mm, 1,7 um, B) Kinetex C18 100 x 2,1 mm, 1,7 um, C) Luna Omega C18, 150 x
2,1 mm, 1,6 um, D) Cortecs C18+, 2,1 x 50 mm, 1,6 um, E) Cortecs C18+, 2,1 x 100 mm, 1,6 um.
Nastaveni gradientové eluce v kapitole 4.9.1.

5.2.2 Optimalizace slozeni mobilni faze

Pocatecnim chromatografickym zaznamem byla analyza smési insulinu za
pouziti MF prevzaté z AL Waters (Obr. 27). MF byla sloZzena ze slozky A 0,1% FA v
H>O a slozky B z0,1% FA v ACN. Na zaznamu je vidét naznak separace insulinu

lispro a humanniho.
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Obr. 27: Chromatogram humdnniho insulinu a insulinu lispro za pouZiti kombinace MF A1 (0,1% FA
v H,0) a MF B1 (0,1% FA v ACN)

Optimalizace slozeni organické slozky MF
V priibéhu optimalizace organické slozky MF byla zachovana vidy stejnd

vodna slozka MF, ato 0,1% FA v H,0. Vyuzitim smési methanolu a acetonitrilu jako
organické slozky MF pro analyzu insulini doslo, dle ocekavani, k vyraznému
prodlouzeni retencnich ¢asl oproti acetonitrilové MF. Pfikladem je Obr. 28 ¢ast A,
kdy byla pouzita smés MeOH:ACN (50:50) (Tab. 18), kde bylo pozorovano zvyseni
retence a tedy k prodluzeni retencnich ¢ast o 4 az 5 min. Nastavenim téchto
experimentalnich podminek nebylo dosaZzeno separace dvou kritickych insulin(
humanni a lispro. Oba byly eluovany ve stejném retencnim case 9,12 min.

Nasledovala separace insulind za pouziti smési organické slozky MF
obsahujici 10 % methanolu a 90 % ACN (MeOH:ACN, 10:90, v/v, Tab. 18). Tato
zména vedla ke zrychleni eluce viech analyt(, nicméné separace kritického paru
analytl nebylo dosaZeno.

DalSim testovanym sloZzenim mobilni faze byla smés s obsahem methanolu
a acetonitrilu 1:99 (Tab. 18). Zde byl pozorovan ,nadznak” separace humanniho
insulinu a insulinu lispro (Obr. 28 ¢ast B).

V nastaveni dalSich experimentl byly pfipravovany a nasledné testovany
organické slozky mobilni faze srlznou koncentraci kyseliny mravenci, jak je
uvedeno v Tab. 18. Obsah kyseliny mravenci byl postupné zvysovan. Jako priklad
je na Obr. 28 ¢ast C uveden chromatogram analyzy s vyuZitim smési obsahujici
0,5% FA v MeOH:ACN (1:99), kde tato zména sloZeni vedla ke zlepSeni separace
humanniho insulinu a insulinu lispro se zvysujici se koncentraci kyseliny mravenci.

Pfipravena a testovdna byla také okyselend acetonitrilova faze (0,5% FA

v ACN) (¢ast D Obr. 28 ) (Tab. 18). Vysledky byly porovnany s organickou sloZkou
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MF obsahujici smés 0,5% FA v MeOH:ACN (1:99). Za pouziti ACN MF s
obsahem 0,5% FA doslo ke zrychleni eluce analyt(l. Separace byla témér totozna.
Jelikoz bylo snahou vyvinout rychlou metodu, v dalSich experimentech byl jako

organicka slozka MF pouzita 0,5% FA v acetonitrilu.
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Obr. 28: Chromatogram humdnniho insulinu a insulinu lispro za pouZiti mobilni fdze: vodnd sloZka
0,1% FA v H,0 a organickd slozka A) 0,1% FA ve smési MeOH:ACN, 50:50, v/v, B) 0,1% FA ve smési
MeOH:ACN, 1:99, v/v, C) 0,5% FA ve smési MeOH:ACN, 1:99, v/v, D) 0,5% FA v ACN

Optimalizace slozeni vodné slozky MF
V nasledujici experimentu bylo ménéno sloZeni vodné slozky a jeji

koncentrace FA. Experiment byl provadén za stalého pouZiti organické slozky, a
to 0,5% FA v ACN. Na Obr. 29 jsou zobrazeny chromatogramy se zvysujici se
koncentraci FA ve vodné sloice MF. ZvySeni koncentrace FA ve vodné sloZzce MF

vedlo ke zlepseni separace kritického paru insulinl lispro a humanniho.
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Obr. 29: Chromatogram humdnniho insulinu a insulinu lispro za pouZiti mobilni fdze: organickd
slozka 0,5% FA v ACN a vodnd slozka A) 0,2% FA v H,0, B) 0,5% FA v H,0, C) 0,7% FA v H,0, D) 0,8%
FA v H,0O

Poslednim experimentem pro optimalizaci sloZzeni MF bylo dalsi zvyseni
koncentrace FA v organické a MF (Obr. 30). Kombinaci organické slozky obsahujici
0,7% FA v ACN a vodné slozky skladajici se z 0,8% FA v H,0 bylo dosazeno nejlepsi
chromatografické separace. Obr. 30 zobrazuje optimalizované chromatografické

zaznamy jednotlivych insulin.
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Obr. 30: Chromatogram insulinu a jeho analogt za pouZiti MF sklddajici se ze slozky A 0,8% FA v
H-0 a slozky B 0,7% FA v ACN
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5.3 Hodnoceni adsorpce analytli na vialky
Obr. 31 ukazuje vysledky testovani rliznych typl vialek (Tab. 21). Analyza

probihajici z vialky 3 vykazuje nejvétsi plochu pik(. U vialek typu 1 a 2
pravdépodobné dochdazelo k NSB analytd, coz vyvolalo snizeni ploch pikd u vSech
insulind. Z tohoto dlvodu nebyly vialky typu 1 a 2 vhodné pro dalsi experimenty.
Pro veskeré dalSi experimenty byly pouZivané vyhradné vialky typu 3. Pro
stanoveni insulinu a jeho strukturnich analogli z biologické matrice po USPE
extrakci byla pouzita Quan Recovery extrakéni desticka, u které vyrobce deklaruje

minimalni adsorpci téchto latek na tomto typu materialu (viz. kapitola 3.2.2).
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Obr. 31: Vliv typu vialky na odezvu detektoru

5.4 Analyza realnych vzorkl plasmy

5.4.1 Analyza kalibracnich standardu

Pro sestaveni kalibracnich kfivek bylo pfipraveno 16 kalibracnich roztokl insulinG
v rozmezi koncentraci 2,5 az 15 000 pg/ml. Koncentrace kalibracnich standardd
byly zvoleny tak, aby odpovidaly ocekavané koncentraci v redlnych vzorcich.
Kvantifikace probihala metodou vnitfniho standardu, kde byla pouZita smés

hovéziho a veprového insulinu.
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Pro sestrojeni kalibracnich kfivek bylo nakonec vyuzito pouze 11

kalibracnich bodd. Kalibracni kfivky jsou v rozmezi koncentraci od 50 pg/ml do

evvzs

priklad je na Obr. 32 uvedena kalibracni kfivka pro insulin degludek, ktera byla

sestrojena pomoci vazeni 1/x.

Compound name: Degludec

Correlation coefficient: r = 0.999849, r2 = 0.999698

Calibration curve: 0.000370361 * x + 0.00588686

Response type: Internal Std (Ref9 ), Area * (IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x Axis trans: None

Response

-0.00- Conc
|
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000 11000 12000 13000 14000 15000

Obr. 32: Kalibracni krivka pro insulin degludek

5.4.2 Analyza vzorktl plasmy pacientt

Kvantifikace insulinG v plasmé byla provedena odectenim ze sestrojené

kalibracni k¥ivky. Ve vzorku plasmy bylo nalezeno 7486,3 pg/ml insulinu degludek.

5.4.3 Analyza QC vzorku
QC vzorky byly pfipraveny dle kapitoly 4.7. Analyza probihala za podminek

SRM metody uvedenych v kapitole 4.8.6 a podminek UHPLC metody uvedenych
v kapitole 4.9.3. Povolené rozmezi vyslednych koncentraci QC vzork( bylo uréeno
na + 20% koncentracni hladiny a veskeré vysledky QC vzorkud spadaly do tohoto

rozmezi.
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6 Zavér

Cilem této prace bylo vyvinout jednoduchou, rychlou a citlivou metodu pro
stanoveni humanniho insulinu a jeho 6 strukturnich analogl aspart, lispro, glulisin,
glargin, detemir, degludek v lidské plasmé pomoci UHPLC-MS/MS. Pozadavek pro
vyvoj metody vychézel z Ustavu soudniho |ékafstvi ve FN Ostrava pro vysvétleni
nevyjasnénych umrtich nejen u diabetickych pacient(.

Nejlepsi separace analytl bylo dosazeno za pouziti kombinace zachytné
kolony XBridge C18, 2,1 x 20 mm, 3,5 um (Waters) a analytické kolony Cortecs
C18+, 2,1 x 100 mm, 1,6 um (Waters). Pro tyto kolony bylo ddle optimalizovano
sloZzeni mobilni faze. Jako findlni MF byla vybrana vodna slozka A obsahujici 0,7%
FA v H,0 a organicka slozka B obsahujici 0,8% FA v ACN. Po optimalizaci profilu
gradientu bylo dosaZeno separace viech insulinovych analogu.

Z dlivodu strukturni podobnosti humanniho insulinu a jeho analogli byla
testovana selektivita optimalizovanych SRM prechod(. JelikoZz bylo dosazeno
separace vsech analyt(, véetné dvojice insulinu lispro a humanniho insulinu, bylo
mozné pro kvantifikaci vybrat jen ty nejcitlivéjsi SRM prechody insuling, a tim tedy
zvysit citlivost stanoveni.

Uprava biologické matrice (plasmy) byla pfevzata z AL Waters. Zahrnovala
proteinovou precipitaci a mikroextrakci na tuhou fazi za pouziti vicemodalniho
Oasis Max u-SPE sorbentu.

V soucCasné dobé probiha validace metody. Po validaci bude metoda
vyuzivana na Ustavu soudniho IékaFstvi FN Ostrava pro analyzu vzork{ plasmy u

nevyjasnénych pripadd s podezienim na intoxikaci insulinem.
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