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Abstrakt

Tato praca sa venuje optimalizacii stanoveniu protaminu a inzulinu pomocou kapilarnej
zonovej elektroforézy. PocCas experimentov sa optimalizovalo zlozenie zakladného
elektrolytu, jeho pH aspdsob davkovania. Postupne sa vyskusSala kyselina citrénova
v rozsahu koncentracie 80 az 240 mmol I"' a kyselina chléroctova v rozsahu 50 mmol 1™
az 150 mmol I''. Optimalizovand metéda pouziva kremennt kapildru s vnatornym
priemerom 50 um. Celkova dizka kapilary je 50,0 cm, efektivna dizka je 8.5 cm.
Davkovanie vzorky prebieha na kratkom konci kapilary. Zakladnym elektrolytom
je 100 mmol I"" kyselina chloroctova. Separacia prebieha pri napiti 20 kV. Vzorka je
davkovana hydrodynamicky tlakom 5 kPa na 3 s. Detekcia prebiecha pri  vinovej
dizke 200 nm. Metédou ~ je  mozné  stanovit  protamin  ainzulin v rozsahu
koncentracii 4 pgml”" az300 pgml”’ a5 pgml’ az300 pgml”’. Medza detekcie pre
protamin je 1 pg ml™ a pre inzulin 2 pg ml”. Opakovatelnosti ploch pikov a migraénych
Gasov s hydrodynamickym davkovanim pre koncentracie 30 pg ml” a 200 pg ml”!
vykazuji hodnoty relativnych smerodajnych odchylok neprevysujlice 6 % z coho plynie,
ze optimalizovand metdda vykazuje uspokojivli opakovatel'nost’. Pocas elektrokinetického
davkovania sa pouzilo napitie 5 kV po dobu 5 s. Elektrokinetické davkovanie je menej
presné, ale je mozné ho pouzit pri nizSich koncentraciach analytov. Funkcénost
optimalizovane] metody bola overend na redlnej vzorke NPH inzulinu. Suspenziu NPH
inzulinu je pred stanovenim nutné rozpustit’ v dostatocne kyslom prostredi. Vzorka NPH
inzulinu sa rozpustila v 4,5 mmol "' roztoku kyseliny fosfore¢nej. Vyhodou stanovenia je
kratka doba analyzy, separacia prebieha behom asi 2 minut, a jednoducha priprava vzorky.

Nevyhodou stanovenia je neschopnost’ separovania jednotlivych protaminovych peptidov.
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Abstract

This work deals with optimization of a method for separation and detection of protamine
and insulin using capillary zone electrophoresis. The composition of background
electrolyte, the solution pH and the injection method were optimized. Citric acid in a
concentration ~ range  of 80to 240 mmol L' and  chloroacetic  acid  ranging
from 50 to 150 mmol L™ were tested sequentially. The optimized method uses a fused
silica capillary with inner diameter of 50 um. The total length of capillary is 50.0 cm,
effective length is 8.5 cm. The injection of the sample is performed on the short end of the
capillary. The method uses chloroacetic acid of 100 mmol L™ concentration as the
background electrolyte. Driving voltage is 20 kV. Sample is injected hydrodynamically
with a pressure of 5 kPa for3s. The analytes are detected spectrophotometrically at
wavelength of 200 nm. The method allows for determination in case of protamines in
concentration range between 4 pgmL™ and 300 pgmL" and insulin from 5 pg mL™
to 300 pgmL™". The limits of detection are 1 pgmL™" for protamine and 2 pg mL™ for
insulin. Repeatability of migration times and peak areas tested at30 pugmL™”
and 200 pg mL™" concentration levels using hydrodynamic injection showed values of
relative standard deviation lower than 6 % suggesting satisfactory repeatability.
Electrokinetic injection was also tested by applying voltage of5kV during5 s.
Electrokinetic injection is less accurate, but it can be used at lower concentration range.
The applicability of the optimized method was tested on a real sample of NPH insulin.
Before the detection the suspension of the sample had to be dissolved in acidic
environment. The sample was dissolved in aqueous solution of phosphoric acid
of 4.5 mmol L™ concentration. The main advantage of the method is the rapid analysis;
separation was done in about 2 minutes and the undemanding sample preparation. The

disadvantage is that this method is not able to separate individual protamine peptides.
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Pouzité symboly a skratky

BGE
CE
EOF
HPLAC

HPLC

LOD
LOQ
MEKC

NPH
PFOA
PMTEMA

PZ1
RP-HPLC

RSD
SD
SDS

A
E
1

Zakladny elektrolyt (background electrolyte)

Kapilarna elektroforéza (capillary electrophoresis)
Elektroosmoticky tok (electroosmotic flow )

Afinitnd vysokoucinna kvapalinova chromatografia (high-performance
liquid affinity chromatography)

Vysokoucinna kvapalinova chromatografia (high-performance liquid
chromatography)

Medza detekcie (limit of detection)

Medza stanovenia (limit of quantification)

Micelarna elektrokineticka chromatografia (micellar electrokinetic
chromatography)

Neutralny Protamin Hagedorn (Neutral Protamine Hagedorn)
Kyselina perfluoroktanova (perfluorooctanoic acid)
Poly(2-(2-(4-metyltiofén-3-yloxy)etyl) malonova kyselina
(poly(2-(2-(4-methylthiophen-3-yloxy)ethyl) malonate acid))
Protamin zinok inzulin (Protamine Zinc Insulin)

Vysokoucinna kvapalinova chromatografia na obratenych fazach
(reversed-phase high-performance liquid chromatography)
Relativna smerodajna odchylka (relative standard deviation)
Smerodajna odchylka (standard deviation)

Dodecylsiran sodny (sodium dodecyl sulfate)

Plocha piku

Intenzita elektrického pola

Prad

Efektivna dizka kapilary

Celkova dizka kapilary

Néboj i6nu

Hydratovany polomer iénu

Migracny Cas elektroosmotického toku

Migraény cas analytu i

Separa¢né napitie

Rychlost’ elektroosmotického toku

Migraéna rychlost’ latky i

Dielektricka konStanta roztoku

Zeta potencidl

Dynamicka viskozita prostredia

Elektroforetickd mobilita

Mobilita elektroosmotického toku

Efektivna mobilita latky i



1 Ciel’ prace

Cielom tejto prace je optimalizacia elektroforetického stanovenia celkového
protaminu a inzulinu pomocou kapilarnej elektroforézy a overenie jej funkénosti na realnej
vzorke. Optimalizuje sa zlozenie zdkladného elektrolytu, postupne sa vysktsa kyselina
citrébnova a kyselina chléroctova. Okrem zlozenia zdkladného elektrolytu sa optimalizuje

jeho pH a sposob davkovania vzorky.



2 Teoria
2.1 Protaminy

Protaminy patria do skupiny nukleoproteinov. Nukleoproteiny st latky, v ktorych je
protein viazany na nukleovl kyselinu. Sposob vizby medzi tymito dvomi skupinami
biopolymérov je roznorody. Niektoré nukleoproteiny st I'ahko disociovateI'né na jednotlivé
zlozky, kym dalSie nie. Medzi disociovateIné patria napr. nukleohistony a
nukleoprotaminy. Nukleohistony sa nachadzaju v jadre somatickych buniek zvierat.
Nukleoprotaminy st pritomné v spermiach niektorych druhov ryb [1].

Protaminmi sa oznaCuje skupina silne béazickych nizkomolekularnych proteinov.
Obsahujt niekol’ko druhov aminokyselin, hlavnou zloZzkou je vSak arginin (priblizne 66 %
celkovej hmoty). Vo vSetkych protaminoch dominuju bazické aminokyseliny a to v
pomeru dve bazické aminokyseliny na jednu nebazickd. Niektoré protaminy obsahuju
vedl'a argininu d’al§iu bazicku aminokyselinu, bud’ histidin alebo lyzin, v niektorych sa
vyskytuju vsetky tri. Prvy protamin bol izolovany Miescherom (1874) zo spermie lososa
(Salmo salar). V roku 1896 Kossel preukazal, ze protaminy st tvorené aminokyselinami, a
preto sa mozu povazovat za bielkoviny. Kossel pre svoje pozorovania pouzival spermie
jesetera (Acipenseridae). Takto ziskany protamin sa neskor nazval ako sturin. Protamin
ziskany z jesetera bol podobny k protaminu ziskanému zo spermie lososa, ale lisil sa
zloZenim [2]. Jednotlivé protaminy st nazvané podla rodu alebo druhu ryby, v ktorom boli
objavené. Medzi najznadmejSie protaminy patri salmin izolovany zo spermie lososa, klupein

1zolovany zo spermie sled’a a iridin pochadzajuci zo pstruha [1].

2.1.2 VyuZzitie protaminu

Protamin ma vysoké uplatnenie v medicine a v potravinarskom priemysle. Vo
forme svojich sulfatov sa vyuziva na potlacenie antikoagulaéného ucinku heparinu.
Heparin je negativne nabity sulfatovany glykosaminoglykan. K vzniku komplexu
protamin-heparin dochddza na pozitivne nabitej guanidinovej skupine argininu a na
negativne nabitej Casti heparinu, tym sa vytvori neaktivny komplex, ktory nema ziadnu
protizrazanlivi aktivitu [3]. Uginok protaminu nastupuje 1 az 2 mintty po vntrozilnej
injekcii. Protamin sulfat sa vyuziva pocas operacii srdca, pri ktorych sa vklada
kardiopulmonalny bypass. Aj ked’ je protamin €¢innym antikoagulaénym pripravkom, ma
mnoho nepriaznivych G¢inkov medzi ktoré patri aj anafylakticka reakcia [4].

DalSou oblast'ou vyuzitia protaminu je priprava inzulinu. Pri zmieSani protaminu



ainzulinu pri pH 7,2 v pritomnosti zino¢natych i6nov sa vytvori zrazenina, ktora je malo
rozpustna v podkoznych tkanivach, ¢im sa prediZi jeho vstrebavanie. BeZne pouZivany
inzulin hydrochlorid sa oproti protamin inzulinu vstrebava rychlo, kvoli ¢omu je ho
potreba podavat viackrat denne. Dal$im rozdielom medzi rozpustnym inzulinom
a protamin zinok inzulinom (PZI) je rozlicna doba uc¢inku. Kym rozpustny inzulin znizi
hladinu krvného cukru behom 15 az 30 minat, PZI za¢ne poOsobit’ 3 az 6 hodin po
podkoznom podani. Hlavnou vyhodou dlhodobo uéinkujuceho PZI je, ze oproti kratkodobo
ucinkujucemu inzulinu postupne znizuje hladinu cukru v krvi, ¢im sa znizi vyskyt
hypoglykemického a hyperglykemického Soku [5].

Protaminy sa  vyuzivaji v potravinarskom priemysle vdaka svojim
antibakteridlnym uc¢inkom. Medzi priaznivé vlastnosti protaminu patri vysoka stabilita pri
vyssich teplotach, konzerva¢ny ucinok v neutralnych a zasaditych potravinach. Protaminy

nemaju vplyv na textiru, vonu a chut’ jedla, do ktorého sa pridavaju [6].

2.1.3 Stanovenie protaminu

V sucasnosti vdcSina metdod zaoberajuce sa precistenim a separaciou protaminu
zahriuju casovo naro¢né chromatografické postupy. Doposial’ publikované metody
pouzivaju organické rozpustadla, alkoholy, acetonitril alebo aceton. Likvidacia
zmienenych rozpusStadiel ¢asto predstavuje problémy. Medzi dodnes pouZivané metody
patri Sakaguchiho reakcia zahritujuca kolorimetricki detekciu guanidinovej skupiny
argininu. Pocas tejto reakcie sa pouziva oxin a bromnan sodny. Vyhodou tohto stanovenia
je, Ze arginin je mozné stanovit v hydrolyzatu proteinu. Toto stanovenie je velmi
Specifické a citlivé [7].

MacKay a kol. ziskali kompletni sekvenciu Siestich protaminov ziskanych zo
zrelych spermii pstruha dihového (Oncorhynchus mykiss). Na ziskanie ¢isto homogénnej
vzorky bola pouzitd extrakcia kyselinou, gélova, idnexova a vysokoucinnad kvapalinova
chromatografia na obratenych fazach. Sekvencie precistenych protaminov boli ziskané
pouzitim plynovej chromatografie [8].

Na kvantifikdciu protaminu vo vodnych roztokoch neobsahujliice ziadne mozné
interferujuce latky sa pouziva farbivo Coomassie Brilliant Blue G-250. Minimalna
koncentracia pre detekciu protaminu je 10 pg ml™. Koncentraciu protaminu v roztoku je
mozné ziskat’ pomocou Lambertova-Beerova zakona vyuzitim spektrometrického merania

absorbancie pri vinovej dizke 595 nm [9].
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Dalsia kolorimetricka metdéda bola vyvinuta na kvantifikaciu protaminu v krvnej
plazme. Ako farbivo sa v tomto pripade uplatnila latka nazyvana Azur A, ktora je schopna
naviazat' sa na heparin. Vysledok tejto interakcie je posunutie absorpéného maxima
z 620 nm (modrd) na 530 nm (fialovd). Tato interakcia je slabSia ako védzba v komplexu
protamin-heparin. Ak je v plazme pritomny protamin naviaze sa na heparin, tym nahradi
ist¢ mnozstvo farbiva z komplexu heparin-azar A. Vdaka tejto vymene sa absorpcné
maximum farbiva Azuru A obnovi na pdvodnu hodnotu 620 nm. Pridanim testovane;j
plazmy do zmesi obsahujica komplex heparin-azur A a naslednym meranim absorbancie
pri 620 nm je mozné zistit’ obsah protaminu v plazme [10].

Vysokoucinna kvapalinova chromatografia na obratenych fazach (RP-HPLC) je
siroko vyuzivana chromatograficka metdda sliiziaca na separaciu protaminovych peptidov.
Protamin sulfat sa sklada zo Styroch hlavnych polypeptidov, ktoré maju skoro rovnaké
zlozenie, velkost’ a hodnotu izoelektrického bodu (pI). Optimalizovana metdda pouzivala
ako mobilnd  fazu 100 mmol I"' pufor dihydrogenfosforecnanu sodného (pH 2,25),
1,8 % acetonitril a 0,3 % metanol. Medza  detekcie (LOD) bola stanovend na
hodnotu 0,015 mg ml™’, medza stanovenia (LOQ) na hodnotu 0,06 mg ml". Separicia
prebehla behom 25 minit. Protamin bol detegovany pri vinovej dizke 214 nm [11].

Detekcia protaminu je relativne naro¢na kvoli nepritomnosti aromatickych
aminokyselin vd’aka ¢omu klasické merania UV-absorpcie pri vinovej dizke 280 nm st
neefektivne. V sucasnosti existuje len niekol’ko $tudii, ktoré sa zaoberaji jednoduchym
a efektivnym stanovenim protaminu. Niektoré z nich sa zaoberaju optickymi sondami.
Zakladom tychto sond je kolorimetické a fluorescenénd odozva na zmenu prostredia. Jedna
z chemickych analyz vyuZiva derivat polytiofénu, poly(2-(2-(4-metyltiofén-3-yloxy)etyl)
malonovu kyselinu (PMTEMA). Tato negativne nabita latka je schopné vytvorit’ komplex
s pozitivne nabitym protaminom. Vd'aka tejto interakcie dojde ku konforma¢nym zmenam
zakladnej kostry polytiofénu z ndhodnej do viac usporiadanej Struktiry. Tieto zmeny st
spojené so zhaSanim fluorescencie a zmenou farby roztoku. Volny roztok PMTEMA ma
maximalnu absorbanciu pri vlnovej dizke 404 nm (zltd farba). S pridanim vzorky
protaminu sa absorpény maximum posunie na hodnotu 485 nm (ruZovocervena farba).
Tymto sposobom je mozné stanovit protamin v koncentratnom rozmedzi
1,0 az 25,0 ng ml”'. VzhFadom na to, Ze fluorometrické stanovenia su citlivejSie ako
absorpéné, su vhodné na stanovenie nizSich koncentracii protaminu. S vyuzitim

fluorimetrie je detekcia mozna uZ pri koncentrécii protaminu 0,1 ug ml™ [12].
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2.1.4 Chemické vlastnosti protaminu aich vyuzitie v kapilarnej elektroforéze

Bezne pouzivané chromatografické metody nie su len Casovo, ale aj materidlovo
naro¢né. Problémy predstavuje ako kvantifikdcia tak aj automatizacia jednotlivych
stanoveni. Rychlym vyvojom kapilarnej elektroforézy (CE) boli tieto tazkosti prekonané.
CE je rychla auc¢innd metéda vhodnd na stanovenie elektricky nabitych castic. Na
stanovenie je potrebné minimalne mnozstvo vzorky a td sa musi upravovat’ iba minimalne.
Tato metdoda patri medzi elektromigracné separacné metddy. Zékladnym principom
separacie je rozdielna pohyblivost’ elektricky nabitych Castic v elektrickom poli. Délezitou
veli¢inou v CE je eletroforetickd mobilita, u, ktora je definovand ako rychlost pohybu
i6nov vroztoku v elektrickom poli o jednotkovej intenzite. Z rovnice 1 vyplyva, ze
elektroforetickd mobilita i6nu je priamo umerna jeho naboji a nepriamo umerna jeho

hydratovanému polomeru a dynamickej viskozite roztoku.

_v__1 (1)
H=F = onm

— elektroforeticka mobilita [m* V' s7']
- rychlost’ pohybu nabitej Gastice [m s ]
intenzita elektrického pola [V m™]
— naboj i6nu [C]
— hydratovany polomer i6nu [m]
— dynamicka viskozita prostredia [Pa s ]

St Qamex
I

Dalsou hnacou silou separacie v CE je elektroosmoticky tok (EOF), ktory vznika
dosledkom existencie elektrickej dvojvrstvy na vnutornom povrchu kapilary. V CE sa
pouziva kremennd kapilara s malym priemerom, ktora je pokryta vrstvou polyimidu, vd’aka
c¢omu je kapilara pruznd a menej krehka. Na vnitornom povrchu kapilary su pritomné
siloxanové skupiny (=S1-O-Si=). Pri nizkych hodnotach pH dochadza najprv k hydrolyze
siloxanovych skupin za vzniku silanolovych (=Si-OH), ktoré nasledne disociuji na
kremicitanové skupiny (=Si-O’). Vnltorny povrch kapilary tak ziska negativny naboj,
ktory sa vykompenzuje kationmi pritomnymi v roztoku [13]. Takto vznikne elektricka
dvojvrstva, kde kationy tvoria nepohybliva Cast’ dvojvrstvy. V difuznej Casti roztoku tak
prevlada prebytok vol'ného naboja, ¢im sa v blizkosti stene kapilary vytvori potencialny
rozdiel. Jeho cast’ v difuznej oblasti dvojvrstvy sa nazyva zeta potencial. Pri vloZeni
elektrického napétia kationy zacnu migrovat’ ku katdde. Pretoze iony su solvatované

a kvoli malému rozmeru kapilary, k pohybu je nuteny cely objem roztoku smerom ku
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katode, pricom kationy sa pohybuji najrychlejSie a anidny najpomalejSie. Pre mobilitu
elektroosmotického toku plati vztah 2 [14]. V CE je elektroosmoticky tok pozitivhym
benefitom, jednak skrati separacny cas a zdroven umoziuje sucasné stanovenie kationov
a anionov. EOF vsak znizuje reprodukovatelnost’ migracnych ¢asov analytov, ¢o je v CE

nevyhodou.

_ﬁ_vEOF_ 1 _lt'ld (2)
HeoF 1 E tror U
Upor — mobilita elektroosmotického toku [m* V' s7]
€ - dielektrick4 konstanta roztoku [F m™]
{ — zeta potencial [V]
n — dynamicka viskozita prostredia [Pa s]
E — intenzita elektrického pola [V m™]
Veor — rychlost’ elektroosmotického toku [ms™]
teor — migraény cas elektroosmotického toku [min]
l; — celkova dizka kapilary [m]
la - efektivna dizka kapilary [m]
U — separacné napétie [V]

Vlastnosti elektrolytu zahriiuje tzv. efektivna mobilita, perr. V pripade slabych
elektrolytov je mobilita zavisld na pH prostredia. Efektivna mobilita slabych elektrolytov
je vztiahnutd k danému pH, k i6novej sile a k teplote separacného prostredia. V praxi sa
efektivna mobilita nepocita zo stupne disocidcie, ale z rozdielu pozorovanej mobility
a mobility elektroosmotického toku (rovnica 3). Efektivna mobilita, je mobilita ktoru

skuto¢ne nameriame, zvycajne je mensia ako limitna elektroforetickd mobilita.

_ Vi = Vgor _ 1 _ 1 _lt'ld 3)
lleff,i - E B tmig,i tEOF U
Hepri = efektivna mobilita latky i [m* V' 5]
v, - migraéna rychlost’ latky i [m*s™]
Vgor — rychlost’ elektroosmotického toku [m” s™]
E - intenzita elektrického pola [V m’]
tmigi — migraény Cas analytu [min]
teor — migracny ¢as elektroosmotického toku [min]
I, - celkova dizka kapilary [m]
l; - efektivna dizka kapilary [m]
U — separac¢né napdtie [V]
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Molekulova hmotnost’ protaminu sa pohybuje okolo hodnoty 5 kDa, hodnotu
izoelektrického bodu (pI) maju okolo 12-13. V kyslom prostredi budu argininové skupiny
protaminu kladne nabité, o predstavuje isté problémy pri separacii pomocou kapilarnej
elektroforézy. Hlavnym problémom separdcie pozitivne nabitych peptidov je
elektrostatickd interakcia medzi kladne nabitou castou peptidu a negativne nabitym
povrchom kapildry. Na zlepSenie vysledku separacie je mozné pouzit’ rézne modifikované
vnatorné povrchy kapilary [15]. Dalsou moznostou sliZiacou na potladenie interakcie
proteinov s vnutornou stenou kapilary je pouzitie vhodného pridavku, ktory je efektivny
v maskovani silanolovych skupin. Tento pridavok sa priamo pridava do zékladného
elektrolytu. Vacsina tychto latok bud’ maskuju silanolové skupiny, alebo priamo sut'azia
o viazobné miesto na stene kapilary, tym padom nedochadza kich interakcii
s proteinmi [16]. DalSou moZnostou sliziaca na potladenie interakcie analytov so stenou
kapilary je znizenie pH. Pri vysokych hodnotach pH sa siloxanové skupiny na vnutornom
povrchu kapildry tUplne disociuju, kvoli ¢omu dochddza k interakcii kladne nabitych
analytov so stenou kapilary. Znizenim pH zdkladného elektrolytu sa tomuto neziadajlicemu
efektu da vyhnut'.

Dalsim faktorom ovplyviujiici Géinnost a kvalitu separacie je vplyv tzv. Joulovho
tepla. Joulovo teplo vznikd prechodom elektrického priudu cez roztok. Vyvoj tepla
anésledny teplotny gradient vedie napr. k zmendm viskozity a pH roztoku, odparovaniu
roztoku, k termalnej degradacii analytov, hlavne v pripade proteinov a peptidov. Tieto
zmeny maju za nasledok rozsirenie piku a niZSiu separac¢nll ucinnost’. Jedna z moZnosti ako
zniZit mnoZstvo vygenerovaného tepla je bud’ znizenie vkladaného napétia, alebo pouZitie
BGE, ktory vyvija nizke hodnoty prudu a mé& nizku vodivost. Zvycajne sa to docieli

riedenim roztoku [17].

2.2 NPH inzulin

Inzulin je polypeptidovy hormén vylu€ovany Langerhansovymi ostrovéekmi
podzaludkovej zl'azy.

Biologicka ucinnost’ inzulinu bola preukdzana v roku 1922, od tej doby sa pouziva
na liecbu cukrovky. Inzulin musi regulovat’ hladinu cukru v krvi (glykémia) pocas celého
dila a zarovenn musi reagovat’ na ndhle zvysenie jej hodnoty. Tejto podmienke je mozné
vyhoviet’ podanim pripravkov alebo zmesi, ktoré obsahuji ako dlhodobo pdsobiacu, tak aj

kratkodobo Uc¢inkujucu zlozku. Kym v rychlo pdsobiacich pripravkoch je inzulin pritomny
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v rozpustnej forme, zdkladom dlhodobo ucinkujucich je suspenzia krystalického alebo
amorfného inzulinu [18]. V roku 1936 Hans Christian Hagedron a kol. pripravili prvy
inzulin s predizenou G&innostou, protamin inzulin. Neutralna suspenzia takto pripraveného
inzulinu vSak bola nestdla. Stabilita inzulinu sa upravila pomocou pridavku nadbytku
protaminu a malého mnozstva zino¢natych i6nov. Tymto spdsobom pripraveny produkt
(PZI) mal dlhotrvajici hypoglykemicky ucinok, preto bolo potrebné pridat’ rozpustna
formu inzulinu, aby sa ziskal pripravok s priemernou dobou u¢inku. Napriek tomu, Ze
¢inok produktu sa predizil neskor sa preukazalo, Ze je nestaly. V roku 1946 Hagedron
a jeho spolupracovnici predstavili stabilnejSiu modifikaciu PZI, krystalicky NPH inzulin.
Pripravili ho zmieSanim ekvimolarneho mnozstva inzulinu a protaminu pri neutralnom pH
v pritomnosti malého obsahu zinku. Pridavkom fenolu, pripadne derivatu fenolu, ziskali
amorfnl zrazeninu inzulinu, ktora sa postupne premenila do krystalickej podoby
s prediZenou tetragonalnou ststavou [19]. Komeréne dostupny je tzv. Ludsky biosynteticky
Izofaninzulin, biela suspenzia shodnotou pH 6,9az7,5, obsahujuca 0,9 molekul
protaminu a dve zino¢naté i6ny na jeden hexamér inzulinu. Protamin a zinocnaté iony
reguluju asociaciu do hexamérnej formy a zvysuju stabilitu inzulinu. Hexamér inzulinu je
na Obr. 1. Inzulinové krystaly su nerozpustné vo vode. Vstrebavanie NPH inzulinu po
subkutannom podani zac¢ina po 1,5 hodin. Najvyssiu koncentraciu v krvnej plazme ma po

4 az 12 hodinéach a vymizne behom 24 hodin [20].
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Obr. 1 Hexamér inzulinu [21].

15



2.3 Stanovenie inzulinu

Molekulova hmotnost’ inzulinu je priblizne 5700 Da, z ktorého B retazec
predstavuje 60 % (3400 Da) a A retazec 40 % (2300 Da). Na stanovenie inzulinu bolo
vyvinuto mnoho metdéd. Pomocou afinitnej vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie
(HPLAC) je mozné sledovat vplyv rdznych fyzikalno-chemickych parametrov
(koncentréacia inzulinu, pH a teplota roztoku) ovplyviiujuce interakciu medzi povrchom
staciondrnej fazy a inzulinom [22].

Na separéciu réznych typov inzulinu (I'udsky, hovédzi, brav€ovy) je mozné pouzit’
micelarnu elektrokineticki chromatogratiu (MEKC). Do roztoku obsahujici nenabité
molekuly sa pridavaji povrchovo aktivne latky, fenzidy, ktoré sa zacnu organizovat do
priestorovo gul'ovitych utvarov, micel. Zakladom separacie je rozdielne zastipenie analytu
medzi micelarnou avodnou fizou. Micelarna faza  sa cCastokrat oznaCuje ako
pseudostaciondrna faza, pretoze sa pohybuje vlastnou elektroforetickou rychlost'ou.
NajcastejSie pouzivanym tenzidom je dodecylsiran sodny (SDS). MEKC sa ukazala, ako
vhodna metoda na separdciu proteinov, ktoré maji podobnu Strukturu. Hovéddzi inzulin sa
1i$1 od l'udského len v troch, bravéovy len v jednej aminokyseline, kvoli comu je separacia
zlozita. Po optimalizacii zlozenia zdkladného elektrolytu sa ukdzalo, Ze najvhodnejsie je
pouzit 50 mmol "' roztok octanu amonného (pH 9), 65 mmol 1! perfluoroktanove;j
kyseliny (PFOA) a4% metanol. Separacia troch foriem inzulinu prebehla behom
12 minat [23].

Na stanovenie inzulinu v réznych pripravkoch existuje len malo akceptovanych
metdd. Mnoho z nich zahriluje r6zne imunotesty, ktoré su aj finan¢ne, aj casovo narocné
stanovenia [24]. Zo separacnych metdd stoji za zmienenie stanovenie inzulinu pomocou
vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie (HPLC). Doba stanovenia inzulinu pomocou
HPLC bola 16 az 20 minit, o pri vySSom mnoZzstve vzorieck mohlo predstavovat
problémy. Od roku 1978 sa na analyzu inzulinu zacinala pouzivat RP-HPLC. Tieto
stanovenia inzulinu regulovali mieru ionizacie inzulinu pouZitim vhodnej mobilnej fazy
s nizkou hodnotou pH a vysokou salinitou. Inzulinové pripravky obsahuji konzervacné
latky, ktoré vykazuju vysoku absorpciu UV ZzZiarenia. Preto je nutné, aby pri takychto
stanoveniach boli k dispozicii analytické techniky umoziujice oddelenie signéalov
konzervaénych latok od signdlu analytu. Detekcia inzulinu bola umoznena pri vinove;j
dizke 214 nm, pri ktorom pik inzulinu bol zretelne oddeleny od piku konzervaénych latok.

Reten¢ny ¢as inzulinu sa zredukoval na 4,67 min [25].
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2.4 Stanovenie protaminu v inzulinovych pripravkoch

Predizend doba tug&inku protamin inzulinu vo velkej miere zavisi na typu
amnozstve pridaného protaminu. Kvoli tomu bolo nutné vyvinit vhodnu analyticka
metddu, ktord sa zaobera so stanovenim mnozstva protaminu v inzulinovych pripravkoch.
Bezne pouzivané testy sa zvyCajne zaoberaju len overenim vyznaCeného mnoZstva
protaminu. Tieto testy vSak neumoznuju separaciu a vyskum stability Styroch hlavnych
protaminovych peptidov. Ako na stanovenie samotného inzulinu, aj na stanovenie
protaminu v inzulinovych pripravkoch je mozné pouzit RP-HPLC s detekciou pri vinovej
dizke 214 nm. Stanovenie umoziiuje detekciu a kvantifikiciu Styroch hlavnych
protaminovych peptidov a celkové mnozstvo protaminu. Nevyhodou tohto stanovenia je
Casovd ndroCnost’ separdcie. Separacia prebehla behom 35 min, ¢o =zahriiuje aj
reekvilibraciu kolony [26].

Utinnou a ¢asovo menej naro¢nou metédou na stanovenie protaminovych peptidov
v inzulinovych pripravkoch sa ukazala byt CE. Behom experimentov sa pouzivali ako
vodné tak aj bezvodné rozpustadlad. Vyhodou bezvodych rozpustadiel je, Ze maji nizsiu
vodivost. Na druhej strane pH vodnych roztokov BGE je jednoduchSie prisposobit
a optimalizovat’. Ukézalo sa, Ze pouzitie bezvodych rozpustadiel na stanovenie protaminu
v inzulinovych pripravkov je nevhodné, pretozZe sa objavili len tri piky. Pri pouziti vodnych
roztokov BGE sa objavili vSetky Styri ocakavané piky behom 25 min. Do roztoku BGE sa
vSak musela pridat’ neutrdlna povrchovo aktivna latka (Thesit), aby sa vymedzila interakcia
protaminu s vnaitornou stenou kapilary a tym sa zvysila aj selektivita. Findlne zloZenie
BGE obsahovalo 100 mmol 1" fosfatovy pufor (pH 2) a 50 mmol I Thesit. Aby separacia
prebehla rychlejSie separané napitie sa zvysilo na 30 kV. S optimalizovanymi metodami
sa previedlo stanovenie aj na redlnej vzorke NPH inzulinu. Piky boli detegované
v o¢akdvanom casovom intervale, bez inych dodatocnych pikov. Metdda nepopisuje
ziadnu kalibra¢nu zavislost’, ani limit detekcie a stanovenia [27].

Doba stanovenia celkového mnoZstva protaminu ainzulinu sa da znizit
nadavkovanim vzorky z opacného konca kapilary, tzv. davkovanie cez kratky koniec
kapilary, short-end injection. V tomto pripade davkovanie prebieha na strane kapilary
blizSiemu k detektoru za stCasného obratenia napdtia. Ako zdkladny elektrolyt sa
pouzivala 45 mmol I"' kyselina fosfore¢na, pH 1,85. Nizke hodnoty LOD a LOQ ukazuju
na moznost pouzitia tejto metddy pri nizkych koncentraciach analytov. LOD a LOQ

protaminu bola stanovena na hodnotu 1,0 pygml™ a2,5 ugml”, inzulinu na 0,7 pg ml™
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a23pgml’. Stanovenie tiez vykazuje vysoku linearitu v rozsahu
koncentrécii 2,5 a7 500 ug ml”'. Napriek priaznivym vysledkom sa pocas stanovenia
objavili isté tazkosti. Prad pocas stanovenia bol nestabilny, zivotnost’ kapilary bola kratka,
kvoli ¢omu sa zhorSila reprodukovatelnost stanovenia [28]. Na vymedzenie tychto
problémov je mozné pouzit’ iné kyseliny ako zakladny elektrolyt, ako napriklad kyselinu

chléroctovu alebo citronovu. Preskiimanie tychto moznosti bolo cielom tejto prace.
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3 Experimentalna ¢ast’

Merania boli prevedené na pristroji Agilent Technologies CE 1600 (Agilent Technologies,
Waldbronn, Nemecko). Analyty boli detegované spektrofotometricky pri vinovej dizke
200 nm. Separacia prebichala v kremennej kapilare s vnatornym priemerom 50 um
(MicroSolv Technology Corporation, New Jersey, USA). Davkovanie prebichalo na
kratkom konci kapilary. Celkové dizka kapilary bola 50,0 cm, efektivna dizka bola 8,5 cm.
Kapildra bola termostatovana pradom vzduchu na teplotu 25 °C. Kazdy experimentalny
deft bola kapilara premyta roztokom NaOH s koncentraciou 1 mol 1" po dobu 10 min,
nasledne deionizovanou vodou po dobu 10 min. Pred kazdym jednotlivym meranim
kapilara bola premyta roztokom zékladného elektrolytu po dobu dvakrat 1 min. Prvu
minatu bola na vystupu kapildry umiestnend odpadnad vialka, druht minatu vialka
obsahujuca zékladny -elektrolyt. Zakladnym elektrolytom bola kyselina fosfore¢na,
kyselina citrénova alebo kyselina chléroctova. Na meranie pH bol pouzity pH meter
Jenway 3540 (Bibby Scientific Ltd., Vel'ké Britania).

Optimalizovand metdéda pouzitd na stanovenie celkového protaminu a inzulinu
vinjekcii NPH inzulinu pouzivala ako zdkladny elektrolyt vodny roztok kyseliny
chléroctovej s koncentraciou 100 mmol 17, hydrodynamické davkovanie tlakom 5 kPa po
dobu 3s. Vzorka NPH inzulinu bola rozpustena v roztoku kyseliny fosforecnej

L. -1
s koncentraciou 4,5 mmol I".

3.1 Stanovenie mobility elektroosmotického toku

Elektorosmoticky tok sa zmeral pomocou roztoku tiomocoviny s koncentraciou
100 pg ml™. Vzorka sa nadavkovala v troch zénach hydrodynamicky tlakom 5 kPa po 3 s.
V prvom kroku sa kapildra naplnila zdkladnym elektrolytom, po ¢om sa nadavkovala prva
zona neutralneho markéru. Prva nadavkované zona sa tlakom 5 kPa po 1 minatu preniesla
do kapilary, po ¢om sa naddvkovala d’alSia zona, ktord sa rovnakym tlakom preniesla do
kapilary. Pred naddavkovanim tretej zOony sa vloZilo napétie 20 kV na 2 minuty, po€as ¢oho
prva adruhd zéna obsahujuca neutralny markér migrovala s mobilitou pgor. Po spadu
napitia na hodnotu 0 kV sa nadavkovala tretia zona. Nasledne sa kapilara zacala premyvat’
zakladnym elektrolytom tlakom 5 kPa a sucasne sa spustilo ziskavanie udajov
a zaznamendvanie prechodu vSetkych troch zon detektorom [29]. Mobilita

elektroosmotického toku sa vypocitala pomocou rovnice (4).
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[(tw, = tw,) = (tn, —tw,)] - la - Le “4)

HEor = ty, - tp - U
Uror — mobilita elektroosmotického toku [m* V™' s™]
tn, - migracné casy nadavkovanych zén [min]
ly - efektivna diZka kapilary [m]
. - celkové diZzka kapilary [m]
tp, — doba aplikovania napétia [s]
u - separaéné napitie [V]

3.2 Pouzité chemikalie

Kyselina ortofosforeéna 85% w/w, p.a. (Lach-Ner, Ceska republika), kyselina
chléroctova 99,9 % (Sigma-Aldrich Co. LLC, Missouri, USA), bezvoda kyselina citrébnova
99,5 % (Lach-Ner, Ceska republika), 1 mol I hydroroxid sodny, salmin-protaminsulfat
z lososa, Grade X (Sigma-Aldrich Co. LLC, Missouri, USA), rekombinantny l'udsky
inzulin, exprimovany v kvasinkdch (Sigma-Aldrich Co. LLC, Missouri, USA),
Humulin N - NPH insulin (Eli Lilly and Company, Indiana, USA), deionizovand voda
pripravend systémom Premier NFG/D Systems (Phoenix, AZ, USA).
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4 Vysledky a diskusia

4.1 Zakladna optimalizacia metody
4.1.1 Vyber vhodného ziakladného elektrolytu

Pocas prvej série merani sa premeralo zavislost’ prudu v elektroforetickom systéme
na vlozenom napiti v roztokoch jednotlivych kyselin. Pouzila sa kyselina fosfore¢na,
chléroctova a citronova sroznou koncentraciou. Koncentracia jednotlivych kyselin sa
zvolila tak, aby pH roztokov sa pohybovala v rozsahu hodnot 1,90 az 2,22. Jednotlivé
hodnoty pH pouzitych kyselin su uvedené v Tab. 1. Je vidiet’, Ze s rasticou hodnotou pK, ;

rastie koncentrécia kyseliny potrebna k dosiahnutiu pozadovaného pH.

Tab. 1 Namerané hodnoty pH jednotlivych roztokov kyselin. Hodnoty pKa 1 a hodnoty pH uvedené
kurzivou su prevzaté z programu PeakMaster [30].

Kyselina fosfore€na  Kyselina chléroctova  Kyselina citronova

45 30 15 150 100 50 240 160 80

C

[mmol 1]
1,93 2,01 222 194 205 219 197 205 225
pH
1,85 1,96 215 1,89 1,96 212 189 198 213
PKa 4 2,160 2,865 3,128

Protamin je kladne nabity pri nizkych hodnotach pH zékladného elektrolytu vd’aka
vysokému podielu argininu. ZniZzenim pH roztoku sa mobilita protaminu zvysuje, zaroven
sa skracuje Cas analyzy. Na pH tiez zavisi rychlost elektroosmotického toku, so
zvySujucim pH sa zvySuje jej rychlost. Na druhej strane zo zvySujucou koncentraciou
zékladného elektrolytu, klesa rychlost elektroosmotického toku, atym sa predizi doba
analyzy. Dolezité bolo n4jst’ taku koncentraciu zékladného elektrolytu, aby sa pocas
separacie negenerovalo prili§ velké Joulovo teplo. Miera generovaného tepla zavisi na
rozmeroch kapilary, na vodivosti zdkladného elektrolytu a na vlozenom napiti. Vysoké
hodnoty Joulovho tepla maju za néasledok rozsirenie zén, ¢o vedie k nizSiemu rozliSeniu
separovanych analytov. Najjednoduchsi sposob, ako obmedzit” vysku Joulovho tepla je
vkladanie nizSieho napidtia. Z Obr. 2, 3 a4 je vidiet, Ze pri vysSich koncentraciach
jednotlivych kyselin sa roztoky zdkladného elektrolytu rychlejSie zahrievali. Podla
Ohmova zdkona napétie je priamo umerné elektrickému pridu a odporu. Miera zahrievania
roztoku zavisi na vykone, ktory je sti¢inom pridu a napitia. Cim vicsie teplo vznika, tym

viac klesa viskozita roztoku a zaroven rastie jeho vodivost. Pri aplikacii stale vicSieho
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napitia zahrievanie roztoku sa prejavilo nelinedrnym rastom pradu. Ztoho dévodu
najvyssie koncentracie roztokov boli povazované za nevhodné na separaciu analytov.
Z Obr. 4 je dalej vidiet, ze v pripade kyseliny citronovej sa aj pri najnizsSej zvolenej

koncentracii (80 mmol I'") roztok rychlo zahrieval a odchyl'oval sa od linearneho chovania.

U [kV]

Obr. 2 Zavislost’ prudu na napéti v roztoku kyseliny chléroctovej s koncentraciou 150 mmol I”'
(kosostvorce), 100 mmol I" (Stvorce), 50 mmol I (trojuholniky)

100 +

O "V T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
U [kV]

Obr. 3 Zavislost’ prudu na napiti v roztoku kyseliny fosforeénej s koncentraciou 45 mmol I"
(kosostvorce), 30 mmol I (§tvorce), 15 mmol I'' (trojuholniky)
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Obr. 4 Zavislost pridu na napiti v roztoku kyseliny citrénovej s koncentraciou 240 mmol I
(kosostvorce), 160 mmol I" (Stvorce), 80 mmol I" (trojuholniky)

V dal$ich krokoch sa postupne premerali elektroforeogramy Standardov protaminu
a inzulinu. Ako prvé sa previedli separacie pri ktorych sa ako zékladné elektrolyty pouzili
jednotlivé kyseliny s najvy3§imi koncentraciami. Koncentracia §tandardov bola 1 mg ml™,
boli pripravené rozpustenim v 45 mmol 1" kyseliny fosfore¢nej. Pre jednotlivé merania sa
vzalo 50 pl inzulinového a 50 pl protaminového Standardu. Tato zmes sa doplnila
150 mmol 1" kyselinou chléroctovou na 500 pl. Polas tychto merani sa pouZilo
hydrodynamické davkovanie, aplikoval sa tlak 5 kPa po dobu 3s. Separacné napitie sa
nastavilo na 30 kV. Separicia prebehla behom 2 min, migra¢nad doba protaminu bola asi
0,5 min, inzulinu asi 1 min. NajvysSie koncentracie kyselin sa ukdzali za nevhodné,
pretoze kvoli rychlemu zahrievaniu roztoku zdkladnd linia pocas separacie nebola
dostato¢ne stabilna. Jednotlivé elektroforeogramy pre najvysSie koncentracie pouZitych

kyselin st na Obr. 5,6 a 7.
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Obr. 5 Separacia $tandardov inzulinu a protaminu, zakladny elektrolyt 150 mmol I kyselina
chléroctova, separac¢né napitie 30 kV. Prvy pik patri protaminu, druhy inzulinu. Koncentracia
protaminu a inzulinu vo vzorke 100 ug mi™.

30 -

20 -

15 4

A [mAU]

0 T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

t [min]

Obr. 6 Separacia Standardov inzulinu a protaminu, zakladny elektrolyt 45 mmol I" kyselina fosfore¢na,
separacné napatie 30 kV. Prvy pik patri protaminu, druhy inzulinu. Koncentracia protaminu a inzulinu
vo vzorke 100 pg ml™.
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Obr. 7 Separacia Standardov inzulinu a protaminu, zakladny elektrolyt 240 mmol I" kyselina citronova,
separacné napatie 30 kV. Prvy pik patri protaminu, druhy inzulinu. Koncentracia protaminu a inzulinu
vo vzorke 100 pg ml™.

vwe

nesymetrické, rozsirovali sa. To bolo sposobené vysSou hodnotou pH, ¢im sa zosilnila
interakcia analytu so stenou kapilary. Ako najvhodnejSia kyselina sa ukéazala byt
100 mmol I"' kyselina chléroctova. Pri separanom napiti 30 kV zékladna linia bola
nevyhovujlca, preto sa postupne vyskusalo zniZenie separaéného napitia na hodnoty 25 az
15 kV. ZniZenim napétia sa regulovala genericia Joulovho tepla, tvar piku sa zaostril
aznizili sa nerovnosti na zékladnej linii. ZniZenie napitia viedlo k prediZeniu doby
separacie na 3 min. Vhodnymi podmienkami separacie sa ukdzalo byt hydrodynamické
davkovanie 5 kPa po dobu 5 s, s pouzitim 20 kV separacného napitia, elektroforeogram je

na Obr. 8.
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Obr. 8 Separacia Standardov inzulinu a protaminu, zakladny elektrolyt 100 mM kyselina chléroctova,
separacné napatie 20 kV. Prvy pik patri protaminu, druhy inzulinu. Koncentracia protaminu a inzulinu
vo vzorke 100 pg ml™.

Hlavnym ciefom metddy je dosiahnut’ symetrické tvary pikov. Cim su piky uzsie
a vysSie, tym je stanovenie citlivejsie, integracia pikov presnejSia a metdda ma vyssiu
ucinnost’. Na porovnanie ucinnosti sa porovnali pocty teoretickych priehradiek 45 mmol I
kyseliny  fosfore¢nej, 150 mmol 1", 100 mmol I a 50 mmol 1" kyseliny  chléroctove;.
Utinnost’ separacie v roztoku kyseliny fosforeénej bola vypoéitana kvéli porovnaniu
s vysledkami $tudovanej prace [28]. Uéinnosti separacie pre roztoky kyseliny chloroctovej
sa vypocitali, pretoZe sa povaZovali za najvhodnejSie na separaciu analytov. Vysledky st
zhrnuté v Tab. 2. Z vysledkov je vidiet, Ze roztok kyseliny fosfore¢nej poskytuje najlepSiu
ucinnost’ (najvacsie hodnoty teoretickych priehradiek), ale kvoli nestabilnému pradu pocas
separacie sa  dalej nepouzivala. Separacia  vroztoku kyseliny chloroctovej
s koncentraciou 150 mmol 1" mala vyssiu uginnost, ale mala nestabilnu zékladnd liniu,
kvoli ¢omu bola povaZzovana za nevhodnu na stanovenie analytov. Z toho doévodu bola
100 mmol I kyselina chléroctova pouzitd v d’aliich meraniach, ako kompromis medzi
stabilnou zékladnou liniou a Gc¢innost'ou separacie. V Tab.2 je d’alej porovnanie mobilit
analytov a elektroosmotického toku. Je vidiet’, Ze mobilita elektroosmotického toku zavisi
na pH roztoku. Cim je pH roztoku vic§ia, tym je vacsi elektroosmoticky tok. Skoro

rovnaké hodnoty elektroosmotickej mobility majii  roztoky 45 mmol I"  kyseliny
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fosforetnej (pH 1,93) a 150 mmolI' kyseliny chloroctovej (pH 1,94). Naopak so

zvysujucou sa pH sa znizuje mobilita analytov, pretoze klesa ich naboj.

Tab. 2 Porovnanie ué¢innosti separacie v jednotlivych zakladnych elektrolytoch, priemerna hodnota
elektroosmotickych a efektivnych mobilit a priemerna hodnota prudu. V zatvorke su uvedené hodnoty

smerodajnych odchylok.

kyselina fosfore€na kyselina chléroctova
C
(mmol I'] 45 50 100 150
1
63 44 63 83
[nA]
Newotamiy 35 24 24 29
[ 10° priehradka/m] (0,9) 2,7) (1,7) (1,2)
NinzuLin 29 15 24 24
[ 10° priehradka/m | (3,2) (0,2) (0,8) (2,3)
KEoF 2,783 3,587 2,679 2,794
[10° m* V'] (0,063) (0,014)  (0,110)  (0,170)
HerrPROTAMIN 4,342 4,164 4,620 4,766
[10° m* V' s (0,049) (0,004)  (0,030)  (0,003)
PefrinzuLin 2,028 1,707 2,067 2,175
[10° m? v 57 (0,041) (0,021)  (0,043)  (0,048)

4.1.2 Davkovanie vzorky

Pocas merani sa vyskasSalo tiez elektrokinetické davkovanie. Elektrokinetické
davkovanie sa pouziva menej Casto. Pri elektrokinetickom davkovani sa na koniec kapilary
aplikuje napitie po dobu niekol’kych sekund. Vyhodou elektrokinetického davkovania je,
ze moze dojst k zakoncentrovaniu analytov, ¢im sa zvySi citlivost stanovenia.
K zakoncentrovaniu dochédza, ak je rozli¢na vodivost’ vzorky a zakladného elektrolytu. Po
nadavkovani vzorky v kapilare vznikni dve zony s roéznou elektrickou vodivostou. Zoéna
vzorky ma nizSiu vodivost ako zona zdkladného elektrolytu. Oboma zénami musi
prechadzat’ rovnaky elektricky prad, preto v jednotlivych zoénach bude ind hodnota
intenzity elektrického pola. V oblasti snizSou vodivostou je intenzita pola vysSia.
Désledkom toho sa meni rychlost migracie stanovenej latky v oboch zdénach, analyty
v zone vzorky migruju rychlejSie a zakoncentruji sa na rozhrani oboch zoén [31].

Nevyhodou je zavislost’ davkovania vzorky na jej vodivosti. Zaroven elektrokinetickym
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davkovanim sa nadavkuje rézne zloZenie vzorky, elektrokinetické davkovanie preferuje
nadavkovanie kationov, ktoré migruju smerom ku katode.

Postupne sa vyskuSalo elektrokinetické davkovanie s vloZzenim napitia 5 kV po
dobu 5 az 15 sekund. Aby bol vicsi rozdiel vo vodivostiach BGE a stanovenej latky
koncentracia kyseliny fosforec¢nej, v ¢om boli rozpustené Standardy protaminu a inzulinu,
sa znizila na hodnotu 0,9 mmol I". Pri aplikovani napitia po dlh§iu dobu (10-15 s) sa piky
analytov zdeformovali, doba davkovania sa znizila na 5s. Elektroforeogramy ziskané
z elektrokinetického  davkovania sa neliSili od elektroforeogramov  ziskanych

hydrodynamickym dévkovanim, kvéli Comu nie su sucast’'ou tejto prace.

4.2 Kalibracné zavislosti pre Standardy protaminu a inzulinu
Po optimalizdcii podmienok separdcie sa zmerali kalibracné zavislosti ako pre
hydrodynamické, tak aj pre elektrokinetické davkovanie.

Kalibra¢na zavislost hydrodynamického davkovania bola zmerand v rozsahu
koncentracii 10 pg ml™ az 500 pgml”. Hodnota pre koncentraciu 500 ug ml”"  bola
odstranend zo zavislosti kvoli nelinedrneho chovania kalibracie. Na zostrojenie kalibra¢nej
zévislosti elektrokinetického davkovanie sa zvolil koncentraény rozsah 1 pg ml™ az
10 pg ml™. Parametry kalibraénych priamok s uvedené v Tab. 3 a 4.

Medza detekcie (LOD) sa urcila ako trojndsobok, medza stanovenia (LOQ) ako
desatnasobok pomeru vysky Sumu zékladnej linie k smernice kalibracnej zavislosti
z vySky pikov pre najnizSie hodnoty koncentracie. VySka Sumu sa stanovila na hodnotu
0,17 mAU. LOD protaminu hydrodynamickym déavkovanim sa ur¢ila na hodnotu
1,0 pgml™ |, LOQ na 4,0 pg ml™. V pripade inzulinu sa tieto hodnoty uré¢ili na 2,0 pg ml™
a 5,0 pg ml™. Elektrokinetickym davkovanim sa LOD protaminu a inzulinu stanovila na
hodnotu 0,2 pg mI™ resp. 0,7 pgml”’, LOQ na0,7 ugml™” resp. 1,0 pgml™. Citlivost
danych met6d, je mozné porovnat zo ziskanych smernic kalibraénych priamok. Cim je
vicsia hodnota smernice, tym je dané stanovenie citlivejSie. Elektrokinetické ddvkovanie je
menej presné, ale asi patkrat citlivejSie, preto je ho mozné pouZit’ pre nizke koncentracie,
¢o je vidiet' aj na hodnotaich LOD a LOQ. V pripade hydrodynamického davkovania
koeficienty determinacie (R’) maju vyssie hodnoty ako v pripade elektrokinetického,
z&oho vyplyva, Ze stanovenie je spolahlivejsie. Hodnoty R’ hydrodynamického
davkovania su v pripade kalibracnej zavislosti ziskanej z ploch Standardov vysSie ako

0,993, ¢o ukazuje na dobrt spolahlivost’ stanovenia.
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Tab. 3 Parametry kalibraénych priamok z vySok pikov standardov protaminu a inzulinu. Spocitané
hodnoty LOD a LOQ. Kalibraéna priamka zostavena z 14 bodov. V zatvorke s uvedené chyby

parametrov.

Elektrokinetické davkovanie Hydrodynamické davkovanie
PROTAMIN  INZULIN  PROTAMIN  INZULIN

k

(mAU mal g’ 2,589 1,203 0,271 0,182
mAL ming (0,078) (0,056) (0,010) (0,008)
1 121 0,91 3.92 7.96
(mAU] (0.48) (0.34) (1,49) (111)
R? 0,9909 0,9791 0,9830 0,9795
LOD 0.2 0.4 1.0 2.0
[ng ml™]
LOQ 0.7 1.0 4,0 5.0
[pg ml” |
rozsah konc_elntracn 1-10 10-300
[pg ml” |

Tab. 4 Parametry kalibraénych priamok z pléch pikov standardov protaminu a inzulinu. Kalibraéna

priamka zostavena z 14 bodov. V zatvorke su uvedené chyby parametrov.

Elektrokinetické davkovanie Hydrodynamické davkovanie
PROTAMIN  INZULIN = PROTAMIN  INZULIN

k 4387 3,218 0,308 0,820

[mAU s ml pg'] (0,140) (0,208) (0,007) (0,009)
q 0,55 -0,67 0,73 3,51

[mAU s] (0,85) (1,26) (1,05) (1,31)

R’ 0,9899 0,9599 0,9935 0,9985

rozsah koncentracii

_ 1-10 10-300
[pg mI']

4.3 Overenie opakovatel’'nosti merania Standardov protaminu a inzulinu

Za optimalizované podmienky bola zmerand opakovatelnost pre Standardy
protaminu a inzulinu. Opakovatelnost’ sa zmerala pre hodnoty koncentracie 30 pg ml™ a
200 pgml”  vpripade  hydrodynamického  davkovania a4 pgml’ v pripade
elektrokinetického. Kazda koncentracia bola zmerand desatkrat. Zakladny elektrolyt sa
menil po troch meraniach, aby sa vymedzila moznost' chyby sposobend elektrolyzou
elektrolytu. Hodnoty relativnych smerodajnych odchylok (RSD) ploch pri
hydrodynamickom déavkovani neprevySuju 5,3 %, av pripade Casov 0,4 %. V pripade
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elektrokinetického davkovania su tieto hodnoty vysSie, RSD ploch su nizSie ako 8,2 %,
v pripade casov st nizSie ako 0,5 %. ZvySené hodnoty RSD poukazuji na nizSiu
opakovatelnost. Pre zvolené koncentracie sa dalej overila spravnost stanovenia.
Koncentracie sa vypocitali z rovnic kalibraénych zavislosti ploch pikov na koncentrécii.
Vysledky st uvedené v Tab. 5 a 6. Spravnost’ stanovenia v pripade vzorky s koncentraciou
30 ug ml™ bola 105 % v pripade protaminu a 95 % v pripade inzulinu. Podobné hodnoty st
pri stanoveni s koncentraciou 200 pg ml™', spravnost sa pre protamin stanovil na 94 %
a pre inzulin na 95 %. V pripade elektrokinetick¢ho davkovania spravnost’ stanovenia pre
protamin sa ur¢il na hodnotu 83 % , pre inzulin na 75 %. S 5 % chybou stanovenia je

hydrodynamické davkovanie spravnejsie.

Tab. 5 Opakovatelnost’ a spravnost’ so Standardom protaminu a inzulinu (n=10). Hydrodynamické

davkovanie.
c=30 ugml’
PROTAMIN INZULIN
Priemer SD RSD [%] Priemer SD RSD [%]
A [mAU s] 10,5 0,6 53 27,1 1,0 3,7
tmig [Min] 0,723 0,003 0,4 1,462 0,004 0,3
c*[ugml'] 31,5 1,8 5,7 28,7 1,2 4,2
¢=200 pg ml™
PROTAMIN INZULIN
Priemer SD RSD [%] Priemer SD RSD [%]
A [mAU s] 58,7 1,8 3,1 1598 3.1 1,9
tmig [min] 0,712 0,001 0,2 1,409 0,004 0,3
c*[pugml'] 1879 59 3,2 1904 3,7 2,0

c* je stanovena koncentracia
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Tab. 6 Opakovatelnost’ a spravnost’ so Standardom protaminu a inzulinu (n=10). Elektrokinetické

davkovanie.
c=4 pgml’
PROTAMIN INZULIN
Priemer SD RSD [%] Priemer SD RSD [%]
A [mAU s] 15,0 1,2 8,2 9,0 0,5 5,7
tmig [Min] 0,743 0,002 0,3 1,592 0,008 0,5
c*[pgml'] 3,3 0,3 8,5 3,0 0,2 5,3

c* je stanovend koncentracia

4.4 Overenie stanovenia s realnou vzorkou NPH inzulinu

Po optimalizacii metoédy sa pristipilo k overeniu stanovenia na redlnej vzorke.
Pretoze vzorka NPH inzulinu je suspenzia rozpustnd v kyslom prostredi bolo treba najst’
vhodnti koncentraciu kyseliny fosforecnej v ¢om sa suspenzia rozpustila. Ako vhodna
koncentracia sa ukézala byt 4,5 mmol I'". Po rozpusteni suspenzie sa ziskany roztok zriedil
v pomeru 1:7 vodou. Meranie s touto vzorkou poskytlo dva piky. Pik inzulinu bol vyrazne
vacsi ako pik protaminu. K tejto vzorke sa pridalo 30 pg ml™ §tandardu protaminu. Pred
pridavkom $tandardu protaminu sa koncentracia protaminu v povodnom roztoku urcila na
hodnotu 36,7 ug ml™'. Po pridavku sa tato hodnota sa zvysila na 64,1 ug ml™'. Rozdiel
medzi nameranymi hodnotami je 27,7 ug ml”. Spravnost’ stanovenia sa ur&ila 92 %.
Pretoze pik inzulinu bol prili§ velky, roztok sa pred pridanim pridavku musel zriedit
v pomeru 1:79. K takto ziskanému roztoku sa pridalo 30 pg ml™' $tandardu inzulinu. Pred
pridavkom Standardu inzulinu sa koncentracia inzulinu v pdvodnom roztoku urcila na
hodnotu 33,3 pgml”. Po pridani pridavku sa zvysila na 62,5 pgml”’. Rozdiel medzi
nameranymi hodnotami je 29,2 pg ml”'. Spravnost’ stanovenia sa ur&ila na 97 %. Vysoké
hodnoty spravnosti stanovenia st velmi priaznivé aukazuji, ze matrica vzorky
neovplyviiuje spravnost’ stanovenia. Na zmeranie opakovatelnosti sa muselo najst’ také
riedenie vzorky, aby oba analyty boli dostato¢ne viditelné a ostali v kalibraénom rozsahu.
Pouzilo sa 83,4 ul rozpustenej suspenzie, ktord sa doplnila vodou na objem 500 pl.
V Tab.7 su uvedené zmerané hodnoty pre opakovatelnost s optimalizovanou
koncentraciou. Nizke hodnoty RSD ukazuju, Ze na stanovenie nemd negativny vplyv

matrica vzorky. Hodnoty RSD pldoch neprevysuju 2,0 % a v pripade casov 0,2 %.
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Tab. 7 Zmerana opakovatel'nost’ pre realnu vzorku NPH inzulinu riedena patnastkrat (n=10).
Hydrodynamické davkovanie.

PROTAMIN INZULIN

Priemer SD RSD [%] Priemer SD RSD [%]

A [mAU s] 5,6 0,1 2,0 190,9 0,9 0,5
tmig [Min] 0,7075 0,001 0,2 1,356 0,002 0,2
c*[ugml’] 158 0,4 2,3 2283 1,1 0,5

c* je spocitana koncentracia

Vzhladom k riedeniu NPH inzulin obsahoval 236,5 ug ml™ (SD = 5,42 pg ml™") protaminu
a3424,5 pgml”’ (SD=17,15 pgml") inzulinu. Podla vyrobcu redlna vzorka NPH

inzulinu obsahuje 3470 pg ml™" inzulinu, ¢o predstavuje 99 % spravnost stanovenia.

Koncentracia protaminu nie je vyrobcom uvedena.
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5 Zaver

V ramci tejto prace bola optimalizovana metdda stanovenia protaminu a inzulinu pomocou
kapilarnej elektroforézy. Optimalizovand metoda je schopna Ucinne separovat’ obe analyty.
Protamin je moZné stanovit v rozsahu 4 pgml' az300 pgml”, inzulin v 5 pgml” az
detegovat, jelpgml'a2pgml’. V pripade potreby je moZné s pouZitim
elektrokinetického davkovania detegovat’ az 0,2 pg ml™ protaminu a 0,4 ug ml™ inzulinu,
zaroven sa znizi opakovatel'nost merania. Pri merani opakovatelnosti hodnoty RSD
nameranych casov neprevysSuju 0,5 % a pri plochach 5,6 %. Nizke hodnoty RSD
naznacuju, Zze optimalizovana metéda ma vel'mi dobri opakovatel'nost’ migracnych casov
a uspokojivi opakovatel'nost’ ploch pikov. Spravnost’ optimalizovanej metody bola
testovana na redlnej vzorke NPH inzulinu. Obsah inzulinu sa stanovil na 3425 ug ml”
a obsah protaminu na 237 ug ml™. Stanoveny obsah inzulinu je vel'mi podobny k hodnote
uvedenej vyrobcom (3470 pg ml™), obsah protaminu nie je vyrobcom uvedeny. Vyhodou
stanovenia je ¢asova a materidlovd nenarocnost’, priprava vzorky je jednoduchd a rychla.
Analyzy prebehli behom asi dvoch minut, pri€om protamin bol detegovany asi pri 0,7 min
ainzulin asi pri 1,5 min. Medzi d’alSie vyhody patri vysoka stabilita prudu a vysoka
zivotnost’ kapilary, vd’aka ¢omu ma optimalizovand metdéda vysoku opakovatelnost.

Nevyhodou metddy je, Ze nie je schopnd separovat’ jednotlivé protaminové peptidy.
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