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1. Einleitung

Bereits kurz nach der Entdeckung von Insulin zu Beginn des 20. Jahrhundert wurde das
stoffwechselaktive Peptidhormon zur Behandlung von Patienten mit Diabetes mellitus
erfolgreich eingesetzt [1]. In den Focus der Dopinganalytik riickte es jedoch erst nach 1998,
als es zusammen mit den chemisch modifizierten Insulinanalogen, in die Liste der im Sport
verbotenen Substanzen aufgenommen worden ist [2]. Nur Athleten, die nachweislich an
Diabetes mellitus leiden, erhalten eine therapeutische Ausnahmegenehmigung. Der
MiBlbrauch der potentiell leistungssteigernden Substanz ist hingegen schon seit Beginn der
90er Jahre bekannt und wird seit dem nicht nur in der wissenschaftlichen, sondern auch in der
Untergrundliteratur regelmifBig diskutiert [2-8]. Die dabei erzielten Effekte sind, obwohl
physiologisch noch nicht vollstindig aufgekldrt, sehr vielfiltig und machen den Einsatz in
vielen Sportarten denkbar. Vorrangig scheinen jedoch einerseits die Einfliisse auf den
Glukosehaushalt durch die Bereitstellung von Energiereserven als Glykogen und andererseits
die antikatabole Wirkung durch Hemmung der Proteo- und Lipolyse im Organismus zu sein
[2].

Die Bestimmung von Insulin und C-Peptid, welche in dquimolaren Mengen durch Spaltung
von Proinsulin in der Bauchspeicheldriise gebildet werden, stellen in der Therapie und
Diagnostik von Diabetes mellitus wichtige Parameter dar [9]. Leider sind die in der klinischen
Routine eingesetzten immunochemischen Bestimmungsverfahren (RIA, ELISA usw.) fiir die
Dopinganalytik ungeeignet, weil Kreuzreaktionen mit Abbauprodukten oder Insulinanalogen,
der auf Antigen-Antikorper-Wechselwirkungen basierenden Methoden, eine eindeutige
Identifizierung erschweren [9, 10]. Die Unterscheidung von endogen in der
Bauchspeicheldriise produziertem Humaninsulin gegeniiber den subkutan applizierten,
chemisch modifizierten Insulinanalogen soll demnach mit Hilfe der Massenspektrometrie
erfolgen. Als analytische Herausforderungen zeigen sich hierbei die zu erwartenden Mengen
(< 1 ng/mL Insulin in Plasma bzw. < 0,1 ng/mL in Urin) und die groBe Ahnlichkeit der
Insulinanalogen untereinander. Auch der hochst effektive Metabolismus und die daraus
resultierende kurze Halbwertzeit im Blut, erschweren den Nachweis noch zusétzlich [11]. Fiir
Humaninsulin, dessen synthetische Analoga und C-Peptid werden im Rahmen dieser Arbeit
Methoden  mit  fliissigkeitschromatographischer ~ Trennung und  anschlieBender
massenspektrometrischer Detektion nach effizienter Probenaufarbeitung vorgestellt. Diese
konnen dann nicht nur in der Dopinganalytik, sondern auch fiir forensische oder allgemein

pharmakologische Zwecke genutzt werden.
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2. Literaturbesprechung

2.1 Historisches zu Insulin

Die Entdeckung von Insulin gehort sicherlich zu den spannendsten und bedeutendsten
Ereignissen in der Geschichte zur Behandlung von Krankheiten und fand 1923 mit der
Verleihung des Nobelpreises an F.G. Banting, C. Best, J.J.R. Macleod und J.B. Collip ihren
Hohepunkt [1]. Das stoffwechselaktive Peptid-Hormon wurde nach vielen, weniger
erfolgreichen Versuchen anderer Wissenschaftler von C. Best und F.G. Banting aus dem
Pankreas von Schweinen isoliert und erméoglichte so die Uberlebensfihigkeit von Diabetikern
dramatisch zu verldngern [12-15]. Dabei wurde der Name ,,Insulin“ (von Insel) schon 1909
von de Meyer eingefiihrt und in den folgenden Jahren sind die verschiedenen physiologischen
Wirkungen fiir die bis dahin lediglich hypothetisch existierende Substanz schon
bemerkenswert gut beschrieben worden, wobei diese Prinzipien in ihrer grundsétzlichen Form
noch bis heute giiltig und richtig sind [16, 17]. Bereits 1869 entdeckte Paul Langerhans die
Inselzellen im Gewebe der Bauchspeicheldriise, in denen das Hormon gebildet wird. Auch die
Wirkung auf den Glukose-Stoffwechsel im Korper und die Verbindung zum Krankheitsbild
des Typ I Diabetes war zu diesem Zeitpunkt bereits bekannt, konnte jedoch nicht
wirkungsvoll behandelt werden, und so fiihrte die Krankheit unweigerlich zum Tode [1, 2].
Die Isolierung und Reinigung des bioaktiven Hormons aus dem Rinderpankreas durch die
Versuche von Best und Banting war schlieflich der Schliissel zum Erfolg, stellte sich aber als
schwierig heraus, weil es nach Homogenisierung der intakten Driise durch korpereigene
Proteasen selbst verdaut wurde oder durch Hitze beim wilirigen Extrahieren seine
physiologische Wirkung verlor. Erst die Kaltextraktion aus einem abgeschniirten
Hundepankreas und anschlieBender Injektion des Extraktes in einen kiinstlich diabetisierten
Hund brachte erste Erfolge, die sich durch einen signifikanten Abfall des Blutzuckerspiegels
bemerkbar machten [1]. Eine Methode zur analytischen Bestimmung des Blutzuckers aus
kleinen Blut- und Urinvolumina, die hier erstmals ihre Anwendung fand, war dabei ein
weiterer maf3geblicher Fortschritt zur Bewertung der Ergebnisse [18]. Weitere Experimente
unter Mithilfe des kanadischen Biochemiker James B. Collip etablierten eine Kaltextraktion
und anschliefende Aufreinigung durch Fraktionierung aus Rinder- oder Schweinepankreas
mit einem angesduerten ethanolischen Losungsmittel. Diese Technik erlaubte erstmals die

Produktion von Insulin in einem Mafstab, der zur umfassenden Behandlung von Diabetikern
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eingesetzt werden konnte, und in den folgenden Jahren wurde die pharmazeutische
Produktion des Medikaments von der amerikanische Firma Elli Lilly tibernommen und weiter
verbessert [1]. Bis heute wurden durch intensive chemische, physiologische und
pharmakologische Forschungen viele bedeutende Erkenntnisse fiir die Peptid- bzw.

Proteinchemie mit Insulin als Vorreiter etabliert:

- erstmalige wirkungsvolle Anreicherung durch F. Banting und C. Best (1923) [1]

- erste chemische Formel eines Proteins (1955) [19-21]

- erster Radioimmunoassay flir ein Protein-Hormon (1966) [22]

- erste Rontgenstruktur, rdumliche Struktur (1966) [23]

- erste chemische Synthese durch H. Zahn (1966) [24]

- erste industrielle Darstellung eines menschlichen Proteins durch Umwandlung eines
tierischen Hormons (1979) [25]

- erstes gentechnisch hergestelltes Medikament (1982) [26, 27]

Diese nicht erschopfende Auflistung macht deutlich, welche Bedeutung Insulin fiir die
pharmazeutische Entwicklung auch weiterer Medikamente auf Proteinbasis hat. Dabei ist
retrospektiv zu beachten, dass sich vor allem die chemische Synthese aufgrund der
zweikettigen Struktur im Vergleich zu anderen Proteinen als sehr komplex darstellt. Diese
konnte erstmals Mitte der sechziger Jahre umgesetzt werden und setzt sich aus iiber 200
einzelnen Schritten zusammen [24]. Weil eine groBtechnische Herstellung des Medikamentes
so nicht moglich war, gehort die erstmalige rekombinante Produktion von Insulin 1982 mittels
gentechnisch verdnderten Escherichia coli-Bakterien zu einer weiteren Entwicklung mit
wegweisendem Charakter fiir proteinogene Pharmazeutika [28]. SchlieBlich wurde 1996 das
erste Insulinanaloge mit dem Handelsnamen Insulin Lispro® (Humalog) zugelassen, das in
seiner Aminosduresequenz verdndert worden ist und dadurch ein kiirzeres Injektion- zu
Wirkung-Profil aufweist [29]. Dies flihrte auch nach Zulassung von weiteren kurz- oder auch
langwirkenden Insulinanalogen (Insulin Aspart®, Insulin Glulisine® oder Insulin Glargine®,

Insulin Detemir®) zu individuell verbesserten Therapiemdglichkeiten von Diabetikern [30].
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2.2 Biochemie von Insulin und C-Peptid

Insulin ist ein Peptid mit einem mittleren Molekulargewicht von 5807 Dalton (Da). Es besteht
aus 51 Aminosiduren und zwei Ketten, die iiber zwei Disulfid-Briicken verbunden sind [31].
Die A-Kette setzt sich aus 21 Aminosduren, die B-Kette aus 30 Aminosduren zusammen. Eine
dritte Disulfid-Briicke ist innerhalb der A-Kette fiir die tertidre Struktur des Molekiils
verantwortlich. Der isoelektrische Punkt liegt bei etwa 5,3, und in wiBriger Losung ist es bei
pH-Werten zwischen 6 bis 8 praktisch unloslich. In der Anwesenheit von Zink-Ionen bildet es
hexamere Komplexe, wobei fiir die Tendenz der Oligomerenbildung hauptséchlich der C-
Terminus der B-Kette verantwortlich ist [32]. Durch Rontgenstrukturanalyse von
Insulinkristallen wurde belegt, dass die A-Kette in der rdaumlichen Struktur nach aufen
exponiert ist und somit viele der fiir die biologische Aktivitit entscheidenden
Aminosédurensequenzen des Molekiils tragt [33].

Die Biosynthese von Insulin erfolgt durch Spaltung von Proinsulin, einem einkettigen
Vorldufer-Molekiil. Es wird in den B-Zellen der Langerhans'schen Inseln im endokrinen Teil
des Pankreas gebildet. Diese Langerhans'schen Inseln sind kleine homogen im
Bauchspeicheldriisengewebe  verteilte Zellaggregate aus verschieden differenzierten
Zelltypen: a-Zellen zur Produktion von Glucagon, B-Zellen zur Insulinbiosynthese und y-
Zellen, in denen Somatostatin produziert wird. Die Synthese von Insulin erfolgt am rauhen
endoplasmatischen Reticulum der B-Zellen {iber eine einkettige Vorstufe dem Proinsulin, das
sich aus der Insulin B-Kette, dem C-Peptid und der Insulin A-Kette zusammensetzt (siche
Abb. 1). Nach enzymatisch-proteolytischer Abspaltung des C-Peptids am Golgi-Apparat,
erfolgt die dquimolare Sekretion von Insulin und C-Peptid in den Blutkreislauf. Das dabei
abgespaltene C-Peptid (von ,,Connecting Peptide*) ist ein Peptidhormon, bestehend aus einer
Aminosdurekette mit einem mittleren Molekulargewicht von 3020 Da und einem
isoelektrischen Punkt von 2,8. Wie in Abb. 2 zu erkennen, erfolgt die Spaltung unter Verlust
von jeweils zwei basischen Aminosdureresten Arginin am N-Terminus und je eines Dipeptids
(Lys-Arg) am C-Terminus des C-Peptids. Im B-Zellengranulum erfahrt das Molekiil dann
keine weiteren proteolytischen Prozesse und gelangt zusammen mit Insulin in die Zirkulation
[33].

Synthese und Sekretion von Insulin sind streng glukoseinduziert, d.h. abhéngig von der
Konzentration extrazelluldrer Glukose steigt das ATP/ADP-Verhiltnis in der Zelle durch
metabolische Prozesse und fithrt somit zur SchlieBung des ATP-abhingigen K'-Kanals.
Hieraus resultiert eine Depolarisation der Zelle und Offnung des spannungsabhingigen Ca*'-

Kanals. Die Erhohung der Calciumkonzentration in der B-Zelle ist schlieBlich der Ausldser
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der gesteigerten Insulinsekretion. Der schematische Ablauf dieser Vorgénge ist in Abb. 3
illustriert. Im Gegensatz dazu konnen Adrenalin, Noradrenalin, Glucagon und auch Insulin
selbst eine hemmende oder zumindest regulierende Wirkung auf die Insulinfreisetzung

ausiiben [33].

C-Peptid

Abb. 1: Aminosduresequenz des einkettigen Insulinvorlaufers Proinsulin (MW= 9389 Da),
bestehend aus C-Peptid (hellgrau), basische Dipeptide (grau) und der A+B-Kette von Insulin
(weil3).
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C-Peptid

Abb. 2: Aminosduresequenzen von C-Peptid (hellgrau), der abgespaltenen Dipeptide (grau)
und der A+B-Kette von Insulin (wei}) nach enzymatisch-proteolytischer Spaltung in den

Vesikeln der Langerhans-B-zellen in der Bauchspeicheldriise.
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2.3 Biologische Wirkungen

Das freigesetzte Insulin wirkt in seiner monomeren, bioaktiven Form auf diverse
insulinempfindliche Gewebe im Korper. Weil es im Blutkreislauf nur eine sehr kurze
Halbwertszeit von wenigen Minuten hat, zeichnen sich die im folgenden beschriebenen
Effekte durch eine schnelle Reaktionskinetik aus [34]. Physiologische Insulin-
Plasmakonzentrationen fiir gesunde, nicht adipose Menschen im niichternen Zustand
schwanken zwischen 0,2 und 0,5 ng/mL als Basalwerte und bis zu 3 ng/mL nach Stimulation
mit Glukose [9]. Insulin ist im Korper an einer Vielzahl von enzymatischen Prozessen und
metabolischen Vorgidngen beteiligt, aber aufgrund der Bedeutung fiir den Stoffwechsel im
Korper sind die Wirkungen in Muskulatur, im Fettgewebe und in der Leber als besonders
wichtig anzusehen [35].

Im Bereich des Muskel- und Fettgewebes stimuliert Insulin die in der Zellmembran liegenden
Glukosetransporter Glut-4, die insulinabhédngig fiir Aufnahme von Glukose in die Zelle
sorgen. Dort erfolgt die Speicherung als Glykogen iiber Aktivierung des Enzyms
Glykogensynthase. Gleichzeitig hemmt Insulin die Freisetzung von Glukose in der Leber
durch Inaktivierung des glycogenspaltenden Enzymsystems und der Glukoneogenese.
Leberzellen besitzen im Gegensatz zu Muskel- oder Fettzellen Glukosetransporter Glut-2, die
insulinunabhéngig sind und somit den Glukosetransport in die Zelle auch in Abwesenheit von
Insulin sicherstellen. Generell sind die einerseits stimulierenden und andererseits hemmenden
Wirkungen dieses Hormons physiologisch gleichermaflen wichtig und nur in Synergie
effektiv [2].

Ein dhnliches Schema zeigt sich auch bei den Wirkungen im Protein- und Fettstoffwechsel,
wobei einerseits die Aminosduren- bzw. Fettsdureaufnahme und deren Speicherung im
Gewebe stimuliert wird und gleichzeitig die Proteolyse bzw. Lipolyse gehemmt wird.
Zusammenfassend ist festzustellen, dass Insulin mit den geschilderten Wirkungen auf alle
stoffwechselaktiven Gewebe allgemein dafiir verantwortlich ist, Nahrungssubstrate (Glukose,
Fette und Proteine) aus dem Blutkreislauf zu entfernen und als Reservestoffe zur Verfiigung
zu stellen. Es wird somit auch als das wichtigste anabole Hormon des Organismus
beschrieben [33].

Die folgende Auflistung stellt eine kurze Zusammenfassung der wichtigsten biologischen

Wirkungen im menschlichen Organismus dar:

Kohlenhydratstoffwechsel:

- Aufnahme von Glukose in Muskel- und Fettgewebe wird stimuliert
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- Glykogenspeicherung durch Aktivierung der Glykogensynthase

- Hemmung des Glykogenabbaus und der Glukoneogenese in der Leber

Proteinstoffwechsel:

- Aminosiureaufnahme und Proteinspeicherung im Muskel wird gesteigert

- Proteolyse wird gehemmt (antikatabole Wirkung)

Fettstoffwechsel:

- Steigerung der Fettsdureaufnahme und der Triglyceridspeicherung im Fettgewebe

- Hemmung der Lipolyse

Ganz im Gegensatz dazu ist die biologische Wirkung des C-Peptids im menschlichen
Organismus nach Spaltung und Sekretion bisher nicht so umfangreich untersucht und wird
kontrovers diskutiert [36]. Es existieren Hinweise iiber eine anabole Wirkung, die aber bisher
nur bei Tieren gezeigt werden konnte [37]. Weiterhin sind spezifische Rezeptoren an
Zelloberflichen entdeckt worden, die nach Stimulation eine Vielzahl von enzymatischen
Prozessen in der Zelle aktivieren [38]. Demgegeniiber stehen auch Untersuchungen, die eine

komplette biologische Inaktivitéit des Peptids formulieren [39].

2.4 Pharmakologische Wirkungen von Humaninsulin und synthetischen
Insulinanaloga

Ziel einer optimalen Insulintherapie bei Diabetes mellitus ist es, die Kontrolle des
Glukosestoffwechsels im Plasma bei endogener Hormonsekretion moglichst ideal zu
simulieren. Normal wirkendes rekombinantes Humaninsulin liegt in der pharmazeutischen
Formulierung insbesondere in Anwesenheit von Zn*-Ionen als hexamer-koordinierter
Komplex assoziiert vor. Nach Injektion ins subkutane Fettgewebe dissoziiert dieser Komplex
zundchst iiber eine dimere zur monomeren Form, die so in die Blutzirkulation gelangt und zu
den einzelnen Organen und Geweben transportiert werden kann [29, 40]. Der Zeitraum
zwischen Injektion, Dissoziation und Wirkung wird als sogenannte ,,lag-phase® bezeichnet.
Zur besseren Kontrolle dieses Injektion-Wirkungs-Profiles sind synthetische Insulinanaloge
entwickelt worden, die insbesondere am C-terminalen Ende der B-Kette chemisch modifiziert
wurden.

Streng genommen begannen bereits in den 20er Jahren die ersten Therapien mit

Insulinanalogen mit der Verwendung von Rinder- oder Schweineinsulin. Heutzutage haben
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diese tierischen Insuline kaum noch kommerzielle Bedeutung und wurden weitgehend von
rekombinant hergestellten Produkten abgelost [41].

Das erste zugelassene synthetische Analoge auf dem Markt war 1997 das schnellwirkende
Insulin Lispro (Humalog, Elli Lilly), das sich in seiner Aminosiduresequenz von Humaninsulin
lediglich durch einen Stellungstausch der Aminosduren Prolin und Lysin an Position B28/29
unterscheidet und somit dieselbe molekulare Masse (5807 Da, Abb. 4) besitzt [42, 43]. Diese
Verdnderung am C-Terminus der B-Kette vermindert die Tendenz der Hexamerenbildung
nach subkutaner Injektion, so das die bioaktive monomere Form des Insulinanalogen schnell
ins Blut gelangen kann [43]. Dies ermoglicht es dem Patienten unmittelbar vor oder sogar
wihrend der Mahlzeit die erforderlichen Insulineinheiten zu injizieren, denn die maximale
Plasmakonzentration ist bereits nach 30 Minuten erreicht, und nach 2-3 h ist Lispro im Plasma
nicht mehr nachweisbar [44].

Ein weiteres schnell wirkendes Analoges ist Insulin Aspart (Novolog, Novo Nordisk), das
durch den Austausch des Aminosdurerestes Prolin durch Asparaginsdure an Position B28
ebenfalls am C-Terminus der B-Kette modifiziert ist. Hieraus ergibt sich eine molekulare
Masse von 5826 Da, die sich um 18 Da von Humaninsulin unterscheidet (Abb. 4). Das
Wirkungsprofil ist wie bei Humalog, bei verminderter Tendenz zur Hexamerenbildung,
deutlich verkiirzt und in der klinischen Anwendung unterscheiden sich beide Analoga daher
nicht [40].

Beim zur Zeit jiingsten zugelassenen schnellwirkenden Insulin Glulisine (Apidra, Aventis
Pharma) ist die B-Kette des Molekiils neben einem Austausch an Position B29 von Lysin
durch Glutaminsdure, auch N-terminal an Position B3 verdndert worden, indem die
Aminosdure Asparagin durch Lysin ersetzt worden ist (Abb. 4). Das sich hieraus ergebende
Molekulargewicht betrdgt 5823 Da und ist gegeniiber Humaninsulin somit um 16 Da erh6ht
[45, 46].

Fiir eine effiziente Therapie mit Insulin ist es nun aber sinnvoll auch fiir eine stetige und
gleichbleibende Zufuhr von Insulin {iber den Tag und auch wihrend der Nacht zu sorgen.
Dies kann iiber Tag durch mehrmalige Injektion eines intermedidr wirkenden rekombinanten
Humaninsulinpréparates erzielt werden, wobei nachts keine optimale Therapie gewéhrleistet
ist. Die Entwicklung von langwirkenden Verzogerungsinsulinen (sog. Basisinsuline) konnte
diese Liicke schlie3en, indem sie fiir eine basale Supplementierung iiber bis zu 24 h sorgen.
Prinzipiell kann man zwischen zwei Ansdtzen bei der Entwicklung von Basis-Insulinen

unterscheiden. Einerseits werden rekombinante Humaninsulin-Préparate mit Additiven
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versetzt, die die Freisetzung des aktiven Hormons verzdgern, die andere Variante ist
wiederum die chemische Modifikation der Aminosduresequenz.

Als Beispiel fiir die erste Variante ist das weit verbreitete intermedidr- bis lang wirkende
Neutral-Protamin-Hagedorn (NPH) Insulin zu nennen, welches als Suspension injiziert wird
und bei dem die Freisetzung des Humaninsulins im subkutanen Fettgewebe durch Bindung an
Protamin verzégert wird. Es bildet nach etwa 4-6 h ein Konzentrationsmaximum im Blut und
verliert dann sehr schnell seine Wirksamkeit [47, 48]. Weiterhin beeinflufit auch die
Konzentration der Zn*"-Ionen die Stabilitit der Hexamere und damit die Bioverfiigbarkeit,
wodurch bei Ultralente-Praparaten (rekombinantes Humaninsulin, Novo Nordisk) ein stark
verzogertes Wirkungsprofil erreicht wird [49].

Eine Wirkdauer von iiber 12 h besitzt das langwirkende Analoge Insulin Glargine (Lantus,
Novo Nordisk). Es unterscheidet sich vom Humaninsulin durch zwei zuséitzliche
Aminosduren Arginin am C-terminalen Ende der B-Kette B31+32 und am C-Terminus der A-
Kette ist an Position A21 Asparagin durch Glycin ersetzt worden (Abb. 5). Die molekulare
Masse erhoht sich somit auf 6063 Da und durch die Einfiihrung der zwei basischen
Aminosduren Arginin ldsst sich eine Strukturdhnlichkeit zum Spaltprodukt von Proinsulin
erkennen (siche Abb. 2). Weiterhin verschiebt sich der isoelektrische Punkt des Peptids von
5,3 fir Humaninsulin auf 6,7 fiir Insulin Glargine. Als Folge dessen kommt es zu einer
lokalen Prézipitation an der Injektionsstelle durch die verminderte Loslichkeit bei neutralen
physiologischen pH-Werten. Somit 16st sich das Insulinanaloge nur verzdgert und gelangt in
das umliegende Gewebe [48, 50, 51]

Ein weiteres langwirkendes Insulinanaloges ist Insulin Detemir (Levemir, Aventis, Abb. 5).
Chemisch handelt es sich um ein Tetradecanoyl-(*N)- DesB30 Humaninsulin-Derivat, d.h. an
Position B29 ist die e-Aminofunktion des Lysins {iber eine Acylierungsreaktion mit einer Ci4-
Fettsdure (Myristinsdure) kovalent gebunden und die Aminosdure Threonin an Position B30
fehlt [52]. Aufgrund dieser Modifikation besitzt Insulin Detemir eine deutlich verldngerte
»lag-phase, die durch Kombination aus verlangsamter Dissoziation der Hexamere im
subkutanen Gewebe und einer hohen Affinitit zu Albumin im Blut hervorgerufen wird [53].
Die Albuminaffinitit fiihrt zu einem Anteil von nicht mehr als 1 % an freiem und damit
aktiven Insulin Detemir im Blut, die an den zellstindigen Rezeptoren binden koénnen. Die
blutzuckersenkende Wirkung ist iiber 20 h nachweisbar, die molare Potenz ist jedoch im
Vergleich zu Humaninsulin um das 4-5 fache geringer, wobei es fiir dieses Phinomen bisher
keine wissenschaftlich abgesicherte Begriindung gibt [48, 52, 54-57]. Die molekulare Masse
betriagt 5917 Da.
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Abb. 4: Aminosduresequenzen von a) Insulin Lispro (Humalog), b) Insulin Aspart (Novolog)

und c) Insulin Glulisine (Apidra). Modifikationen sind grau gekennzeichnet (vgl. Abb 2).
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Abb. 5: Aminosduresequenzen von a) Insulin Glargine (Lantus) und b) Insulin Detemir

(Levemir). Modifikationen sind grau gekennzeichnet.
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2.5 Mil3brauch von Insulin als Dopingsubstanz

Wie bereits beschrieben hat Insulin eine lange medizinische und pharmazeutische Geschichte
und nimmt in diesem Bereich eine wichtige Vorreiterrolle ein. Im Gegensatz dazu scheint der
Missbrauch von Insulin als Dopingsubstanz eine vergleichsweise kurze Vergangenheit zu
haben. Das Internationale Olympische Komitee (IOC) wurde erstmals 1998 bei den
Olympischen Winterspielen in Nagano auf die potentiell leistungssteigernde Substanzklasse
aufmerksam, als ein russischer Sportmediziner anfragte, ob die Anwendung von Insulin fiir
Sportler limitiert ist, die an Diabetes mellitus leiden. Als Folge dessen wurde es 1999 vom
IOC auf die Liste der im Sport verbotenen Substanzen gesetzt, mit therapeutischen
Ausnahmen fiir Athleten, die nachweislich an insulinpflichtigem Diabetes erkrankt sind [2].
Die darauthin initiierten Untersuchungen in England bestétigten die Relevanz des Mifbrauchs
insbesondere im Kraft- oder Ausdauersport und auch die wissenschaftliche Literatur schildert
den Gebrauch seither regelmifBig anhand von Fallbeispielen [3-8, 58]. Dabei ist die
leistungssteigernde Wirkung durchaus wissenschaftlich nicht eindeutig geklart und wird
weiterhin  kontrovers diskutiert [59, 60]. Auch die moglichen Gefahren -einer
lebensbedrohlichen Hypoglykédmie nach subkutaner Anwendung am gesunden Menschen,
scheinen die Sportler nicht abzuschrecken. Die erhofften Wirkungen sind zum einen ein
antikataboler Effekt (Hemmung der Proteolyse, s. Kap. 2.3) bei gleichzeitiger Applikation
eines streroidalen Anabolikums (z.B. Testosteron) und zum anderen die schnellere
Rehabilitation nach dem Wettkampf durch Wiederherstellung der Energiereserven durch
gesteigerte Glykogeneinlagerung im Muskel [2, 61-64].

Ein weiterer Aspekt, der eine mogliche Anwendung von Insulin als Dopingmittel unterstiitzt,
ist die Tatsache, dass die gleiche Menge an oral zugefiihrter Glukose immer zu hdheren
Plasma-Insulinspiegeln filihrt, als intravends verabreichte Glukose [65]. Begriindet werden
kann dieses Phdnomen damit, das die Insulinsekretion zusdtzlich zur Glukosekonzentration
auch durch Enterohormone (Inkretine), wie z.B. das gastrische inhibitorische Peptid,
stimuliert wird [33]. Der Effekt einer ebenfalls verbotenen, intravendsen Gabe von Glukose,
wie sie nach schweren Belastungen im Sport bekannt sind, kann also durch eine zusitzliche
Applikation von Insulin gesteigert werden [66, 67].

Ungeachtet dessen gab es keine analytische Methode die verbotenen Verwendung von Insulin
im Hochleistungssport eindeutig nachzuweisen, denn die bestehenden Verfahren besitzen

keine ausreichende Empfindlichkeit oder Spezifitdt (siche Kap.: 2.7).
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2.6 Immunoaffinitdts-Chromatographie

Die Immunoaffinitits-Chromatographie (IAC) ist eine spezielle Form der Fliissigkeits-
Chromatographie, die sich eine Antigen-Antikorper-Reaktion zur Isolierung von Substanzen
aus komplexer Matrix zu Nutze macht. Diese hochspezifische Art der Probenvorbereitung
wird meist dann angewendet, wenn die Konzentration der Analyten im Probenmaterial sehr
niedrig ist und die Reinheit nach Aufarbeitung moglichst hoch sein soll [68]. Die IAC stellt
von allen Arten der Affinitdts-Chromatographie (Boronat-, Lectin-AC u.v.m.) die groBte und
vielfdltigste Gruppe dar und kann mit der hohen Effektivitit der Antikérper sowie deren
gezielter Produktion fiir eine grofe Vielfalt von Analyten begriindet werden [69].

Ublicherweise enthilt die stationire Phase bei der IAC den Antikdrper immobilisiert an einer
Matrix. Als Tragermaterialien werden natiirliche Polysaccharide (Agarose, Cellulose, 0.4.)
oder synthetische Matrices (Acrylamide, Polystyrene, o0.4.) genutzt, die vor der
Immobilisierung durch chemische Aktivierung (z.B. mit Cyanobromid CNBr) beféhigt
werden, eine kovalente Bindung zum Antikdrper zu bilden und diesen irreversibel an das
Tragermaterial zu koppeln. Diese Koppelung kann prinzipiell iiber mehrere Wege erfolgen,
wobei  meist freie  Amino-Gruppen des  AntikOrpers mit der  aktivierten
Tragermaterialoberfliche reagieren. Das so hergestellte IAC-Material kann nun zur
Chromatographie genutzt werden. In Abb. 6 ist der Mechanismus der chemischen CNBr-

Aktivierung schematisch dargestellt.
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vel. [68].



24 2. Literaturbesprechung

Die Spezifitit der IAC wird maBigeblich vom Epitop der verwendeten Antikorper beeinfluft,
d. h. es werden alle Substanzen isoliert, die einen stabilen Antigen-Antikdper-Komplex (AA-
Komplex) ausbilden konnen (sogenannte Haptene). Ungewollte Kreuzreaktionen mit
strukturdhnlichen Analyten (z.B. Abbauprodukte, Strukturanaloga, etc.) sind dabei nicht
auszuschlieBen und bei der weiteren Aufarbeitung zu beachten [70]. Die individuellen
Bedingungen (Puffersysteme, pH-Wert, Temperatur, Zeit), bei denen es zur Bildung des AA-
Komplexes kommt, sind je nach Analyt sehr unterschiedlich und miissen jeweils
substanzspezifisch optimiert werden. Unter optimalen Bindungs-Bedingungen bildet sich ein
stabiler, aber reversibler AA-Komplex und unspezifische Interaktionen, z. B. mit dem
Trigermaterial, werden verhindert. Ahnliches gilt fiir eine effiziente Wasch- und
Eluierungsprozedur, die sich einerseits durch niedrige Verluste beim Waschen und
andererseits durch eine vollstindige Auflosung des AA-Komplexes mit wenig Elutionsmittel
auszeichnen sollte (Abb.7) [68].

Eine solche Probenvorbereitung stellt eine hoch effiziente Isolierungsmdglichkeit der zu
bestimmenden Substanzen dar, doch unter Beriicksichtigung von Kreuzreaktionen bietet erst
die Kombination mit selektiven Bestimmungsverfahren (z.B. LC-MS/MS) eine ausreichend

gute Spezifitit [70].
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Abb. 7: Prinzip der Immunoaffinitéts-Chromatographie mit immobilisierten monoklonalen

Antikérpern (MAB); P= Plasmaproteine, IA = Insulinanaloga, HI = Humaninsulin.
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2.7 Bestimmung von Insulin und C-Peptid

Vor der Etablierung von Methoden zur direkten Bestimmung von Insulin wurde die
Glukosekonzentration im Blut gemessen und als diagnostisches Mittel zur Therapie von
Diabetes mellitus genutzt. Erst 1959 wurde das erste Verfahren zur immunologischen
Bestimmung von Insulin im Plasma vorgestellt [71, 72]. Diese Methoden basierten auf
Radioimmunoassays (RIA) und waren schon ausreichend empfindlich (LOD: ~2 TU/L = 72
pg/mL), wiesen jedoch durch Verwendung von polyklonalen Antiseren zahlreiche ungewollte
Kreuzreaktionen mit Proinsulin und Insulin-Abbauprodukten auf. Dieser Mangel konnte erst
Ende der 80er Jahre durch die Einfiihrung von monoklonalen Antikérpern und der
zweiseitigen ,,Sandwich® —Technik behoben werden und fiihrte zu sehr spezifischen und
empfindlichen Nachweismethoden (LOD: <1 IU/L = <36 pg/mL), die im Prinzip bis heute in
der klinischen Routinediagnostik verwendet werden [73, 74]. Speziell fiir pharmakokinetische
Studien oder zu Forschungszwecken wurden Immunoassays entwickelt, mit denen jeweils
spezifisch einzelne Insulinanaloga nachgewiesen werden konnen [75, 76]. Kreuzreaktionen
mit Humaninsulin, Abbauprodukten, Vorstufen oder anderen Insulinanalogen sind hierbei
jedoch prinzipiell moglich und konnen die Ergebnissicherheit entscheidend beeintrdchtigen
[10, 77].

Neben diesen immunologischen Methoden wurden auch fliissigkeitschromatographische und
kapillarelektrophoretische Verfahren entwickelt, die einerseits als qualitétssichernde
Untersuchungen von pharmazeutischen Insulinprodukten und andererseits zur Kreuz-
Validierung von Immuno-Assays fiir Plasmaproben herangezogen worden sind [78]. Hierbei
verwenden einige Methoden fliissigkeitschromatographische Trennungen mit anschlieBender
UV-Detektion [79-83] und jlingere Applikationen die Kopplung an einen hochspezifischen
massenselektiven Detektor [80, 84-86]. Die individuellen Probenvorbereitungen und
Nachweisgrenzen sind dabei sehr unterschiedlich und stark vom Untersuchungsmaterial
abhéngig.

Schon bald nach Einfiihrung der ersten Methoden zur Insulinbestimmung wurden auch
immunologische Verfahren zum Nachweis von C-Peptid entwickelt [87].

Dabei ist die Bestimmung von Insulin und C-Peptid im Plasma als diagnostisches Mittel
aufgrund der dquimolaren Sekretion gleichwertig und gegeneinander austauschbar. Die
Insulinbestimmung wird jedoch oft bevorzugt, weil die kommerziell erhiltlichen Immuno-
Assays fiir Insulin im Plasma empfindlicher, genauer und preiswerter sind [9]. Bei der

Untersuchung von Urinproben zur Beurteilung der [-Zellen-Funktion wird hingegen
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ausschlieBlich die C-Peptidkonzentration bestimmt, da diese im Gegensatz zu Insulin weder
in der Leber noch in der Niere von Abbauprozessen beeinflult wird [88]. Neben
immunologischen Verfahren wurden auch fliissigkeitschromatographische Methoden mit
massenspektrometrischer Detektion entwickelt, die einerseits in der Routinediagnostik
andererseits zur Uberpriifung immunologischer Verfahren eingesetzt werden [84, 85, 88-92].
Zusétzlich zu diesen klinischen Diagnosemdglichkeiten wird die Bestimmung des C-Peptid-
Insulin-Verhéltnisses im Serum auch bei forensischen Untersuchungen genutzt, um im
Verdachtsfall eine Injektion von Insulin und somit den Tod durch Hypoglykédmie aufzudecken

[93-96].

2.8 Massenspektrometrische Charakterisierung von Peptiden

Die Anfiange der massenspektrometrischen Peptidanalytik begannen in den 80 er Jahren mit
Einfiihrung der ersten ,,sanften* Ionisierungsverfahren, wobei biologisch relevante Molekiile
mit Hilfe von Fast Atom Bombardment (FAB) ionisiert werden konnten [97]. Hierbei werden
in einer Matrix (Glycerin o. 4.) geloste Substanzen mit Edelgasatomen bombardiert und als
Quasimolekiilionen (H- o. Na'-Addukte) in die Gasphase gebracht. Diese
Ionisierungstechnik fand jedoch keine breite Anwendung und wurde allmdhlich von
Elektrospray-Ionisation (ESI) und Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionisation (MALDI)
abgelost, die als entscheidende Entwicklungen in der Analytik von Peptiden und Proteinen
angesehen werden konnen [98, 99]. ESI- und MALDI-Ionenquellen gekoppelt an ein
Tandem-Massenspektrometer (Triple-Quadrupol-, Ion-Trap- oder QTOF-Insrumente) sind die
heute am weitest verbreitetsten Analysetechniken auf diesem Sektor und ermoglichen eine
Vielzahl unterschiedlichster Applikationen (Bestimmungen der molekularen Masse,
Aminosduresequenz, post-translationale Modifikationen, Strukturaufklarung u.v.m.) [99-101].
Beim MALDI-Verfahren werden protonierte lonen durch gepulsten Laser-Beschul3 aus einer
Matrix (z.B. Nicotinsdure, Dihydroxybenzoesdure oder a-Cyano-Hydroxyzimtsdure), in der
sich die Analyten befinden, erzeugt. Es entstehen dabei meist einfachgeladene Molekiilionen,
wobei ein Massenbereich von {iber hunderttausend Da zugénglich wird. Dieses Verfahren ist
zumeist attraktiver fiir Anwendungen ohne storende biologische Matrixeffekte, obwohl auch
die Kopplung an ein fliissigkeitschromatographisches System (LC) in einigen Systemen

realisiert worden ist. Es handelt sich jedoch nicht um eine wirklich kontinuierliche online
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Kopplung, weil die Segmentierung des Zeitprofils ein diskontinuierlicher Prozess bleibt [99,
102].

Die LC-Kopplung war fiir ESI-MS/MS-Verfahren von Beginn mdglich und macht diese
Technik der sanften Ionisierung sehr vielseitig einsetzbar. Die Ionen werden in einem
elektrischen Feld durch Anlegen einer Spannung an einer Kapillaren (aus Stahl oder
beschichtete Fused-Silica) erzeugt, an der sie unter Atmosphérendruck verspriitht werden.
Kleine geladenen Tropfchen bilden einen Spray-Konus (Taylor-Cone) am Ende der
Kapillaren, in dem sich positive oder negative lonen entsprechend der Feldrichtung
ansammeln [103]. Durch Verdampfen des Losungsmittels werden diese Tropfchen immer
kleiner und nach Erreichen des sogenannten kritischen Radius (Rayleigh-Limit) kénnen die
geladenen Ionen in die Gasphase iibergehen. Diese lonen sind im Peptid- und Proteinbereich
meist mehrfach geladen und konnen abhédngig von der Gréfle und der Polaritdt des Molekiils
bis zu 100 Ladungen tragen [98]. Unter Beriicksichtigung des Masse-zu-Ladungs-
Verhiltnisses erhdlt man bei Molekiilen mit einer Masse von m = 100000 Da und einer
Anzahl an Ladungen von z =100 ein Quasi-Molekiilgewicht von m/z = 1000 .

Nach der lonisierung werden die erzeugten Ionen entsprechend ihrer Feldrichtung iiber ein
Spannungsgefille von der Ionenquelle (Atmosphérendruck) tiber ein Interface (Vakuum) in
das Massenspektrometer (Hochvakuum) geleitet. Dort erfolgt die Massenselektion meist mit
Hilfe eines Quadrupols, einer lonenfalle oder eines Flugrohres (Time-Of-Flight, TOF), bevor
die Ionen schlieflich auf einem Photomultiplier detektiert werden. Tandem-
Massenspektrometer (MS/MS) bieten vor der Detektion die Moglichkeit von zusétzlichen
Fragmentierungsexperimenten durch kontrollierte Sto8e der Molekiilionen mit einem
Kollisionsgas im Massenspektrometer (Collision Induced Dissoziation, CID) [99]. Die
hieraus resultierenden Produkt-lonen ermdglichen eine detaillierte Charakterisierung der zu
analysierenden Peptide oder Proteine [104]. Die dabei entstehenden Fragmente lassen sich
anhand ihrer Fragmentierungsstelle im Peptidgeriist klassifizieren und {ber eine
vereinfachende Nomenklatur beschreiben (Abb. 8) [97, 105]. Dabei ist hauptsdchlich die
Ionisierungsmethode (MALDI, ESI, FAB usw.) verantwortlich fiir die Art (x/a-, y/b- oder z/c-
Ionen) der im Spektrum auftretenden Fragmentionen. Desweiteren kann es auch zu Derivaten
dieser Ionen durch Abspaltung von Wasser, Ammoniak oder Kohlenmonoxid (z.B. y-H,O, b-
NHj; etc.) kommen, welches in der Regel durch die jeweiligen Aminosdurereste (R)

beeinflusst wird.
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Abb. 8: Schematischer Aufbau der Peptidbindung und Definition der Spaltungsstellen zur
vereinfachten Nomenklatur von Peptid-Fragmentionen (positiv) nach kollisionsinduzierten

MS/MS-Experimenten [105].

Die oben genannten Entwicklungen fanden auch zeitnah Anwendung in der
massenspektrometrischen Untersuchung von Insulin. So wurden erste Strukturaufkldrungen
von Insulinabbauprodukten nach enzymatischer Spaltung mit Hilfe von FAB-MS und offline
Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie (HPLC) bereits Ende der 80 er Jahre erfolgreich
durchgefiihrt [106, 107]. Es folgten Studien verschiedener ESI-MS-Strategien mit positiven
und negativen lonisierungsbedingungen unter Einbezug mehrerer Ladungszustinde von
Insulin-Referenzmaterial, wodurch die Moglichkeit der Peptid-Identifizierung mit Hilfe von
Tandem-Massenspektrometrie und charakteristischen Produktionen demonstriert wurde [99].
Parallel dazu wurden erste Anwendungen fiir die Bestimmung von Insulin in Plasmaproben
mittels ESI-MS nach HPLC-Trennung entwickelt, wobei sich Art und Aufwand der
Probenvorbereitung zum Teil erheblich unterscheiden [84, 85]. Weiterhin gab es Anséitze die
fliissigkeitschromatographische Trennung durch kapillarelektrophoretische Verfahren zu
ersetzen und mit ESI-MS zu koppeln, welches zumindest bei Verwendung von
Referenzmaterial ohne Matrix gelungen ist [78].

Der Einsatz von HPLC-ESI-MS fiir die Bestimmung von C-Peptid ist besonders fiir die

routineméfige Untersuchung von Urinproben durch die zu erwartende Konzentration von
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etwa 40 ng/mL vergleichsweise einfach, aber auch Methoden zur Bestimmung im Plasma

(Konzentration < 1 ng/mL) sind entwickelt worden [36, 84, 88, 90, 108].

2.9 Lineare Ionenfallen (LIT)

Die Moglichkeit der Tandem-Massenspektrometrie zur Generierung von Produktionen wird
heute in vielen Massenspektrometern mit Hilfe von drei hintereinandergeschalteten
Quadrupolen (Triple-Quad) oder einer 3-dimensionalen Ionenfalle (3D-IT, Paul-Fallen)
verwirklicht [109]. Triple-Quad-Gerite erreichen die Massenselektion iiber eine Kombination
von tiiberlagerter Radiofrequenz (RF) und Gleichstromspannung in einem zweidimensionalen
Quadrupol-Spannungsfeld. Ionen in einem wihlbar begrenzten Masse/Ladungs-Fenster
werden in diesem Spannungsfeld iiber die Linge des jeweiligen Quadrupols stabilisiert und
konnen diesen passieren. Diese Art der Massenselektion fiihrt allerdings auch dazu, dass bei
der Kombination mehrerer ,,Single-lon-Experimente hintereinander die meisten Ionen, die in
der Ionenquelle erzeugt werden, verlorengehen, weil sie bei den gewéhlten Selektionskriterien
die Quadrupolpassage nicht iiberstechen konnen [110]. Im Gegensatz dazu generieren
konventionelle 3D-IT ein dreidimensionales Potentialfeld, welches es ermoglicht, Ionen im
Inneren gewisse Zeit (einige msec) zu stabilisieren und anschlieend je nach Messmodus ein
komplettes Massenspektrum zu erhalten. Limitiert wird diese Funktion jedoch durch das
relativ kleine Volumen der Falle, was ab einer bestimmten Fiillmenge zu unerwiinschten
Raum-zu-Ladungs-Interferenzen fiihrt und die Effektivitit der Stabilisierung auf ca. 1-10 %
der erzeugten Ionen in der Falle begrenzt [98, 110].

Lineare Ionenfallen (LIT) stellen eine Kombination dieser Technologien dar und sollen die
Vorziige beider vereinen (Abb. 9). Die ersten LIT wurden schon Ende der 70er Jahre aus
Quadrupolen mit Potentialstoppern (Ringelektroden) an den Enden entwickelt, mit denen es
gelang *He"- und H'-Tonen fiir mehrere Minuten zu stabilisieren [111]. Die Vorteile einer LIT
gegeniiber der 3D-IT beruhen hauptsidchlich auf der nur zweidimensionalen Ausbreitung des
Quadrupol-Spannungsfeldes, so dass die axiale Energie (in z-Ebene) der Ionen in der Falle
reduziert wird und sie sich zweidimensional (x,y-Ebene, wie Perlenschnur) in der Mitte des
Quadrupols aufreihen. Zusétzlich kdnnen durch das groBere Volumen einer LIT gleichzeitig

mehr Ionen stabilisiert werden als in 3D-Geréten, in denen die Fokussierung punkt- statt
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linienférmig stattfindet [110, 111]. Der Austritt der Ionen aus der Falle zur Generierung des
Massenspektrums im Detektor kann im Prinzip auf zwei Arten erfolgen: axial (z) oder radial
(x bzw. y). Zum radialen Austritt miissen die Quadrupolstibe an der Austrittstelle
unterbrochen sein, was zu einer Inhomogenitit des Spannungsfeldes und zu Verlusten von
Ionen fiihrt. Der axiale Austritt ist somit die effizientere Mdoglichkeit und hat sich
dementsprechend auch durchgesetzt [110].

Seit einigen Jahren werden nun Massenspektrometer gebaut, die aus drei
hintereinandergeschalteten Quadrupolen bestehen und sowohl als klassische Triple-Quad-
Gerite, als auch als Quadrupole mit LIT genutzt werden konnen (Abb. 9). Im kombinierten
Modus kann der erste Quadrupol (Q1) zur Selektion eines Vorlduferions, der zweite
Quadrupol (Q2) als Kollisionszelle zur Generierung der Produktionen und der Dritte (Q3) als
LIT genutzt werden. Wahrend der Massenanalyse (Scan) in der LIT konnen die lonen aus der
Ionenquelle vor dem Q1 (am QO) zusitzlich akkumuliert werden (QO trapping), so dass
Ionenverluste minimiert und die Empfindlichkeit gesteigert wird. Die weiteren Vorteile dieser
Kombination sind ein grof3erer dynamischer Bereich durch die selektive Fiillung der Falle und
die Aufnahme von kompletten Massenspektren ohne Diskriminierung von kleinen Massen
(,low mass cut-off), weil Selektion, Fragmentierung und Massenanalyse rdumlich

voneinander getrennt sind [100, 112].

Ionenquelle Qo0 Ql Q2 (Kollisionszelle) Q3 (LIT) Detektor

(Mulitplier)
\ | | ||| || |

»
N

Kollisionsgas Ringelektroden

Abb. 9: Vereinfachter schematischer Aufbau eines Triple-Quadrupole-Massenspektrometers
mit linearer lonenfalle (Q3, LIT), zwei Quadrupol-Massenfiltern Q1 bzw. Q2 und einem

dritten Quadrupol QO zum Fokussieren der Ionen.
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2.10 Metabolischer Abbau von Insulin

Schon die kurze Halbwertszeit im Plasma und die vielfiltigen zelluldren Effekte deuten auf
einen wirkungsvollen Metabolismus von Insulin im Organismus hin und fiihrten bereits
Anfang der 70er Jahre zu ersten Metabolismusstudien. Hierbei wurden bereits wichtige
Unterschiede im Abbau von Insulin, C-Peptid und Proinsulin durch Leber und Niere
festgestellt, indem die jeweiligen metabolischen Abbau-Raten der drei Peptide im Plasma von
Ratten mittels RIA gemessen wurden [113]. Das im Blut zirkulierende Insulin wird bei der
ersten Pfortaderpassage (,,first pass®) zu etwa 50 % durch die Leber als primédres Abbauorgan
an Rezeptoren gebunden und in den Zellen teilweise abgebaut [11]. Als Hauptabbauorgan im
Organismus wird jedoch die Niere angesehen, die nach Filtration in den Glomeruli und
anschlieender proximal tubuldrer Readsorption das gefilterte Peptidhormon zu etwa 99 %
abbaut und somit nur geringste Mengen intakt ausgeschieden werden [11, 114]. Der
Metabolismus kann jedoch generell in allen Zellen von insulinempfindlichen Geweben durch
Bindung an den Rezeptor, Internisierung in die Zelle und endosomalem Abbau erfolgen.
Dabei spielt das Muskelgewebe nach Leber und Niere die wohl wichtigste Rolle [11].

Die Identifizierung der ersten Abbauprodukte (in vitro) erfolgte mit FAB-MS nach Inkubation
von nativem bzw. '*O- und *H,-markierten Insulinderivaten mit insulinspaltenden Proteasen
und anschlieBender HPLC-Aufreinigung [106, 107]. Unter Verwendung von radioaktiv
markiertem '*I-iodo(A14)- und '*’I-iodo(B26)-Insulin und Perfusion in Rattennieren oder
nach Injektion beim Menschen (in vivo) konnten weitere Abbauprodukte mittels HPLC und
Radioaktivitdtsmessung identifiziert werden [114, 115]. Die Aminosduresequenzen dieser
spezifisch durch Enzyme gespaltenen Peptid-Bruchstiicke bestdtigten sich in folgenden
Studien durch Inkubation von Insulin mit Nierenzellen, Leber-Endosomen (Ratten) und
Leber-Parenchymzellen mit guter Ubereinstimmung. Dabei wurden die Enzyme ,,Insulin-
Degrading-Enzyme (IDE)*“ und ,,Endosomal-Acidic-Insulinase* (EAI) als maBgeblich am
Abbauprozel beteiligt identifiziert [116-118]. IDE spaltet das Insulinmolekiil bei teilweise
intakten Disulfidbriicken an den Positionen A13/14, A14/15, B9/10, B10/11, B13/14, B14/15,
B16/17, B24/25 und B25/26 [11]. Nach Inkubation mit EAI in Leberzellen konnten zusétzlich
Peptidspaltungen an den Positionen A15/16, B22/23, B23/24 und die gespaltenen B-Ketten-
Bruchstiicke B27-30, B26-30 und B25-30 nachgewiesen werden (Abb. 10) [116].

Weiterhin wurden fiir das langwirkende Insulinanaloge Lantus die zwei Metaboliten A21-
Gly-desB30-Thr-Human Insulin und A21-Gly-B31-Arg-Human Insulin mittels MALDI-TOF-

MS identifiziert und sowohl an der Injektionsstelle, als auch im Plasma nachgewiesen [51].
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T Spaltung durch Insulin-Degrading-Enzyme (IDE)

Spaltung durch Endosomal-Acidic-Insulinase (EAI)

Abb. 10: Bekannte enzymatische Spaltungsstellen in der Aminosduresequenz von HI durch

IDE (schwarze Pfeile) und EAI (graue Pfeile).

Neben diesen fiir Insulin spezifischen Abbauprozessen sind auch enzymatische Spaltungen
moglich, die prinzipiell bei allen Peptiden und Proteinen vorkommen koénnen. Durch
sogenannte Endopeptidasen werden Peptide an einer spezifischen Aminosdure innerhalb der
Sequenz  gespalten. = Demgegeniiber  spalten  Exopeptidasen = am  N-Terminus
(Aminopeptidasen) oder am C-Terminus (Carboxypeptidasen) sequentiell jeweils den
endstdndigen Aminosdurerest unspezifisch ab [33]. So ist Dbeispielsweise die
Carboxypeptidase H in den B-Zellengranula der Bauchspeicheldriise identifiziert worden, die
bei der Biosynthese von Insulin fiir die Abspaltung der basischen Aminosduren (Arg-Arg)
von Proinsulin verantwortlich ist (siche Abb. 2) [119, 120]. Fiir diese spezielle Exopeptidase
ist jedoch auch bekannt, dass sich der proteolytische Prozess fiir das bioaktive Hormon nicht

fortsetzt und die biologische Wirkung somit nicht weiter beeinfluflit wird [120].
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3. Experimenteller Teil

3.1 Methodenentwicklung Insulin

3.1.1 Massenspektrometrische Charakterisierung von Insulin mittels ESI-MS/MS

Die Massenspektrometrie ist in der Dopinganalytik aufgrund der hohen Spezifitit, ihrer
Empfindlichkeit und der nétigen Robustheit eine Standardmethode zur Detektion von
verbotenen Substanzen. Die Substanzklassen der im Sport verbotenen Mittel sind, wie in der
pharmazeutischen Entwicklung allgemein, immer komplexer und mannigfaltiger geworden.
Zusétzlich zu den klassischen anabol-wirksamen Stoffen mit Steroidstruktur oder den
stimulierend wirkenden Drogen, sind auch sehr viel groBBere peptidische oder proteinogene
Substanzen zur Liste der verbotenen Stoffe hinzugekommen, die eine nachweislich
leistungsfordernde Wirkung fiir den Sportler haben. Im Zuge dessen muss sich auch die
Doping-Analytik den Herausforderungen anpassen und stetig neue Detektionsstrategien fiir
diese Substanzen implementieren.

Als erster Schritt zum Nachweis und Charakterisierung einer neuen Substanz mittels
Massenspektrometrie wird die prinzipielle Moglichkeit der Detektion anhand von
Referenzsubstanzen gepriift. Unter Verwendung von ESI-MS kann dies durch die direkte
Injektion (Direkteinlass) der jeweiligen Standardlosung mit einer Spritzenpumpe in das
Massenspektrometer  erfolgen. Diese  Vorgehenswiese  wurde auch bei der
Methodenentwicklung zum Insulinnachweis angewendet, wobei eine Insulin-Standardldsung
(10 pmol/uL in Essigsdure (2%) / Acetonitril (50/50; v:v)) iiber den Direkteinlal bei 10
pL/min im positiven ESI-Modus analysiert wurde. Dabei wurde der dominierende
Ladungszustand der mehrfach protonierten Molekiilionen von Insulin anhand eines
Massenspektrums iiber den gesamten Massenbereich (100 — 1700 u, ohne Fragmentierung)
ermittelt. Das intensivste Quasimolekiilion wurde dann in nachfolgenden MS/MS-
Experimenten als Vorlduferion in Q1 isoliert, in Q2 durch kontrollierte St68e mit N,
fragmentiert und die Produktionen in Q3 (LIT) gesammelt. Die verschiedenen
Geridteparameter (Kollisionsenergie CE, Declustering Potential DP u.a.) wurden fiir dieses
MS/MS-Experiment optimiert, um die maximale Empfindlichkeit und hochstmogliche
Spezifitit zu erreichen, und das so generierte Produktionenspektrum kann schlielich zur

Identifizierung von Insulin iiber charakteristische Produktionen genutzt werden. Dem Prinzip
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nach wurde dieses Vorgehen fiir alle Insulinanalogen (Humalog, Novolog, Apidra, Lantus
und Levemir) und fiir Rinderinsulin als potentiellen Internen Standard (IS) wiederholt und
sollte die massenspektrometrische Charakterisierung und Unterscheidung der einzelnen

Insuline ermoglichen.

3.1.2 Standardlésungen

Die Lagerung und Verdiinnungen aller Standardlosungen wurden unter Verwendung von
Polypropylen (PP)-Gefdllen (Eppendorf, Hamburg) durchgefiihrt, da sich herausgestellt hat,
dass die Verluste von Peptiden in Glasgefilen besonders in niedrigen
Konzentrationsbereichen sehr hoch sind. Um auch in PP-GefdBen die Verluste noch zu
minimieren, wurden bei jeder Verdiinnung ein UberschuB an IS (siche auch Kap. 3.1.8)
zugegeben, der die aktiven Stellen an der Oberfliche absittigt und die Analyten schiitzt
(Carrier-Effekt). Dieser Effekt des internen Standards spielt bei der Analytik von realen
Proben keine entscheidende Rolle, weil die aktiven Stellen der GefaBle durch den grof3en
Uberschufl an Matrixbestandteilen inaktiviert werden.

Die Stammlésungen enthalten jeweils 100 pmol/uL der jeweiligen Referenzsubstanz in
Essigsdure (2 %) und sind bei 4° C bis zu 8 Wochen stabil. Sie werden am Tag der
Probenvorbereitung auf eine Konzentration von 0,01 pmol/uL (Arbeitslosung) mit Essigsdure
(2 %) verdiinnt. Diese Arbeitslosungen enthalten aus oben genannten Griinden zusitzlich 0,1

pmol/uL IS.

3.1.3 Reduktive Spaltung von Insulin

Die reduktive Spaltung der inter- und intramolekularen Disulfidbriicken wurde mit Hilfe des
Reduktionsmittels Tris(carboxyethyl)phosphin-Hydrochlorid (TCEP-HCI) durchgefiihrt. Dazu
wurden 90 pL der jeweiligen Standardlosung (10 pmol/uL) in Essigsdure (2%) mit 10 pL
einer wiaBrigen 100 mM TCEP-HCL-Losung versetzt und 10 min bei 60°C erhitzt. Die
Spaltung verlauft vollstidndig, d. h. es ist kein intaktes Polypeptid mehr nachweisbar und es

liegen jeweils nur noch die reduzierten A- und B-Ketten in Losung vor.
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3.1.4 Massenspektrometrische Charakterisierung der Insulin B-Ketten

Analog zur Charakterisierung der intakten Insuline werden auch die B-Ketten zunichst liber
den Direkteinlall analysiert (5 pmol/uL in Essigsdure (2%) / Acetonitril (50/50, v:v)) und der
dominierende Ladungszustand ermittelt. Dieser wird dann ebenfalls als Vorlduferion fiir
weitere MS/MS-Experimente verwendet und zur Generierung von Produktionenspektren

herangezogen.

3.1.5 Flussigkeitschromatographische Trennung

Der Einsatz der auf HPLC-basierenden, chromatographischen Trennung der Insuline und die
effektive Abtrennung der zu erwartenden Matrixeffekte stellt einen weiteren wichtigen Schritt
in der Methodenentwicklung dar. Hierzu wurde auf einem Agilent 1100
Fliissigkeitschromatographen ein Gradientenprogramm mit Laufmittel A (0,1 % Essigsdure
und 0,01% Trifluoressigsdure (TFA)) und Laufmittel B (Acetonitril / 0,1 % Essigsdure, 0,01%
TFA (80/20, v:v)) auf einer analytischen HPLC-Sdule (1 x 50 mm, 3 um Agilent ZORBAX
300SB-C18) entwickelt. Die verwendete HPLC-S#ule ist mit einer PorengréBe von 300 A
speziell fiir die Trennung von Peptiden und Proteinen in biologischer Matrix geeignet und der
geringe Durchmesser (1,0 mm) soll eine hohe Trennleistung bei sehr niedrigen Flussraten
gewihrleisten. Eine Vorsdule aus dem gleichem Material soll die analytische Séule vor

Matrixbestandteilen schitzen.

3.1.6 Immunoaffinitats-Chromatographie (IAC)

Das fiir die IAC verwendete Anti-Insulin-Gel wurde in den CER-Laboratorien (Marloie,
Belgien) hergestellt. Der Antikdrper wurde nach CNBr-Aktivierung von Sepharose 4B an
deren Oberfldche gekoppelt. Es handelt es sich um einen monoklonalen Antikérper (MAB)
S1, der durch Hybridom-Technologie aus der Milz von immunisierten Mdusen gewonnen
wurde und dessen Spezifitit gegeniiber Humaninsulin, intaktem Proinsulin, Des31,32
Proinsulin und Des64, 65 Proinsulin mittels Radio-Immuno-Titration (RIT) getestet worden
ist [121]. Der Isotyp des Immunoglobulin G (IgG) von S1 ist IgG1, k und die Affinitdt der
MABS betrigt 7,9 x 10'° L/mol. Die zur Analytik verwendeten IAC-S4ulen enthalten 0,5 mL
Gel pro Séule bei 10 mg IgG/mL [122]. Das Gel mit den immobilisierten Antikorpern kann
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iiber eine Fritte am AuslaBventil der Sdule zurlickgehalten und von der iiberstehenden
Flissigkeit getrennt werden. Es ist somit nach ausreichender Spiilung regenerativ
wiederverwendbar.

Die IAC stellt bei der entwickelten Methode den effektivsten Probenvorbereitungsschritt dar,
so dass einerseits Verluste von Analyten an dieser Stelle so gering wie moglich, andererseits
unspezifische Wechselwirkungen von storenden Substanzen mit dem Tragermaterial
weitgehend verhindert werden sollten. Dies wurde durch die Verwendung einer
Phosphatpuffer-Saline (PBS, 120 mM Na3zPO,4, 500 mM NaCl, pH 8) als Bindungsmedium
erreicht, bei dessen Verwendung sich ein stabiler AA-Komplex ausbilden kann und stérende
Substanzen nicht retardiert werden. Dieser PBS-Puffer wurde auch zum Waschen und nach
Zugabe von 0.1 % NaNj3 zur Stabilisierung bei Lagerung der IAC-Sdule verwendet.

Die Elution der Analyten als scharfer Peak (d. h. in wenig Volumen) unter
materialschonenden Bedingungen konnte mit Essigsdure (2%) erreicht werden. Zur
Regeneration und vollstdndigen Reinigung der IAC-Saule wurde 2 M NaCl-Lsung benutzt,
wobei nach Exposition mit hohem Matrixanteil (z.B. Plasma) auch mit bis zu 50 % Methanol

in Essigsdure (2%) gewaschen werden kann.

3.1.7 Festphasenextraktion (SPE)

Die SPE gehort mit zu den am weitest verbreiteten Probenvorbereitungsarten in der modernen
Analytik. Es sind eine Vielzahl von unterschiedlichen C-18-Phasenmaterialien erhéltlich, von
denen einige, speziell fiir die Peptidanalytik entwickelte SPE-Kartuschen unterschiedlicher
Hersteller getestet worden sind. Die besten Ergebnisse (mit nahezu 100%-iger
Wiederfindung) lieferte die OASIS HLB-Kartusche von Waters (60 mg, 3 mL). Diese
Kartuschen konnen sowohl fiir die Aufreinigung kleiner Volumina (nach IAC), als auch fiir

die Isolierung aus grolen Volumen (Urin bis 25 mL, vor IAC) genutzt werden.

3.1.8 Interner Standard (1S)

Bei der Wahl des IS wurde das Verhalten bei der IAC-Probenvorbereitung, der SPE, der
fliissigkeitschromatographischen Trennung und der massenspektrometrischen Detektion
berticksichtigt. Weiterhin ist eine gesicherte Verfiigbarkeit zu akzeptablem Preis wichtig fiir
eine nachhaltige analytische Methode. Rinderinsulin zeigte filir alle genannten Parameter

zufriedenstellende Ergebnisse und wurde als IS etabliert (sieche Abb. 11). Es wurde {iberpriift,
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ob es aus dotierten Proben (Urin und Plasma) mittels IAC isoliert werden kann, eine
Retentionszeit und Peakform vergleichbar zum Humaninsulin hat und aufgrund seiner
mittleren molaren Masse von 5733 Da massenspektrometrisch eindeutig von allen
Zielanalyten (Humaninsulin und Analogen) unterschieden werden kann. Es ist als analytisch

charakterisierte Referenzsubstanz kommerziell erhiltlich, hat als Medikament in der

Diabetestherapie heute jedoch kaum noch Bedeutung .

Abb. 11: Aminosduresequenz von Rinderinsulin. Die zur Sequenz von HI unterschiedlichen

Aminosduren sind grau gekennzeichnet und das Molekulargewicht betrdgt 5733 Da.



38 3. Experimenteller Teil - Insulin

3.2 Qualitative Bestimmung von Humaninsulin, Lispro, Aspart und Lantus in
Plasma mittels LC-MS/MS

3.2.1 Probenvorbereitung

2 ml Plasma werden mit 2 pmol (= 12 ng) Rinderinsulin (IS) in einem 2 mL Eppendorf
Reaktionsgefal versetzt, gut durchmischt und anschlieBend 5 min bei 6000 g zentrifugiert.
Der Uberstand wird zusammen mit 4 mL PBS-Puffer auf eine IAC-Siule gegeben,
durchmischt und 30 min bei RT inkubiert, wobei die Losung nach jeweils 10 min geschiittelt
wird. Das PBS/Plasma-Gemisch wird iiber das AuslaBventil entfernt, die IAC-S4ule noch
dreimal mit PBS-Puffer gewaschen und danach mit 2x2 ml Essigsdure (2%) auf eine OASIS
HLB (3 mL, 60 mg) Festphasen (SPE)-Kartusche eluiert, die zuvor mit 2 mL Acetonitril und
anschlieend mit 2 mL Essigsdure (2%) konditioniert worden ist. Die SPE-Kartusche wird mit
2 mL Essigsdure (2%) gewaschen und danach mit 1,2 mL eines Gemisches aus Essigsdure
(2%) / Acetonitril (60/40, v:v) in ein 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefd3 eluiert. Das
Losungsmittel wird in einer Vakuumzentrifuge bei etwa 40°C zur Trockne eingeengt und der
Riickstand mit 40 pL eines Gemisches aus 72 % Laufmittel A und 28 % Laufmittel B (entspr.

HPLC-Anfangsbedingungen) rekonstituiert.

Zur Analyse der jeweiligen B-Ketten werden die Disulfid-Briicken reduktiv gespalten, indem
zu der rekonstituierten Losung 5 pL einer 100 mM TCEP-HCI -Loésung zugegeben und 10

min bei 60 °C inkubiert werden.

3.2.2 LC-MS/MS

3.2.2.1 Chromatographische Parameter:

HPLC-System: 1100 Series (Agilent, Waldbronn)
Analytische Sdule:  Zorbax 300SB-C18, 1 x 50 mm, Partikel: 3,5 pum (Agilent, Waldbronn)
Vorsdule: Zorbax 300SB-C18, 2,1 x 12,5 mm, Partikel: 3,5 pm
(Agilent, Waldbronn)
Laufmittel: A: 0,5% Eisessig + 0,01 % TFA

B: Acetonitril / 0,5% Eisessig + 0,01 % TFA (80:20, v/v)
Gradient: 0 min 72 % A
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FluBrate:

Saulen-Temperatur:

Injektionsvolumen:

Laufzeit:

15 min
15,1 min
38 min

70 uL/min
40 °C

20 uL

38 min

45 % A
72 % A
72 % A

3.2.2.2 Massenspektrometrische Parameter:

Massenspektrometer: API Q-TRAP 2000, Triple Quadrupol Massenspektrometer mit LIT

Software:
Ionisierung:

Messmodus:

Temperatur (ESI):

ESI-Spannung:

Kollisionsgas:

3.2.2.3 Analytspezifische MS-Parameter:

ESI, positiv
Enhanced Product lon
150 °C
5500 V
Stickstoff, Druck: 5.3 x 107 Pa

(Applied Biosystems, Darmstadt)

Analyst, Ver. 1.3.2 (Applied Biosystems, Darmstadt)

Tab. 1: Ausgewihlte massenspektrometrische Parameter zur Bestimmung von Humaninsulin,

Lispro (Humalog), Aspart (Novolog) und Lantus (Glargine) in Plasma

Analyt Molekulare Masse Vorlauferion Kollisionsenergie | Declustering Potential
intakt [Da] m/z [eV] [eV]
Humaninsulin 5807 1162.2 80 75
Lispro 5807 1162.2 80 75
Aspart 5826 1166.2 80 75
Lantus 6063 1213.8 75 75
IS (Rinderinsulin) 5733 1147.5 75 75
Analyt Molekulare Masse Vorlauferion Kollisionsenergie | Declustering Potential
nur B-Kette [Da] m/z [eV] [eV]
Humaninsulin 3430 858.5 45 75
Lispro 3430 858.5 45 75
Aspart 3447 862.9 45 75
Lantus 3742 936.5 45 75
IS (Rinderinsulin) 3400 851.1 45 75
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3.3 Validierung

Die analytische Methode wurde unter Beriicksichtigung von qualitativen Nachweiskriterien
fiir die Analyten Humaninsulin, Lispro, Aspart und Glargine aus EDTA-stabilisiertem Plasma
validiert. Dabei wurde fiir jeden Analyten auf die Parameter Spezifitdt, Nachweisgrenze,
Prizision, Wiederfindung und Linearitit gepriift. Da im Falle von Humaninsulin keine
Analyt-freie Matrix (Blankplasma) zu Verfiigung stand, konnten die jeweiligen
Validierungsparameter fiir Lispro und Humaninsulin aufgrund der Auswertung {iiber das
Produktionenexperiment des identischen Vorlduferions nur in Summe ausgewertet werden

(siehe auch Kap. 4.2.1).

3.3.1 Spezifitat

Es wurden 10 verschiedene Plasmaproben von 10 gesunden Probanden wie beschrieben
aufgearbeitet und gemessen. Je eine weitere Plasmaprobe wurde einzeln mit Lispro, Aspart
oder Glargine (1,2 ng/mL) dotiert, aufgearbeitet und gemessen. Zusétzlich wurde eine Probe

ohne Dotierung von internem Standard analysiert.

3.3.2 Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze wurde iiber das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis im entsprechenden
Produktionen-Chromatogramm der 10 Plasmaproben der Spezifititsbestimmung (Kap. 3.3.1)
zur erwarteten Retentionszeit fiir jedes Insulinanaloge einzeln bestimmt. Zusitzlich wurden
15 mL Plasma (Pool aus verschiedenen Plasmen) im Bereich der ermittelten Nachweisgrenze

(0,5 ng/mL) mit Analyt dotiert und in sechsfacher Wiederholung analysiert (siche Kap. 3.3.3).

3.3.3 Prazision

15 mL Plasma (Pool von gesunden Probanden ohne Insulinbehandlung) wurden jeweils mit

0,5 ng/mL der drei Insulinanalogen dotiert, in 6 x 2 mL aliquotiert und analysiert (N=6).
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3.3.4 Wiederfindung

Die absolute Wiederfindung der Analyten nach Probenaufarbeitung wurde bestimmt, indem
eine Plasmaprobe in sechsfacher Wiederholung nach Dotierung mit 1 ng/mL jedes
Insulinanalogen aufgearbeitet wurde (W 1-6). Die Ergebnisse wurden mit einer sechsfach
Bestimmung des gleichen Plasmas verglichen, wobei die Dotierung (1 ng/mL) erst vor der

Entfernung des Losungsmittels in der Vakuumzentrifuge erfolgte (W 7-12).

3.3.5 Linearitat

Die Linearitdt der Methode wurde mittels aufsteigend dotierten Plasmaproben fiir die am
endogenen Level orientierten Humaninsulinkonzentrationen 0,5, 0,75, 1,0, 1,25, 1,5 und 2,0

ng/mL gepriift.

3.4 Qualitative Bestimmung von Humaninsulin, Lispro, Aspart und Apidra in
Urin mittels LC-MS/MS

3.4.1 Probenvorbereitung

25 mL Urin werden mit 2 pmol (= 12 ng) Rinderinsulin (IS) versetzt, mit 200 pL Eisessig
angesduert und gut durchmischt. Diese Losung wird in Aliquoten von ca. 3 mL iiber eine
OASIS HLB-SPE-Kartusche (3 mL, 60 mg) gegeben, die mit 2 mL Acetonitril und mit 2 mL
Essigsdure (2%) konditioniert worden ist. Die SPE-Kartusche wird anschlieBend mit 2 mL
Essigsdure (2%) gewaschen und mit 1,6 mL eines Gemisches aus Acetoniril / Essigsdure (2%)
(50/50, v:v) auf eine IAC-Sidule eluiert, die mit 3 mL PBS-Puffer gefiillt ist. Die IAC-Saule
wird mit weiteren 3 mL PBS-Puffer befiillt, gut durchmischt und 30 min bei RT inkubiert,
wobei die Losung nach jeweils 10 min kurz geschiittelt wird. Das mit PBS-Puffer verdiinnte
Probengemisch wird iiber das Auslassventil entfernt und dreimal mit 3 mL PBS-Puffer
gewaschen. Die Elution von der IAC-Siule erfolgt mit 2 x 2 mL Essigsdure (2%) auf eine
weitere SPE-Kartusche, die wiederum mit 2 mL Acetonitril und 2 mL Essigsdure (2%)
konditioniert worden ist. Nach waschen mit 2 mL Essigsdure (2%) wird die Probe mit 1,2 mL

eines Gemisches aus Acetonitril / Essigsdure (2%) (50/50, v:v) in ein 1,5 mL Eppendorf
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Reaktionsgefa3 eluiert und das Losungmittel in einer Vakuumzentrifuge bei ca. 40°C zur
Trockne eingeengt. Der trockene Riickstand wird mit 50 pL eines Gemisches aus 72 %
Laufmittel A und 28 % Laufmittel B (= HPLC-Anfangsbedingungen) rekonstituiert.

Zur Analyse der jeweiligen B-Ketten werden die Disulfid-Briicken reduktiv gespalten, indem
zu der rekonstituierten Losung 5 pL einer 100 mM TCEP-HCI-Ldsung zugegeben und 10 min
bei 60 °C inkubiert werden.

3.4.2 LC-MS/MS

3.4.2.1 Chromatographische Parameter:

HPLC-System: 1100 Series (Agilent, Waldbronn)
Analytische Sdule:  Zorbax 300SB-C18, 1 x 50 mm, Partikel: 3,5 um (Agilent, Waldbronn)
Vorsaule: Zorbax 300SB-C18, 1 x 17 mm, Partikel: 3,5 uym
(Agilent, Waldbronn)
Laufmittel: A: 0,1% Eisessig + 0,01 % TFA
B: Acetonitril / 0,1% Eisessig + 0,01 % TFA (80:20, v/v)
Gradient: 0 min 72 % A
18 min 35% A
18,1 min 72 % A
38 min 72 % A
Flussrate: 70 pL/min

Sdulen-Temperatur: 40 °C
Injektionsvolumen: 20 pL (10 pL bei API 4000)

Laufzeit: 38 min

3.4.2.2 Massenspektrometrische Parameter:

Massenspektrometer: API Q-TRAP 2000 bzw. 4000, Triple Quadrupol Massenspektrometer
mit LIT (Applied Biosystems, Darmstadt)

Software: Analyst, Ver. 1.3.2 bzw. 1.4 (Applied Biosystems, Darmstadt)
Ionisierung: ESI, positiv

Messmodus: Enhanced Product lon

Temperatur (ESI): 150 °C

ESI-Spannung: 5500 vV

Kollisionsgas: Stickstoff , Druck: 5,3 x 10™ Pa
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3.4.2.3 Analytspezifische MS-Parameter:

Tab. 2: Ausgewihlte massenspektrometrische Parameter zur Bestimmung von HI, Lispro

(Humalog), Aspart (Novolog) und Apidra (Glulisine) in Urin

Analyt Molekulare Masse | Vorlauferion | Kollisionsenergie | Declustering Potential
intakt [Da] m/z [eV] [eV]
Humaninsulin 5807 1162.2 80 75
Lispro 5807 1162.2 80 75
Aspart 5826 1166.2 80 75
Apidra 5823 1165.5 80 75
IS (Rinderinsulin) 5733 1147.5 75 75
Analyt Molekulare Masse | Vorlauferion | Kollisionsenergie | Declustering Potential
nur B-Kette [Da] m/z [eV] [eV]
Humaninsulin 3430 858.5 45 75
Lispro 3430 858.5 45 75
Aspart 3447 862.9 45 75
Apidra 3443 861.7 45 75
IS (Rinderinsulin) 3400 851.1 45 75

3.5 Validierung

Die zur qualitativen Bestimmung entwickelten analytische Methode wurde fiir die Analyten
Humaninsulin, Lispro, Aspart und Apidra in Urin validiert. Fiir jeden Analyten wurden die
Parameter Spezifitdt, Nachweisgrenze, Priazision, Wiederfindung, Linearitit und Stabilitéit
gepriift. Da, wie bereits fiir Plasmaproben, auch fiir Humaninsulin keine Analyt-freie Matrix
(Blankurin) zu Verfligung stand, konnten die jeweiligen Validierungsparameter filir Lispro
und Humaninsulin aufgrund der Auswertung iiber das Produktionenexperiment des

identischen Vorlauferions nur in Summe ausgewertet werden (siche Kap. 4.2.1).

3.5.1 Spezifitat

Es wurden 10 verschiedene Urinproben von 10 gesunden Probanden wie beschrieben
aufgearbeitet und gemessen. Je eine weitere Urinprobe wurde einzeln mit Lispro, Aspart oder
Apidra (0,1 ng/mL) dotiert, aufgearbeitet und gemessen. Zusdtzlich wurde eine Probe ohne

Dotierung von internem Standard analysiert.



44 3. Experimenteller Teil — Insulin

3.5.2 Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze wurde {iiber das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis im entsprechenden
Produktionen-Chromatogramm der 10 Urinproben zur Spezifititsbestimmung zur erwarteten
Retentionszeit fiir jedes Insulin einzeln bestimmt. Zusitzlich wurden 180 mL Urin im Bereich
der ermittelten Nachweisgrenze mit den 3 Analyten dotiert und in sechsfacher Wiederholung

analysiert (sieche Kap. 3.5.3).

3.5.3 Prazision

180 mL Urin (von gesunden Probanden ohne Insulinbehandlung) wurden jeweils mit 0,05

ng/mL der drei Insulinanalogen dotiert, in 6 x 25 mL aliquotiert und analysiert (n=6) .

3.5.4 Wiederfindung

Die absolute Wiederfindung der Analyten nach Probenaufarbeitung wurde bestimmt, indem
ein Urin in sechsfacher Wiederholung nach Dotierung mit 0,1 ng/mL jedes Insulinanalogen
aufgearbeitet wurde (W 1-6). Die Ergebnisse wurden mit einer sechsfach Bestimmung des
gleichen Urins verglichen, wobei die Dotierung (0,1 ng/mL) erst vor der Entfernung des

Losungsmittels in der Vakuumzentrifuge erfolgte (W 7-12).

3.5.5 Linearitat

Die Linearitit der Methode wurde mittels aufsteigend dotierten Urinproben fiir die am
endogenen Level von Humaninsulin orientierten Konzentrationen 0,05, 0,075, 0.1, 0,125, 0,15

und 0,2 ng/mL gepriift.

3.5.6 Stabilitat

Die Stabilitdt der Insulinanalogen in urindrer Matrix wird anhand von dotierten Urin-
Aliquoten (0,2 ng/mL) gezeigt, die bei 4 und —20 °C gelagert werden. Die Stabilitdt wird
jeweils durch Analyse nach 1, 2, 4, 8, 12 und 16 Wochen gepriift. Weiterhin wurde die

Stabilitdit der Analyten bei Raumtemperatur gepriift, indem Aliquote eines dotierten
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Probenpools (0,1 ng/mL) nach 0, 24, 48 und 72 Stunden Lagerung bei 22 °C aufgearbeitet

und analysiert wurden.

3.6 Insulin-Bestimmung in regulidren Dopingkontrollproben und Patientenurinen

Es wurden insgesamt 19 reguldre Dopingkontrollurine und 6 Urine von Patienten untersucht,
die zur Behandlung von Diabetes mellitus mit verschiedenen schnellwirkenden Insulinen

behandelt worden sind (siehe auch Tab. 5 in Kap.: 4.5).

3.7 Qualitative Bestimmung der metabolischen Abbauprodukte von

Humaninsulin, Lantus und Detemir in Urin mittels LC-MS/MS

3.7.1 Referenzstandards

Zu den in den im Rahmen dieser Arbeit identifizierten Abbauprodukten von Humaninsulin,
Lantus und Detemir sind kommerziell keine Referenzsubstanzen erhiltlich. Daher war eine
eigene Synthese durch enzymatische Hydrolyse aus den jeweiligen Ausgangsverbindungen
notwendig. Standards mit akzeptabler Reinheit (d.h. > 90 %) konnten jedoch nur fiir das
langwirkende Insulinanaloge Lantus hergestellt werden (s.u.). Die enzymatische Hydrolyse
von Humaninsulin-Referenzsubstanz zu DesB30-Humaninsulin (HI) fiihrte lediglich zu einer
50 %-Umsetzung von Edukt zu Produkt. Die Referenzsubstanz (DesB30-HI), die als
Abbauprodukt von Humaninsulin und Detemir im Urin identifiziert ist, wurde dann
freundlicherweise von Herrn Dr. T. Hoeg-Jensen (NovoNordisk, Danemark) zur Verfiigung

gestellt (Abb. 12).
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Abb. 12: Aminosduresequenz von DesB30 HI. Im Vergleich zu HI fehlt die Aminosiure
Threonin an Position B30. Das mittlere Molekulargewicht betragt 5707 Da.

3.7.2 Enzymatische Hydrolyse von Lantus

DesB30-32 Lantus-Referenzlosung wurde durch enzymatische Hydrolyse (am C-terminalen
Ende von Lantus B29;,) der intakten Referenzsubstanz von Lantus mit Hilfe des Enzyms
Endoproteinase Lys-C aus Lysobacter enzymogenes hergestellt (Abb. 13). Dazu wurde zu 1
mL einer 10 pmol/uL Lantus-Losung in 100 mM Ammoniumbicarbonat-Puffer (pH 7,5) 20
uL der rekonstituierten Enzymlosung (4,8 units/mL) zugefiigt und 2 h bei 37 °C inkubiert.
Die Hydrolyse ist durch Zugabe von 20 pL Eisessig gestoppt worden und die so erhaltenen

Referenzlosung kann bei 4 °C zur Analyse gelagert werden.
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2h,37°C

Abb. 13: Enzymatische Spaltung von Lantus (Glargine) mit Hilfe der Endoproteinase Lys-C
aus Lysobacter enzymogenes zur Synthese von DesB30-32 Lantus-Referenzsubstanz mit
einem mittleren Molekulargewicht von 5650 Da. Die Modifikation zu DesB30 HI (Abb. 12)
ist grau dargestellt.
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3.7.3 Probenvorbereitung

25 mL Urin werden mit 1 pmol (= 6 ng) Rinderinsulin (IS) versetzt, mit 200 pL Eisessig
angesduert und gut durchmischt. Diese Losung wird in Aliquoten von ca. 3 mL {iber eine
OASIS HLB-SPE-Kartusche (3 mL, 60 mg) gegeben, die mit 2 mL Acetonitril und
anschliefend mit 2 mL Essigsdure (2%) konditioniert worden ist. Die SPE wird mit 2 mL
Essigsdure (2%) gewaschen und mit 1,6 mL eines Gemisches aus Acetonitril / Essigsdure
(2%) (50/50, v:v) auf eine IAC-Sdule eluiert, die mit 3 mL PBS-Puffer gefiillt ist. Die IAC-
Sdule wird mit weiteren 3 mL PBS-Puffer befiillt, gut durchmischt und 30 min bei RT
inkubiert, wobei die Losung nach jeweils 10 min kurz geschiittelt wird. Das mit PBS-Puffer
verdiinnte Probengemisch wird {liber das AuslaBBventil entfernt und 3 x mit 3 mL PBS-Puffer
gewaschen. Die Elution aus der IAC-Séule erfolgt mit 2 x 2 mL Essigsdure (2%) auf eine
weitere SPE-Kartusche, die wiederum mit 2 mL Acetonitril und 2 mL Essigsdure (2%)
konditioniert worden ist. Nach Waschen mit 2 mL Essigsdure (2%) wird die Probe mit 1,2 mL
eines Gemisches aus Acetonitril / Essigsdure (2%) (50/50, v:v) in ein 1,5 mL Eppendorf
Reaktionsgefall eluiert und das Losungsmittel in einer Vakuumzentrifuge bei ca. 40°C zur
Trockne eingeengt. Der trockene Riickstand wird mit 50 pL eines Gemisches aus 72 %
Laufmittel A und 28 % Laufmittel B (= HPLC-Anfangsbedingungen) rekonstituiert.

Zur Analyse der jeweiligen B-Ketten werden die Disulfid-Briicken reduktiv gespalten, indem

zu der rekonstituierten Losung 5 pL einer 100 mM TCEP-HCI-Losung zugegeben und 10 min
bei 60 °C inkubiert werden.

3.7.4 LC-MS/MS

3.7.4.1 Chromatographische Parameter:

HPLC-System: 1100 Series (Agilent, Waldbronn)
Analytische Sdule:  Zorbax 300SB-C18, 1 x 50 mm, Partikel: 3,5 pm (Agilent, Waldbronn)
Vorsaule: Zorbax 300SB-C18, 1 x 17 mm, Partikel: 3,5 um
(Agilent, Waldbronn)
Laufmittel: A:0,1% Eisessig + 0,01 % TFA

B: Acetonitril / 0,1% Eisessig + 0,01 % TFA (80:20, v/v)
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Gradient:

Flussrate:
Saulen-Temperatur:
Injektionsvolumen:

Laufzeit:

0 min 72 % A
18 min 35%A
18,1 min 72 % A
38 min 72 % A
70 uL/min

40 °C

10 uL

38 min

3.7.4.2 Massenspektrometrische Parameter:

Massenspektrometer: API Q-TRAP 4000, Triple Quadrupol Massenspektrometer mit LIT

Software:
Ionisierung:
Messmodus:
Temperatur (ESI):
ESI-Spannung:

Kollisionsgas:

(Applied Biosystems, Darmstadt)

1.4 (Applied Biosystems, Darmstadt)

ESI, positiv

Enhanced Product Ion

150 °C
5500 V

Stickstoff , Druck: 5,3 x 10~ Pa

3.7.4.3 Analytspezifische MS-Parameter:

Tab. 3: Ausgewihlte massenspektrometrische Parameter zur Bestimmung von DesB30 HI,

DesB30-32 LAN und DesB31-32 LAN.

Analyt Molekulare Masse | Vorlauferion | Kollisionsenergie | Declustering Potential
intakt [Da] m/z [eV] [eV]
DesB30-HI 5707 1142.5 75 75
DesB30-32 Lantus 5650 1130.9 75 75
DesB31-32 Lantus 5751 1151.1 75 75
IS (Rinderinsulin) 5733 1147.5 75 75

Analyt Molekulare Masse | Vorlauferion | Kollisionsenergie | Declustering Potential
nur B-Kette [Da] m/z [eV] [eV]
DesB30-HI 3329 833.2 45 75

DesB30-32 Lantus 3329 833.2 45 75
DesB31-32 Lantus 3430 858.5 45 75
IS (Rinderinsulin) 3400 851.1 45 75
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3.8 Validierung

Die beschriebene Methode wurde zur Bestimmung von qualitativen Nachweiskriterien fiir die
Analyten DesB30-Humaninsulin (DesB30-HI), DesB30-32 Lantus und DesB31-32 Lantus in
Urin validiert. Fiir die drei Analyten wurden die Parameter Spezifitit und Nachweisgrenze
gepriift. Die Validierungsparameter Prézision, Wiederfindung, Linearitit und Stabilitit
wurden jeweils nur fir DesB30-HI und DesB30-32 Lantus getestet, da hierfiir
Referenzsubstanz zur Verfiigung stand. Weiterhin konnte auch fiir DesB30-HI keine Analyt-
freie Matrix (Blankurin) zur Validierung herangezogen werden, weil der Urin von gesunden
Probanden einen endogenen Anteil dieses Metaboliten enthélt. Daher konnten die jeweiligen
Validierungsparameter nur in Summe aus endogenem und dotiertem DesB30 HI ausgewertet

werden (sieche auch Kap. 4.9.1).

3.8.1 Spezifitat

Es wurden 10 verschiedene Urinproben von 10 gesunden Probanden wie beschrieben
aufgearbeitet und gemessen. Je eine weitere Urinprobe wurde einzeln mit DesB30-HI und
DesB30-32 Lantus (0,1 ng/mL) dotiert, aufgearbeitet und gemessen. Zusitzlich wurde eine

Urinprobe ohne Dotierung von internem Standard analysiert.

3.8.2 Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze wurde {iiber das Signal-zu-Rausch-Verhédltnis im entsprechenden
Produktionen-Chromatogramm der 10 Urinproben zur Spezifitidtsbestimmung zur erwarteten
Retentionszeit fiir jedes Abbauprodukt einzeln bestimmt. Zusétzlich wurden 180 mL Urin im
Bereich der ermittelten Nachweisgrenze mit den 2 Analyten dotiert und in sechsfacher

Wiederholung analysiert (siehe Kap. 3.8.3).

3.8.3 Prazision

180 mL Urin (von gesunden Probanden ohne Insulintherapie) wurden jeweils mit 0,05 ng/mL

der Abbauprodukte dotiert, in 6 x 25 mL aliquotiert und analysiert (n=6) .
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3.8.4 Wiederfindung

Die absolute Wiederfindung der Analyten nach Probenaufarbeitung wurde bestimmt, indem
ein Urin in sechsfacher Wiederholung nach Dotierung mit 0,2 ng/mL jedes Metaboliten
aufgearbeitet wurde (W 1-6). Die Ergebnisse wurden mit einer sechsfach Bestimmung des
gleichen Urins verglichen, wobei die Dotierung (0,2 ng/mL) erst vor der Entfernung des

Losungsmittels in der Vakuumzentrifuge erfolgte (W 7-12).

3.8.5 Linearitat

Die Linearitit der Methode wurde mittels aufsteigend dotierten Urinproben fiir die am
endogenen Level orientierten Konzentrationen 0,025, 0,05, 0,075, 0,1, 0,125, 0,015 und 0,2
ng/mL gepriift.

3.8.6 Stabilitat

Die Stabilitdt der Insulinanalogen in urindrer Matrix wird anhand von dotierten Urin-
Aliquoten (0,1 ng/mL) gezeigt, die bei 4 und —20 °C gelagert werden. Die Stabilitdt wird
jeweils durch Analyse nach 1, 2, 4, 8, 12 und 16 Wochen gepriift. Weiterhin wurde die
Stabilitdt der Analyten bei Raumtemperatur gepriift, indem Aliquote eines dotierten
Probenpools (0,1 ng/mL) nach 0, 24, 48 und 72 Stunden Lagerung bei 22 °C aufgearbeitet

und analysiert wurde.

3.9 Methodenentwicklung C-Peptid

Ziel der Bestimmung war es eine Korrelation zwischen den Urinkonzentrationen von Insulin
und C-Peptid darzustellen, die in dquimolaren Mengen im Pankreas durch Spaltung gebildet
werden. Deshalb wurde fiir diese Methode von Beginn an ein quantitativer Ansatz verfolgt.
Die Literaturrecherche von bestehenden Methoden deutete bereits darauf hin, dass die
Anforderung an die Analytik in der Hauptsache nicht durch die zu erwartenden

Konzentrationen, als vielmehr durch die Matrix beeinflufit werden [89]. Es ist demnach nicht
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die Empfindlichkeit des Massenspektrometers, sondern die Qualitdt der Probenaufarbeitung

entscheidend fiir die Methodenentwicklung.

3.9.1 Festphasenextraktion (SPE)

Die fiir die SPE verwendeten Kartuschen mit gemischter Festphase bestehen aus einem C-18
Material und einem milden Kationentauscher (CW). Dies soll durch Ausnutzung der
klassischen hydrophoben Wechselwirkungen (C-18) und des amphoteren Charakters des
Peptids zu einer effektiven Probenaufarbeitungprozedur fithren. Bei einem pH-Wert von 2-2.5
wird das C-Peptid wegen seines niedrigen isoelektrischen Punktes (pI) durch den
Kationentauscher auch beim Waschen mit einem hohen Anteil an organischem Losungsmittel

(60% ACN) noch retardiert, wobei storende Matrixbestandteile entfernt werden konnen.

3.9.2 Flussigkeitschromatographie (LC)

Die Bedingungen der LC-Trennung wurden in Anlehnung, d.h. mit identischen Laufmitteln
und LC-Sédulenmaterialien, an die entwickelte Insulinmethode gewihlt. Dies sollte eine
mogliche sequentielle Kombination der Methoden zukiinftig unter geringem Aufwand
erlauben. Dabei wurde ein besonders flacher Gradient gewidhlt, um die Matrixeinfliisse von
eventuell koeluierenden Substanzen, die bei der vergleichsweise unspezifischen

Probenaufarbeitung erwartet wurden, zu minimieren.

3.9.3 Massenspektrometrische Charakterisierung

Wie bei der Insulinbestimmung wird auch fiir das C-Peptid zunédchst der dominierende
Ladungszustand durch Direktinjektion der Referenzverbindung (1 pug/mL in Essigsdure (2%) /
Acetonitril (50/50, v:v)) im positiven ESI-Modus iiber eine Spritzenpumpe ermittelt. Dieser
wird dann zur Generierung der charakteristischen MS/MS-Spektren genutzt. Weiterhin wurde
dieses mehrfach geladene Quasimolekiilion als Vorlduferion einer computergestiitzten
Optimierung aller MS-relevanten Parameter (CE, DP etc.) zur Entwicklung einer Methode

mit verschiedenen Multiple-Reaction-Monitoring (MRM)-Experimenten verwendet. Dabei
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wird das Massenspektrometer im einfachen Triple-Quadrupol-Modus (ohne LIT) eingesetzt,
indem das Quasimolekiilion in Q1 isoliert, in Q2 fragmentiert wird und Q3 nur Produktionen
bestimmter Masse-zu-Ladungverhéltnisse (m/z) passieren 1dft. Die in der Literatur
beschriebene lonisierung im negativen Modus lieferte schon fiir die Direktinjektion der
Referenzverbindung keine ausreichende Empfindlichkeit und wurde deshalb nicht weiter

beriicksichtigt [91].

3.9.4 Interner Standard C-Peptid (ISC)

Wie auch bei der Insulinbestimmung wurde mit dem C-Peptid vom Hund ein ISC ausgewihlt,
der sich bei Probenvorbereitung, LC-Trennung und MS-Detektion dem humanen C-Peptid
sehr dhnlich verhilt (Abb. 14). Es besitzt auch einen niedrigen isoelektrischen Punkt (pI) von
3,4, eine etwas langere Retentionszeit auf der C18-RP-LC-Sdule und mit 3174,5 Da eine
mittlere molekulare Masse in der Gréf3enordnung von humanem C-Peptid (3020 Da). Dariiber
hinaus ist es im Gegensatz zur “Hs-markierten C-Peptid-Referenzsubstanz, bei der 5
Wasserstoffatome durch Deuteriumatome ersetzt wurden und die ebenfalls kommerziell

erhéltlich ist, deutlich preiswerter.

C-Peptid vom Hund

ADbb. 14: Aminoséduresequenz von C-Peptid vom Hund. Die Modifikationen zu humanem C-

Peptid sind grau gekennzeichnet.
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3.9.5 Standardldsungen

Stammldsungen des C-Peptids und des ISC werden in einer Konzentration von 100 pg/mL
Essigsédure (2%) in PP-Gefdflen (Eppendorf, Hamburg) aufbewahrt und sind bei —20 °C fiir 8
Wochen haltbar. Die jeweiligen Arbeitslosungen (10 pg/mL in Essigsdure (2%)) werden am

Tag der Probenvorbereitung frisch angesetzt.

3.10 Quantitative Bestimmung von C-Peptid in Urin

3.10.1 Probenvorbereitung

Zu 1 mL Urin werden 100 ng ISC zugegeben, mit 10 uL Eisessig angesduert und am Vortex-
Mixer 5 sek geschiittelt. Die Losung wird auf eine STRATA-X-CW SPE-Kartusche (1 mL,
30 mg, Phenomenex) gegeben, die zuvor mit 1 mL Methanol und anschlieBend mit 1 mL
Reinstwasser konditioniert worden ist. Die Sdule wird mit 500 pL eines Gemisches aus
Methanol / Essigsdure (2%) (60/40, v:v) gewaschen und mit 600 pL eines Gemisches aus
Eisessig / Methanol (10/90, v:v) eluiert. Das Eluat wird in einer Vakuumzentrifuge bei 40 °C
zur Trockne reduziert und der Riickstand mit 60 pL eines Gemisches aus Essigsdure (2 %) /

Acetonitril (90/10, v:v) rekonstituiert.

3.10.2 Kalibriergerade

Zur Quantifizierung liber eine externe Kalibriergerade wird ein Blankurin mit C-Peptid-
Referenzverbindung (aus Arbeitslosung) im Konzentrationsbereich von 0, 10, 50, 100, 150
und 200 ng/mL (KO bis K5) dotiert und wie oben beschrieben aufgearbeitet. Dabei ist ein C-
Peptid-freier Urin (Blankmatrix) kommerziell nicht erhéltlich, kann aber wegen der
Instabilitdit des Analyten in Urin selbst hergestellt werden: Nach Lagerung eines

gewOhnlichen Urins tiber 24 h bei Raumtemperatur ist kein C-Peptid mehr nachweisbar und
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kann als Blankmatrix genutzt werden, wobei zur Kontrolle jeweils ein nicht dotiertes Aliquot

(K0) mit analysiert werden sollte (siche Kap. 4.12.1.1).

3.10.3 LC-MS/MS

3.10.3.1 Chromatographische Parameter:

HPLC-System: 1100 Series (Agilent, Waldbronn)
Analytische Sdule:  Zorbax 300SB-C18, 2.1 x 50 mm, Partikel: 3.5 pm
(Agilent, Waldbronn)
Laufmittel: A: 0,1% Eisessig + 0,01 % TFA
B: Acetonitril / 0,1% Eisessig + 0,01 % TFA (80:20, v/v)
Gradient: 0 min 85% A
18 min 50% A
18,1 min 30% A
19 min 30% A
19,1 min 85% A
26,5 min 85% A
Flussrate: 150 pL/min
Saulen-Temperatur: 40 °C
Injektionsvolumen: 10 pL

Laufzeit: 26,5 min

3.10.3.2 Massenspektrometrische Parameter:

Massenspektrometer: API Q-TRAP 2000, Triple Quadrupol Massenspektrometer mit LIT
(Applied Biosystems, Darmstadt)

Software: Analyst, Ver. 1.3.2 (Applied Biosystems, Darmstadt)
Ionisierung: ESI, positiv

Messmodus: MRM

Temperatur (ESI): 300 °C

ESI-Spannung: 5500V

Kollisionsgas: Stickstoff, Druck: 5,3 x 10 Pa
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3.10.3.3 Analytspezifische MS-Parameter:

Tab. 4: Ausgewihlte massenspektrometrische Parameter zur quantitativen Bestimmung von

C-Peptid in Urin.

Analyt Molekulare Masse [ MRM-Experiment | Kollisionsenergie | Declustering Potential
[Da] m/z [eV] [eV]
C-Peptid 3020 1007.8/ 86 85 50
1007.8 /130 80 50
1007.8 / 147 70 50
IS (C-Peptid vom Hund) 3174 1059.0/ 86 85 50

3.11 Validierung

Die Validierung der quantitativen C-Peptid Bestimmung in Urin wurde mit Hilfe einer
externen Kalibrierung mit Matrix und IS durchgefiihrt. Es wurden die Parameter Spezifitit,
Bestimmungsgrenze, Préizision, Vergleichsprizision, Wiederfindung, Richtigkeit, Linearitit
und Stabilitidt gepriift. Fiir diese Bestimmung stand wiederum keine Analyt-freie Matrix
(Blankmatrix) zur Verfligung. Diese ist jedoch fiir eine externe Kalibrierung mit Matrix
unerldBlich und konnte auch durch thermische Exposition von gewohnlichen Urinproben auf

einfache Weise selber erzeugt werden (siehe auch Kap. 4.2.2).

3.11.1 Spezifitat

Die Spezifitidt der Methode wird anhand von 10 unterschiedlichen Urinproben von gesunden
Probanden gezeigt. Die Abwesenheit von interferierenden Storsignalen ergibt sich aus der
Messung von Blankurinen und dem Vergleich der Signalintensititen von drei
Ioneniibergéingen verschiedener MRM-Experimente in nativen Urinproben mit endogenem C-

Peptidgehalt und dotierten Blankurinen.




3. Experimenteller Teil — C-Peptid 57

3.11.2 Bestimmungsgrenze

Die Bestimmungsgrenze wurde iiber ein Signal-zu-Rausch-Verhéltnis (S/N) von > 9 zur
entsprechenden Retentionszeit der verschiedenen MRM-Experimente in einem Blankurin
abgeschitzt. Das S/N kann im Sinne eines Systemtest-Standards (SST) bei jeder Bestimmung
anhand des niedrigst dotierten Kalibrierstandards (K1) iiberpriift werden.

3.11.3 Prazision und Vergleichsprazision

20 mL Blankurin wurden mit 60 ng/mL C-Peptid Referenzsubstanz dotiert und in sechsfacher
Wiederholung (n=6) in 1 mL Aliquoten aufgearbeitet. Die verbleibenden ca. 14 mL wurden
bei —20 °C eingelagert und am darauffolgenden Tag nochmals in sechsfacher Wiederholung

(n=6) in Aliquoten von 1 mL aufgearbeitet und analysiert.

3.11.4 Wiederfindung

Zur Bestimmung der Verluste an Analyten wihrend der Probenaufarbeitung wurde die
absolute Wiederfindung ermittelt. Ein Blankurin wurde dafiir mit 30 ng/mL Referenzsubstanz
dotiert und in sechsfacher Wiederholung aufgearbeitet (W 1-6). Der gleiche Urin wird
nochmals wie beschrieben in sechsfacher Wiederholung (W 7-12) aufgearbeitet, die
Referenzsubstanz (30 ng/mL) wird jedoch erst kurz vor Entfernung des Losungsmittels in der

Vakuumzentrifuge zugegeben.

3.11.5 Richtigkeit

Die Richtigkeit der Methode ist iiber einen Soll-/Istwert-Vergleich auf drei
Konzentrationsniveaus ermittelt worden. Dazu wurde ein Blankurin mit 24, 48 und 96 ng/mL
Referenzsubstanz dotiert und in dreifacher Wiederholung analysiert (n=3+3+3). Die Istwerte
wurden mit Hilfe einer externen Kalibrierung bestimmt und mit den theoretischen (Soll-)

Werten verglichen.
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3.11.6 Linearitat und Arbeitsbereich

Der Arbeitsbereich orientiert sich an den erwarteten endogenen C-Peptid-Konzentrationen
gesunder Individuen, die im Bereich von 40 bis 150 ng/mL beschrieben sind [89]. Die
Linearitdt wurde im Bereich von 20 bis 300 ng/mL tiiberpriift. Dazu wurde ein Blankurin mit

12, 24, 36, 48, 60, 90, 12, 180, und 300 ng/mL Referenzsubstanz dotiert und analysiert.

3.11.7 Stabilitat

Zur Bestimmung der Stabilitit des Analyten in urindrer Matrix wurde ein Blankurin mit 100
ng/mL Referenzsubstanz dotiert und als Aliquote (I mL) in PP-Gefdlen (Eppendorf,
Hamburg) bei 4 bzw. —20 °C eingelagert. Die Aliquote wurden nach 0, 1, 3, 7, 14, 28 und 42

Tagen Lagerung analysiert.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1 Insulin

4.1.1 Ladungszustande der mehrfach geladenen Quasimolekilionen

Um die Zielanalyten der zu entwickelnden Methode zugénglich zu machen, wurden zunéchst
die vorhandenen Referenzsubstanzen massenspektrometrisch charakterisiert. Dazu werden die
dominierenden Ladungszustinde aller zur Verfiigung stehenden Referenzverbindungen
jeweils fiir die intakten Insuline, sowie fiir die reduzierten B-Ketten nach Spaltung mit TCEP-
HCI (=Reduktion und Spaltung der Disulfid-Briicken), ermittelt. Dieser Ladungszustand
ergibt sich aus einem Spektrum, das {liber den jeweiligen Massenbereich ohne Fragmentierung
(Full-Scan-Spektrum, siche z.B. Abb. 15) aufgenommen wird. In einem weiteren Experiment
wird dann durch Isolation (Q1), Fragmentierung (Q2, CID) des intensivsten Vorlduferions (=
mehrfach protoniertes Quasimolekiilion) und anschlieBender Optimierung verschiedener
massenspektrometrischer Parameter (CE, DP u.d.) eine moglichst hohe Empfindlichkeit fiir
die Generierung eines Produktionen-Experimentes nach kollisionsinduzierter Fragmentierung

erreicht (siche z.B. Abb. 16).

4.1.2 Identifizierung und Charakterisierung diagnostischer Produktionen

4.1.2.1 Humaninsulin (intakt)

Im Full-Scan-Spektrum im Bereich von m/z 600 - 1500 zeigt sich der fiinffach protonierte
Ladungszustand [M+5H]™" bei m/z = 1162,7 als intensivstes Signal, neben dem vierfach
[M+4H]*" bzw. sechsfach [M+6H]®" protonierten Ladungszustand bei m/z = 1453,1 bzw.
969,3 (Abb. 15).

Durch CID des fiinffach protonierten Quasimolekiilions [M+5H]’" bei Kollisionsenergien >
70 eV lassen sich im Produktionen-Spektrum mit Hilfe der linearen Ionenfalle kleine (d.h. aus
ein- bis drei Aminosduren bestehende), aber sehr charakteristische Fragmente aus der
Aminosduresequenz von Humaninsulin nachweisen (siche Abb. 16). Bei diesen Fragmenten
handelt es sich hauptsidchlich um a- und y-, neben auch wenigen b-lonen, wie es in der

Peptidanalytik mit Elektrospray-lonisierung und kollisionsinduzierter Fragmentierung in der
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Literatur beschrieben ist [97]. So konnten im Produktionen-Spektrum der Humaninsulin-
Referenzsubstanz die diagnostischen Ionen der B-Kette (B)y4 bei m/z = 446, (B)ys bei m/z =
345, (B)ys — H,O bei m/z = 327, (B)ys — y1 bei m/z = 226, (B)b; bei m/z =362 und (B)a, bei
m/z = 219 identifiziert werden. Als von der A-Kette stammend, konnte das Fragment bei m/z
= 143 als (A)a, bestimmt werden. Dariliber hinaus zeigte das Spektrum intensive Signale bei
m/z = 136, 120 bzw. 129, die den Immoniumionen von Tyr, Phe und Arg zugeordnet werden
kénnen und in den noch folgenden Produktionen-Spektren aller untersuchten Insuline
auftreten (siche Abb. 16, 18 ff.) Als Immoniumionen bezeichnet man ein internes Fragment,
welches durch eine kombinierte a- und y-Fragmentierung aus einer Aminoséure entsteht [123,

124].
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Abb. 15: ESI-Massenspektrum von Humaninsulin-Referenzsubstanz mit den verschiedenen
Ladungszustinden der Quasimolekiilionen im vier-, fiinf- und sechsfach protonierten Zustand

bei m/z 1453,1, 1162,7 und 969,3.
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Abb. 16: ESI-Produktionenspektrum des fiinffach geladenen Quasimolekiilions [M+5H]*" bei
m/z 1162,7 von Humaninsulin-Referenzsubstanz nach kollisionsinduzierter Fragmentierung

(CID) mit den charakteristischen Produktionen des a-, y- und b-Typs.

4.1.2.2 Humaninsulin (reduzierte B-Kette)

Das Full-Scan-Spektrum von Humaninsulin-Referenzsubstanz im Bereich m/z 500 — 1500
nach Reduktion und Spaltung der Peptid-Ketten mit TCEP-HCI zeigt ein intensives Signal bei
m/z = 858,8, welches dem vierfach protonierten Quasimolekiilion [M+4H]*" der reduzierten
B-Kette von Humaninsulin zuzuordnen ist. Daneben konnen weitere, weniger intensive
Signale bei m/z = 687.6 und 1144,2 als mehrfach geladene Molekiilionen [M+5H]’" und
[M+3H]*" der B-Kette identifiziert werden (Abb. 17). Ein Quasimolekiilion der A-Kette ist
hier zusitzlich bei m/iz = 1192,5 als [M+2H]*" zu erkennen, zeigt aber einen im Vergleich
zum [M+4H]4Jr der B-Kette eine etwa zehnfach niedrigere Intensitét.

Fragmentierung des intensiven Vorlduferions m/z = 858,8 bei Kollisionsenergien von 45 eV

fiihrt zu einem aussagekriftigen Produktionen-Spektrum, wobei neben den bereits fiir das
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intakte Humaninsulin identifizierten Fragmenten der B-Kette eine ganze Reihe zusitzlicher
Produktionen identifiziert werden konnen (Abb. 18).

Umfangreiche Sequenzinformationen werden hierbei durch die Identifikation der doppelt
geladenen Produktionen vom b-Typ (N-Terminus) bei m/z = 562, 619, 669, 733, 769, 825 und
892 entsprechend b102+ bis b162+, bzw. der einfach geladenen Ionen b,, b3, by und by bei m/z =
248, 362 und 987 erhalten. Die Produktionen vom y-Typ, die der B-Kette von Humaninsulin
zugeordnet werden konnen sind y192+, y182+, V4, ¥3, ¥3-H20 und ys-y; bei m/z = 1099, 1049,
446, 345, 327 und 226. Auch Fragmente vom a-Typ sind als a,, as, aio’ und a;,*" bei m/iz =
219, 598 und 548 im Produktionen-Spektrum der Referenzsubstanz erkennbar. Das Fehlen
des Fragmentions bei m/z = 143, welches fiir das intakte Molekiil als (A)a, identifiziert

worden ist (siche Kap. 4.1.2.1), bestitigt das Ergebnis, welches es der A-Kette zuordnet.
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Abb. 17: ESI-Massenspektrum der reduzierten B-Kette von Humaninsulin-Referenzsubstanz
mit den verschiedenen Ladungszustinden der Quasimolekiilionen im drei-, vier- und fiinffach
protonierten Zustand bei m/z 1144,2, 858,8 und 687,6. Das Signal bei m/z 1192,5 reprasentiert

das zweifach geladene Quasimolekiilion [M+2H]*" der reduzierten A-Kette.
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Abb. 18: ESI-Produktionenspektrum des vierfach geladenen Quasimolekiilions [M+4H]*" bei
m/z 858.,9 der reduzierten B-Kette von Humaninsulin-Referenzsubstanz nach CID mit den

charakteristischen Produktionen des a-, y- und b-Typs.

4.1.2.3 Humalog (intakt)

Da sich Humalog lediglich durch die Reihenfolge der Aminoséuren an Position B28/29 Lys-
Pro von Humaninsulin (Pro-Lys) unterscheidet, hat es dieselbe molekulare Masse (5807 Da)
und auch denselben dominierenden Ladungszustand.

Das Full-Scan-Spektrum im Bereich von m/z 600 - 1500 zeigt den fiinffach protonierten
Ladungszustand [M+5H]>" bei m/z = 1162,9 als intensivstes Signal, neben dem vierfach-
[M+4H]*" bzw. sechsfach [M+6H]®" protonierten Ladungszustand bei m/z = 1452.9 bzw.
969,8 (Abb. 19).

Durch CID des fiinffach protonierten Quasimolekiilions [M+5H]’" bei Kollisionsenergien >
65 eV, lassen sich im Produktionen-Spektrum charakteristische Fragmente aus der

Aminosduresequenz von Humalog nachweisen (Abb. 20).



64 4. Ergebnisse und Diskussion - Insulin

Es handelt sich bei diesen Fragmenten hauptsdchlich um b- und y-Ionen vom C-Terminus der
B-Kette, die eine Unterscheidung gegeniiber Humaninsulin ermdéglichen sollen. Im
Produktionen-Spektrum der Humalog-Referenzsubstanz konnten die diagnostischen Ionen der
B-Kette (B)ys bei m/z =345, (B)y, bei m/z =217, (B)bs bei m/z =362 und (B)a, bei m/z =219
identifiziert werden.

Dabei entspricht das (B)y,-Ion bei m/z = 217 den Aminosdureresten B29/30 (Pro-Thr),
welches in Humaninsulin so nicht vorkommen kann und eine eindeutige Unterscheidung der

beiden Insuline erlaubt.
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Abb. 19: ESI-Massenspektrum von Humalog-Referenzsubstanz mit den verschiedenen
Ladungszustinden der Quasimolekiilionen im vier-, flinf- und sechsfach protonierten Zustand

bei m/z 1453,9, 1162,9 und 969,8.
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Abb. 20: ESI-Produktionenspektrum des fiinffach geladenen Quasimolekiilions [M+5H]" bei
m/z 1162,9 von Humalog-Referenzsubstanz nach CID mit den charakteristischen
Produktionen des a-, y- und b-Typs. Modifikationen in der Aminosduresequenz sind fett

gekennzeichnet.
4.1.2.4 Humalog (reduzierte B-Kette)

Im Full-Scan-Spektrum der reduzierten B-Kette von Humalog ist das vierfach protonierte
Quasimolekiilion [M+4H]4+ bei m/z = 858,5 als intensivstes Signal und damit als Vorlduferion
fiir nachfolgende Produktionen-Experimente zu erkennen (Abb.21). Bei Kollisionsenergien
von 45 eV erfolgt eine ausreichende Fragmentierung, die zu einer umfangreichen
massenspektrometrischen Charakterisierung der reduzierten B-Kette des schnell wirkenden
Insulinanalogen herangezogen werden kann (Abb.22).

Die Generierung und Identifikation der doppelt geladenen Produktionen vom b-Typ (N-
Terminus) bei m/z = 563, 619, 669, 733, 769, 825 und 892 entsprechend byo”" bis by™", bzw.
den einfach geladenen by, b; und by-Ionen bei m/z = 248, 362 und 987 erfolgt in derselben

Weise wie fiir Humaninsulin. Die Produktionen vom y-Typ, die der B-Kette von Humalog

700
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zugeordnet werden konnen sind yio°, yis>, y4 und y3 bei m/z = 1098, 1048, 446 und 345.
Auch Fragmente vom a-Typ sind als a;, as, a102+ und 21112+ bei m/z= 219, 598, 548 und 605 im
Produktionen-Spektrum der Referenzsubstanz erkennbar. Als intensivstes Fragmention wird
unter den gewihlten Bedingungen das y,-lon bei m/z = 217 detektiert, welches durch eine
typische Prolin-gesteuerte Fragmentierung entsteht und, wie bereits fiir das intakte Peptid

(siche Kap. 4.1.2.3), die Unterscheidung von Humaninsulin ermdglicht [124].
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Abb. 21: ESI-Massenspektrum der reduzierten B-Kette von Humalog-Referenzsubstanz mit
den verschiedenen Ladungszustinden der Quasimolekiilionen im drei-, vier- und flinffach

protonierten Zustand bei m/z 1144,2, 858,5 und 687.4.
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Abb. 22: ESI-Produktionenspektrum des vierfach geladenen Quasimolekiilions [M+4H]*" bei
m/z 858,8 der reduzierten B-Kette von Humalog-Referenzsubstanz nach CID mit den
charakteristischen Produktionen des a-, y- und b-Typs. Modifikationen in der

Aminosduresequenz sind fett gekennzeichnet.
4.1.2.5 Novolog (intakt)

Novolog unterscheidet sich von HI durch den Austausch der Aminosdure an Position B28
Prolin gegen Asparagin und besitzt dadurch eine hdhere molekulare Masse von 5826 Da.

Im Full-Scan-Spektrum im Bereich von m/z 600 - 1500 zeigt sich wiederum der fiinffach
protonierte Ladungszustand [M+5H]>" bei m/z = 1166,4 als intensivstes Signal neben dem
vierfach [M+4H]*" bzw. sechsfach [M+6H]®" protonierten Ladungszustand bei m/z = 1457.6
bzw. 972,6 (Abb. 23).

Durch CID des Quasimolekiilions bei m/z = 1166,4 entsprechend [M+5H]" bei

Kollisionsenergien > 65 eV, lassen sich im Produktionen-Spektrum mit Hilfe der linearen
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Ionenfalle charakteristische Fragmente aus der Aminosduresequenz von Novolog nachweisen
(Abb. 24).

Auch bei diesen Fragmenten handelt es sich hauptsidchlich um a- und y-Ionen aus beiden
Insulin-Ketten, neben den in Kap. 4.1.2.1 beschriebenen Immoniumionen bei m/z 120, 129
und 136. Als diagnostische Produktionen der B-Kette konnten im Spektrum der Novolog-
Referenzsubstanz (B)y; bei m/z = 363, (B)y, bei m/z = 248 und (B)a, bei m/z = 219
identifiziert werden. Als charakteristisches A-Ketten-Fragment erscheint, wie bereits bei HI

und Humalog, ein intensives Signal bei m/z = 143 fiir das (A)a,-Produktion.
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Abb. 23: ESI-Massenspektrum von Novolog-Referenzsubstanz mit den verschiedenen
Ladungszustinden der Quasimolekiilionen im vier-, fiinf- und sechsfach protonierten Zustand

bei m/z 1457,6, 1166,4 und 972,6.
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Abb. 24: ESI-Produktionenspektrum des fiinffach geladenen Quasimolekiilions [M+5H]*" bei
m/z 1166,4 von Novolog-Referenzsubstanz nach CID mit den charakteristischen Produktionen

des a- und y-Typs. Modifikationen in der Aminosduresequenz sind fett gekennzeichnet.

4.1.2.6 Novolog (reduzierte B-Kette)

Nach Reduktion mit TCEP-HCI weist das Full-Scan-Spektrum der reduzierten B-Kette von
Novolog das vierfach protonierte Quasimolekiilion [M+4H]*" bei m/z = 863,0 als intensivstes
Signal und damit als Vorlduferion fiir nachfolgende Produktionen-Experimente aus (Abb. 25).
Mit Kollisionsenergien von 45 eV erfolgt eine ausreichende Fragmentierung, die zu einer
massenspektrometrischen Charakterisierung der reduzierten B-Kette des schnell wirkenden
Insulinanalogen herangezogen werden kann (Abb. 26).

Die Identifikation der doppelt geladenen Produktionen vom b-Typ bei m/z = 562, 619, 669,
733, 769, 825 und 892 entsprechend blo2+ bis b162+, bzw. den einfach geladenen b,, bs, by und
bio-lon bei m/z = 248, 362, 987 und 1124 erfolgt in derselben Weise wie fiir Humaninsulin.

Die Produktionen vom y-Typ, die der B-Kette von Humalog zugeordnet werden konnen, sind

700
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yioo', yis-, va und y3 bei m/iz = 1107, 1057, 464 und 363. Auch Fragmente vom a-Typ sind als
a, as, a102+ und a, 12+ bei m/z = 219, 598, 548 und 605 im Produktionen-Spektrum der

Referenzsubstanz erkennbar.
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Abb. 25: ESI-Massenspektrum der reduzierten B-Kette von Novolog-Referenzsubstanz mit
den verschiedenen Ladungszustinden der Quasimolekiilionen im drei-, vier- und flinffach

protonierten Zustand bei m/z 1150,2, 863,0 und 690,9.
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Abb. 26: ESI-Produktionenspektrum des vierfach geladenen Quasimolekiilions [M+4H]4+ bei
m/z 863,1 der reduzierten B-Kette von Novolog-Referenzsubstanz nach CID mit den
charakteristischen Produktionen des a-, y- und b-Typs. Modifikationen in der

Aminoséduresequenz sind fett gekennzeichnet.

4.1.2.7 Apidra (intakt)

Das Analoge Apidra unterscheidet sich von HI durch den Austausch der Aminosduren an
Position B3 (Asparagin zu Lysin) und Position B29 (Lysin zu Glutaminsdure) und besitzt
dadurch ebenfalls eine hdhere molekulare Masse von 5823 Da.

Im Full-Scan-Spektrum im Bereich von m/z 600 - 1500 zeigt sich als intensivstes Signal der
fiinffach protonierte Ladungszustand [M+5H]’" bei m/z = 1165,6, neben dem vierfach-
[M+4H]*" bzw. sechsfach [M+6H]®" protonierten Ladungszustand bei m/z = 1456,7 bzw.
971,6 (Abb. 27).

Durch kollisionsinduzierte Fragmentierung des fiinffach protonierten Quasimolekiilions bei

m/z = 1165 entsprechend [M+5H]"" bei Kollisionsenergien > 65 eV, lassen sich im
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Produktionen-Spektrum der linearen Ionenfalle charakteristische Fragmente aus der
Aminoséduresequenz von Apidra nachweisen (Abb. 28).

Es handelt sich bei diesen Fragmenten wiederum hauptsidchlich um a- und y-Ionen vom C-
Terminus der B-Kette. So konnten im Produktionen-Spektrum der Apidra-Referenzsubstanz
die diagnostischen Ionen der B-Kette (B)y; bei m/z = 346, (B)ys;-H,O bei m/z = 328, (B)y, bei
m/z = 249, (B)ys-y; bei m/z = 227, (B)y3-y1-H,0 bei m/z = 199 und (B)a, bei m/z = 219
identifiziert werden. In weiterfiilhrenden MS’-Experimenten konnte die Identifizierung des
Fragments bei m/z = 199 als (B)ys;-y;-H,O bestitigt werden, indem in Q1 zunéchst das
Quasimolekiilion bei m/z = 1165,7 und in der LIT anschlieend das Produktion bei m/z =
227 isoliert und fragmentiert werden konnte. Als charakteristisches A-Ketten-Fragment wird,

wie bereits bei HI und Humalog, ein intensives Signal bei m/z = 143 fiir das (A)a, detektiert.
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Abb. 27: ESI-Massenspektrum von Apidra-Referenzsubstanz mit den verschiedenen
Ladungszustdnden der Quasimolekiilionen im vier-, fiinf- und sechsfach protonierten Zustand

bei m/z 1456,7, 1165,6 und 971,6.
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Abb. 28: ESI-Produktionenspektrum des fiinffach geladenen Quasimolekiilions [M+5H]" bei
m/z 1165,6 von Apidra-Referenzsubstanz nach CID mit den charakteristischen Produktionen

des a- und y-Typs. Modifikationen in der Aminosduresequenz sind fett gekennzeichnet.
4.1.2.8 Apidra (reduzierte B-Kette)

Im Full-Scan-Spektrum der B-Kette von Apidra nach Reduktion erscheint das vierfach
protonierte Quasimolekiilion [M+4H]*" bei m/z = 862,3 als intensivstes Signal und wird
anschlieBend als Vorlduferion fiir nachfolgende Produktionen-Experimente ausgewéhlt (Abb.
29). Bei Kollisionsenergien von 45 eV erfolgt eine Fragmentierung, die zur umfangreichen
massenspektrometrischen Charakterisierung der reduzierten B-Kette des Insulinanalogen
herangezogen werden kann (Abb. 30).

Die Identifikation der doppelt geladenen Produktionen vom b-Typ (N-Terminus) bei m/z =
569, 625, 676, 740, 776, 833, 914, 971 und 1020 entsprechend bjo°" bis bg*", bzw. den
dreifach geladenen Ionen bys®”, by’ und by, bei m/z = 946, 1001 und 1034 entsprechen der
bekannten Aminosiduresequenz mit der Modifikation am N-Terminus der B-Kette. Die
Produktionen vom y-Typ, die der B-Kette von Apidra zugeordnet werden konnen sind ya, ys,

y3-H,0, y3-y; und y3-y;-H,O bei m/z = 447, 346, 328, 227 und 199. Auch Fragmente vom a-
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Typ sind als ap, as und a112+ bei m/z = 219, 612 und 555 im Produktionen-Spektrum der

Referenzsubstanz erkennbar.
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Abb. 29: ESI-Massenspektrum der reduzierten B-Kette von Apidra-Referenzsubstanz mit den

verschiedenen Ladungszustinden der Quasimolekiilionen im drei-, vier- und fiinffach

protonierten Zustand bei m/z 1149,3, 862,3 und 690,1.
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Abb. 30: ESI-Produktionenspektrum des vierfach geladenen Quasimolekiilions [M+4H]*" bei
m/z 862,3 der reduzierten B-Kette von Apidra-Referenzsubstanz nach CID mit den
charakteristischen Produktionen des a-, y- und b-Typs. Modifikationen in der

Aminosduresequenz sind fett gekennzeichnet.

4.1.2.9 Lantus (intakt)

Lantus unterscheidet sich von HI durch den Austausch der Aminosdure an Position A21
Asparaginsdure zu Glycin und zwei zusétzliche Arginin-Reste an Position B31+32. Es besitzt
dadurch ebenfalls eine hohere molekulare Masse von 6063 Da.

Im Full-Scan-Spektrum im Bereich von m/z 600 - 1500 zeigt sich der sechsfach protonierte
Ladungszustand [M+6H]®" bei m/z = 1011,7 als intensivstes Signal, neben dem nicht sehr viel
weniger intensiven fiinffach- [M+5H]>" bzw. vierfach [M+4H]* protonierten Ladungszustand
bei m/z = 1213,4 bzw. 1516,8 (Abb. 31). Fiir die Fragmentierung wurde jedoch das fiinffach
protonierte Quasimolekiilion ausgewdhlt, da fiir die hohere Masse ein besseres Signal-zu-

Rausch-Verhiltnis im Produktionen-Chromatogramm beobachtet worden ist.



76 4. Ergebnisse und Diskussion - Insulin

Durch kollisionsinduzierte Fragmentierung des Quasimolekiilions bei m/z = 12134
entsprechend [M+5H]’" bei Kollisionsenergien > 65 eV lassen sich im Produktionen-
Spektrum mit Hilfe der linearen Ionenfalle charakteristische Fragmente aus der
Aminoséduresequenz von Lantus nachweisen (Abb. 32).

Es handelt sich bei diesen Fragmenten wiederum hauptsdchlich um a-, b- und y-lonen der B-
Kette. So konnten im Produktionen-Spektrum der Lantus-Referenzsubstanz die
diagnostischen Ionen der B-Kette (B)ys>" bei m/z = 380, (B)y, bei m/z = 175, (B)b, bei m/z =
362 und (B)a; bei m/z = 219 identifiziert werden. Als charakteristisches A-Ketten-Fragment
ist, wie bereits bei HI, Novolog und Humalog, ein intensives Signal bei m/z = 143 fiir das

(A)a, detektiert.
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Abb. 31: ESI-Massenspektrum von Lantus-Referenzsubstanz mit den verschiedenen

Ladungszustdnden der Quasimolekiilionen im vier-, fiinf- und sechsfach protonierten Zustand

bei m/z 1516,8, 1213,4 und 1011,7.
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Abb. 32: ESI-Produktionenspektrum des fiinffach geladenen Quasimolekiilions [M+5H]*" bei
m/z 1213,4 von Lantus-Referenzsubstanz nach CID mit den charakteristischen Produktionen

des a-, y- und b-Typs. Modifikationen in der Aminosiuresequenz sind fett gekennzeichnet.
4.1.2.10 Lantus (reduzierte B-Kette)

Im Full-Scan-Spektrum der reduzierten B-Kette von Lantus ist das vierfach protonierte
Quasimolekiilion [M+4H]4+ bei m/z = 936,7 nicht als intensivstes Signal zu erkennen.
Aufgrund des besseren Signal-zu-Rausch-Verhaltnisses wird es jedoch dem fiinffach
geladenen Molekiilion vorgezogen und als Vorlduferion fiir nachfolgende Produktionen-
Experimente ausgewdhlt (Abb. 33). Bei Kollisionsenergien von 45 eV erfolgt eine
ausreichende Fragmentierung, die zu einer umfangreichen massenspektrometrischen
Charakterisierung der reduzierten B-Kette des lang wirkenden Insulinanalogen herangezogen
werden kann (Abb. 34).

Die Identifikation der doppelt geladenen Produktionen vom b-Typ (N-Terminus) bei m/z =
562, 619, 669, 733 und 769 entsprechend bio>" bis bis*", bzw. den einfach geladenen bs, bg

700
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und b; bei m/z = 626, 739 und 843 entsprechen den jeweiligen Fragmenten von HI, weil der
N-Terminus der B-Kette keine Modifikation tragt. Die Produktionen vom y-Typ, die der B-
Kette von Lantus zugeordnet werden kdnnen sind yj, y142+, ya3 ', yass ', yae und yaso bei miz
=175, 1140, 875, 920, 1002, 1040 und 1086. Auch Fragmente vom a-Typ sind als a, und o’

bei m/z= 219 und 548 im Produktionen-Spektrum der Referenzsubstanz erkennbar.
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80%
60% ] [M+4H]*
o ]
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Abb. 33: ESI-Massenspektrum der reduzierten B-Kette von Lantus-Referenzsubstanz mit den
verschiedenen Ladungszustinden der Quasimolekiilionen im vier-, fiinf- und sechsfach

protonierten Zustand bei m/z 936,7, 749,8 und 625,3.
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Abb. 34: ESI-Produktionenspektrum des vierfach geladenen Quasimolekiilions [M+4H]*" bei
m/z 936,9 der reduzierten B-Kette von Lantus-Referenzsubstanz nach CID mit den
charakteristischen Produktionen des a-, y- und b-Typs. Modifikationen in der

Aminosduresequenz sind fett gekennzeichnet.

4.1.2.11 Levemir (intakt)

Das lang wirkende Insulinanaloge Levemir unterscheidet sich von HI durch das Fehlen der
Aminosédure an Position B30 Threonin und die Aminosdure Lysin an Position B29 ist iiber
ihre e-Aminofunktion mit einer Cl14-Fettsdure (Myristinsdure) acyliert. Es besitzt dadurch
ebenfalls eine im Vergleich zu HI hohere molekulare Masse von 5916 Da.

Das Full-Scan-Spektrum im Bereich von m/z 600 - 1500 ohne Fragmentierung (niedrige
Kollisionsenergie) zeigt den fiinffach protonierten Ladungszustand [M+5H]™" bei m/z =
1184,6 als intensivstes Signal, neben dem weniger intensiven vierfach- [M+4H]*" bzw.

sechsfach [M+6H]®" protonierten Ladungszustand bei m/z = 998,1 bzw. 1480,3 (Abb. 35).
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Durch kollisionsinduzierte Fragmentierung des Quasimolekiilions bei m/z = 1184,6
entsprechend [M+5H]’" bei Kollisionsenergien > 65 eV lassen sich im Produktionen-
Spektrum der linearen Ionenfalle charakteristische Fragmente aus der modifizierten
Aminosduresequenz von Levemir nachweisen (Abb. 36).

Es handelt sich bei diesen Fragmenten neben den bekannten b-Ionen vom N-Terminus der B-
Kette, auch um y-Ionen, deren molekulare Massen durch die C;4-Fettsdure an B29 um m/z =
211 verschoben ist . So konnten im Produktionen-Spektrum der Levemir-Referenzsubstanz
die diagnostischen Ionen der B-Kette (B)b, bei m/z =362 und (B)a, bei m/z = 219 identifiziert
werden. Als charakteristisches A-Ketten-Fragment ist, wie bereits bei HI, Novolog und
Humalog, ein intensives Signal bei m/z = 143 fiir das (A)a, detektiert. Daneben erscheinen
zwei intensive Signale im Produktionen-Spektrum von Levemir bei m/z = 454 und 357,
welche den y-Typ-Fragmenten von [Pro-Lys+Myristinsdure+H]" und

[Lys+Muyristinsdure+H]" zuzuordnen sind.
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Abb. 35: ESI-Massenspektrum von Levemir-Referenzsubstanz mit den verschiedenen
Ladungszustidnden der Quasimolekiilionen im vier-, fiinf- und sechsfach protonierten Zustand

bei m/z 1480,3, 1184,6 und 998, 1.
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Abb. 36: ESI-Produktionenspektrum des fiinffach geladenen Quasimolekiilions [M+5H]" bei
m/z 1184,6 von Levemir-Referenzsubstanz nach CID mit den charakteristischen Produktionen

des a- und y+Myr-Typs. Modifikationen in der Aminosduresequenz sind fett gekennzeichnet.

4.1.2.12 Levemir (reduzierte B-Kette)

Das Full-Scan-Spektrum der reduzierten B-Kette von Levemir (Abb. 37) weist das vierfach
protonierte Quasimolekiilion [M+4H]*" bei m/z = 885.9 als intensivstes Signal aus und wird
als  Vorlduferion fiir nachfolgende Produktionen-Experimente ausgewéhlt. Bei
Kollisionsenergien von 45 eV erfolgt eine ausreichende Fragmentierung, die zu einer
umfangreichen massenspektrometrischen Charakterisierung der reduzierten B-Kette des lang
wirkenden Insulinanalogen herangezogen werden kann (Abb. 38).

Die Identifikation der doppelt geladenen Produktionen vom b-Typ (N-Terminus) bei m/z =
562, 619, 669, 733, 769, 825 und 908 entsprechend bjo”" bis bis’', bzw. den dreifach
geladenen Ionen b253+, b273+ und bzg3+ bei m/z = 942, 1030 und 1062 entsprechen den

jeweiligen Fragmenten von HI, weil der N-Terminus der B-Kette keine Modifikation trigt.
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Die Produktionen vom y-Typ, die der B-Kette von Levemir zugeordnet werden kénnen sind
[yi+Myr]", [y2Myr]" [ys+Myr]” und [y, +Myr]*" bei m/z = 357, 454, 555 und 882. Auch
Fragmente vom a-Typ sind als a, und a;o° bei m/z= 219 und 548 im Produktionen-Spektrum

der Referenzsubstanz erkennbar.
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Abb. 37: ESI-Massenspektrum der reduzierten B-Kette von Levemir-Referenzsubstanz mit
den verschiedenen Ladungszustinden der Quasimolekiilionen im drei-, vier- und flinffach

protonierten Zustand bei m/z 1180,7, 885,9 und 709,0.
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Abb. 38: ESI-Produktionenspektrum des vierfach geladenen Quasimolekiilions [M+4H]4+ bei
m/z 885,9 der reduzierten B-Kette von Levemir-Referenzsubstanz nach CID mit den
charakteristischen Produktionen des a-, y+Myr- und b-Typs. Modifikationen in der

Aminoséduresequenz sind fett gekennzeichnet.
4.1.2.13 DesB30 Humaninsulin (intakt)

Im Full-Scan-Spektrum im Bereich von m/z 600 - 1500 ohne Fragmentierung (niedrige
Kollisionsenergie) zeigt sich der fiinffach protonierte Ladungszustand [M+5H]"" bei m/z =
1142,6 als intensivstes Signal, neben dem vierfach- [M+4H]*" bzw. sechsfach [M+6H]*"
protonierten Ladungszustand bei m/z = 1427,7 bzw. 952,4 (Abb. 39).

Durch kollisionsinduzierte Fragmentierung des filinffach protonierten Quasimolekiilions
[M+5H]’" bei Kollisionsenergien > 65 V, lassen sich im Produktionen-Spektrum der linearen
Ionenfalle kleine, aber sehr charakteristische Fragmente aus der Aminosduresequenz von

DesB30 Humaninsulin nachweisen (Abb. 40).
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Bei diesen Fragmenten handelt es sich hauptsidchlich um b- und y-, neben auch wenigen a-
Ionen. So konnten im Produktionen-Spektrum der DesB30-Humaninsulin-Referenzsubstanz
die diagnostischen Ionen der B-Kette (B)ys bei m/z = 345, (B)y, bei m/z = 244, (B)b, bei m/z
= 362 und (B)a, bei m/z = 219 identifiziert werden. Als von der A-Kette stammend, konnte

das Fragment bei m/z = 143 als (A)a, bestimmt werden.
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Abb. 39: ESI-Massenspektrum von DesB30 HI-Referenzsubstanz mit den verschiedenen
Ladungszustinden der Quasimolekiilionen im vier-, fiinf- und sechsfach protonierten Zustand

bei m/z 1427,7, 1142,6 und 952.4.
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Abb. 40: ESI-Produktionenspektrum des fiinffach geladenen Quasimolekiilions [M+5H]*" bei
m/z 1142,6 von DesB30 HI-Referenzsubstanz nach CID mit den charakteristischen

Produktionen des a-, y- und b-Typs.

4.1.2.14 DesB30 Humaninsulin (reduzierte B-Kette)

Das Full-Scan-Spektrum von DesB30-Humaninsulin-Referenzsubstanz im Bereich m/z 600 —
1200 nach Reduktion und Spaltung der Peptid-Ketten mit TCEP-HCI zeigt ein intensives
Signal bei m/z = 833,3, welches dem vierfach protonierten Quasimolekiilion [M+4H]*" der B-
Kette von Humaninsulin zuzuordnen ist. Daneben konnen weitere, weniger intensive Signale
bei m/z = 667 und 1110 als mehrfach geladene Molekiilionen [M+5H]>" und [M+3H]>" der
B-Kette identifiziert werden (Abb. 41).

Fragmentierung des intensiven Vorlduferions m/z = 833,3 bei Kollisionsenergien von 45 eV
fiihrt zu einem aussagekréftigen Produktionen-Spektrum, wobei neben den bereits fiir das
intakte Humaninsulin identifizierten Fragmenten der B-Kette eine ganze Reihe zusétzlicher

Signale identifiziert werden konnen (Abb. 42).
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Umfangreiche Sequenzinformationen konnen hierbei durch die Identifikation der doppelt
geladenen Produktionen vom b-Typ (N-Terminus) bei m/z = 562, 619, 669, 733 und 769
entsprechend bio>" bis b142+, bzw. den einfach geladenen bs, by und bjo-lon bei m/z = 362, 987
und 1125 erreicht werden. Die Produktionen vom y-Typ, die der B-Kette von DesB30-
Humaninsulin zugeordnet werden konnen sind y14°", yis° ', yie-» v3 und y, bei m/z = 841, 898,
933, 345 und 244. Auch Fragmente vom a-Typ sind als aj, a102+ und 21112+ bei m/z = 219, 548

und 605 im Produktionen-Spektrum der Referenzsubstanz erkennbar.
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Abb. 41: ESI-Massenspektrum der reduzierten B-Kette von DesB30 HI-Referenzsubstanz mit
den verschiedenen Ladungszustinden der Quasimolekiilionen im drei-, vier- und flinffach

protonierten Zustand bei m/z 1110,3, 833,3 und 666,9.
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Abb. 42: ESI-Produktionenspektrum des vierfach geladenen Quasimolekiilions [M+4H]*" bei
m/z 833,6 der reduzierten B-Kette von DesB30 HI-Referenzsubstanz nach CID mit den

charakteristischen Produktionen des a-, y- und b-Typs.

4.1.2.15 DesB30-32 Lantus (intakt)

Im Full-Scan-Spektrum im Bereich von m/z 600 - 1500 ohne Fragmentierung (niedrige
Kollisionsenergie) zeigt sich der fiinffach protonierte Ladungszustand [M+5H]"" bei m/z =
1131,1 als intensivstes Signal, neben dem vierfach- [M+4H]*" bzw. sechsfach [M+6H]*"
protonierten Ladungszustand bei m/z = 1413,4 bzw. 943,1 (Abb.43).

Durch kollisionsinduzierte Fragmentierung des flinffach protonierten Quasimolekiilions
[M+5H]’" bei Kollisionsenergien > 65 V lassen sich im Produktionen-Spektrum der linearen
Ionenfalle kleine, aber sehr charakteristische Fragmente aus der Aminosduresequenz von
DesB30-32 Lantus nachweisen (Abb. 44).

Bei diesen Fragmenten handelt es sich hauptsdchlich um y-, neben auch wenigen a-Ionen. So

konnten im Produktionen-Spektrum der DesB30-32 Lantus-Referenzsubstanz die
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diagnostischen Ionen der B-Kette (B)ys; bei m/z = 345, (B)y, bei m/z = 244, (B)y,-H,O bei m/z

= 226 und (B)a, bei m/z = 219 identifiziert werden. Als von der A-Kette stammend, konnte

das Fragment bei m/z = 143 als (A)a; bestimmt werden.
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Abb. 43: ESI-Massenspektrum von DesB30-32 LAN-Referenzsubstanz mit den

verschiedenen Ladungszustinden der Quasimolekiilionen im vier-, fiinf- und sechsfach

protonierten Zustand bei m/z 1413,4, 1131,1 und 943,1.
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Abb. 44: ESI-Produktionenspektrum des fiinffach geladenen Quasimolekiilions [M+5H]" bei
m/z 1131,1 von DesB30-32 LAN-Referenzsubstanz nach CID mit den charakteristischen

Produktionen des a-, y- und b-Typs. Modifikationen in der Aminosduresequenz sind fett

gekennzeichnet.

4.1.2.16 DesB30-32 Lantus (reduzierte B-Kette)

Die Aminosduresequenz der reduzierten B-Kette der DesB30-32 Lantus ist identisch mit der
Sequenz von DesB30 HI-B-Kette, weil nach Verlust der Aminosduren B30-32 nur noch die
Modifikation an Position A21 vorhanden ist und diese bei der Analyse der reduzierten B-
Kette nicht beriicksichtigt wird. Das Produktionen-Spektrum ist daher ebenfalls identisch
(siche Abb. 42) und es konnen hier dieselben diagnostischen Produktionen identifiziert
werden. Eine Unterscheidung beziiglich der Herkunft des vierfach protonierten Vorldauferions

bei m/z = 833,3 ist ohne vorhergehende Messung der intakten Insuline nicht mehr moglich.
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4.1.3 Flussigkeitschromatographie

Die Methode zur chromatographischen Trennung der Insulinanalogen mit der HPLC wurde
zunidchst ohne Matrix mit den vorhandenen Referenzsubstanzen entwickelt. Dabei wurde
versucht, neben einer symmetrischen Peakform auch eine chromatographische Trennung der
Insuline untereinander zu erreichen. Eine solche Trennung, die gleichbedeutend mit einer
Unterscheidung anhand von chromatographischen- zusétzlich zu den
massenspektrometrischen Eigenschaften ist, konnte insbesondere fiir die isomeren HI und
Humalog unter den gewéhlten Parametern nicht erreicht werden. Generell zeigen alle
getesteten Insuline ein sehr dhnliches chromatographisches Verhalten auf dem RP-LC-System
mit einem zeitlichen Elutionsunterschied vom friihest- zum spétest-eluiernden Analyten von
weniger als einer Minute. Die Laufzeit fiir eine Bestimmung betrdgt mehr als 35 min
inklusive Reequilibrierung der analytischen Sdule. Die Equilibrierungszeit nimmt dabei bis zu
20 Min pro Injektion in Anspruch, weil durch den geringen Laufmitteldurchsatz bei 70
puL/min das Sdulenmaterial entsprechend lange bei Anfangsbedingungen (28 % Puffer B) fiir
die folgende Injektion konditioniert werden mul3. Dieser geringe Laufmittelfluss ermoglicht
aber auch eine hohe Ilonisierungseffizienz in der ESI-Quelle und ist entscheidend
mitverantwortlich fiir die ndtige Empfindlichkeit im unteren fmol/mL-Bereich zu
gewihrleisten [125, 126]. Je nach Wahl des Gradientenprofils und unter Beriicksichtigung des
systembedingten Totvolumens konnen die absoluten Retentionszeiten der jeweiligen
Insulinanalogen zwischen 16,5 und 22,5 min schwanken, wobei die relativen Retentionszeiten
nicht beeinflut werden. Ein Erhohung des Laufmittelflusses von 70 auf 130 pL/min nach 25
min (bzw. nach Elution der Analyten) hilft die Laufzeit insgesamt zu verkiirzen, ohne an

Empfindlichkeit zu verlieren.

4.1.4 Bestimmung von Humaninsulin in Plasma

Zur Uberpriifung der Effizienz der entwickelten Methode wurden Plasmaproben von
gesunden Menschen ohne Behandlung mit Insulin (d.h. Nicht-Diabetikern) in
unterschiedlichen Fastenzustinden analysiert. Die Mdglichkeit endogenes Humaninsulin in
diesen Proben nachzuweisen sollte als Indikator fiir eine ausreichende Empfindlichkeit zur

Messung von exogen zugefiihrtem Insulin dienen und den Arbeitsbereich der Methode
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vorgeben (Abb. 45). Weiterhin konnten die experimentell bestimmten Konzentrationen
abgeschitzt und mit Literaturdaten verglichen werden, um deren Plausibilitit und
Ubereinstimmung zu priifen. Die dabei ermittelten Insulinkonzentrationen im Plasma sind
stark abhdngig vom jeweiligen Fastenzustand des Organismus bei der Blutabnahme,
bestitigen aber die in der Literatur beschriebenen Werte in guter Ubereinstimmung [9]. Es
konnte gezeigt werden, dass unter Verwendung von 2 mL Plasma eine ausreichend gute
Empfindlichkeit erreicht werden kann, um selbst Basal-Insulinkonzentrationen von ca. 0,3 -

0,5 ng/mL noch nachzuweisen zu konnen.
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Abb. 45: ESI-Produktionen-Chromatogramme der fiinffach geladenen Quasimolekiilionen
von HI (m/z 1162) und Rinderinsulin als IS (m/z 1147) aus einer realen Plasmaprobe mit ca.

1,0 ng/mL endogenem HI mit intensiven Signalen bei 23,0 fiir HI bzw. 22,5 min fiir den IS.

Diese Basalwerte wurden dann auch als zu erreichende Nachweisgrenze fiir die
Insulinanalogen angenommen, da es keinerlei konkrete Hinweise auf zu erwartende
Plasmakonzentrationen bei Athleten gibt, die Insulin als leistungssteigernde Substanz
millbrauchen. Da diese Athleten sich jedoch einen Effekt dieser Substanzen unter Zufuhr

hoher Kohlenhydratmengen versprechen, sollten die eingesetzten Hormondosen eher in
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hyper- als in sub-physiologischen Mengen zu finden sein, auch unter MiBachtung der
moglichen schwerwiegenden Folgen fiir den Organismus [127].

Die Werte von Humaninsulin im Plasma nach oraler Aufnahme von 75 g Glukose (oraler
Glukose-Toleranztest, o0GTT) wurden nach ca. 30 min mit bis zu 1,5 ng/mL bestimmt, wobei
die jeweiligen Insulinkonzentrationen in nahezu optimaler Korrelation (bei gesunden
Menschen) zu den simultan gemessenen Glukosekonzentrationen ermittelt worden sind (siche
Abb. 46). Die obere Grenze des Arbeitsbereiches der Methode wurde unter Beriicksichtigung
dieser Ergebnisse auf ca. 2 ng/mL Plasma festgelegt, da hohere Werte fiir gesunde Menschen

nicht physiologisch sind [9].
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Abb. 46: Plasmainsulin- (#) und Glukosekonzentrationen (/) eines gesunden Menschen nach
oraler Gabe von 75 g Glukose mit acht MeBpunkten {iber einen Zeitraum von 150 min nach

Glukose-Belastung.
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4.2 Methodenvalidierung: Humalog, Novolog und Lantus im Plasma

4.2.1 Spezifitat

Der Parameter der Spezifitit spielt bei der Entwicklung einer analytischen Methode, die im
Dopingbereich eingesetzt werden soll, eine besondere Rolle. Schon durch die Wahl der
hochspezifischen massenspektrometrischen Detektion sollen sowohl falsch-positive als auch
falsch-negative FErgebnisse nahezu ausgeschlossen werden. Dies ist durch mogliche
bioanalytische Ansidtze (ELISA, RIA etc.) unter Beriicksichtigung von auftretenden
Kreuzreaktionen schwieriger umzusetzen [9, 10, 72, 87, 121]. Im Verlauf der Validierung
muss im Folgenden dann gezeigt werden, dass die Spezifitdt matrixunabhingig, d.h. von
interindividuellen Matrixeinfliissen nicht beeinflult wird. Dies wurde durch die Analyse von
10 unterschiedlichen Blank-Plasmen gezeigt, wobei diese Plasmen beziiglich des endogenen
Humaninsulins nicht als ,,Blank® bezeichnet werden konnen. Fiir die Analytik der
Insulinanalogen Novolog und Lantus stellt die Anwesenheit von HI im Plasma kein Problem
dar, weil sie sich in ihrer molekularen Masse unterscheiden. Demzufolge konnten in den zehn
Plasmen von gesunden Teilnehmern keine interferierenden Signale in den jeweiligen
Produktionenchromatogrammen fiir Novolog und Lantus festgestellt werden.

Im Falle des schnell wirkenden HI-Isomeren Humalog kann der Parameter der Spezifitét nicht
unkompliziert abgehandelt werden, da eine Differenzierung anhand der molekularen Masse
nicht moglich ist und auch keine chromatographische Trennung erreicht werden konnte. Zur
Unterscheidung  konnen jedoch die  Ergebnisse der massenspektrometrischen
Charakterisierung herangezogen werden. Das Produktion y, bei m/z = 217 der B-Kette von
Humalog kann als diagnostisches Fragmention dienen, da es durch CID von HI nicht
entstehen kann und folglich in allen zehn Blank-Plasmen zur entsprechenden Retentionszeit
nicht detektiert worden ist (siche auch Kap. 4.1.2.1 f¥).

Weiterhin zeigten sich in Blank-Plasmen, die jeweils einzeln mit Humalog, Novolog oder
Lantus dotiert wurden, keine interferierende Signale in den anderen Produktionen-
Experimenten und auch das Chromatogramm einer Probe, die ohne Zugabe von ISTD
aufgearbeitet wurde, ergab kein Signal in der zugehdrigen Ionenspur zur entsprechenden
Retentionszeit. Ein Beispiel von Produktionen-Chromatogrammen einer Plasmaprobe, die mit

1,0 ng/mL Humalog, Novolog und Lantus dotiert worden ist, ist in Abb. 47 gezeigt.
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Abb. 47: ESI-Produktionen-Chromatogramme der fiinffach geladenen Quasimolekiilionen
von HI/Humalog (m/z 1162, bei 23,2 min), Novolog (m/z 1166, bei 23,1 min), Lantus (m/z
1213, bei 22.8 min) und Rinderinsulin als IS (m/z 1147, bei 22,8 min) aus einer Plasmaprobe,

die mit ca. 1,0 ng/mL Humalog, Novolog und Lantus dotiert worden ist.

4.2.2 Nachweisgrenze (LOD)

Die Nachweisgrenze der Methode wurde iiber das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis eines
dotierten Probenpools (n = 6) ermittelt. Diese ist flir alle drei Analogen nahezu gleich und
liegt bei etwa 0,5 ng/mL. Alle Peakhohen der Sechsfach-Bestimmung zeigen im
entsprechenden Produktionen-Chromatogramm jeweils ein Signal-zu-Rausch-Verhéltnis von
mindestens 3:1. Zusétzlich wurde das Grundrauschen in den Chromatogrammen der 10
Blank-Plasmen aus der Spezifititsmessung mit diesen Peakhohen verglichen und auch hier ist
ein ausreichendes S/N > 3 gegeben. Bei der Nachweisgrenze fiir Humalog muss hierbei

beriicksichtigt werden, dass sich die detektierten Signale als Summenparameter aus Humalog
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und HI (endogen) zusammensetzen. Um jedoch eine moglichst realistische Abschitzung fiir
die Nachweisgrenze flir Humalog treffen zu konnen, wurde ein Blank-Plasmapool verwendet,

der nur sehr wenig (< 0,3 ng/mL) HI enthielt (siche auch Kap. 4.2.5).

4.2.3 Préazision an der Nachweisgrenze

Die Auswertung der relativen Standardabweichung als Indikator fiir die Prézision erfolgte
iiber das Verhiltnis der jeweiligen Analyt-Peakflachen zur Peakfliche des internen Standards
aus dem entsprechenden Totalionenstrom (TIC) der Produktionenexperimente. Es wurde
hierzu wiederum die Sechsfach-Bestimmung am LOD ausgewertet. Fiir alle Analyten waren
die tiber den ISTD korrigierten relativen Standardabweichungen unter 20 %, d.h. fiir
Humalog: 13 %, fiir Novolog: 15 % und fiir Lantus: 14 %. Alle Bestimmungsreihen waren
nach Dixon frei von Ausreiflern [128].

Dieser Parameter hat fiir eine Bestimmung mit qualitativem Charakter zwar nur eine
untergeordnete Bedeutung, die Ergebnisse zeigen jedoch, dass auch im Bereich der

Nachweisgrenze noch semiquantitative Aussagen erlaubt sind.

4.2.4 Wiederfindung

Ein sehr wichtiger Parameter und guter Indikator fiir die Qualitit einer Methode im
Spurenbereich ist die absolute Wiederfindung und reziprok gleichbedeutend der Verlust an
Analyten widhrend der Probenaufarbeitung. Hat eine Methodenentwicklung eine
Wiederfindung nahe 100 % erbracht, ist dies eine ideale Grundlage zur Optimierung aller
iibrigen Methodenparameter. Fiir die entwickelte Methode wurden die Wiederfindungsraten
auf dem physiologisch realistischen Level von 1,0 ng/mL fiir alle drei Insulinanalogen mit 94
% fir Humalog, 98 % fiir Novolog und 91 % Lantus bestimmt. Die relativen
Standardabweichungen, die aus der jeweiligen sechsfach Bestimmung bei Dotierung der
Proben vor- bzw. nach Aufarbeitung (n = 2 x 6) berechnet werden konnen, lagen dabei fiir

alle Analyten unter 20 %.
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4.2.5 Linearitat

Innerhalb des Arbeitsbereiches (0,5 bis 2 ng/mL) der Methode wurde durch Analyse von
unabhéngig dotierten Proben bei 0,5, 0,75, 1,0, 1,25, 1,5 und 2,0 ng/mL die Korrelation der
ermittelten Werte iberpriift. Fiir alle drei Analogen ergab der F-Test (p = 95%) der
Verfahrensstandardabweichungen nach Mandel [129], dass eine lineare Anndherung erlaubt
ist. Die Geradengleichungen mit den dazugehdrigen Korrelationskoeffizienten sind fiir
Humalog: y = 0,1144x + 0,0357, r = 0,993; fiir Novolog: y = 0,1058x + 0,0104, r = 0,992 und
fiir Lantus: y = 0,0566x + 0,0049, r = 0,990. Dabei ist auffillig, dass die Kalibriergerade fiir
Humalog im Vergleich zur Geraden von Novolog einen deutlich groBeren y-Achsenabschnitt
bei etwa gleicher Steigung aufweist, also nach oben verschoben ist (siche Abb. 48). Diese
Verschiebung kann durch den geringen Gehalt an HI im Plasma, welches zur Dotierung
benutzt wurde, erklirt werden. Dieser ldsst sich sogar {iber eine Art modifiziertes
Standardadditionsverfahren abschétzen, indem man den x-Achsenabschnitt der Gerade
berechnet. Es ergibt sich daraus ein theoretischer Gehalt an HI im zur Linearititsbestimmung
genutzten Plasma von ca. 0,3 ng/mL (xo, siche Abb. 48), der etwa dem endogenen Basalwert

im Fastenzustand entspricht.
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Abb. 48: Graphische Darstellung der Linearitatsbestimmung von Humalog (¢ ), Novolog (M)

und Lantus (4) im Bereich von 0,5 bis 2,0 ng/mL in dotierten Plasmaproben.

Auch die Linearitdt ist fiir die Bewertung einer qualitativ genutzten Methode von
untergeordneter Bedeutung. Die Ergebnisse zeigen aber auch hier die Moglichkeit
semiquantitative Abschdtzungen fiir die einzelnen Analyten im Arbeitsbereich treffen zu
diirfen. Wenn moglichst exakte Humaninsulinkonzentrationen bestimmt werden sollen,
besteht ohne vorhandenes Blank-Plasma die Mdglichkeit {iber ein Standardadditionsverfahren

den Gehalt zu bestimmen [130].

4.3 Bestimmung von Humaninsulin in Urin

Die renale Ausscheidung von intaktem Insulin und die generelle Moglichkeit der
massenspektrometrischen Bestimmung war zu Beginn der Studie noch unklar, weil eine
solche analytische Methode in der wissenschaftlichen Literatur bisher noch nicht beschrieben
worden ist. Daher wurde, wie bereits beim Plasma beschrieben, zunédchst versucht, endogen
gebildetes HI in Urinproben von gesunden Menschen nachzuweisen. Es zeigte sich, dass die
Konzentrationen im Vergleich zum Plasma etwa um den Faktor 10 geringer sind (vgl. Abb.

46 und Abb. 50). Die zehnfache Menge Urin sollte demnach bei gleicher Wiederfindung
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einen dhnlichen Response ergeben, und es wurde eine zusitzliche Festphasenextraktion vor
der IAC eingefiihrt, um ein Volumen von ca. 10 — 20 mL Urin handhaben zu kénnen. Als
kritischer Faktor ist dabei der Anteil an organischem Losungsmittel (Acetonitril) bei der
Elution auf die IAC-Siule anzusehen, weil sich mit zu hohen Acetonitrilkonzentrationen kein
stabiler Antigen-Antikdrper-Komplex ausbildet. Das Problem konnte jedoch durch
Verwendung eines moglichst kleinen Elutionsvolumen (1,6 mL mit 50% ACN) und
anschlieBender Verdiinnung mit PBS-Puffer zufriedenstellend geldst werden. Abb. 49 zeigt
die Produktionen-Chromatogramme von HI und IS aus einer Urinprobe eines gesunden

Probanden ohne Insulinbehandlung mit ca. 100 pg/mL endogenem HI.
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Abb. 49: ESI-Produktionen-Chromatogramme der fiinffach geladenen Quasimolekiilionen
von HI (m/z 1162) und Rinderinsulin als IS (m/z 1147) aus einer Urinprobe mit ca. 100 pg/mL

endogenem HI mit intensiven Signalen bei 17,0 fiir HI bzw. 16,7 min fiir den IS.

Um auch fiir diese Matrix experimentelle Daten iiber den zu erwartenden Arbeitsbereich zu

bekommen, wurde das Ausscheidungs-Profil von HI eines gesunden Menschen iiber 24
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Stunden bestimmt. Die ermittelten Werte schwanken zwischen 30 und 200 pg/mL, wobei sich
ein durchschnittliche Konzentration von ca. 80 pg/mL ergibt (Abb. 50). Bei einem
Urinvolumen von 2 L / 24h ergibt sich daraus eine Menge von 160 ng HI / 24 h. Der tigliche
Bedarf an Insulin liegt bei 0,5 — 1 IE / Tag / kg, d.h. bei einem 70 kg schweren Menschen
gelangt iiber die Bauchspeicheldriise 1,2 — 2,4 mg Insulin / Tag ins Blut [131, 132]. Die
absolute Insulinmenge im 24h-Urin zeigt damit, dass nur ca. 0,01 % des endogen produzierten
Hormons iiber den Urin intakt ausgeschieden werden [131].

Die experimentell ermittelten Daten fiir HI wurden als Grundlage zur Festlegung des
Arbeitsbereiches fiir die Bestimmung der Insulinanalogen im Urin herangezogen, wobei eine

Voraussage fiir die zu erwartenden Konzentrationen nicht méglich ist.

80 -
60 -
40 +

20 +

Stunden

Abb. 50: Ausscheidungsprofil von endogen produziertem HI eines gesunden Menschen {iber
24 Stunden. Das Gesamtvolumen betrug ca. 2 L und die durchschnittliche Konzentration liegt

bei etwa 80 pg/mL.

20
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4.4 Methodenvalidierung der schnell wirkenden Insulinanalogen Humalog,
Novolog und Apidra in Urin

4.4.1 Spezifitat

Zehn unterschiedliche Urine gesunder Probanden zeigten fiir die urindre Matrix keine
interferierenden Signale in den entsprechenden Produktionen-Chromatogrammen von
Novolog und Apidra. Wie bereits fiir die Plasma-Matrix beschrieben, kann die Spezifitit von
Humalog nur unter Beriicksichtigung des jeweiligen Produktionen-Spektrums von HI /
Humalog bei m/z = 1162 zur entsprechenden Retentionszeit gepriift werden. Die Abwesenheit
des diagnostischen Fragmentions bei m/z = 217 belegt die Spezifitdt der Methode gegeniiber
Humalog. Aus den einzeln dotierten Urinproben ist ersichtlich, dass eine Unterscheidung von
Novolog und Apidra nur unter Berlicksichtigung der dazugehorigen Massenspektren erfolgen
kann, weil die Massendifferenz der fiinffach geladenen Molekiilionen, die theoretisch
berechnet bei m/z = 1166,2 bzw. 1165,5 liegen (fiir die verwendeten nicht hochauflésenden
Massenspektrometer), zu gering ist. Da auch keine ausreichende chromatographische
Trennung erfolgt, wird die eindeutige Unterscheidung unter Beriicksichtigung diagnostischer
Produktionen im korrespondierenden MS/MS-Spektrum erreicht (vgl. Abb. 24 und 26 bzw.
Abb. 28 und 30).

4.4.2 Nachweisgrenze (LOD)

Die Nachweisgrenze der Methode wird iiber ein Signal-zu-Rauschverhiltnis zur
entsprechenden Retentionszeit des Produktionen-Chromatogramms von mindestens 3 zu 1
bestimmt. Fiir 20 mL Urin konnte das LOD fiir die schnell wirkenden Analogen bei ca. 40 -
50 pg/mL (entspr. 7 - 9 fmol/mL) ermittelt werden und liegt somit im unteren endogenen

Bereich (Abb. 51).
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Abb. 51: ESI-Produktionen-Chromatogramme der fiinffach geladenen Quasimolekiilionen
von HI/Humalog (m/z 1162, bei 20,6 min), Novolog (m/z 1166, bei 20,5 min) und
Rinderinsulin als IS (m/z 1147, bei 20,4 min, ~0,5 ng/mL) aus einer Urinprobe, die mit ca. 50
pg/mL (am LOD) Humalog und Novolog dotiert worden ist. Die Differenzierung von HI und

Humalog kann nur iiber das dazugehdrige MS/MS-Spektrum gezeigt werden.

4.4.3 Prazision am LOD

Zur Absicherung des ermittelten LOD wurde die Prizision einer sechsfach Bestimmung bei
50 pg/mL ermittelt. Fiir alle Analogen ergab die Auswertung ein S/N > 3 und die relative
Standardabweichung der tiber den ISTD korrigierten Peakflichen wurde mit < 20% errechnet.
Dabei wurden fiir die einzelnen Analyten Prizisionen von 9, 11 und 16 % fiir Humalog,
Novolog bzw. Apidra bestimmt. Die Sechsfach-Bestimmung einer Urinprobe, die etwa 50
pg/mL HI (endogen) enthielt, ergab eine relative Standardabweichung von 15 %. Alle

Bestimmungsreihen waren nach Dixon frei von Ausreiflern [128].
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4.4.4 Wiederfindung

Die Wiederfindung, berechnet als der prozentualer Verlust an Analyten wéhrend der
Aufarbeitung, wurde bei einer Konzentration von 100 pg/mL bestimmt, indem die Dotierung
vor bzw. nach Aufarbeitung erfolgt ist. Die Wiederfindungsraten wurden mit 78, 72 und 80 %
fir Humalog, Novolog und Apidra berechnet, wobei die jeweiligen relative

Standardabweichungen der Sechsfach-Bestimmungen weniger als 20 % betrugen.

4.4.5 Linearitat

Innerhalb des festgelegten Arbeitsbereiches ist die Methode auf Linearitdt gepriift worden.
Zwischen 50 und 200 pg/mL wurden Proben dotiert und die iiber den ISTD korrigierten
Peakflichen beziiglich ihrer Korrelation ausgewertet. Die Kalibrierfunktionen mit
Korrelationskoeffizienten fiir die einzelnen Analogen ergaben fiir Humalog: y=1,542x-0,002
mit 1=0,992 , Novolog: y=1,722x+0,004 mit r=0,980 und Apidra: y=1,523x-0,035 mit
r=0.992. Der Linearititstest nach Mandel erlaubt eine lineare Anndherung fiir alle Analyten.
Auch fiir Humaninsulin wurde die Linearitdt iiberpriift, wobei die Kalibrierfunktion bei
y=2,301x+0,076 mit r=0,991 einen vergleichbar hohen y-Achsenabschnitt besitzt und dies
(wie bereits bei Plasmaproben diskutiert) durch den endogenen Gehalt an HI im dotierten

Urin begriindet werden kann.

4.4.6 Stabilitat

Die Stabilitdt der Analyten in urindrer Matrix ist ein ebenfalls wichtiger Parameter fiir eine im
Dopingbereich eingesetzte Methode, weil eine eventuelle Instabilitdit zu falsch negativen
Ergebnissen fiithren kann. Die Ergebnisse belegen die Stabilitit der Analyten iiber 8 Wochen
bei 2-8 °C und 16 Wochen bei —18 °C, weil nach Lagerung und Analyse iiber diesen Zeitraum
keine signifikant unterschiedlichen Peakflichen (d.h. groBer als methodencharakteristische
Prizision) fiir die jeweiligen Analogen und auch fiir HI ermittelt worden sind. Dariiber hinaus
hat die Stabilitdtspriifung bei Raumtemperatur nach 3 Tagen bei ca. 22°C keinen Abbau der
Analyten in Urin gezeigt.
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4.5 Untersuchung von Patientenurinen und Dopingkontrollproben

Die einzelnen Validierungsparameter zeigen die prinzipielle Mdglichkeit des Nachweises der
synthetischen Insulinanalogen im Urin. Ein wesentlich realistischerer Hinweis auf die
Effizienz und die Einsatzfdhigkeit der entwickelten Methode ist die Analyse von Urinproben
diabetischer Patienten und Athleten, die mit den jeweiligen Insulinen behandelt worden sind.
Tab. 5 zeigt die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Dopingkontrollurine von Athleten, die
an insulinplichtigem Diabetes mellitus leiden und eine Behandlung mit Insulin auf dem
Probenbegleitschreiben angegeben haben. Die hierbei erzielten Ergebnisse zeigen, dass auch
nach subkutaner Injektion die schnell wirkenden Insuline Humalog, Novolog und Apidra
intakt im Urin nachweisbar sind.

Es handelt sich bei den untersuchten Dopingkontrollproben nicht um ,positive®
Dopingbefunde, weil die bereffenden Athleten nachweislich an Diabetes mellitus leiden und
eine Ausnahmegenehmigung fiir die Behandlung mit Insulin besitzen.

In Abb. 52 und 53 sind die Chromatogramme mit den dazugehorigen MS/MS-Spektren einer
reguldren, urindren Dopingkontrollprobe eines diabetischen Athleten gezeigt, der eine
Applikation mit Apidra angegeben hat. Sowohl die Analyse des intakten Insulins (Abb. 52),
als auch der B-Kette nach Reduktion mit TCEP-HCI-Losung (Abb. 53) erlauben eine
eindeutige Identifizierung des Insulinanalogen iiber die Retentionszeiten der Signale (bei 20,4
bzw. 23,3 min), sowie anhand der diagnostischen Produktionen vom a-, y- und b-Typ (siche
auch Kap. 4.1.2.7/8).

In Analogie dazu sind in Abb. 54 und 55 die Ergebnisse der Analyse einer
Dopingkontrollprobe eines Athleten gezeigt, der mit Humalog behandelt worden ist. Auch
hier kann die Applikation des synthetischen Insulins anhand der intensiven Signale in den
Chromatogrammen (bei 17,4 in Abb. 54 bzw. 18,0 min in Abb. 55) und dem diagnostischen
Ion y, bei m/z 217 in den MS/MS-Spektren fiir das intakte Molekiil (Abb. 54) und der
reduzierten B-Kette (Abb. 55) eindeutig nachgewiesen werden und gleichzeitig eine

Differenzierung gegeniiber HI vorgenommen werden (sieche auch Kap. 4.1.2.3/4).
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Tab. 5: Untersuchte Dopingkontrollproben (Urin) von Athleten mit insulinpflichtigem

Diabetes mellitus, aufgeschliisselt nach Geschlecht, Sportart und identifiziertem Insulin bzw.

Insulinanalogen.
Nr. Geschlecht Sportart Insulin
1 m Gewichtheben HI
2 w Kraftsport HI
3 w Wrestling HI
4 m Fussball Humalog
5 m Rollstuhl-Rugby Novolog
6 m Kraftsport Apidra
7 w Kanu Apidra
8 m Fussball HI
9 m Tennis Novolog
10 w Tennis HI
11 m Gewichtheben Novolog
12 m Kraftsport HI
13 w Hockey Humalog
14 m Kraftsport Apidra
15 m Leichtathletik Novolog
16 w Taekwondo HI
17 m Kugelstol3en HI
18 m Eishockey Apidra
19 m Leichtathletik Novolog
20 W Skilanglauf Humalog
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Abb. 52: ESI-Produktionen-Chromatogramm und MS/MS-Spektrum des fiinffach geladenen

Quasimolekiilions von Apidra (m/z 1165, bei 20,4 min) aus einer Dopingkontrollprobe eines

Athleten, der als Diabetiker mit dem schnellwirkenden Insulinanalogen Apidra behandelt

worden ist.
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Abb. 53: ESI-Produktionen-Chromatogramm und MS/MS-Spektrum des vierfach geladenen
Quasimolekiilions der reduzierten B-Kette von Apidra (m/z 862, bei 23,3 min) aus einer
Dopingkontrollprobe (Urin) eines Athleten, der als Diabetiker mit dem schnellwirkenden

Insulinanalogen Apidra behandelt worden ist.
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Abb. 54: ESI-Produktionen-Chromatogramm und MS/MS-Spektrum des fiinffach geladenen
Quasimolekiilions von HI/Humalog (m/z 1162, bei 17,4 min) aus einer Dopingkontrollprobe
eines Athleten (Diabetiker), der mit dem schnellwirkenden Insulinanalogen Humalog

behandelt worden 1ist.
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Abb. 55: ESI-Produktionen-Chromatogramm und MS/MS-Spektrum des vierfach geladenen

Quasimolekiilions der reduzierten B-Kette von HI/Humalog (m/z 858,5, bei 18,0 min) aus

einer Dopingkontrollprobe (Urin) eines Athleten (Diabetiker), der mit dem schnellwirkenden

Insulinanalogen Humalog behandelt worden ist.

4.6 Untersuchungen zur Analytik der langwirkenden Insulinanalogen Lantus
und Levemir in Urin

Bei der Analyse von Urinen von Patienten oder Athleten, die als Diabetiker mit den

langwirkenden Insulinanalogen Lantus oder Levemir behandelt worden sind, konnten im

Gegensatz zu den schnell wirkenden Analogen zunichst keine dieser Analyten nachgewiesen

werden. Auch der Transfer der Methode auf ein empfindlicheres Massenspektrometer (von

API 2000 QTRAP auf API 4000 QTRAP) brachte diesbeziiglich keine analytischen Erfolge,

weil die langwirkenden Analoga offensichtlich nicht in ausreichender Menge intakt iiber die

Niere ausgeschieden werden. Um jedoch trotzdem die Moglichkeit zu haben eine verbotene

Applikation dieser Insuline im Dopingkontrollbereich aufzudecken, wurden verschiedene
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metabolische Abbauwege mit eventuell auftretenden charakteristischen Metaboliten
untersucht. Wie bereits im Literaturteil beschrieben (siche Kap. 2.10), ist der Metabolismus
von Insulin ein schon seit langem untersuchter Prozess, wobei durch eine in vitro
Versuchsdurchfithrung mit speziellen Zellgeweben nie eine Exposition gegeniiber allen
Enzymklassen im Organismus simuliert werden kann [11, 114, 116, 117]. Erst die
Identifizierung von Metaboliten nach vollstdndiger Korperpassage, d.h. von der Sekretion
(bzw. Applikation) bis zur Ausscheidung, kann zur Implementierung von effizienten
Zielanalyten fiir die Dopinganalytik fiihren.

Die Suche nach in den Literatur bereits beschriebenen Abbauprodukten von HI im Urin macht
dies ebenfalls deutlich (siehe auch Abb. 9), denn bis auf geringe Mengen von DesB25-30 HI
konnten keine weiteren der Insulinbruchstiicke gefunden werden, die sich theoretisch iiber die

IAC hitten aufreinigen lassen konnen.

4.7 Identifizierung der Abbauprodukte von HI und Levemir: DesB30 HI,
DesB25-30 HI und DesB24-30 HI

Die massenspektrometrische Identifizierung der Abbauprodukte wurde zunédchst anhand von
Urinproben von Patienten mit Insulinbehandlung (HI oder Levemir) nach beschriebener
Probenaufarbeitung durchgefiihrt. Dazu wurden MS/MS-Experimente mit theoretisch
kalkulierten Massen der verschiedenen Abbauprodukte entwickelt und die dazugehorigen
Chromatogramme auf verddchtige Signale untersucht. Fiir das bis dahin unbekannte
Abbauprodukt DesB30 HI ergibt sich z. B. durch das Fehlen der Aminosdure Threonin an
Position B30 ein Molekiilgewicht von 5607 Da und fiir das fiinffach protonierte
Quasimolekiilion [M+H]>" wird ein Produktionen-Experiment bei m/z = 1142 durchgefiihrt
(Abb. 56). Im resultierenden Chromatogramm zeigt sich ein intensives Signal zur etwa
gleichen Retentionszeit wie intaktes HI, wobei mit dem dazugehdrigen Produktionenspektrum
das Abbauprodukt DesB30 HI eindeutig identifiziert werden kann (Abb. 57). Fir die
moglichen Abbauprodukte DesB29-30, DesB28-30, DesB27-30 und DesB26-30 HI wurden in
den untersuchten Proben keine verddchtigen Signale detektiert. Die Anwesenheit der
Abbauprodukte DesB25-30 HI und DesB24-30 HI (Molekiilgewichte: 5070 bzw. 4923 Da)
konnte dann jedoch wieder iiber charakteristische Produktionenspektren mit intensiven
Signalen fiir die Quasimolekiilionen [M+4H]*" bei m/z = 1269 bzw. 1231 nachgewiesen
werden. Weitere Metabolite (DesB23-30 HI 0.4.) von HI oder Levemir wurden in den

untersuchten Urinproben nicht gefunden. Abb. 57 zeigt extrahierte Produktionen-
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Chromatogramme mit den dazugehorigen MS/MS-Spektren aus einem Patientenurin nach
Behandlung mir Levemir. Die Metaboliten DesB30 HI (m/z 1142 bei 17,5 min), DesB24-30
HI (m/z 1231 bei 16,4 min) und DesB25-30 HI (m/z 1268 bei 17,1 min) konnen hier
eindeutig durch intensive Signale im jeweiligen Chromatogramm und charakteristische
Produktionen (a- bzw. y-Fragmente) im MS/MS-Spektrum identifiziert werden. Zur
zusitzlichen Absicherung der Ergebnisse konnen diese Experimente auch nach Reduktion fiir
die B-Kette durchgefiihrt werden. So ist zum Beispiel in Abb. 58 das extrahierte
Produktionen-Chromatogramm (m/z 849) mit einem Signal bei 16,5 min fiir das
Quasimolekiilion [M+3H]*" und dem dazugehdrigen MS/MS-Spektrum der DesB24-30 HI-B-
Kette, isoliert aus einem Patientenurin nach Behandlung mit rekombinatem HI, gezeigt. Die
Identifizierung kann hier anhand einer umfassenden Reihe von einfach- oder mehrfach-
geladenen Produktionen des a-, y- und b-Typs erfolgen.

In allen untersuchten Proben war DesB30 HI jeweils Hauptmetabolit und selbst in Urinproben
von gesunden Patienten ohne Insulinbehandlung kann dieser Analyt in Abhiangigkeit vom HI-
Gehalt regelméfig nachgewiesen werden. Eine einfache Synthese durch enzymatische
Hydrolyse mit Lys-C aus HI-Referenzsubstanz erbrachte jedoch nur eine ca. 50 %-ige
Umsetzung und wurde damit als ungeeignet eingestuft. Einen DesB30 HI-Standard mit einer
Reinheit von > 95% wurde dann freundlicherweise von der Firma Novo Nordisk (Danemark)
zur Verfligung gestellt. Sowohl die Retentionszeit als auch das dazugehorige
Produktionenspektrum der analysierten Referenzsubstanz bestdtigten die Identitdt des bereits

in den Urinen nachgewiesenen Abbauproduktes DesB30 HI (siche auch Kap. 4.1.2.13/14).

B30
@ COOH
"~ DesB30 HI

‘v\\ DesB25-30 HI
DesB24-30 HI

ADbb. 56: Aminosduresequenz von Humaninsulin mit den Spaltungsstellen der aus Urin

identifizierten metabolischen Abbauprodukte DesB30 HI, DesB25-30 HI und DesB24-30 HI.
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Abb. 57: Extrahierte ESI-Produktionen-Chromatogramme und MS/MS-Spektren der fiinf-

bzw. vierfach geladenen Quasimolekiilionen von DesB30 HI als [M+5H]*" bei m/z 1142-244,
DesB24-30 HI als [M+4H]"" bei m/z 1231-418 und DesB25-30 HI als [M+4H]*" bei m/z

1268-379 aus einer Urinprobe von einem Patienten, der an Diabetes mellitus leidet und mit

dem langwirkenden Insulinanalogen Levemir behandelt worden ist.
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Abb. 58: Extrahiertes ESI-Produktionen-Chromatogramm (m/z 849-896) und MS/MS-
Spektrum des dreifach geladenen Quasimolekiilions [M+3H]*" der reduzierten B-Kette von
DesB24-30 HI aus einer Urinprobe von einem Patienten, der als Diabetiker mit

rekombinantem HI behandelt worden ist.

4.8 Identifizierung der Abbauprodukte von Lantus (LAN): DesB30-32 LAN,
DesB31-32 LAN und DesB24-32 LAN

Wie bereits fiir die HI- und Levemir-Abbauprodukte erfolgreich angewendet, wurde auch fiir
das langwirkende Analoge Lantus die Identifizierung der Metabolite zundchst aus
Patientenurin durchgefiihrt. Mit Produkionen-Experimenten der vier- bzw. fiinffach geladenen
Quasimolekiilionen bei m/z = 1151, 1131 und 1217 konnten die Abbauprodukte DesB31-32-,
DesB30-32- und DesB24-30 LAN anhand von charakteristischen MS/MS-Spektren
identifiziert werden (Abb. 59). Abb. 60 zeigt extrahierte Produktionen-Chromatogramme mit
den dazugehorigen MS/MS-Spektren aus einem Patientenurin nach Behandlung mit Lantus.

Die Metaboliten DesB30-32 LAN (m/z 1131 bei 17,6 min), DesB31-32 LAN (m/z 1151 bei
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16,8 min) und DesB24-32 LAN (m/z 1217 bei 16,9 min) konnen hier eindeutig durch
intensive Signale im jeweiligen Chromatogramm und charakteristische Produktionen (a- bzw.
y-Fragmente) im MS/MS-Spektrum identifiziert werden. Alle diese LAN-Metaboliten
unterscheiden sich von den Abbauprodukten von HI durch die Modifikation an der A-Kette
und dem daraus resultierenden niedrigeren Molekulargewicht.

Im Gegensatz zu HI konnte ein DesB30-32 LAN-Standard recht einfach durch Hydrolyse mit
Lys-C aus Lantus-Referenzsubstanz hergestellt werden. Die enzymatische Umsetzung war
nach 2 h schon ausreichend (siche Kap. 3.7.2). Mit Hilfe des charakteristischen
Produktionenspektrums und der passenden Retentionszeit der so hergestellten

Referenzsubstanz ist die Identitdt des Abbauproduktes DesB30-32 LAN zusétzlich bestitigt

worden.

DesB31-32 LAN
DesB30-32 LAN

Abb. 59: Aminosduresequenz von Lantus mit den Spaltungsstellen der aus Urin
identifizierten metabolischen Abbauprodukte DesB31-32 LAN, DesB30-32 LAN und
DesB24-30 LAN.
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Abb. 60: Extrahierte ESI-Produktionen-Chromatogramme und MS/MS-Spektren der fiinf-
bzw. vierfach geladenen Quasimolekiilionen von DesB30-32 LAN als [M+5H]>" bei m/z
1131-244, DesB31-32 LAN als [M+5H]’" bei m/z 1151-345 und DesB24-32 LAN als
[M+4H]*" bei m/z 1217-418 aus einer Urinprobe von einem Patienten (Diabetiker), der mit

dem langwirkenden Insulinanalogen Lantus behandelt worden ist.

4.9 Methodenvalidierung zum qualitativen Nachweis der Abbauprodukte
DesB30 HI und DesB30-32 LAN in Urin

4.9.1 Spezifitat

Zehn unterschiedliche Urine gesunder Teilnehmer zeigten fiir die urindre Matrix keine

interferierenden Signale in den entsprechenden Produktionen-Chromatogrammen von
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DesB30 HI und DesB30-32 Lantus. Im Falle von DesB30 HI stand keine echte Blank-Matrix
zur Verfiigung und deshalb wurde eine Matrix verwendet, die nur sehr wenig HI und DesB30

HI enthielt.

4.9.2 Nachweisgrenze (LOD)

Die Nachweisgrenze der Methode wird iiber ein Signal-zu-Rauschverhiltnis zur
entsprechenden Retentionszeit des Produktionen-Chromatogramms von mindestens 3
bestimmt. Fiir 20 mL Urin liegt das LOD der beiden Analyten bei 25 pg/mL (entspr. 5
fmol/mL).

4.9.3 Prazision am LOD

Zur Absicherung des ermittelten LOD wurde die Prizision einer Sechsfach-Bestimmung bei
25 pg/mL ermittelt. Fiir alle Analogen wurde bei einem ein S/N > 3 eine relative
Standardabweichung der iiber den ISTD korrigierten Peakfldchen von < 20% ermittelt. Dabei
konnten fiir die einzelnen Analyten Prédzisionen von 12 und 14 % fiir DesB30 HI bzw.
DesB30-32 Lantus bestimmt werden. Alle Bestimmungsreihen waren nach Dixon frei von

Ausreiflern [128].

4.9.4 Wiederfindung

Der Verlust von Analyten wéhrend der Aufarbeitung ist bei einer Konzentration von 200
pg/mL bestimmt worden, indem die Dotierung vor bzw. nach Aufarbeitung erfolgte. Die
mittleren Wiederfindungsraten wurden mit 97 und 109 % fiir DesB30 HI bzw. DesB30-32
Lantus berechnet, wobei die jeweiligen relative Standardabweichungen der sechsfach

Bestimmungen weniger als 20 % betrugen.
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4.9.5 Linearitat

Innerhalb des festgelegten Arbeitsbereiches wurde die Linearitit der Methode gepriift.
Zwischen 25 und 200 pg/mL wurden Proben dotiert und die iiber den ISTD korrigierten
Peakflichen beziiglich ihrer Korrelation ausgewertet. Die Kalibrierfunktionen mit
Korrelationskoeftizienten fiir die einzelnen Abbauprodukte sind fiir DesB30 HI: y=0.006x-
0,242 mit =0,988 und DesB30-32 Lantus: y=0,024x-0,075 mit 1=0,995. Der Linearitétstest
nach Mandel erlaubt eine lineare Annéherung in beiden Féllen. Der vergleichsweise grofe y-
Achsenabschnitt flir die DesB30 HI-Funktion kann (wie bereits bei Plasmaproben diskutiert)

durch den endogenen Gehalt des Analyten im dotierten Urin erklért werden.

4.9.6 Stabilitat

Die Ergebnisse belegen die Stabilitdt der Analyten tiber 8 Wochen bei 2-8 °C und 16 Wochen
bei —18 °C, weil nach Lagerung iiber diesen Zeitraum und Analyse keine signifikant
unterschiedlichen Peakfldchen (d.h. groBer als methodencharakteristische Prézision) fiir die
jeweiligen Metaboliten ermittelt worden sind. Auch konnte nach Lagerung iiber 3 Tage bei 22

°C keine Instabilitdt oder Abbau der Analyten im Urin festgestellt werden.

4.10 Untersuchung von Dopingkontrollproben

Der Nachweis der Lantus-Abbauprodukte DesB30-32, DesB31-32 und DesB24-32 LAN in
reguldren Dopingkontrollproben von Athleten die nicht an Diabetes mellitus leiden ist ein
direkter Beweis fiir den Mi3brauch des langwirkenden Insulinanalogen, denn durch die
Modifikation der A-Kette an Position A21 sind alle diese Metaboliten massenspektrometrisch
von den Abbauprodukten des HI unterscheidbar. Abb. 61 zeigt ein Chromatogramm mit
entsprechendem MS/MS-Spektrum des fiinffach protonierten Quasimolekiilions (m/z 1131)
von DesB30-32 LAN, gemessen aus einem Dopingkontrollurin eines Athleten (Diabetiker),

der mit Lantus behandelt worden ist.
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Abb. 61: ESI-Produktionen-Chromatogramm und MS/MS-Spektrum des fiinffach geladenen
Quasimolekiilions mit einem Signal bei 17,2 min fiir DesB30-32 LAN (m/z 1131) aus einer
reguldren Dopingkontrollprobe eines Athleten mit Diabetes mellitus, der mit dem

langwirkenden Insulinanalogen Lantus behandelt worden ist.

Ein solcher direkter Beweis fiir den potentiellen Miflbrauch von rekombinantem HI oder
Levemir kann mit der entwickelten Methode leider nicht erbracht werden, da eine
massenspektrometrische Unterscheidung der Herkunft von DesB30-, DesB25-30- und
DesB24-30 HI nicht moglich ist. Die aufgefiihrten Analyten kdnnen sowohl aus endogen
produzierten HI entstehen als auch nach einer verbotenen Applikation von rekombiantem HI

oder Levemir im Urin nachgewiesen werden.
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Abb. 62: Graphische Darstellung der Verhéltnisse von DesB30 HI zu HI in 13 Urinproben
von gesunden Menschen (schwarz), in 3 Proben von Patienten mit HI-Behandlung (grau) und

einer Proben von einem Diabetiker nach Levemir-Applikation (weif3).

Ein moglicher Ansatz, um eine verbotene HI-Applikation nachzuweisen, ist eventuell in
einem unterschiedlichen Metaboliten-Profil zu finden. Ein Vergleich der Verhiltnisse von
DesB30 HI zu HI in 13 Urinproben gesunder Individuen ohne Insulinbehandlung mit 3
Urinproben von Patienten, die mit rekombinatem HI behandelt worden sind und einer Probe
von einem Patienten nach Levemir-Injektion, ist in Abb. 62 gezeigt. Es wird deutlich, dass die
Urine mit exogener Insulinzufuhr ein verdndertes Insulin-Abbauprodukt-Profil aufweisen,
welches sich in einem erhéhten DesB30 HI / HI-Verhéltnis zeigt.

Es ist generell anzunehmen, dass langwirksame Insulinanaloga gesteigerten metabolischen
Prozessen durch eine verldngerte Exposition im Organismus unterliegen und so zu einem
verdnderten Abbauprodukt-Profil im Urin fiihren [107, 118]. Im Falle von Levemir ist dies
noch zusétzlich durch die im Vergleich zu HI etwa vier- bis fiinffach niedrigere biologische
Aktivitit beeinflusst, wodurch absolut eine hohere Insulinmenge appliziert wird und daraus
entsprechend hohere Plasmainsulinspiegel resultieren. Dariiber hinaus ist das subkutan

injizierte Insulin nach Applikation im Unterhautgewebe zunédchst anderen Enzymen
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(Carboxypeptidasen u.d.) ausgesetzt, als das im Blut zirkulierende Hormon. Ein solches
unterschiedliches Abbau-Verhalten von zirkulierendem und injiziertem Insulin ist am Beispiel
von Proinsulin bereits beschrieben, der Mechanismus oder die beteiligten Enzyme sind jedoch
bis heute nicht vollstindig geklart [133, 134].

Insgesamt konnen diese Ergebnisse im Rahmen dieser Arbeit jedoch nur als
vielversprechende, aber nicht endgiiltig validierte analytische Ansétze verstanden werden. Bei
weiterfilhrenden Studien zur Untersuchung dieser metabolischen Prozesse sollte weiterhin
beriicksichtigt werden, dass sich der Organismus eines Athleten im Training oder im
Wettkampf unter extremen physiologischen Bedingungen befindet. Dies hat bekanntermallen
erheblichen EinfluB auf den gesamten Hormonhaushalt und auch insbesondere auf die
stoffwechselaktiven Hormone [135, 136]. So haben beispielsweise die bei physischer und
psychischer Belastung stark ansteigenden Plasmakonzentrationen der Katecholamine
Adrenalin und Noradrenalin eine hemmende Wirkung auf die Insulin-Rezeptor-Bindung und
es ist anzunehmen, dass das Abbauprodukt-Profil von Insulin durch die Stimulation des

adrenergen-sympathischen Nervensystems ebenfalls beeinflusst wird [33].
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4. 11 C-Peptid

4.11.1 Massenspektrometrische Charakterisierung

Uber die Spritzenpumpe des Massenspektrometers wird eine C-Peptid-Referenzldsung (10
pmol/uL) in die Ionenquelle injiziert, positiv ionisiert und ohne Fragmentierung im Fullscan-
Modus im Bereich von m/z =500 bis 1700 detektiert. Dabei zeigt sich das dreifach protonierte
Quasimolekiilion [M+3H]*" bei m/z = 1007.8 als intensivstes Signal neben dem weniger
intensiven [M+2H]*" bei m/z = 1510,7 (Abb. 63).

Nach Isolation des Quasimolekiilions [M+3H]** bei m/z = 1007,8 im Q1 und anschlieBender
Fragmentierung in der Kollisionszelle Q2 des Massenspektrometers bei Kollisionsenergien
von 35 eV lassen sich sehr aussagekriftige Produktionen-Spektren erzeugen (Abb. 64).

Diese Produktionen sind charakteristische y- und b-lonen aus der Aminosiuresequenz des C-
Peptids und erlauben eine eindeutige Identifikation des Analyten. Die Produktionen bei m/z =
1055, 927, 717, 646, 533, 404, 260 und 147 konnten dabei als yio, Yo Y7 Yo, ¥5 Y4, Y2 und y;
identifiziert werden. Als eine Reihe von einfach geladenen b-Ionen sind im Produktionen-
Spektrum die Ionen by, by, bs, b7, bg und bs bei m/z = 1069, 970, 842, 686 und 558 zu
erkennen. Weiterhin wurde das intensive Signal bei m/z = 130 iiber ein MS’-Experiment (mit
m/z =1007,8 und 147) als y;-NHj identifiziert.

Zur Entwicklung einer hochspezifischen und empfindlichen MeBmethode, die auch
quantitative Bestimmungen gut ermoglichen soll, wurden zusétzlich zu den Produktionen-
Experimenten auch verschiedene MRM-Experimente entwickelt. Dazu wurden die
verschiedenen Parameter (Collision energy, Declustering potential usw.) fiir jeweils einzelne
Ioneniibergéinge optimiert und es zeigte sich, dass die Uberginge bei m/z = 1008/130,
1008/147 und 1008/86 als intensivste Produktionen detektiert werden konnten und damit als

charakteristische MRM-Experimente zur Auswertung etabliert wurden.
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Abb. 63: ESI-Massenspektrum von C-Peptid-Referenzsubstanz mit den verschiedenen
Ladungszustdnden der Quasimolekiilionen im zwei- und dreifach protonierten Zustand bei

m/z 1510,7 und 1007,8.
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Abb. 64: ESI-Produktionenspektrum des dreifach geladenen Quasimolekiilions [M+3H]** bei
m/z 1008,1 von C-Peptid-Referenzsubstanz nach CID mit den charakteristischen
Produktionen des y- und b-Typs

4.11.2 Flussigkeitschromatographie

Die fliissigkeitschromatographische Methode wurde beziiglich der Laufmittel und des
Sdulenmaterials in Anlehnung an die bereits fiir die Insulinbestimmung gewihlten Parameter
entwickelt, um eine denkbare Kombination der Methode zu einem spiteren Zeitpunkt zu
ermdglichen. Neben der Abtrennung von storenden Matrixbestandteilen wurde auch auf eine
symmetrische Peakform und geringe Peakbreite geachtet. Unter den gegebenen Bedingungen
eluiert das C-Peptid in einem Zeitfenster von 18-19 min und der Interne Standard jeweils etwa
0,5 min spiter. Die Gesamtzeit fiir einen HPLC-Lauf betrégt 26 min bei einem Laufmittelflufl
von 150 pL/min. Abb. 65 zeigt das Ergebnis der entwickelten massenspektrometrischen und
fliissigkeitschromatographischen Methode anhand eines MRM-Chromatogramms, gemessen

aus einem Urin von einer gesunden Person mit einem C-Peptid-Gehalt von etwa 30 ng/mL.
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Abb. 65: ESI-MRM-Chromatogramme der dreifach geladenen Quasimolekiilionen [M+3H]*"
mit den Ioneniibergidngen m/z 1008-130, 1008-147 und 1008-86 fiir C-Peptid und dem
Ioneniibergang m/z 1059-130 fiir den ISC (C-Peptid vom Hund), gemessen aus einem Urin

von einem gesunden Menschen in einer Konzentration von ca. 30 ng/mL.

4.12 Bestimmung von C-Peptid im Urin
4.12.1 Methodenvalidierung zur quantitativen Bestimmung von C-Peptid im Urin

4.12.1.1 Spezifitat

Durch stetige endogene Produktion und anschlieBende Spaltung von Proinsulin im

Organismus selbst im Fastenzustand, gibt es fiir die Bestimmung von C-Peptid im Urin keine
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Blank-Matrix mit der interferierende Signale im Chromatogramm ausgeschlossen werden
konnen. Die Spezifitidt der Methode wurde jedoch anhand von Humanurin gezeigt, der fiir 24
h bei Raumtemperatur gelagert worden ist und somit durch die Instabilitit des Analyten (siche
Abb. 66) kein C-Peptid mehr enthélt. Es zeigten sich in den so behandelten Proben keine
interferierenden Signale zur entsprechenden Retentionszeit in den zur Auswertung

herangezogenen MRM-Ionentiibergidngen bei m/z = 1008/130, 1008/147 und 1008/86.
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Abb. 66: ESI-MRM-Chromatogramme der dreifach geladenen Quasimolekiilionen [M+3H]**
mit den Ioneniibergédngen m/z 1008-130, 1008-147 und 1008-86 fiir C-Peptid und dem
Ioneniibergang m/z 1059-130 fiir den ISC (C-Peptid vom Hund), gemessen aus einem

»Blank‘“-Urin von einem gesunden Menschen, der 24 Stunden bei Raumtemperatur gelagert

wurde.
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4.12.1.2 Arbeitsbereich

Zur Ermittlung des zu erwartenden Arbeitsbereiches der Methode wurde der Gehalt an C-
Peptid in zehn Urinproben von gesunden Menschen in unterschiedlichen Fastenzustéinden
bestimmt. Wie Abb. 67 zeigt, liegen die Werte in guter Ubereinstimmung mit den
Literaturdaten zwischen 10 und 120 ng/mL [89]. Um jedoch auch den Gehalt in Urinen von
Typ II-Diabetikern bestimmen zu konnen, die teilweise sehr hohe C-Peptid-
Urinkonzentrationen aufweisen, wird der obere Arbeitsbereich bis auf 300 ng/mL ausgedehnt

(siehe auch Kap. 4.12.1.9).

30000 -
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20000 - y = 200.8x - 259.2

R? = 0.9964
15000 -
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10000 +

5000 +

0 20 40 60 80 100 120
ng/mL

Abb. 67: Graphische Darstellung der C-Peptid-Gehaltsbestimmung von zehn Urinproben von
gesunden Probanden (O) mit Hilfe einer externen Kalibriergeraden (A) unter Angabe der

Kalibriergeradengleichung und des Bestimmtheitsmafes (R?).

4.12.1.3 Nachweisgrenze (LOD)

Die Nachweisgrenze wird {iiber ein S/N-Verhéltnis von mindestens 3 im MRM-
Chromatogramm bei m/z = 1008/130 zur entsprechenden Retentionszeit abgeschétzt und

betrdgt etwa 3 ng/mL. Die in der Literatur beschriebenen und auch experimentell bestétigten
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Konzentrationen im unteren endogenen Niveau liegen bei etwa 20 ng/mL [36, 89, 90]. Damit

kann die Nachweisgrenze der Methode als ausreichend angesehen werden.

4.12.1.4 Bestimmungsgrenze (LOQ)

Die Bestimmungsgrenze ist die Grenze, bei der quantitative Aussagen moglich sind. Sie wird
tiber ein S/N > 9 im MRM-Chromatogramm bei m/z = 1008/130 zur entsprechenden
Retentionszeit abgeschidtzt und betrégt etwa 9 ng/mL. Es ist somit moglich, den Gehalt an C-
Peptid im Urin von gesunden Menschen auch im unteren Bereich quantitativ zu bestimmen

(sieche auch Abb. 68).

18.10 C-Peptid
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1607
120]
80
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18.60 ISC

sdo ‘Alsualu|
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120 130 140 150 160 17'.0m'm 18.0 19.0 200 21.0 220 230

Abb. 68: ESI-MRM-Chromatogramme mit den Ioneniibergdngen 1008-130 fiir C-Peptid und
1059-130 fiir den ISC einer Blank-Urinprobe, die mit 10 ng/mL C-Peptid dotiert worden ist.
Das Signal bei 18,1 min illustriert das S/N > 9 am ermittelten LOQ.

4.12.1.5 Prazision

Die Prézision der Methode betrdgt 9.1 % und ist berechnet als relative Standardabweichung

der Peakfliachen einer Sechsfach-Bestimmung (n = 6) einer Urinprobe mit 60 ng/mL. Die
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Reihe der dabei ermittelten Werte wurde mit Hilfe eines Dixon-Test auf Ausreiler tiberpriift

und war ausreil3erfrei.

4.12.1.6 Vergleichsprazision

Auch die einen Tag spiter bestimmte Vergleichsprédzision, die durch wiederholte
Aufarbeitung und Messung der Urinprobe (60 ng/mL), die zur Prézisionsbestimmung
herangezogen worden ist (n = 6+6), errechnet wurde, ergab eine relative Standardabweichung
von 9.4 %. Die ausreiBlerfreien MeBreihen konnten vereinigt werden, weil sie statistisch um

denselben Mittelwert schwanken (f-Test).

4.12.1.7 Richtigkeit

Da es sich um eine quantitative Bestimmung handelt, ist es sinnvoll die Abweichung des
analytisch bestimmten Wertes zum theoretisch erwarteten Wert zu ermitteln (Soll/Ist-Wert).
Dieser Soll-Ist-Wert-Vergleich auf drei Konzentrationsniveaus (24, 42 und 92 ng/mL) fiihrte
insgesamt zu einer Richtigkeit von 95 % bei einer relativen Standardabeichung von 4,1 %,
wobei die Werte auf allen drei Niveaus ausreilerfrei um diesen Wert schwanken. Abb. 69
zeigt graphisch dargestellt die Bestimmung der Richtigkeit mit Hilfe einer externen

Kalibriergeraden.
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Abb. 69: Graphische Darstellung zur Bestimmung der Richtigkeit der Methode mit Hilfe von
Urinproben, die mit 24, 42 und 96 ng/mL dotiert worden sind (O). Die Quantifizierung
erfolgt mit einer externen Kalibriergeraden () unter Angabe der Kalibriergeradengleichung

und des BestimmtheitsmaBes (R).

4.12.1.8 Wiederfindung

Der Verlust an C-Peptid wiahrend der Aufarbeitung wurde iiber die Wiederfindung bestimmt.
Diese Wiederfindung betrigt 84 %, d.h. der Verlust ergibt sich mit 16 %. Diese und auch
hohere Verluste sind gut tolerierbar, wenn die Probenaufarbeitung dafiir sehr reine Extrakte

ohne storende Matrixeinfliisse liefert.

4.12.1.9 Linearitat

Die Linearitit im Arbeitsbereich, berechnet zwischen 12 und 300 ng/mL, wird, korrigiert iiber
das Verhéltnis zur Peakfliche des ISTD, durch die Geradengleichung y=0,0166x+0,1091
beschrieben und besitzt ein BestimmtheitsmaB von R* = 0,9986. Der Linearititstest nach

Mandel erlaubt ein Modell der linearen Anndherung (Abb. 70).
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Abb. 70: Graphische Darstellung zur Bestimmung der Linearitit der Methode mit Hilfe von
dotierten Urinproben im Bereich von 12 bis 300 ng/mL unter Angabe der
Kalibriergeradengleichung und des BestimmtheitsmaBes (R?) korrigiert iiber die Peakfliche

des IS.

4.12.1.10 Stabilitat

Beziiglich der Stabilitit des Analyten im Urin zeigte sich wihrend der Validierung, dass es
sich hier um einen problematischen Parameter der Methode handelt, denn die Stabilitit bei
Temperaturen von 2-8°C ist nicht gegeben. Dies gilt sowohl fiir die Referenzsubstanz in
Losung als auch fiir den Analyten in Urin. Schon nach 5 Tagen Lagerung bei 2-8°C kommt es
zu einer deutlichen Abnahme des C-Peptidgehaltes in den dotierten Urinproben. Lediglich bei
—20°C ist eine Stabilitét iiber 40 Tage gesichert (Abb. 71).
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Abb. 71: Graphische Darstellung der Stabilitdt von C-Peptid in Urin bei 4° (A)und —20 °C

(#) iiber 6 Wochen bestimmt aus dem Peakfldchenverhiltnis (ratio) von C-Peptid zum IS.

4.12.2 Untersuchung von Urinproben zu Dopingkontrollzwecken

Die Kenntnis tliber die Stabilitdt des C-Peptids in Urin macht deutlich, dass die Bestimmung
des Verhiltnisses von Insulin zu C-Peptid nur in richtig gelagerten Proben sinnvoll ist. Da
eine Lagerung von Dopingproben routinemifBig jedoch nicht bei —18 °C erfolgt, kann dieses
Verhéltnis daher in der Regel nicht zur Bestimmung einer moglichen Applikation von HI
herangezogen werden, weil es durch die unterschiedliche Lagerstabilitit der Analyten bei 4
°C kein geeigneter Indikator sein kann. Valide Ergebnisse beziiglich des C-Peptid-Gehaltes in
Urin konnen also nur erzielt werden, wenn der Urin unmittelbar nach Probennahme bei

geeigneten Temperaturen gelagert wird.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Ziel und Zweck dieser Arbeit war es, eine analytische Methode zum Nachweis von
Humaninsulin und den synthetischen Analogen Humalog, Novolog, Apidra, Lantus bzw.
Detemir zu Dopingkontrollzwecken mit Hilfe der Massenspektrometrie zu entwickeln. Dies
wurde durch eine Kombination von Festphasenextraktion, TAC wund Fliissigkeits-
chromatographie mit Tandem-Massenspektrometrie ermoglicht und erlaubt die Bestimmung
der Analyten sowohl in Plasmaproben als auch in Urin. Dabei kénnen im Plasma die intakten,
d.h. nicht durch metabolische Prozesse abgebauten Insuline, eindeutig durch charakteristische
Produktionen identifiziert und auf einem physiologisch relevanten Level nachgewiesen
werden.

Weiterhin gelang es erstmalig, eine Methode zur massenspektrometrischen Bestimmung von
endogenem Insulin in Urin zu etablieren und auch auf die Insulinanalogen zu {ibertragen. Es
stellte sich dabei heraus, dass neben Humaninsulin nur die schnell wirkenden Insulinanalogen
Humalog, Novolog und Apidra intakt im Urin nachgewiesen werden konnen. Die
langwirkenden synthetischen Insuline Lantus und Detemir werden nach Applikation lediglich
als Abbauprodukte iiber die Niere ausgeschieden. So konnten in Urinproben von Diabetikern
nach entsprechender Insulintherapie, die bis dato teilweise unbekannten Abbauprodukte
DesB30, DesB25 und DesB24 des jeweiligen Insulins (bzw. zusdtzlich DesB31-32 fiir
Lantus) durch Produktionenexperimente identifiziert werden. Die Identitdt der
Hauptabbauprodukte DesB30 HI und DesB30-32 LAN wurde durch vergleichende Analyse
der Referenzsubstanzen noch zusétzlich bestétigt. Der qualitative Nachweis der Analyten
Humalog, Novolog, Apidra und aller Abbauprodukte von Lantus stellt dabei einen direkten
Beweis fiir die entsprechende Applikation dar, denn es konnte gezeigt werden, dass diese
Substanzen massenspektrometrisch eindeutig von Humaninsulin und dessen Abbauprodukten
unterscheidbar sind [137].

Der Missbrauch von rekombinantem Humaninsulin und von Detemir, welches nur als
Metabolit ausgeschieden wird, ist leider nicht auf diesem direkten Wege nachweisbar, da die
Herkunft des Humaninsulins und der metabolischen Abbauprodukte nicht von dem endogen
produzierten Hormon unterschieden werden konnen. Um auch einen Ansatz zum Nachweis
eines solchen Missbrauchs zu erlangen, ist weiterhin eine Methode zur quantitativen
Bestimmung von C-Peptid in Urin entwickelt worden. C-Peptid wird zusammen mit Insulin
iiber einen gemeinsamen Vorldufer (Proinsulin) in equimolaren Mengen in der

Bauchspeicheldriise produziert und das Verhiltnis von Insulin zu C-Peptid sollte bei der
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Befundung einer exogenen Insulinapplikation genutzt werden. Leider wird dies durch das
extrem unterschiedliche metabolische Verhalten der Analyten erschwert, denn Insulin wird
nur zu etwa 0,1 % intakt ausgeschieden und C-Peptid wird nahezu ohne Abbau aus dem
Blutkreislauf eliminiert [36, 89, 90, 138]. Zusitzlich behindert die unterschiedliche Stabilitat
der Analyten in der Matrix die aussagekriftige Deutung der Insulin- und C-Peptid-
Konzentrationen.

Ungeachtet dieser Schwierigkeiten konnen weiterfiihrende Experimente zur Bestimmung
dieses Verhéltnisses im Plasma mittels eines kombinierten Insulin- und C-Peptid-Assays (z.
B. ELISA) durchaus die exogene Zufuhr von Insulin anzeigen, wie dies in verschiedenen
forensischen Verfahren bereits Anwendung gefunden hat [93, 94, 139, 140].

Ein anderer Ansatz zur Losung dieses Problems ist in Teilen in dieser Arbeit schon
angedeutet und befasst sich mit dem moglicherweise geédnderten Abbauverhalten von endogen
produziertem zu subkutan injiziertem Insulin. FEine detailierte Aufkldrung solcher
Metabolitenprofile mit einer statistisch aussagekriftigen Probenzahl stellt einen weiteren
vielversprechenden Ansatz zur Erkennung eines Missbrauches von Detemir und auch
rekombinantem Humaninsulin dar.

Alle entwickelten Methoden sind unter Beriicksichtigung von qualitativen bzw. quantitativen
(fir C-Peptid) Bestimmungskriterien validiert worden, wobei jeweils auf die Parameter
Spezifitit, Linearitdt, Prdzision, Nachweisgrenze (LOD), Stabilitdit und Wiederfindung
getestet worden ist. Bei der quantitativen C-Peptidbestimmung wurden zusétzlich die
Parameter Richtigkeit, Bestimmungsgrenze (LOQ) und Vergleichsprizision iiberpriift. Eine
Zusammenfassung der Ergebnisse ist in Tab. 6 gezeigt.

Dariiberhinaus konnen die Ergebnisse auch fiir diesbeziigliche forensische oder
pharmakologische Studien genutzt werden, denn eine eindeutige Unterscheidung von
endogenem bzw. exogenem Insulin und die Kenntnis {iber bisher unbekannte Metaboliten, die
die noch vollstindige biologische Aktivitét besitzen, liefern auch abseits der Dopinganalytik
wichtige Hinweise fiir die Aufklirung von pharmakokinetischen Vorgdngen und das

Verstdndnis metabolischer Abbauprozesse von Insulin.
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6. Anhang

6.1 Statistische Kenngrof3en

Standardabweichung:

> x2= N - Xa?

N -1

sx = Standardabweichung
N = Stichprobenumfang

X, = Mittelwert der Datenreihe

Relative Standardabweichung:

V = > .100 %
X

n

V =relative Standardabweichung

AusreilRertest nach Dixon:

Ein Ausreilertest nach Dixon wird von der DIN-Norm 53804 fiir Datenreihen mit einer
Stichprobenanzahl von N < 30 empfohlen. Die zu priifenden MeBwerte werden nach ihrer

GroBe geordnet und die errechneten Priifwerte P, und P, mit Tabellenwerten verglichen [128].

X2 — X1
X(N -1)— X1

Py -
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XN — X (N -1)
XN — X2

P. = Prifwert nach unten; P, = Priifwert nach oben
x; = kleinster Wert; x, = zweitkleinster Wert
xn = grofiter Wert; xn.; = zweitgroBter Wert

Wenn die betreffende Signifikanzschranke (P=95%) fiir beide Priifwerte nicht iiberschritten

wird, gilt die Datenreihe als ausreiflerfrei.

Linearitatstest nach Mandel:

Fir den Anpassungstest nach Mandel werden die Streuung der Signalwerte (y) um die
Ausgleichsgerade (Reststandardabweichungen) einer linearen und quadratischen Regression
miteinander verglichen und hinsichtlich einer signifikanten Varianzeninhomogenitit

untersucht. Dazu werden zunéchst die Reststandardabweichungen errechnet:

D Iyi—(m-xi+ b)]?
N — 2

Z yiz—b-z yi—m-Z(Xi-yi)—n-Z(Xiz-yi)

N -3

Syq =

syl = Reststandardabweichung der linearen Regression
syq = Reststandardabweichung der quadratischen Regression
yi = Signalwert, x; = Konzentrationswert

m, n = Steigung der Ausgleichsgeraden, b = Ordinatenabschnitt
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N = Stichprobenumfang

Aus den Reststandardabweichungen wird die Varianzendifferenz gebildet:
2 2 2
As® =[(N_ =2)-s)] =[(Ng =3)-55]

As? = Varianzendifferenz

Ni, N = Stichprobenumfang (linear, quadratisch)

Daraus ergibt sich die Priifgrofle mit:

AS?

2

Syq

PG =

PG = Priifgrofie

Diese PriifgroBe PG mit dem F-Wert aus einer F-Tabelle verglichen [128]. Die
dazugehorigenden Freiheitsgrade ergeben sich mit f; = 1 und f, = N-3. Wenn die so
errechnete PriifgroBe kleiner als der entsprechende Tabellenwert ist, so ist eine lineare

Anpassung nach Mandel erlaubt.

6.2 Chemikalien und Referenzsubstanzen

Humaninsulin # 40D708, Aventis Pharma (Frankfurt, Deutschland)
Humalog # SMYSIN, Eli Lilly and company (Indianapolis, USA)
Novolog # MW50490, Novo Nordisk (Bagsveard, Ddnemark)
Apidra # 41D020, Aventis Pharma (Frankfurt, Deutschland)
Lantus # A120, Aventis Pharma (Frankfurt, Deutschland)
Levemir # RW50053, Novo Nordisk (Bagsvaerd, Danemark)
DesB30 Humaninsulin Novo Nordisk (Bagsvaerd, Ddnemark)

Rinderinsulin # 462644-282, Fluka (Buchs, Schweiz)

C-Peptid # 045K 1156, Sigma (St Louis, USA)



6. Anhang 137

C-Peptid (Hund)

Acetonitril
Essigsdure
Trifluoressigsdure
TCEP-HCI
Natrium-tri-phosphat
Natriumchlorid
Salzsdure
Natriumazid

Wasser

Endoproteinase (Lys-C)

# H2912, Bachem (Bubendorf, Schweiz)

HPLC Grade, Merck (Darmstadt, Deutschland)
p.a., Merck (Darmstadt, Deutschland)

99+ %, Sigma (St Louis, USA)

Sigma (St Louis, USA)

p.a., Merck (Darmstadt, Deutschland)

p.a., Merck (Darmstadt, Deutschland)
rauchend, Merck (Darmstadt, Deutschland)
p.a., Merck (Darmstadt, Deutschland)

reinst, Milli-Q (Schwalbach, Deutschland)
Sigma (St Louis, USA)
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