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Seznam pouzitych zkratek a symbol(

BGE — background electrolyte, zakladni elektrolyt.

CE - capillary electrophoresis, kapilarni elektroforéza

CZE — capillary zone electrophoresis, kapilarni zonova elektroforéza

LC — liquid chromatography, kapalinova chromatografie

LMWH — low molecular weight heparin, nizkomolekularni heparin

MS — mass spectrometry, hmotnostni spektrometrie

NH — nefrakcionovany heparin

PAGE—polyacrylamide gel electrophoresis, elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
TA — tetraarginin

A —vinova délka



1 Cil prace

Heparin je latkou se Sirokym vyuzitim v medicingé, a proto jsou zapotfebi analytické

nakladech. Cilem mé bakalarské prace je zjisténi, jaky vliv ma pfitomnost protaminu

na stanoveni heparinu ve vzorku metodou afinitni kapilarni elektroforézy.



2. Uvod

2.1 Heparin

Heparin je sulfatovany polysacharid patfici mezi glykosaminoglykany. Jedna se o
linearni polysacharid tvofeny proménlivymi sekvencemi disacharidu, jehoz struktura je
studovana jiz vice nez 50 let. Duvodem tohoto studia je vysvétleni jeho silné
antikoagulacni aktivity [1]. Tento fetézec je nazyvan jako tzv. nefrakcionovany heparin
(NH). Nejvice se v ném vyskytuje hlavni opakujici se disacharidova jednotka — Obr. 1.
Molekula heparinu je silné negativné nabita a neni mozné presné urcCit jeji relativni
molekulovou hmotnost — ta se u heparinu pohybuje v rozmezi 5 000 — 40 000 [2].
Jelikoz je skladba disacharidovych podjednotek rozdilna, je heparin polydisperzni, a
proto je nemozné urcit jeho pfesnou strukturu [3]. Lze ziskat pouze frakce s podobnou
molekulovou hmotnosti. Tyto frakce obsahujici pouze kratké oligosacharidové
podjednotky jsou nazyvany nizkomolekularni hepariny (low-molecular-weight-heparin,
LMWH). Heparin se pfirozené vyskytuje v lidském téle v bazofilnich granulocytech a
zirnych bunkach [4], kde byva syntetizovan ze svého prekurzoru, kterym je N-acetyl
heparosan. [1]

Byva ziskavan ze stfevni sliznice vepfl a plic skotu. Zdroj ma vliv na strukturu

heparinové molekuly.
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Obr. 1 — Hlavni opakujici se disacharidova podjednotka heparinu. Prevzato z [2]



Bylo popsano vicero proteind schopnych vazat heparin, které obsahuji stejnou
sekvenci zodpovédnou za tuto interakci [5]. Nejlépe popsanou interakci mezi
heparinem a proteinem je ta s antithrombinem Ill. Antithrombin inhibuje thrombin ve
velmi pomalé reakci, coz pfirozené reguluje srazeni krve. Tato reakce je znacné
urychlena pusobenim heparinu, ktery tedy vystupuje jako antikoagulant [1].

Jelikoz heparin muze, ve vysSich davkach, zpUsobit krvaceni, je tfeba jeho hladinu
kontrolovat. Toho muze byt docileno napfiklad jeho navazanim na molekuly protaminu
[6].

2.2 Existujici metody pro stanoveni heparinu

Dulezitost pouziti heparinu v Iékafstvi je divodem pro potfebu jeho stanoveni. Heparin
je vsoucCasnosti jednou z nejsledovangjSich biomolekul vubec. Jeho spravné
davkovani je klicové — pfi malych davkach mize dojit k trombotickym komplikacim, pfi
prili§ velkych davkach naopak hrozi vykrvaceni. Metody Ize rozdélit do nékolika typu —

biochemické, spektrofotometrické, elektrochemické a separacni.

2.2.1 Metody biochemické

Tykaji se predevsim Iékovych forem. Napfiklad stanoveni heparinu zalozené na in vitro
porovnani rychlosti sraZeni rekalcifikované citratové ovCi plazmy proti standardu [7].
Dal8i moznosti je vyuZiti interakce heparinu s protaminem, kterd& ma vliv na
fluorescenci 8-anilinonaftalen-1-sulfonatu. Samotny heparin ¢i protamin tuto
fluorescenci ovliviiuji velmi malo, jejich spole¢ny komplex ji vyrazné zvysSuje. [8]

NejcastéjSi metodou je vSak vyuziti tzv. aktivovaného parcialniho tromboplastinového

Casu. [9]

2.2.2 Metody spektrofotometrické

Khoklov a kol. [10] vyuzili pro stanoveni heparinu v modelovych vzorcich absorpcni
spektrometrii v UV oblasti. NejvétS§i mira absorpce zareni heparinovych roztokd byla
zjisténa pfi A = 257 nm. Tato metoda vykazuje schopnost detekce heparinu az do
koncentraci v fadu 10 g/l. Nevyhodou je v8ak nizka selektivita stanoveni a s ni
souvisejici riziko interferenci. Alternativni moznosti je vyuziti komplexu heparinu

s barvivem Azure A. Tento komplex absorbuje pfi A = 540 nm.
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Pri tomto stanoveni je mez detekce heparinu 10° g/l [10]. Je vytvoreno i nékolik
spektrofotometrickych stanoveni, ktera vyuzivaji rizné chromogenni substraty, napfr.

Chromozym-Th. Ten inaktivuje thrombin, ktery je ve vzorku pfitomen. [11]

2.2.3 Metody elektrochemické

Heparin je téZ mozno stanovit vicero elektrochemickymi metodami. Napfriklad Piech a
kolektiv [12] vyuZzili stripping voltametrii. Tato metoda umoznuje stanoveni heparinu az
do koncentraci 10 g/l. DalSim moZnym fe8enim je i pouZiti potenciometrického
sensoru zalozeného na polymeru, ktery vytvofil Li a kolektiv [13]. Tento sensor je
vytvofen na kostfe ze skelného uhliku, ktera je potazena polymerem s otisknutymi
molekulami heparinu. Tento sensor vykazuje vysokou selektivitu a citlivost — umoznuje
stanoveni heparinu az do koncentraci 10° mol/l. Tato koncentrace odpovida, podle

molekulové hmotnosti stanovovaného heparinu, zhruba 10-® nebo 10 g/l [13].

2.2.4 Metody separacni

Lin a kolektiv [14] vytvofil funkéni metodu pro stanoveni smési heparind pomoci
kapilarni elektroforézy s hmotnostni spektrometrickou (MS) detekci spojenou
s elektrosprejovym zdrojem iontl. Pfinosem této metody je lepSi rozliSeni smési

oligosacharidu ve vzorcich, nez mély pfedchozi metody vyuzivajici MS detekci.



Tym Petera MikuSe [15] byl schopen vytvofit metodu s vyuzitim kapilarni zénové
elektroforézy (CZE), ktera je ur€ena pro analyzu vysokomolekularniho heparinu. Oproti
pfedchozim postupum je tento systém hydrodynamicky uzavieny a vyuziva vodivostni
detektor. Metoda umoznuje vysokomolekularni hepariny separovat, detekovat a

kvantifikovat. Mez detekce u této metody je 4:106 g/l.

DalSi metoda vhodna k separaci vysokomolekularnich heparind byla vyvinuta
Gunayem a Linhardtem [16]. Studované rozmezi pokryva tetra- az tetradekasacharidy.
Je pfi ni vyuzita kapilarni elektroforéza (CE) kompatibilni s MS detekci, avsak
v citovaném provedeni metody byla vyuzita detekce pomoci detektoru diodoveého pole
pfi A = 232 nm, na kterou navazuje PAGE (polyacrylamide gel electrophoresis), ktera
byla provadéna pro srovnani. Nevyhodou této metody je delSi doba nutna pro jeji
dokonc&eni — samotna PAGE trva 3,5 hodiny. Posledni zmifiovanou separacni metodu
navrhl Patel a kol. [17] Na rozdil od pfedchozi metody je tato vhodna pro separaci
nizkomolekularnich a nefrakcionovanych heparinu. Dosahuje skveélé
reprodukovatelnosti a je proto vhodna pro zjiStovani moznych rozdili mezi jednotlivymi
Sarzemi lékovych heparint. Jedna se o CE metodu spfazenou se spektrometrickou
detekci (deuteriova UV lampa a detektor diodového pole).

Metody umozhujici separaci heparini vyuZzivaji ijiné techniky nez CE. Jednou
z moznosti je vyuZiti kapalinové chromatografie (LC, liquid chromatography). Tento
postup navrhl Patel a kol. [18] Je pfi ném pouzivana kolona se stacionarni fazi typu
C1s. Tato metoda je vhodna pro separaci nizkomolekularnich heparinu. Alternativou
muze byt vyuziti LC-MS, jak navrhl Mourier a kol. [19]. Tato metoda je také vyuzitelna
pro nizkomolekularni hepariny. Jeji nevyhodou je znaéna spotfeba dusiku, ktery slouzi

k desolvataci vzorku. Tato spotfeba dosahuje celkem 775 I/min.
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2.3 Protamin

Je smési malych molekul peptidd, které vznikaji v haploidni fazi spermatogeneze [20].
Obvykle je ziskavan z rybiho mlici, nejpouzivané;si je lososi. Protamin z lososiho mlici
je nékdy nazyvan salmin. VSechny protaminy jsou bohaté na arginin. Jejich struktury
struktury neobsahuji volné primarni aminoskupiny, coZz by mohlo byt vysvétleno
cyklicitou molekuly. PozdéjsSi vyzkum vSak vysvétlil tuto absenci jinym zjiSténim —
fetézce protaminu jsou na N-koncich zakonceny prolinem. [21]. Stejné jako u heparinu
je u protaminu velmi proménliva molekulova hmotnost, ktera se obvykle pohybuje
vrozmezi od 7 000 do 10 000 Da [21]. Protamin je vyuZivan v potravinarstvi jako

konzervant [22] a ve farmacii jako antidotum heparinu [23].

2.3.1 Interakce protaminu s heparinem

Protamin tvofi s heparinem elektrostaticky vazané komplexy, a proto muze byt
vyuzivan jako heparinové antidotum. Zaporné nabité karboxylové- a siranové skupiny
interaguji s kladné nabitymi guanidinovymi skupinami ve zbytcich argininu obsazenych
v molekule protaminu. Molekula protaminu o Mr = 4000 je kompletné saturovana
heparinem v poméru 20 — 21:1 [24]. Jelikoz je protamin cca ze 70 % tvofen argininem,
vime, Ze se v jeho molekule vyskytuje zhruba 20 guanidinovych skupin. Pfi vyzkumu,
ktery provedl Cundall a kolektiv bylo zjisténo, Ze na jednu molekulu protaminu se
navaze 20 — 21 molekul heparinu. Témér vSechny tyto skupiny tedy vazou zaporné

nabita mista heparinu [24].

2.4 Afinitni elektroforéza

2.4.1 Historie

Afinitni elektroforéza je metoda, ktera byla vytvofena HorejSim a Kocourkem v roce
1973 na Univerzité Karlové v Praze [25]. Metoda vznikla kombinaci principt afinitni
chromatografie a elektroforézy. Jeji vyhodou je mj. moznost rychlé analyzy smési
proteint v mikroméfitku spojena se selektivni separaci slozek smési, které se vazou

s afinitnim ligandem.
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2.4.2 Vyuziti

Tato metoda nasla Siroké vyuziti zejména pfi separaci a analyze biomolekul. Umozriuje
ziskani jak kvantitativnich, tak kvalitativnich vysledku. Jeji pfinos tkvi ve vyuziti
rozdilnych pohyblivosti nabitych molekul v zavislosti na jejich pfipadné interakci s

jinymi molekulami, ke kterym maji afinitu [26]

2.4.3 Vyutziti afinitni elektroforézy pro stanoveni heparinu

V laboratofi, kde byla vypracovana tato prace, byla v minulosti studovana interakce
heparinu a protaminu s cilem ovéfeni jeji vyuZitelnosti v kapilarni elektroforéze. Prvni
diplomova prace na toto téma [27] ukazala, Ze interakce heparinu a protaminu je malo
reprodukovatelna kvali tomu, Ze ani jedna z latek neni jasné definovana. Ukazalo se
vSak, ze pfi pouziti tetraargininu (TA) namisto protaminu se reprodukovatelnost déji v
kapilafe vyrazné zvySuje. Nadavkuje-li se do kapilary nejprve zona vzorku
obsahujiciho zaporné nabity heparin nasledovana zénou kladné nabitého TA a mezi
konce kapilary se vlozi napéti, migruji obé latky proti sobé a vzajemné spolu interaguiji.
Diky tomu je ¢ast TA odnesena heparinem smérem k anodé. Po vypnuti napéti se
zony v kapilafe mobilizuji tlakem a projdou detektorem. Velikost zaznamenaného piku
TA se v urcitém rozmezi linearné sniZuje s rostouci koncentraci heparinu ve vzorku.
Tento jev je mozné vyuzit ke stanoveni obsahu heparinu. Druha prace [28] se pak
zabyvala optimalizaci podminek tohoto stanoveni a z ni vychazeji podminky pouzité v

této praci.
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3. Experimentalni ¢ast
3.1 Poutzité chemikalie a pfistroje

3.2 Chemikalie

Hydroxyethylcelul6za (Hercules Natrosol, Wilmington, Némecko)

Hydroxid sodny, 1M roztok (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko)

Heparin, sodium salt from porcine intestinal mucosa, Grade I-A, 193 USP units/mg
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Protaminsulfat, Grade X (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Deionizovana voda
Tetraarginin (Bachem, Bubendorf, Svycarsko)

Kyselina ortho-fosforeéna 85%, p. a. (Lach:ner, Neratovice, Ceska republika)

3.3 Pristroje a jiné vybaveni

Agilent Technologies CE 1600 (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko)

Elmasonic S15, Elma Schmidbauer (Singen, Némecko)

Kfemenna kapilara: délka 50,0/41,5 cm, vnitfni pramér 50 um (Polymicro

Technologies, Phoenix, USA)

Aquatec CDP 6800 (Aquatec, Irvine, USA)

13



3.4 Metoda stanoveni heparinu

Teplota kazety s kapilarou: 25°C.

Pfiprava nové kapilary: promyti 1M roztokem hydroxidu sodného po dobu 10 minut,

poté promyti deionizovanou vodou po dobu 10 minut.

Priprava kapilary pfed zaCatkem série méreni: promyti kapilary deionizovanou vodou

po dobu 5 minut do odpadni vialky.

Priprava kapilary pfed kazdym jednotlivym méfenim: promyti kapilary zakladnim
elektrolytem (BGE, background electrolyte) do odpadni vialky po dobu 1 min, poté do
vialky s BGE dalSi 1 min.

Injektaz vzorku byla realizovana pomoci hydrodynamického davkovani. Vzorek byl
davkovan tlakem 5,0 kPa po dobu 120 s, nasledné byla davkovana zéna BGE stejnym
tlakem po dobu 90 s. Tetraarginin (TA) byl davkovan tlakem taktéz 5,0 kPa, po dobu 3
s. V poslednim kroku bylo vioZeno separacni napéti 30 kV po dobu 30 s. Po ukonceni
vkladani separacniho napéti byly zony v kapilafe mobilizované tlakem 5,0 kPa a
detegovany UV detektorem pfi A = 200 nm. Metoda byla optimalizovana — viz kapitola
4.1.

SloZeni BGE: 0,01M HsPOa4 + 0,1% hydroxyethylceluléza.

Roztok TA mél vzdy koncentraci 1 mg/ml a byl pfipraven nafedénim BGE z vodného

zasobniho roztoku o koncentraci 10 mg/ml.

Roztoky heparinu, protaminu a jejich smési byly také fedény BGE.

14



4. Vysledky a diskuse

4.1 Optimalizace metody

V prubéhu méfeni bylo vyzkouSeno nékolik variant, nakonec byla pouzita vySe
zminéna metoda. Na rozdil od pfedchozich praci byl do vzorku obsahujiciho heparin
pfidavan i protamin, protoze doposud nebylo studovano chovani smési heparinu,
protaminu a TA v prostfedi CE. Popis vlivu pfitomnosti protaminu ve vzorku na
stanoveni heparinu je zasadni diky tomu, Ze protamin se pouziva k regulaci
antikoagulacniho uc€inku heparinu a Ize tedy oCekavat jeho pfitomnost ve vzorcich
krve. V pribéhu mérfeni bylo zjisténo, Ze pfi pouZziti puvodni metody pro analyzu vzorkd
obsahujicich protamin nedochazi k uplnému rozdéleni zén protaminu a TA, které jsou
shodné kladné nabité a pfi vioZzeni separacniho napéti tedy putuji stejnym smérem (ke
katodé). Toto je dobfe vidét na Obr. 2. Ve snaze o oddéleni piku TA a protaminu byla
mezi zony vzorku a TA vlozena zéna BGE. K této optimalizaci bylo pfistoupeno z
dlvodu snahy o rozdéleni pikl TA a protaminu. V prabéhu téchto optimalizaci nebyl

ve smeési pfitomen heparin za uelem zjednoduseni systému.

10
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Obr 2. — Elektroforeogram z méfeni provedeného podle ptivodni metody [28]. Usek v
Case 8 az 10 min dobfe ukazuje duvod nasledné upravy metody vioZzenim zény BGE.

Vzorkem byl roztok protaminu v BGE o koncentraci 20 ug/mi.
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Diky této optimalizaci do$lo k vyraznému zvySeni rozliSeni obou pikd. Tato skute¢nost

je dobfe zobrazena na Obr. 3.
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Obr. 3 — Elektroforeogram z méreni po optimalizaci metody. Jak je dobre vidét na
useku v ¢ase 8 aZz 10 min, doSlo zde k uplnému rozdéleni pika protaminu a TA.

Vzorkem byl také roztok protaminu v BGE o koncentraci 20 ug/ml

Dal8i zvazovanou optimalizaci bylo prodlouzeni vkladani separa¢niho napéti z 30 na
60 s. Vlozeni zény BGE mezi zény TA a vzorku pfineslo otazku, zda zény TA a
heparinu, které jsou nyni vice vzdaleny, stihnou béhem 30 s vzajemné promigrovat
jedna skrz druhou. Proto bylo testovano prodlouzeni doby vkladani napéti.
Experimenty byly provadény s roztokem heparinu o koncentraci 5 pg/ml jako vzorkem.
Tato optimalizace méla pozitivni pfinos ve zkraceni Casu, ktery byl potfeba pro
analyzu. Pik TA prochazel detektorem jiz v 7. minuté, tedy o 3 minuty dfive nez
v puvodni 10. minuté. Jeji nevyhodou v8ak bylo zna&né chvostovani piku TA, to mohlo
byt zplsobeno napfiklad vyraznéjsi adsorpci TA na povrch kapilary pfi vkladani
separacniho napéti, tedy platilo Ze delSi vkladani napéti odpovida vyraznéjsi adsorpci
TA. Toto je dobfe vidét na Obr 4. Pfi vkladani separacniho napéti po delSi dobu doslo
k narlstu plochy pikd TA ve srovnani s kratSi dobou vkladani separa¢niho napéti, a to

i v pfitomnosti riznych koncentraci protaminu. Toto je vidét na Obr. 5.
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Neni jasné, pro¢ se plocha piku TA zvétSila, nicméné fakt, Ze se nezmenSila,
poukazuje na to, Ze jiz pfi vlozeni napéti na 30 s obé zony zcela promigrovaly jedna

skrz druhou a dobu vkladani napéti tedy neni nutné prodluzovat.
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Obr. 4 — Elektroforeogram po prodlouZeni doby vkladani separacniho napéti na 60 s.
Je zde patrné jak urychleni analyzy, tak vyrazné chvostovani piku TA. Vzorkem byl

roztok heparinu v BGE o koncentraci 5 ug/mi.
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Obr. 5 — Porovnani velikosti ploch piku TA pfi riiznych dobach vkladani separa¢niho
napéti a pfi riznych koncentracich protaminu ve vzorku. Koncentrace heparinu byla

vzdy 5 ug/mi.
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4.2 Vliv heparinu na pik TA

V souladu s oCekavanim ma heparin vyrazny vliv na plochu piku TA, toto je dano
predevsim silnou elektrostatickou interakci mezi zaporné nabitym heparinem a kladné
nabitym TA. Toto je znazornéno v Tab. 1. VSechna méfeni byla provedena 3x a
ziskana data byla podrobena Dean-Dixonovu testu pro vyfazeni odlehlych hodnot, pak

byla plocha piku vypocitana opét aritmetickym prameérem.

Tabulka ¢. 1 — Vliv heparinu na plochu piku TA

Koncentrace Plocha piku TA Smérodatna Relativni plocha piku
heparinu [pug/ml] [mAU.s] odchylka [mAU.s] TA [%]
0.0 820.3 129.6 100.0
5.0 568.4 16.7 69.3
10.0 436.8 15.1 53.3
20.0 223.3 50.0 27.2

Jak je v této tabulce vidét, heparin ma na plochu piku TA znacny vliv. Tento vliv je

graficky znazorrnén na obrazku €. 6.
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Obr. 6 — Grafické znazornéni zavislosti plochy piku TA (1 mg/ml v BGE) na koncentraci

heparinu ve vzorku.
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4.3 Vliv protaminu na pik TA

V prabéhu méfeni byl prokazan vliv pfitomnosti protaminu na plochu piku TA — se
zvySovanim koncentrace protaminu dochazi k mirnému zmensSeni plochy piku TA.
Referenénim bodem byla plocha piku TA pfi méfeni s BGE, jako vzorkem, tedy
s nulovou koncentraci protaminu. Vliv protaminu je znazornén v Tab. 2. VSechna
méfeni byla provedena 3x a z nich ziskané vysledky byly podrobeny Dean-Dixonovu
testu pro vyfazeni odlehlych hodnot. Z téchto hodnot byla plocha piku vypocitana

aritmetickym primérem.

Tabulka 2 — Vliv riznych koncentraci protaminu na plochu piku TA.

Koncentrace Plocha piku Smeérodatna Relativni plocha
protaminu [ug/mi] TA [mAU.s] odchylka [mAU.s] piku TA [%]
0.0 296.9 5.8 100.0
2.0 292.4 5.3 98.5
10.0 286.7 7.0 96.6
20.0 280.9 6.2 94.6

Jak je vidét na Obr. 7, neni vliv protaminu na TA linearni v celém rozsahu, ale pouze
v jeho Casti, se zvySujici se koncentraci protaminu je jeho vliv na plochu piku TA
mensi. Je také nutno poznamenat, Zze celkové se jedna o velmi slaby vliv. Pomoci
funkce T.TEST v programu Excel 2016 bylo dokonce zjisténo, Ze rozdily mezi
plochami piku TA pfi riznych koncentracich protaminu nejsou statisticky vyznamné.
Ve srovnani velikosti u€inku dané koncentrace na velikost piku TA je evidentni, ze
mnohem vyraznéjSi vliv na tento pik ma dana koncentrace heparinu. V pfipadé
neexistence interakce mezi heparinem a protaminem by byl vliv protaminu na velikost
piku TA minoritni. PFitomnost protaminu by tedy zplsobovala pouze malou chybu

(nejvyse 5 %).
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Obr. 7 — Grafické znazornéni zavislosti plochy piku TA (1 mg/ml v BGE) na koncentraci

protaminu ve vzorku.
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4.4 Vliv smési heparinu a protaminu na pik TA

Po zjisténi vlivu pfitomnosti samotného heparinu/ protaminu bylo zjistovano chovani
smési heparinu a protaminu v rlznych vzajemnych pomérech, protoZze bylo nutno
zZjistit, zda by tato metoda mohla vykazovat néjaké odchylky, pokud by byl heparin v
krvi CasteCné neutralizovan protaminem. Testovany byly hmotnostni poméry
heparin:protamin  5:1, 1:1 a 1:2. Pro znazornéni vlivu jejich rdznych vzajemnych
poméra na pik TA byla zvolena koncentrace heparinu 10 pug/ml.

VS8echna méfeni byla provedena 3%, podrobena Dean-Dixonovu testu a plocha piku

byla vypocitana pomoci aritmetického priméru. Pfehled vysledku je uveden v Tab. 3.

Tabulka ¢. 3 — Vliv smési heparinu a protaminu v rtiznych pomérech na plochu piku
TA.

Koncentrace Koncentrace Smérodatna
heparinu protaminu Plocha piku TA odchylka Relativni plocha
[ug/ml] [ug/ml] [mAU.s] [mAU.s] piku TA [%]
0.0 0.0 517.5 6.9 100.0
10.0 2.0 389.2 6.0 75.2
10.0 10.0 473.2 2.0 91.5
10.0 20.0 429.7 7.5 83.1

Na zakladné znamych skutecnosti bylo mozno ocekavat jeden z nasledujicich dvou
scénaru: 1) Interakce protaminu s heparinem neni natolik silna, aby ovlivnila chovani
heparinu pfi méfeni. V tom pfipadé by neméla mit koncentrace protaminu vliv na
vysledek méfeni. 2) Cést heparinu zistane v prab&hu méfeni zneutralizovana
protaminem. V tom pfipadé by s rostouci koncentraci protaminu méla pfi konstantni

koncentraci heparinu plocha piku TA narustat.
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Jak je Tab. 3 vidét, do koncentrace protaminu 10 ug/ml se systém chova podle scénare
€. 2. Plocha piku TA tedy s rostouci koncentraci protaminu narusta.

Z neznamych ddvodu zde v8ak dochazi k anomalii — pfi koncentraci protaminu 20
pug/ml by mél byt veSkery heparin, podle literatury a vysledkl pfedchozich méfeni ve
stejné laboratofi [27], zneutralizovan a nemél by tedy mit na plochu piku TA Zadny vliv.
V naméfenych datech tuto skuteCnost nejde nalézt, pfi vzajemném poméru
heparin:protamin 1:2 se plocha piku TA zmensSuje oproti poméru 1:1, jak v tomto
konkrétnim, tak i v jinych zde neuvedenych méfenich. Plocha piku TA by pfitom méla
diky neutralizaci veSkerého heparinu zUstat stejna jako v pfipadé méfeni s nulovou

koncentraci heparinu.

Grafické znazornéni této skutecnosti je zobrazeno na Obr. 8.
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Obr. 8 — Grafické znazornéni zavislosti plochy piku TA na riznych koncentracich

protaminu pri koncentraci heparinu 10 ug/ml.
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5 Zaver

Cilem této prace bylo posouzeni vlivu pfitomnosti protaminu ve vzorku na stanoveni
heparinu pomoci kapilarni afinitni elektroforézy. Bylo ovéfeno, Ze pfitomnost heparinu
ve vzorku ovliviuje plochu piku tetraargininu a se zvysujici se koncentraci heparinu
dochazi ke zmenSeni piku tetraargininu. Nové bylo zjisténo, jak je velikost tohoto
ucinku ovlivnéna pfitomnosti protaminu. Pfitomnost protaminu ve vzorku bez heparinu
zpUsobila mirné zmenseni plochy piku tetraargininu. Toto zmensSeni je vSak statisticky
nevyznamné oproti ploSe piku samotného tetraargininu v BGE. V pfipadé smési
heparinu s protaminem dosSlo k pFfekvapivemu zjisténi. PFi nizSich koncentracich
protaminu odpovidalo chovani systému Castecné neutralizaci heparinu protaminem.
Za takového predpokladu by tedy metoda méfila koncentraci pouze volného,
nezneutralizovaného heparinu. PFi vy8Si koncentraci protaminu vS8ak doslo z
neznamych dlvodu k obraceni efektu. Toto pozorovani ma zasadni vyznam pro
pouzitelnost metody k analyze realnych vzorkl. Je zfejmé, Ze chovani systému musi

byt dale podrobnéji prostudovano.
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