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Abstrakt

Tato prace se zabyva studiem interakce heparinu a tetraargininu pomoci kapilarni
zonove elektroforézy. Vychazi ze zakladnich principti afinitni kapilarni elektroforézy.
Tetraarginin jako jednodussi a presné¢ definovand molekula zde nahrazuje slozity
protamin, ktery se pouziva jako antidotum heparinu.

V teoretické cCasti je obecné pojednano o kapilarni zénové elektroforéze
a vyuzivanych metodach detekce. Je zde predstavena metoda afinitni kapilarni
elektroforézy a jeji jednotliva uspotfddani. Dale pak jsou zahrnuty také zakladni
informace o heparinu a tetraargininu.

Experimentalni ¢ast tvoii z vétSiny experimenty, kde bylo pouzito netradicni
usporadani kapilarni elektroforézy. Vzorek byl nejprve zasunut do kapilary tlakem
5 kPa, poté bylo vlozeno napéti 30 kV pouze na kratky casovy interval a vSe bylo
mobilizovéano tlakem smérem k detektoru. Detekce probihala pti vinové délce 200 nm.
Byla pouzita kifemenna kapildra o vnitinim priméru 50 pm, jejiz celkova délka
byla 50,0 cm. D¢élka kapilary k detektoru cinila 41,5 cm. S vyjimkou jednoho
experimentu probihalo méfeni s kyselinou fosforeénou o koncentraci 10 mmol-1"! jako
zakladnim elektrolytem. Bylo proméfeno nékolik experimentt s rizn¢ dlouhou dobou
pusobeni napéti nebo s riznou koncentraci heparinu.

Bylo zjisténo, Ze komplex, ktery vznikne interakci tetraargininu a heparinu,
nedisociuje vlivem vlozeného napéti a migruje smérem k anodé¢. Prokdzalo se, Ze
prochézi-li zona tetraargininu zonou obsahujici heparin, interakci obou latek ubyva
volny tetraarginin, ¢imZ se zmenSuje plocha jeho detegovaného piku. Pokud je
davkovan heparin tlakem 5 kPa po dobu 60 s, bezprostfedné po ném tetraarginin tlakem
5kPa po dobu 3 sa je vlozeno napéti 30 kV po dobu 30s, zplsobuji koncentrace
heparinu v #adu tisicin az setin mg'ml' linedrni pokles plochy piku volného
tetraargininu. To naznaCuje, Ze metoda miiZze byt vyuzita pro nepiimé stanoveni

heparinu v koncentracich, ve kterych neni ptimo detegovatelny UV detektorem.
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Seznam pouzitych symbola a zkratek

ACE................ afinitni kapilarni elektroforéza (z angl. affinity capillary electrophoresis)
BGE ... zékladni elektrolyt (z angl. background elektrolyte)
EOF. ... elektroosmoticky tok (z angl. electroosmotic flow)
KCE.............. kineticka kapilarni elektroforéza (z angl. kinetic capillary electrophoresis)
o intenzita elektrického pole
L e celkova délka kapilary
Ll e délka kapilary k detektoru
L et ettt e et e et e ab e taeenneetee e elektroforetickd mobilita
LLGPD <<+ envee et et ettt ettt ettt a e e bt e nb e e nteenbeeateenbeenae s pozorovand mobilita
LLEff < veeneee e et ettt ettt ettt e e b e e he e nbe e saeenbeeteeenbeeenaeenreen efektivni mobilita
USSP STRPPPRPPRIN cas
B 4 et ettt ettt a et h e e bt a et bt e hb e e be e et e e bt e nb e e bt e eabeeeneeenees migracni ¢as
FEOF +euveeeeieee et migracni ¢as markeru elektroosmotického toku
U oot e e vloZené napéti
D ettt et ettt et rychlost pohybu ¢éstice
VEOF et etuvteiteatt ettt et ettt ettt ettt rychlost elektroosmotického toku



1 Cil prace

Laboratof, ve které byla tato prace vypracovana, se jiz del§i dobu zabyva studii
interakci heparinu a tetraargininu. Dosud provedené experimenty ale byly zaméteny
predevsim na analytické vyuziti této interakce. Cilem této prace bylo tedy systematicky

prozkoumat a popsat interakci téchto dvou latek jako takovou.



2 Teoreticka Cast

2.1 Kapilarni elektroforéza

Kapilérni elektroforéza je elektromigracni separacni metoda, pomoci niz je mozné
ziskat kvalitativni i kvantitativni data. Je to velmi rychld a uc¢innd metoda vhodna
ke stanoveni elektricky nabitych castic. Za urcitych podminek ji vSak lze pouzit i pro
stanoveni neutralnich molekul, metoda se poté nazyva micelarni elektrokineticka
chromatografie. Vyhodou kapilarni elektroforézy obecné je velmi malé mnozstvi
spottebovaného vzorku. Také lze pracovat s rozmanitymi matricemi, coz predstavuje
velkou vyhodu pro zpracovani biologickych vzorkd, jako jsou krev a mo¢.

Me¢fteni probiha v kiemenné kapilafe velmi malého priiméru, ktera je pokryta slabou
kapilary jsou ponofeny v zakladnim elektrolytu (background electrolyte — BGE). V ném
jsou umistény také elektrody pfipojené na zdroj vysokého napéti, které vytvari
elektrické pole, v némz lze latky rozdélit. Na vzdalenéjSim konci kapildry je umistén

detektor, ktery zaznamenava prochazejici oddélené zony analyta.

2.1.1 Zakladni princip

K separaci latek dochazi na zékladé jejich rozdilné pohyblivosti v elektrickém poli.
Zakladni velic¢inou je elektroforeticka mobilita u, ktera je definovéna jako rychlost
pohybu iontll v roztoku v elektrickém poli o jednotkové intenzit€ [1]. Vzorec pro
vypocet je uveden jako rovnice 1, kde u [m*>V !'s7'] je elektroforetickd mobilita,
v [m-s~!] rychlost pohybu ¢&astice, £ [V-m '] intenzita elektrického pole, /. [m] je
celkova délka kapilary, /s [m] je délka k detektoru, ¢ [s] je migracni ¢as a U [V] je
vlozené napéti.
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F=%" % M

Vyznamnym jevem, ktery ovliviiuje pohyb ¢astice kapilarou, je elektroosmoticky
tok (electroosmotic flow — EOF). Na vnitfnim povrchu kiemenné kapilary, ve které
separace probihd, se v disledku disociace molekul zakladniho elektrolytu vytvofi
elektricka dvojvrstva. Na vnitini stran¢ kapilary jsou siloxanové skupiny, ty se nejprve

hydrolyzuji na skupiny silanolové, které poté disociuji, ¢imz ziskaji zaporny ndboj.



Disociace ionogennich silanolovych skupin je zavisla na pH roztoku, z toho divodu je
EOF silné zavisly na pH zakladniho elektrolytu. Dochéazi k tomu, ze kladné nabité
Castice interaguji s touto zaporné nabitou sténou kapilary. V okamziku vlozeni napéti se
zacnou kationty pohybovat smérem k zaporné nabité elektrodé, tedy ke katodé. Protoze
je vnitini pramér kapilary velmi maly a ionty jsou solvatované, strhnou s sebou cely
objem roztoku v kapilafe a dochazi tak k pohybu veskerého roztoku smérem ke katode¢.
Pokud je EOF dostatecné rychly, vSechny castice, at’ uz kladn€ nebo zaporné nabité, se
pohybuji jednim smérem, pfi¢emz kationty jsou rychlejsi nez anionty. V dusledku toho,
ze EOF vznik4 u stén kapilary, nema proudéni kapaliny uvniti kapilary parabolicky
profil typicky pro tok pohanény cerpadlem. Jak je vidét na Obr. 1, v ptipadé EOF je

proudéni pravouhlé, takze EOF nepfispiva k rozmyvani zon analytt [1,2].

- ‘lﬂmml

Obrazek 1: Typy proudéni. Pri proudeni kapaliny vyvolaném tlakem prochazi kapalina s parabolickym profilem (1).
Proudeni za piisobeni elektroosmotického toku (2) je pravouhlé. Kapalina tak proudi kapilarou ve vsech mistech se
stejnou rychlosti. Prevzato z [2] a upraveno.

Nevyhodou pfitomnosti elektroosmotického toku je fakt, Ze sniZuje
reprodukovatelnost migracnich Casti analytd. Vzorec pro vypocet mobility EOF je
uveden v rovnici 2, kde veor [m-s™!] je rychlost elektroosmotického toku, £ [V-m™'] je
intenzita elektrického pole, /. [m] je celkova délka kapilary, I, [m] je délka k detektoru,

teor [s] je migracni ¢as markeru elektroosmotického toku a U [V] je vlozené napéti.

_ Veor _ lclg o)
UEoF B trorU (2)

Samotnd mobilita stanovované latky, se poté oznacuje jako efektivni
elektroforetickd mobilita ey, kterou vypocitdme dle rovnice 3, a je to hodnota
pozorované mobility sniZend o hodnotu mobility elektroosmotického toku. Pozorovana
mobilita g (Viz. rovnice 4) je urena z migraéniho Casu analytu tu.;e, ktery je ziskan

z naméteného elektroferogramu.

Uerf = Happ — HEOF (3)
_ Va — lerlg
Happ = ; t= tmig-U 4)

10



2.1.2 Metody detekce

Siroka $kala detektort, které byly vyvinuty pro vysokouéinnou kapalinovou
chromatografii, se suspéchem pouziva i pro kapilarni elektroforézu. Pouziva se
piredevsim UV detekce, dale fluorescencni, elektrochemické a hmotnostni detektory [2].
Pro UV absorpéni nebo fluorescencni detekci na kapildife je pfedem nutné zbavit
kapilaru polyimidové ochranné¢ vrstvy. Ta je neprtihlednd, a pokud bychom ji
neodstranili, nic by nebylo mozné detegovat. Vytvotime tedy tzv. detek¢éni okénko.

2.1.2.1 UV absorpcni detekce

V soucasné¢ dobé nejvice pouzivané¢ UV detektory jsou ve vétSiné komercné
dodavanych pfistroji. Detekce pomoci absorpce UV zafeni je oblibend pro svou
relativné nizkou cenu a také pro téméf univerzalni detekéni schopnost, protoze
v pfipad€ analytii neobsahujicich chromofory je mozZné vyuzit nepfimou UV detekci.

2.1.2.2 Fluorescencni detekce

Fluorescen¢ni detektor je vyhodny pro jeho vysokou citlivost. Tato detekce navic
usnadiiuje identifikaci molekul pomoci spektralni analyzy. Velkym omezenim je vSak
to, ze ve vétsiné molekul chybi fluorescen¢ni skupiny. Proto je ¢asto potieba provést

derivatizaci latky, aby byla detekce vilbec mozna.

2.1.2.3 Elektrochemicka detekce

Elektrochemické  metody detekce  zahrnuji  méfeni  potenciometricka,
amperometrickd nebo méfeni konduktivity, které oznacujeme jako tzv. vodivostni
detekci. Potenciometrickda a vodivostni detekce jsou relativné universalni a finanéné
nenaro¢né metody. Amperometricky detektor je citlivy a selektivni, ale jeho pouziti
brzdi to, Ze je pouzitelny jen pro elektroaktivni slouceniny. Spole¢nym jmenovatelem
vSech tfi elektrochemickych metod je nutnost isolovat detekéni systém od vysokého
napéti v separanim prostoru, coZz miize byt nevyhodné pro uspofadani celého systému.
2.1.2.4 Hmotnostni detekce

Pouziti hmotnostni detekce poskytuje unikdtni moZnost identifikovat nezndmé
slouceniny a urcit jejich strukturu. Kombinace separacni techniky s vysokou ucinnosti,

jako je kapilarni elektroforéza, s hmotnostni detekci zajiSt'uje silny néstroj pro analyzu

komplexnich smési. Tato metoda je bohuzel stale velmi draha [3].
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2.1.3 Afinitni kapilarni elektroforéza

Afinitni kapilarni elektroforéza (affinity capillary electrophoresis — ACE) je jednou
z dilezitych technik na poli biologie a mediciny. Pouziva se pro separaci a stanoveni
biologickych makromolekul. Vyvinula se kombinaci principii elektroforézy
a vysokouc¢inné kapalinové chromatografie. Spojuje vyhodu moznosti dosazeni
vysokého rozliSeni elektroforézy s usporddanim v kapilafe podobnym gelové

chromatografii.

2.1.3.1 Zdkladni princip

Vsechny afinitni metody jsou zalozeny na nekovalentni vazbé ligandu a cilové
molekuly. Dojde k vytvofeni komplexu, jehoz stabilitu udavd rovnovazna disociacni
konstanta. Afinitni separacni metody Ize rozdélit na kinetické a nekinetické.
V kinetickych nedochazi na rozdil od nekinetickych k ustaveni rovnovahy, proto je lze

vyuzit ke kvantitativnimu stanoveni nebo k uréeni rovnovazné konstanty dané reakce.

V ACE lze pouzit dvé zékladni uspotfadani. Pii heterogennim je ligand ukotven na
povrchu kapiléry, v gelu nebo na chromatografickém nosici. Cilovd molekula, ktera je
voln¢ v roztoku, se poté nespecificky navaze. Interakce probihaji s maximalni u¢innosti,
ale koncentrace aktivnich molekul je po imobilizaci velmi nizkd, coz snizuje citlivost
metody. V homogennim uspofadani jsou ligand i cilova molekula rozpustény v roztoku
a dochdzi ke vzniku komplexu. Tato metoda je nejrozsirenéjsi, protoZe je aplikovatelna
na Siroké spektrum analytl. Pokud je vSak elektroforetickd separace volnych slozek od

komplexu nedostate¢na, neni mozné homogenni uspotadani pouzit [4, 5].

Kinetickd kapilarni elektroforéza (kinetic capillary electrophoresis — KCE)
v homogennim uspotfadani zahrnuje dva hlavni procesy — interakci ligandu a cilové
molekuly a separaci ligandu, cilové molekuly a jejich komplexu na zdklad¢ jejich
odlisné elektroforetické mobility. Podle pouzitého zptisobu davkovani mizeme rozlisit

vice typl této metody (viz. Obr. 2).

Mezi nejrozsitenéjsi patii nerovnovazna kapilarni elektroforéza rovnovaznych
smési (nonequilibrium capillary electrophoresis of equilibrium mixtures — NECEEM).
Zona rovnovazné smesi ligandu a cilové molekuly se davkuje do kapilary, kterd je
pfedem naplnéna BGE. Ten je i ve vstupni a vystupni vialce. Komplex pfi elektroforéze

postupné disociuje. Pokud je separace dostatecné ucinnd, miize byt zanedbana opétovna
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asociace ligandu a cilové molekuly. Mens$i obménou je pak kontinudlni nerovnovazna
kapilarni elektroforéza rovnovaznych smési ((NECEEM), kdy je vstupni vialka

naplnéna rovnovaznou smesi, zatimco kapildra a vystupni vialka obsahuji BGE [6, 7].

V jiném usporadani nazyvaném ,,sweep capillary electrophoresis“ (SweepCE) je
naplnéna ligandem celd kapilara, vstupni vialka obsahuje cilovou molekulu. Na vystupu
je vialka s BGE. V prubéhu elektroforézy neustale prochazi cilova molekula roztokem
s ligandem, takze dochazi ke tvorbé komplexu po celou dobu. Variaci na SweepCE je
usporadani ,,short sweep capillary electrophoresis® (sSweepCE), kdy je kratka zéna
cilové molekuly davkovana do kapilary, kterd je predem naplnéna ligandem. Vstupni
1 vystupni vialka obsahuji BGE. Déle pak ,,short sweep capillary electrophoresis of
equilibrium mixtures® (sSweepCEEM), kdy je kratkd zona cilové molekuly

davkovana do kapilary naplnéné rovnovaznou smesi [8, 9].

Pti pouziti davkovani oznacovaného jako ,plug-plug Kkinetic capillary
electrophoresis“ (ppKCE) jsou zony cilové molekuly a ligandu davkovany do kapilary,
kterd je naplnéna BGE. Béhem elektroforézy se cilovd molekula pohybuje pfes zonu
ligandu a tvofi se tak komplex. Kdyz zdéna cilové molekuly projde az za zénu ligandu,
zacne komplex disociovat [10, 11]. Vramci této prace byla vyuzita technika

NEECEEM a déle techniky blizici se svym uspotfadanim sSweepCE a ppKCE.

vstup vystup
detektor

NECEEM | puf | EM | pufr | ouir | pufr

vstup vystup
- - detektor

SweepCE {;T:{ VZZzZ2z2z2275% 777X %)

wstup vystup
detektor
cNECEEM | EM pufr I pufr | pufr
vstup wystup

detekt

vstup vystup
detektor
ppKCE | pufr T% pufr | pufr | pufr
vstup vystup
detektor
sSweepCEEM | pufr "[‘ EM | EM | pufr

Obrazek 2: Typy KCE. Vysvétlivky: EM z angl. equilibrium mixture znaci rovnovazny roztok, T z angl. target
znamenda cilova molekula a L jako ligand. Prevzato z [5] a upraveno.
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2.1.3.2 Aplikace

Nejveétsi vyuziti afinitni kapilarni elektroforézy nalezneme v molekularni biologii.
Sleduje se zde napiiklad posun elektroforetické mobility pro dikaz silnych interakci

mezi DNA a jejimi vazebnymi proteiny [12].

Rovnéz nalezneme Siroké uplatnéni ve farmaceutické analyze. Poskytuje zakladni
informaci o vytvofeni komplexu ligandu a receptoru. Diky tomu lze charakterizovat
proteiny na zéklad¢ jejich specifické vazby na antigeny. Vyuziti ACE se tedy da najit
1 v imunochemickych technikédch. V enzymologii Ize ACE pouzit ke studiu interakci

mezi enzymy, jejich substraty a inhibitory.

Vyuzit ACE mizeme i pro enantiomerni separace. Pfidavkem vhodné chiralni
molekuly, naptiklad cyklodextrinu, mizeme zménit prostfedi v kapilafe a dosahnout

toho, Ze se navaze pouze jeden z enantiomerd, ¢imz je oddélime [13].

2.2 Heparin

Heparin patii k nejstar§Sim 1€ékim, které jsou stile pouzivany v klinické praxi.
Vyzkumy této latky se datuji v Anglii od zacatku 20. stoleti. V roce 1918 se v laboratofti
profesora Howella podaftilo poprvé izolovat heparin ze psich jater, z ¢ehoz je odvozen
jeho nazev (z fec. hepar = jatra). Farmaceuticky se ve v&tSim mnozstvi vyrabi
od roku 1926, ale ptesto probihaly dal$i vyzkumy. V roce 1937 byla poprvé pouZita
Cist§i forma heparinu pro 1ébu cloveéka. Dalsim, kdo se zaslouZil o rozvoj v oblasti

vyzkumu heparinu, byl védec John McLean [14, 15].

Heparin je sloucenina patfici do skupiny mukopolysacharidi, jinak téz
glykosaminoglykantli. Jsou to linearni heteropolysacharidy, ve kterych se opakuje
disacharidova struktura slozend z uronovych kyselin (nej€astéji glukuronova,
galakturonova a iduronovd) a hexozy navazané na aminovou skupinu (zejména
glukosamin a galaktosamin). V molekule heparinu se jedna o kyselinu D-glukuronovou,
ktera miZze byt nahrazena kyselinou L-iduronovou, a glukosamin. Kromé& toho je
hydroxylova skupina substituovana sulfonovou skupinou, coz dava molekule heparinu
zaporny naboj. Struktura heparinu je naznacena na Obr. 3. Molarni hmotnost muze
dosahovat od 2 500 do 25 000 g'mol™!. Této molekule se fika nefrakcionovany heparin.

Jako frakcionovany, nizkomolekularni heparin se pak oznacuji useky, dlouhé né€kolik
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monosacharidovych jednotek, které se vyuzivaji jako antikoagulacni 1é¢iva. Konkrétni
struktura zavisi na zdroji pouzitého heparinu. Glykosidickd vazba, ktera spojuje
jednotlivé sacharidové jednotky, ma omezenou moznost rotace, takze heparin nemuize

tvoftit terciarni strukturu, kterou zndme z proteint [16].

50,
i
coo” CH,
0] (0]
OH OH
| o) o
(0] |}|H
I -
S04 S0;
n
O-sulfat kyseliny Sulfatovany
glukuronové derivat
glukosaminu

Obrazek 3: Struktura heparinu - disacharidova stavebni jednotka. Misto kyseliny D-glukuronové miize obsahovat
kyselinu L-iduronovou. Nékteré zbytky glukosaminu misto sulfamidové vazby obsahuji N-acetyl.

2.2.1 Heparin v lidském organismu

V téle se heparin vyskytuje zejména v jatrech, plicich a ve stfeveé. Je obsazen
v granulech bazofilnich neutrofilt a zirnych buiikach, které ho produkuji. Pisobi jako
antikoagulant, bud’ v ramci endogenni produkce, nebo dodavanim exogenniho heparinu
do organismu. Ten se ziskava ze zvifecich mukoéznich tkéni, jako jsou praseci stieva
nebo kravské plice [17].

Heparin zasahuje do koagula¢ni kaskady. To je proces, ktery vede ke srdZeni krve.
Aby vSak byla zachovana stalost vnitiniho prostfedi, probihaji souc¢asné i antikoagulacni
reakce. Hlavni roli zde hraji inhibitory serinovych proteas, zejména ai-antitrypsin, oo-
makroglobulin a antitrombin III. Antitrombin III je povaZovan za hlavni fyziologicky
inhibitor trombinu. Plsobi také proti faktoru Va, VIla, Xa a XIa. Dale heparin plisobi
jako kofaktor antitrombinu III. RovnéZ se vaZe na pozitivné nabity antitrombin III a az
tisickrat zvySuje jeho inhibi¢ni efekt [18, 19].

Heparin se pouziva ptedevSim u akutnich stavii, kde je nutny rychly a kratkodoby
u¢inek. Cas nutny k metabolizovani heparinu se v lidském organismu odviji od davky a
zpusobu podani. Do téla se mlizZe podavat intravendzné nebo subkutanné. Vyuzivé se
zejména pii stavech, jako jsou infarkt myokardu, akutni Zilni trombo6za nebo plicni

embolie. Biologicky polocas nefrakciovaného heparinu je 1 az 2 hodiny, coz je mnohem
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kratSi doba nez nizkomolekularnich heparinti, kdy je biologicky poloc¢as az 6 hodin.
Antikoagula¢nich 1éCiva, obsahujici nizkomolekularni heparin, se vyrabi
chemickou nebo enzymovou upravou nefrakcionovaného heparinu. V zavislosti na
vyrobci se proto jejich molarni hmotnost pohybuje od 4 000 do 6 000 g'mol™!. Obvykle
v molekule nizkomolekularniho frakcionovaného heparinu chybi nékolik sacharidovych
podjednotek, a to v misté vazby antitrombinu III. Z toho diivodu takto upraveny heparin
reaguje predevsim s koagula¢nim faktorem Xa a vazba na ostatni koagulacni faktory

neni tak silna.

2.2.2 Stanoveni heparinu v klinické praxi

V praxi se provadi odbér krve do zkumavek s antikoagulacnimi cinidly,
pro stanoveni heparinu jsou to kyselina ethylendiamintetraoctova
(ethylenediaminetetraacetic acid — EDTA) nebo citrat sodny. Po centrifugaci plné krve
dale pokracuje pouze stanoveni v plasme. M¢fi se Cas potiebny ke srdzeni, poté je

provedena spektrofotometricka detekce.
2.2.2.1 Aktivovany parcidlni tromboplastinovy test

Pomoci aktivovaného parcidlniho tromboplastinového testu lze sledovat Gc¢innost
vnitiniho koagula¢niho systému. Je to nejrozsifen¢jsi metoda pro stanoveni heparinu
v krvi, zarovenl tento test ukazuje na tézké funkéni defekty faktoru II, V, X nebo
fibrinogenu. Tento test je zaloZeny na principu aktivace vnitini koagulace. Ke vzorku je
pridavan kaolin-kefalinovy komplex a pfebytek vapenatych iontdi, ktery zahajuje
spole€nou cestu srazeni. Kaolin slouZi jako zdporné nabity povrch, aby aktivoval vnitini
koagulacni cestu a kefalin aktivuje faktor X. Porovnava se funkénost tvorby komplexti

oproti kontrolni plasmé [20].
2.2.2.2 Aktivovany koagulacni test

Aktivovany koagulaéni test se vyuziva v ptipadech, kdy jsou v krvi piedpokladané
vysoké koncentrace heparinu. Je to zejména u pacientl podstupujicich
kardiochirurgické operace, kdy mohou byt doCasn¢ napojeni na mimotélni ob¢h, dale
upacientii na jednotkdch intenzivni péfe nebo u pacienti po korondrnich
angioplastikéch a pfi dialyze. Tento test probiha piimo s plnou krvi a méfi se ¢as vzniku

srazeniny od aktivace koagulace v porovnani se standardnimi roztoky [21].
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2.2.2.3 Quick(v test

Quickav test, jinak nazyvany jako protrombinovy nebo tromboplastinovy Ccas,
ukazuje rychlost, s jakou se pfeméiiuje protrombin na trombin. Test probiha tak, ze se
do dekalcifikované plasmy piida tkanovy tromboplastin a pfebytek vapenatych ionta,

tim se aktivuje spolecnd, vnéjsi cesta koagulace a méfi se Cas do vzniku srazeniny [22].
2.2.2.4 Trombinovy cas

Trombinovy ¢as je méfenim rychlosti pfemény fibrinogenu na fibrin. Provadi se tak,
ze je do dekalcifikované plasmy ptidan trombin spolu s nadbytkem vépenatych iontt.

MEéii se ¢as do vzniku fibrinové srazeniny [23].
2.2.2.5 Anti-Xa test

Test Anti-Xa se pouziva zejména pro frakcionovany heparin, ale 1ze jej vyuzit 1 pro
sledovani nefrakcionovaného heparinu. Vyuziva se v pfipadé¢, ze ma pacient snizenou
citlivost na heparin. Méfeni probihd tak, ze se k plasmé ptida zndmé mnozstvi heparinu
a poté faktor Xa, vzniké tak komplex antitrombin III-faktor Xa. Spektrofotometricky lze
sledovat inhibi¢ni U¢inek komplexu na faktor Xa, protoze ke kalibracnim roztokiim je

pridavan chromogenni substrat [24].
2.2.2.6 Imunochemickd detekce

Dalsi metodou je imunochemické stanoveni (enzyme-linked immuno sorbent
assay - ELISA), které je v laboratofich velmi rozSifené, avSak ne pro stanoveni
heparinu. Dlivodem je zejména Casova a finan¢ni narocnost. Komeréné jsou dodavané
sady, kdy je specificky antigen pro heparin ukotven v jamkach. Na tento antigen se vaze
heparin ze vzorkil a do jamek je poté pridan konjugat protilatky heparinu s kienovou
peroxiddzou. Po dalSich reakcich a promyvéani se deteguje Zluté zbarveni, vytvoiené

reakci s tetramethylbenzidinem pii 450 nm.

2.3 Protamin

Protamin se sklada z argininu, alaninu, isoleucinu, prolinu, serinu, valinu a glycinu.
Jeho sloZeni neni zcela ptesné definovéno, ale z 60 — 80 % obsahuje arginin. Protamin
byl poprvé izolovan ze spermatu lososa, ale nyni se vyrabi uméle rekombinantni

biotechnologii. Nejprve byl protamin pouzivan v inzulinovych pfipravcich
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k prodlouzeni hypoglykemického ti¢inku inzulinu. Na pocatku 20. stoleti byly objeveny
jeho hemostatické Ucinky [25]. Komplex protamin-heparin je tvofen vazbou mezi
sulfatovymi a karboxylovymi skupinami heparinu a guanidinovymi skupinami argininu.
Vzhledem ke svému vysokému kladnému elektrickému naboji v Sirokém rozmezi pH se

protamin pouziva k neutralizaci G¢inku heparinu na fedéni krve.

2.3.1 Tetraarginin

Jako antidotum se pro heparin pouzivd molekula protaminu. Protamin obsahuje
z vetsi Casti aminokyselinu arginin, proto je tetraarginin pouzivan pii experimentech
jako modelova molekula, u které jsou zachovany nékteré vlastnosti protaminu a zaroven
ma jednozna¢né definovanou, jednodussi strukturu. Tetraarginin se sklada ze Ctyr
molekul argininu, jak je patrné z Obr. 4. Tato aminokyselina nese kladny naboj a vaze

se tak na zéporn¢ nabity heparin.
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Obrazek 4: Struktura tetraargininu.
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3 Experimentalni cast

Praktickd c¢éast prace byla méfena na pfistroji Agilent Technologies CE 1600
(Waldbronn, Némecko), pro separaci byla pouzita kiemennd kapildra od firmy
Polymicro Technologies (Phoenix, USA) o vnitinim priméru 50 um a celkové délce
50,0 cm. Délka k detektoru Cinila 41,5 cm. Detekce probihala spektrofotometricky pii
vilnové délce 200 nm, kapilara byla termostatovana na teplotu 25 °C. Velikost

vkladaného napéti byla 30 kV.

Ptiprava kapilary pro experiment probihala tak, Ze na zacatku kazdého dne, kdy
probihalo méfeni, byla promyta roztokem hydroxidu sodného o koncentraci 1 mol-1"!
po dobu 10 minut, nasledné byla po stejné¢ dlouhou dobu promyvana vodou. Pied
kazdym métfenim pak byla jest¢ navic promyta 2 minuty zakladnim elektrolytem. Jako
zakladni elektrolyt byla s vyjimkou jednoho experimentu, pouzita kyselina fosfore¢na

o koncentraci 10 mmol-17".

Byla provadéna méfeni pfi riznych koncentracich interagujicich latek, tj. heparinu
a tetraargininu a dale pii rizné dlouhych dobach davkovani heparinu. Zasobni roztoky
obou latek byly vodné a jejich koncentrace ¢inila 10 mg-ml!. Pro stanoveni
elektroforetickych mobilit tetraargininu, heparinu a jejich komplexu byla jako marker
EOF pouzita thiomo€ovina pfipravena desetinasobnym zfedénim vodného zasobniho

roztoku o koncentraci 1 mg-ml™".

Hlavni ¢ast prace tvoii experimenty, kdy byl vzorek zasunut do kapilary tlakem
5 kPa po dobu 210 s a napéti 30 kV bylo vkladano pouze na kratky Casovy interval.
Vypocet elektroforetické mobility latek tak neodpovida rovnici 1, jako v ptipadé
klasického uspotaddani. Byla proto nejprve spocitana linedrni rychlost toku kapaliny
v kapilate pii mobilizaci tlakem. Tato rychlost pak byla vyndsobena rozdilem
migrac¢niho Casu latky a thiomoc€oviny. Tim byla zjisténa vzdalenost A/ [m], do které
latka domigruje. Vyslednd mobilita latky s pak byla vypocitana dle rovnice 5, kde /.
[m] je celkova délka kapilary, ¢ [s] je doba, po kterou vklddame napéti a U [V] je

vloZené napéti.

)
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3.1

Pouzité chemikalie
kyselina ortofosfore¢na 85 % w/w, p. a. (Lach-Ner, Ceska republika)
sodna stl heparinu z vepiové stievni sliznice, tfida I-A, > 180 USP/mg (Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, USA)
tetraarginintrifluoroacetat (Bachem AG, Bubendorf, Svycarsko)
thiomocovina 99 % (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA)
hydroxid sodny c=1 mol-1"' (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko)
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Klasické uspotfadani

Nejprve bylo provedeno meéfeni technikou NECEEM, pii kterém bylo napéti
vkladano na celou dobu experimentu. Jeho cilem bylo zjistit, jak se latky chovaji, pokud
jsou nadavkovany spolecné. Byly pfipraveny smésné vzorky s hmotnostnimi pomeéry

tetraarginin:heparin 2:1, 1:1, 2:3 a 1:2. Ve vzorku byla téz thiomocovina o koncentraci

s b |
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Obrazek 5: Elektroferogramy pii tradi¢nim usporddani. Tetraarginin (TA) a heparin (HEP) jsou ve smésném vzorku
smichany v riznych pomerech. Mereni bylo provedeno s 10 mM kyselinou fosforecnou jako BGE, vkladano bylo
napeti 30 kV. Pri experimentu byla pouzita kapilara o priméru 50 um a celkové délce 50,0 cm. Délka kapilary
k detektoru cinila 41,5 cm. Detekce byla provedena pomoci UV absorpce pri vinové délce 200 nm. Na
elektroferogramech vidime pik tetraargininu a pik thiomocoviny (TU), ktery se z neznamych pricin rozstépil.

Z vyslednych elektroferogrami (viz. Obr. 5) je patrné, ze se vzrustajici koncentraci
heparinu se pik tetraargininu sniZzuje. Znamenda to tedy, Ze latky spolu interaguji
za vzniku pevného komplexu, ktery se nerozpada okamzit¢ po vlozeni elektrického
pole. Pfi béZzném usporadani v kapilarni elektroforéze se napéti vklada po celou dobu
experimentu. V nékterych ptipadech ale nemusi byt z vysledku méfeni jasné, k jakym
déjim béhem procesu dochazi. Pro lepsi porozuméni témto déjim mize byt vyhodné
zasunout nadavkovany vzorek do kapildry tlakem, vlozit napéti pouze na kratky casovy

usek a poté mobilizovat vzniklé zony tlakem skrz detektor. Aby bylo mozné zjistit, co
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se v kapilafe v pribéhu experimentu déje, pouzijeme toto nestandardni uspotradani. Pro
naplanovani takového experimentu je tfeba nejprve zjistit rychlost pohybu roztoku

v kapiléfe pfi jeho mobilizaci tlakem.

4.2 Mobilizace tlakem

Ttikrat bylo provedeno méfeni za téchto podminek. Vzorek obsahoval tetraarginin
o koncentraci 0,5mgml! a heparin o koncentraci 0,25 mg:ml!. Byl zasunut
do kapilary piisobenim tlaku 5 kPa. Vysledny pik se objevil v ¢ase (7,82+0,22) minuty
(sr=1,3 %) a linearni rychlost pritoku roztoku v kapilafe pii mobilizaci tlakem byla
spo¢itana (8,854 0,25) - 1072 cm-s ! (s,= 1,3 %).

Tabulka 1: Cas detekce piku smésného vzorku. V pravém sloupci uvedena vypocitana linedarni priitokova rychlost
roztoku v kapilare.

Yy Cas detekce Linearni rychlost toku
Méreni ¢.

s cm-s!

1 465 0,0893

2 469 0,0885

3 475 0,0874

median 469 0,0885
S 1,29 1,29

Znamena to tedy, ze od =zacitku kapilary k detektoru projde vzorek
za 7,82 minuty. Pokud nechame pusobit tlak 5 kPa po dobu 210 sekund (tj. 3,5 minuty),
dosdhneme toho, Ze vzorek doputuje do vzdalenosti 18,6 cm, coZ je ptfiblizn€ polovina
vzdalenosti od zacatku kapilary k detektoru. To poskytuje dostatek prostoru pro slozky
vzorku, které mohou migrovat obéma sméry, aniz by vystoupily z kapilary nebo
pfedCasné prosly detektorem. Rovnéz se tak vzorek dostava do termostatované Casti
kapilary. V experimentech, pfi kterych byla zona vzorku zasouvana do kapilary, byl
proto pouZit tlak 5 kPa po dobu 210 sekund.

4.3 Stanoveni elektroforetickych mobilit
Pro tivahy o chovani latek v kapilafe pii aplikaci napéti je vyhodné znat jejich

elektroforetické mobility za danych podminek.
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4.3.1 Stanoveni mobility tetraargininu a komplexu

Vzorek pro stanoveni obsahoval tetraarginin o koncentraci 0,5 mg:ml !, heparin

o koncentraci 1 mg-ml ! a thiomo&ovinu o koncentraci 0,1 mg-ml '

Na elektroferogramu (viz. Obr. 6) jsou vidét ti1 piky. Jako prvni prochdzi detektorem
volny tetraarginin, ktery ma kladny naboj, uprostied je neutralni thiomocovina a za ni
prochdzi komplex tetraargininu a heparinu. Proto lze konstatovat, ze celkovy naboj
komplexu je zaporny. Vysledna mobilita tetraargininu byla (6,841,3)-108 m?-V 157!
(sr= 8,5 %) a vysledna mobilita komplexu byla (-3,8+1,5)- 10 ¥ m>V 157! (s, = 13,6 %)

Naméfené hodnoty jsou uvedeny v Tab. 2 a 3.
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Obrazek 6: Elektroferogram - stanoveni elektroforetickych mobilit tetraargininu (TA - 1.pik) a jeho komplexu (K -
3.pik) s heparinem pomoci thiomocoviny (TU - 2.pik) jako markeru EOF. Mereni bylo provedeno se vzorkem, ktery
obsahoval tetraarginin o koncentraci 0,5 mg-ml™'!, heparin o koncentraci 1 mg-ml™! a thiomocovinu o koncentraci
0,1 mg-ml™!. Jako BGE byla pouZita kyselina fosforecnd o koncentraci 10 mmol-1~!. Vzorek byl zasouvan do kapilary
tlakem 5 kPa na dobu 210 s, poté bylo vkladano napéti 30 kV na dobu 15 s.

Tabulka 2: Migracni Casy tetraargininu a thiomocoviny. V poslednim sloupci je vypocitana elektroforeticka
mobilita tetraargininu.

- Migracni as t Rozdil migraénich ¢asti  Elektroforetickd mobilita
Méreni
3 S At M- 10-8
tetraarginin thiomocovina s GV
1 186 254 68 6,8
2 180 256 76 7,5
3 191 257 66 6,5
median 186 256 68 6,8
sr [%] 3,60 0,62 8,52 8,57
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Tabulka 3: Migracni casy komplexu a thiomocoviny. V poslednim sloupci je spocitand elektroforeticka mobilita
komplexu.

. Migracni €as t Rozdil migraénich &asti  Elektroforetickd mobilita
Mereni
€ S At M- 10-8
komplex thiomocovina s m2Vlg!
1 293 254 39 -3,8
2 303 256 47 -4,6
3 295 257 38 -3,2
median 295 256 39 -3,8
sr (%] 1,84 0,624 13,6 13,6

4.3.2 Stanoveni mobility heparinu

Elektroforetickd mobilita heparinu byla stanovena ze vzorku, ktery obsahoval
heparin o koncentraci 1 mg'ml™' a thiomocovinu o koncentraci 0,1 mg-ml™!. Méfeni
bylo provedeno tfikrat a hodnoty migracnich €ast obou latek jsou uvedeny v Tab. 4.
Vysledna elektroforeticki mobilita heparinu  byla (-4,540,3):10 8 m?V !:s7!
(5= 3,0 %)

Tabulka 4: Migracni Casy heparinu a thiomocoviny. V poslednim sloupci je spocitana elektroforeticka mobilita
heparinu.

. Migracni Cas t Rozdil migraénich ¢asti  Elektroforetickd mobilita
Mereni
€ s At M- 10-8
heparin  thiomocovina s m>V's!
1 408 364 44 -4,4
2 415 368 47 -4,6
3 414 368 46 -4,5
median 414 368 46 -4,5
sy [%] 0,914 0,659 2,99 3,00

4.4 Interakce v priub&hu migrace

V prvotnich experimentech bylo zkouméno, jak spolu tetraarginin a heparin
interaguji, pokud je pfed nastiikem do kapilary pfipraven smésny vzorek. Jak tomu
bude, pokud budou davkovany oddé€lené, zjistujeme v nasledujicich experimentech. Pii
uspotadani, kdy napéti nevkladame na celou dobu experimentu a zony latek jsou
od sebe oddéleny zonou BGE, dochdzi k migraci latek proti sobé, pokud nadavkujeme
nejprve heparin. ProtoZe ten jako molekula se zdpornym nabojem migruje ke kladné

nabité elektrod¢ a kladné€ nabity tetraarginin se pohybuje k zadporné nabité elektrodé.
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Zékladni schéma davkovani je uvedeno na Obr. 7.

TA BGE HEP detektor

TA BGE HEP detektor

30kv + .
TA BGE HEP detektor
= <=

Obrazek 7: Zakladni uspoidddni experimentii. Heparin (HEP) je davkovan jako prvni, nasleduje zona zdkladniho
elektrolytu (BGE) a poté zona tetraargininu (TA). Pri vilozeni napéti dochazi k migraci latek k elektroddam. Jdou
smérem proti sobé.

Vzdalenost mezi zénami heparinu a tetraargininu na pocatku pfed vloZzenim napéti
lze spocitat jako dobu davkovani BGE mezi zonami vynasobenou linedrni pritokovou
rychlosti pfi mobilizaci tlakem (spocitana v oddilu 4.2). Vzdalenost pii postupné se
zvySujici dob& pusobeni napéti vychazi zrovnice 1, kdy elektroforetickou mobilitu
latky vynasobime velikosti vlozeného napéti, dobou jeho plisobeni a vydélime celkovou

délkou kapilary. Dostaneme tak vzdalenost, do které dana latka domigruje. Vypocitané

hodnoty pro obé latky odecteme od celkové vzdalenosti na pocatku.

Pfi vloZeném napéti po dobu 20a30s je vypocCitana vzdalenost zaporna, coz
znamena, Zze zOny se zacinaji prekryvat nebo dokonce uz prosly skrz sebe. Skute¢nou
vzdalenost latek v kapilare lze zjistit z rozdilu migracnich ¢asti obou latek odectenych
na elektroferogramech vynasobenych linearni pritokovou rychlosti pfi mobilizaci.

Hodnoty jsou uvedeny v Tab. 5.

Pii porovnani vypocitané a skutecné vzdalenosti lze vidét, Ze hodnoty jsou
v relativné dobré shod¢. Takovy rozdil miize byt zpisoben tim, Ze linearni pritokova
rychlost byla stanovena pti pouziti smé€sného vzorku oproti soucasné situaci, kdy byly
davkovany zony tetraargininu a heparinu oddé€lené. V prubéhu migrace dochazi také

k jistému rozmyti zon latek, které neni do vypoctu zahrnuto.
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Tabulka 5: Vzdalenost mezi zonami. Experiment probihal pri davkovani: 3 s heparin - 120 s BGE - 3 s tetraarginin.

. , ., Vzdalenost mezi zonami
Doba plisobeni napéti

vypocitana skutecna

s cm cm

0 10,6 11,4

5 7,3 8,6
10 3,9 4,9
15 0,5 2,7
20 -2,9 -
30 -9,6 -

Vypocty potvrzuje 1 Obr. 8, na kterém Ize vidét postupné piiblizovani zon latek
a vytvofeni komplexu. V momenté, kdy se latky potkaji, vytvoii komplex, ktery ma
jinou elektroforetickou mobilitu nez jeho samotné slozky.

V souladu s vypoctem pii Casech napéti 0, 5 a 10 s obé zoény migruji nezavisle
smérem k sobé a jejich tvar se pfili§ neméni. V Case 15 s se jiz dostdvaji do tésné
blizkosti a je vidét, Ze dochazi k jisté interakcei. V €ase 30 s je patrné, Ze zOony migrovaly
skrz sebe a vznikl komplex, jehoz vysledna migrace je smérem k anod¢€, coz odpovida

jeho zmétené mobilité.
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Obrazek 8: PribliZovdni zon heparinu (HEP) a tetraargininu (TA). Zony se k sobé priblizuji diky riizné dlouhé dobé
piisobeni napéti — postupné 0, 5, 10, 15, 20 a 30 s. Pro méfeni byl pouZit heparin o koncentraci 1 mg-ml’
a tetraarginin o koncentraci 0,25 mg-ml'. Na poslednim elektroferogramu lze vidét, Ze vytvoreny komplex (K) ma
zapornou elektroforetickou mobilitu.
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4.5 Zmeény experimentalnich podminek
Aby bylo mozné prozkoumat chovani obou latek a jejich komplexu za rtznych

podminek, bylo proméfeno nékolik usporadani experimentu, kdy se méni koncentrace

latek, doba jejich davkovani nebo Cas ptisobeni vlozeného napéti.

4.5.1 Vliv doby davkovani heparinu pfi konstantnich koncentracich heparinu
a tetraargininu

Pro tento experiment bylo pouzito nasledujici uspotadani. Nejprve byl davkovan

heparin o koncentraci 0,01 mg'ml™!, za nim zéna BGE po dobu 60s a nakonec

tetraarginin o koncentraci 0,25 mg-ml™!' po dobu 3 s. Napéti bylo vkladano 20 s. Délka

doby davkovani heparinu byla od 0 do 60 s.

60 -

u
o
\ 4

N
o
|

Plocha piku [mAU:s]
N w
o o

=
o
1

* ¢ *
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0 10 20 30 40 50 60
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Obrazek 9: Zavislost plochy piku tetraargininu na délce doby davkovani heparinu. Doba davkovani zony heparinu
byla od 0 do 60 s.

Ze zavislosti na Obr. 9 je vidét, Ze pii prodluZovani doby davkovani heparinu
dochazi nejprve k téméf linedrnimu poklesu plochy piku, ktery odpovida zbyvajicimu
nezreagovanému tetraargininu. Pokud vSak ptekro¢ime hranici doby davkovani 30 s, lze
konstatovat, ze dalSi prodluzovani zén nema na ubytek plochy zadny vliv. Je to
zpisobeno tim, Ze maximalni vzdalenost, do které miiZe tetraarginin na zaklad¢ své
elektroforetické mobility dojit pfi vloZzeném napéti o velikosti 30 kV na dobu 20 s je
8,1 cm. Heparin pii stejnych podminkach urazi vzdalenost 5,4 cm, ale délka jeho zony

se prodluzuje, takZe tetraarginin nestihne promigrovat celou jeho zonu. Tato skute¢nost
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je dolozena Tab. 6 a schématem na Obr. 10.

Tabulka 6: Vzddlenost mezi zonami tetraargininu a heparinu pied a po puisobeni napéti 30 kV po dobu 20 s.
Vysvétlivky: TA - tetraarginin

Vzdalenost mezi TA a koncem zény

Doba heparinu
davkovani
heparinu Y . v
pfed vloZzenim po vloZeni
napéti napéti
s s cm cm
10 70 6,2 1,9
20 80 7,1 1,0
30 90 8,0 0,1
40 100 8,9 -0,8
50 110 9,7 -1,6
60 120 10,6 -2,5

Z Tab. 6 lze vidét, ze pokud bude davkovani delsi nez 40 s, je hodnota vzdalenosti
z6ny tetraargininu od konce zony heparinu po ukonceni plisobeni napé€ti zdporna, coz je

dikazem toho, ze tetraarginin nestihne projit skrz celou zénu heparinu.
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30kV20s
&,1cm .
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1,9 cm
s [ fF——
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20s
=
£
e 0,1cm
g | =
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&
= 40s | |
\m
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32 1,6 cm
= e —
9 50s |
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Obrazek 10: Schéma pohybu zon heparinu a tetraargininu pii pusobeni napéti 30 kV po dobu 20 s. Obradzek
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zndzornuje prodluzujici se dobu davkovani heparinu spolu se soucasnym zobrazenim toho, do jaké vzdalenosti uvnitr
zony heparinu projde tetraarginin.

4.5.2 Vliv koncentrace heparinu pii konstantni koncentraci tetraargininu

Dal§im parametrem, ktery byl zkouman a ktery ma velky vyznam pro analytické
vyuziti interakce zkoumanych latek, byla zména koncentrace heparinu, pii konstantni
koncentraci tetraargininu a dobé¢ davkovani. Davkovani bylo nésledujici heparin po
dobu 30 s, BGE po dobu 60 s a tetraarginin o koncentraci 1 mg-ml™!' po dobu 3 s. Doba
pusobeni napéti byla zvolena na 20 s, kdy by podle vypocti mobilit mély zény obou
latek promigrovat zcela skrz sebe. Byla prométena sada roztokl heparinu s koncentraci

od 0 do 0,09 mg-ml".
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Obrazek 11: Zavislost plochy piku na koncentraci heparinu. Méieni bylo provedeno pri nasledujicim davkovani:
heparin po dobu 30 s, BGE po dobu 60 s a tetraarginin o koncentraci 1 mg-ml™' po dobu 3 s. Napéti 30 kV bylo
vkladano na dobu 20 s.

Na Obr. 11 Ize vidét, Ze se zvySujici se koncentraci heparinu plocha piku ubyva.
Zavislost vSak nemd pravidelny charakter, proto nelze ptedvidat, jak by se systém
choval pfi opakovaném méfeni a zda by byl vhodny pro stanoveni heparinu v klinické

praxi.

4.5.3 Vliv zmény zékladniho elektrolytu

Ke zjisténi toho, jak se bude systém chovat, pokud dojde ke zmeéné¢ BGE, bylo
provedeno métfeni v 20 mM kyseliné¢ fosforecné. Dosud byly vSechny experimenty
provadény s 10 mM kyselinou fosforecnou jako zékladnim elektrolytem. Vyssi
koncentrace kyseliny fosforecné byla testovana, protoze vysledny roztok ma niz$i pH

a vyssi iontovou silu. To vede k potlaceni interakci tetraargininu se sténou kapilary
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a ke zlepSeni tvaru jeho piku. Na druhé stran¢ ma 20 mM kyselina fosforecna vyssi
vodivost, coz vede k vy$Simu proudu a tim 1 vétSimu riziku ptehfivani roztoku.
Porovnéni je uvedeno na Obr. 12. Uspofddani experimentu bylo nasledujici: Nejprve
byl po dobu 60 s davkovan heparin o koncentraci 0,01 mg-ml™!, ihned za nim po dobu

3 s tetraarginin, to znamena bez BGE mezi zonami. Napéti bylo vkladano na dobu 30 s.
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Obrazek 12: Zavislost plochy piku tetraargininu na koncentraci heparinu. Porovnani dvou riznych koncentraci
zakladniho elektrolytu — kosoctverce znaci 10 mM a ctverce 20 mM kyselinu fosforecnou.

Z porovnani obou koncentraci BGE lze vidét, Ze mezi nimi je pouze nepatrny rozdil.

TudiZ je mozné konstatovat, ze zvySeni koncentrace BGE stanoveni pfili§ neovlivni.

Z porovnani Obr. 11 a 12 je vSak patrné, Ze vynechani zony BGE mezi zénou
heparinu a tetraargininu pfineslo plynulejsi pokles plochy piku tetraargininu s rostouci

koncentraci heparinu.
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5 Zavér
V ramci této prace byla zmapovana vzijemnd interakce heparinu a tetraargininu
pomoci metody afinitni kapilarni elektroforézy. Potvrdilo se, Ze tetraarginin a heparin

mezi sebou interaguji za vzniku pevného komplexu, ktery se v elektrickém poli

pohybuje smérem ke kladn¢ nabité elektrod¢, tudiz je jeho celkovy naboj zaporny.

Nejprve bylo provadéno méfeni v klasickém usporadani, kdy bylo vkladano napéti
na celou dobu experimentu a davkovéana byla smés tetraargininu a heparinu. Tim se
potvrdila interakce latek a vznik komplexu. Aby bylo mozné interakci vice prozkoumat,
bylo piistoupeno k upravé uspotradani. Vzorek byl pomoci tlaku 5 kPa zasunut do
kapilary, na kratky cas bylo vlozeno napéti 30 kV a poté byl vzorek mobilizovan tlakem
k detektoru.

Diky pouziti netradi¢niho uspofadani bylo mozné pozorovat postupné ptiblizovani
zO6n tetraargininu a heparinu ksobé az do vzniku komplexu. Na zakladé
elektroforetickych mobilit obou latek byla spocitana jejich vzdjemnd vzdalenost. Ta
poté byla porovnéna s redlnou vzdalenosti v kapilafe. Navzdory jistému rozdilu mezi
spoCitanymi a zméfenymi hodnotami bylo pozorované chovani v dobré shodé

s predpovédi na zaklad¢ vypoctu.

Dale bylo proméfeno n€kolik uspotfaddani experimentu, kdy se ménila koncentrace
heparinu a doba jeho davkovani. Bylo zjisténo, Ze plocha piku volného tetraargininu
ubyva piiblizné linedrné se zvysujici se koncentraci heparinu, coz je jev, kterého lze
vyuzit pro stanoveni heparinu v nizkych koncentracich, které nelze UV detektorem
detegovat. Jestlize se prodluZzovala doba davkovéani, dochazelo u plochy piku
tetraargininu také k poklesu, ktery se pii dobé davkovani 40 s a vyssi zastavil. Zona
tetraargininu zde nestihla promigrovat pfili§ dlouhou zo6nou heparinu, coZz bylo
potvrzeno i vypocty na zaklade elektroforetickych mobilit. Také byla testovana zména
koncentrace zékladniho elektrolytu. Pro tento experiment byla pouzita kyselina
fosforeéna o koncentraci 20 mmol-1"!, v pfedchozich experimentech byla pouzita stejna
kyselina o koncentraci 10 mmol-1"". Bylo zji§téno, Ze tato zména nema téméf zadny vliv

na plochu piku.
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