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Abstrakt

Heparin je smés sulfatovanych polysacharidl s negativnim nabojem. Jde o latku,
ktera je v organismu velmi diilezita a zasadnim zptisobem zasahuje do jeho fyziologie.
Hlavni funkce heparinu v téle je protisrazliva — zabranuje tomu, aby doslo k aplnému
srazeni krve. Zasahem do koagulacni kaskady jeho antikoagulacni efekt vyrovnava
hemokoagula¢ni efekt. V nékterych ptipadech je tieba do této rovnovahy zasdhnout
farmakologicky, kdy se aplikuje heparin ve form¢ sodné nebo vapenaté soli ve
fyziologickém roztoku jako antikoagulacni piipravek.

Sledovani hladiny heparinu v krvi nebo plasmé ma sva uskali. Dodnes pouzivané
metody jsou zalozeny na jednoduchém principu méfeni Casu potiebného k vzniku
srazeniny krve ve vzorku — vyhodnoceni je provddéno vzhledem k porovnavacim
roztokiim. Tyto metody jsou relativné nepfesné, nedaji se pouzit v ,,on-line* uspofadani
a jsou velmi ovliviiovany celkovym zdravotnim stavem pacienta.

V ramci této prace byly prevzaty a ovéreny nékteré ze zakladnich principi metody
afinitni kapilarni elektroforézy, kde byl heparin sledovan nepfimo pomoci ubytku piku
protaminu. Protamin se pouzivéa jako antidotum heparinu, protoze s nim tvoii stabilni
komplex. V této praci byl sloZitéj§i protamin nahrazen dobie definovanym
tetraargininem, jelikoZ arginin je v protaminu nejhojnéji zastoupend aminokyselina.

Byla optimalizovdna metoda, kterd vyuzivala 10 mM kyselinu fosfore¢nou jako
zakladni elektrolyt. Do zakladniho elektrolytu byly tlakem 5 kPa davkovany dvé zony, a
to roztok heparinu (120 s) a poté roztok tetraargininu (3 s). Poté bylo na kapilaru vloZzeno
napéti 30 kV po dobu 30 s a zony migrovaly proti sob¢, coZ zplsobilo vznik komplexu
heparin-tetraarginin. Vzniklé zony byly mobilizovany skrz detektor ven z kapilary. Zbyly
tetraarginin se zaznamenaval pomoci UV detektoru pfi 200 nm a koncentrace heparinu
byla vyhodnocena na zékladé ubytku plochy piku. Do roztokli bylo také pro zlepSeni
citlivosti a opakovatelnosti ptiddno zndm¢é mnoZzstvi roztoku heparinu a do zékladniho
elektrolytu hydroxyehtylcelulosa. Za téchto podminek bylo dosazeno LOD 1,1 pg/ml a
LOQ 3,8 pg/ml.

Klicova slova
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Abstract

Heparin is a mixture of sulfonated polysaccharides which is negatively charged.
Heparin is a substance which is important in organism and fundamentally affects its
physiology. Main attribute of heparin is anticoagulation — it prevents the complete blood
coagulation. This anticoagulant effect balances the hemocoagulation by influencing the
coagulation pathway. In some cases a pharmacological application of heparin is needed
so the heparin is administrated as a injection of physiological solution of sodium or
calcium heparine salt. Monitoring of level of the heparin in blood is problematic —
methods used today are based on the measurement of a time required for blood clot
formation. The result evaluation is done by comparing a sample with reference solution.
These methods are relatively imprecise, can not be used in ,,on-line* setting and are highly
influenced by general health condition of patient.

In this work some principles of affinity capillary electrophoresis were adapted
from another work — heparin was determined indirectly by monitoring of decrease of the
peak area of protamine. Protamine is medically used antidote of heparin because they
create a stable complex together. In this work protamine was replaced by well defined
tetraarginine because the most frequent amino acid in protamine is arginine.

The method was optimized — 10 mM phosphoric acid is used as background
electrolyte. Two zones are hydrodynamically (5 kPa) injected into the capillary. First is
heparine (120 s) and second tetraarginine (3 s). After injection 30 kV voltage is applied
for 30 seconds — the zones migrate through each other so the complex is formed. Zones
are then mobilized through detector out of capillary. The electropherogram of unattached
tetraarginine is recorded spectrophotometrically (200 nm). The concentration of heparin
in solution is calculated according to the decrease of the peak area of tetraarginine.

To improve sensitivity and run-to-run repeatibility a known amount of heparin
was added to calibration solutions and hydroxyethylcelulose was added to background
electrolyte. Using these conditions LOD was calculated as 1,1 pg/ml and LOQ as
3,8 ug/ml.
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1 Cil prace

Cilem této prace je vyuzit interakci mezi tetraargininem a heparinem k vyvoji
metody pro stanoveni heparinu a publikované poznatky o interakcich heparinu vyuzit pro
definovani optimalnich podminek elektroforetické separace. Cilem je sledovat vliv
zmény parametrtt metody na vysledné elektroferogramy a kalibracni zavislosti, pti¢emz
témito parametry jsou mySleny zdkladni elektrolyt, elektrické pole, experimentalni

uspotadani a ptipadné elektroosmoticky tok v kapilaie.



2 Teoreticka cast

2.1 Heparin

2.1.1 Historie

Heparin patii k nejstar$im 1éktim, které jsou stale pouzivany v klinické praxi'=.

Za jeho hlavni objevitele jsou povazovani William Henry Howell a Jay McLean, ovSem
na vyzkumu se podilela i fada dalSich védct. Za pocatek vyzkumu heparinu se povazuje
rok 1916, kdy McLean jakozto student druhého ro¢niku mediciny pracoval pod
vedenim profesora Howella na vyzkumu v laboratofich Johns Hopkins University
v Baltimoru. Pfredmétem Howellova vyzkumu byly obecné latky, jez ovliviuji srazlivost
krve. McLean zde dostal za kol potvrdit Howellovu teorii a tento kol velmi brzy splnil
— zacal tedy pracovat na vlastnim vyzkumu. Ze zvitecich jater extrahoval fosfatidy, které
ovliviiuji srazlivost krve.

V roce 1918 se v laboratoii profesora Howella podafilo izolovat heparin — byl
pojmenovan podle feckého ,hepar (jatra), protoze byl izolovan z bunék psich jater.
Profesor Howell pfedstavil heparin odborné vefejnosti a brzy po roce 1926 za€ala heparin
vyrabét farmaceutickd spolecnost ve vétSim mnoZstvi. Pro eliminaci vedlejSich Gc¢inkt
probihaly soucasné na n€kolika pracovistich vyzkumy na pteciStovani heparinu, ale jiZ
bez Howella. V roce 1933 Kanad’an Charles Best shrnul dosavadni praci védct, popsal
podrobné vyskyt a extrakci heparinu a vyvratil jedno z ptivodnich Howellovych
pfesvédceni o vlivu heparinu na viskozitu krve. Roku 1937 byla u ¢lovéka poprvé pouZita
Cistsi forma heparinu bez vedlejSich G€inkt a 1ékafti predpovédeli vyuzivani heparinu pro
1é¢bu ve velkém méfritku.

Po vice jak dvaceti letech od pocatku, v roce 1939, se do problematiky heparinu
opét zapojil Jay McLean. Tentokrat se zaméfil na klinicky ucinek heparinu u pacientti
s gangrénou koncetin. Vyzkum byl uspésny a pomohl odvratit fadu amputaci. V roce
1960 byla provedena prvni randomizovana klinicka studie heparinu® a od té doby je
heparin stale pouzivan az dodnes.

Zasluhy na objevu a vyzkumu heparinu byly plivodné pfisuzovany pouze

profesoru Howellovi. Jay McLean ale zacal boj o uznani svého podilu. I pfes negativni

10



postoje kolegli se nakonec dokézal prosadit. Po své smrti v roce 1959 byl v nekrologu
oznacen jako objevitel heparinu (Howell zde nebyl viibec zminén) a v roce 1963 byla na
Johns Hopkins University odhalena pamétni deska na pamatku objevu heparinu

v roce 1916 Williamem Henry Howellem a Jay McLeanem.

2.1.2 Fyzikalné-chemické vlastnosti a struktura

Heparin ve formé sodné nebo vapenaté sole je bily prasek bez zapachu, jde o latku
mirné hygroskopickou a dobfe rozpustnou ve vod&’. Heparin se také oznacuje jako UFH,
coz je zkratka anglického ,,unfractionated heparin® — nefrakcionovany heparin.

Heparin se tadi do skupiny glykosaminglykani (také nazyvanych
mukopolysacharidy)’-1°. Jde o heterogenni smés linedrnich i rozvétvenych polysacharidii
o molekulové hmotnosti 3000 — 30 000 g/mol. Retdzec je tvofen stiidanim glukosamind
a hexuronovych kyselin (epimery kyselina glukuronova a kyselina iduronové). Na tyto
zakladni podjednotky jsou navadzany sulfatové a karboxylové skupiny, molekula tedy
celkové nese negativni naboj (viz obr. 1) a je povazovana za biologickou makromolekulu

s nejvetsim negativnim nabojem.

I
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Obr. 1: Struktura zdkladni podjednotky heparinu.
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2.1.3 Vyskyt a fyziologicky vyznam heparinu v téle

Z hlediska fyziologie a mediciny patfi heparin k velmi vyznamnym a zaroven
slozitym latkdm — vyskytuje se pfirozen¢ v organismech, a to nejvice v zirnych
buiikach'"'2. Zirné buitky (neboli mastocyty) se vyskytuji v riznych tkanich, jako
naptiklad ve vazivové tkani nebo v blizkosti nervovych zakonceni, ovsem nejhojnéji jsou
hloubéji v klizi a ve stén¢ gastrointestinalniho traktu. Maji zde podobnou funkci jako
bazofilni granulocyt v krvi, tzn. Ze obsahuji zrnité vacky, které mohou za urcitych
okolnosti uvolnovat latky do svého bezprostfedniho okoli. Hlavni latkou obsazenou
v zirnych buiikach je histamin, jehoz uvolnéni do okoli zplisobuje alergickou reakci.
Druhou latkou obsazenou ve vaccich zirnych bunék je praveé heparin.

Primarni funkce heparinu v téle je ptisobeni proti srazeni krve. V souvislosti s tim,
ze se z vacku zirnych bunék uvoliuje soucasné s histaminem, je pfedpokladano, ze jeho
fyziologicka funkce je zabranit sraZeni krve pii zpomaleni proudéni krve pii histaminové
vazodilataci'?.

Heparin pro terapeutické vyuziti se extrahuje z hovézich a vepfovych sliznic stfev
a plic, nasledné je smés purifikovana do krystalické formy a zpracovana rozpusténim ve

fyziologickém roztoku na komeréné dostupné farmaceutické ptipravky’s.

2.1.4 Indikace, kontraindikace a farmakokinetika heparinu

Heparin se poddva za antikoagulaénim Gcelem®®!*!4. Obecné lze fict, Ze se
heparin podava tam, kde je srazeni krve nezadouci a kde je vyzadovan rychly, kratkodoby
ucinek. Napftiklad pii akutni hluboké Zilni tromboze, akutnim infarktu myokardu, plicni
embolii, nestabilni anginé pectoris nebo beéhem dialyzy a ostatnich zakrokd s mimotélnim
krevnim obéhem (umélé materialy piistroji aktivuji srazeni krve).

Kontraindikace piedstavuji stavy s vysokym rizikem zavazného krvéceni,
nekontrolovand hypertenze, hemoragickd diatéza (hemofilie, t€Zké trombocytopenie),
heparinem indukovana trombocytopenie, stavy se zvySenou pravdépodobnosti krvaceni,
a podobng.

Heparin se podava pouze intravendzné (pusobi ithned) nebo subkutanné (plisobi

asi po dvou hodinéach) bud’ jednordzové nebo linearnim davkovacem kontinudlng. Svij
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antikoagulacni ucinek heparin vykazuje relativné kratkou dobu, biologicky polocas je (v
zavislosti na davce) 1 az 2 hodiny. Tohoto se vyuziva pravé pii akutnich situacich, kdy
1€kat potfebuje zastavit srazeni krve, ale je nezadouci dlouhodoby uc¢inek. Piikladem je
pravé akutni infarkt myokardu, kdy neni dopfedu jasné, zdali pacient bude muset
podstoupit kardiochirurgicky zékrok — pokud by se pacientovi aplikoval ptipravek s delsi
dobou ucinku (nizkomolekularni heparin, nema protilatku k pfedcasnému potlaceni
ucinku), mohlo by to vést k riziku vykrvaceni pacienta béhem zakroku. Stejnd situace je

pfi jakémkoliv tepenném uzéavéru, obvykle na dolnich koncetinach.

2.1.5 Mechanismus ptisobeni heparinu

Heparin zasahuje do slozitého biochemického procesu zvaného koagulaéni
kaskada®>!1?"14, Tento jev je souborem d&jii vedoucich k hemokoagulaci (sraZeni krve) a
posléze k hemostaze (zastavé krvaceni). Zakladem je vytvofeni fibrinové sité, ktera
zachycuje bunky z cév a spolecné tvoti trombus. Koagula¢ni kaskada se déli do n¢kolika
fazi:

e tvorba aktivatoru protrombinu,

e pfemeéna protrombinu na trombin,

e pfeména fibrinogenu na fibrin.

Hemokoagulace ale musi byt neustadle fyziologicky vyrovnavana
antikoagulacnimi dé&ji (protisrazlivé mechanismy). Oba tyto déje musi byt v rovnovaze
(fluido-koagula¢ni rovnovaha), prevaha jednoho z nich mtize mit fatalni nasledky.

Hlavnim antikoagula¢nim faktorem je antitrombin III. Ten inaktivuje trombin a
koagula¢ni faktory IX, X, XI a XII tak, Zze s danymi latkami tvofi komplexy a
ireverzibiln€ blokuje jejich aktivni centrum. Trombin v koagulac¢ni kaskadé aktivuje
nekolik faktort, ale hlavné meéni fibrinogen na jeho aktivni monomerni formu, ktera
polymeruje za vzniku fibrinu. Inaktivace trombinu vede ke zpomaleni tohoto dil¢iho dé&je,
tedy k blokadé celého procesu sraZeni krve. Heparin zde figuruje jako pfirozeny kofaktor
prave pro antitrombin III — véZe se na pozitivné nabité lysinové skupiny antitrombinu III
a tvorbu komplexu antitrombinu III s trombinem vice neZ tisicindsobné urychluje. Pro
inaktivaci koagula¢niho faktoru Xa sta¢i pouhé navazani heparinu na antitrombin III, pro

inaktivaci dalSich faktorG (i trombinu) se heparin musi navéazat jak na molekulu
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antitrombinu III, tak na koagulac¢ni faktor.

2.2 Nizkomolekularni hepariny

Nizkomolekuldrni hepariny jsou také oznacované jako LMWHs — z anglického
»low molecular weight heparins®“ — c¢esky nizkomolekularni hepariny, ptipadné
frakcionované hepariny®®!*4. Takto se oznaduje skupina né&kolika antikoagula¢nich
1éCiv, ktera se mezi sebou z hlediska struktury lisi pfedevsim molekulovou hmotnosti.
Vyrabi se enzymovym ¢i chemickym Stépenim nefrakcionovaného heparinu, ov§em kvili
rozdilim ve vyrobnich postupech jednotlivych firem nelze jednotlivé komeréné dostupné
pfipravky libovolné zaménovat (nemaji vzdy stejné U¢inky kvili odliSnostem ve
struktuie).

Molekulova hmotnost nizkomolekularnich heparinti se pohybuje v rozmezi od
4 000 do 6 000 g/mol. V molekule nizkomolekularniho heparinu obvykle chybi 18
sacharidovych jednotek vedle pentasacharidového vazebného mista pro antitrombin.
Absence dlouhého sacharidového fetézce zplsobuje, Ze je inhibovan pfevazné jen
faktor Xa. To v dasledku vede k paradoxu, ze pii pouziti LMWH nedochazi
k vyraznému prodlouzeni laboratornich testl aPTT nebo TT — tyto testy jsou tedy pro
monitoring LMWH nepouzitelné, 1ze vyuZit pouze anti-Xa test (kapitola 2.3.4).

LMWH se vyuziva k dlouhodobé 1é€bé, kdy si pfipravek pacient sam aplikuje
subkutanné jednou denné. Vyhodou je dlouhodobé pisobeni — 12 az 24 hodin.
neZ standardnim heparinem — neni tedy nutny tak peclivy monitoring (ovSem existuje ta
nevyhoda, ze pti predavkovani neni dostupné spolehlivé antidotum — protamin plisobi

pouze ¢astecne).

2.3 Metody stanoveni heparinu v krvi pouzivané v klinické praxi

V praxi se vzorky krve odebiraji do zkumavek s antikoagulaénim c¢inidlem
v zavislosti na tom, jaky analyt bude ve vzorku stanovovan. V piipadé heparinu se jako
antikoagulacni ¢inidla pouzivaji zkumavky s EDTA nebo citratem sodnym, tak vznika
tzv. dekalcifikovana plasma. Vzorky jsou v laboratofi neprodlené centrifugovany a tim je

oddélena plasma od frakce krvinek. K dal§imu zpracovani se pouziva plasma, neni-li
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uvedeno jinak.

Pfi metodach vyuZzivanych v klinické praxi se méfi Cas potiebny ke vzniku
srazeniny ve vzorku pomoci spektrofotometrie — krev se vnese do pfistroje, ktery ma
v pfipravenych kyvetach potiebna c¢inidla — t€émi se spusti koagulace krve a roztok se
rozpohybuje v pokusném kanélku tam a zpét. Pii vzniku krevni srazeniny se pohyb
zpomali, toto zaregistruji optické senzory a vyhodnoti konec testu'”. Dalsi zptisob detekce
vzniku srazeniny je mechanicky — do zkumavek s potiebnymi Cinidly se pienese krev,
zkumavky se vlozi do pfistroje, kde se otaci — v téchto zkumavkach je maly magnet, ktery
se také otaci — pii vzniku srazeniny zacne klast odpor nebo se zcela zastavi, a to
zaregistruje druhy magnet v piistroji, ktery signal vyhodnoti, pfepocita na ¢as a vyhodnoti
konec testu'®. Nejstar§i metodou je protahovani malého kovového hagku vzorkem
s koagula¢nimi ¢inidly a pozorovani zachyceni prvniho vldkna krevni srazeniny!'’,
pfipadné porovnani vzniku srazeniny ve vzorku vzhledem ke standardnimu roztoku
pouhym okem. U vSech metod se vzdy vzorky porovnavaji se standardnimi roztoky o

znamé koncentraci.

2.3.1 Aktivovany parcialni tromboplastinovy test — aPTT

Tento test sleduje obecné Gc¢innost vnitiniho koagulacniho systému a spolené
cesty'®2!, Je to dosud nejrozsifend;jsi test pro stanoveni hladiny heparinu v krvi. Pro test
jsou vyrabény tzv. sety (sada reagencii a standarda piipravend k okamzitému pouziti).
Principem aPTT je aktivovat vnitini cestu hemokoagulace. Vzorek je inkubovan pti 37 °C
a jsou postupné pfidany kaolin-kefalinovy komplex a piebytek vapenatych iontl. Kaolin
je zde jako zaporn& nabity povrch, aby aktivoval vnitini koagulacni cestu a kefalin
funguje jako aktivator faktoru X. Piebytek vapenatych iontl posléze odstartuje spolecnou
cestu srazeni. Cely postup se nékolikrat opakuje pro statistické vyhodnoceni a déle se
porovnava s kontrolni plasmou (kontrola funkénosti komplextt). Fyziologické hodnoty se
pohybuji okolo 25 az 35 s.

Test mohou ovlivnit hemofilie, vrozené choroby, celkovy zdravotni stav pacienta,
pfitomnost nezddoucich protilatek, velmi drobné¢ odchylky od postupu i1 rozdil

v jednotlivych Sarzich nebo vyrobcich reagencii.
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2.3.2 Aktivovany koagulacni test — ACT

Tato metoda se vyuziva pouze tam, kde jsou pfedpokladany vysoké koncentrace
heparinu v krvi — u pacientll podstupujicich kardiochirurgické operace (mimotélni ob&éh
krve), na jednotkach intenzivni péce nebo u pacientti po koronarnich angioplastikach a
pii dialyze'®2!. V t&chto ptipadech je test aPTT neucinny, jelikoz pfilisna koncentrace
heparinu zcela znemozni srazeni krve a tim padem vyhodnoceni aPTT. Metoda ACT je
principem podobna aPTT — méfi se €as vzniku sraZzeniny od aktivace koagulace vhodnou
kontaktni latkou (napf. kaolin) v porovnani se standardnimi roztoky. Neptidavaji se ani
fosfolipidy, ani vapenaté ionty a test probiha ptimo s plnou krvi, nikoliv s plasmou. Pro
jednoduché provedeni se tato metoda miize provadét piimo na opera¢nim sale. Hodnoty
pro normalni krev se pohybuji okolo 150 s, pfi heparinizaci pro mimotélni ob¢h a

hemodialyzu 180 az 300 s, béhem kardiochirurgického zakroku jde o vice nez 600 s.

2.3.3 Quickiyv test/protrombinovy ¢as — PT/tromboplastinovy ¢as — TT

Test ukazuje rychlost pfemény protrombinu na trombin pisobenim tkdnového

tromboplastinu'’-"?

. Do dekalcifikované plasmy se piida tkanovy tromboplastin a
prebytek vapenatych ionti — tak se aktivuje vnéjsi a spolecna cesta koagulace a méfi se
¢as do vzniku sraZeniny. Ziskané vysledky se piepocitdvaji na INR — internatonal
normalized ratio (mezinarodni normalizovany pomér), protoze komeréné dodavané
tkanové tromboplastiny se mezi sebou 1i8i a takto se do vysledku zahrne jejich Gi€innost.
Fyziologické hodnoty se pohybuji mezi 12 a 15 s, pfi pouzivani heparinu je cas
prodlouzen — primarn¢ ale metoda neslouZi jen ke stanoveni hladiny heparinu v krvi, ale

k urceni funkénosti celého koagulacniho systému.

2.3.4 Anti Xa-test

V ojedinélych ptipadech Ize pro monitoring nefrakcionovaného heparinu pouzit i
test anti-Xa, ktery se béZn¢ pouziva pro sledovani hladiny nizkomolekularniho
heparinu!®?°. Jde o piipady pacienti se snizenou reakci na heparin nebo s mnoha

interferen¢nimi faktory, které by mohly aPTT ovlivnit. Pfipravou standardii o zndmé
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koncentraci se zkonstruuje kalibracni zavislost — k plasmé se ptfidd zndmé mnozstvi
heparinu a poté faktor Xa — vytvoii se komplex antitrombin III-faktor Xa a je sledovan
ptebytek faktoru Xa.

Tento piebytek je mozné stanovit metodou méfeni asu tvorby srazeniny, podobné
jako v aPTT testu. Pfevazné se ale vyuziva spektrofotometrickd metoda, kdy je ke
kalibracnim roztoktim ptidan specificky chromogenni substrat. Tato metoda se provadi
bud’ v kinetickém provedeni (méfeni zmény absorbance za c¢as) nebo kalibraénim

provedeni (reakce se zastavi pridanim ¢inidla a zméfi se absorbance).

2.3.5 ELISA

Dal$i vyznamnou metodou pro stanoveni heparinu je metoda zvand ,,enzyme-
linked immuno sorbent assay“ (zkracené¢ ELISA). Jde o metodu, kterd se obecné
v klinickych laboratofich vyuzivd velmi hojné, avSak ne pro stanoveni heparinu.
Dlvodem je v tomto pfipadé zejména zdlouhavé provedeni (fadové desitky minut) a
pfedevs§im cena (cena ELISA setu pro stanoveni heparinu se pohybuje od 450 do 700
euro)??. Proto neni metoda ELISA pro stanoveni heparinu v klinické praxi rutinné

pouzivana a setkat se s ni lze spiSe ve vyzkumu (viz kapitola 2.4.3).

2.3.6 Vyhody a nevyhody prakticky vyuzivanych metod

Vyhodou metod je jejich specifi€nost — v tak sloZzité matrici, jako je krev nebo
krevni plasma, je slozité zbavit se interferenci ostatnich latek. Dalsi vyhodou je jejich
instrumentalni nenaro¢nost — pouzivat v klinické praxi analyzatory je mozné, ale neni to
bezpodmine¢né nutné. Nevyhodou je jejich nesnadnd interpretace, nizkd robustnost,
vysoky vliv ostatnich faktorG v krvi — okamzity celkovy stav pacienta ovliviiuje
koagula¢ni kaskddu, nemoznost ,,on-line* sledovani, ¢asova naro¢nost metod (jelikoz
méfenym parametrem je cas, nelze metodu zrychlovat), mnoho specifickych ¢inidel

pottebnych k provedeni.
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2.4 DalSi metody stanoveni heparinu v riznych matricich

2.4.1 Spektrofotometrické metody

Pro stanoveni heparinu at’ uz v plasmé nebo farmaceutickych ptipraveich bylo
popsano nékolik spektrofotometrickych metod. Pfi metodach neni sledovan piimo
heparin, ale zména absorbance nebo fluorescence roztoku s pomocnym cinidlem,
piipadné zména koncentrace pozitivné nabitych barviv — metody vzdy vyuzivaji nepfimé
sledovani koncentrace heparinu.

Bylo popséano, ze v pfitomnosti n€kterych bazickych fenothiazinovych barviv,
jako je methylenova modf, Azur B nebo toluidinova modf miiZze heparin utvofit takové
komplexy, které vykazuji vyrazny narast rezonancniho Rayleighova rozptylu a vznik
novych pikl ve spektru. Na zakladé¢ té€chto poznatkl byla popsana metoda pro stanoveni
heparinu ve injekénim roztoku?. Podobny efekt byl zaznamenam i pti pouziti kladné
nabit¢ komplexni slouceniny kobaltnatych iontd a 4-[(5-chloro-2-pyridyl)azo]-1,3-
diaminobenzenu?,

Na vyzkum interakci heparinu s fenothiazinovymi barvivy navazuje jedna
z metod, kde je vyuzita pratokova injekéni analyza — v reakéni civce je tvoren komplex
mezi heparinem a barvivem Azur B a méfi se rezonan¢ni rozptyl svétla — signal je pak
pfimo timérny koncentraci heparinu®’. Podobné mohou glykosaminglykany tvofit vazby
s fenosafraninem?¢,

Klasickou spektrofotometrickou metodou byl sledovan pokles absorbance roztoku
neutralni ¢ervené v piitomnosti heparinu?’, stejné tak jako u roztoku brilantni kresylové
modii®®. Zlaté nano¢astice funkcionalizované cetyltrimethylamoniumbromidem (CTAB)
vykazuji v ptitomnosti heparinu naopak vyrazny nartist absorbance®.

Tetracyklin-europity komplex a norfloxacin-cerity komplex jsou fluorescencni
¢inidla, jejichZ fluorescence se zvySuje s rostouci koncentraci heparinu v roztoku — tyto
metody byly pouZity pro stanoveni heparinu v injekénich roztocich®®, piipadné i v plasmé
nebo plné krvi’!.

Dalsi technikou je vyuziti protaminu vazaného na fluorescein-isothiokyanat —
vazba mezi takto znaCenym protaminem a heparinem vedla ke znacnému zhaSeni

fluorescence — metoda byla pouZita pro méfeni hladiny heparinu v hovézi plasmé*2.
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Byly publikovany prace popisujici vysoce selektivni senzory fungujici na zékladé

fluorescence >3-4,

2.4.2 Elektrochemické metody

Z elektrochemickych metod lze zminit konduktometrickou detekci jako
zakonéeni separaénich metod>>*%, dale cyklickou voltametrii na zlaté elektrodé zaloZenou
na interakci heparinu s methylenovou modii*’. Popsana byla i voltametrie se rtutovou
kapkovou elektrodou s pouzitim malachitové zelen&*®. Déile byly vyuzivany
potenciometrické metody — titrace protaminem na rozhrani polykationtové selektivni
membranové elektrody, a to i v uspofadani pritokové analyzy*.

Tyto i daldi elektrochemické metody nalézaji uplatnéni v oblasti senzor*!,
Propojenim elektrochemickych metod s klinickou praxi je pouziti piezoelektrického

krystalu k vyhodnoceni pii metodich aPTT nebo ACT — senzor s piezoelektrickym

krystalem reaguje na zménu viskozity vzorku krve pii srazeni krve®.

2.4.3 Enzymové reakce

Jiz zminéna ELISA vyuziva sendvi¢ového principu?®??. Antigen specificky pro
heparin je ukotven v jamkach. Na antigen se vaze heparin ze vzorkl a do jamek je poté
pfidan konjugét protilatky heparinu s kienovou peroxiddazou (nésleduje inkubace
pfi37°C po dobu 30 min a tfepani). Po Ctyfndsobném promyti a reakci
s tetrametylbenzidinem (4 — 30 min ve tm¢) se roztoky okyseli stop ¢inidlem a deteguje

se Zluté zbarveni pti 450 nm.

2.4.4 Separacni metody

Heparin je mozné stanovovat i pomoci chromatografickych metod, ty vyuzivaji
modifikace nebo kombinace vySe zminénych metod jako detekci. Chromatograficka
separace zde pomaha k rozdéleni analyti, pfipadn€ oddéleni matrice v realnych vzorcich.

Metoda kapalinové chromatografie pro zkousky heparinu je popsana v Ceském

1ékopise, kde slouzi jako jedna ze zkouSek totoznosti heparinu a jako metoda pro zkouSeni
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piitomnosti pfibuznych latek’. Pouziva se predkolona (50 x 2 mm) se stacionarni fazi
anex R (iontoméni¢ — kvartérni amoniové sole navazané na polystyren zesitovany
divinylbenzenem, 13 pum); kolona (250 x 2 mm) také se stacionarni fazi anex R (9 pm).
Mobilni faze se skladd ze dvou slozek a je predepsan Ctyficetiminutovy gradientovy
program. Prvni slozka je 0,04% roztok dihydrogenfosfore¢nanu sodného s upravou pH
kyselinou fosfore¢nou na 3,0; druha slozka je stejny roztok, ale s ptidavkem chloristanu
sodného. Separace probiha pii 40 °C a prutoku 0,22 ml/min se spektrofotometrickou
detekei pifi 202 nm. Retenéni ¢as heparinu je ptiblizn€ 26 minut a vysledky l1ékopisnych
zkousek se vyhodnocuji na zdklad¢ porovnani chromatogramii vzorku a ptfedepsanych
porovnavacich roztoki.

Pro stanoveni heparinu v plasmé byla vyvinuta HPLC metoda, kde byla pouzita
kolona HPX-87H s polarni stacionarni fazi (300 x 7,8 mm; 9 um), mobilni faze 5,0mM
kyselina sirova s priitokem 0,5 ml/min pfi isokratické eluci**. Detekce probihala na
zakladé¢ méfeni rezonancniho rozptylu svétla, ktery umoziuje vznikajici komplex
heparin-CTAB (komplex vznikal po pfidani CTAB v reakéni civee za kolonou). Metoda
byla pouzita pro stanoveni heparinu v realnych vzorcich plasmy pacientli podstupujicich
dialyzu.

Dalsi metoda, kterou byl stanoven heparin pouze ve farmaceutickych ptipravcich,
je vyluovaci chromatografie*. Byla pouzita kolona BioSep-SEC-S 2000 (300 x 7,8 mm)
s roztokem L-argininu o pH 6,5 jako mobilni fazi. Detekce probihala spektrofotometricky
pfi 210 nm. Nejvétsi vyhodou metody je jeji jednoduchost, ovSem neni pouZitelna pro
vzorky krevni plasmy.

Metoda, ktera byla popsana pro charakterizaci heparinu a jeho
nizkomolekuldrnich fragmentd, je zaloZzena na principu rozkladu a derivatizace
heparinové struktury*®. Molekula heparinu se nejprve enzymaticky depolymerizovala na
disacharidy, které¢ se derivatizovaly 2-aminoakridonem. Slozky vzorkl byly separovany
na kolon¢ Discovery-C18 (250 x 4,6 mm; 5 um). Jako mobilni faze byla v gradientovém
programu pouzivana smés methanolu a 60 mM octanu amonného (pH = 5,6). Detekce a
charakterizace analyti byla zajiSténa kombinaci fluorescenéni spektrometrie a
hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci. Tato metoda je pouzitelnd pro
vzorky v krevni plasmé¢.

Ptikladem dal$iho vyuziti enzymatického rozkladu je jina metoda — heparin byl
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depolymerizovan kombinaci lyaz na disacharidy*’. Tyto byly separovany v kolong
TSKgel Amide-80 (specificka HILIC stacionarni faze) v isokratickém rezimu béhem
25 minut ve smési acetonitrilu, vody, 0,2M fosfatového pufru a 3,0M chloridu amonného.
Detekce byla provedena fluorescencni spektrofotometrii s pouzitim derivatizaéniho
¢inidla (pfiddno po separaci) 2-kyanoacetamidu. Metoda byla pouzita pro stanoveni

heparinu v lidské moci.

2.4.5 Kapilarni elektroforéza

Kapilérni elektroforéza umoziuje provadét analyzy s minimalni spotiebou vzorku
—to je v ptipad¢ analyzy biologickych vzorkt dulezita vlastnost. Byly publikovany prace
popisujici metody pro stanoveni heparinu v krvi, v injekénich roztocich, ptipadné pro
sledovani interakci heparinu nebo pro sledovani Cistoty vyrabéného heparinu.

Pomoci kapilarni elektroforézy byly ze vzorku separovany kyselina hyaluronova,
chondroitin sulfat, dermatan sulfdt a heparin — jako zdkladni elektrolyt byl vyuzit
diethylentriamin (pH = 5,0) a byly sledovany faktory ovliviiujici migraci téchto analytii*®.
Chondroitin sulfat je vyznamna necistota pii vyrob¢ heparinu, proto byla vyvinuta metoda
s 600 mM fosfatovym pufrem (pH = 3,5) jako zakladnim elektrolytem* — heparin byl
v obou pfipadech v kiemenné kapilafe separovdn od necistot a detegovan piimo
spektrofotometricky. V 50 mM fosfatovém pufru (pH = 3,5), kiemenné kapilare s UV
detekci byla sledovéna Cistota heparinu a jeho interakce s hovézim sérovym albuminem
a fibroblastovym ristovym faktorem>’.

Dalsi dvé metody vyuzivaji konduktometrickou detekci. Konduktometricka
detekce se vyznacuje tim, Ze jde pouZzit k pfimé detekci, bez derivatizace nebo podobné
upravy stanovovaného heparinu, ktery neabsorbuje UV/VIS zateni tak, aby §lo spolehlivé
pouzit pifimou spektrofotometrickou detekci. Také pii tomto zplisobu detekce
neinterferuji chromofory nebo kovové ionty*>. Prvni metoda je zaloZena na separaci
v kapiléfe z fluorovaného kopolymeru ethylenu s propylenem o vnitinim priméru 300
um s. Jako zakladni elektrolyt byl pouZit glycinovy pufr o koncentraci 25 mM a pH 9,0.
Do zékladniho elektrolytu byly pro zvySeni separacni selektivity pridavany
polyvinylpyrrolidon nebo dextran a separace probihala v reZimu konstantniho proudu

70 pA. Tato metoda byla aplikovdna ve formé stanoveni obsahu heparinu ve vodnych
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roztocich i ve fyziologickém roztoku®>. Mez detekce této metody byla vypocitana jako
40 pg/ml, mez kvantifikace 133 pg/ml, ptfi¢emz linedrni dynamicky rozsah metody byl
100 az 500 pg/ml.

Podobna metoda pouzita na vzorky injek¢nich roztokl a krevni plasmy vyuzivala
také konduktometricky detektor a pridavek hydroxyethylcelulosy, polyethylenglykolu
nebo dextranu do zakladniho elektrolytu, 0,8 M kyseliny octové o pH 2,3%¢. Mez detekce
optimalizované metody byla stanovena na 16 pg/ml v modelovém vzorku, na 100 pg/ml
ve vzorku plasmy, pfi¢emz linedrni rozsah byl 25 az 1000 pg/ml, respektive
200 az 500 pg/ml. Piidavani polymernich roztokti do zékladniho elektrolytu, jak je
pouzito v téchto dvou metodach, slouzi k ovlivnéni elektroosmotického toku. Polymery
pokryvaji velmi tenkou vrstvou stény kapilary a zasahuji do tvorby elektroosmotického
toku. Tyto polymery témét nemaji vliv na migraci anorganickych iontl interferujicich
z pufrii nebo fyziologickych roztokli, ovSem velmi snizi migraci samotného heparinu a
jeho komplexii. Tim je umoznéna lepsi separace danych zon a zvySena selektivita metody.

V neposledni fad¢ je tfeba zminit metodu, kterd byla vyvinuta ke sledovani
chovani a stanoveni heparinu — jde o metodu afinitni kapildrni elektroforézy, kde se
vyuziva interakce heparinu s protaminem?'. Pfi této metodé bylo sledovano chovani
vznikajictho komplexu heparin-protamin a zkouSeny rizné zplsoby experimentalniho
provedeni (miseni pfedem ve vialce, ptimo v kapilate nebo vyuziti kratkych zon). Poté
byl sledovan Ubytek piku protaminu nebo tetraargininu v zdvislosti na koncentraci
heparinu v roztoku. Jako zékladni elektrolyt byla pouzivana kyselina fosforecna o
koncentracich 20 a 60 mM, do kapilary byly davkovany zony protaminu a heparinu a po
vloZeni napéti byl vznikly komplex mobilizovan skrz detektor. Mez detekce
optimalizované metody byla 1,9 ng/ml a mez kvantifikace 6,3 pg/ml heparinu v 20 mM
kyselin¢ fosforetné, v 60 mM kyselin¢ fosforecné byla mez detekce 0,9 pg/ml a
kvantifikace 2,9 pg/ml. Na zdklad¢ této prace byly nastaveny nékteré vychozi parametry
metody v této praci —napiiklad zakladni princip nepfimé detekce, kdy je heparin sledovan

na zakladé ubytku piku proteinu, ktery s nim tvofi stabilni komplex.
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2.5 Antidota heparinu

2.5.1 Protamin

Protamin je nizkomolekularni protein (molekulova hmotnost okolo 4500 g/mol) —
vyuziva se intravendzné jako specifické antidotum heparinu, které velmi rychle (do
5 minut) a G¢inné rusi plisobeni heparinu v krvi®!>!%5253  Protamin je k dispozici ve
formé¢ sulfatu, piipadné chloridu a podava se pacientiim po operaci nebo pti nezaddoucim
predavkovani heparinem. Na nizkomolekularni hepariny piisobi také, ale v mensi mire.
Sam muze ve velkych dévkach vykazovat slabé antikoagulacni ucinky. Klicem
k zastaveni funkce heparinu je to, Ze protaminsulfat je kladné nabity protein a se zaporné
nabitym heparinem tvoii komplex, ktery je v koagulaéni kaskadé neaktivni. Davka nutna
k vyvazani 1 mg heparinu (100 IU) je 1 — 1,5 mg protaminsulfatu. Vznikajici komplex
heparin-protamin mtze byt po Case ¢astecné metabolizovan a heparin opét uvolnén do

krve, je tedy nutné po ¢ase opét zkontrolovat hladinu heparinu v krvi.

2.5.2 Tetraarginin

Tetraarginin je v této praci pouZit jako zastupce protaminu. Protamin se sklada
z alaninu, isoleucinu, prolinu, serinu, valinu a glycinu, a neni zcela pfesn¢ definovan,

aviak z 60-80 % obsahuje arginin®. Uvadi se, Ze komplex protamin-heparin je tvofen

HoN_ _ NH HoN NH

TN
HaN O/ I“H/j!/ W\ OH
L

NH NH

A A

HN™" ~NH, HN"" ~NH,

Obr. 2: Struktura tetraargininu.
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vazbou mezi sulfatovymi a karboxylovymi skupinami heparinu a guanidinovymi
skupinami argininu®* — proto byl pro sledovani interakci a vyvoj metody zvolen pravé

tetraarginin. Struktura tetraargininu je zndzornéna na obr. 2.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie

Pro pfipravu zasobniho roztoku heparinu v kyseliné fosfore¢né byla pouzita
sodna stl heparinu z mukoézy veprovych stiev Cistoty I-A (dodavatel Sigma-
Aldrich, USA; CAS 9041-08-1). Skladovano pii 5 °C.

Zasobni roztok tetraargininu ve vodé byl piipraven z trifluoroacetatu
tetraargininu  (dodavatel Bachem AG, Svycarsko; CAS 26791-46-8).
Skladovano pti —18 °C.

Zakladni elektrolyt byl pfipraven fedénim 85% kyseliny fosforecné
Cistoty p. a. (dodavatel Lach-Ner, CR; CAS 7664-38-2). Skladovano pii 5 °C.
Roztok  hydroxyethylcelulosy byl pfipraven rozpusténim  pevné
hydroxyethylcelulosy ve vodé (dodavatel Ashland, USA) ve vodé¢. Skladovano
pti 5 °C.

Kyselina chloroctova pro ptipravu zakladniho elektrolytu byla pouzita ACS
Cistoty (dodavatel Sigma-Aldrich, USA; CAS 79-11-8). Skladovano pfti 5 °C.

K veSkerym experimentim byla pouZivana deionizovana voda pfipravena

syst¢émem Milli-Q (Millipore, Bedford, USA).

3.2 Pouzité pristroje

Veskera méfeni byla provedena na pfistroji Agilent 1600 CE s DAD
detektorem (Agilent Technologies, USA).

Separace probihala v kifemenné kapilate (Polymicro Technologies, USA)
pokryté polyimidem s vnitinim primérem 50 pm a vné&j$im primérem 375 pm.
Celkova délka kapilary ¢inila 50,0 cm, efektivni délka kapilary byla 41,5 cm
(pokud neni uvedeno jinak).

Nameétena data byla zaznamenéna a zpracovana v programu Agilent OpenLAB

ChemStation (Agilent, USA).
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3.3 Obecné postupy a zakladni parametry metod

Kapiléara byla ptfipravena opalenim polyamidového povrchu na obou koncich a
v detekeni oblasti. Vzdy pred sérii méfeni byla kapilara promyta 1M roztokem hydroxidu
sodného po dobu 15 minut a poté vodou po dobu 15 minut tlakem 95 kPa. Po skonceni
série méfeni byla kapilara stejnym zplisobem promyta vodou a skladovédna s konci
uloZenymi ve vodg.

Déavkovani zon bylo provadéno vzdy hydrodynamicky, a to tlakem 5 kPa. Stejné
probihala mobilizace zon skrz kapilaru a ptes detektor. Na kapilaru bylo aplikovano
napéti 30 kV (pokud neni uvedeno jinak) po dobu 30 s (pokud neni uvedeno jinak) a
vznikajici proud ¢inil pfiblizné€ 35 pA. Teplota celého systému byla udrzovana na 25 °C.
Zaznam elektroferogrami byl proveden spektrofotometricky pfi vinové délce 200 nm.
Pted kazdym davkovanim vzorku byla kapilara promyta po dobu 1,5 minuty zdkladnim
elektrolytem do odpadni vialky a 0,5 minuty do vystupni vialky ze zékladnim
elektrolytem.

Ptiprava vzdy Cerstvych roztokl byla nutna jen v ptipad¢ tetraargininu, ktery byl
pripravovan fedénim 10 pl zadsobniho vodného roztoku tetraargininu (10 mg/ml) 90 pl
zakladniho elektrolytu (obvykle 10mM kyselina fosforecnd) pied kazdym meétenim. O
pfiprave tetraargininu je vice popsano v kapitole 9.

Pokud je ve vysledcich zmifiovan primér ploch piki, vzdy se jedna o aritmeticky
pramér ploch pikti ze 3 méfeni. Pokud je plocha piku vyjadiena v procentech, jedna se o
velikost primérné plochy piku vztaZenou na velikost primérné plochy piku tetraargininu
bez pisobeni heparinu — ,,slepy vzorek®.

Odlisné parametry elektroforetické separace byly pouzity pfi méfeni mobility

tetraargininu a elektroosmotického toku, o cemz pojednava kapitola 4.11.

26



4 Vysledky a diskuze

4.1 Vybér zakladniho elektrolytu

Nejprve bylo tieba ovéfit, ktery zakladni elektrolyt (BGE) je optimalni pro ucel
této prace a vjaké koncentraci. Na zéklad¢ diive ziskanych poznatkli o chovani
elektrolytii®'>> byly zvoleny jako vychozi BGE roztoky kyseliny fosfore¢né nebo
chloroctové o riiznych koncentracich. Koncentrace kyselin byly zvoleny z diivodu jejich
srovnatelné velikosti vznikajiciho proudu pii vkladani napéti 30 kV. V ramci jiné
zavéretné prace®® byla sledovana zavislost velikosti proudu na velikosti vkladaného
napéti. Vznikajici proud pro zékladni elektrolyt 15 mM kyselinu fosfore¢nou a 50 mM
kyselinu chloroctovou pti vlozeni napéti 30 kV byl 41 pA, proto byly v této praci voleny
koncentrace kyselin podobné témto.

Tento proud byl ovéfen a u kyseliny fosfore¢né o koncentraci 10 mM ¢inil
pfiblizn€ 35 pA. Byly zaznamenany elektroferogramy tetraargininu v téchto BGE (viz
obr. 3), a to pfi koncentracich kyseliny fosforecné 5, 10 a 20 mM a kyseliny chloroctové
25 a 50 mM. Do kapilary byl hydrodynamicky (5 kPa) po dobu 3 s nadavkovan
tetraarginin, vloZeno napéti 30 kV po dobu 30 s a poté byl roztok v kapilare tlakem

mobilizovan skrz detektor.
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Obr. 3: Porovnani elektroferogramui v riiznych zakladnich elektrolytech. Tetraarginin

(1 mg/ml) davkovan tlakem 5 kPa po dobu 3 s, poté vioZeno napéti 30 kV po dobu 30 s,
nasledné mobilizace zony skrz detektor tlakem 5 kPa. Jeden dil na ose y predstavuje

absorbanci 10 mAU.

Rozhodujicimi parametry pro volbu zakladniho elektrolytu byly mira tvorby Sumu
a pro elektroforézu typickych ostrych vykyvi signalu (tzv. spikil) na zékladni linii,
celkova stabilita zdkladni linie a velikost proudu vznikajiciho pfi vkladani napéti. Na
zakladé porovnani elektroferogramii byl jako vychozi BGE zvolen 10 mM roztok
kyseliny fosforecné. V tomto roztoku byly zaznamenany elektroferogramy bez spiki ¢i
vyrazného Sumu na zakladni linii a pik byl soumérny. V pfipadé nizSi koncentrace
kyseliny fosfore¢né pik vykazoval chvostovani. U vysSich koncentraci kyseliny
fosforecné i chloroctové byly na zékladni linii zaznamendny cetné spiky, které mohou
vznikat vlivem pfili§ vysokého elektrického proudu — mimo jiné se roztok v kapilare

prehfiva a tvoii se bublinky, které pak zptisobi vykyvy signalu.
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4.2 Volba doby vkladani napéti

Dalsim parametrem, ktery bylo tfeba optimalizovat, byl ¢as vkladani napéti na
kapilaru. Jako zakladni elektrolyt byla pouzita 10 mM kyselina fosfore¢na s obsahem
heparinu 10 pg/ml (diivod pfidavani heparinu do BGE je vysvétlen v teoretické ¢asti
prace, kapitole 4.5). Do kapilary byl hydrodynamicky po dobu 3 s nadavkovan
tetraarginin, vloZzeno napéti 30 kV po dobu 5, 15, 30, 45, 60 nebo 90 s a poté byl roztok
v kapilare tlakem mobilizovan skrz detektor. Ziskané elektroferogramy jsou zobrazeny
na obr. 4.

Rozhodujicim aspektem pro vybér optimélni doby byla délka analyzy a tvar piku.
Z vyzkousenych ¢ast byl vybran ¢as 30 s. Pik tetraargininu byl pii tomto ¢ase vkladani
napéti zaznamenavan piiblizné po 5 minutdch analyzy. Pfi del§im ¢ase vkladani napéti
byly piky zaznamendvany sice vzdy o minutu diive, ale 1ze rozpoznat, ze postupné
dochazi k jejich rozmyvani a chvostovani. Pti krat§im Case vkladani napéti byly naopak

Také dochazi ke snizeni citlivosti metody, a to tak, ze pii krat§im Case vkladani
napéti dojde ke kontaktu mezi mensim poctem molekul heparinu a tetraargininu. Jelikoz
ke kontaktu tetraargininu a heparinu dochéazi pouze po dobu, kdy je na kapilaru vloZeno
napéti, mélo by prodlouZeni doby vkladani napéti vést ke zmenseni piku pfimo imérné
této dobé vkladani napéti. Zvolena doba 30 s vkladani napéti byla kompromisem mezi
tvarem piku, délkou analyzy a o¢ekdvanou citlivosti metody.

Stejny postup byl proveden pro zékladni elektrolyt 50 mM kyselinu chloroctovou
s heparinem o koncentraci 5 pg/ml. Elektroferogramy jsou k porovnani na obr. 5. V tomto
pfipadé jsou piky ostré, ovSem zékladni linie vykazuje urcitou nestabilitu.

Toto méfeni bylo provedeno v obou kyselinach pro kontrolni porovnani — 1 kdyz
byl za vychozi zékladni elektrolyt jiz v ptedchozi kapitole vybran 10 mM roztok kyseliny
fosfore¢né, mohlo se ukazat, ze budou v kyselin€ chloroctové naméteny pti zméné doby
vkladani napéti odlisné elektroferogramy. Ze zavislosti velikosti plochy piku na dobé¢
vkladani napéti v zdkladnim elektrolytu je ale patrné, Ze v piipadé pouziti 10 mM
kyseliny fosforecné je zavislost linedrni (coZz odpovida vySe uvedenému teoretickému

ptedpokladu), pficemz pii pouziti 50 mM kyseliny chloroctové nikoliv (viz obr. 6). Tuto
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odliSnost mezi obéma kyselinami nelze jednoznacné vysvétlit.
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Obr. 4: Porovnani elektroferogramit s riznymi casy vkladani napéti 30 kV na
kapilaru. Zakladni elektrolyt: 10 mM kyselina fosforecna s 10 ug/ml heparinu,
davkovan tetraarginin (1 mg/ml) 5 kPa, 3s.
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Obr. 5: Porovndni elektroferogramii s riiznymi casy vkladani napéeti 30 kV na

kapilaru. Zakladni elektrolyt: 50 mM kyselina chloroctovd s 5 ug/ml heparinu;

davkovan tetraarginin 5 kPa, 3s.
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Obr. 6: Porovnani zavislosti ploch pikit na dobé vkladani napéti — vilevo zavislost v
zdkladnim elektrolytu 10 mM kyseliny fosforecné s 10 ug/ml heparinu, vpravo v
zdkladnim elektrolytu 50 mM kyseliny chloroctové s 5 ug/ml heparinu.
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4.3 Kalibracni zavislosti v zakladnim usporadani

Byly proméfeny kalibracni zavislosti za a¢elem porovnani vlivu zmény parametri
nastaveni metody. Byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky fedénim zasobniho roztoku
heparinu o koncentraci 1 mg/ml roztokem zakladniho elektrolytu, a to vzdy do dvou
vialek (koncentrace heparinu 0, 1, 2, 5, 10, 15 a 20 ug/ml). Roztoky byly pfipravovany
do dvou vialek, protoze byla pouzita metoda, kdy byl heparin pfitomen v celém objemu
zakladniho elektrolytu.

Do kapilary byl davkovan tetraarginin jako kratka zona tlakem 5 kPa po dobu 3 s,
poté bylo na kapilaru vlozeno napéti 30 kV po dobu 30 s a zony byly mobilizovany

tlakem smérem k detektoru. Schéma tohoto experimentalniho uspotadani viz obr. 7.

1
p 5 A el T
1."&;::‘.‘?‘.;-:ii.ﬁﬁgi‘?&":ﬂ:‘{‘ii*:"ﬁfé:?' : ";
tetraarginin heparin v BGE ®
detektor
2

komplex tetraarginin-heparin heparin v BGE ®

detektor

Obr. 7: Schéma experimentdlniho usporadani, kdy je heparin pritomen v celém zdkladnim
elektrolytu — ukazka pohybu zon v kapilare. V prvni fazi je hydrodynamicky davkovan
tetraarginin jako kratka zoma. Heparin je pritomen primo v zdakladnim elektrolytu.
V druhé fazi je na kapilaru vlozeno napéti a molekuly migruji, tetraarginin s heparinem
vytvari komplex. Tento komplex a ostatni zony jsou poté mobilizovany tlakem skrz

detektor, pricemz je sledovana absorbance roztoku, kterou zpuisobuje zbyly tetraarginin.
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Byla proméiena zavislost plochy piku na koncentraci heparinu v roztoku
v zakladnich elektrolytech 25 mM a 50 mM kyselin¢ chloroctové — zavislost byla
promé&fena jen vrozsahu 0 az 10 pg/ml heparinu, pfi vysSich koncentracich nebyl
zaznamenan pik tetraargininu. To lze vidét na obr. 8, kdy je patrné, Ze jiz koncentraci
10 pg/ml heparinu odpovidéd téméf nulova hodnota plochy piku a vyssi koncentrace
heparinu tedy znemoziuji kvantifikaci — pik tetraargininu zcela zmizi.

V zakladnim elektrolytu kyselin¢ fosfore¢né o koncentraci 5, 10 nebo 20 mM byly
promé&feny stejné kalibra¢ni zavislosti — porovnani viz obr. 9.

Meéieni v kyselin€ chloroctové méla v obou ptipadech vyssi smérodatné odchylky,
stejné tak jako v 20 mM kyseliné fosfore¢né. To mohlo byt zplisobeno vyssi koncentraci
iontl v roztoku vedouci k vy$Simu elektrickému proudu. V kyselin¢ fosforecné byl
ovSem zaznamenan pocatecni usek kalibracni zavislosti, ktery neklesa pfimo umeérné
koncentraci heparinu. Nelze jednoznacné fici, ¢im mulze byt tato odchylka useku

kalibra¢ni zavislosti tvofena.
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Obr. 8: Zavislost prumeérné plochy piku na koncentraci heparinu s riiznymi
koncentracemi kyseliny chloroctové. Zdkladni elektrolyt: kyselina chloroctova

s heparinem o koncentraci 0 — 10 ug/ml.
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Obr. 9: Zavislost prumerné plochy piku na koncentraci heparinu s riznymi
koncentracemi kyseliny fosforecné. Zakladni elektrolyt: kyselina fosforecna

s heparinem o koncentraci 0 — 10 ug/ml.



Se zvolenym zakladnim elektrolytem 10 mM kyselinou fosfore¢nou a heparinem
v celém objemu byly proméfeny kalibra¢ni zavislosti (obr. 10), pficemz byla pouzita vzdy
odli$na doba vkladani napéti na kapilaru (10, 30 a 45 s). Jak jiz bylo zminéno, pfi kratsi
dob¢ vkladani napéti se setka méné molekul heparinu a tetraargininu, tudiz kalibracni
zéavislost by méla mit niz§i hodnotu smérnice (citlivost) — toto se méfenim potvrdilo.
Vkladéani napéti po dobu 45 s také potvrzuje teoreticky predpoklad, a to setkani mnoha
molekul a témét vymizeni piku — nemoznost stanovovat vyssi koncentrace heparinu
(hodnoty pro 15 a 20 mg/ml v grafu chybi, nebyly naméieny). Vkladani napéti po dobu
30 s se potvrdilo jako optimélni, ov§em primérna plocha piku je nepfimo tmérna az od
urcité koncentrace heparinu v roztoku. Od nulové koncentrace do 2 pg/ml lze pozorovat
mirné rostouci (vkladani napéti 30 s) nebo témét konstantni (pti vkladani napéti 10 s)
usek kalibracni zavislosti, ktery byl jiz pozorovan pii pfedchozim méfeni a nelze

jednoznaéné vysvétlit jeho vznik.
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Obr. 10: Zavislost prumerné plochy piku na koncentraci heparinu s riiznymi dobami
vkladani napéti na kapilaru po nadavkovani tetraargininu. Zakladni elektrolyt: 10mM
kyselina fosforecna s heparinem o koncentraci 0— 20 ug/ml. Prumérné plochy piku jsou
zde pro prehlednost znazornény jako procenta priimerné plochy piku prvniho bodu

kalibrace (nulovad koncentrace heparinu).
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4.4 Zména experimentalniho usporadani

Dalsim bodem této prace bylo zménit experimentalni usporadani metody tak, aby
byl roztok heparinu (tzn. vzorek) do kapilary davkovan jako zona, nikoliv jako soucast
celého objemu zékladniho elektrolytu. Vzhledem k nabojim latek a polarité¢ napéti byl
negativné nabity heparin davkovan jako prvni a bezprostiedné poté byl ddvkovan kladné
nabity tetraarginin. Oba roztoky byly ddvkovany hydrodynamicky tlakem 5 kPa. Heparin
byl davkovan po rizné dlouhé ¢asy, tetraarginin po dobu 3 s (pokud neni uvedeno jinak).
Ihned po nadavkovani zon bylo na kapildru vlozeno napéti 30 kV po dobu 30 s a poté
byly vzniklé zony mobilizovany tlakem skrz detektor. Princip tohoto ,,zénového
usporadani* je schematicky zndzornén na obr. 11.

Vzdy byl zménén jeden parametr a prométena kalibracni zavislost. Na zaklad¢
ziskanych udaji bylo vyhodnoceno, jaké nastaveni bude v metodé dale pouzivano.

Piehled sledovanych parametrii a namétené hodnoty jsou uvedeny v dalSich kapitolach.
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Obr. 11: V prvnim kroku jsou do kapilary nadavkovany 2 zony — prvni zona heparinu, ihned
poté zona tetraargininu. Dadvkovany jsou tlakem 5 kPa po rizné dlouhé casy (heparin
v desitkach sekund, tetraarginin obvykle 3 s). Zdkladni elektrolyt je 10 mM kyselina
fosforecna. Ve druhém kroku je na kapilaru viozeno napéti 30 kV a zony migruji proti sobé
vlivem jejich naboje a polarity vkladaného napéti. Treti krok znazornuje vznik komplexu
tetraarginin-heparin béhem vkladani napéti, na coz navazuje ctvrty krok, kterym je
mobilizace vzniklych zon skrz detektor, kdy dalsi komplex nevznika, jelikoz se molekuly

tetraargininu s molekulami heparinu jiz nepotkavaji.
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4.5 Volba délky davkované zony heparinu

Délka davkované zony heparinu (vzorku) je kliCovym parametrem — pokud by
bylo heparinu v kapilate pftilis, ¢i pokud by délkou vkladani napéti doslo ke kontaktu
pfili§ mnoha molekul tetraargininu s heparinem, doSlo by k vychytdni vesSkerého
tetraargininu — sledovany pik by zcela zmizel. Timto by se snizila horni hranice linearniho
rozsahu metody. Naopak pii nedostatku vzorku by zména velikosti piku tetraargininu
nemusela byt dostatecné¢ patrnd, tim by doslo ke snizeni citlivosti metody.

Pro zjisténi optimalni délky davkované zony byly prométeny kalibra¢ni zavislosti
v rozsahu 0 — 20 pg/ml heparinu, pficemz zéna heparinu byla ddvkovana vzdy 15, 60, 80,
90 nebo 120 sekund tlakem 5 kPa. Po nadavkovani zony heparinu byla tlakem ddvkovéna
zona tetraargininu po dobu 3 s, na kapilaru bylo vlozeno napéti 30 kV po dobu 30sa
vzniklé zony mobilizovany tlakem.

Na obr. 12 je vidét rozdil mezi ziskanymi kalibraénimi zévislostmi. Pii nejkratSim
¢ase davkovani heparinu (15 s) je smérnice regresni ptimky rovna —0,35 ml-ug ' (jde o
témét konstantni funkci) — v tomto pripadé by se jednalo o velmi snizenou citlivost
metody, ktera by byla nepouzitelnd. S prodluzujici se dobou davkovani heparinu roste
absolutni hodnota smérnice regresni ptimky k pfijatelnym hodnotdm. Z tohoto trendu
vybocuje doba davkovani 90 s. Vzhledem k tomu, Ze tato kalibra¢ni zavislost vykazuje
niz§i koeficient determinace a vy$si smérodatné odchylky jednotlivych méfeni, je
pravdépodobné, Ze doslo k blize nespecifikované experimentalni chybe. Volbou pro dalsi
méteni byla doba davkovani heparinu 120 s, jelikoZ pti tomto Case kalibracni zavislost
vykazovala lepsi koeficient determinace i1 niz$i smérodatné odchylky jednotlivych

méfeni. Parametry regresnich pfimek jsou uvedeny v tabulce 1.
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Tabulka 1: Pirehled parametru regresnich piimek z obr. 12

Doba davkovani zony Smérnice ptfimky Koeficient determinace
heparinu [s] [ml-pg '] R?
15 —0,35 0,67
60 -1,77 0,97
80 —2,47 0,99
90 —4,54 0,95
120 3,49 0,99
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Obr. 12: Porovnani kalibracnich zavislosti priimérné velikosti plochy piku na koncentraci
heparinu v roztoku. Zakladni elektrolyt: kyselina fosforecnda 10 mM,; davkovana zona
roztoku heparinu o koncentraci 0 — 20 ug/ml hydrodynamicky (5 kPa) po riizné dlouhé
casy (viz popisky); ihned poté davkovan tetraarginin 5 kPa do dobu 3 s, poté vlozeno 30 s
napeti 30 kV a vzniklé zony mobilizovany tlakem 5 kPa skrz detektor. Prumerné plochy
piku jsou zde pro prehlednost znazornény jako procenta priimérné plochy piku prvniho

bodu kalibrace (nulova koncentrace heparinu).
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4.6 Metoda se standardnim piidavkem

V oblasti nizkych koncentraci roztokt heparinu (ptiblizné od 0 do 2 pg/ml) byl

pozorovan nelinearni prub¢h funkce a vyssi smerodatna odchylka jednotlivych méfeni.

vvvvvv

hladina heparinu v téle se pohybuje okolo 1,0 — 2,5 pg/ml®’

. 'V ptedchozich grafech je
vidét, ze pii vyssich koncentracich heparinu je kalibracni zavislost linearni, byla proto
jako dal$i pfedmét zkouSeni zvolena metoda, kdy byl ke kalibraénim roztoklim ptidan
roztok heparinu — v ramci této prace lze takovy zplsob méfeni nazvat ,,metodou
standardniho ptidavku®.

Ke vSem kalibracnim roztoklim bylo ptidédno 5 pl roztoku heparinu o koncentraci
1 mg/ml, vysledna koncentrace heparinu poté v jednotlivych kalibra¢nich roztocich ¢inila
o 10 pg/ml vice, nez v ptivodnich roztocich. S témito roztoky byly opét proméieny
kalibra¢ni zavislosti.

Protoze bylo ptfedpokladdno, ze zvySeni koncentrace heparinu v roztocich by
mohlo vést k vychytani veskerého tetraargininu (a vymizeni piku), byla doba davkovani
tetraargininu prodlouzena z béznych 3 s na 5 s. Béhem méfeni byly proménovany casy
davkovani zony heparinu.

Nejvyssi citlivost 1 koeficient determinace (viz tabulka 2) byly potvrzeny pfi
pouziti doby davkovani heparinu 120 s. Témétf konstantni usek pocatku kalibracni
zavislosti ovSem standardnim pfidavkem nebyl odstranén, i kdyZ bylo pozorovano snizeni

smérodatné odchylky jednotlivych méteni (viz obr. 13).

Tabulka 2: Piehled parametri regresnich primek kalibracnich zavislosti

Doba davkovani zony Smérnice piimky Koeficient determinace
heparinu [s] [ml-pug R?
60 —2,04 0,91
90 -2,75 0,91
110 —-3,00 0,97
120 —4,12 0,98
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Obr. 13: Porovnani kalibracnich zavislosti. Tlakem davkovan heparin o koncentraci 0 —
20 ug/ml po dobu 120 s; bezprostiedné poté davkovan tlakem tetraarginin po dobu 5 s,
poté viozeno napéti 30 kV po dobu 30 s a zony mobilizovany skrz detektor tlakem. Ke
kalibracnim roztokiim byl primo do vialky pridan standardni pridavek roztoku heparinu.
Prumérné plochy piku jsou zde pro prehlednost zndzornény jako procenta primérné

plochy piku prvniho bodu kalibrace (nulova koncentrace heparinu).
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4.7 Davkovani tetraargininu

Byly porovnany kalibra¢ni zavislosti (viz obr. 14) pii riizné dob¢ davkovani zony
tetraargininu — roztoky se standardnim ptidavkem byly davkovany po dobu 120 s, poté
byl ddvkovéan tetraarginin po dobu 3 s nebo 5 s. Pii vétsim mnozstvi tetraargininu je vidét,
ze metoda ma vétsi citlivost pfi vyssSich hladinach heparinu, ale ma vétsi smérodatné
odchylky jednotlivych métfeni. Naopak pii davkovani tetraargininu po dobu 3 s metoda
vykazuje vétsi linearitu v celém kalibracnim rozsahu a v oblasti nizkych koncentraci ma

mensi smérodatné odchylky méfeni.

Tabulka 3: Piehled parametri regresnich primek z obr. 14

Doba davkovani zoény Smérnice piimky Koeficient determinace
tetraargininu [s] [mMAU-s'ml-pg '] R?
3 —6,77 0,99
5 —8,99 0,98
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Obr. 14: Porovnani kalibracnich zavislosti. Tlakem davkovin heparin o
koncentraci 0—20ug/ml 120 s; bezprostredné poté davkovan tlakem
tetraarginin po dobu 3 nebo 5 s, poté viozeno napeti 30 kV po dobu 30 s a zony
mobilizovany skrz detektor tlakem. Ke kalibracnim roztokiim byl primo do vialky
pridan standardni pridavek — koncentrace kalibracnich roztokii byla navysena o

10 ug/ml.

4.8 Pridavek hydroxyethylcelulosy do zékladniho elektrolytu

Do zékladniho elektrolytu se pii elektroforetickych metodach piidava roztok
hydroxyethylcelulosy = pro  omezeni  elektroosmotick¢ho  toku.  Pfidavek
hydroxyethylcelulosy do zakladniho elektrolytu prodlouzi celkovou dobu analyzy, ale
muze snizit Sum zakladni linie a tim zlepsit citlivost a opakovatelnost jednotlivych
méteni. V piipadé prace s bazickymi peptidy také potlaci jejich nezadouci interakce se
sténou kapilary.

Do vialek se zakladnim elektrolytem byl pfidan 1% roztok hydroxyethylcelulosy
tak, aby jeji koncentrace ve vysledném zakladnim elektrolytu byla 0,1 %. Poté byla timto

elektrolytem diikladné promyta kapilara a nasledovalo dal$i méteni.
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S takto upravenym zakladnim elektrolytem a kapilarou byly prométeny kalibracni
zavislosti. Znovu byl sledovéan vliv zmény doby davkovani tetraargininu (davkovan byl
hydrodynamicky 3, 4, 5a 6 s).

Ukazalo se, ze zména doby davkovani tetraargininu skutecné nemé krom¢ zmény
vychozi hodnoty plochy piku pfili§ zésadni vliv na pribéh kalibra¢ni zavislosti nebo
citlivost metody. Jedind vyraznd zména, a to zména useku na ose y je zptisobena prave
mnozstvim tetraargininu, ktery je nadavkovan do kapilary — je-li ddvkovan déle, zéna je
delsi a to se projevi vétsi plochou piku tetraargininu pii nulové koncentraci heparinu.
Vyhodou delsi zony tetraargininu by byla moznost vétsiho linearniho rozsahu metody,
protoze vét§i mnozstvi tetraargininu poskytuje rozsahlej$i moznost Ubytku piku, tudiz
teoreticky dokaze zaznamenat piipadné vyssi koncentrace heparinu. V této praci ovSem
bylo jako maximalni koncentrace pouzito 20 pug/ml heparinu, takze nebyla davkovana
delsi zoéna tetraargininu. Porovnani naméfenych kalibracnich zéavislosti a parametry
regresnich pfimek kalibracnich zavislosti viz tabulka 4 a obr. 15.

Zaroven je znaméfenych kalibracnich zavislosti patrné, Zze piidavek
hydroxyethylcelulosy mél pozitivni vliv na pocatecni tsek kalibracnich zavislosti —
vyrazn€ nelinedrni, t¢éméf rostouci usek, pozorovany pii piedchozich méfenich pii téchto
métenich nebyl zaznamenan.

Doba analyzy se ptidavkem hydroxyethylcelulosy prodlouzila z pivodnich

6 minut na 11 minut.
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Tabulka 4: Piehled parametri regresnich pfimek z obr. 15

Doba davkovani zony — Smérnice piimky  Usek piimky Koeficient determinace

tetraargininu [s] [mMAU-s'ml-pg '] [mAU-s] R?
3 —8,45 203,7 0,99
4 8,28 299,6 0,96
5 —-8,17 385,5 0,92
6 —-10,39 488,3 0,99
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Obr. 15: Porovnani kalibracnich zavislosti. Tlakem davkovan heparin o

koncentraci 0 — 20 ug/ml 120 s; bezprostiedné poté davkovan tlakem tetraarginin

po dobu 3, 4, 5 nebo 6 s, poté vilozeno napeti 30 kV po dobu 30s a zony

mobilizovany skrz detektor tlakem. Ke kalibracnim roztokum byl primo do vialky

pridan standardni pridavek — koncentrace kalibracnich roztokii byla navysena

o 10 ug/ml.
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Na zavér je zde tieba uvést prehledné porovnani vybranych kalibra¢nich zavislosti
z vyse popsanych experimentl, a to metodu bez standardniho pfidavku, se standardnim
ptidavkem bez hydroxyethylcelulosy a s pfidavkem hydroxyethylcelulosy, kdy byla do
kapilary davkovana zéna heparinu do dobu 120, poté zona tetraargininu po dobu 3 s,
vloZeno napéti 30 kV po dobu 30 s a vzniklé zony mobilizovany tlakem skrz detektor
z kapilary. Tyto kalibrac¢ni zévislosti jsou k porovnani v obr. 16 a v tabulce 5 jsou
parametry piisluSnych regresnich ptimek.

U metody bez piidavki jsou znat vétsi smérodatné odchylky jednotlivych méfeni
a metoda se standardnim pfidavkem bez hydroxyethylcelulosy vykazuje nizsi citlivost.
Ale celkové jsou metody srovnatelné, dal$im porovnavacim faktorem je zde Cas — ten je
v pritomnosti hydroxyethylcelulosy vys$$i, protoze se zpomali proudéni kapaliny
v kapilare diky zvySeni viskozity roztoku. Rozdilny Gisek na ose y je zpisoben ptidavanim
heparinu ke kalibracnim roztokiim, kdy se v dasledku toho posune cela kalibraéni
zavislost smérem dolil — je tedy omezena horni mez linedrniho rozsahu metody. Proto je
treba uvazovat, chceme-li metodu dale optimalizovat pro co nejrozsahlejsi dynamicky
rozsah 1 za cenu nizsi presnosti a citlivosti, nebo se zame¢fit na optimalizaci podminek

pro stanovovani jen niz§ich koncentraci heparinu.

Tabulka 5: Piehled parametrii regresnich pfimek z obr. 16

Smérnice pfimky  Usek piimky Koeficient

Metoda ]
[mAU-s-ml-pg!] [mAU:s] determinace R?
Bez piidavku —8,83 255,8 0,99
Standardni pfidavek heparinu —6,77 192,0 0,99

Standardni pfidavek heparinu a

HEC

—8,45 203,7 0,99
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Obr. 16: Porovnani kalibracnich zavislosti. Tlakem davkovan heparin o koncentraci
0—20 ug/ml 120 s; bezprostiedné poté davkovan tlakem tetraarginin po dobu 3 s, poté
viozeno napéti 30 kV po dobu 30 s a zony mobilizovany skrz detektor tlakem. Totéz bylo
provedeno poté, co byl ke kalibracnim roztokiim primo do vialky pridan standardni
pridavek roztoku heparinu. Treti kalibracni zavislost byla nameérena stejnym zpiisobem po

pridani hydroxyethylcelulosy do zakladniho elektrolytu.
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4.9 Urceni pracovnich charakteristik metody

Za ulelem urCeni pracovnich charakteristik metody (meze detekce, meze

stanovitelnosti) byla za zvolenych podminek prométena kalibracni zavislost v rozsahu 0

— 20 pg/ml heparinu. Ziskana kalibra¢ni zavislost viz obr. 17, bylo provedeno méteni

vzdy tiikrat, pficemz roztoky o koncentraci 2 a 15 pg/ml byly prométeny desetkrat.

Spocitané LOD a LOQ spolecné s relativnimi smérodatnymi odchylkami jsou uvedeny

v tabulce 6.
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Obr. 17: Kalibracni zavislost velikosti plochy piku na koncentraci heparinu ziskana za

zvolenych podminek, slouzici k vypoctu pracovnich charakteristik metody. Zakladni

elektrolyt: kyselina fosforecnd 10 mM; davkovani roztoku heparinu 120 s, davkovani

roztoku tetraargininu 3 s, vlozeno napeti 30 kV po dobu 30 s, heparin se standardnim

pridavkem, v zdkladnim elektrolytu hydroxyethylcelulosy 0,1 %.

Tabulka 6: Pirehled pracovnich parametri metody vypocitanych na

zakladné kalibraé¢ni zavislosti z obr. 17

LOD LOQ % RSD % RSD
[ng/ml] [ng/ml] pro 2 pg/ml pro 15 pg/ml
1,1 3.8 4,4 6,8
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Mez detekce je definovéana jako koncentrace analytu, kdy je jiz se statistickou
jistotou vyvolana zména signalu rozpoznatelna od zmén signalu jinymi vlivy>®. Obecné
je mez detekce takova koncentrace analytu, kterd vyvola trojnédsobné vétsi odezvu, nez je
Sum signalu (pozadi). Pocita se jako priimérna hodnota signalu vicenasobného méfeni
slepého vzorku plus trojnasobek odhadu smérodatné odchylky. Pro ucely této metody
ovSem neni tento vypocet pfili§ vhodny — nulova hodnota, tedy slepy pokus, vyvolava
nejvyssi odezvu detektoru, protoze jde o metodu nepiimého stanoveni. Nelze tedy pfilis
jednoznacné urcit velikost Sumu a poté vypocitat mez detekce vyse uvedenym zpiisobem.
Byla proto pouzita metoda, ktera vyuziva veskera naméfena data, nikoliv jen hodnoty
ziskané métenim slepého pokusu.

Metoda spociva v analyze rozptylu dat kalibracni zavislosti. Kalibracni zévislost
je popsana rovnici regresni ptimky, kterou jsou prolozeny naméiené hodnoty:

y=kx+q
y =-7,61x + 210,23

kde y je zavisle proménnd a x nezavisle proménna. Byly spocitany smérnice
piimky (k) a usek ptimky (g) a smérodatnd odchylka (sx,) rozptylu bodl kolem regresni
pfimky. Hodnoty lze spocitat pomoci programu MS Excel. Vzorec pro vypocet

smérodatné odchylky s, je:

kde y: jsou skutecné namétené hodnoty, Y; jsou z regresni pitimky vypocitané hodnoty
odpovidajici ptisluSnym x; a n je po€et provedenych méfeni. Po vypoctu sy, se trojnasobek
této hodnoty odecte od useku g, ktery zaujima kalibracni pfimka na ose y. Tim se ziska
usek gz a tato hodnota se opét dosadi do rovnice regresni piimky — spocita se odpovidajici
xB, coZ piedstavuje hodnotu meze detekce (LOD). Tento vypocet miZzeme zjednodusit a

vyjadfit vzorcem:

Tentyz vypocet poslouzil i pro ureni meze stanovitelnosti (LOQ), a to s tim
rozdilem, Ze neni uvazovan trojnasobek smeérodatné odchylky rozptylu bodi kolem

kalibra¢ni pfimky, ale desetinasobek:
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—10 - sy,
k

Vypocitand mez detekce Cini 1,1 pg/ml heparinu v roztoku a mez stanovitelnosti

LOQ =

3,8 pg/ml heparinu v roztoku. Oba tyto parametry jsou pouzitelné pro stanoveni heparinu,
ovsem jeste je tieba vyzkousSet moznosti, které by vedly k dalSimu snizeni LOD 1 LOQ —
v piipadé stanoveni heparinu v krvi ¢i plasmé by byly pro nizsi hladiny heparinu ve

vzorku nedostate¢né.
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4.10 Stabilita tetraargininu

Béhem pocatecnich méfeni byl pozorovan nezvykly narast ploch pika
tetraargininu pii opakovaném pouziti jeho roztoku. Roztok, jez byl pouzivan ve vSech
experimentech, mél koncentraci 1 mg/ml tetraargininu v pifislusSném zakladnim
elektrolytu (obvykle v 10 mM kyseliné fosfore¢né). Pfipravovan byl fedénim vodného
roztoku tetraargininu o koncentraci 10 mg/ml. VSechny roztoky byly stejné jako pevny
tetraarginin skladovany pii —20 °C (jak doporucuje vyrobce).

Byl proveden experiment za ucelem ovétreni vhodnosti tohoto skladovani — byly
pfipraveny vzorky tetraargininu o koncentraci 10 mg/ml ve vodé a 1 mg/ml v kyseliné
fosforecné. Kazdy ze vzorkl byl poté tfikrat prométen za téchto podminek: zdkladni
elektrolyt 10 mM kyseliny fosforecnd; davkovan vzorek tlakem 5 kPa po dobu 3 s;
vlozeno napéti 30 kV po dobu 30 s a zoéna byla mobilizovéana skrz detektor tlakem 5 kPa.
Vzorky byly poté n€kolik dni skladovany pfi laboratorni teploté, pii 5 °C nebo v —20 °C.

Poté byly vzorky bez promichdvani vytemperovany na laboratorni teplotu a
stejnym zplsobem zaznamenany jejich elektroferogramy. Roztoky vzorkd byly poté
dikladné promichany a opét prométeny. S vybranymi vzorky byl stejny postup opakovan
1 po nékolikatydennim skladovani.

V tabulce 7 jsou zaznamendny primérné plochy ziskanych pikd a jejich
procentudlni vyjadfeni vzhledem k ptivodné namétené plose piku daného vzorku.

Naméfené hodnoty ukazuji, Ze skladovani roztoku tetraargininu pifi 20 °C mélo
na roztok znacny vliv — namétené hodnoty pii opakovaném zmraZeni vzrostly aZ na
450 % plvodni primérné plochy piku, a to jen v pfipadé roztoku o koncentraci 1 mg/ml
v kyseliné fosfore¢né. Pii nasledném promichani tohoto roztoku nebyly naméfeny
hodnoty nizsi, nez 120 % ptivodnich hodnot.

Ve vodném roztoku o koncentraci 10 mg/ml takto vyraznd zména nebyla
zaznamenana — namefené hodnoty (roztoku skladovaného pii =20 °C) narostly na 150 %
puvodni plochy a po promichani klesly téméf na plvodni hodnoty. U roztoku o
koncentraci 10 mg/ml je také tfeba brat v tivahu, Ze je roztok pro tuto metodu pfilis
koncentrovany, tudiz Caste¢né dochazi k predavkovani detektoru — namétené hodnoty
maji vyssi smérodatnou odchylku a méfeni bylo spise orienta¢niho charakteru.

Roztoky skladované pfi laboratorni teploté nebo v 5 °C tento jev naristu ploch
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nevykazovaly — po jejich opakovaném proméfeni byla priimérné plocha o néco vyssi, ale
nikoliv v takové mifte, jako u =20 °C. Navyseni plochy bylo u téchto vzorkli zaznamenéano
po promichani, ov§em pii dalsim skladovani a opakovaném méfeni se jiz plocha piku dale
neme¢nila ani po n¢kolika tydnech.

Tento jev je mozné vysvétlit jak fyzikalné-chemickymi vlivy, tak mechanickym
pusobenim na vzorek. Timto mechanickym piisobenim muze byt pravé michani vzorku,
kdy je promichdvan maly objem vzorku (0,1 ml). Mlize dojit k nerovnhomérnému
promiseni, ptipadné k ulpéni malé ¢asti roztoku na sténach vialky. Neni vylouc¢eno ani
malé odpaieni roztoku vzorku, 1 kdyz byly vialky utésnény.

Nezanedbatelny vliv zde ma fakt, ze fosfatové ionty z kyseliny fosfore¢né mohou
tvofit s tetraargininem nekovalentni vazby>’. Tyto vazby se tvoii mezi fosfaty, sulfaty a
karboxyly a guanidinovou skupinou argininu, kterd je siln¢ bazickd — arginin je
povazovan za nejvice nukleofilni pfirodni aminokyselinu, nasledovan lysinem a
histidinem. Tyto interakce argininu jsou zdvislé krom¢ jiného na jeho prostorovém
usporadani, pH roztoku nebo na sousednich skupinach v peptidu. Zmrznutim roztoku
muze dojit ke vzniku novych interakci. Timto pak dochazi k vyrazné odlisSnym
vysledklim mezi roztokem tetraargininu v kyseliné fosfore¢né skladovaném pii -20 °C a
skladovaném pfi teplotach nad 0 °C, i kdyZz nekovalentni interakce mezi guanidinovou
skupinou tetraargininu a fosfaty pravdépodobné vznikaji ve vSech téchto roztocich
s kyselinou fosfore¢nou.

Je tedy nutné ptfed kazdym méfenim pfipravovat novy roztok tetraargininu
v kyseliné¢ fosfore¢né, pokud toto neni mozné, je nutné tento roztok neskladovat pfi
-20 °C, ale pfi laboratorni teploté nebo 5 °C peclivé uzavieny. Pro pevny tetraarginin je

ovSem nutné¢ stale dodrzovat pokyny vyrobce, a to skladovat pii -20 °C.
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Tabulka 7: Vliv zptsobu skladovani roztoku TA na plochu piku

Vzorek Podminky Doba skladovani  Promichani % pavodni plochy
tetraargininu  skladovani (pocet dnti) roztoku piku
10mg/ml  lab i ’ ] 199.9
mg/m aboratorni )
vodny roztok teplota > 105.8
5 promichano 115,6
il 0 - 100,0
10 mg/m 5°C 5 - 110,1
vodny roztok
5 promichéano 111,4
10 me/ml 0 - 100,0
e ~20°C 5 - 150.3
vodny roztok
5 promichano 110,8
0 - 100,0
| mg/ml v laboratorni > ) o7
10mM k. 5 promichano 128,2
. teplota
fosforecné 70 - 130,4
70 promichéano 126,0
0 - 100,0
I mg/ml v S - 96,8
10mM k. 5°C promichano 121,0
fosforecné 70 - 123,7
70 promichano 115,7
- 100,0
I mg/mlv } 244,1
10mM k. —20 °C promichano 128,8
fosfore¢né 70 _ 459,0
70 promichéano 124,4

53



4.11 Moznost zkraceni doby analyzy

Na zavér byla zkouméana moznost zkraceni doby analyzy prostym zkracenim
separacni kapilary. Vzhledem ke konstrukénimu uspotadani kazety, do které se kapilara
vklada, bylo mozné kapilaru zkratit maximalné na 30,0 cm celkové délky (21,5 cm
efektivni délky).

V takto upravené kapilatfe byl proméfen roztok tetraargininu: zakladni elektrolyt
10 mM kyselina fosfore¢na, bez heparinu, v zédkladnim elektrolytu 0,1 %
hydroxyethylcelulosy. Do kapilary byl tlakem 5 kPa po dobu 3 s nadavkovén roztok
tetraargininu, poté bylo na kapilaru vloZzeno napéti 30 kV po dobu 30 s. Vzniklé zony
byly mobilizovany tlakem skrz detektor ven z kapilary.

Na obr. 18 je vidét porovnani ziskanych elektroferogramii — zdznam z ptivodni
kapilary ukazuje pik pfiblizn€ v 11. minuté s plochou 164,1 mAU-s, zdznam ze zkracené
kapilary poskytuje ostry pik pfed 1. minutou s plochou 179,8 mAU:s, avSak je zde i
znacny Sum zékladni linie.

Toto méteni nebylo déle rozvijeno, slouzilo jen jako ndmét jedné z moznosti, jak

by se dalo zkracovat Cas analyzy.

25

Absorbance [mAU]

_15 1 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Cas [min]

Obr. 18: Elektroferogramy tetraargininu ve zkrdacené (délka 30 cm, pik vlevo) a puvodni
(délka 50 cm, pik vpravo) kapildare. Roztok tetraargininu byl nadavkovan po dobu
3 s tlakem 5 kPa, poté bylo na kapilaru viozeno napéti 30 kV po dobu 30 s a zony
mobilizovany tlakem. Zakladni elektrolyt — 10 mM kyselina fosforecna.
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Ptiblizné  desetindsobné  zkraceni analyzy se ovSem jevilo jako
nepravdépodobné — bylo proto provedeno dal§i métfeni za ticelem urceni pozorované a
efektivni mobility tetraargininu a elektroosmotického toku, aby se ovéfilo, zdali je takové
zkraceni Casu analyzy skutecné mozné a zdali pik objevujici se v 1. minuté patfi
tetraargininu.

Bylo provedeno méieni s markerem elektroosmotického toku. Jako tento marker
byl pouzit roztok thiomocoviny o koncentraci 0,1 mg/ml. Nésledujici méfeni byla
provedena v zékladnim elektrolytu 10 mM kyselin¢ fosfore¢né a v zékladnim elektrolytu
10 mM kyselin¢ fosfore¢né s 0,1 % hydroxyethylcelulosy. Méteni byla provedena vzdy
tiikrat.

Za tcelem urceni velikosti elektroosmotického toku byla do kapilary
nadavkovana prvni zona roztoku tlakem 5 kPa po dobu 3s, poté byla zona mobilizovana
tlakem 5 kPa po dobu jedné minuty. Stejnym zplsobem byla nadavkovana a
mobilizovana druhd zona smési. Poté bylo na kapilaru vlozeno napéti 30 kV po dobu
120 s. Jako posledni byla naddvkovana tfeti zona smési tlakem 5 kPa po dobu 3 s a zony
byly mobilizovany tlakem 5 kPa skrz detektor ven z kapilary.

Pro vypocet efektivni a pozorované mobility tetraargininu byl roztok tetraargininu
o koncentraci 1 mg/ml naddvkovan do kapilary tlakem 5 kPa po dobu 3 s a na kapilaru
bylo vloZzeno napéti 30 kV az do konce analyzy.

Ze zakladnich teoretickych vztahl byly odvozeny nasledujici vzorce pro vypocty:

_ [z=ta)—(t2—t)] I lp
t3'tU'U

Ugor =

kde pgor je mobilita elektroosmotického toku, [ efektivni délka kapilary, [. celkova
délka kapilary, ty,t,, t3 migracni Casy pftislusné zoény thiomocoviny (markeru), U
vkladané napéti a t;; doba vkladani napéti.

le-lp
tmig " U

Hpoz =

kde ptp,, je pozorovana mobilita tetraargininu a t,,;, je migrani Cas tetraargininu.
Uer = Hpoz — HEOF
kde ucs je efektivni mobilita tetraargininu.
Z elektroferogramu byly odecteny migracni Casy sledovanych pikl tetraargininu

nebo thiomocoviny a ztéchto casii byly spocitiny mobility a elektroosmoticky tok
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pomoci vyse uvedenych vzorcii. Vypocitané hodnoty jsou uvedeny v tabulce €. 8.

Z uvedenych mobilit je jasné, ze uz tak velmi nizky elektroosmoticky tok byl
potlacen ptidavkem hydroxyethylcelulosy v podstaté na nulu. V piipadé zékladniho
elektrolytu s hydroxyethylcelulosou tim padem pfestava byt rozdil mezi pozorovanou a
efektivni mobilitou tetraargininu. Tento rozdil zpusobuje pravé elektroosmoticky tok.
V piipadé elektrolytu bez hydroxyethylcelulosy jsou mobility odlisné, tudiz

elektroosmoticky tok zde k pozorované mobilité tetraargininu ptispiva.

Tabulka 8: Piehled vypocitanych hodnot mobility elektroosmotického

toku, pozorované a efektivni mobility tetraargininu

Elektroosmoticky tok Pozorovana mobilita Efektivni mobilita TA

(SD) [em* V' 1s71]  TA(SD) [cm?V 1571 (SD) [cm?-V 1571
- 4,01-107(0,68-107) 5,72:1074(0,02-107%) 5,32:107(0,05-107)
HEC —0,05-1077(9,70-107)  5,00-107%(0,00-107%) 5,00-1074(0,00-107%)

Na zaklad¢ vypocitanych hodnot mobilit a elektroosmotického toku byly
odhadnuty délky davkovanych zén a casy potiebné pro prichod kapilarou. Pokud
v dlouhé kapilate (50,0 cm) s hydroxyethylcelulosou v BGE davkujeme zénu heparinu
po dobu 120 s tlakem 5 kPa, tato zéna v kapilafe zaujima ptiblizn€ 5,0 cm. Tato hodnota
byla odhadnuta na zakladé migrac¢niho Casu tteti zony thiomocoviny z vyse popsané¢ho
méfeni za UCelem vypoctu elektroosmotického toku. Migraéni cas tieti zony
thiomocoviny byl 1000 s — znamena to, Ze za 1000 s vlivem tlaku 5 kPa zona projde
41,5 cm (efektivni délka kapilary) — rychlost zon v kapilare zptisobena jen tlakem je tedy
0,0415 cm/s a proto zéna heparinu davkovana 120 s ma délku ptiblizn€ 5,0 cm. Poté je
tteba uvazovat, jakou rychlosti zona tetraargininu migruje vlivem vkladani napéti — tato
rychlost je pfimo imérna jeho mobilité, vkladanému napéti a nepiimo umérné celkové
délce kapilary. Po dosazeni hodnot do vztahu:

U
Ura = Hpoz* l_
c

kde vz je rychlost tetraargininu, p,,, je pozorovana mobilita tetraargininu,

U velikost vkladaného napéti a /. celkova délka kapilary, dostaneme hodnotu 0,30 cm/s.
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Vkladame-li napéti na kapilaru 30 s, musi teoreticky zdéna tetraargininu migrovat 9,0 cm.
Je tedy jasné, ze zony heparinu (délka 5,0 cm, migruje nespecifikovanou rychlosti
k anodé€) projdou se zonou tetraargininu (migruje 9,0 cm ke katod¢) zcela skrz sebe.
Pokud ptedpokladame, Ze se ndmi sledovany zbyly tetraarginin nachazi po vkladani
napéti ve vzdalenosti 9,0 cm od zacatku kapilary, pfi rychlosti pohybu zptisobeného
tlakem (0,0415 cm/s) by se tato zoéna méla objevit na elektroferogramu piiblizné ve 13.
minuté analyzy (naméfena hodnota je po 10. minuté, viz obr. 18).

Stejnou uvahu mizeme aplikovat na odhad pohybu a délky zén v kapilare o délce
30,0 cm (efektivni délka 21,5 cm). Rychlost migrace zén zplsobena pouze tlakem je
teoreticky pfimo timérné délce kapilary (v kratsi kapiléfe je nizs$i odpor kapaliny), tedy
teoreticky se zony pohybuji rychlosti 0,069 cm/s (délka davkované zony heparinu je pak
cca 8,3 cm). Po dosazeni do vzorce na vypocet rychlosti migrace tetraargininu zptisobené
vkladanim napéti dostaneme rychlost 0,50 cm/s. P vkladani napéti 30 s tedy tetraarginin
migruje 15 cm skrz kapilaru ke katod¢, poté rychlosti 0,069 cm/s migruje k detektoru (coz
¢ini vzdalenost 6,5 cm), pik 1ze tedy o¢ekavat ptiblizné pii 1,5. minuté (namétena hodnota
je 1. minuta, viz obr. 18).

Z této uvahy plyne, Ze zdanlivé Spatné identifikovany pik po zkraceni kapilary
skutecné patfi tetraargininu a zmenSeni délky kapilary o 40 % muze zplsobit zkraceni
analyzy o vice nez 90 %. Pti dalSich pokusech o zkraceni analyzy je proto nutné

optimalizovat délku kapilary velmi citlive.
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5 Zavér

Bylo zpracovano shrnuti v praxi pouzivanych metod stanoveni heparinu a jejich
porovnani z hlediska jejich efektivity, pfiCemz bylo zjisténo, ze problematikou stanoveni
heparinu se zabyva mnoho védeckych praci, ale zddna z novych metod nebyla aplikovana
do bézné praxe. Témét vSechny tyto metody jsou pouzity s vét§im uspéchem ke stanoveni
heparinu v pfipravcich, nez v biologickych vzorcich — pokud jde o biologické vzorky,
problémem je slozitd matrice a nemoznost stanovovat heparin pfimo. VSechny nové
metody, az na par specifickych vyjimek, vyuzivaji nepfimé detekce pomoci nejrizné€jsich
markert, které s heparinem tvoii komplex.

Stejné tak tomu bylo i v této praci, avSak zde byl jako tento marker pouzit peptid
tetraarginin, ktery byl vybrdn na zakladé sloZeni pfirozeného antidota heparinu —
protaminu. Tetraarginin je pfesn¢ definovany a jednoduchy peptid, ktery absorbuje pii
200 nm a s heparinem tvoii stabilni komplex. Na ziklad¢ této vlastnosti byl sledovan
ubytek plochy piku tetraargininu v zavislosti na obsahu heparinu v roztoku.

Jako zékladni elektrolyt byla zvolena 10 mM kyselina fosforecna, pti¢emz bylo
porovnano vice koncentraci a kyselina chloroctovd, kdy byl na elektroferogramech
znatelny vys$si Sum zékladni linie a pfehiivani kapilary vlivem vznikajiciho Joulova tepla.

Pivodni experimentdlni uspotadani spocivalo v pfidavani heparinu do celého
objemu zékladniho roztoku, coz slouzilo jen pro ucely definovani zékladnich parametri
(zé&kl. elektrolytu a vkladani napéti). Toto uspofaddani by v praxi bylo nevhodné, ne-li
neproveditelné. Proto byla dal$i méteni provadéna s pouzitim davkovani jednotlivych zén
do kapilary — negativné nabity heparin byl dadvkovan jako prvni a jako vyrazné delsi zona
(jde o tadoveé mén¢ koncentrovany roztok) a ihned poté byla davkovana kratka zona
kladné nabitého tetraargininu. Poté bylo na kapilaru vloZeno napéti a zéony po tuto dobu
migrovaly pfes sebe, coZ zajistilo vznik komplexu heparin-tetraarginin. Tento komplex
neni zcela jednoznacné definovan, ale s jistotou lze fici, ze nema takovou mobilitu jako
samotny tetraarginin a ani nema stejné spektrometrické vlastnosti. Zbyly, nevazany
tetraarginin byl zaznamendvan jako pik na elektroferogramu pii 200 nm a ubytek jeho
plochy byl shleddn pfimo imérny koncentraci heparinu v kalibracnich roztocich.

Pro vylepSeni citlivosti metody a smérodatnych odchylek méfeni bylo zkouSeno

pfidani znamého mnozstvi zasobniho roztoku heparinu do kalibra¢nich roztokl pro
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zvysSeni odezvy detektoru nebo potazeni stény kapilary hydroxyethylcelulosou, ktera
potlacuje elektroosmoticky tok.

Metoda byla optimalizovana v rozmezi 0 az 20 pg/ml, pficemz bylo dosazeno
LOD 1,1 pg/ml a LOQ 3,8 pg/ml. Byla také zkouméana moznost zkraceni doby analyzy
prostiednictvim zkraceni délky separacni kapilary. Ukazalo se, ze zkraceni kapilary o
40 % piinasi zkraceni doby analyzy o vice nez 90 % a pfi vyuziti tohoto ptistupu ke
zkracovani analyzy musi byt délka kapilary peclivé optimalizovana. V rdmci méteni byl
zjistén vliv zptsobu skladovéani roztoku tetraargininu na jeho stabilitu a navrhnuto
opatfeni, aby nedochazelo ke zkresleni vysledka vlivem nestability tohoto roztoku.

Prace na téma stanoveni heparinu nabizeji mnoho variant, kam je mozno dalsi
vyzkum orientovat — tato prace nabizi dal$i sméry, kde je mozné experimentovat —
napiiklad v délce kapilary, davkovani z kratSiho konce kapilary nebo ptidavani polymert
do zakladniho elektrolytu. Obecné pro vSechny metody je vize instrumentalni feSeni pro
on-line analyzu, pfipadné miniaturizace. V neposledni fadé¢ bude nutné vyzkousSet
optimalizovat pfedipravu vzorku pro elektroforetickou separaci, jelikoz metoda by méla
byt pouzitelnd v redlnych vzorcich — témito jsou vzorky plasmy nebo plné krve pacientd,

coz je slozitd matrice a preduprava bude nevyhnutelna.
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