Sekven¢ni injek¢ni analyza — laborator na ventilu (SIA-LOYV)
(Stanoveni obsahu heparinu v injekénim roztoku)

Teorie:

Sekvencni injekéni analyza (SIA) je dalsi technikou pritokové analyzy, ktera umoziuje
snadnou automatizaci slozitych postupli sériovych analyz velkého poctu vzorkl. Vyznamnymi
rozdily techniky sekvencni injek¢ni analyzy a FIA techniky je odliSnost v geometrii nosného
toku, kdy FIA vyuziva pfimy konstantni tok, zatimco SIA vyuziva zménu piimého a zpétného
toku. Tim je dosazeno vysSiho stupné konverze analytu na vysledny produkt. Systém SIA
pracuje v cyklu naprogramovanych pohybu cerpadla, synchronizovanych s piepinanim pozic
selekéniho ventilu. Ziskéani reprodukovatelného koncentra¢niho gradientu produktu dosahneme
pfesnou synchronizaci a opakovatelnosti jednotlivych programovych krokii. Vyhodou SIA
techniky oproti FIA je jednokanalové uspofddani s jednim ventilem. Protoze SIA vyuziva
zastaveni a zménu sméru toku, jsou spotieby vzorku a hlavné ¢inidel podstatné nizsi nez u
FIA, kde je Cerpani kontinudlni. Velkou vyhodou je i jeji flexibilita, dand snadnou zménou
parametrit méfeni pomoci klavesnice pocitace beze zmén konfigurace SIA systému.

Variantou klasické SIA techniky je technika mikrosekvenéni injek¢éni analyzy
v uspofadani lab-on-valve (USIA-LOV). Technika puSIA-LOV, ktera je povazovana za tieti
generaci prutokové injekéni analyzy, ma za cil dale miniaturizovat koncept SIA a zaclenit do n¢j
vSechny nezbytné prvky s moznostmi vyuziti pro nejriiznéjsi analytické aplikace. Miniaturizace
bylo dosazeno zaclenénim vicetcelové pratokové detekéni mikrocely s optickymi vlakny do
kompaktni struktury umisténé na selekéni ventil (odtud nézev lab-on-valve, laboratof na ventilu)
(obrazek €.1). Opticka vlakna jsou na jedné strané€ piipojena k externimu zdroji svétla a na druhé
k detekénimu zafizeni, coz umoziluje sledovat reakce probihajici uvnitt cely v redlném Case.
Uspotadanim optickych vldken lze detekéni celu konfigurovat pro méfeni absorbance (vlakna
jsou proti sob¢), fluorescence (tthel vlaken 90°) nebo absorbance a fluorescence zaroven
(pfidanim tietiho vladkna). Tzv. LOV jednotka, vyrabéna z plexiskla, dale obsahuje kanalky pro
manipulaci se vSemi reakénimi €inidly a vzorky, které se do pritokového systému davkuji piimo,

sepnutim pistové nebo peristaltické pumpy.



Obr. ¢. 1: Lab-on-valve usporadani
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Obr. ¢. 2: Schématické znazornéni aparatury pro techniku nSIA-LOV
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Typické uspotfaddani aparatury pro uSIA-LOV je schematicky zndzornéno na obrazku ¢. 2.

Umisténi detek¢ni cely na selekéni ventil ma za nasledek zna¢né zkraceni analytické cesty a

spotieby reakénich Cinidel a vzorkl jsou diky praci s mikrolitrovymi objemy vyznamné nizsi,

nez u klasické SIA. To dela z techniky SIA-LOV idealni nastroj napi. pro biochemicka

stanoveni.

Tab. 1: Srovnani pracovnich parametru jednotlivych pritokovych metod

parametr SFA FIA SIA pSIA-LOV
objem vzorku 200 — 2000 pl 50 — 500 pl 50 —200 pl 10 -30 pl
, ., . .. .. ., rucni/auto. automaticka automaticka
davkovani vzorku kontinualni ¢erpani N i . .
vstiiknuti injekce injekce
pramér vedeni 1 —2 mm 0,8 mm 0,5-0,8 mm 0,5-0,8 mm
0,5-1,0ml
prittokova rychlost <1 ml min™ T ,m_l Radové ml min™' 1 ml min™’
min_ kanal
segmentace vzduchem ANO NE NE NE
%ot anald
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geometrie toku

¢erpani Cinidel
detekce
usporadani
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kontinualni prerusované pierusované
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Heparin (CAS: 9041-08-1) je sodnd sul heteropolysacharidii obsahujici glukosamin-N-

sulfat a uronové kyseliny s proménlivym zastoupenim acetatovych a sulfatovych funkcénich

skupin (obr. €. 3). Relativni molekulové hmotnost se pohybuje v rozmezi 12 000 — 15 000.

Obr. ¢. 3: Zakladni strukturni jednotka heparinu
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Jedna se o ptirozenou latku zpomalujici krevni srazlivost, kdy blokuje nékolik stupni
procesu srazeni krve a zaroven ovliviiuje funkci krevnich desticek. Heparin a jeho derivaty jsou
ucinné pii prevenci proti tromboze a dale pti 1é€bé akutni zilni trombozy. Jeho hladina v krvi
pacienta musi byt peclivé a presné sledovana. Heparin patii do farmakologické skupiny
oznatované jako antikoagulancia. Antikoagulacni tUc¢innost heparinu je vyjadiovana
v mezinarodnich jednotkach (IU — International Unit). Stanovuje se in vitro porovnanim
schopnosti heparinu zpomalovat za danych podminek srdzeni citronanové ovci plazmy se stejnou
schopnosti referencniho ptipravku heparinu. Mezinarodni jednotka odpovida ucinnosti, ktera je
obsazena v deklarovaném mnozstvi mezinarodniho standardu. Tim je lyofilizovana sodné stl
heparinu pfipravend z vepfové stievni mykozy. Hodnota ucinnosti mezinarodniho standardu,
vyhlagena Svétovou zdravotnickou organizaci, je 130 TU mg .

Stanoveni heparinu je velmi dilezitou ulohou v oblasti chemie a mediciny a proto na toto
téma byla vypracovana jiz celd fada technik. K nejvyznamnéj$im patii metody biologické, které
jsou vSak mnohdy cCasové ndro¢né a obtizné¢ reprodukovatelné. Existuje vSak jednoduché
stanoveni heparinu, které je zalozeno na jeho reakci s fenothiazinovymi derivaty (konkrétné

barvivy — derivaty fenothiazinu substituovanymi v polohach 3 a 7) (Obr. €. 4).

H
9 10|‘|\l 1 N\
8 2
HsC Z CH
. 3 3 ‘\hl] S+ N/ 3
S
5 4 C

6 Hz cr CHs
Zékladni skelet fenothiazinu Methylenovéa modf
N N
H,C Z H H3C z CH
3 \hl«l S+ |‘|\l et 3 \ITI 8+ ||\E o 3
CHj3 cr H CHj cr H
Azur A Azur B

Obr. ¢. 4: Fenothiazinova barviva



Vsechny fenothiazinové derivaty maji v UV oblasti podobné spektralni vlastnosti,
projevujici se v absorpcnich spektrech vyskytem dvou hlavnich pasii v rozmezi 210 — 280 nm a
300 — 317 nm. Po ozafeni UV svétlem vykazuji fenothiazinové derivaty fluorescencni vlastnosti.
Za tyto fluorescencni vlastnosti je zodpovédny radikalkation, ktery vznika v prvnim
reverzibilnim oxida¢nim kroku.

Vyse zminéné stanoveni je zalozeno pravé na zhaSeni fluorescence pftislusSného

radikalkationtu fenothiazinového barviva v pfitomnosti heparinu.

Pouzita literatura:
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Ukol:
Stanovte obsah heparinu ve vzorku metodou sekvencni injekéni analyzy — laboratof na ventilu se

spektrofluorimetrickou detekci. Pro stanoveni pouzijte reakci s fenothiazinovym barvivem.

Pristroje a chemikalie:

Modularni spektrometr QE65000 (OceanOptics, USA) piipojeny k fidicimu pocitaci pies
USB rozhrani a ovladany vytvofenym software pro SIA-LOV aparaturu. Kfemenna opticka
vldkna QP600-2-SR (OceanOptics, USA) o délce 1 m pro piivedeni zafeni ze zdroje DH2000-
DUV (OceanOptics, USA) k zabudované priitokové fluorescencni cele (tlouStka absorpcni
vrstvy 10,00 mm) a k odvodu zafeni od cely ke spektrometru.

Programovatelnd pistova pumpa s injekéni stiikackou o objemu 2500 pl (ColeParmer,
USA) ptipojena k fidicimu pocitaci ptes sériové rozhrani RS-232C.

8-cestny selekéni ventil C25-3188 (Valco International, USA) fizeny digitdlnimi vystupy
fidici karty. Na tomto ventilu je nasazena desti¢ka LOV.

Ridici karta PCI-6036E s konektorovym blokem BNC-2110 (National Instuments, USA).
Grafické programovaci prostiedi LabView FDS (7.1) (National Instruments, USA).



Misici a reakéni civky o objemech 100, 150 a 300 pl, tvofené teflonovymi kapilarami
(vnitini pramér 0,5 mm; délek ptiblizn¢ 50, 75 a 150 cm) stoCenymi do spiral, teflonové
spojovaci kapilary o vnitinim primeéru 0,5 (VICI Valco, USA) piislusnych délek.

Heparin sodny, prasek o aktivité 110 IU mg . Zasobni roztok o koncentraci 100 mg dm >
(11 000 TU dm™) ptipravime rozpusténim 50 mg praskového heparinu v deionizované vodg
a doplnénim na objem 500 ml.

Heparin Sandoz, heparin sodny, injekéni roztok o aktivité 25 000 TU 5 ml™"' (Sandoz
GmbH, Rakousko). Zasobni roztok o koncentraci 50 000 IU dm™ piipravime pouzitim 1 ml
injek¢niho roztoku heparinu, ktery byl deionizovanou vodou doplnén na objem 100 ml.

Azur A, 3-amino-7-dimethylaminofenothiazin chlorid, C;4H4sN3;SCl (Mr=291,8),
(Sigma Aldrich, USA). Zasobni roztok o koncentraci 5x10~* mol dm™ pfipravime rozpu§ténim

0,0146 g azuru A v deionizované vod¢ a doplnénim na objem 100 ml.

Pracovni postup a ovladani aparatury:

1. Ze zasobniho roztoku heparinu o aktivité 11000 IU dm™ pfipravime sadu kalibra¢nich roztoki
v koncentraénim rozmezi 0 — 10 pg-ml™.

2. Sestavime aparaturu pro mefeni podle obrazku (Obr. €. 5) (pedagogicky dozor praktika vam
s propojenim vSech soucasti aparatury a pocitace poradi).

3. Zapneme spektrometr pfipojenim USB kabelu k fidicimu pocitaci.

4. Zapneme pistové cCerpadlo; prislusné hadicky zasuneme do odpovidajicich odmérek a do
odpadni nadoby.

5. Na fidicim pocitaci spustime program ,LabView™ a po jeho inicializaci otevieme vlastni

vytvoreny fidici software ,,SIA-LOV praktika* v adresati ,,Praktika“.



Obr. €. 5: Schéma aparatury pro SIA-LOV stanoveni heparinu
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Obr. €. 6: Kontrolni panel ovladaciho software pro SIA-LOV
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6. Na celnim panelu (obr. ¢. 6) tohoto virtudlniho pfistroje musime navolit nasledujici

parametry analyzy:

davkovany objem vzorku 150 pl
davkovany objem barviva 150 pl
pritokova rychlost davkovani 1,0 ml'min™'
pritokova rychlost analyzy 2,5 ml'min”!
rychlost ¢erpani vody 2,5 ml'min”

7. Tim je aparatura piipravena pro méieni. Nejdiive proméfime jednotlivé body kalibracni
zéavislosti v€etné nulové hodnoty a potom nezndmy injekéni vzorek. VSechna méteni

opakujeme 4 krat (nulovou hodnotu 10 krat).

Me¢teni provadime takto: Vstupni hadicku pro nasavani daného roztoku zasuneme do
ptislusného roztoku a na ovladacim panelu virtualniho pfistroje pro SIA analyzu spustime
meéteni tlacitkem ,,Start”. Ovladaci program nejdfive inicializuje ovladani spektrofotometru,
nastavi jeho parametry méfeni; v pribé¢hu analyzy pak pied vlastnim priichodem reakéni smési
detektorem tento detektor vynuluje a ve vhodny ¢asovy okamzik spusti sbér dat v Case.

Software dale inicializuje ovladani pistového Cerpadla a selekéniho ventilu a v pribéhu
analyzy nastavuje pritokové rychlosti i objemy Cerpanych slozek a ve vhodné okamziky spousti
Cerpani.

Pti zahdjeni procesu analyzy je celé prutokové vedeni SIA aparatury naplnéno pouze
nosnym roztokem, coz je stav po skonceni pfedchozi analyzy. Na zacatku kazdé analyzy (obr. ¢.
5) dojde k naplnéni injekéni stfikacky, umisténé v téle pistové pumpy, prislusSnym objemem
deionizované vody ze zasobni lahvic¢ky (prepinaci ventil v poloze 1), ktera slouzi jako nosny
roztok. Ve druhém kroku dojde k ptepnuti ventilu do polohy 2, selekéni ventil se otoc¢i do pozice
s fenothiazinovym barvivem a dal$im pohybem pistu injek¢ni stfikacky dojde k nadavkovani této
zony do prostoru misici civky.

Stejnym zpiisobem je nasledné nadavkovana bud’ zéna deionizované vody (blank) nebo
zona analyzovaného roztoku heparinu (vzorek), pfepnutim selekéniho ventilu do pfislusné
pozice. Davkované objemy lze definovat pomoci doby pohybu pistu injek¢ni stiikacky pii
konstantni rychlosti. Misici civka v této aparatufe slouzi jednak jako zasobarna pro nadavkované
zony a jednak jako pojistka proti jejich vniknuti do prostoru injekéni stiikacky. Celkova suma

davkovanych objeml je proto limitovana objemem pouzité misici civky. V dalsi fazi



analytického procesu dojde k piepnuti selekéniho ventilu do pozice detektor a obracenim sméru
pohybu pistu injek¢ni stfikacky je obsah misici civky dopraven do pratokové cely, kde je
sledovan pokles intenzity fluorescence fenothiazinového barviva po interakci s heparinem.

V kone¢né fazi méticiho cyklu reakéni zény doputuji do odpadu, ¢imz se priatokovy
systém soucasn¢ promyje nosnym roztokem (deionizovana voda). Toho se na pocatku analyzy
musi davkovat dostate¢né mnozstvi, tak aby doslo k eluci celého piku, tedy ptiblizné 1100 pl.
Pistova pumpa je naprogramovana tak, aby pist injek¢ni stiikacky zastavila ve stejné poloze, v

jaké byl na samém zacatku analyzy (vychozi poloha).

Vyhodnoceni vysledkii:

1. ZevSech digitalizovanych Casovych zavislosti intenzity fluorescence kalibracnich roztoka
odecteme vysky SIA piki; statisticky je zhodnotime; sestrojime kalibra¢ni zavislost; zjistime
citlivost stanoveni, mez detekce a mez stanovitelnosti. Nakonec odeCteme skuteCnou aktivitu
heparinu v roztoku pfipraveném z injekéni formy.

2. Z asovych prib&hti SIA pikii odhadneme maximalni frekvenci analyz za danych optimalnich

podminek analyzy.

Podékovani:

Dékujeme agentufe FRVS (projekt 371/2011) za poskytnuti finan¢nich prostiedkii na
zakoupeni potiebné instrumentace pro provedeni této ulohy (modulédrniho spektrometru
QE65000 s vlaknovou optikou firmy OceanOptics se zdrojem zareni DH2000-DUV a optickymi
vlakny QP600-2-SR).



