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Uvod

Kapilarni elektroforéza je elektromigracni separacni
metoda vyuzitelna pro Siroké spektrum analyti — od jedno-
duchych anorganickych iontd' aZ po slozité biomoleku-
Iy**. Mezi nejvétsi vyhody této metody patii predevsim
jeji vysoka ucinnost, nizka spoteba chemikalii, davkova-
nych vzork a kratké casy analyz. Lze ji navic spojit
s mnoha druhy detektorli; mezi bézn¢ pouzivané patii
napt. UV/VIS absorpéni detektor®’, elektrochemicky®’,
vodivostni® a MS detektor”'’. K nejcitlivéj§im zpiisobiim
detekce viibec nalezi laserem indukovana fluorescencni
(LIF) detekee' 2,

LIF detekce v kombinaci s kapilarni zébnovou elektro-
forézou (CZE) umoziuje dosazeni extrémné nizkych de-
tekénich limitd, pohybujicich se aZ na urovni jednotlivych
molekul*™'®. Moznost vyuziti této metody je ale vyrazné
omezena fluorescencénimi vlastnostmi jednotlivych analyti
v kombinaci s pouzitym zdrojem budiciho zéafeni. U biolo-
gicky aktivnich latek, jako jsou napf. aminokyseliny, pep-
tidy nebo proteiny, které vykazuji ptirozenou fluorescenci
pouze v UV oblasti spektra, 1ze pro buzeni jejich nativni
fluorescence vyuzit napt. Ar’ laser s pfechodem pti 275,4
nm (cit.'""), neodymem dopovany granatovy (Nd:YAG)
laser s vlnovou délkou 266 nm (cit."”) a dal3i.

Pokud analyt nemd vhodné spektralni vlastnosti, aby
bylo mozné sledovat jeho pfirozenou fluorescenci nebo
vyZzaduje pouZiti ndkladného UV laseru, lze jej modifiko-
vat a zaclenit do jeho struktury fluorofor, jehoz fluorescen-
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ce se deteguje. Casté je pouziti derivatizaénich barviv vy-
kazujicich fluorescenci ve viditelné oblasti spektra, kde
existuje Siroka skala laserti vyuzitelnych jako zdroje exci-
ta¢niho zafeni. Pro LIF se kromé& riznych piechoddi Ar"
laseru s nejpouzivan&jsim piechodem 488 nm (cit.'™),
vhodnym pro excitaci fluoresceinu, a He-Ne laseru, vyuZzi-
va také celd tfada pevnolatkovych, resp. diodovych lasert,
které¢ se diky nizké cené a snadné dostupnosti dockaly
velikého rozsiteni. Prikladem relativné dostupného pevno-
latkového laseru je diodové pumpovany Nd:YAG laser
s nasobenou frekvenci emitujici zafeni o vlnové délce
532 nm (cit.").

Pro derivatizaci aminoskupin peptidl (resp. proteint)
jsou nejvhodnéjsi dvé skupiny derivatizacnich Ccinidel;
isothiokyanaty a sukcinimidylestery. Jejich reakci
s aminoskupinou analytu vznik4 z isothiokyanatu derivat
thiomocoviny nebo ze sukcinimidylesteru peptidova vaz-
ba. Reakce je velmi zavisld na pH, protoze aminoskupina
analytu musi byt deprotonovana, coz pti derivatizaci N-
koncovych aminoskupin vyzaduje pH alesponn 7,5 a pfi
derivatizaci e-aminoskupiny lysinu pH 8-10 (cit.*%).

Jak jiz bylo feceno, je mozno kapilarni elektroforézou
s laserem indukovanou fluorescen¢ni detekci dosdhnout
velmi nizkych mezi detekce, ale ve vétsing pripadi jsou
tyto hodnoty zjiStény analyzou derivatu, ktery byl pfipra-
ven v daleko vyssi koncentraci (fadové pM) a nasledné
zfedén'*?!. Takto ziskané meze detekce maji vyznam
v mnoha metodach odvozenych od luminiscen¢ni spektro-
skopie (fluorescen¢ni imunoanalyza, fluorescenéni rezo-
nan¢ni energeticky pfenos, prutokova cytometrie, atd.), ale
pokud jde o pfimou derivatizaci vzorkd o nizkych koncen-
tracich, jsou dosazené meze detekce vyrazn€ horsi, protoze
reakce zdaleka neprobih4 kvantitativng®.

Cilem této prace bylo najit vhodny postup derivatiza-
ce aminoskupin biomolekul a jejich nasledné detekce me-
todou LIF, ovéfit jej a zjistit realné meze detekce pro pri-
padné vyuziti v praxi.

Experimentalni ¢ast
Chemikdalie a ¢inidla

Rhodamin B, rhodamin B-isothiokyanat (RBITC),
isoleucin, glutamova kyselina, lidsky angiotensin I a bra-
dykinin (vSe Sigma Aldrich, Némecko); hovézi insulin
(USB, USA); citronova kyselina a hydrogenfosfore¢nan
sodny (Lachema, Ceska republika); aceton a methanol
(Scharlau, Némecko). VSechny pouZité chemikélie byly
Cistoty p.a. Voda byla redestilovana v kiemenné aparatuie
firmy Heraeus (Némecko).

* Markéta Ryvolova ziskala 1. misto v soutézi O cenu firmy Merck 2005 za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru
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Kapilarni elektroforéza s laserem
indukovanou fluorescenc¢ni detekci

Experimenty byly provedeny na pfistroji pro kapilarni
elektroforézu s laserem indukovanou fluorescenéni detekei
sestrojeném na Katedie analytické chemie P¥F MU Brno'’.
Zdrojem excitacniho zafeni byl Nd:YAG laser
s nasobenou frekvenci (532 nm) a vykonem 5 mW; model
DPGL-3005F vyrobeny firmou Casix (Cina). Laserovy
paprsek byl sklenénou cockou dodanou firmou Edmund
Scientific (USA) s ohniskovou vzdalenosti 10 mm za-
ostfen do stfedu kifemenné kapilary vyrobené firmou Poly-
micro Technologies (USA). Vnitini praimér kapilary byl
50 pm, vnéjsi pramér byl 375 pm, efektivni délka 30 cm a
celkova délka 37 cm. Fluorescence analytu byla objekti-
vem mikroskopu s Sedesatindsobnym zvétSenim, rovnéz od
spole¢nosti Edmund Scientific (USA), smérovana na foto-
nasobi¢ model R6356 od firmy Hamamatsu Photonics
(Japonsko). Rozptylené laserové zateni bylo eliminovéano
pouzitim stinitek a optickych filtr s transmitanci v oblasti
560—660 nm dodanych spolecnosti Edmund Scientific
Optics (USA). Signal z fotonasobice byl 16 bitovym A/D
pfevodnikem digitalizovan a vyhodnocen pocitacem. Frek-
vence ukladani dat byla 4 Hz. Systém byl ovladan progra-
mem vytvofenym v prostiedi LabVIEW v. 6.0 dodanym
firmou National Instruments (USA), data byla zpracovana
v programu MS Excel 2000 spolecnosti Microsoft (USA)

Vysledky a diskuse
Meze detekce

Proméfenim excitanich a emisnich spekter nékolika
rhodaminovych barviv (thodamin B, rhodamin 6G, rhoda-
min 123 a rthodamin B-isothiokyanat) bylo zjiSténo, ze pfi
pouziti optickych filtrt,, popsanych v instrumentalni ¢asti,
mé v kyselém prostiedi (0,02 mol I”' citronovéa kyselina
v 10% MeOH, pH 2,1) nejvhodnéjsi spektralni vlastnosti
rhodamin 6G a v alkalickém prostiedi (0,02 mol 1" fosfo-
re¢nan v 10% MeOH; pH 10) rhodamin B (cit.”*). Vzhle-
dem k pfedpokladanym reakénim a separacnim podmin-
kam byl pro méfeni meze detekce zvolen rhodamin B.
Roztok barviva o koncentraci 1.107'? mol I"' v separa¢nim
elektrolytu (0,02 mol I"" fosfore¢nan v 10% MeOH; pH
10) byl analyzovan kapilarni elektroforézou s laserem in-
dukovanou fluorescenéni detekci (CE LIF). Davkovani
vzorku probéhlo bud” hydrodynamicky po dobu ¢ =30 s pfi
rozdilu vysky hladin elektrolytu ve vialkdch na koncich
kapilary Ak = 2 c¢cm nebo elektromigra¢né pii napéti U =
5kV (¢= 10 s). Separacni napéti bylo 10 kV.

Z elektroferogramu rhodaminu B dévkovaného hyd-
rodynamicky byla z trojnasobku smérodatné odchylky sta
hodnot Sumu (25 s v blizkosti piku) vypoctena mez detek-
ce 2.10 "  mol I,

Za stejnych podminek probéhlo i ur¢eni meze detekce
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Obr. 1. Elektroferogram rhodamin B-isothiokyanatu (1. 107"
mol 1Y), hydrodynamické davkovani (Ah = 2 cm, ¢ = 30 s), sepa-
raéni napéti: 10 kV, separaéni elektrolyt: 0,02 mol 1" fosfore¢nan
v 10% MeOH; pH 10

isothiokyanatu rhodaminu B. Koncentrace davkovaného
roztoku byla 1.107"" molI”'. Vypoétem byla stanovena
mez detekce tohoto barviva na 4.107'% mol I"' (obr. 1).
Podobné vysledky byly ziskany i pro elektromigrac¢ni dav-
kovani.

Derivatizace aminokyselin

V literatufe bylo publikovano nékolik derivatiza¢nich
postupii’®** 7 na zaklad& kterych byl navrzen a optimali-
zovéan postup poskytujici nejvyssi vyté€zek reakce a také
nejvyssi signal analyzovanych derivati. Jako vychozi latky
pro derivatizaci byly pro svou strukturni jednoduchost
vybrany aminokyseliny. Protoze je pro prubéh reakce nut-
né, aby aminoskupina byla deprotonovana, probihala mo-
difikace v alkalickém prostfedi. Byla pfipravena smés
aminokyselin (isoleucinu a glutamové kyseliny) ve fosfo-
re¢nanu (0,02 mol I™'; pH 10); koncentrace kazdé z amino-
kyselin ve smési byla 1. 10 mol 1", 50 ul této smési bylo
derivatizovano 50 pl roztoku ¢inidla RBITC o koncentraci
2,10 mol I"' v acetonu. Smés byla inkubovana pii 50 °C
po dobu 5 h (cit.**). Pred analyzou byla smés fedéna separad-
nim elektrolytem (0,02 mol I"' fosfore¢nan s 10% MeOH; pH
10) 1:1000. Davkovano bylo elektromigracné (¢ = 10 s,
U =5 kV) a separacni napéti bylo 10 kV.

Na obr. 2 jsou vidét jak piky modifikovanych amino-
kyselin, tak i vyrazny pik nezreagovaného barviva. Dvo-
dem vzniku vice produkti, jak je patrné zejména u deriva-
tu glutamové kyseliny, je pouzité Cinidlo, které je smési
dvou isomert (5- a 6- RBITC). Z isoleucinu vznikaji prav-
dépodobné také dva derivaty, které vSak od sebe nejsou
oddéleny. Pfi derivatizaci malych aminosloucenin se tedy
miiZze negativné projevit nizka kvalita ¢inidla; dle naSich
zkuSenosti se 1ze s necistotami v Cinidle nebo s jeho vice
formami setkat i u tzv. chromatograficky cCistych ¢inidel.

Pokud vyjdeme ze zjednodusujiciho ptedpokladu, ze
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Obr. 2. Separace aminokyselin derivatizovanych rhodamin
B-isothiokyanitem (5. 10~ mol 1), elektromigra¢ni davkovani
(U=5kV, t=10 s), separa¢ni napéti: 10 kV, separacni elektro-
lyt: 0,02 mol I"" fosforeénan v 10% MeOH; pH 10

intenzita fluorescence RBITC se po navazani na aminoky-
selinu vyrazné nezméni, lze z poméru ploch jednotlivych
pikd usoudit, Ze asi 60 % cinidla ziistalo nezreagovano
a pfiblizn€ 40 % je ve smési pfitomno ve formé derivatu.
Rozdilnou velikost plochy pikl derivati isoleucinu a glu-
tamové kyseliny Ize vysvétlit riznou reaktivitou aminoky-
selin s RBITC; derivatizace isoleucinu tedy probiha snaze.

Derivatizace peptidi

Dalsim krokem byla derivatizace a separace peptidu,
ktera probihala podle stejného postupu a ve stejném sepa-
racnim pufru jako modifikace aminokyselin. Jako modelo-
vé vzorky byly vybrany lidsky angiotensin I a bradykinin.
Bylo derivatizovano 50 pl smési peptidi ve fosfore¢nanu
(koncentrace jednotlivich peptida byly 5.107 mol ™)
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Obr. 3. Separace peptidii derivatizovanych rhodamin B-
isothiokyanatem (2,5.10° mol I'"), elektromigra¢ni davkovéni (U
=5 kV, t = 10 s), separacni napéti: 10 kV, separacni elektrolyt:
0,02 mol 1" fosfore¢nan v 10% MeOH; pH 10
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roztokem 50 ul barviva o koncentraci 2.10™* mol 1™
v acetonu. Smés byla pfed separaci fedéna v pomeéru
1:1000.

Z obr. 3 je patrné, Ze CZE LIF lze vyuzit k rychlému
a citlivému stanoveni téchto peptidii diky jejich rozdilnym
migracnim ¢astim. Rozdil v migraci zplisobuje asparagova
kyselina, pfitomna ve struktufe angiotensinu, jejiz bocni
fetézec s disociovanou karboxylovou skupinou vnasi do
molekuly RBITC-angiotensinu navic jeden zaporny naboj.
V porovnani s aminokyselinami neni pozorovano zadné
Stépeni pikd derivatd, coz lze vysvétlit tim, Ze v tomto
pfipadé je pro rychlost migrace urcujici spise velikost mo-
lekuly peptidu a nikoli molekuly ¢inidla, jak tomu bylo
u aminokyselin.

Derivatizace insulinu

Pro derivatizaci proteini byl jako jeden z mensich
a jednodussich vybran hovézi insulin. Pro modifikaci byl
pouzit stejny postup jako v predchozich piipadech. 50 pl
insulinu o koncentraci 1. 10~ mol I"' bylo modifikovano
50 ul RBITC o koncentraci 2. 107 mol "', Smés byla
fedéna 1000x. Separacni U¢innost CZE proteinli sniZuje
predevsim jejich sorpce na sténu kapilary. Tento jev je
omezen napf. pii extrémnich hodnotach pH (cit.***). Proto
byly vtéto praci testovany moznosti separace jak
v alkalickém, tak v kyselém separaénim elektrolytu.
V alkalické oblasti byl pouzit opét fosforeCnanovy pufr
(0,02 mol "' v 10% MeOH) o pH 10 a v kyselé oblasti byl
testovan citratovy pufr (0,04 mol I”' v 10% MeOH) o pH
2,6. Separacni napéti bylo pro fosforeénan 10 a pro citrat
15 kV. Elektroferogramy obou separaci ukazuji obr. 4 a 5.
Je patrné, ze vznikd vice produktli, coZ je pravdépodobné
zpusobeno predev§sim pfitomnosti vice vazebnych mist
v molekule insulinu. Ten se sklada ze 2 fetézci spojenych
disulfidovymi mistky a navic obsahuje lysin, takze ma
teoreticky tfi mozna vazebna mista. Soucasné se mize
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Obr. 4. Separace insulinu derivatizovaného rhodamin B-
isothiokyanatem v alkalickém prostiedi (5. 10 mol I™"), elek-
tromigraéni davkovani (U = 5 kV, ¢ = 10 s), separa¢ni napéti: 10
kV, separacni elektrolyt: 0,02 mol I"! fosforednan v 10% MeOH;
pH 10
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Obr. 5. Separace insulinu derivatizovaného rhodamin B-
isothiokyanatem v kyselém prostiedi (5.10° mol "), elektro-
migracni davkovani (U = 5 kV, ¢t = 10 s), separacni napéti:
15 kV, separacni elektrolyt: 0,04 mol I"'citronova kyselina v 10%
MeOH; pH 2,6

insulin rozpadat, pripadné agregovat, coz je jednim
z diivodt sniZeni citlivosti analyzy. Z obr. 5 je také vidét,
ze v kyselém prostiedi se cinidlo rozpada daleko vice,
v ditsledku cehoz je elektroferogram mnohem kompliko-
vangjsi.

Srovnani mezi detekce

Jak jiz bylo feceno, lze mez detekce derivatizacni
reakce urcit dvéma zplsoby. Jednim z nich je derivatizace
koncentrovaného roztoku vzorku a jeho nasledné fedéni.
Druhym zplisobem je pfimé derivatizace vzorki o nizkych
koncentracich. Tento zplsob je z analytického hlediska
vyznamnéjsi pfedev§im pro analyzu redlnych vzorki, ale
takto zji§téné meze detekce jsou o nékolik fadu vyssi. Je
to pravdépodobné zpiisobeno zejména rychlosti derivati-
zacni reakce, ktera je ve vysSich koncentracich daleko
vyssi a poskytuje tedy mnohem vyssi vytézek. V tabulce |
je uvedeno srovnani téchto dvou pfistupi. Hodnoty ozna-
¢ené jako LOD; jsou meze detekce, vypoctené
z trojnasobku smérodatné odchylky sta hodnot Sumu
v okoli piku (25 s), pro roztoky derivatizované pii vyso-
kych koncentracich (~10™mol 1) a nasledné fedéné na
koncentraci vhodnou pro analyzu (~107® mol 17"). Jako

v

které se podatilo derivatizovat. Je vidét, Ze se tyto hodnoty

Tabulka I

Srovnani mezi detekce dosazenych fedénim koncentrova-
ného derivatu (LOD,) a dosazenych piimou derivatizaci
(LODy)

Latka LOD;[mol1']  LOD,[mol I"']
RBITC 4.10" -
Aminokyseliny 4.107"° 5.107°
Peptidy 1.107"° 1.107
Insulin 1.107° 5.107

Cena Merck

lisi 0 2 az 3 tady. Také je patrné, ze ¢im jednodussi je mo-
lekula derivatizovaného analytu, tim niZ§ich mezi detekce
je mozné doséhnout.

Zavér

V této préci byla charakterizovana citlivost sestavy CE
LIF s Nd:YAG laserem (A = 532 nm), jejiz mez detekce pro
rthodamin B-isothiokyanat byla stanovena na 4 . 10™> mol I”".
Soucasné byl vybran a ovéfen postup pro derivatizaci ami-
nokyselin, peptidii a insulinu. Separace biomolekul byla
provedena v alkalickém prostfedi a pro insulin také v pro-
stiedi kyselém. Bylo potvrzeno, ze vzorky o vysSich kon-
centracich lze derivatizovat s vy$Sim vytézkem, ktery se
pohybuje kolem 50 %. Mez detekce ziskana fedénim kon-
centrovaného vzorku je o 2-3 fady niZsi nez mez detekce
dosazena pfimou derivatizaci vzorkid o nizké koncentraci.
Vytézek takovéto reakce je né€kolikanidsobn€é niZzSi nez
v predeslém piipad€. Ve srovnani s mezi detekce piistroje,
stanovenym rhodaminem B, zvySuje derivatiza¢ni reakce
stanovenou mez detekce o nekolik fadt. Toto sniZeni citli-
vosti je zpusobeno predevS§im nizkym vytézkem reakce.
Dalsim faktorem je vznik néckolika produkti reakce.
U aminokyselin je vznik nékolika derivati zptisoben zejmé-
na pritomnosti dvou isomeri ¢inidla (5-, 6- RBITC). U pep-
tidd a proteintl hraje nejvétsi roli pfitomnost vice vazebnych
mist v molekule analytu a piipadné agregace nebo rozpad
samotného vzorku, coz zplsobuje vznik vétsiho poctu deri-
vatl. Vysledky potvrzuji, ze ¢im jednodussi je struktura
analytu, tim niz8$i meze detekce je mozné dosahnout.

Autori dekuji za financni podporu Ministerstvu Skol-
stvi, mladeze a télovychovy Ceské republiky, vyzkumny
zamer ¢. MSM0021622415 a Grantové agenture, projekt
¢ 203/03/0515.

Seznam zkratek

a.u. auxiliary unit — pomocna jednotka pro vyjad-
feni intenzity fluorescence

CE kapilarni elektroforéza

CZE kapilarni zénové elektroforéza

LIF laserem indukovana fluorescence

LOD limit of detection — mez detekce

Nd:YAG  neodymem dopovany granatovy laser

RBITC rhodamin B-isothiokyanat

5-RBITC  rhodamin B-isothiokyanat s isothioskupinou
vazanou v poloze 5

6-RBITC  rhodamin B-isothiokyanat s isothioskupinou
vazanou v poloze 6
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This work is focused on application of laser-induced
fluorescence detection for analysis of amino acids, pep-
tides and proteins. The measurements were performed
on a home-built instrument with a frequency-doubled
Nd:YAG laser (532 nm) as excitation source. Rhodamine
B isothiocyanate was used for derivatization of model
samples. Major differences between the detection limits of
analytes derivatized at high and low concentrations were
presented. Difficulties associated with derivatization of
complex samples and their negative influence on the limits
of detection were also demonstrated.



