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Metabolomické profilovani aminokyselin v netradicnich vzorcich
biologické povahy pomoci kapilarni elektroforézy
s fluorescencni detekci

Teoreticka cast

Metabolomika je védni disciplina zabyvajici se studiem metabolomu. Metabolom je definovan jako soubor
vSech metabolitd daného organismu. K velmi vyznamnym metabolitdm patii aminokyseliny, které plni v Zivém
organismu celou fadu roli. Aminokyseliny nejsou pouze stavebnimi kameny protein(, ale jsou také zapojeny do
bunécéné signalizace a exprese genu. Jejich aktualni hladiny v télnich tekutinach odrazi komplexni fyziologicky
stav organismu, a proto muze jejich stanoveni slouzit k diagnostickym ucelim. Aminokyseliny bohuzZel az na
vyjimky (aromatické aminokyseliny) nevykazuji nativni fluorescenci, a proto je pro jejich citlivé stanoveni pomoci
fluorescencni detekce nutnd jejich derivatizace. K derivatizaci aminokyselin je moiné vyuzit jejich reakce s
fluorogennim derivatizacnim cinidlem, naftalen-2,3-dikarboxaldehydem (NDA), v pfitomnosti vhodného
nukleofilu, kyanidu sodného. Schéma derivatizacni reakce je zndzornéno na Obr. 1. Vzniklé fluorescencni
derivaty, N-substituované 1-kyanobenz[flisoindoly, je moZné separovat micelarni elektrokinetickou

chromatografii.
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Obr. 1: Reakcni schéma derivatizace aminokyseliny pomoci NDA v pfitomnost NaCN za vzniku
N-substituovaného 1-kyanobenz|[flisoindolu

Fluorescenéni detekce ve spojeni s modernimi separacnimi technikami, jako jsou kapalinova
chromatografie a kapildrni elektroforéza, se stale vice zavadi do laboratorni praxe z divod( vysokych citlivosti
a ucinnosti separace.

Kapilarni elektroforéza

Kapildrni elektroforéza (CE) patti mezi elektromigracni separacni techniky. CE umoZniuje separaci ¢astic
razné velikosti; od jednoduchych iontl aZ po nabité koloidni ¢astice, makromolekuly (proteiny, nukleové kyseliny,
polysacharidy), ¢i dokonce Zivé bakterialni buniky. Nasla si proto uplatnéni v mnoha oborech. Pouziva se
k analyzam potravin, léCiv, biologickych vzorkd, pfi identifikaci a stanovovani metabolit, a také pfi studiu
enzyml. K jejim nespornym vyhoddm patfi mozZnost separace nabitych i neutralnich latek, jednoduché
provedeni, vysoka ucinnost, rychlost analyzy, potfeba malych objem vzork(, malé mnoZstvi odpadd, a také malé
naroky na Cistotu vzorku.
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K zdkladnim jevlim uplatiiujicim se v CE patti elektroforéza a elektroosmdza. Projevem elektroforézy je
pohyb iontl v elektrickém poli (potencidlovém spadu). Projevem elektroosmozy je tok celé kapaliny, kterym je
kapilara naplnéna, vlivem napéti.

Elektroforéza spocivd v migraci nabitych castic ve stejnosmérném elektrickém poli. To je vytvareno
vkladdnim konstantniho stejnosmérného napéti mezi elektrody vyrobené z inertnich materidld. K separaci
dochdazi na zakladé rlizné elektroforetické mobility jednotlivych sloZek vzorku. Elektroforetickd mobilita je
definovana jako rychlost pohybu nabité castice roztokem ve stejnosmérném elektrickém poli o jednotkové
intenzité, coZ vyjadfuje vztah (1), kde ue je elektroforetickd mobilita, v je rychlost pohybu nabité Castice a E je
intenzita elektrického pole.
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Rovnomérny pohyb iontl v roztoku je vysledkem plsobeni dvou vzajemné opacnych sil. Sila elektrického pole Fe
uvadéjici ion do pohybu je dana vztahem (2), kde Q je naboj iontu.
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Opacnym smérem pusobi frikéni sila. S vyuzitim Stokesovy aproximace tvaru ¢astice jako koule s polomérem r
v roztoku o viskozité n plati pro frik¢ni silu Frvztah (3).
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V ustdleném stavu se obé sily rovnaji (Fe = Fy) a s vyuZitim predchozich vztah( dostdvame pro elektroforetickou
mobilitu vztah (4). Elektroforeticka mobilita je tedy pfimo Umérna jeho naboji a nepfimo Umérna jeho poloméru
a viskozité roztoku.
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Elektroosmoticky tok (EOF) je zakladnim elektrokinetickym jevem v CE. Uvadi do pohybu i neutrdini latky
a je tak intenzivni, Ze umoZnuje soucasnou separaci kationtl a aniontd. EOF je zavisly na materialu, ze kterého je
kapildra vyrobena. V CE se nejcastéji pouzivaji kfemenné kapilary pro jejich vysokou transparentnost v UV oblasti
a dobrou tepelnou vodivost pro odvod Jouleova tepla. Vnitini vrstva kiemenné kapilary obsahuje silanolové a
siloxanové skupiny. Silanolové skupiny pfi pH>3 disociuji. Reakéni schéma je uvedeno na Obr. 2.
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Obr. 2: Reak¢ni schéma disociace silanolové skupiny

Vnitfni  povrch  kfemenné kapilary svySSim pH ziskdvd zdporny nadboj a pfritahuje
z elektrolytu kationty. Ty vytvareji na sténé kapilary statickou Sternovu vrstvu. lonty elektrolytu vzdalené;jsi od
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stény kapilary tvori pohyblivou neboli difuzni vrstvu. Mezi vrstvami vznika elektrokineticky potencial dvojvrstvy
oznacovany jako {-potencidl (viz Obr. 3). Po aplikaci elektrického napéti se zacne difuzni vrstva spolu s molekulami
rozpoustédla diky silné solvataci kationtl pohybovat smérem ke katodé (katodicky EOF) konstantni rychlosti EOF.

Obr. 3: Schéma vnitfniho povrchu kapilary a vznik EOF
a) zaporné nabita sténa kapildry, b) Sternova vrstva tvorena pevné adsorbovanymi kationty,
c) difuzni vrstva; smér EOF je od anody ke katodé (katodicky EOF)

Smér a rychlost pohybu iontu jsou obecné dany souctem elektroforetické mobility
a mobility EOF. EOF unasi vSechny ionty stejnou rychlosti a plsobi tedy jako neselektivni sila. Je silné zavisly na
iontové sile a pH zakladniho elektrolytu. EOF mezi pH 3-8 nékolikandsobné vzrlsta a zplUsobuje pohyb vsech
Castic ve stejném sméru. Nejprve jsou detekovany kationty, které migruji ke katodé a jsou urychleny EOF; dale
neutralni latky, které nejsou separovany a migruji pouze rychlosti EOF; nakonec anionty, které migruji k anodé,
ale mobilita EOF je obvykle vétsi nez mobilita aniontd, a proto jsou také unaseny ke katodé.

Pristroj pro CE se v zdkladnim usporadani sklada ze separacni kapilary, zdroje vysokého napéti, dvou
elektrod, které jsou spolu s kapildrou ponoreny do nadob (vialek) se zdkladnim elektrolytem (backgroung
electrolyte, BGE), systému davkovani, detektoru a zafizeni pro zaznam a vyhodnoceni analytického signalu,
kterym je v soucasné dobé pocitac s vhodnym softwarem.

CE je mozné kombinovat s rlznymi typy detekcénich technik, vybér zavisi na fyzikalné-chemickych
vlastnostech stanovované latky. Detektor zaznamenavd zménu signdlu v ¢ase a tento zdznam se nazyva
elektroforeogram.

Mezi univerzalni detekéni techniky pouzZivané ve spojeni s CE patfi hmotnostni spektrometrie
a vodivostni detekce. Hmotnostni spektrometrie poskytuje informace o molekuldrni hmotnosti a strukture, které
mohou byt pouzity pro identifikaci latek. K nevyhodam patfi jeji komplikovanéjsi spojeni s CE.

Vodivostni detekce je zaloZzena na méreni elektrické vodivosti vzorku. Bezkontaktni vodivostni detektor
(C*D, Capacitivelly Coupled Contactless Conductivity Detection) je tvofen napfiklad dvéma valcovymi elektrodami
umist&nymi za sebou a oddélenymi detekéni mezerou. Schéma mozného geometrického feseni C*D je uvedeno
na Obr. 4. Na jednu elektrodu je vkladan stridavy signal o dané frekvenci. Stfidavy signdl prochazi i dielektrikem,
a tedy pres sténu kapilary do roztoku, je snimdm druhou elektrodou. Zména signdlu stfidavého proudu je
zpUsobena rozdilnou elektrickou vodivosti vzorku.
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Obr. 4: Schéma nekomeréniho bezkontaktniho vodivostniho detektoru

Nejcastéji pouzivanym typem optické detekce je absorpcni UV-Vis detekce. Je zaloZena na absorpci latek
pfi urcité vinové délce v rozsahu 180-750 nm. Analyt musi ve své struktufe obsahovat chromofor. Mnohem lepsi
citlivosti dosahuje fluorescencni detekce, zvlasté jeji varianta laserem indukovana fluorescence, kde jako zdroj
zafeni slouzi lasery. V soucasné dobé se Casto misto laseru vyuzivaji LED, které poskytuji dostacujici intenzitu
svétla, jsou cenoveé dostupné;jsi a maji delsi Zivostnost. Stejné jako u UV-Vis detekce je dllezita struktura analytu,
kterd musi obsahovat vhodny fluorofor. Pokud jej neobsahuje, je nutnd derivatizace pomoci vhodnych
fluorescencnich Cinidel. Pro fluorescencni detekci je zakladni geometrické usporadani ortogonalni, kdy se emisni
zareni detekuje kolmo k excitacnimu zareni. S vyuZitim optickych prvk(, jako jsou dichroické zrcadlo a optické
filtry, je mozné geometrické usporadani tzv. kolinearni, jehoz zjednodusené schéma je na Obr. 5. V Kolinearnim
usporadani prochazi excitaéni zafeni excitacnim filtrem, ktery vymezi poZadovany rozsah excitacni vinové délky.
Zareni je vedeno ke kulové ¢occe, jejimzZ ukolem je fokusovat paprsek primo na kapilaru, kterou prochazi analyt
obsahujici vhodny fluorofor. Emisni zareni poté prochazi dichroickym zrcadlem, je odrazeno druhym zrcadlem
a nasledné vedeno optickym vlaknem pres emisni filtr az k fotonasobici, ktery je umistén rovnobézné se zdrojem

zareni.
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Obr. 5: Schéma fluorescencniho detektoru v kolinearnim geometrickém usporadani (ZETALIF™ LED, Picometrics, Francie)
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Ke stanoveni vétsSiny latek fluorescencni detekci je nutna jejich derivatizace. CE umoznuje provadét
derivatizacni reakci pfimo v kapilafe v objemu nékolika desitek nanolitrll (Obr. 6A). Reaktanty jsou v tomto
ptipadé jednotlivé davkovany do kapildry a vhodnym zplsobem promichany. Separace vzniklych produktd
ndasleduje ihned po jejich derivatizaci, proto je tento pfistup vhodny i pro méné stabilni derivaty. UmoZiuje také
plnou automatizaci a soucasné se minimalizuje spotieba obvykle drahych derivatizacnich cinidel. Michani
reaktant( v kapilare je mozné rozdélit na elektroforetické (Obr. 6B) a difuzni (Obr. 6C a 6D). Difuzni michani je
zalozeno na difuzi a je mozné je dale rozdélit podle sméru difuze na michani pomoci podélné difuze (tzv. at-inlet)
a pomoci pficné difuze v laminarnim toku (tzv. transverse diffusion of laminar flow profile, TDLFP). Spolecnou
vyhodou difuzniho zplsobu michani reaktantd je snadnd optimalizace. At-inlet umoZriuje michani pouze 2
samostatné ddvkovanych reaktantl a vyZzaduje Uzké zény. TDLFP michdni je vhodné pro vice nez 2 samostatné
davkované reaktanty, ale poskytuje omezeny prekryv dlouhych zdén. Elektroforetické michani (tzv.
electrophoretically mediated microanalysis, EMMA) je zaloZeno na elektromigraci a jeho predpokladem je
rozdilnd elektroforetickd mobilita reaktantl. Poskytuje vysokou Ucinnost michani a umoznuje prekryv velmi
Sirokych zén. Nevyhodou EMMA je v3ak obtiZna optimalizace.
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Obr. 6: Schéma reakce v kapilafe v nanoméfitku (A); schématické znazornéni michani reaktant( v kapilare — elektroforetické
michani (B); michani pomoci podélné difuze (at-inlet, C); michani pomoci pricné difuze v laminarnim toku (TDLFP, D).
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Prakticka cast

Ukol

Stanoveni aminokyselin v biologickych vzorcich

Stanovte koncentraci jednotlivych aminokyselin v biologickych vzorcich. Tipnéte si, jaké vzorky budou nejvice
bohaté na aminokyseliny a jaké nejméné? U kterych vzorkd budou absolutni koncentrace aminokyselin nejvice
proménlivé? Jak lze tuto proménlivost korigovat?

Pfistroj a metoda

Separacni podminky pro stanoveni aminokyselin

Pfistroj CE System Agilent G7100A
Detekce ZETALIF™ LED 480, Aex 480 nm, Aemy, 515 nm, PMT 600V, RT0.5 s
Kapildra kfemenna, vniténi pramér 50 pum,

celkova délka 66.0 cm, efektivni délka 45.0 cm

Promyvani kapilary Pfed analyzou 2 min BGE
Po analyze 0.5 min H,0
2 min 1% (m/m) Tween 20
1 min H,0
Zakladni elektrolyt 50 mM Na3B407, 73 mM SDS, pH nead;j. (= 9.3)

5 mM SDC, 2.5 mM HP-B-CD

Déavkovani Hydrodynamické, derivatizace v kapilare, TDLFP michani
50 mbar 3 s (150 mbar s) 1 mM NDA
50 mbar 3 s (150 mbar s) 50xD biologicky vzorek
50 mbar 3 s (150 mbar s) 10 mM NaCN
50 mbar 15 s (750 mbar s) BGE (k indukci laminarniho toku)
5 min reakce

Separacni napéti +30 kV

Teplota kazety 25 °C

Uprava vzorki

Tabulka A
Biologicky vzorek Plasma/sérum moc sliny slzy pot G-TL médium
Redéni v ACN -
. .. 5x 5x 5x 5x 5x 5x
precipitace protein(i
Redéni v RP 10x 10x 10x 10x 10x 10x
Celkové redeni 50x 50x 50x 50x 50x 50x
Tabulka B
Koncentrace v zondch, mM Zasobni koncentrace, mM Objem, ul
. Zbna 2 .
H3BO H3BO Zo6nal Z6na 3
% NaCN NDA | vzorek "% NaCN* | NDA**  vzorek (vzorek
(RP) (RP) (NDA + RP) \RP] (NaCN +RP)
100 10 1 50x D 111.1 100 10 5xD 20 + 180 10+ 90 50 + 450

* NaCN rozpustén v H.0
** NDA rozpusténo v ACN
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Postup a vyhodnoceni
A) Ptiprava vzork(d a reagencii

- Pfislusné biologické vzorky upravte dle Gdaji uvedenych v tabulce A. Po pfidani acetonitrilu (ACN)
vzorky promichejte na vortexu a centrifugujte 5 min pfi 10 000xg. Poté je ziedte v reakénim pufru (RP),
viz z6na 2 tabulka B.

- Pfipravte reagencie dle tabulky B.

B) Stanoveni aminokyselin v biologickych vzorcich

- Pomoci CE s fluorescenéni detekci stanovte aminokyseliny v biologickych vzorcich. VyuZijte moZnosti
derivatizace v kapilafe a michani pomoci TDLFP (metoda AA1.M).

- Zcasovych duvodl byly kalibracni zavislosti stanoveny pfedem. Zintegrujte piky vSech/vybranych
aminokyselin. Na zakladé uvedenych rovnic kalibracnich pfimek vypocitejte koncentrace aminokyselin
v pfislusnych biologickych vzorcich. Nezapomerite zohlednit fedéni vzorku.

Laboratorni cviceni vzniklo diky financni podpore udélené Masarykovou univerzitou v ramci projektu Fondu
rozvoje Masarykovy univerzity (FRMU 1243/2019).
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