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Miniaturizace
vyznamny trend dnesni doby
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Miniaturizace v separacnich metodach

Mikroextrakce  Kapilarni Tisténa Cipy
na tuhé fazi separacni mikropole
techniky

SPME CLC,CZE aCEC Microarrays Lab-on-chip

o
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Pro€ zmensSujeme separacéni prostor?

Vysokoudinna Kapilarni Nano
kapalinova kapalinova kapalinova
chromatografie chromatografie chromatografie
HPLC CLC Nano-LC
1 mL/min 3 pL/min 0,3 uL/min

525 L 16L £

-
158 mL-
2
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Pozadavky analytickeé praxe

Tlak analytické praxe na zlepsSeni nékterych parametru
vyvinutych a vyvijenych analytickych metod

1. zvySeni citlivosti

2. zlepseni selektivity

3. zrychleni analyzy

4. zmenseni vzorku

5. pouziti meéné béznych substanci

6. snizeni neurcitosti

7. zajisténi spravnosti a presnosti

8. snizeni nakladu

9. minimalizace vlivu na zivotni prostredi
10. kompatibilita s hmotnostni spektrometrii

miniaturizace
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Kapilarni separacni metody
pouzivane v analyticke chemii

1. Kapilarni zonova elektroforéeza (CZE)

2. Kapilarni kapalinova chromatografie (CLC)
3. Kapilarni elektrochromatografie (CEC)

4. Kapilarni plynova chromatografie (CGC)

5. Nanokapalinové mikrofluidni techniky

realizované na Cipu v ploSném usporadani
(Lab-on-a-chip)
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Problémy miniaturizace

vyplyvaji z principu separacnich metod a
technickych moznosti doposud znamych technologii

. instrumentalni naro¢nost

. zmenseni prutoku eluentu a detekéni cely

. hestabilita elektroosmoézy u CZE

. reprodukovatelnost davkovani malych objemu
. pInéni kolon pro CLC

. frity u kolon pro CLC

. reprodukovatelnost vyroby Cipu

. ucpavani Cipu po nékolika analyzach

. hestabllita elektrospreje
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Kapilarni zonova elektroforéza

254 nm - g
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Prednosti a nevyhody CZE

vhodna pro latky iontové povahy
(rozdilné elektroforetické pohyblivosti)

. velka separacni ucinnost

. rychly vyvoj metody

. kratka doba analyzy

. malé spotreba vzorku

. snadné odstranéni vSech latek z pfedchozi analyzy
. Shadné a rychlé urCeni pK, analytu

. dobra kompatibilita s MS detekci

. mensi selektivita

. mala robustnost

. hestabllita elektroosmotického toku

. horSi opakovatelnost a reprodukovatelnost
. problémy s validaci

O, WDNDEFE OO, WDNERE
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Kapilarni kapalinova chromatografie
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Prednosti a nevyhody CLC

vhodna pro neutralni latky a ionty
(rozdilna distribuce mezi mobilni a stacionarni fazi)

. velka separacni ucinnost

. velka selektivita

. moznost gradientove eluce

. velka robustnost

. vyborna opakovatelnost a reprodukovatelnost
. moznost validace

. dobra kompatibilita s MS detekci

. komplikovana priprava separacni kolony

. pomalejsi vyvo] metody

. delsi doba analyzy

. VetSi spotreba vzorku

. latky z pfedchozi analyzy mohou zustat v koloné

O WDNDEFE OO, WDNERE
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Nano-HPLC na €ipu

Prekoncentrace

300 - 1800 m/z
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Prekoncentrace a separace

Separace

300 - 1800 m/z
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Cip a jeho pFislusenstvi
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Prednosti a nevyhody nano-HPLC na €ipu

vhodna pro neutralni latky a ionty
(rozdilna distribuce mezi mobilni a stacionarni fazi)

. vyborna kompatibilita s MS detekci

. dobra selektivita, robustnost a opakovatelnost

. zadna Sroubovaci spojeni

. prekoncentrace vzorku

. moznost vymeény plastového Cipu po nékolika analyzach

. hestablilita nanoelektrospreje

. reprodukovatelnost Cipu

. Instrumentalni naro¢nost na pumpy

. Instrumentalni narocnost na davkovaci ventil
. obtizna vyroba Cipu ve vlastni laboratofi

O WDNDEFE OO WDNERE
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ldentifikace bilkovin pomoci Nano-HPLC
nano-HPLC-ESI-MS?

1. bilkovina
2. Stépeni trypsinem
3. specifické peptidy
4. separace na cipu
5. elektrosprej
6. hmotnostni spektrometrie
/. sekvence aminokyselin
8. porovnani s databazi
9. identifikace peptidu
10. identifikace bilkoviny

MS?

proteomika
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Chromatogram

|dentifikovano 10 fmol hovéziho a-S1 kaseinu.
70 ze 214 aminokyselin, 3 peptidy identifikovany, 32% pokryti

MKLLILTCLVAVALARPKHPIKHQGLPQEVLNENLLRFFVAPFPEVFGKEKVNELSKDIGSESTEDQAMEDIKQMEAESI
SSSEEIVPNSVEQKHIQKEDVPSERYLGYLEQLLRLKKYKVPQLEIVPNSAEERLHSMKEGIHAQQKEPMIGVNQELAYF
YPELFRQFYQLDAYPSGAWYYVPLGTQYTDAPSFSDIPNPIGSENSEKTTMPLW
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Stépeni bilkovin trypsinem

Trypsin je bilkovina o Mr = 23300.
Enzym katalyzujici hydrolyzu peptidickych vazeb
za Lys (K) a Arg (R) nenasleduje-li Pro (P).

hovézi a-S1 kasein

MKLLILTCLVAVALARPKHPIKHQGLPQEVLNENLLRFFVAPFPEVFGKEKVNE
LSKDIGSESTEDQAMEDIKQMEAESISSSEEIVPNSVEQKHIQKEDVPSERYLGY
LEQLLRLKKYKVPQLEIVPNSAEERLHSMKEGIHAQQKEPMIGVNQELAYFYPE
LFRQFYQLDAYPSGAWYYVPLGTQYTDAPSFSDIPNPIGSENSEKTTMPLW

YLGYLEQLLR
H;N*-Tyr-Leu-Gly-Tyr-Leu-Glu-GIn-Leu-Leu-Arg-COOH
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Fragmentace peptidu v MS

Kolizi indukovana disociace (CID)

srazkou iontu peptidu s atomem hélia v iontove pasti MS
dochazi k fragmentaci peptidu na peptidické vazbé
-CO-NH- a vznikaji fragmenty b a v.

YLGYLEQLLRY
H;N*-Tyr-Leu-Gly-Tyr-Leu-Glu-GIn-Leu-Leu-Arg-COOH
Y* b, LGYLEQLLR* 'y,
YL* b, GYLEQLLR* y;
YLG* b, YLEQLLR* Y,
YLGY* b, LEQLLR* Ve
YLGYL* be EQLLR* Vs
YLGYLE* b QLLR* Y,
YLGYLEQ* b, LLR* Vs
YLGYLEQL* by LR* Y,
YLGYLEQLL* b, R* A
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Experimentalni podminky

kapalinova chromatografie
gradientova eluce: eluent A: voda s 0,1 % HCOOH
Omin 2% B eluent B: acetonitril s 0,1 % HCOOH
40 min 42% B
42 min 85% B
44 min 85% B
45 min 2% B
50min 2% B
prutok nanopumpy: 300 nL/min
prutok kapilarni pumpy: 4 ni/min eluentu A
objem vzorku: 1 nL, prekoncentrace vzorku: 5 minut

hmotnostni spektrometrie
susici plyn: N, prutok: 2,5 L/min, teplota 230 °C
napéti ESI: -2400 V, skenovany rozsah: 300 — 1800 m/z
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Pohled analytickeho chemika

1. Uginnost prekoncentrace
2. Uginnost separace
3. Kontaminace vzorku

4. Tlakova stabilita
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Prekoncentrace velkych objemu

Pfislusny objem angiotensinu o koncentraci 0,1 ppm

byl zachycen na prekoncentracni kolonce o objemu 20 nL.
angiotensin Ill: Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe

'”j;; 1223/06,D BRCI04800 -4 VB
o5 1 5l (250X)

)Gc.l(.')gt 1223A077.0 BRC01800 Al M5
- I 25l (1250x)

- 1223/09 0 BFRCA01B0 A1 VS
: 125 (6250x)

s 2237000 BFCADIE00 A VG
. | 250 M. (12500x)

o5 10 15 20 25 3 3 40  4Shnefid
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INNOSt separace

Objem Retenéni Patra Patra
vzorku cas na koloné nalm HETP
5mL 0,7 min 1800 60000 16 mm
25 nL 0,6 min 1900 63000 15 mMm
125 nL 0,6 min 1100 37000 27 mm
250 nL 0,6 min 661 22000 45 mm
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Kontaminace vzorku

Analyza

2262D003.D N .

2222[)882 o | 1.vzorek: hovezi serovy albumin (100 nM BSA)
2262D005.D | 2.vzorek: deionizovana voda s 0,1 % HCOOH
2262D006.D

2262D007.D

2262D008.D Podminky davkovani

2262D009.D

2262D010.D 0,1 pmol BSA nadavkovan v 1 ni vzorku
2262D011.D a prekoncentrovan po dobu 5 minut.
2262D012.D o - L

2262D013.D Omyti davkovaci jehly deionizovanou vodou

2262D014.D s 0,1 % HCOOH po dobu 5 sekund.
2262D015.D
2262D016.D
2262D017.D
2262D018.D
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Chromatogramy 1l.vzorku

Intens.
x106_

: L i b

2262D003.D: BPC 300-1800 #All MS

i /\/\N\\AJLN\«M\MJLJ\ L

"
2262D004.D: BPC 300-1800 *All MS

2262D007.D: BPC 300-1800 #All MS

A D

2262D008.D: BPC 300-1800 *All MS

2262D011.D: BPC 300-1800 #All MS

A i

2262D012.D: BPC 300-1800 #All MS

|

: LA s
A
A

— =

A

2262D015.D: BPC 300-1800 #All MS

4
. J\/\
0 T T

2262D016.D: BPC 300-1800 *All MS

5 10 15 20 25 30 3

4 Time [min]
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Chromatogramy 2.vzorku

Intens. | 2262D005.D:
x105 4
1.0

08— |

0.6

BPC 300-1800 All MS;

0.4
x10° 2262D006.D:

1.0 4

o
o

0.6

BPC 300-1800 *All MS

2262P009.D:

BPC 300-1800 *All MS

x105 2262D010.D:

BPC 300-1800 *All MS

x
oy
o
o
il

2262D013.D:

BPC 300-1800 *All MS

x105 | 2262D014.D:

BPC 300-1800 *All MS

x105- 2262D017.D:

BPC 300-1800 *All MS

x105 | 2262D018.D:

BPC 300-1800 *All MS

rime [min]
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Nalezené peptidy ve vzorcich

Analyza

2262D003.D
2262D004.D
2262D005.D
2262D006.D
2262D007.D
2262D008.D
2262D009.D
2262D010.D
2262D011.D
2262D012.D
2262D013.D
2262D014.D
2262D015.D
2262D016.D
2262D017.D
2262D018.D

Vzorek
BSA
BSA
voda
voda
BSA
BSA
voda
voda
BSA
BSA
voda
voda
BSA
BSA
voda
voda

Pocet peptidu BSA
10
10
0
0
11
11
0
0
14
10
0
0
10
10
0
0
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Tlakova stabilita

400
2308 analyz
- 509 hodin
300 L prekoncentracni kolonka 21 dni

separacni kolonka

i s S PO,

hm

Tlak na kolonce, bar
3 S

0 50 1000 1500 2000
Cislo analyzy

2500
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lzolace, analyza a identifikace
bilkovin v pfirodnich vzorcich

semena ryze, semena Cocky, lidsky nehet

a) homogenizace

b) rozpousténi v 1 M mocoviné

c) srazeni kyselinou trifluoroctovou

d) centrifugace

e) promyti acetonem

f) rozpusténi v 8 M mocoviné a 0,4 M NH,HCO,
g) redukce dithiotreitolem

h) alkylace jodacetamidem

1) enzymatické Stépeni trypsinem

© Pavel Coufal, Univerzita Karlova v Praze, Katedra analytické chemie, 26.9.2007
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Mnozstvi Pokryti Pocet

Bilkovina Oznaceni  vzorku, ng % peptidd
13 kDa Prolamin P17048 12 27 2
Prolamin PPROL 7 P19085 12 23 2
Glutelin type-A 2 PO7730 12 15 4
Glutelin type-A 1 PO7728 12 14 4
Prolamin PPROL 17 P20698 12 12 1
Glutelin P14614 12 11 5
Glutelin type-B 2 Q02897 12 9 6
Glutelin type-B 1 P14323 12 4 2
G1/S-specific cyclin C-type P93411 24 10 3
Granule-bound starch synthase |, chloroplast P19395 24 7 3
Glutelin type-A Q09151 60 10 5
Chloroplast 30S ribosomal protein S11 P12096 120 14 2

19 kDa Globulin P29835 120 13 2
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Mnozstvi Pokryti Pocet
Bilkovina Oznaceni  vzorku, ng % peptidd
Vicilin P13918 1,2 29 13
Provicilin P02854 1,2 19 11
Legumin A P02857 1,2 7 4
Provicilin P02855 2,4 25 8
Convicilin P13915 2,4 5 3
Legumin B P14594 2,4 3 1
Legumin J P05692 6,0 8 2
Legumin A2 P15838 6,0 2 1
Convicilin P13919 12 10 4
Lectin P02870 12 9 2
Seed lipoxygenase-3 P09918 60 1 1
Beta-conglycinin P13916 120 2 1
Seed lipoxygenase-2 P14856 120 1 1
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Lidsky nehet

Mnozstvi Pokryti Pocet

Bilkovina OznacCeni  vzorku, ng % peptidd
Keratin, type | cytoskeletal 14 P02533 1,2 23 8
Keratin, type | cytoskeletal 16 P08779 1,2 22 10
Keratin, type | cytoskeletal 12 Q99456 1,2 6 3
Keratin, type | cytoskeletal 13 P13646 1,2 5 2
Keratin, type Il cytoskeletal 1 P04264 6,0 3 2
Keratin, type | cytoskeletal 17 Q04695 24 16 7
Keratin, type Il cytoskeletal 6A P02538 24 9 4
Keratin, type | cytoskeletal 10 P13645 24 5 3
Calmodulin-like protein 5 QINZT1 60 20 2
Keratin, type | cytoskeletal 19 P08727 60 12 6
Keratin, type Il cytoskeletal 5 P13647 60 3 1
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Nano-HPLC-ESI-MS?

umoznuje identifikovat jednotlivé proteiny
v komplexnich smeésich bilkovin
primo izolovanych
z pFirodnich materialu.
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Nano-HPLC-ESI-MS?

je vynikajicim analytickym nastrojem

pro

identifikaci bilkovin

v prirodnich vzorcich

obsahuyjicic

n komplexni smesi bilkovin,

tedy vynikaj

icim analytickym nastrojem
V proteomice.
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