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Aminokyseliny

biogennich AMK je znamo cca 300
20 AMK proteinogennich (kédujicich)

— posttranslacni upravy: selenocystein, 4-hydroxyprolin
a 3-hydroxyprolin, 5-hydroxylysin, 3-methylhistidin

neproteinogenni: citrullin, ornithin, GABA,...
AMK vyznamny zdroj energie: 10 — 20%
syntéza

— biogenni aminy: dopamin, adrenalin, serotonin,
histamin

— kreatinin, kreatin



Klinicky vyznam aminokyselin

proteiny nejsou stalé — denni turnover:
— 10 % kosterni svalstvo

— 40 % jatra

— 80 % sliznice stfeva

poruchy metabolismu AMK

— fenylketonurie, argininémie, cutrulinemie, homocystinurie,
choroba javoroveho sirupu, hypermethionémie, tyrosinemie,
argininsukcinaturie

novorozenecky screening
arterialné vendzni diference
marker odbouravani proteinu kosterniho svalstva



Klinicka analyza

* telni tekutiny — slozité matrice
— makrokomponenty, mikrokomponenty
— mineraly, malé molekuly, makromolekuly
— nestabilita za podminek in vitro
— vysoka salinita, proteiny
nutnost separace
* vysoka variabilita

* objem vzorku (mikrodialyzaty,
novorozenecka krev)



Aminokyseliny a CE separace
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HPLC versus CE

HPLC CE
vzorek 1-50 uL <1-5nL
doba analyzy 10-40 min 5-15 min
pocet teor.pater cca 104 cca 10°
LOD (UV) cca 10-"-10-2 mol/L |cca 10-°>-10-" mol/L
cena kolony/kapilary | 300 USD 10-15 USD
objemovy prutok 0,1-2,0 mL/min 0,1-2,0 yL/min
reprodukovatelnost |< 2% <5%
retencnich
parametru
presnost a cca 2% cca 2-5%

spravnost stanoveni




Uprava vzorku

HPLC - kolony naplnéené stacionarni fazi
— filtrace — centrifugace

— deproteinizace — kys. chlorista, kys. sulfosalycilova
— extrakce — SPE, LLE

e odstranéni soli
» prekoncentrace

CE - otevrene kapilary
— prime davkovani biologického materialu
« analyt v nadbytku
* analyza obsahu bunky

— adsorpce na stenu kapilary — promyvani, pridavek
povrchove aktivni latky
— vysoky obsah soli

— deproteinizace — organickeé rozpoustedlo



On-line prekoncentrace v CE —
sample stacking

« zaostreni S=clc,=L,/L

W

A
v

« Ohmuv zakon
— Egge - Ggge = Es - Gs
— Gg < Gpge

— vysoky obsah soli — pridavek org. rozpoustedla
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Stacking I1

Kohlrauschova regulacni funkce

Cl

U

l

— W je nezavisla v Case
— elektroforeticky proces se fidi poCateCnimi podminkami

— priklad: 3,0 mM KCI odpovida 2,4 mM NaCl
— pro CE biologickych vzorkd vhodné pufry o vysoké hodnoté w

technika ucinnost reprodukovatelnost
zaostreni

FASS cca 1000 2—-20%

LVSS cca 100 2—-10 %

t-ITP cca 100 1-2%




Stacking III — pridavek org.

rozpoustéedla
PO 20 pmoI/L \'"/ H20 N x 1000 | h, mV
W 102£1 |039%001
Y E B o 0 Thr
! £ = O £ 19 + 1 0,18 + 0,00
|_
= 101+ 6 0,34 + 0,01
C 3315 Met
- 26 + 2 0,12 + 0,01
i
s 1po 20 umol/L v ACN/H,0 1:1 101+1 (0,36 +£0,00
R 2 GIn
Py 26 + 2 0,12 + 0,01
O 3315 -
110+3 | 0,34 +0,00
Glu
21+ 1 0,170 £ 0,00
% 5 84+15 |0,24+0,00
| < = Pro
= 15+0 0,170 £ 0,00

43 48 53
migraéni ¢as, min



Detekce aminokyselin I

Spektrofotometricka v UV/VIS
— nejbéznegjsi
— kratka opticka draha
— LOD 10-° =10 mol/L
— nedostatek vhodnych chromoforu — ::
Tyr, Trp, Phe, His —
— derivatizace ninhydrinem
— neprfima UV
malo koncentrované BGE
malé linearni dynamické rozsahy




Selektivni detekce aminokyselin

Fluorescencni

— vysoce citliva LOD cca 102 mol/L
* pro biologickeé vzorky 10-100 nizsi citlivost
— nedostatek prirozenych fluoforu - Trp
— derivatizace — CBQCA, Dns, OPA, FITC, ...

Elektrochemicka — ampérometricka
— citlivost 107 — 10-° mol/L
— AMK nejsou vhodnymi analyty
— elektrody Au, Pt, C —Tyr, Trp, Cys, Met

» elektroda Cu — tvorba komplexu, rozpousti se
— Iinterference ED se separacnim polem



Derivatizace

— narocna na upravu vzorku
— z jedné AMK vice produktu
— nestabilita produktt‘]
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Vodivostni detekce v CE

 univerzalni detekcni technika
« zOny v CE se liSi distribuci iontu — vodivosti
 AG zavislé na analytu i BGE
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Kontaktni elektrochemicka
detekce

 elektrody v galvanickem spojeni s
merenym roztokem

* obecny elektrochemicky problém
— zmena povrchu elektrody v Case
— nutnost obmeny povrchu

* Interference detektoru se separacnim
polem CE
— potreba izolace
— ruzna reseni elektrochemickych cel



Kontaktni detekcni cely

elektroda mimo
usti kapilary

kapilary o velmi
malém I.D. <10 pym

izolace separacniho pole
vytvorenim zlomu pred
koncem kapilary




Izolace separacniho pole —
vlaknovy detektor




Bezkontaktni vodivostni
detekce

merici elektrody nejsou v galvanickém kontaktu s
merenym roztokem

nutnost merit vodivost pri vysokych frekvencich:
10 kHz — 10 MHz

nemerime vodivost G (G=1/R), ale impedanci Z

Z=R—j2nf-C) "+ j2nf-L

el"
roztok v detekcCni cele se projevuje: |voda 79,0
— vodivosti vzduch 1,000
— permitivitou kfemen 3,8
— sloZenim rozhrani roztok/sténa kapilary LEMMA 2.8




Puvodni konstrukce pro ITP

» Ctyrelektrodova >
konstrukce
* 1-10 MHz

« schopnost detekce
na kratkém useku
kapilary

* pricna detekcni
cela

» mala citlivost v CE '




Bezkontaktni vodivostni detektor
s tubularnimi elektrodami

« capacitively coupled contactless conductivity
detector — C4D

* pouzivane frekvence 10 kHz — 1,5 MHz
* podelna detekcni cela
« LOD pro nizkomolekularni latky cca 10-° mol/L




Alternativni konstrukce C4D

* polovalcove elektrody — hlinikové prouzky
 elektrody tesne prilehaji k povrchu kapilary
* snadna vymena separacni kapilary
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Optimalizace BGE pro C4D 1.

AG = ¢ (Manal —Uu, )(Manal + Mp,,ot,-) . F ] 0,5MHAc + 20 mM NH,OH
=c, -
e u 10°K

anal

e pozitivnipik u....>u... 2
P P anal coslon £ | 0,5 M HAc + 10 mM NH,OH

* negativni pik U, <Ucion Y -

. priklad
u(MH2*) =45 10° m2V-1s-1
u(H,0*) = 362.5 .10-°° m2V-1s-
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Optimalizace BGE 11.

roztoky kyseliny octové vhodné pro CE/C*D stanoveni AMK
AMK separovany jako kationty — co-iontem H;,0O*
Siroky rozsah pouzitelnych koncentraci HAc
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Optimalizace BGE III.

Odezva C4D zavisi na:
— vodivosti
— permitivité
— slozeni rozhrani roztok/kapilara
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Porovnani C4D / UV
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vzorek: modelova smés 20 pmol.L!
pufr: 2,5 M HAc + 0,1% HEC, pH 2,1
kapilara: ID 75 um, 80 cm
davkovani: 500 mbar.s

separace: +20kV, +20pA




CE/CCD elektroferogram plodove vody
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Arterialni hladiny aminokyselin

nameérené fyziologické namerene fyziologické

hodnoty, uM | hladiny, uM hodnoty, uM | hladiny, uM
Ala 226,2 £ 67,4 200 - 500 Leu 106,8 £ 3,0 70 -190
Arg 47,8 +4,2 30 - 140 Lys 101,6 £ 6,4 80 - 260
Asn 30,4 + 10,6 40 - 80 Met 17,0+ 4,0 6 -40
Cit 16,0 + 6,8 10 - 60 Orn | 51400 30 - 115
Crea 98,2+ 2,0 Phe 94,0 + 3,2 40 - 115
GIn 912,5 £ 16,2 450 — 760 Pro 1563,0 £ 15,4 90 - 350
Glu 86,0 £ 6,8 30-90 Ser 75,0+6,6 70-190
G|y 172,8 £ 26,0 120 - 400 Thr 90,0 £ 8,2 75-195
His 78,2+4,8 30-120 Trp 53,0 £ 3,8
lle 58,044 35-100 Tyr 99,6 £ 10,8 20-110

Val 169,6 £ 6,4 115 - 320




Meéreni arterialne venoznich
diferenci
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TAS — Total Analytical System

» system plne automatizovane analyzy
— davkovani
— Uprava vzorku
— chemicke reakce (derivatizace)
— separace
— detekce
— analyza dat

* miniaturizace toku analytu
— snhizena spotreba Cinidel
— VySSi separacni ucinnost
— redukce doby analyzy



Novy smeér analytické chemie —
analyza na Cipu

Elektroforeticky pristroj
Agilent technologies

Mikrofluidni
polymerni Cip

A
v

8 cm




Nanotechnologie

* Richard Feynman, Pasadena, 1959: ,Dole
Jje hodne mista”

* Mooreuv zakon, 1965: ,SlozZitost
Integrovanych obvodu se kazdy rok
zdvojnasobi pri zachovani stejné ceny."
Gordon Moore — zakladatel spolecnosti
INTEL



Fotolitograficky proces

Si substrat

naneseni fotorezistu

expozice pres masku

odstranéni naexponovaného =
fotorezistu

leptani substratu

odstranéni fotorezistu

uzavreni €ipu




Vyroba polymerniho Cipu
pomoci litografie

Si deska

il _

vrstva fotorezistu SU8 (50u.um)

UV expozice

l | | b l Lh a4ty l | l 3?;?:2;:ﬁpolymernich




Ukazky pripravy Cipt




Davkovani a separace na Cipu

vychozi stav

davkovani

separace



Spojeni mikroCipu s
amperometrickym detektorem

HV

decoupler

HvV L =

detekéni Ag/AgCl
elektroda elektroda




C3D se sirokymi elektrodami

davkovaci prekfizeni

separacni kanal

podlozni sklo

—

elektronicky

hlinikové obvod
prouzky

funkcni
generator



CiD s uzkymi elektrodami

PDMS mikrocCip

keramicka desticka
s elektrodami ﬂ

vV o
PMMA desticka — pruzné
| <— kontakty

elektronicky
obvod




Signal C4D, mV
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Separace smesi aminokyselin

His

Time, s

4D, mv

Signal C

PDMS ¢Cip: efektivni délka 38mm

pufr: 1,7M kyselina octova +
0,1%HEC, pH 2,2

vzorek: smés aminokyselin po 50mg/L

davkovani: 1,0kV 30s

separace: 2,5kV 18uA
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Separacni ucinnost

Pocet teoretickych pater

Analyt sirokeé uzke
elektrody elektrody
Lys 1280 7600
His 1660 6700
Gly 2280 7560
Ala 2740 6630
Rozliseni

Lys/His 0,50 1,20




Signal C4D, mV

Separace methylhistidini

-280

-290

w

o

o
l

-310

1MH

His ===

3MH ™=

HaN——CH—COOH HN——CH—COOH HaN——CH—COOH

L, L, L,
N)} H3C\N)} N)}
\\—N\ \:N \\—NH

3

PDMS ¢ip: efektivni délka 38mm
pufr: 20mM MES+5mM LiOH + 1%dextran,
pH 5,5

20

Time, s

4vzorek: 3-MH, 1-MH a His po 20mg/L
davkovani: 1,0kV 30s
separace: 4kV 4uA




Srovnani konvencni CE a
mikrocipove elektroforézy

Konvencni CE

MikrocCipova

Davkovani hydrodynamicke, elektrokineticke
elektrokineticke

Detekce UV, FD, ED, C*D, MS LIF, MS, ED

Material kKfemen sklo, polymery

Rychlost minuty sekundy

Separacni kapacita

hodné piku — dlouhé

malo piku — kratké

kapilary kanalky
Integrace a obtizna snadna
automatizace
Mnozstvi vzorku nL - yL nL — uL

Potencial rozvoje

dosahl maxima

nove technologie vyroby +
noveé aplikace




Podekovani

Dekuji vam vsem za pozornost
a GACR za financni podporu
vyzkumu.




