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NOTE DE CURS

Electroforeza capilara

Capillary electrophoresis

Ileana Funduc’

Rezumat

Electroforeza capilara este o tehnica mai noud care combind mecanismele de separare ale electro-
forezei cu aparatura i automatizarea cromatografiei. Exista numeroase variante de electroforeza capilard care
solutioneaza diversele probleme de separare. Acestea includ electroforeza zonala, electroforeza pe gel, focaliza-
re izoelectrica i izotacoforeza. Puterea extraordinard de separare, viteza analizelor §i sensibilitatea extrema (o
singurd moleculd prin detectarea cu fluorescentd indusa cu laser) conduc la aplicarea intensiva a electroforezei
capilare de catre multe dintre cele mai bune laboratoare de cercetare analitica din lume.

Electroforeza capilara, fiind modalitatea cea mai potrivita §i eficientd de a separa moleculele incarcate
mari si mici, oferd o larga varietate de aplicatii privind analiza lichidelor biologice umane.

Cuvinte cheie: electroforezd capilard, proteine serice, proteine monoclonale.

Abstract

Capillary electrophoresis is a newer technique which combines separation mechanisms of electrophore-
sis with the instrumentation and automation concepts of chromatography. There are many variants of capillary
electrophoresis which solve different separation problems. These include free zone electrophoresis, gels for siev-
ing and molecular weight based separations, isoelectric focusing, and isotachophoresis. The extraordinary sepa-
ration power, speed of analysis and extreme sensitivity (a single molecule using laser induced fluorescence detec-
tion) are leading to intensive application of capillary electrophoresis by many of the best analytical research la-
boratories around the world.

Being the most appropiate and efficient way to resolve both large and small charged molecules, capil-
lary electrophoresis offers a wide variety of applications on the analysis of human body fluids.
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Introducere

Electroforeza capilard s-a nascut din
combinarea mecanismelor de separare ale elec-
troforezei cu aparatura §i automatizarea croma-
tografiei.

Istoric

In 1967, Hjerten aplica electroforeza in
tub deschis cu diametrul intern de mm.

Virtanen utilizeaza capilare de sticla cu
diametrul intern de 200 um.

Mikkers foloseste capilare de teflon.

In 1980-81 Jorgenson si Lukacs au se-
parat peptide In capilare de sticld cu diametrul
intern de 75 pum. Datorita limitarii transmisiei
luminii prin sticla s-a folosit detectarea prin
fluorescenta. Acest format de capilar, capabil de
a suferi efectul Joule, care apare in toate separa-
rile electroforetice si degradeaza rezolutia, con-
duce la disiparea caldurii. Autorii folosesc vol-
taje mult mai mari (peste 30kV) fata de cele an-
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Figura 1. Schema principalelor componente ale
unei instalatii de electroforezi capilari’

terioare, astfel scurtandu-se timpul de analiza.

Ulterior, capilarele de sticla au fost in-
locuite cu cele de silice captusite cu poliimida,
care sunt mult mai robuste si, mai important,
transmit lumina UV.

Aparatura

Instalatia implicd un capilar ce trece
prin instalatia optica a unui detector, un dispo-
zitiv de introducere a probei si o sursa de voltaj
inalt' (Figura I).

Capilarul umplut cu tampon are capete-
le introduse in rezervoarele de tampon. Electro-
zii fabricati dintr-un material inert (Pt) sunt in-
trodusi in tampon pentru a completa circuitul
electric.

La un capat al capilarului se injecteaza
proba, apoi se aplica voltajul. Ionii probei se
deplaseaza spre electrodul corespunzator, tre-
cand prin detectorul ce raspunde cu o inregistra-
re a componentilor separati in functie de timp -
respectiv cu o electroforegrama.

Notiuni teoretice

Fluxul electroosmotic sau electro-
endoosmotic

Capilarul este fabricat din silice topita,
a carei suprafatd interioara contine grupari
silanol SiOH, care, in contact cu tamponul, se
disociaza in grupari SiO ~, imprimand peretelui
capilar o sarcina negativa (Figura 2).

Cénd capilarul este umplut cu tampon,
sarcinile sale pozitive sunt atrase de peretele in-
carcat negativ. Rezultd o diferenta de potential
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Figura 2. Deprotonarea gruparilor silanol de pe
peretele capilarului '
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(potential zeta) limitata la peretele capilar.

Aplicandu-se voltajul de-a lungul capi-
larului, cationii din stratul difuz sunt liberi sa
migreze spre catod, transportand si masa de so-
lutie dupa ei. Acest flux lichid, avand incarcatu-
ra suprafetei peretelui interior al capilarului, ce
se suprapune peste mobilitatea substantelor de
analizat, constitue fluxul electroosmotic sau
electroendoosmotic.

Mobilitatea fluxului endoosmotic este
strans legata de potentialul zeta, iar factorii ce il
influenteazd pe acesta din urma evolueaza in
acelasi sens si pentru primul parametru. Astfel,
exista o directd proportionalitate cu pH-ul (cand
acesta creste, potentialul zeta creste datorita in-
carcaturii suprafetei peretelui capilar, iar fluxul
electroosmotic creste, de asemenea, datorita
deprotonarii gruparilor silanol) si o dependenta
inversda de punctul izoelectric a tamponului
(cind acesta creste, potentialul zeta scade dato-
ritd dublului strat ce se comprima, fluxul elec-
troosmotic reducandu-se).

La moleculele mari (peptide, proteine)
se poate ca reziduurile sau solvitul sa fie adsor-
bite in intregime pe peretele capilar. Pentru a
evita aceasta:

e se mareste concentratia tamponului;

Profilul datorat fluxului
electroosmotic

Profilul datorat fluxului

hidrodinamic
——

Figura 3. Profilul plat datorat fluxului
electroosmotic si profilul parabolic datorat fluxului
hidrodinamic '

e se folosesc extremele de pH;

e se captusesc peretii capilarelor, eliminand
sau inversand Incarcatura lor sau se alterea-
za hidrofobicitatea lor.

Fluxul electroosmotic determina o vite-

74 constanta pe toata lungimea capilarului.

Profilul plat obtinut in aceste conditii

este superior celui obtinut in cromatografia li-

chidd de Tnaltd performantd, unde proba este

impinsd sub presiune in coloani. In cel din ur-
ma caz, viteza solutiei de la marginile coloanei
este mai scazutd fatd de cea din mijlocul ei,

aceasta conducand la un profil parabolic si la o

largire a bazei peak-urilor (Figura 3).

Etapele analizei

Injectarea probei

Proba nu este mai mare de 100 nl (10-
20 pl in HPLC), introducerea se face hidrodi-
namic sau electrocinetic.

Conditiile de separare

Capilarul este confectionat din silice
topitd, inert chimic, transparent pentru spectrul
UV si vizibil, flexibil, robust si ieftin. Dimensi-
unile sale sunt :

e diametrul intern 20-200pum;
e lungime 10 cm, exceptional pana la 100 cm.

Voltajul, campul electric si amperajul:
V 10-30 kV; 100-500 V/cm; A pana la 300pA.

Detectia

Absorbtia in UV-vizibil este cea mai
frecventd, se desfasoard in domeniul sub 200
nm pana la vizibil. Timpul de raspuns trebuie sa
fie scurt (pana la 0,5 s, pentru a evita peak-urile
largi, distorsionate). Analitul, trecnd prin sursa
de lumina, absoarbe radiatia UV, ce se trans-
forma in semnal si evaluarea cantitativa se face
prin calibrare.

Fluorescenta clasica si cea indusa cu
laser au ca avantaj limita de detectare extrem de
joasd. Moleculele se marcheaza cu fluorofori ce
sunt excitati de sursa de luminad. Analitii, tre-
cand prin fereastra detectorului, determina exci-
tarea fluoroforilor ce emit radiatii de o anumita
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lungime de unda. In cazul fluoroforilor excitati
de laser, sensibilitatea creste semnificativ. Din
nefericire, prin laser se limiteazd lungimile de
unda pentru excitare la un numar mic de valori
in domeniul vizibil.

Spectrometria de masd, importantd
prin sensibilitatea, selectivitatea si universalita-
tea sa, furnizeaza informatii asupra greutatii
moleculare si a structurii solvitului — date utile
identificarii sale. Pentru a obtine acestea, elec-
troforeza capilara se cupleaza cu ionizarea prin
electropulverizare (ESI) si cu desorbtia cu laser
a matritei asistate (MALDI). Varianta mai mo-
derna folosita in prezent este CE MALDI-TOF
(matrix-assisted laser desorbtion/ionization
time-of-flight) la care limita de detectare a atins
domeniul sub-nanomolar.

Tipurile de electroforeza capilara

Electroforeza capilara zonala este cea
mai utilizata, datoritd simplitatii si versatilitatii
sale. Capilarul se umple cu tampon si solvitii
migreaza in zone discrete, cu viteze diferite.
Fluxul electroosmotic influenteaza timpul de
migrare si rezolutia.

Electroforeza capilara in gel

Termenul de “gel” nu este foarte potri-
vit, acesta implicand o structurd oarecum solida.
Ori, multe din “gelurile” folosite nu poseda
aceasta proprietate; un termen mai potrivit ar fi
“retea de polimer”.

Desi existd o identitate a mecanismului
de separare capilar cu cel al electroforezei cla-
sice in gel, campul electric folosit in primul caz
este de 10-100 ori mai intens §i aparatura este
automata. Posibilitatea in electroforeza clasica
de a separa concomitent mai multe probe este
compensatd in electroforezd capilard in gel cu
timpul scurt necesar separarii unei singure pro-
be.

Focalizarea capilara izoelectrica

Moleculele au si grupari acide si bazi-
ce. La un anumit pH (punct izoelectric), incar-
catura lor electrica se echilibreaza si ele devin

neutre. Gradientul de pH se formeaza cu ajuto-
rul unei solutii de amfoliti, ce poseda si grupare
acida si bazica si un punct izoelectric de-a lun-
gul unui domeniu larg. Cand se aplica campul
electric, amfolitii formeazd un gradient de pH,
analitii migreaza prin mediu, pana ajung intr-o
zond cand devin neincarcati atingdnd propriul
lor punct izoelectric. Pentru a detecta substante-
le separate, zonele sunt mobilizate (prin aplica-
rea unei presiuni capilarului sau adaugarea unei
sari la unul din rezervoare) si trec prin detector,
care 1i Inregistreaza in functie de timp.

Izotacoforeza capilara

Izotacoforeza capilard analizeaza fie
anioni, fie cationi. Toate zonele separate se de-
plaseaza cu aceeasi viteza, folosind doua siste-
me tampon: in frunte un electrolit cu un ion de
mobilitate mai mare ca a solvitilor, Tn urma un
electrolit cu o mobilitate mai mica fata de a lor.

Aplicatii clinice’

Proteine serice

Electroforeza capilarda a proteinelor se-
rice a devenit o modalitate standard pentru stu-
diul lor. Nu se foloseste un colorant care impli-
ca afinitatea diferitd dupa tip pentru fractiunile
electroforetice, posibila colorare incompleta,
dependenta de concentratia si vechimea reacti-
vului, nu se intarzie cu timpii de colorare, de
decolorare si de scanare.

Electroforeza normald® in 7 minute se-
pard, intr-un traseu mai larg decdt in cazul
agarozei, mai multe fractiuni, cu detectarca
prealbuminei sau a globulinei transportoare a
hormonilor tiroidieni, transferinei, complemen-
tului. Pe acest tip de traseu se evitd confundarea
componentior mici din regiunea f cu transferina
sau cu P lipoproteina ce se afla intre zonele o, si
B globulinice (Figura 4). De asemenea, spre
deosebire de agaroza, care uneori nu permite
migrarea de pe start a moleculelor mari, acestea
constituind un artefact, electroforeza capilara
include acele “poteine pe start” in zona v, in fe-
lul acesta ele putand fi evaluate.
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Separarea componentului monoclonal®*

prin electroforeza capilard este net superioara
fata de cea pe agaroza (Figura 5).

Evaluarea sa se face facand sa reactio-
neze serul cu cei 5 anticorpi de lanfuri grele si
usoare si comparand electroforeza inainte si du-
pa tratament. Tiparea componentului mono-
clonal rezulta prin disparitia peak-ului caracte-
ristic lantului greu si usor datoritd cuplarii anti-
corpului corespunzator cu proteina specifica.

Detectarea componentilor monoclonali
este total automatizatd si rezultatele se pot sto-
ca. Limitele de detectie sunt de 0,5-0,75 g/1.

Lipoproteine

Electroforeza capilard permite obtine-
rea a 9 fractiuni.

Hemoglobina

Prin focalizare izoelectrica capilara se

Albuming

Complement
Transferina

y Globuline a1 Antitripsina

a2 Macroglobulind

Pre-albumina

Figura 4. Electroforeza capilara zonala a unui ser
normal ¢

pot separa urmatoarele fractiuni: A, F, D, S, E,
A2.

Proteinele urinare *° se pot separa prin
electroforezd capilard din urind neconcentrata
sau concentrata de 200 ori, aceasta determinare
fiind de ajutor in diagnosticarea sindromului
nefrotic si la detectarea proteinelor Bence Jones
(Figura 6).

fn lichidul cefalorahidian se pot sepa-
ra B,-microglobulina, mielina bazica, proteinele
in urme din zona B (2 peak-uri majore — ce arata
alterari ale sistemului nervos central) si din zo-
na v; bandarea oligoclonald este marker in scle-
roza multipla.

fn lichidul sinovial se separa a;-gluco-
proteina acida (orosomucoid) care aratd prezen-
ta glicoformelor.

Extracte celulare din probe celulare
foarte mici

Se marcheaza extractul de celule HT 29
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T
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3 354alpha-t
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Figura 5. Electroforeza capilara intr-o gammapatie
monoclonali *
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Figura 6. Electroforeza capilara urinara a
lanturilor usoare libere (proteine Bence — Jones) 4

adenocarcinomatoase si volumul a 2,5 celule se
analizeaza 1n 12 minute. De asemenea, electro-
foreza capilard se aplicd in studii legate de
eritropoetind, interleukina 3 si 6 si alte citokine.

Analiza unei celule sau molecule con-
stituie una din cele mai spectaculoase arii in ca-
re electroforeza capilara si-a dovedit utilitatea.

Analiza unei celule ridica probleme:

e s-a selectat celula tipica din amestecul de
celule ?

e cite celule trebuie masurate pentru a apre-
cia variatia naturala?

Totusi, exista variatii mici Intre celule
in ceea ce priveste concentratia multor metabo-
liti (sub 1mmol/l); volumul mic al celulei este
suficient 1nsa ca proba pentru electroforeza ca-
pilara.

In 1990, Ewing si colaboratorii au sepa-
rat serotonina §i neurotransmitatorii inruditi
dintr-un neutron.

In 1992, Yeung si colaboratorii au se-

parat Hb, anhidraza arbonicé si HbA c dintr-un
eritrocit.

Au mai fost separate prin electroforeza
capilara lactatul si piruvatul dintr-un eritrocit si
catecolaminele din celulele cromafine ale glan-
dei suprarenale.

In 1994 au fost separate izoenzimele
LDH dintr-un eritrocit uman, subliniindu-se va-
riabilitatea intracelulara a izoenzimelor.

Biologie moleculara

In 1990 Brownlee si colaboratorii au
efectuat analiza fragmentelor de restrictie ADN
si a produsilor PCR pentru detectarea HIV-1
din sange. De asemenea, electroforeza capilara
a avut un aport in tipizarea virusurilor hepatitic
C si poliomielitic.

In 1994, Righetti si colaboratorii au fo-
losit electroforeza capilara asociata cu PCR
pentru diagnosticul bolilor genetice (fibroza
chisticd, boala Kennedy, hiperplazia adrenal
congenitala, sindromul Down).

In 1998 s-a realizat un microdispozitiv
de analizd ADN pentru integrarea functionald a
electroforezei capilare cu PCR.

Concluzii

Electroforeza capilard utilizeaza canti-
tati minime de proba, este cantitativad, automata
si de aceea are un domeniu larg de aplicare. Cea
mai importantd trasaturd a sa este faptul ca are
posibilitatea de a se cupla cu tehnici comple-
mentare de separare pentru a identifica proteine
din sisteme biologice complexe si a elucida as-
pecte legate de structura si functia fiecarei pro-
teine separate. Faptul ca necesitd probe extrem
de mici este consideratd un instrument de ex-
plorare al chimiei spatiilor mici, dintre care un
exemplu ar fi celula insasi.

Electroforeza capilara constituie un im-
portant pilon al evolutiei viitoare a biochimiei
moderne.
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