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1. Uvod

Zwitterionicky charakter, ale najmi absencia chromof6-
rov, fluoroférov, alebo elektroférov v molekuldch vicsiny
aminokyselin' (AA), ktoré by umoznili ich citlivi a selektivnu
detekciu, maju za ndsledok, Ze AA sa technikami kapildrnej
elektroforézy (CE) analyzuju prevazne vo forme derivdtov
(vid napriklad prehladné prace z posledného obdobia®”). Vy-
ber derivatizacnej reakcie, vhodnej CE techniky (kapildrna
zonova elektroforéza (CZE), miceldarna elektrokineticka chro-
matografia (MEKC), kapildrna elektrochromatografia (CEC),
kapildrna izotachoforéza (CITP)) a sposobu detekcie (predko-
I6nov4d, pokolénovd, alebo spojend s reakciu priamo v koldne)
su vzdjomne uzko previazané.

Derivatizdcia AA priamo v CE koléne (in-column deriva-
tizdcia*>®1) je velmi atraktivna (derivatizdcia a separdcia
prebiehaju stcasne, jednoduché experimentdlne usporiadanie
a znizené naroky na manipuldaciu so vzorkou). Na druhej
strane, reprodukovatelnost derivatizdcie realizovanej tymto
spdsobom je ovplyvnend injektdZou vzorky a ¢inidla, apliko-
vanym napitim, reakénym casom a inymi menej zdvaznymi
faktormi”'". Derivatizdcia v on-line kombindacii s CE separd-
ciou je prakticky nevyhnutnd v monitoringu rychlych zmien
AA vo vzorkdch odobratych zo Zivych organizmov'Z

V tejto préci je venovand pozornost derivatizacnym reak-
cidm AA najmi z hladiska reakénych podmienok, chemicke;j
povahy vznikajicich derivdtov a ich detekcie navézujicej na
CE separdciu.
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2. Charakterizacia derivatiza¢nych reakcii

a metéd

Prevazna Cast derivatizacnych ¢inidiel pouzivanych v CE
aminokyselin (tabulka I) poskytuje derivaty, v ktorych je
prislusnéd funkénd skupina naviazand na aminoskupinu AA.
Tym zanikd zwitterionicky charakter vacSiny AA a derivaty
s volnou karboxylovou skupinou st separovatelné v anionic-
kom rezime. V mensej miere sa v CE aminokyselin vyuZzivaju
derivatiza¢né reakcie, ktorych sa zicastnuje karboxylova sku-
pina AA (vznik esterov) a rekcie veduce k vzniku elektrone-
utrdlnych derivatov (tiohydantoin derivéty). Pre pokolénovi
detekciu mdzu byt aplikované aj Cinidld tvoriace s rdznymi
AA identicky produkt.

2.1. Tvorba izoindolov

V CE aminokyselin sa najcastejSie vyuZzivajui derivatizac-
né reakcie AA poskytujice izoindoly (schéma (7) na obr. 1).
Najcastejsie vyuzivanym derivatizacnym ¢inidlom patriacim
do tejto skupiny je dialdehyd kyseliny o-ftalovej (OPA). OPA
pri laboratdrnej teplote, v zdsaditom prostredi a v pritomnosti
tiolu reaguje prakticky okamzite s primarnymi AA (tabul-
ka II), za vzniku 1-alkyltio-2-alkyl-substituovanych izoindo-
lov'®. Reakciu sprevddza len obmedzend tvorba detekciu ru-
Siacich interferentov a preto md predpoklady na vyuzitie k de-
rivatizdcii AA priamo v separacnej kapilzireg’g’“’14 v spojeni
s velmi citlivou fluorescen¢nou alebo elektrochemickou de-
tekciou.

Nizsia stabilita derivdtov, tvorba zmesnych a viacndsobne
derivatizovanych produktov a nepouzitelnost k detekcii se-
kunddrnych AA (cit."'®) si obmedzujiice faktory pouzitia
OPA v CE. K zvySeniu stability vznikajicich produktov sa
vyuZzivaju nukleofily alternativne k 2-merkaptoetanolu (kyse-
lina 3-merkaptopropiénova, N-acetyl-L-cystein, Boc-L-cyste-
in, N-acetyl-D-penicilamin, N-izobutyryl-L-cystein, 2,3.4,6-
-tetra-O-acetyl-1-tio-B-D-glukopyranéza, HSO5 , CN»)!!+1317
RieSenim je aj ndhrada OPA novymi ¢inidlami (naftalén-2,3-
-dikarboxyaldehyd (NDA); 3-(4-karboxybenzoyl)-2-chinolin-
-karboxyaldehyd)'®%.

2.2. Tvorba tiokarbamyl/tiohydantoin
derivdtov

Skupina ¢inidiel poskytujica tiokarbamyl a ndsledne tio-
hydantoin derivaty AA (schéma (2) na obr. 1) md v molekule
reaktivnu izotiokyanatovi funkénd skupinu. Cinidl4 reaguji
nielen s volnou aminoskupinou, ale aj s OH™ i6nmi, priCom
rychlostné konstanty oboch reakcii st podobné*'*2 Désled-
kom tohoto su relativne dlhé reakcné Casy a praktickd vyuzi-
telnost len v pripadoch, ak vzorka obsahuje AA v relativne
vysokych koncentraciach®. Aj ked je pracovny postup cha-
rakteristicky pre tito skupinu derivatiza¢nych Cinidiel dost
zdlhavy, v pripade derivatizdcie optickych izomérov moze byt
jednoduchsi a rychlejsi ako pri pouziti ¢inidiel prindleziacich
do inych skupl’n24’25. Na rozdiel od ¢inidiel tvoriacich s AA izo-
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Tabulka I
Derivatiza¢né ¢inidld pouZzivané v CE analyze aminokyselin

Referaty

Charakteristika reakcie

Derivatizacné ¢inidlo®

Tvorba izoindolov
Tvorba tiokarbamyl/tiohydantoin derivétov

OPA’, NDA', CBQCA®, IDA!
PITC?', DABITC’*, FITC??, GITC**, NPITC”, SNEIT?, SAMBI?, PAPITC™,

ILITC?®, DBD-NCS*, PDITC”’, CDITC’®, AITC?®, BITC?®, BEITC?, PEITC?,
TCITC?, TRITC?, NBD-PyNCS”

Tvorba sulfonamidov

Tvorba amidov
(i) Stiepenie sukcinimidyl esteru
(ii) Reakcia acyl — halogenidu
(iii) Reakcia anhydridu

Tvorba uretdanov

Tvorba N-aryl aminokyselin

Iné derivatiza¢né reakcie

Dns-CI**, Dbs-CI*°, BANS-CI*

SINC*, SET*®, DCCS*®, SEDC*, SETC?, NAS®, AQC*, SEP* CFSE*
DNB-CI*, ARC-CI®, CRA-CI*®, CRP-CI¥

DBT’!, DAT®', AKC®!

FMOC-CI’%, FLEC-CI>?, AEOC-CI¥?, APOC-CI®

DNFB®, DNFB-L-Ala*, NBD-F*, FDNDEA®’, TNBS®?

fluorescamin®, MDF*’, DTNB®, pyridoxal®’, PQQ®, HLTE®’, alkoholy (estery

AA)™, Cu** cheldt’, N-terc-butyloxykarbonyl derivaty’

#Zoznam pouzitych skratiek

indoly moze byt pracovny postup komplikovany aj potrebou
izolovat nadbytok ¢inidla a vedajsie reakéné produkty®>*®. Na
druhej strane, reaktivitu izotiokyandtovej skupiny charakte-
rizuje dobrd selektivita k primdrnym a sekunddrnym amino-
skupindm (fenolické hydroxyly ani imidazolové skupiny AA
nereaguju). Izotiokyanaty do molekil AA vnasaju fluoroféry
(fluorescein, tetrametylrodamin), ktoré majui vysoké moldrne
absorptivity a vysoké kvantové vytazky fluorescencie aj v po-
rovnani s derivatmi takych cCinidiel ako si OPA, NDA, alebo
danzyl (Dns)-Cl. Detek¢né limity AA derivatizovanych fluo-
rescein izotiokyanaitom28 a tetrametylrodamin izotiokyana-
tom?’ st na drovni 10! mol (1072 moL.I'Y). Spojenie takejto
extrémnej detekénej citlivosti s vysokou selektivitou ddva
predpoklady pre ich vyuzitie v ultrastopovej analyze AA aj
v zlozitych biologickych matriciach®®. Prinajmengom dve z -
nidiel vyuzivajucich tvorbu tiohydantoin derivdtov maju oso-
bitné postavenie v ramci celého siboru derivatizacnych metod
pre AA apeptidy. St to fenyl izotiokyanat®' (PITC) a 7-[(N,N-
-dimetylamino)sulfonyl]-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl izotiokya-
nat*?, ktoré umoznuju spolahlivi sekvencnu analyzu protei-
nov a peptidov (Edmanov sekvencny postup). Druhé zo spo-
minanych ¢inidiel je alternativou k PITC a jeho prednosfou je
tvorba intenzivne fluoreskujuicich derivatov.

2.3. Tvorba sulfonamidov

Tvorbu sulfonamidov charakterizuje reakéna schéma (3)
na obr. 1. Derivaty AA st vo vSeobecnosti stabilné a v CE
dobre detegovatelné>*** Derivatizaény postup je jednoduchsi
arychlejsi (hoci v niektorych pripadoch st poZadované vyssie
teplot;/), napriklad v porovnani s pripravou tiohydantoin deri-
vétov™. Potreba odstranit potencidlne interferenty (nadbytok
¢inidla a jeho hydrolytické produkty) viak zostiva™, pretoze
treba uvazovat riziko spontdnnej reakcie nadbytku cinidla
(napriklad Dns-Cl) s AA derivatmi za vzniku fluoreskujiiceho
amidu (Dns-amidu). Nevyhodou je nizsia reakéna selektivita
sulfonylchloridov. Tieto, okrem primdrnych a sekundarnych
aminoskupin, reaguju aj s fenolickymi hydroxy- a imidazolo-
vymi skupinami AA, pricom reak¢éné vytazky velmi zdvisia
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od koncentricie ¢inidla. V kontexte s tvorbou sulfonamidov
je potrebné poznamenat, Ze danzyldcia je jedinou beZnou
derivatiza¢nou reakciou, ktord je vhodnd na spolahlivu detek-
ciu a stanovenie cystl’nu37.

2.4. Tvorba amidov

Deriviaty AA vyznacujuice sa amidickou vizbou AA na
¢inidlo su velmi stabilné™ a ich priprava je obvykle jedno-
duchd. V literatiire bola opisand priprava amidov prinajmen-
Som tromi spdsobmi: (i) Stiepenim sukcinimidyl esteru v mo-
lekule ¢inidla pri reakcii s AA, (ii) reakciou acyl-halogenidu
a (iii) reakciou esteru s AA.

Cinidld s reaktivnou sukcinimidyl esterovou funkénou
skupinou su najcastejsie vyuzivané latky viazice fluorofér na
AA amidickou vizbou (schéma (4a) na obr. 1). Ich hydroly-
ticka stabilita je dand povahou fluoroféru naviazaného na ester
a napriklad, sukcinimidyl estery trikarbocyaninovych farbiv
hydrolyzuju velmi lahko, kym ich izotiokyandty su podstatne
stabilnej§i627. V pripade fluoresceinu je situdcia obratena®. Vo
vSeobecnosti je pre sukcinimidyl estery a ich AA derivaty
charakteristickd hydrolyza pri vyssich hodnotach pH (cit.*).
Na druhej strane, ich reak¢né rychlosti s aminoskupinami su
o viac ako jeden dekadicky poriadok vyssie v porovnan{
s koreSpondujicimi izotiokyanatmi (napriklad v pripade fluo-
resceinu) a tieto ¢inidld derivatizuju AA obsiahnuté vo vzorke
aj na nanomoldrnej koncentratnej drovni®® (o tri dekadické
poriadky niZ8ie koncentricie v porovnani s prisluSnymi izo-
tiokyandtmi*®). Niektoré ¢inidld tejto skupiny sa vyznacuju
prakticky okamZitou reakciou s AA (6-aminochinolyl-N-hy-
droxysukcinimidoyl karbamat*' a sukcinimido o-naftylkarba-
mat*?). Celkovy derivatizaény postup s uvedenymi ¢inidlami
je jednoduchy, pretoZe produkty rychlo hydrolyzujiceho nad-
bytku ¢inidla (vzhladom na ich nizku fluorescenciu) nie je
potrebné z reakcnej zmesi odstrafiovaf. Na druhej strane,
interferencie hydrolytickych produktov si vyznamné pre vic¢-
Sinu ostatnych derivatiza¢nych reakcif prinaleziacich do tejto
skupiny***. Prostrednictvom sukcinimidyl esteru sa za mier-
nych reakénych podmienok vndsaji do molekil AA velmi
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Referaty
citlivo detegovatelné fluorofory (cyanl’nové27’40, pyrom’nové“,

Derivity vznikajice reakciou acylhalogenidu s AA (sché-
tiazinové™®, rodaminové a fluoresceinové® farbiva).

ma (4b) na obr. 1) sa vyznacuju velmi dobrou stabilitou. De-
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Obr. 1. Skupinové reakéné schémy charakterizujice derivatizacné reakcie aminokyselin v CE. (/) Tvorba izoindolov; (2) tvorba
tiokarbamyl/tiohydantoin derivatov; (3) tvorba sulfonamidov; (4) tvorba amidov: a) Stiepenim sukcinimidyl esteru v c¢inidle, b) reakciou
acyl-halogenidu, c) reakciou anhydridu; (5) tvorba uretdnov; (6) tvorba N-aryl aminokyselin. DET = detek¢ne aktivna ¢ast molekuly
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Tabulka II

Charakterizdcia derivatiza¢nych reakcii najcastejSie pouzivanych v CE aminokyselin
Cinidlo Rychlost® Teplota® Derivatizacny Derivatizdcia Stabilita

rezim® 2°AA¢ derivdtu®

OPA +++ lab pre, post, in - +
NDA ++ lab pre - +/++
CBQCA ++ lab pre, in - ++
PITC ++; 48 lab/+ pre + ++
FITC ++1: 48 pre + ++
Dns-C1 ++ lab/+ pre + ot/
Dbs-Cl ++ + pre + +++/++
AQC +++ lab pre + ++/+
SEDC ++H/+++ lab pre + ++/+
FMOC-C1 +++ lab pre + +++
AEOC-Cl1 +++ lab pre + +++
DNFB ++ lab pre + +H4H/++
NBD-F +++ pre, post + +++
Fluorescamin +++ + pre, post, in - ++

# Skala rychlosti reakcie: +++ = sekundy aZ mintity, ++ = desiatky miniit az hodina, + = viac ako hodina; ® reakéna teplota: + =
zvy3end, lab = laboratérna; © derivatizdcia: pre = predkolénovd, post = pokolénovd, in = priamo v koléne; ¢ reakcia so
sekunddrnymi AA: + = ¢inidlo reaguje, — = ¢inidlo nereaguje; © stabilita derivdtov v roztoku: +++ = dlhodobd (dni), ++ =
krétkodobd (hodiny), + = nizka (mintity); | tiokarbamyl; € tiohydantoin

tek¢nd citlivost novsie pripravenych fluorogénnych deriva-
tov**® a UV Ziarenie absorbujticich dinitrobenzoyl deriva-
tov*’ (DNB) je len priemernd. V pripade DNB je pozoruhodnd
derivatizdcia ¢inidlom naviazanym na pevny polymérny no-
si¢*®, Tento sposob derivatizdcie moze byt vyznamnym pri-
nosom v celkovom zjednoduseni pracovného postupu, pretoze
eliminuje purifikdciu reakénej zmesi.

Zdihavy a naro¢ny pracovny postup (reakcia v nevodnom
prostredi*~") moze byt dovodom, preco sa na pripravu ami-
dickych derivitov AA pouzivaji anhydridy len zriedkavo
(schéma (4c) na obr. 1).

2.5. Tvorba uretdnov

Skupinu ¢inidiel, ktoré reaguji s AA za vzniku uretinov
(schéma (5) na obr. 1) charakterizuje prakticky okamzitd re-
akcia a velmi mierne reakéné podmienky” >, Najznamejsim
¢inidlom patriacim do tejto skupiny je 9-fluorenylmetylchlo-
roformdt (FMOC-CI). Vytazok reakcie pre toto Cinidlo je
konstantny v Sirokom intervale moldarneho pomeru cinidla
k analytu™, pricom detekénd citlivost derivatov vo fluores-
cen¢nom rezime optickej detekcie je podobnd aku maju izo-
indoly. Citlivost v absorpénom rezime je vyssia a napriklad
absorptivita antracénového fluoroféru 2-(9-antryl)etyl chloro-
formatu (AEOC-CI) pri vinovej dizke Ijeho absorpéného maxi-
ma (256 nm) je az 180000 L.mol.em™ (cit.>) (pravdepodobne
najcitlivejSia UV absorb¢nd fotometrickd detekcia AA). Na
rozdiel od izoindolov, uretdny su vytvdrané reakciou primar-
nych aj sekunddarnych AA. Této skuto¢nost bola vyuzitd pri
selektivnom stanoveni sekunddrnych AA vedla primdrnych
kombinaciou OPA a FMOC-CI (cit.”). Dal§im vyznamnym
rozdielom v porovnani s izoindolmi je mimoriadna stabilita
uretdnov. Uvedené vlastnosti podmienuju Siroké praktické
vyuzitie tohto derivatiza¢ného pristupu®*~°. Jeho najvaznejsia

nevyhoda suvisi s tendenciou nadbytku ¢inidla vytvarat hy-
drolytické produkty interferujice v detekcii. Nadbytok ¢inidla
moze v niektorych pripadoch spontdnne reagovat s derivatmi
AA a so svojim hydrolytickym produktom v reakénej zme-
si>"%® Preto v pracovnom postupe musi byt zahrnuté odstra-
nenie interferentov extrakciou, alebo reakciou nadbytku ¢inid-
la s vhodnym aminom>. Poziadavky na minimélnu koncen-
trdciu analytu vo vzorke® (107 mol.I'") a nizsia selektivita
reakcie (reakcia s imidazolom histidinu a s fenolickym hydro-
xylom tyrozinu) su dalSie, avSak aj pre vacSinu derivatizac-
nych metdd typické obmedzenia.

2.6. Tvorba N-aryl aminokyselin

Aromaticka nukleofilnd substiticia (schéma (6) na obr. 1)
je klasickou reakénou schémou v derivatizacii AA. Cinidla
patriace do tejto skupiny su charakterizované vysokou stabi-
litou produktov60 a reak¢nou rychlostou ktord ich predurcuje
k pouzitu len v predkolénovom derivatiza¢nom rezime. Spe-
cificita derivatizacnej reakcie mdze zdvisiet od stupnia sub-
stiticie aromatického systému cinidla (napriklad, 2,4-dini-
trofluérbenzén®’ (DNFB) na rozdiel od 2,4,6-trinitrobenzén-
sulfénovej kyseliny62 (TNBS) reaguje okrem tiolovych aj
s imidazolovymi skupinami a fenolickymi hydroxylmi AA).
Osobitné postavenie DNFB v rdmci tejto skupiny je dané jeho
schopnostou §tiepit koncovii AA v proteinoch a peptidoch®.
Optickad a elektrochemickd detekcia produktov ,.klasickych*
¢inidiel tejto skupiny (DNFB a TNBS) je selektivna, ale mdlo
citlivd v porovnani s fluorescen¢nou detekciou AA vo forme
ich izoindolov, uretinov alebo amidov ak su fluoroférmi
cianin, rodamin alebo fluorescein.

7-Flu0r0-4-nitr0benzo-2,1,3—0xadiazol(’4 (NBD-F) je vhod-
nou alternativou k DNFB a TNBS, pretoze okrem vysokej
detekcnej selektivity a citlivosti intenzivne fluoreskujicich
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Tabulka III

Detekcia v CE najcastejSie vyuzivanych derivatov aminokyselin
Cinidlo Deteké¢na technika® Citlivost® Selektivita® DI¢
OPA FD (325-350 nm), AD (UV), ED +++,+H/++,++ ++,+/++,++
NDA FD (442-488 nm), AD (420 nm), ED +++,++H 4+ A =
CBQCA FD (442 nm) +++/++ +++/++ -
PITC AD (UV), ED +,+/++ +,++ +
FITC FD (490 nm) +++ +++/++ +
Dns-Cl FD, AD (325 nm) ++,+/++ ++,+/++ +
Dbs-Cl1 AD (458 nm) ++/+ ++/+++ +
AQC FD, AD (UV) ++,+/++ ++,+/++ —
SEDC FD (667 nm) +++ +++ +
FMOC-CI FD, AD (248-265 nm) ++/+++,+H/++ ++,+ +
AMOC-CI FD, AD (256-386 nm) +++/++, -+ ++ ++,++ +
DNFB AD (UV, VIS), ED +,++ ++/+++,++ +
NBD-F FD (464-488 nm) ++ +++ -
Fluorescamin FD (780 nm) - - +

#FD — fluorescen¢nd, AD — absorpénd, ED — elektrochemicka detekcia; b skdla citlivosti detekcie: +++ = amol-ymol, ++ = fmol,
+ = pmol; © $kdla selektivity detekcie: +++ = vysokd, ++ = dobrd, + = nizka; * detekéné interferencie (DI): — =nevyznamné, + =
vyznamné v désledku nadbytku ¢inidla a/alebo tvorby vedlajsich reakénych produktov; © ZIty precipitat; | laktény

AA derivdtov umoziiuje aj jednoduchy a rychly pracovny
postup pre pred- a pokolénovy derivatizacny rezim, nakolko
samotné C¢inidlo nefluoreskuje. Vyhodou vnesenia mélo ob-
jemného substituenta do molekuly AA (napriklad tvorba N-
-aryl AA) su dobré elektroforetické vlastnosti derivétov®.

2.7. Menej pouzivané derivatizacné
reakcie

V tejto Casti su diskutované derivatizacné reakcie, ktoré
neprindlezia do vyssie uvedenych skupin a sd pouzivané v spo-
jeni s CE separdciami AA len sporadicky.

Fluorescamin sa v CE aminokyselin nepouZzival pre jeho
nevyhody (nereaguje so sekunddarnymi AA, pracovny postup
musi zohladiiovaf nestabilitu ¢inidla a jeho nizku rozpustnost
vo vode, vznik vedlajSich produktov, ako aj poziadavku na
zvySenu teplotu)35. Pouzitim novych detekénych pristupov
(lasery s vysokou intenzitou svetelného toku) vSak boli spoz-
nané prednosti tohto &inidla® (mimoriadne vysokd detek¢nd
citlivost a selektivita v dosledku neobvyklej vlnovej dizky
pouzitej v excitdcii (vid tabulka IIT) a derivatizacie AA obsiah-
nutych vo vzorkdch aj na velmi nizkej koncentracnej drovni).

Z dalsich cinidiel si zasluhuje pozornost 2-metoxy-2,4-
-difenyl-3-(2H)-furan6n (MDF), ktory na rozdiel od svojich
derivatov AA nefluoreskuje®. Velmi pecifické uréenie ma
reakcia pyridoxalu s NaBT;, ktorou sa pripravuju derivaty
detegovatelné extrémne selektivnou radiometrickou detekci-
ou®>. Na druhej strane, hydrochinény®” a chinény (a ich sub-
stituované analégy®®) mozu v analyze AA kombinovat vyhody
elektrochemickej aj optickej detekcie.

Riesenie praktickych tloh ¢asto vyzaduje vysoku reakénd
selektivitu ¢inidla. V tomto ohlade je prikladom 5,5 -ditio-
bis[2-nitrobenzoovd kyselina] (DTNB), ktord umoziuje $pe-
cificku detekciu tio-AA (cit.”"). Osobitnym pripadom je po-
uzitie kovovych iénov k velmi selektivnej detekcii AA. Bolo
zistené, ze AA tvoriace s Cu(Il) stabilné chelaty (napriklad
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histidin) mozu byt v tejto forme aj velmi selektivne detego-
vané’

CE separdcie esterov AA sa spdjaju s vyuZitim negativne
nabitych chirdlnych selektorov, ako su derivaty cyklodextri-
nov’! a crown éteryn. N-terc-butyloxykarbonyl derivaty AA
(prekurzory v syntéze peptidov) boli pripravené za tucelom
Stidia rozdielov interakcii N-blokovanych a nativnych AA
S teicoplaninom73.

3. Zaver

Derivatizacné Cinidld a postupy v stucasnosti Studované
v spojeni s analyzou AA technikami CE vychddzajd najmi
z prac venovanych kvapalinovej chromatografii AA. Ich im-
plementdcia do CE vyzaduje obvykle len mensiu modifikdciu
syntetickych postupov. Na druhej strane CE pontika do analy-
zy AA isté vyhody suvisiace, napriklad s vysokou separacnou
dcinnostou CZE a MEKC a zniZenymi ndrokmi na mnoZzstvo
analyzovanej vzorky a derivatiza¢ného ¢inidla. Skdla deriva-
tizatnych c¢inidiel pouzivanych v CE sa v8ak v porovnani
s HPLC vyznamnejSie nezizila. Je to dané tym, ze kazda
z derivatizacnych reakcii md svoje Specifikd a doposial nebolo
ndjdené Cinidlo, ktoré by splnilo vsetky, casto rozporné, ana-
lytické poziadavky. Napriklad, tvorba izoindolov md prednos-
ti v rychlosti reakcie a v minime interferencii spojenych s pri-
tomnosfou Cinidla v reakcénej zmesi. Na druhej strane tdto
skupina Cinidiel reaguje vylu¢ne s primdarnymi AA. Niektoré
z izotiokyandtov (napriklad PITC) su aplikovatelné pri urco-
van{ sekvencie AA v proteinoch a peptidoch pouZzitim CE aj
ked zo vSeobecného pohladu nepredstavujui skupinu vhodnu
pre univerzdlne vyuzitie (zdlhavy derivatizatny postup, po-
ziadavka kladend na velkost vzorky, interferencie Cinidla,
derivatizacia amino aj karboxylovej funkcnej skupiny AA).
Tvorba uretdnov splita mnohé z poziadaviek ,,idedlnej* deri-
vatizacnej metody pre AA. Interferencie pochddzajice od
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nadbytku cinidla a niz$ia reakénd selektivita limituju jeho
aplikovatelnost. AEOC-derivity AA mdZeme pravdepodobne
povazovat za alternativu vedicu k najcitlivejsej detekcii AA
beznymi fotometrickymi technikami zaloZenymi na absorbcii
svetla. Na druhej strane, niektoré derivatizacné ¢inidlda (DNB-
-Cl) poskytuju derivaty AA, ktorych detekéné vlastnosti sa
navzdjom liSia (absorpéné maximd primdrnych a sekundar-
nych DNB-derivétov su vzdjomne posunuté o 26 nm). Touto
cestou sa dd vniest do detekcie AA prvok selektivity. Sukci-
nimidyl estery si vhodné na vndsanie fluoroférov do molekul
AA, ktoré vedu k ich extrémne citlivej detekcii. Fluorescamin
eliminuje nedostatok drvivej vicsiny derivatizacnych postu-
pov, ktorym su ndroky na relativne velké mnozstvo derivati-
zovanej vzorky. Iné z derivatizaénych cinidiel, DTNB, ma
potencidlne vyznamné aplikacné moznosti v selektivnej de-
tekcii tio-AA, zatial ¢o reakcia AA s Dns-Cl je v stucasnosti
pravdepodobne jedinou beznou derivatizacnou reakciou, kto-
rd umoziuje spolahlivi detekciu a stanovenie cystinu. Dinit-
rofenyl derivaty maju velmi dobré elektroforetické vlastnosti
a syntéza umoznuje pripravu analyticky dobre definovanych
produktov. Radioaktivne znaCenie v spojeni s pouZitim pyri-
doxalu umoziiuje vysoko citlivi a extrémne selektivnu radio-
metricku detekciu AA. Z uvedeného je zreteInd potreba pouzi-
vania vic¢Sieho poctu derivatizacnych ¢inidiel a postupov v CE
aminokyselin, ale aj vyzva na vyvoj funk¢ne cielenych ¢ini-
diel.

Tdto prdca bola financne podporend Slovenskou granto-
vou agentiirou pre vedu (projekt No. 1/4138/97).

Zoznam pouzitych skratiek
pre derivatizac¢né c¢inidla

AEOC-Cl1 2-(9-antryl)etyl chloroformat

AITC alylizotiokyandt

AKC anhydrid kyseliny citrakénovej

APOC-C1 (+)/(-)-1-(9-antryl)-2-propyl chloroformat

AQC 6-aminochinolyl-N-hydroxysukcinimidoyl kar-
bamat

ARC-Cl akridén-N-acetyl chlorid

BANS-CI 5-di-n-butylaminonaftalén-1-sulfonyl chlorid

BEITC but-3-enyl izotiokyanat

BITC benzyl izotiokyanat

CBQCA 3-(4-karboxybenzoyl)-2-chinolin-karboxyalde-
hyd

CDITC (1S/1R,28/2R)-N-[(2-izotiokyanato)cyklohexyl]-
-6-metoxy-4-chinolinylamid

CFSE 5-karboxyfluorescein sukcinimidyl ester

CRA-CI karbazol-9-yl-acetyl chlorid

CRP-CI karbazol-9-yl-propionyl chlorid

DABITC dimetylaminoazobenzén izotiokyanat

DAT (+)-0,0"-diacetylanhydrid kyseliny L-vinnej

DBD-NCS 7-[(N,N-dimetylamino)sulfonyl]-2,1,3-benzo-
xadiazol-4-yl izotiokyanat

Dbs-Cl1 4-dimetylaminoazobenzén-4-sulfonyl chlorid

DBT (+)-0,0"-dibenzoylanhydrid kyseliny L-vinnej

DCCS sukcinimidyl ester 7-(dietylamino)kumarin-3-
-karboxylovd kyselina

DNB-CI 3,5-dinitrobenzoyl chlorid

DNFB 2,4-dinitrofluérbenzén
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DNFB-L-Ala 1-fluoro-2,4-dinitrofenyl-5-L-alanin

Dns-Cl 5-dimetylaminonaftalén-1-sulfonyl chlorid

DTNB 5,5 -ditiobis[2-nitrobenzoova kyselina]

FDNDEA N,N-dietyl-2,4-dinitro-5-fluoroanilin

FITC fluorescein izotiokyandt

FLEC-CI (+)-/(=)-1-(9-fluorenyl)etyl chloroformat

FMOC-C1 9-fluorenylmetyl chloroformat

GITC 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glukopyranozyl izo-
tiokyanat

HLTE gama-lakton tetrahydropyranyl éter

IDA 1-metoxykarbonylindolizin-3,5-dikarboxyal-
dehyd

ILITC izoluminol izotiokyandt

MDF 2-metoxy-2,4-difenyl-3-(2H)-furanén

NAS N-acetoxysukcinimid

NBD-F 7-fluoro-4-nitrobenzo-2,1,3-oxadiazol

NBD-PyNCS R-(-)/S-(+)-4-(3-izotiokyanatopyrolidin-1-yl)-
-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol

NDA naftalén-2,3-dikarboxyaldehyd

NPITC 4-nitrofenyl izotiokyanat

OPA dialdehyd kyseliny o-ftalovej

PAPITC p-fenylazofenyl izotiokyanat

PDITC (18,2S8)-N-[(2-izotiokyanato)-cyklohexyl)-pi-
valinoyl]amid

PEITC fenyletyl izotiokyanat

PITC fenyl izotiokyandt

PQQ redoxny koenzym pyrolochinolin chinén

SAMBI (8)-1-fenyletylizotiokyanat

SEDC sukcinimidyl ester dikarbocyanin

SEP sukcinimidyl ester pyronin

SET sukcinimidyl ester tiazin

SETC sukcinimidyl ester trikarbocyanin

SINC sukcinimido o-naftylkarbamadt

SNEIT (8)-1-(1-naftyl)etyl izotiokyanat

TCITC trikarbocyanin izotiokyanat

TNBS 2,4,6-trinitrobenzénsulfénova kyselina

TRITC tetrametylrodamin izotiokyanat
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Capillary Electrophoresis of Amino Acids

The article deals with derivatization reactions employed
in capillary electrophoresis (CE) of amino acids (AA). Cur-
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rently preferred reactions are classified into seven groups
according to their reaction mechanisms and schemes. Many
of them were originally developed for liquid chromatogra-
phy of AA and their implementation in CE usually requirer
minor modifications of the working conditions depending
on specificities of the process. So far, more than fifty deri-
vatization reactions of AA have been reported in the literatu-
re in the context of CE. This apparently reflects not only
different reactivities of AA with different derivatization agents
but also different envisaged applications of CE. Therefore,
in some instances, requirements for high reaction rates deter-
mine the choice (e.g., post-column derivatizations of AA,
in vivo monitoring of AA in microdialysates from biologi-
cal processes). On the other hand, a need for the detection
of amol-zmol amounts of AA may be often better met by
the reactions characterized by lower reaction rates. Some of
the derivatization agents provide very selective detections of
a specific class of AA, e.g., detection of sulfanyl amino acids
based on their reactions with 2,2’-dinitro-5,5’-disulfonyl-di-
benzoic) acid. So far, only a limited number of the derivatiza-
tion reactions is applicable in the AA sequenations of peptides
and proteins by CE. Here, phenyl isothiocyanate, 7-(N,N-
-dimethylsulfamoyl)-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl isothiocyana-
te and 1-fluoro-2,4-dinitrobenzene appear to have a prominent
position.



