
        
            
                
            
        

    
	Κεφάλαιο 10: Η Τριχοειδής Ηλεκτροφόρηση στη Βιοανάλυση

	 

	Αναστασία-Στέλλα Ζώτου 

	 

	Σύνοψη 

	Στο κεφάλαιο αυτό αναφέρονται οι αυτοματοποιημένες τεχνικές προσυγκέντρωσης δείγματος οι οποίες χρησιμοποιούνται στην Τριχοειδή Ηλεκτροφόρηση για αύξηση της ευαισθησίας, καθώς και οι μέθοδοι τροποποίησης της επιφάνειας του τριχοειδούς στην ανάλυση βιομορίων. Αναφέρονται, επίσης, βιοαναλυτικές μέθοδοι προκατεργασίας δείγματος, προσαρμοσμένες στην ηλεκτροφορητική ανάλυση, καθώς και εφαρμογές της Τριχοειδούς Ηλεκτροφόρησης στη βιοανάλυση.

	 

	Προαπαιτούμενη γνώση 

	Για την καλύτερη κατανόηση των εννοιών του κεφαλαίου, χρήσιμη γνώση για τον αναγνώστη μπορεί να βρεθεί σε συγγράμματα Ενόργανης Ανάλυσης, Βιοχημείας και Βιολογίας. 

	 

	10.1. Εισαγωγή

	 

	Τα χαρακτηριστικά της Τριχοειδούς Ηλεκτροφόρησης (CE) την καθιστούν πολύ χρήσιμη τεχνική για τον προσδιορισμό φορτισμένων ουσιών σε βιολογικά δείγματα. Οι αποδόσεις διαχωρισμού είναι υψηλές και οι συνθήκες διαχωρισμού μπορούν εύκολα να προσαρμοστούν, για να βελτιστοποιηθούν οι αναλύσεις. Ωστόσο, ο αριθμός των εφαρμογών ρουτίνας σε βιολογικά δείγματα είναι περιορισμένος, επειδή εξακολουθούν να υπάρχουν πολλά προβλήματα που πρέπει να επιλυθούν. Το κύριο πρόβλημα είναι η ανιχνευσιμότητα των ουσιών, η οποία όταν εκφράζεται σε μονάδες συγκέντρωσης είναι γενικά μάλλον φτωχή, λόγω του χαμηλού μέγιστου επιτρεπόμενου όγκου που εισάγεται στον τριχοειδή. Επιπλέον, η υψηλή ηλεκτρική αγωγιμότητα των δειγμάτων, η οποία οφείλεται στις υψηλές συγκεντρώσεις ανόργανων αλάτων τα οποία βρίσκονται στα ούρα (50-500 mM χλωριούχο νάτριο) και στον ορό (περίπου 150 mM χλωριούχο νάτριο), μειώνει την αποτελεσματικότητα του διαχωρισμού στη CE.

	Περαιτέρω, οι σχετικά υψηλές συγκεντρώσεις πρωτεϊνών που υπάρχουν σε πολλά βιολογικά δείγματα - π.χ., περίπου 75 g/L στον ορό - μπορεί να προκαλέσουν μια σχεδόν μη αναστρέψιμη δέσμευση αυτών των μακρομορίων στις ελεύθερες σιλανόλες των τοιχωμάτων του τριχοειδούς, η οποία μπορεί να οδηγήσει σε σημαντικά αλλαγμένους χρόνους μετανάστευσης των προσδιοριζόμενων ενώσεων, ή στην παρουσία κορυφών που οφείλονται σε παρεμποδίσεις, στα ηλεκτροφερογράμματα. Ένα άλλο πρόβλημα, είναι η παρουσία μικροσωματιδίων, τα οποία μπορεί εύκολα να φράξουν το σύστημα CE. Τέλος, όπως στην HPLC, τα ομογενή διαλύματα ορού και ιστών (π.χ. από ήπαρ, νεφρούς) δεν μπορούν να εγχυθούν απευθείας, λόγω του υψηλού ιξώδους τους. Για τους παραπάνω λόγους, πρέπει να εφαρμοστούν κατάλληλες διαδικασίες καθαρισμού και προσυγκέντρωσης των βιολογικών δειγμάτων, πριν από την ανάλυσή τους με CE, ή/και να γίνεται χρήση τροποποιημένων τριχοειδών.

	 

	10.2. Αύξηση Ευαισθησίας με Εφαρμογή Ηλεκτροφορητικών Τεχνικών Προσυγκέντρωσης

	 

	Παρά την υψηλή απόδοση της CE (500.000-700.000 θεωρητικές πλάκες ανά μέτρο), η χρήση της στην προσδιορισμό ιχνοσυγκεντρώσεων βιολογικώς δραστικών ουσιών (πρωτεΐνες, πεπτίδια, αμινοξέα, νουκλεοτίδια, στεροειδείς ορμόνες, βιογενείς αμίνες, λιπίδια και βιταμίνες) περιορίζεται από την ανεπαρκή ευαισθησία ανίχνευσης, λόγω του μικρού όγκου του εγχυόμενου δείγματος (2-10 nL) και του μικρού μήκους της οπτικής διαδρομής (25-100 μm i.d.). Ωστόσο, εξαιρετικά όρια ανίχνευσης, εκφραζόμενα ως απόλυτη μάζα εγχυόμενου δείγματος (επίπεδο attomole), έχουν αναφερθεί. Το πρόβλημα εμφανίζεται όταν η ευαισθησία εκφράζεται ως συγκέντρωση δείγματος. Δεδομένου ότι τα περισσότερα εμπορικά όργανα CE είναι εξοπλισμένα με ανιχνευτές μέτρησης της απορρόφησης, με τους συνήθεις τριχοειδείς, το διαθέσιμο μήκος οπτικής διαδρομής είναι μικρό.

	Για να βελτιωθεί η ευαισθησία - εκφραζόμενη ως συγκέντρωση δείγματος - έχουν χρησιμοποιηθεί τριχοειδείς με εκτεταμένο μήκος διαδρομής (κυψελίδα σχήματος z, κυψελίδα με φυσαλίδα) στην περίπτωση των ανιχνευτών απορρόφησης, ή πιο ευαίσθητοι ανιχνευτές (φθορισμού επαγόμενου από λέιζερ, χημειοφωταύγειας, αμπερομετρικοί, αγωγιμομετρικοί). Ιδιαίτερη έμφαση έχει δοθεί στις τεχνικές εμπλουτισμού του δείγματος, τόσο πριν την εισαγωγή του στον τριχοειδή (off-line), όσο και προσυγκέντρωση του δείγματος επάνω στον τριχοειδή (on-line ή on-capillary), κατά τη διάρκεια ή αμέσως μετά την εισαγωγή του στον τριχοειδή. Από αυτές τις τεχνικές, η on-line προσυγκέντρωση του δείγματος παρουσιάζει το μεγαλύτερο ενδιαφέρον, επειδή απαιτεί μόνο προσεκτική ρύθμιση της σύστασης και της συγκέντρωσης των ρυθμιστικού διαλύματος ηλεκτροφόρησης (BGE) και του υποστρώματος του δείγματος, χωρίς οργανολογικές προσθήκες ή τροποποιήσεις. Οι αναλυτικές συνθήκες ρυθμίζονται έτσι, ώστε το BGE και το υπόστρωμα του δείγματος να διαφέρουν σε κάποιες φυσικοχημικές ιδιότητες (π.χ. αγωγιμότητα, περιεκτικότητα σε άλατα, pH, παρουσία κάποιου πρόσθετου), οι οποίες επιφέρουν μια μεταβολή στην ταχύτητα μετανάστευσης ενός συστατικού, καθώς διέρχεται το όριο μεταξύ των δύο αυτών περιοχών (BGE και δείγματος). Εκμεταλλευόμενοι κάποια εγγενή ιδιότητα του συστατικού (π.χ. pKa), ή μεταβάλλοντας το περιβάλλον του (π.χ. τοπική ισχύς πεδίου), μπορούμε να αναγκάσουμε το δείγμα να κινηθεί ταχύτερα ή βραδύτερα σε διακριτά τμήματα του τριχοειδούς, επιτρέποντας τη συμπίεση ευρέων ζωνών του δείγματος σε στενές, συμπυκνωμένες ζώνες. Έτσι, μπορούν να εισαχθούν στον τριχοειδή μεγάλοι όγκοι δειγμάτων χαμηλής συγκέντρωσης, χωρίς να θυσιαστεί η διαχωριστική ικανότητα και η αποτελεσματικότητα του διαχωρισμού.

	Οι on-line τεχνικές προσυγκέντρωσης ανήκουν στις ακόλουθες δύο κατηγορίες: 

	 

	
		Τεχνικές που βασίζονται στις μεταβολές της ηλεκτροφορητικής ευκινησίας των προσδιοριζόμενων ουσιών, με μεταβολή του pΗ του BGE, ή με προσθήκη οργανικών ενώσεων και συμπλοκοποιητών στο BGE, όπως αναφέρθηκε παραπάνω,

		Τεχνικές που βασίζονται στη χρήση μιας ψευδοστατικής φάσης· ουσίες που σχηματίζουν μικύλλια και μικρογαλακτώματα μπορεί να χρησιμεύσουν σε αυτήν τη φάση.



	 

	Οι πιο γνωστές περιπτώσεις on-line προσυγκέντρωσης δείγματος στη CE είναι οι εξής: τεχνικές επιστοιβάγματος (stacking), όπως το επιστοίβαγμα δείγματος με ενισχυμένο πεδίο (FASS) και το επιστοίβαγμα δείγματος μεγάλου όγκου (LVSS), η ισοταχοφόρηση, η ρύθμιση του pH (δυναμικός σύνδεσμος pH και επιστοίβαγμα με μεσολάβηση του pH), καθώς και η σάρωση (sweeping).

	Δύο παράγοντες επηρεάζουν την ενίσχυση της ανίχνευσης στις τεχνικές επιστοιβάγματος. Ο πρώτος είναι η συμπίεση των ζωνών των προσδιοριζόμενων συστατικών στον τριχοειδή. Καθώς το πλάτος της κορυφής ενός συστατικού μειώνεται, το ύψος της κορυφής αυξάνεται δραματικά, με αποτέλεσμα μια μεγαλύτερη αναλογία σήματος-προς-θόρυβο, βελτιώνοντας τα όρια ανίχνευσης. Ο δεύτερος παράγοντας είναι η ποσότητα του δείγματος, που μπορεί να φορτωθεί στον τριχοειδή. Επειδή το πλάτος των κορυφών μειώνεται σημαντικά με τη διαδικασία επιστοιβάγματος, πολύ μεγαλύτεροι όγκοι δείγματος μπορούν να εγχυθούν, όπως αναφέρθηκε παραπάνω, χωρίς να χαθεί η απόδοση διαχωρισμού. Αυτό οδηγεί σε μια μεγαλύτερη μάζα της προσδιοριζόμενης ουσίας στον τριχοειδή και συνεπώς μεγαλύτερη απόκριση στον ανιχνευτή.

	Οι τεχνικές επιστοιβάγματος βασίζονται στις διαφορές έντασης του ηλεκτρικού πεδίου μεταξύ της ζώνης του δείγματος και του BGE. Η δημιουργία ενός ισοταχοφορητικού συστήματος είναι μια τέτοια προσέγγιση. Στη CITP, οι συγκεντρώσεις των ουσιών που μετακινούνται στον τριχοειδή, θα αποκτήσουν τελικά τη συγκέντρωση του οδηγού ηλεκτρολύτη. 

	Μια άλλη μέθοδος επιστοιβάγματος επιτυγχάνεται, όταν η αγωγιμότητα του δείγματος είναι σημαντικά χαμηλότερη από εκείνη του BGE. Κατά την εφαρμογή της τάσης, ένα αναλογικά μεγαλύτερο πεδίο θα αναπτυχθεί κατά μήκος της ζώνης του δείγματος, προκαλώντας έτσι την ταχύτερη μετανάστευση των ιόντων. Μόλις τα ιόντα φτάσουν στο όριο που τα χωρίζει από το BGE, το πεδίο μειώνεται και μεταναστεύουν βραδύτερα. Αυτό συνεχίζεται, μέχρις ότου όλα τα ιόντα στη ζώνη του δείγματος φτάσουν σ’ αυτό το όριο και προκαλέσουν προσυγκέντρωση του δείγματος σε μια στενότερη ζώνη. Σ’ αυτό το σημείο, το πεδίο γίνεται ομογενές στη ζώνη του δείγματος και ξεκινά η κανονική ηλεκτροφόρηση. 

	Ο απλούστερος τρόπος για να πραγματοποιηθεί επιστοίβαγμα του δείγματος, είναι να διαλυθεί το δείγμα σε νερό, ή ρυθμιστικό διάλυμα χαμηλής αγωγιμότητας (για παράδειγμα 100 έως 1000 φορές χαμηλότερης από εκείνη του BGE) και να εισαχθεί ως συνήθως, είτε υδροδυναμικά είτε ηλεκτροκινητικά. Αυτόματα, θα συμβεί επιστοίβαγμα. Μεγαλύτερη από 10-πλάσια προσυγκέντρωση του δείγματος μπορεί να επιτευχθεί έτσι. Εάν οι αγωγιμότητες του δείγματος και του BGE είναι ισοδύναμες, το επιστοίβαγμα μπορεί να προκληθεί με την έγχυση μικρής ποσότητας νερού πριν από την εισαγωγή του δείγματος. Αρκετά μεγάλοι όγκοι δειγμάτων, που έχουν χαμηλή ιοντική ισχύ, μπορούν να εισαχθούν στον τριχοειδή, χωρίς να παρατηρηθεί υπερβολική διεύρυνση ζωνών. Αυτή η τεχνική προσυγκέντρωσης καλείται επιστοίβαγμα δείγματος με ενισχυμένο πεδίο (field amplified sample stacking, FASS), όταν η έγχυση του δείγματος γίνεται υδροδυναμικά, ή έγχυση δείγματος με ενισχυμένο πεδίο (field amplified sample injection, FASI), όταν η έγχυση εκτελείται ηλεκτροκινητικά.

	Ένα μειονέκτημα της ηλεκτροκινητικής μεθόδου είναι ότι η ποσότητα των εισαγόμενων ιόντων του δείγματος εξαρτάται έντονα από την πραγματική αγωγιμότητα του δείγματος. Όταν αυτή η αγωγιμότητα δεν μπορεί να ελεγχθεί, τα αποτελέσματα είναι αναξιόπιστα. Γι’ αυτό το λόγο, οι υδροδυναμικές μέθοδοι επιστοιβάγματος εφαρμόζονται πιο συχνά. Σ’ αυτές τις μεθόδους, εισάγεται ένα αρκετά μεγάλο μήκος δείγματος χαμηλής αγωγιμότητας, με μια χρονικά ελεγχόμενη διαφορά πίεσης. Λόγω της διαφοράς στην αγωγιμότητα, οι ζώνες των συστατικών συμπιέζονται και γίνονται στενότερες και υψηλότερες στο πρώτο στάδιο του διαχωρισμού, μετά την εφαρμογή του ηλεκτρικού πεδίου. 

	Άλλες μέθοδοι επιστοιβάγματος έχουν, επίσης, προταθεί, στις οποίες μέχρι το 50% του τριχοειδούς γεμίζεται με δείγμα, το BGE απομακρύνεται με τη βοήθεια της ΕΟF και το δείγμα στοιβάζεται σε μια στενή ζώνη, στην αρχή του τριχοειδούς. Ωστόσο, η αποτελεσματική χρήση όλων αυτών των μεθόδων περιορίζεται από διάφορους παράγοντες. 

	 Ένας περιορισμός κατά το επιστοίβαγμα του δείγματος, σχετίζεται με τις διαφορές στις ηλεκτροωσμωτικές ταχύτητες ροής, μεταξύ του τμήματος του τριχοειδούς που περιέχει το διάλυμα του δείγματος και του υπόλοιπου τμήματος του τριχοειδούς, που περιέχει το BGE. Στο χαμηλής αγωγιμότητας τμήμα του δείγματος, η ένταση του πεδίου είναι μεγαλύτερη απ’ ό,τι στο υπόλοιπο του τριχοειδούς. Επιπλέον, η ηλεκτροωσμωτική ευκινησία, συνήθως, αυξάνεται με μειούμενη συγκέντρωση άλατος. Αμφότερα τα αποτελέσματα προκαλούν υψηλότερη ηλεκτροωσμωτική ταχύτητα στο μήκος του δείγματος, απ’ ό,τι στο BGE. Αυτό προκαλεί μια διαφορά πίεσης μεταξύ του τμήματος του δείγματος και της ζώνης του BGE, με αποτέλεσμα παραβολικό προφίλ ταχύτητας ροής και στα δύο τμήματα του τριχοειδούς, το οποίο προκαλεί διεύρυνση των ζωνών, τόσο του τμήματος του δείγματος, όσο και του BGE κατά το διαχωρισμό. 

	Ένα επιπλέον πρόβλημα με το επιστοίβαγμα κατά την έγχυση του δείγματος, είναι η παραγωγή θερμότητας στη ζώνη του δείγματος. Η μεγαλύτερη πτώση τάσης συμβαίνει στη ζώνη του προσυγκεντρωμένου δείγματος. Η αντίστοιχη παραγωγή ενέργειας μπορεί να οδηγήσει σε σημαντικά αυξημένες θερμοκρασίες. Στην πραγματικότητα, θερμοκρασίες που υπερβαίνουν τους 90°C στη ζώνη του δείγματος, ακόμη και σε τριχοειδείς που θερμοστατούνται, έχουν αναφερθεί. Αυτό μπορεί να είναι ιδιαίτερα προβληματικό για θερμικά ασταθή δείγματα. 

	Όταν τα προσδιοριζόμενα συστατικά είναι αδύναμα κατιόντα ή ανιόντα, το επιστοίβαγμα του δείγματος μπορεί, ακόμη, να υλοποιηθεί με ρύθμιση του pΗ (δυναμικός σύνδεσμος pH). Αυτό συμβαίνει όταν το pΗ του δείγματος είναι διαφορετικό από εκείνο του BGE, οπότε οι αποτελεσματικές ευκινησίες των ιόντων του δείγματος μπορεί, να είναι παρομοίως διαφορετικές. Οι τιμές pΗ του δείγματος και του BGE πρέπει, επομένως, να επιλέγονται έτσι ώστε, οι ευκινησίες στο δείγμα να είναι πολύ υψηλότερες από εκείνες στο BGE. Με τον τρόπο αυτό, ένα μεγάλο μήκος δείγματος μπορεί, επίσης, να εισαχθεί με πίεση και πλέον να συμπιέζεται κατά το πρώτο στάδιο του διαχωρισμού.

	 

	10.3. Επικάλυψη Τριχοειδούς και Τροποποίηση της Επιφάνειάς του για Ανάλυση Βιομορίων 

	 

	Η CE είναι μια σημαντική τεχνική διαχωρισμού τόσο για μικρά, όσο και για μεγάλα μόρια. Από τη βασική θεωρία, είναι γνωστό ότι τα μακρομόρια όπως οι πρωτεΐνες, χαρακτηρίζονται από πολύ υψηλές αποτελεσματικότητες διαχωρισμού (Ν>106) λόγω των μικρών συντελεστών διάχυσης. Έχει βρεθεί, ωστόσο, ειδικά για τις πρωτεΐνες, ότι οι αλληλεπιδράσεις τους με την αρνητικά φορτισμένη, υδρόφοβη επιφάνεια των τριχοειδών από τηγμένο οξείδιο του πυριτίου, μειώνει σημαντικά την αποτελεσματικότητα του διαχωρισμού. Παρατηρείται διεύρυνση των κορυφών, κακοί διαχωρισμοί, ασταθής ΕΟF και μεγάλοι χρόνοι μετανάστευσης. Αυτές οι αλληλεπιδράσεις μπορεί να είναι ιοντικής ή/και υδρόφοβης φύσης και σχετίζονται με το φορτίο, την υδροφοβικότητα, το μέγεθος και τη δυναμική τους φύση.

	Η χρήση ακραίων τιμών pΗ είναι πολύ αποτελεσματική για τη μείωση των ιοντικών αλληλεπιδράσεων. Ένας πιθανός περιορισμός αυτής της προσέγγισης είναι η μεταβολή της δομής των πρωτεϊνών, σε μη βιολογικές τιμές pΗ. Ρυθμιστικά διαλύματα υψηλής ιοντικής ισχύος μπορούν να περιορίσουν τις ιοντικές αλληλεπιδράσεις, αν και τελικά περιορίζονται από τη θέρμανση Joule. 

	Η τροποποίηση των τοιχωμάτων του τριχοειδούς είναι μια εναλλακτική λύση και προορίζεται για: α) την καταστολή της αλληλεπίδρασης των διαλυμένων ουσιών με την επιφάνεια του τριχοειδούς, η οποία προκαλεί διεύρυνση των ζωνών ή εμφάνιση κορυφών με ουρά, λόγω αργής προσρόφησης/εκρόφησης και β)τον έλεγχο του μεγέθους και της κατεύθυνσης της ηλεκτροωσμωτικής ροής. Δύο βασικές προσεγγίσεις υπάρχουν: 

	 

	
		Μόνιμη ή στατική τροποποίηση με χημικά δεσμευμένες φάσεις (ομοιοπολικές τροποποιήσεις των σιλανολικών ομάδων), ή φυσικά προσροφημένες φάσεις (φυσική επικάλυψη των τοιχωμάτων με εγκάρσια συνδεδεμένα πολυμερή).

		Δυναμική επικάλυψη ή αλλιώς δυναμική απενεργοποίηση, με τη χρήση προσθέτων στο ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης (BGE).



	 

	Και οι δύο προσεγγίσεις έχουν πλεονεκτήματα και μειονεκτήματα, αν και καμία τους δεν είναι σαφώς ανώτερη από την άλλη. Η προετοιμασία των στατικών επικαλύψεων είναι χρονοβόρα. Οι ομοιοπολικά επικαλυμμένοι τριχοειδείς είναι εμπορικά διαθέσιμοι, αλλά είναι σχετικά ακριβοί. Άλλα μειονεκτήματα των στατικών επικαλύψεων περιλαμβάνουν σταδιακή υποβάθμιση της επικάλυψης, λόγω ευαισθησίας στο pΗ και διακυμάνσεις της αποτελεσματικότητας της επικάλυψης από παρτίδα σε παρτίδα.

	Εκτός από τις τροποποιήσεις των τοιχωμάτων του τριχοειδούς, μια καλά καθορισμένη προετοιμασία και εξισορρόπηση με διαλύτες ή/και υδατικά διαλύματα (ΝaΟΗ και ρυθμιστικά διαλύματα), των καινούριων αλλά και των ήδη μεταχειρισμένων τριχοειδών, καθώς και η σωστή αποθήκευσή τους, βάσει ενός αυστηρού πρωτοκόλλου, έχει μεγάλη σημασία για την επίτευξη αναπαραγώγιμων μεθόδων διαχωρισμού. Δύο άλλοι παράγοντες οι οποίοι μπορούν εύκολα να ελεγχθούν, όταν χρησιμοποιούνται τριχοειδείς με ή χωρίς επικάλυψη, είναι: τα άκρα του τριχοειδούς και οι διακυμάνσεις στην ποιότητα των τριχοειδών από παρτίδα σε παρτίδα.

	Τα άκρα του τριχοειδούς θα πρέπει να είναι επίπεδα και ακέραια, για να αποφεύγονται τα φαινόμενα εμφάνισης κορυφών με ουρά και μεταφοράς του δείγματος από έγχυση-σε-έγχυση (sample carryover). Οι διακυμάνσεις στην ποιότητα των τριχοειδών από παρτίδα σε παρτίδα, εξαρτάται έντονα από την υπολειμματική συγκέντρωση των επιφανειακών ομάδων σιλανόλης και σε κάποιο βαθμό και από την ποσότητα των (μεταλλικών) προσμίξεων στο διοξείδιο του πυριτίου. Γι’ αυτό το λόγο, κατά την ανάπτυξη μιας μεθόδου, πρέπει να εφαρμόζονται αυστηρές διαδικασίες προετοιμασίας και εξισορρόπησης του τριχοειδούς, προκειμένου να αποκτήσει η επιφάνειά του μια καλά καθορισμένη και αναπαραγώγιμη κατάσταση υδροξυλίωσης. Επίσης, πλύσεις του τριχοειδούς μεταξύ των μετρήσεων και σύντομη εξισορρόπηση με το BGE, θα πρέπει να αποτελούν μέρος της μεθόδου.

	 

	10.4. Δειγματοληψία και Προκατεργασία Δείγματος 

	 

	Δειγματοληψία: Ενώ στις περισσότερες εφαρμογές της CE η δειγματοληψία γίνεται από ένα φιαλίδιο του αυτόματου δειγματολήπτη, είτε υδροδυναμικά είτε ηλεκτροκινητικά, υπάρχουν και άλλες δυνατότητες, συμπεριλαμβανομένης της δειγματοληψίας μέσω μικροδιαπίδυσης και απευθείας από στερεούς ιστούς. Στη βιβλιογραφία έχουν αναφερθεί διαδικασίες απευθείας δειγματοληψίας από ιστούς, τοποθετώντας τον τριχοειδή μέσα στον ιστό, όπως π.χ. η δειγματοληψία ταυρίνης από εγκέφαλο αρουραίου, μετά από εκτομή του εγκεφάλου. Στη συγκεκριμένη περίπτωση, ο τριχοειδής απομακρύνθηκε από τον ιστό του εγκεφάλου μετά τη δειγματοληψία και ακολούθησε online προσυγκέντρωση και παραγωγοποίηση του δείγματος και στη συνέχεια ηλεκτροφορητικός διαχωρισμός, με ανίχνευση με φθορισμό επαγόμενο από λέιζερ. Η δειγματοληψία με μικροδιαπίδυση χρησιμοποιείται, συνήθως, για την παρακολούθηση δυναμικών αλλαγών, σε πλήθος μικρών μορίων (π.χ., ντοπαμίνη), που βρίσκονται στα βιολογικά υγρά οργάνων (όπως π.χ. του εγκεφάλου) ελευθέρως κινούμενων ζώων.

	 

	Προκατεργασία δείγματος: Η ανάλυση των βιολογικών δειγμάτων (π.χ., αίμα, ούρα, σάλιο, ομογενοποιημένοι ιστοί) με CE, απαιτεί την αποτελεσματική προκατεργασία του δείγματος (δηλαδή, καθαρισμό και προσυγκέντρωση) για την απομάκρυνση των παρεμποδίσεων (ενδογενών/εξωγενών, χαμηλού ή/και υψηλού μοριακού βάρους), οργανικών και ανόργανων αλάτων και σωματιδιακής ύλης. Οι διατάξεις προκατεργασίας του δείγματος μπορεί να συνδυαστούν με τη CE, με τους εξής τρόπους: off-line (χειροκίνητα), at-line (με ρομποτική σύνδεση), on-line (σύνδεση μέσω γραμμής μεταφοράς), ή in-line (πλήρης ενοποίηση μεταξύ της μονάδας προετοιμασίας του δείγματος και του συστήματος διαχωρισμού). Τα συστήματα προκατεργασίας του δείγματος τα οποία αναφέρονται στη βιβλιογραφία, βασίζονται σε χρωματογραφικές, ή ηλεκτροφορητικές διαδικασίες, ή διαδικασίες με χρήση μεμβρανών. Ο συνδυασμός της αυτοματοποιημένης προκατεργασίας δείγματος με τη CE είναι ιδιαίτερα χρήσιμος στην ανάλυση πολύπλοκων δειγμάτων και συμβάλλει στη βελτίωση της εκλεκτικότητας και ευαισθησίας.

	Στη χειροκίνητη προκατεργασία του δείγματος (off-line), τα δύο στάδια (προκατεργασίας και διαχωρισμού) εκτελούνται χωριστά και η μεταφορά της προσδιοριζόμενης ουσίας διεξάγεται χειροκίνητα. Στο συνδυασμό at-line, χρησιμοποιείται ένα ρομποτικό σύστημα για να μεταφέρει τα δείγματα από τη μια μονάδα στην άλλη. Τόσο στο off-line, όσο και στο at-line σύστημα δεν υπάρχει άμεση ροή του υγρού μεταξύ των δύο μονάδων (προκατεργασίας και διαχωρισμού). Στα on-line συστήματα γίνεται άμεση μεταφορά των υγρών, μέσω σύνδεσης με τον τριχοειδή. Σε αυτήν την περίπτωση, τα δείγματα μπορούν να υποβάλονται σε επεξεργασία είτε παράλληλα - με το δεύτερο δείγμα να υφίσταται προκατεργασία, ενώ το πρώτο δείγμα αναλύεται - ή σε σειρά - όπου τα δείγματα προκατεργάζονται και αναλύονται το ένα μετά το άλλο (και η ποσότητα των δειγμάτων τα οποία διεκπεραιώνονται είναι μικρότερη). Το υψηλότερο επίπεδο αυτοματοποίησης επιτυγχάνεται όταν οι μονάδες προετοιμασίας του δείγματος και διαχωρισμού ενσωματώνονται πλήρως, σε ένα νέο σύστημα in-line. 

	Η επιλογή των διαλυτών που χρησιμοποιούνται κατά τη διάρκεια της προκατεργασίας του δείγματος και του διαχωρισμού, είναι μάλλον κρίσιμη στα in-line συστήματα: μπορεί να προκύψουν προβλήματα συμβατότητας, αφού και τα δύο στάδια πραγματοποιούνται στον τριχοειδή της CE. Με τα on-line συστήματα, η επιλογή διαλυτών είναι σχετικά λιγότερο κρίσιμη, ενώ τα προβλήματα συμβατότητας στα off-line και at-line συστήματα μπορεί συνήθως ν’ αποφευχθεί, με την ενσωμάτωση ενός σταδίου εναλλαγής φάσης, όπως είναι η εξάτμιση ακολουθούμενη από επαναδιάλυση. Ωστόσο, σε όλα τα off-, at- και on-line συστήματα, ο διαλύτης που χρησιμοποιείται για τη μεταφορά του δείγματος, από τη μονάδα προκατεργασίας του προς τη CE, θα πρέπει να είναι συμβατός με το ρυθμιστικό διάλυμα διαχωρισμού (BGE). 

	Ένα ειδικό πρόβλημα, που αφορά στη σύζευξη της προκατεργασίας του δείγματος και της CE, όπως στις at-line και on-line προσεγγίσεις, είναι ότι το άκρο εισόδου του τριχοειδούς πρέπει να είναι γειωμένο. Κατά συνέπεια, μια υψηλή τάση πρέπει να εφαρμοστεί στο άκρο εξόδου του τριχοειδούς. Όταν χρησιμοποιούνται off-column ανιχνευτές, οι οποίοι, δηλαδή, πρέπει να συζευχθούν με το άκρο εξόδου του τριχοειδούς, όπως οι ηλεκτροχημικοί ανιχνευτές, η φασματομετρία μάζας ή οι αγωγιμομετρικοί ανιχνευτές, η έξοδος του τριχοειδούς θα πρέπει να είναι γειωμένη και η υψηλή τάση να εφαρμόζεται στην πλευρά εισόδου του τριχοειδούς. Αυτές οι τεχνικές ανίχνευσης δεν μπορούν εύκολα να εφαρμοστούν όταν χρησιμοποιούνται at-line και on-line διαδικασίες προκατεργασίας δειγμάτων, επειδή στην περίπτωση αυτή και τα δύο άκρα του τριχοειδούς πρέπει να είναι γειωμένα. Τέτοια προβλήματα δεν εμφανίζονται με τεχνικές ανίχνευσης που εφαρμόζονται on-column, (π.χ., απορρόφηση, φθορισμός και NMR). Οι προκατεργασίες off-line και in-line μπορούν να συνδυαστούν με όλους τους τύπους σύζευξης.

	Οι περισσότερες εφαρμογές που αναφέρονται στη βιοανάλυση φαρμάκων με CE-MS, επικεντρώνονται σε δείγματα ορού και ούρων, αν και μπορούν να χρησιμοποιηθούν και άλλα βιολογικά υγρά, όπως τρίχες, εγκεφαλονωτιαίο υγρό κ.ά. Οι πρωτεΐνες, τα κύρια συστατικά του πλάσματος, προσροφώνται ισχυρά στα τοιχώματα του τριχοειδούς και, επομένως, επηρεάζουν αρνητικά την απόδοση του διαχωρισμού και τους χρόνους μετανάστευσης. Τα ούρα περιέχουν ανόργανα ιόντα και άλλες ενδογενείς ενώσεις, όπως η ουρία, που παρεμποδίζουν, επίσης, την ηλεκτροφορητική ανάλυση. Επιπλέον, η υψηλή ιοντική ισχύς των ούρων είναι προβληματική, σε περιπτώσεις που εφαρμόζεται επιστοίβαγμα του δείγματος και μπορεί να παρατηρηθεί διεύρυνση των κορυφών. 

	Μεταξύ των τεχνικών προκατεργασίας του δείγματος, η εκχύλιση στερεάς φάσης-υγρού (SPE) και η εκχύλιση υγρού - υγρού είναι αποτελεσματικές διαδικασίες καθαρισμού και μπορούν, επίσης, να εφαρμοστούν και για προσυγκέντρωση των προδιοριζόμενων ενώσεων. Παρ’όλα αυτά, οι διαδικασίες αυτές είναι συχνά κουραστικές και χρονοβόρες. Γι’ αυτό, σε ορισμένες εφαρμογές CE με ανίχνευση φασματομετρίας μαζών, η οποία είναι πολύ εκλεκτική, έχουν αναφερθεί απλή διήθηση του δείγματος, καθίζηση πρωτεϊνών και υπερδιήθηση ή αραίωση.

	 

	10.5. Βιοαναλυτικές Εφαρμογές της Τριχοειδούς Ηλεκτροφόρησης 

	 

	Η Τριχοειδής Ηλεκτροφόρηση, λόγω της υψηλής ευελιξίας των τρόπων διαχωρισμού τους οποίους χρησιμοποιεί και ιδιαίτερα σε συνδυασμό με ανίχνευση φασματομετρίας μαζών (CE-MS), μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τον προσδιορισμό μιας μεγάλης ποικιλίας ενώσεων, από μικρά μόρια έως μεγάλες πρωτεΐνες. Η συνδυασμένη CE-MS είναι ιδιαίτερα καλά προσαρμοσμένη για κλινικές έρευνες, οι οποίες ασχολούνται με τον προσδιορισμό των εξωγενών και ενδογενών ενώσεων που υπάρχουν σε βιολογικά δείγματα. Έτσι, χρησιμοποιείται, ευρέως, για κλινικούς διαγνωστικούς σκοπούς και βρίσκει επίσης εκτεταμένη εφαρμογή στην ιατροδικαστική έρευνα, καθώς και στην ανάλυση φαρμακευτικών ουσιών και μεταβολιτών τους σε βιολογικά υγρά. Στον τομέα της ιατροδικαστικής έρευνας, μέχρι πρόσφατα, οι αναλύσεις παραδοσιακά πραγματοποιούνταν με GC και HPLC.       Η CE, με τις εξαιρετικές δυνατότητες διαχωρισμού, διαχωριστικής ικανότητας, σύντομων χρόνων ανάλυσης και του ίδιου του μηχανισμού διαχωρισμού, αποτελεί πλέον μια εναλλακτική διαχωριστική τεχνική για τα ιατροδικαστικά εργαστήρια. Στις μελέτες μεταβολισμού, η μέθοδος ανίχνευσης που χρησιμοποιείται για την ταυτοποίηση των μεταβολιτών των φαρμάκων, εξαρτάται από τη διαθεσιμότητα των πρότυπων ουσιών· αν υπάρχουν, η ανίχνευση με απορρόφηση UV είναι επαρκής στις περισσότερες περιπτώσεις, αν όχι, τότε απαιτείται η χρήση CE-MS.

	 

	10.5.1. CE-MS για Κλινικούς Διαγνωστικούς Σκοπούς 

	 

	Η κλινική πρωτεομική η οποία βασίζεται στην ανάλυση με MS, αποτελεί έναν ενδιαφέροντα κλάδο για την έγκαιρη ανίχνευση ασθενειών και τη διάγνωση της υγείας ενός οργανισμού. Σημαντικές βελτιώσεις στις μεθόδους διαχωρισμού, καθώς και στα συστήματα MS, έχουν αυξήσει τη διαχωριστική ικανότητα, ευαισθησία και ακρίβεια των αναλύσεων πρωτεϊνών.

	Η HPLC χρησιμοποιείται, ευρέως, σε σύζευξη με MS, αλλά επιτρέπει το διαχωρισμό πολυπεπτιδίων με μοριακές μάζες μόνο μέχρι 5 kDa. Μεγαλύτερα μόρια, συχνά δεν εκλούονται από τη στήλη, με αποτέλεσμα ελάττωση της απόδοσής της και πιθανό μπλοκάρισμα. Η CE, υπερτερεί έναντι της HPLC στο διαχωρισμό μεγαλύτερων πεπτιδίων (μέχρι 20 kDa) και είναι λιγότερο ευαίσθητη στην ανίχνευση παρεμποδίσεων (ο τριχοειδής μπορεί να πλυθεί και να ξαναπροετοιμαστεί, μέσα σε λίγα λεπτά, με τη χρήση NaOH). 

	Στη CE, ο διαχωρισμός βασίζεται στις διαφορές του λόγου φορτίο/μέγεθος και η τεχνική αυτή είναι κατάλληλη για την ανάλυση μορίων διαφόρων μεγεθών και υδροφοβικότητας, όπως είναι τα πεπτίδια και οι πρωτεΐνες. Ο όγκος δείγματος, όμως, που μπορεί να εισαχθεί στον τριχοειδή είναι περιορισμένος και μόνο μικρές ποσότητες μπορούν ν’ αναλυθούν, αναδεικνύοντας έτσι το πρόβλημα της μη ευαίσθητης ανίχνευσης. Άλλος περιορισμός της CE-MS, είναι το γεγονός ότι οι πρωτεΐνες >20 kD, δεν μπορούν ν’ αναλυθούν με επαρκή επαναληψιμότητα. Αυτό οφείλεται στη μικρή διαλυτότητα αυτών των πρωτεϊνών στο φέροντα ηλεκτρολύτη της CE. Για βελτίωση της επαναληψιμότητας, θα πρέπει να απομακρυνθούν οι μεγαλύτερες πρωτεΐνες. Η CE/MS επιτρέπει την ανάλυση περισσότερων από 1000 διαφορετικών πολυπεπτιδίων, μέσα σε περίπου μια ώρα, με υψηλή επαναληψιμότητα. Παρ’ όλα αυτά, μερικές από τις βασικότερες προκλήσεις, όπως η ανίχνευση μορίων με μικρή συγκέντρωση, παραμένουν.

	 

	Ανάλυση ούρων: Η υψηλή περιεκτικότητα των ούρων σε άλατα, έχει ως αποτέλεσμα μεγάλους χρόνους ανάλυσης και διεύρυνση των κορυφών. Για το λόγο αυτό, τα άλατα πρέπει να απομακρύνονται, καθώς και άλλες ουσίες μικρού μοριακού βάρους, ώστε ν’ αποφεύγεται το ράγισμα του τριχοειδούς, λόγω της ανάπτυξης υψηλού ρεύματος. Συνήθως, για την απομάκρυνση ανεπιθύμητων παρεμποδίσεων χρησιμοποιούνται μικροστήλες RP-C2. Τα μεγάλα πολυπεπτίδια δεν εκλούονται αποτελεσματικά από στήλες RP-C18. 

	 

	Ανάλυση ορού αίματος: Όλα τα βιολογικά υγρά περιέχουν μεγάλη ποικιλία διαφορετικών ιόντων, λιπιδίων, υδατανθράκων κ.λπ. κι έτσι αυτά τα δείγματα δεν μπορούν ν’ αναλυθούν απευθείας με φασματομετρία μαζών. Εξάλλου, τα πεπτίδια πρέπει να διαχωριστούν πριν την ανίχνευσή τους. Εκτιμάται ότι πάνω από 10000 πρωτεΐνες βρίσκονται, συνήθως, στον ορό του αίματος, οι περισσότερες από τις οποίες, σε χαμηλή συγκέντρωση. Οι πρωτεΐνες που βρίσκονται σε υψηλές συγκεντρώσεις (mg/mL), όπως αλβουμίνη, τρανσφερρίνη, απτογλοβίνη και λιποπρωτεΐνες, παρεμποδίζουν την ταυτοποίηση και τον ποσοτικό προσδιορισμό των πρωτεϊνών, που βρίσκονται σε χαμηλές συγκεντρώσεις (ng/mL στον ορό). Οι πρωτεΐνες οι οποίες βρίσκονται σε αφθονία στον ορό του αίματος, μπορεί να παρεμποδίσουν την ανάλυση με CE-MS, ενδεχομένως λόγω υπερφόρτωσης του τριχοειδούς, με αποτέλεσμα διογκωμένους τριχοειδείς ή ασταθή ηλεκτροψεκασμό. Ως λύση στο πρόβλημα αυτό έχει προταθεί η υπερδιήθηση των δειγμάτων, υπό συνθήκες μετουσίωσης των πρωτεϊνών (4Μ ουρία, 0,1Μ NaCl, 0,0125% ΝΗ3). Αυτό το πρωτόκολλο έχει οδηγήσει στην ανίχνευση 500-2000 πολυπεπτιδίων, με μοριακές μάζες από 800 – 12000Da. 

	 

	Βιοδείκτες στα ούρα: Η ανάλυση ούρων με CE-MS, μπορεί να οδηγήσει στην ταυτοποίηση βιοδεικτών για μια πληθώρα ασθενειών των νεφρών και της ουροποιητικής οδού. Τα ούρα μπορούν να καταδείξουν το επίπεδο υγείας ορισμένων οργάνων, κυρίως, των νεφρών και της χολής. Το πρόβλημα με την ανάλυση των ούρων είναι ότι η σύσταση των πολυπεπτιδίων διαφοροποιείται σημαντικά κατά τη διάρκεια της ημέρας, ως αποτέλεσμα φυσικής δραστηριότητας, δίαιτας, καπνίσματος κ.λπ. Δεδομένης της υψηλής βιολογικής ποικιλότητας των πολυπεπτιδίων, είναι σημαντικό οι κλινικές συνθήκες να κρίνονται όχι με βάση μεμονωμένους πολυπεπτιδικούς δείκτες, αλλά ολόκληρα πρωτεϊνικά μοτίβα. 

	Σε αντίθεση με τις βιοψίες ιστών, η συλλογή ούρων δεν είναι επεμβατική διαδικασία και μπορεί να πραγματοποιηθεί σε μεγάλες ποσότητες, σε πρώιμο στάδιο της νόσου. Επιπλέον, μερικές φορές είναι δύσκολο να παρακολουθήσει κανείς τη θεραπευτική ανταπόκριση και την επιτυχία της θεραπείας, γι’ αυτό, η χρήση αξιόπιστων βιοδεικτών στα ούρα έχει τεράστια δυναμική. Σ’ αυτόν, τον τομέα, ομάδες ερευνητών έχουν εργαστεί εντατικά για την ανάπτυξη καινοτόμων μεθόδων με χρήση CE/ESI-TOF-MS για το γρήγορο και ευαίσθητο προσδιορισμό μερικών εκατοντάδων πολυπεπτιδίων στα ούρα. Οι μελέτες αυτές αποτελούν ένα πρώτο βήμα για την εφαρμογή της πρωτεομικής στην κλινική έρευνα. Αναμένεται οι βιοδείκτες αυτοί να επιτρέψουν μια λεπτομερή έρευνα και περιγραφή της νεφρικής λειτουργίας, οδηγώντας σε βαθύτερη κατανόηση της παθοφυσιολογίας της νεφρικής ανεπάρκειας στους διαβητικούς ασθενείς.

	 

	Βιοδείκτες στον ορό αίματος και άλλα βιολογικά υγρά: Επειδή ο ορός αίματος και τα άλλα βιολογικά υγρά περιέχουν συστατικά όλων των διαφοροποιημένων επιμέρους πρωτεομάτων του σώματος, η ανάλυσή τους παρέχει πληροφορίες σχεδόν για κάθε ενδεχόμενη ασθένεια. Ο ορός αίματος ιδιαίτερα, είναι εκείνο το δείγμα, που παρέχει τις περισσότερες πληροφορίες και περιγράφει με τον καλύτερο τρόπο την τρέχουσα κατάσταση υγείας του οργανισμού. Παρ’ όλα αυτά, έχουν δημοσιευτεί μόνο λίγες εργασίες με CE-MS, για την ανακάλυψη βιοδεικτών στον ορό, ίσως επειδή από αναλυτική σκοπιά είναι και το δυσκολότερο δείγμα. 

	Ιδανικός βιοδείκτης σε κάποιο δείγμα, από ασθενείς με συγκεκριμένη νόσο, δεν υπάρχει. Ένα σύνολο πολυπεπτιδίων, όμως, το οποίο να δείχνει σημαντικές διαφορές στην κατανομή (ένταση σήματος και παρουσία/απουσία), μεταξύ ασθενούς και υγιούς δότη, μπορεί να ανιχνευθεί με CE-MS. Ο συνδυασμός δεκάδων ή ακόμη και εκατοντάδων βιοδεικτών, απαραίτητων για τη δημιουργία σαφούς διαγνωστικού μοντέλου, καθιστά την προαναφερόμενη μέθοδο περισσότερο εύρωστη και ειδική. Αυτή η πολλά υποσχόμενη προσέγγιση, μπορεί να κάνει δυνατή την εκτίμηση της πορείας μιας ασθένειας και των αποτελεσμάτων της θεραπείας. Τα περισσότερα πολυπεπτίδια τα οποία έχουν ταυτοποιηθεί, προέρχονται από πρωτεΐνες που βρίσκονται σε μεγάλες συγκεντρώσεις. Μελλοντικά, πρέπει να δοθεί έμφαση στην ανάπτυξη πιο ευαίσθητων μεθόδων CE-MS, για την ανίχνευση πεπτιδίων από πρωτεΐνες που βρίσκονται σε ίχνη. Επιπλέον, στον τομέα της πρωτεομικής πρέπει να δοθεί έμφαση και στην επικύρωση των αναλυτικών μεθοδολογιών.

	 

	10.5.2. Χημική Κυτταρομετρία, Εφαρμογές στις Νευροεπιστήμες, Ανάλυση DNA, Απταμερή, Ανάλυση Υδατανθράκων και Λιπιδίων  

	 

	Μονοκυτταρική ανάλυση με Τριχοειδή Ηλεκτροφόρηση: Η CE με την εξαιρετική διαχωριστική της ικανότητα αποτελεί πολύ χρήσιμη τεχνική στη μονοκυτταρική ανάλυση, ειδικά όταν συνδυάζεται με ανίχνευση φθορισμού επαγόμενου από ακτίνες λέιζερ (Laser Induced Fluorescence, LIF). Η τεχνική ανάλυσης κυττάρων με CE-LIF, απαιτεί ανάπτυξη μεθόδων για την επισήμανση των κυττάρων, είτε πριν την εισαγωγή τους στον τριχοειδή, ή κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του ιστού. Ο χειρισμός των κυττάρων περιλαμβάνει διάφορες τεχνικές εισαγωγής δείγματος στον τριχοειδή, όπως νανοπιπέττες, οπτικές λαβίδες και μικροσιφώνια λέιζερ.

	 

	Νευροεπιστήμες: Οι εφαρμογές της CE στις νευροεπιστήμες (νευροχημεία και νευροβιολογία) συνεχίζουν ν’ αναπτύσσονται τα τελευταία χρόνια, παρέχοντας βελτιωμένη μοριακή, φυσιολογική και φαρμακολογική κατανόηση της πολύπλοκης χημείας του εγκεφάλου. Διαφορετικά είδη της CE συζευγμένα με διάφορες τεχνικές ανίχνευσης, έχουν εφαρμοστεί επιτυχώς για τον προσδιορισμό βιογενών αμινών, αμινοξέων και νευροπεπτιδίων σε δείγματα ιστού, εξωκυττάριων υγρών και του περιεχομένου μονών νευρώνων ή νευροκυττάρων.

	 

	Ανάλυση εξωκυττάριου υγρού: Το νευρικό σύστημα περιβάλλεται από εξωκυττάριο υγρό, όπου λαμβάνουν χώρα πολλές σημαντικές κυτταρικές διεργασίες, όπως χημική επικοινωνία και μεταφορά θρεπτικών συστατικών και μεταβολιτών, μεταξύ των νευρικών και των νευρογλοιακών κυττάρων. Ο ποιοτικός και ποσοτικός χαρακτηρισμός των αμινοξέων, βιογενών αμινών και πεπτιδίων που υπάρχουν σε αυτό το υγρό, θα μπορούσε να συνδεθεί με τη νευρωνική λειτουργικότητα.

	Οι πιο συχνά χρησιμοποιούμενες τεχνικές δειγματοληψίας in vivo, για ανάλυση εξωκυττάριου υγρού είναι η μικροδιαπίδυση, η χαμηλής ροής αιμάτωση ώθησης-έλξης (low-flow push-pull perfusion) και η άμεση δειγματοληψία. Σε μετρήσεις που βασίζονται στην τεχνική της μικροδιαπίδυσης, η χρονική ανάλυση (temporal resolution), δηλαδή η ακρίβεια της μέτρησης σε σχέση με το χρόνο, περιορίζεται από το όριο ανίχνευσης μάζας της χρησιμοποιούμενης μεθόδου. Όταν τα δείγματα που έχουν ληφθεί με μικροδιαπίδυση, αναλύονται με HPLC, λόγω του ότι απαιτούνται μεγάλοι όγκοι, πρέπει να συλλέγονται για τουλάχιστον 5 λεπτά, με αποτέλεσμα να προσφέρουν κακή χρονική ανάλυση. Η CE είναι σε θέση ν’ αναλύσει νανόλιτρα δείγματος, με χαμηλά όρια ανίχνευσης μάζας και επιτρέπει βελτίωση της χρονικής ανάλυσης σε χρόνο μικρότερο των 10s.

	Στην πρώτη εργασία της βιβλιογραφίας, όπου χρησιμοποιήθηκε δειγματοληψία με μικροδιαπίδυση on-line σε συνδυασμό με CE-LIF, αναλύθηκαν αμινοξέα σε ελεύθερα κινούμενους αρουραίους. Δεκαπέντε αμινοξέα διαχωρίστηκαν σε 30s και ταυτοποιήθηκαν με βάση τους χρόνους μετανάστευσης και με ανάλυση προτύπων, με τη χρήση MECC. Αυτή η μέθοδος εφαρμόστηκε για την παρακολούθηση αμινοξέων κατά την έγχυση αιθανόλης σε ελεύθερα κινούμενους αρουραίους.

	 

	Ανάλυση νευρώνων: Η μονοκυτταρική ανάλυση είναι πολύ σημαντική στις νευροεπιστήμες, όπου οι ιστοί είναι εξαιρετικά ανομοιογενείς και οι πληροφορίες ενδοκυτταρικής επικοινωνίας μπορεί να οδηγήσουν στην κατανόηση της νευρωνικής λειτουργίας και δυσλειτουργίας. Ο Sweedler και συνεργάτες χρησιμοποίησαν CE-LIF για τη μέτρηση νευροπεπτιδίων, που περιείχαν D-αμινοξέα, σε μεμονωμένους νευρώνες του είδους Aplysia californica. Αν και οι πρωτεΐνες και τα πεπτίδια που υπάρχουν στα κύτταρα των περισσότερων ζώων αποτελούνται σχεδόν αποκλειστικά από L-αμινοξέα, πεπτίδια που περιέχουν D-αμινοξέα έχουν εντοπιστεί σε διάφορα ζώα.

	 

	Υποκυτταρική ανάλυση δειγμάτων: Στο νευρικό σύστημα, οι νευρώνες χρησιμοποιούν διάφορες διαδικασίες για τη μεταφορά χημικών και ηλεκτρικών σημάτων από ένα νευρώνα στον επόμενο. Η γνώση του τρόπου κατανομής των νευροδιαβιβαστών, σ’ ένα μόνο νευρώνα, θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί για την ανάπτυξη μοντέλων για τη σύνθεση, τη μεταφορά, την αποθήκευση και απελευθέρωση των νευροδιαβιβαστών. Αν και η ανάλυση ολόκληρων των κυττάρων παρέχει πολύτιμες πληροφορίες σχετικά με το περιεχόμενο και τη συμπεριφορά των μονών κυττάρων, η χωρική πληροφορία χάνεται. 

	 

	Ανάλυση DNA: Η ανάλυση του DNA με CE έχει εξελιχθεί σ’ ένα ώριμο ερευνητικό πεδίο, σε εξαιρετικά σύντομο χρονικό διάστημα. Η πρώτη αλληλουχία DNA που προσδιορίστηκε με CE, υποβλήθηκε στη Διεθνή Τράπεζα Γονιδίων, GenBank, το 1997 και έκτοτε η τεχνική αυτή έχει χρησιμοποιηθεί ως αξιόπιστο εργαλείο για την αλληλουχία του γονιδιώματος. Οι σημαντικές πρόοδοι που σημειώνονται στη CE, για εύρεση αλληλουχίας του DNA, επικεντρώνονται, κυρίως, στα υλικά επικάλυψης του τριχοειδούς και στα υλικά που λειτουργούν ως μοριακά κόσκινα.

	 

	Απταμερή: Τα απταμερή (aptamers: από το λατινικό aptus - fit και το ελληνικό μέρος) είναι ολιγονουκλεϊκά οξέα ή πεπτίδια, τα οποία δεσμεύονται σ’ ένα συγκεκριμένο μόριο - στόχο. Τα απταμερή, συνήθως, δημιουργούνται κατά την επιλογή τους από μια μεγάλη δεξαμενή τυχαίας αλληλουχίας, αλλά τα φυσικά απταμερή υπάρχουν, επίσης, σε ριβοδιακόπτες (riboswitches). Τα απταμερή μπορούν να χρησιμοποιηθούν τόσο για βασική έρευνα, όσο και για κλινικούς σκοπούς, ως μακρομοριακά φάρμακα. Μπορούν ακόμη να συνδυαστούν με ριβοένζυμα για να αυτοδιασπαστούν, κατά την παρουσία του μορίου-στόχου τους. 

	Τα απταμερή είναι χρήσιμα σε βιοτεχνολογικές και θεραπευτικές εφαρμογές, δεδομένου ότι προσφέρουν ιδιότητες μοριακής αναγνώρισης, που ανταγωνίζεται εκείνης που προσφέρουν, συνήθως, τα αντισώματα. Τα απταμερή προσφέρουν πλεονεκτήματα έναντι των αντισωμάτων:

	 

	
	• Μπορούν να παρασκευαστούν σε δοκιμαστικό σωλήνα. 

	• Παράγονται εύκολα με χημική σύνθεση.

	• Κατέχουν τις επιθυμητές ιδιότητες αποθήκευσης. 

	• Προκαλούν μικρή ή καθόλου ανοσογονικότητα σε θεραπευτικές εφαρμογές. 



	 

	Ειδικότερα, τα απταμερή μπορούν να ταξινομηθούν ως εξής: 

	 

	
		DNA ή RNA απταμερή: Αποτελούνται από (συνήθως κοντές) έλικες ολιγονουκλεοτιδίων. 

		Απταμερή πεπτιδίων: Αποτελούνται από ένα κοντό, μεταβλητής περιοχής πεπτίδιο, που επισυνάπτεται στα δύο άκρα σε μια πρωτεΐνη. 



	 

	Οι ενώσεις προσθήκης του DNA μπορούν να αναγνωριστούν από αντιδραστήρια χημικής συγγένειας και η CE έχει αποδειχθεί ως η ιδανική τεχνική για τη μελέτη τους. Υπήρξε μεγάλο ενδιαφέρον για τη χρήση των απταμερών ως αντιδραστηρίων χημικής συγγένειας για πρωτεϊνική ανάλυση. Ο Huang και συνεργάτες χρησιμοποίησαν το απταμερές που δεσμεύεται στην α-θρομβίνη, για την παρακολούθηση της ελεύθερης πρωτεΐνης και της δεσμευμένης πρωτεΐνης από ένα αντίσωμα.

	 

	Ανάλυση υδατανθράκων και λιπιδίων: Η χημεία των υδατανθράκων είναι πολύ πιο σύνθετη από εκείνη των πρωτεΐνών ή των νουκλεϊκών οξέων και γι’ αυτό έχει λάβει πολύ λιγότερη προσοχή από τους ερευνητές. Ωστόσο, οι υδατάνθρακες διαχωρίζονται εύκολα με CE, λόγω της εξαιρετικά πολικής φύσης τους και της ευκολίας με την οποία σχηματίζουν σύμπλοκα με τα βορικά (το πλέον συνηθισμένο ρυθμιστικό διάλυμα στη CE). Οι περισσότεροι υδατάνθρακες δεν μπορούν ν’ ανιχνευθούν φασματοφωτομετρικά, γι’ αυτό οι περισσότερες μελέτες χρησιμοποιούν είτε παραγωγοποίηση, είτε φασματομετρία μάζας για την ανίχνευσή τους. Η παραγωγοποίηση για σχηματισμό φθοριζόντων παραγώγων των υδατανθράκων, συχνά οδηγεί σε πολύ χαμηλότερα όρια ανίχνευσης.

	Τα λιπίδια είναι εξαιρετικά πολικές ενώσεις και ο προσδιορισμός τους με CE σχεδόν πάντα πραγματοποιείται με Μικυλλιακή Ηλεκτροκινητική Τριχοειδή Χρωματογραφία (MECC). Έχουν δημοσιευτεί πολλές εργασίες που ασχολούνται με τη μελέτη των λιποπρωτεϊνών με CE, όπως π.χ. έχει καταγραφεί το προφίλ λιποπρωτεϊνών χαμηλής πυκνότητας (LDL) και λιποπρωτεϊνών υψηλής πυκνότητας (HDL), σε ανθρώπινο ορό. Επίσης, έχουν μελετηθεί οι διαφορές στις ευκινησίες των λιποπρωτεϊνών χαμηλής πυκνότητας σε διαβητικούς ασθενείς τύπου 2.
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