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Summary

ApoE genotyping with capillary gel electrophoresis. ApoE iso-
type more than a risk factor. Vries JE de, Wijnen PAHM,
Dieijen-Visser MP van and Bekers O. Ned Tijdschr Klin Chem
2000, 25: 243-250.

Capillary gel electrophoresis (CGE) has been added recently
to the arsenal of molecular biological techniques. This article
describes the application of CGE to analyse DNA fragments
obtained after amplifying a part of the apoE gene with PCR.
Compared to conventional slab gel electrophoresis (AGE) is
CGE the method of choice with regard to the resolution of,
and the sensitivity for, DNA fragments. Especially discrimina-
tion between the apoE2/E2 and apoE2/E3 genotypes is more
reliable with CGE than with AGE. This is clinically very
important to diagnose familiary dysbetalipoproteinemia. With
ongoing unraveling of the role that different apoE isotypes
have in various syndromes, such as cardiovascular diseases
and Alzheimer’s disease, it is assumed that the use of apoE
may shift from being merely “just another” risk factor to be-
come a predictor of response to therapy.

Key-words: CGE; apoE; PCR; familiary dysbetalipoproteinemia;
Alzheimer’s disease; hormone replacement therapy

Ontwikkelingen in de capillaire elektroforese

H. A.M.VOORBIJ', P.G. MUIJSELAAR? en C.E. SANGER-van de GRIEND?

In dit artikel wordt aandacht besteed aan de ontwik-
kelingen binnen de capillaire elektroforese (CE). Of-
schoon de toepasbaarheid van CE in de Klinische
chemie beperkt is, zijn er ook recente ontwikkelingen
die al gebruikt worden. Het vergroten van de detectie-
gevoeligheid is een belangrijk onderzoeksveld. Diverse
strategieén zoals stacking en de verschillende detec-
toren worden besproken. De miniaturisering van CE-
apparatuur tot de grootte van een chip is één van de
meest fascinerende ontwikkelingen. Dergelijke chips
worden gebruikt in combinatie met allerlei denkbare
detectoren en scheidingssystemen waaronder bio-
sensoren. De Micellaire Elektro-Kinetische Chromato-
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grafie techniek combineert chromatografie met elektro-
foretische principes en biedt grote flexibiliteit. Chirale
CE vindt zijn toepassing in o.a. farmaceutische ana-
lyse, stereoselectief metaboliseringsonderzoek en de
forensische analyse.

In deze bijdrage over capillaire elektroforese (CE)
willen we ingaan op een aantal ontwikkelingen en
toekomstige mogelijkheden van de capillaire elektro-
forese. Omdat capillaire elektroforese een jonge loot
is aan de tak van elektroforese (1,2) is het begrijpe-
lijk, dat nieuwe ontwikkelingen met grote belang-
stelling geintroduceerd worden in het veld van analy-
tische technieken. Vanzelfsprekend duurt het dan nog
een tijd, voordat deze ontwikkelingen zodanig uitont-
wikkeld zijn, dat ze bruikbaar zijn in de routine ana-
lyse van een laboratorium. Dit geldt ook voor de ont-
wikkelingen, die toepasbaar zouden kunnen zijn voor
de diagnostiek van de klinische chemie. Een ont-
wikkeling die met enthousiasme werd ontvangen en
veelbelovend leek voor de klinische chemie is de
lipoproteinenscheiding met behulp van capillaire iso-
tachoforese door Schmitz e.a. beschreven in 1994 (3).
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Op een CE gebruikersdag in 1996 voor de klinische
chemie werd de techniek geintroduceerd. Hun uit-
gebreide ervaringen met isotachoforese werden toe-
gepast op de capillaire elektroforese met stackings-
technieken. Het bleek mogelijk te zijn om 14 goed
gekarakteriseerde subfracties van lipoproteinen te on-
derscheiden met CE en daarmee zou de langdurige
ultracentrifugatie met gradient niet meer nodig zijn.
De techniek was gebaseerd op een pré-staining van
de lipiden in het serum met behulp van Sudan Black
en vervolgens de elektroforetische scheiding in de ca-
pillair. Zeldzame ziektebeelden in de lipoproteinen-
huishouding zouden eenvoudig door middel van deze
techniek kunnen worden aangetoond, evenals het ef-
fect van therapie. De praktijk leert ons 6 jaar later, dat
het nog veel energie heeft gekost voor andere onder-
zoekers, zoals in dit themanummer beschreven door
van Heijst e.a., om deze methode te reproduceren.
Ontwikkelingen kunnen ook een bron van inspiratie
zijn voor onderzoekers en een praktische toepassing
van de ontwikkeling is niet altijd voor de hand lig-
gend. Soms zijn er goedkopere of technisch eenvou-
digere manieren om hetzelfde doel te bereiken. Voor-
beelden binnen het aandachtsgebied van de klinische
chemie zijn de kreatinine, urinezuur, thyroxine en
elektrolytenbepaling met behulp van de CE. Diverse
firma’s (Beckman Coulter, Bio-Rad, Perkin Elmer)
ontwikkelen CE apparatuur inclusief reagentia, die
het analytische leven moeten vereenvoudigen. Zeven
parallel opgestelde glazen capillairen met UV detectie
maken het mogelijk om 42 eiwitscheidingen per uur
te verrichten met minimale inspanning. In Nederland
zijn er maar weinig laboratoria, die daar vruchtbaar
gebruik van zullen maken. De moleculaire biologie
heeft zeker wel geprofiteerd van de ontwikkelingen
binnen de capillaire elektroforese en de voordelen
ontdekt van de CE voor DNA-werkzaamheden; de
farmacie gebruikt de CE voor chirale scheidingen en
de biochemie kijkt uit naar de voordelen van miniatu-
risering. In dit hoofdstuk worden enkele ontwikke-
lingen besproken, zoals de diverse soorten detectoren,
de miniaturisering en de praktische toepassing van
micellaire capillaire elektroforese en chirale schei-
ding.

Detectiegevoeligheid

Capillaire Elektroforese is een techniek met elementen
uit de conventionele (gel)-elektroforese, de isotacho-
forese, en de chromatografie, zoals de HPLC, met
daaraan gekoppeld diverse detectoren. Deze kenmer-
ken zijn de basis voor een goede toekomst van de ca-
pillaire elektroforese. De gevoeligheid in de detectie
bij CE was altijd een beperking toen alleen gebruik
werd gemaakt van UV-Vis-detectoren, vanwege de
zeer kleine lichtweg op de plaats waar de gescheiden
analyten moeten worden gemeten. De inwendige dia-
meter van de capillair is in deze situatie de weglengte
van de lichtabsorptiemeting en die varieert afhanke-
lijk van de gekozen capillair. Bij eiwitelektroforese
ligt de diameter ongeveer rond de 50 pm. Nieuwe
ontwikkelingen van de laatste jaren zijn daarom
vooral gericht op het vergroten van de gevoeligheid
(4). Verschillende strategieén worden daarvoor toege-
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past, zoals de wijze van injecteren, het gebruik van
‘stacking’ en pakkingsmaterialen in de capillair, en de
toepassing van membranen als pre-concentratie hulp-
middelen. Hoe langer wordt geinjecteerd hoe meer
nanoliters monster wordt geinjecteerd. Door stacking
(zie hoofdstuk over de theorie van CE) wordt piek-
verbreding tegengegaan, waardoor smalle pieken met
hoge concentraties voorbij de detector komen. Pré-
concentratie is een chromatografische techniek, die in
combinatie met de CE wordt toegepast. Door de in-
gang van de capillair te vullen met pakkingsmateriaal
(Cgof Cy3) gefixeerd in een grit, of via een T-stuk aan
het begin van de capillair wordt een on-line concen-
tratie bewerkstelligd. Bij deze procedure wordt hy-
drodynamisch geinjecteerd. Op deze manier kan de
gevoeligheid met een factor 200 worden vergroot.
Aan de ingangkant van de capillair kunnen ook ‘on-
line” microreacties uitgevoerd worden en derivatise-
ringstechnieken worden toegepast met bijvoorbeeld
fluorochromen. Fluorescentiedetectie is gevoeliger
dan UV-Vis detectie. Aan de detectorkant zijn daarom
ook diverse variaties mogelijk. Naast de conventio-
nele UV-Vis spectrometrie wordt fluorescentie, massa
spectrometrie, elektrochemische detectie, chemolumi-
niscentie, refractiemeting, thermo-optische absorptie
detectie en zelfs NMR gebruikt en verder ontwikkeld.
Met name de fluorescentiedetectoren en de derivati-
sering hebben er voor gezorgd, dat de CE een grote
vlucht kreeg en gebruikt wordt in de wereld van de
biochemie, farmacie en moleculaire diagnostiek.
Deze techniek, die nog verder in ontwikkeling is, zal
in staat zijn om een detectielimiet van 10> M te be-
reiken. Praktisch probleem bij deze ontwikkeling is
de derivatisering en scheiding in de capillair. Verdun-
ningseffecten werken de gevoeligheid tegen. Een bij-
zondere vorm van detectoren zijn de biosensoren, die
toegepast worden in combinatie met de miniaturise-
ring van de CE techniek. In de volgende paragraaf
wordt hier dieper op in gegaan.

Miniaturisering

De miniaturisering is een relatief eenvoudige doch
spectaculaire ontwikkeling in de CE, omdat de CE
maar picoliters of nog minder nodig heeft als injectie-
volume. In situaties waarbij nanoliters veel zijn, heeft
miniaturisering in de CE een voordeel. Vanzelfspre-
kend gaat dit ten koste van de gevoeligheid als ge-
bruik wordt gemaakt van bijvoorbeeld spectrometrie
door de verkleining van de weglengte. Aan de detec-
torkant moet daar dus rekening mee worden gehou-
den. Dat gebeurt ook met behulp van biosensoren.
Nieuwe ontwikkelingen op dit gebied van micro-
injectietechnieken en biosensoren zijn zeer boeiend
en bijna science fiction. In 1995 beschreven Shear
e.a. in Science (5) een microsysteem voor de CE.
Acetylcholine scheiding door CE werd gedetecteerd
door de uitgang van de capillair te laten ‘druppelen’
op een objectglaasje met levende cellen, die gevoelig
zijn voor acetylcholine. In de cellen wordt gebruik
gemaakt van een calciumindicator, fluo-3. Verande-
ringen in de calciumconcentratie door de inwerking
van acetylcholine veroorzaakt fluorescentie, die waar-
genomen kan worden door een epi-illuminated fluor-
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Figuur 1. Schematische voorstelling van de microchip kanalen
(naar D.J. Harrison)

escentie microscoop. Voor elke gescheiden fractie uit
de capillair wordt een nieuwe levende cel onder de
uitgang van de capillaire geschoven en op de boven-
kant van het objectief van de microscoop. De ontwik-
keling in de miniaturisering gaat nog verder. Een
variant hiervan is de CE-microchip technologie. Deze
techniek is in opzet redelijk eenvoudig (zie figuur 1).
Op een glasplaatje van 20 bij 10 mm worden twee ka-
naaltjes geétst, die loodrecht op elkaar staan met aan
het uiteinde van de kanaaltjes kleine reservoirtjes.
Het ene kanaaltje zorgt voor de aanvoer van het te
scheiden monster. Op het snijpunt met het andere ka-
naaltje komt het monster in de vloeistofstroom van
dit kanaaltje van 15 mm, waar het monster gescheiden
wordt door middel van een spanning van 500 V/cm.
Detectie vindt plaats met behulp van een fluorescentie-
microscoop. Dit microsysteem is sneller dan ‘conven-
tionele’ CE scheiding door de geringere capillaire
lengte (15 mm) en heeft een hogere efficiéntie met
theoretische schotelgetallen van ongeveer 50.000 voor
verschillende aminozuren (6). Dergelijke microsyste-
men zijn vergelijkbaar met kleine fabriekjes op een
objectglaasje waar reacties plaatsvinden en waarmee
binnen enkele seconden een analyse mogelijk is. Ook
nu blijkt het nog mogelijk om verschillende combina-
ties van CE scheidingstechnieken en detectoren toe te
passen. Koppeling van een micro PCR reactor aan
een CE-chip is mogelijk en de toekomst zal nog meer
ontwikkelingen laten zien. De groep van Harrison (7)
beschrijft in diverse artikelen de klinische mogelijk-
heden van dit ‘lab-on-a-chip’ concept. De ontwikke-
lingen op dit gebied zijn voor biomedische studies
veelbelovend waar subpicoliters van een cytoplasma
inhoud worden geanalyseerd, zoals de inhoud van een
enkele erythrocyt (8). Terugverwijzend naar de inlei-
ding van dit hoofdstuk komt de vraag weer boven wat
de relevantie is om in een enkele erythrocyt het he-
moglobine te karakteriseren. Intrigerend is het wel.
Een indrukwekkende analyse methode, alleen al van-
wege de naam, die gebruikt wordt voor dergelijke
studies heet electrospray ionisation-fourier transform
ion-cyclotron resonance-mass spectrometrie (ESI-
FTICR-MS).

Micellaire Elektro-Kinetische Chromatografie

Micellaire Elektrokinetische Chromatografie (MEKC)
is een veelbelovende uitvoeringsvorm van CE, die
zich bevindt op het grensvlak van elektroforese en
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chromatografie. MEKC werd in 1984 geintroduceerd
door Terabe (9) en is vooral geschikt voor de schei-
ding van elektrisch neutrale moleculen (10). Kenmer-
kend voor MEKC is de toevoeging van een geladen
surfactant aan het buffer systeem. Boven de kritische
micelconcentratie van het surfactant worden micellen
gevormd, waardoor er sprake is van een waterfase en
een micellaire fase. Het scheidingsmechanisme is ge-
baseerd op verschillen in verdelingsevenwicht van de
monstercomponenten tussen de waterfase en de mi-
cellaire fase (chromatografisch principe). Deze twee
fasen bewegen in het capillair met verschillende snel-
heden. De waterfase wordt voortbewogen door elektro-
osmose. De micellen zijn geladen en worden voort-
bewogen door een combinatie van elektro-osmose en
elektroforese (elektroforetisch principe). Op deze
manier is het mogelijk om neutrale componenten of
mengsels van geladen en neutrale verbindingen te
scheiden.

Een belangrijk voordeel van MEKC is de flexibiliteit.
De samenstelling van het elektrolietsysteem kan een-
voudig worden aangepast om de selectiviteit te opti-
maliseren. Met name de micellaire fase speelt hierbij
een belangrijke rol. Naast micellen kunnen ook andere
macromoleculaire structuren worden toegepast zoals
oligomeren, micro-emulsies of dendrimeren (sterk
vertakte macromoleculen). Met chirale micellen, zoals
galzouten is het mogelijk om enantiomeerscheidingen
uit te voeren (zie later). Momenteel wordt MEKC
voornamelijk toegepast voor farmaceutische, biotech-
nologische en klinische analysemethoden. Belangrijke
toepassingsgebieden van MEKC binnen de farmaceu-
tische industrie zijn de gehalte-bepaling van de actieve
ingrediént in een formulering en de bepaling van syn-
thetische onzuiverheden en/of afbraakprodukten. Door
het combineren van de resultaten van verschillende ana-
lysetechnieken zoals HPLC, CZE en MEKC is het mo-
gelijk een zo kompleet mogelijk beeld te krijgen van
het onzuiverheidsprofiel van een nieuw geneesmiddel.
Daarnaast kan MEKC ook toegepast worden in farma-
cokinetiek studies. Hierbij is de geringe monsterhoe-
veelheid een belangrijk voordeel. Binnen de klinische
analyse kan MEKC o.a. worden toegepast voor ‘thera-
peutic drug monitoring’ en toxicologische analyses
(11). Door de aanwezigheid van de surfactant in het
elektrolietsysteem is het mogelijk om serummonsters
direct te injecteren, zonder vooraf de aanwezige eiwit-
ten te verwijderen. Het concentratieniveau van de drug
dient echter wel voldoende hoog te zijn vanwege de
matige concentratiegevoeligheid van CE-technieken.
Voor verschillende typen geneesmiddelen (anti-epi-
leptica, pijnstillers, antidepressiva, benzodiazepines en
antibiotica) zijn MEKC-methoden beschreven, die
kunnen worden toegepast voor therapeutic drug moni-
toring (12). Figuur 2 toont de analyse van een mengsel
van 9 benzodiazepines. De snelle analysetijd en het
grote scheidend vermogen maken MEKC een aantrek-
kelijke screeningstechniek voor het monitoren van in-
toxicaties. Een overzicht van een efficiénte toxicologi-
sche drug screening in serum en urine is beschreven
door Thormann e.a. (13). Hierbij wordt veelal gebruik
gemaakt van solid phase extractie om voldoende lage
concentratieniveaus te kunnen detecteren.
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Figuur 2. MEKC analyse van 9 verschillende benzodiazepines:
(1) desmethylflunitrazepam, (2) nitrazepam, (3) flunitrazepam,
(4) clonazepam, (5) temazepam, (6) oxazepam, (7) desalkyl-
flurazepam, (8) desmethyldiazepam en (9) diazepam. Sample
concentratie: 10pg/ml. Elektroliet systeem: 20 mM tris (hy-
droxymethyl)aminomethaan/boorzuur pH 9,0, 25 mM sodium
dodecylsulfaat (SDS), 20% acetonitril.

Enantiomeerscheiding

Een gebied waarin de CE zich een sterke positie heeft
verworven is de scheiding van enantiomeren. Enantio-
meren zijn moleculen, die elkaars spiegelbeeld zijn
en die niet met elkaar tot dekking te brengen zijn. Het
woord is afgeleid van het Griekse woord voor tegen-
overgesteld, (evavtioo) (Figuur 3). Een chiraal mo-
lekuul is een molekuul met tenminste een enantio-
meerpaar (x€lp = hand). Vandaag de dag is het
algemeen bekend, dat enantiomeren verschillende
biologische interacties en daardoor verschillende far-
macokinetische, farmacologische of toxicologische
effekten kunnen hebben. Enantiomeren moeten in
principe dus als twee verschillende verbindingen
worden beschouwd (14). In de richtlijnen voor
nieuwe geneesmiddelen staat, dat een chirale veront-
reiniging op dezelfde manier behandeld moet worden
als een niet-chirale verontreiniging. Een enantioselek-
tieve bepaling moet deel uitmaken van de specifica-
tie, en de identiteitsbepaling moet onderscheid kun-
nen maken tussen de enantiomeren. De eerste
publicaties over het gebruik van CE voor chirale
scheiding dateren van eind jaren ‘80 (15). Daarna zijn
er diverse overzichtsartikelen verschenen in de litera-
tuur. De belangrijkste voordelen van CE ten opzichte
van de chromatografische technieken zijn de hoge
piekefficiénties, flexibiliteit en lage kosten. In de
meest eenvoudige vorm van chirale CE wordt een
zogenaamde chirale selector aan de elektroforese-
oplossing toegevoegd. Indien de enantiomeren een
verschil in affiniteit vertonen met deze chirale selec-
tor, kunnen ze gescheiden worden. Er zijn veel ver-
schillende selectoren in gebruik voor CE. De meest
bekende groep is die van de cyclodextrines. Dit zijn
cyclische oligosacchariden, die 3 dimensionaal een
mandvorm hebben, waarbij de binnenkant van de
mand hydrofobisch is en de buitenkant hydrofiel. Een
voorbeeld van het complex tussen een cyclodextrine
en een S-ropivacaine molecuul is geschetst in figuur
4. Andere soorten selectoren, die toegepast zijn in
CE, zijn bijvoorbeeld chirale detergenten, macrocy-
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Figuur 3. Een chiraal molecuul is een molecuul met tenminste
een enantiomeerpaar (uit ref. 16, Sénger)

Figuur 4. Globaal energie minimum van het complex tussen
geprotoneerd (S)-ropivacaine en heptakis(2,6-di-O-methyl)-f3-
cyclodextrin. Het cyclodextrin molekuul is afgebeeld met een
Conolly surface (water-accessible surface) (uit ref. 16, Sénger).

clische antibiotica, chirale kroonethers, eiwitten en
non-cyclische oligosacchariden (16). Figuur 5 toont
een voorbeeld van chirale scheiding met behulp van
CE. In figuur 5A is de achirale elektroforetische
scheiding te zien van een groep lokale anaesthetica.
De enantiomeren kunnen van elkaar gescheiden wor-
den na toevoeging van een chirale selector aan de
elektroforeseoplossing, in dit geval heptakis (2,6,-di-
O-methyl)-B-cyclodextrine (figuur 5B). Deze me-
thode is gevalideerd voor de bepaling van de enantio-
meren zuiverheid van (S)-ropivacaine substantie en
product. De methode is robuust en heeft een hoge
precisie en kan accuraat tot 0,05% (R)-enantiomeer
in substantie en product bepalen (17, 18). Chirale ca-
pillaire elektroforese vindt zijn toepassing in de bepa-
ling van de enantiomere zuiverheid van geneesmidde-
len en hun (actieve) ingredienten, stabiliteitsstudies
van geneesmiddelen, stereoselectiviteitsonderzoek naar
de metabolisering en excretie van chirale verbindin-
gen, bepaling van enantioselectiviteit van eiwitbin-
ding, forensische analyse etc. Overzichten van toe-
passingen staan in Chankvetadze’s boek over chirale
CE (19) en in de meer recente reviews.

253



2 3 4
5
A 9 10 1 12 13 min
3R
11
22 4 4
38
5 5

B 20 2‘2 E 2‘6 ;9 3'0 3‘2 :;4 min

Figuur 5. Achirale en chirale scheiding van lokale anaesthetica,
(1) mepivacaine, (2) ethyl-PPX, (3) ropivacaine, (4) bupivacaine
en (5) pentyl-PPX. A: 0,100 mol/l fosforzuur en 0,088 mol/l
triethanolamine (pH 3.,0). PVA-gecoat capillair, 64,5 (56,0) cm x
50 mm. V =30 kV, T = 30°C, UV detection bij 206 nm. B: 10
mmol/l DM-B-CD in 0,100 mol/l fosforzuur en 0,088 mol/l tri-
ethanolamine (pH 3,0). Capillair: 80,5 (72,0) cm x 50 um. V =
30kV, T=30°C, UV detection bij 206 nm (uit ref. 16, Sénger).

Beschouwing

Het is duidelijk dat de CE een welkome aanvulling is
in de analytische chemie en zijn weg heeft gevonden
binnen diverse laboratoria. Ook in de laboratorium-
diagnostiek van de klinische chemie zal het zijn
sterke kanten laten zien. Ofschoon de eerste ontdek-
kingen van een nieuwe techniek en analyse niet altijd
gemakkelijk reproduceerbaar zijn, zoals de lipopro-
teinenscheidingen, hebben in de klinische-chemische
praktijk de eiwitscheiding, de moleculaire diagnos-
tiek, de analyse van metabolieten en de drugsmonito-
ring met behulp van CE al duidelijk hun voordelen
bewezen ten opzichte van conventionele scheidings-
technieken. Dat de ontwikkeling van de CE nog in de
kinderschoenen staat, is evident. Wat betreft de hard-
ware zijn er gunstige ontwikkelingen. Een goede se-
lectie van de scheidings- en detectiecomponenten zal
het in de toekomst mogelijk maken miniatuur analy-
ses (lab-on-a-chip) te introduceren ten behoeve van
PCR- en sequentieproducten, die naar verwachting
een steeds groter deel van de analysetijd op het labo-
ratorium gaan opeisen. De lab-on-a-chip-analyse, de
PCR- en sequencing technieken, de koppeling aan al-
lerlei soorten detectoren zijn ontwikkelingen, die
voor de nabije toekomst erg interessant zijn en zeker
nog van zich zullen laten horen.
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Summary

Developments in capillary electrophoresis. Voorbij HAM,
Muijselaar PG and Sénger-van de Griend CE. Ned Tijdschr
Klin Chem 2000, 25: 250-254.

This article highlights some developments in the field of capil-
lary electrophoresis (CE). Although the utilisation of CE in clini-
cal chemistry is limited, some applications are already used in
practice. Sensitivity is an important research area and several
strategies such as stacking and different detection principles are
discussed. Miniaturisation of CE hardware to chip size is one of
the most fascinating developments. These chips are used in
combination with all kinds of detectors and separation systems,
including biosensors. The Micellar Electrokinetic Chromatogra-
phy technique combines chromatographic with electrophoretic
principles and offers great flexibility. Chiral CE is used within
e.g. pharmaceutical analysis, research on stereoselective metabo-
lism and forensic analysis.
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