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1. BEVEZETES

Az elmult otven évben kifejlesztett 1j, nagyhatékonysdgiih miiszeres analitikai
eljarasok, mint pl. a tomegspektrometria és a gélelektroforézis, lehetdvé tették a fehérjék
meghatdrozasat ¢és vizsgalatdit. A tomegspektrometridban haszndlatos lagy ionizacids
eljarasok, kiilondsen a matrix-asszisztalt lézer deszorpcid ionizéacid-repiilési 1d6
tomegspektrometria (MALDI-TOF-MS), lehet6vé teszi fehérjék ¢és mas sériilékeny,
nagyméretli biomolekuldk elemzését. Napjainkban a vizsgalatok egyre inkabb €16 szervezetek
teljes fehérjeallomanyanak felderitésére iranyulnak. fgy jott létre az 1990-es években a
proteomika tudomanyaga, amely komplex fehérjeelegyek analizisével foglalkozik.

Ezen 0j tudomanyag kihivasai kozé tartozik a sejtekben talalhatd tobb ezer fehérje
elvalasztasa, ill. az izolalt fehérje elsésorban kvalitativ elemzése. Ezen analizishez fontos volt
talalni olyan eljarasokat, melyek kevés mintat igényelnek, ugyanakkor gyors analizist tesznek
lehetévé. Erre lehet megoldas a peptidtérkép vizsgélat (peptide mapping), azonban a standard
eljaras id6igényes, igy jelenleg is intenziv kutatasok zajlanak ezen peptidtérkép vizsgalat
gyorsitasara.

A peptidtérkép vizsgalatokhoz a MALDI-MS mellett elektroforetikus technikakat (pl.
kapillaris elektroforézis (CE)) is alkalmazhatunk. Ilyenkor a fehérjéknek egy proteolitikus
enzimmel (pl. tripszinnel) torténd bontdsaval kapott peptidelegyet hasznalunk a vizsgalathoz.
Kutatdmunkam soran célunk az volt, hogy a tripszint aktivitasanak megdrzése mellett PDMS
feliileten gyakorlatilag irreverzibilisen megkossiik és igy a kiilonb6z6 fehérjék enzimes

bontasanak folyamatat jelentdsen felgyorsitsuk.



2. IRODALMI ELOZMENYEK
2.1. Peptidtérkép vizsgalatok

Koztudott, hogy a fehérjék 20-féle fehérjeépité aminosavbol felépiild biopolimerek.
Az aminosavak sorrendjét (aminosav szekvenciajat) nevezziikk a fehérjék elsddleges
szerkezetének. Az 1igy kialakult peptidlanc konformaciojat nevezzikk masodlagos
szerkezetnek. A hosszu lancok a térben haromdimenzidos szerkezetet vesznek fel, mely a
fehérje harmadlagos szerkezete, ami alapjan egy fehérje lehet fibrillaris vagy globularis.
Amennyiben tobb alegység is taldlhatdo egy fehérjén beliil, ugy az alegységek egymashoz
viszonyitott helyzete a fehérje negyedleges szerkezete.

Peptidtérkép vizsgalatok soran a fehérjéket specifikus enzimekkel peptidekre hasitjuk.
Ilyen enzimek lehetnek pl. a tripszin, papain, kimotripszin, elasztaz. Az altalunk is hasznalt
tripszin az arginin és a lizin C-terminalis peptidkotéseit hasitja. A hasitas soran kapott
peptidelegyet ezutan elvalaszthatjuk kromatografidsan, elektroforetikus technikakkal vagy
tomegspektrumot is készithetiink bel6le. Ekkor kapjuk a peptidtérképet, amely
ujjlenyomatszeriien jellemzi a fehérjét, igy egy adatbazissal Gsszehasonlitva azonosithatjuk
azonossagon alapuld vizsgalatot tesz lehetdvé.

Az oldatban torténd enzimes emésztés soran az enzimet minden esetben alacsony
koncentracioban kell alkalmazni, hogy ne torténjen onemésztés. Az enzim ugyanis nagyobb
koncentracidban képes 6nmaga emésztésére is. Ennek oka, hogy az enzim nem feltétlenil
csak a mintafehérjével reagal, hanem egy masik enzimmolekulaval is (ami szintén fehérje), és
ennek eredményeképpen Onmagat bontja. Az alacsony enzimkoncentracié azt eredményezi,
hogy az emésztés akar 12 orat is igénybe vehet.

A gyorsasagot jelentdsen lehetne ndvelni az enzim magasabb koncentracioban térténd
alkalmazasaval, ekkor azonban ki kell kiiszobolnlink az 6nemésztést. Ezt megtehetjiik az
enzim immobilizalasaval, ugyanis ha az emésztést csak immobilizalt formaban 1évd enzimek
végzik, ugy az enzimek nem tudnak egymassal reagalni. Fontos azonban, hogy immobilizalt
tripszin hasznalatakor nagy feliilet/térfogat aranyu rendszert hasznaljunk (ilyen pl. a CE, ill. a
mikrofluidikai csipek), igy tudjuk ugyanis biztositani, hogy az oldatban 1évo

fehérjemolekulak tobbsége rovid id6 alatt talalkozzon a feliileten immobilizalt enzimmel.



2.2. A peptidtérkép vizsgalatoknal alkalmazott technikak

A peptidtérkép vizsgalatokhoz a kromatografidss moédszerek mellett egyre inkéabb
kapillaris  zonaelektroforetikus technikakat (CZE) ¢és MALDI tomegspektrometriat
hasznalnak.

A Kapillaris zoénaelektroforézis egy olyan elektroforetikus eljaras, mellyel a
kapillarisba egy zonaban bejuttatott mintakomponenseket tomeg/toltés aranyuk szerint tudjuk
elvalasztani egymastol Un. diszkrét zondkra. Az elektroforetikus elvélasztds menete a
kovetkezd: a kapillarist valamilyen elektrolit oldattal toltjiik meg (altalaban puffer oldat),
majd a minta injektaldsa torténik meg. A puffer oldat biztositja a pH allandosagat, ill. az
elektroforézishez sziikséges elektromos aramvezetést. Ugyanakkor a puffer pH-ja befolyasolja
a mintak toltését. A Kapillaris két végére a puffert tartalmazoé edények keriilnek. Az
elektroforézis elektromos tér hatasara indul meg, melyet a két edénybe meriilé elektrodra
kapcsolt fesziiltség biztosit. A kapillaris falanak szilanolcsoportjainak protonaltsaga hatarozza
meg a feliilet toltését, ami tehat pH fiiggd. Egy hagyoményos kvarckapillaris fala pH=3 felett
negativ toltéssel rendelkezik. Emiatt a puffer oldat pozitiv toltéssel rendelkezd részecskéi a
kapillaris belsdé falanal kettosrétegbe rendezddnek. A hidratalt kationok elektromos térerd
hatasara a katdéd (-) iranyaba mozdulnak el, ez pedig az egész puffer oldat 4dramlasat
eredményezi. Ezt a jelenséget nevezziik elektroozmotikus dramlasnak (EOF), ami a leirtak
miatt katod irdnyld. A mintakomponensek aramldsi sebessége a sajat elektroforetikus
vandorlasi sebességiik és az EOF aramlési sebességének vektoridlis 0sszege. Belathatd, hogy
a kationok az EOF-nél nagyobb sebességgel, a semleges komponensek az EOF sebességével
mozognak, mig az anionos komponensek csak akkor detektalhatok, ha elektroforetikus
vandorlasi sebességiik kisebb, mint az EOF sebessége.

A MALDI-TOF-MS olyan lagy ionforrassal felszerelt tomegspektrométer, mely
alkalmas a makromolekulak (pl. fehérjék) mellett kisebb komponensek (pl. peptidek)
molekulatomegének nagy pontossagi meghatarozasara. A MALDI mintatartd lemezére
oldatban vissziik fel a minta és a matrixvegyiilet keverékét, majd az oldészer elparolgasat
kovetden tudjuk ionizalni a mintat. Ennek sordn egy nagy energidju lézerrel sugarozzuk be
azt. A matrix nagy elnyeléssel rendelkezik a sugarforrds hulldimhosszan, igy elnyeli annak
energiajat, ennek hatdsara a minta deszorbedlodik a mintatartorol, majd a gerjesztett
matrixmolekulék ionizaljak a minta molekulait.

A MALDI ionforrasok jellemzdéen TOF analizatorral miikodnek, azaz a minta

ionizalasat, és fesziiltséggel torténd gyorsitasat kovetden egy vakuum alatt all6 repiilési csébe



jutnak a molekuldk. A repiilési idot egyértelmiien hozzarendelhetjiik egy tomeg/toltés
értekhez, igy nyerjik a tomegspektrumot. A MALDI rendelkezik azon elényos
tulajdonsaggal, hogy nem jellemzd ra a sokszorosan toltott részecskék kialakuldsa, sot,
gyakran csak egyszeres pozitiv toltésii részecskék keletkeznek, igy jo esély van arra, hogy a
kapott legnagyobb m/z érték a molekulacsucs (amennyiben nincs fragmentacio). Alkalmazasa
kifejezetten elényds nagyméretli biomolekuldk tomeganalizisénél, ugyanis ezen molekuldk
gyakran fragmentalodnak, igy mas ionforrasok alkalmazasa a minta nagymértékii roncsolasat

eredményezi, ami miatt nehezebb lenne a molekulatomeg meghatarozasa.



2.3. On-line fehérjeemészto rendszerek

Az on-line fehérjeemésztd rendszerek jellemzdje, hogy a fehérje emésztése nem egy
kiilon oldatban, hanem a peptidtérkép készitése elétt kozvetleniil torténik az adott
rendszerben, pl. CZE peptidtérkép esetén az injektalas utan a szeparacios kapillaris belsejében
megy végbe a minta emésztése.

Enzimet immobilizalni alapvetden kétféle moddon lehet: kovalens kotéssel vagy
adszorpcioval. Leirtak L-1-tozilamido-2-feniletil klormetil keton-tripszin (TPCK-tripszin), ill.
pepszin A kovalens kotését kvarckapillaris belsé faldhoz'. A kovalens kotés megvalositisa
azonban vegyszerigényes, bonyolult folyamat, 1étrehozasahoz a feliilet kezelése és egyéb
segédanyagok sziikségesek, amik novelik az eléallitas koltségeit.

Adszorpcidval torténé immobilizélasra kiilonosen alkalmas a poli-vinilidénfluorid
(PVDF) membran, amibl tobbfajta elrendezésii enzimreaktort is kifejlesztettek®®, kozos
jellemzoéjik, hogy a PVDF membran egy csatorna vagy kapillaris belsejében (azzal
parhuzamosan vagy arra merdlegesen fut) taldlhatdé meg, amelyre adszorbealddik a tripszin
(adszorpcids kapacitas: ~200 pg/cm?®). Az igy kialakitott rendszer kevéssé vegyszerigényes,
am problémas a membran elhelyezése, ill. probléma lehet a nem megfeleld csatlakoztatasok
kikiiszobolése a merdleges elrendezésnél (1. abra).

Tovabbi szamos példa taldlhatd a szakirodalomban fehérjék immobilizalasara, pl.
bevonhatjuk a kapillarist polimerrel, amihez kovalens moédon kapcsolhaté a tripszin®, leirtak
az enzim polidimetilsziloxan (PDMS) mikrocsiphez®, ill. 3-féle (epoxi, karbonildiimidazol,
etiléndiamin) monolitikus lemezhez torténd kovalens kapcsolésétG. Adszorpcidt végeztek
polisztirénszulfonaton’, ill. karbonilezett PDMS feliileten®. A feliilet toltésétél fiiggben az
adszorpcid hajtoereje hidrofob-hidrofob vagy elektrosztatikus kdlesonhatas. Egészen kiilonos
immobilizalasi kisérletek 1s akadnak, a tripszint szol-gél matrixba lehet zarni CE
kapillarisban®, ill. pipettahegy szilikagél toltetének feliiletét is vontak mar be tripszinnel'®. A
leirt rendszerek mindegyike 15 perc alatt képes fehérjebontast végezni, és a reaktorok
élettartama is kivalo (1-2 honapig nem veszit aktivitdsdbdl az enzim).

Azonban ezen immobilizalt enzimreaktorokra jellemzd, hogy kovalens kotés esetén az
immobilizalas vegyszerigényes, adszorpcid esetén pedig problémas az adszorbens megfeleld
elrendezése miatt. Célunk egy olyan reaktor megalkotdsa, mely kialakitdsa nem

vegyszerigényes, ugyanakkor az adszorbensnél sem jelentkeznek az emlitett problémak.
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Kiilonbozé elrendezésti PVDF membran adszorbenst tartalmazd immobilizdlt
enzimreaktorok.??



2.4. PDMS, mint adszorbens és mikrofluidikai csipek anyaga

A polidimetilsziloxdn a leggyakrabban hasznalt sziliciumalapi polimer. Elényos
tulajdonsaga, hogy optikailag attetszd, nem gyulékony, biokompaktibilis, rugalmas és olcso.
Alkalmazésa kiterjed mindennapi életiink szamos teriiletére, felhaszndljak implantatumok,
kontaktlencsék alapanyagaként, de el6fordulhat a samponunkban is, ill. ételeinkben.

A polimer térhaldsodasat kovetden annak feliilete igen hidrofob, ennek kdvetkezménye,
hogy szamos szerves makromolekula kivaléan adszorbealddik ra. Az adszorpeié mértéke igen
jelentés (a szem csarnokvizében 1évé fehérje adszorpciojaval magyarazhatd a kontaktlencse
homalyossaga is, amennyiben nem tisztitjuk megfeleléen). Mikrofluidikai csipekben
igyeksziink elkeriilni az adszorpciot, mivel ez a csatorna falanak feliileti toltését valtoztatja,
ami csokkenti a mérések reprodukalhatosagat. Emiatt tobb cikk foglalkozik makromolekulak,
killsndsen fehérjék PDMS feliiletén valo nem-specifikus adszorpcidjanak lekiizdésével 412,

A PDMS-rdl elmondhat6, hogy mivel attetszd, olcsod, veszélytelen, és rugalmas, ezért
tobben hasznaljadk mikrofluidikai csipek alapanyagaként. A csipek csatornai magas
feliilet/térfogat arannyal rendelkeznek, ami alkalmassa teszi on-line enzimreaktorként vald
felhasznalasra. A leirtak alapjan a PDMS mikrofluidikai csipeket megfelelonek talaltuk arra,
hogy adszorpcio révén immobilizaljunk tripszint, magas feliilet/térfogatarannyal rendelkezd
rendszerben.

On-line enzimreaktort alakithatunk ki hagyomanyos CE kapillarisban is, amennyiben
bevonjuk a kapillaris belsd feliiletét igen vékony PDMS réteggel. A PDMS-t hexanban
szuszpendalva tudunk igen vékony PDMS rétegeket kialakitani feliileteken™. Ezt a
szuszpenziot aramoltatva a kapillarisban be tudjuk vonni annak belsé feliiletét vékony PDMS
réteggel. Az ilyen PDMS-sel bevont kapillaris pedig szintén haszndlhatdé a magas

feliilet/térfogat arany miatt reaktorként.



2.5. Fehérjék immobilizalasa

Fehérjék immobilizalasa soran a fehérjéket valamilyen szilard feliilethez rogzitjiik
kovalens kotéssel, vagy adszorpcioval. Ennek soran azonban olyan valtozasok torténhetnek a
fehérje szerkezetében, mely soran az elveszitheti aktivitdsat. Kovalens kotés kialakitasanal
altalaban azt kell szem el6tt tartani, hogy a fehérje aktiv centrumat ne érintse a kotés, mig

A PDMS feliileten az adszorpcio és a fehérjeatrendezodés egyidejileg jatszodik le.
Atrendez6dés soran a fehérjék térszerkezete meghajlik, megnyulik, szétteriil. Ezen
folyamatok hajtoereje a hidrofob-hidroféb kolcsonhatasok a PDMS feliilettel. Amennyiben
adszorpcidoval immobilizdlunk fehérjét (enzimet), ugy fontos a fehérjeatrendezddés
visszaszoritasa az aktivitas megorzése érdekében. Az adszorpcionak kedvezd koriilmények a
magas fehérje koncentréacio, ill. a kozeg pH-janak izoelektromos pont kériili értéken tartéasa®>.

Erdekes megjegyezni, hogy némely fehérje (pl. mioglobin) feliileten vald
atrendezdédését spektrofotometridval is lehet Vizsgélni16. Eszerint a mioglobin esetében az UV

spektrum megvaltozasat eredményezi a konformacids atrendezddés.
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3. KISERLETI KORULMENYEK
3.1. Felhasznalt vegyszerek

Proteolitikus enzimként kisérleteimben tripszint (Sigma Aldrich) alkalmazunk. Az off-
line fehérje bontas soran lizozim mintdt emésztettiink, az emésztéshez trifluorecetsavat
(TFA), 14-ditiotreitolt (DTT), jodecetsavat (IAA), ammoénium-hidrogén-karbonatot, ill.
hangyasavat alkalmaztunk (valamennyi VWR termék).

A tripszin aktivitasanak vizsgalatdhoz az S-2222 (Fermentas) kromogén szubsztratot a
DEOEC Biokémiai Intézetétol kaptuk.

A PDMS csipek eloallitdsa soran a nyers PDMS-t térhalosito adaldkkal (Sylgard 184,
Dow Corning, Midland, MI) 10:1 aranyban elegyitjiik, majd ebb6l 70 °C-on 1 o6ra alatt

nyerjiik a megszilardult polimert.
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3.2. Késziilékek

Atomer6 mikroszkoppal végzett méréseimhez egy Veeco diCaliber tipust késziiléket
hasznaltam (2. abra). Az AFM nagy felbontasu, letapogatdson alapuldé mikroszkopiai
modszer. Egy konzol végén talalhato kis ti segitségével tapogatja le a felszint, ugy, hogy
amennyiben a ti a feliilethez kozel ér, ugy a konzol enyhén meghajlik. Ekkor a ti
felemelkedik, ¢és a kovetkezo pontot kezdi el letapogatni. A folyamat eredményeképp a feliilet

morfologidjarol nyeriink nagy felbontasu képet.

2. abra
Veeco diCaliber AFM késziilék.

A feliileten végbemend folyamatokat feliileti plazmon rezonancia spektroszkdpiaval
(SPR) lehet Vizsgélnil7. A feliileti plazmon, mint az adott fémszenzor (4ltaldban arany)
feliiletével parhuzamosan terjedd elektroméagneses hullam igen érzékeny a feliilet
valtozasaira. A szenzort vékony (<100 nm) PDMS réteggel bevonva tudunk rajta adszorpciot
vizsgalni. Kisérleteimet egy Thermo Electron Corporation (Waltham, MA, USA) altal
gyartott NicoletTM 6700 FT-IR spektroszkopon végeztem, melyhez egy SPRTM 100 modul
volt kapcsolva.

Tovabbi méréseimhez Hewlett Packard 8453 tipusu spektrofotométert, Hewlett Packard
°CE tipusu kapillaris elektroforézis késziiléket (3. abra), ill. Bruker Biflex 11l MALDI-TOF

tomegspektrométert hasznaltam.
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3. dbra
Hewlett Packard *°CE tipusii kapillaris elektroforézis késziilék.
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3.3. On-line CE enzimreaktor készitése

Az altalunk megtervezett rendszerben egy szeparacidos CE kvarckapillaris els6 néhany
cm-es szakasza szolgal reaktorként. A reaktor kialakitasakor a kovetkezOk szerint jarunk el: a
kapillarist 5 percig NaOH-dal, majd 5 percig vizzel 6blitem, majd 1 m/m%-os hexéanos
PDMS: térhalosité anyag (10:1) szuszpenziot aramoltatok a kapillarison 5 percen keresztiil,
50 mbar nyomassal. Ezutan levegdvel oblitem a kapillarist 5 percig, majd 1 6ran at 70 °C-0s
kemencébe helyezem.

Ezutan a kapillaris elsd részébe 0,1 mol/dm? tripszin oldatot injektalok (az altalam
hasznalt 37 cm hosszl kapillarisnal ez az injektalds 50 mbar alkalmazésat jelentette 50 sec-
ig), majd ezt hagyom dallni 5 percig. Ezutdn az oldatban 1évd tripszint eltavolitom a
kapillarisbol forditott nyomés alkalmazasaval, és még 10 percig mosom a kapillarist vizzel,
50 mbar nyomason. Az igy nyert Kkapillaris bemeneti ~6 cm-es szakasza tartalmaz
immobilizalt tripszint, a szubsztrat/fehérje injektalasa igy ide torténhet, majd 5 perc allast

kovetden ismételt nyomas alkalmazasaval detektalhato a termek.

PDMS oldat
—»

—)

tripszin
[ 0 |
D

mosas

szubsztrat

L L 0 |
D

nyomas

4. dbra
Az immobilizalt tripszint tartalmazo kapillaris (on-line enzimreaktor) kialakitdsdanak
sematikus dbrdja.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
4.1. Peptidtérkép készitése off-line emésztést kovetoen

Lizozim peptidtérkép Vizsgélatéhoz annak off-line emésztését Végeztem el. Ennek
Ennek 10 pl-es részletéhez 30 pl 8 mol/dm® karbamid oldatot adtam, majd az oldatot 30
percig hagytam 4llni szobahémérsékleten. Ezutan 4 pl 100 mmol/dm® DTT oldatot adtam
hozza, ezutan 1 oraig inkubaltam az elegyet 37 °C-on. A kovetkezd 1épésben 4 ul 200
mmol/dm® IAA oldatot adtam a rendszerhez, majd 45 percig sotétben allt. Az igy kapott
elegyhez 200 ul 25 mmol/dm® NH,HCO; oldatot adtam, Végiil tripszin 0,5 mg/ml
zajlott le 37 °C-on. A reakci6 ledllitasdhoz 25 pl 1%-os hangyasavoldat hasznélhatd. Az
emésztés soran haszndlatos segéganyagoknak a diszulfidhidak redukéldsaban, a fehérje
térszerkezetének bontasaban, ill. az enzim optimalis miikkodésében van szerepe.

Az igy kapott peptidelegyb6l MALDI-TOF ¢s CZE segitségével készitettem
peptidtérképet. Az igy kapott peptidtérképbdl a fehérje azonositdsa szamitégépes adatbazis

alapjan torténhet.
DAD1 D, Sig=200,16 Ret=off (BRIGIT TA\TEMO105.0)

_: MMM

15 35 min

*DAD1 D, Sig=200,16 Ref=off (TEMOZO7Y003-0101.0)

T

15 min®

"DAD1 D, $ig=200,16 Ref=off (TEMOZO7Y003-0102.0)

mAU
15
10
L)
. N —

25 30 35 min®

5. abra
CZE elektroferogram a lizozim off-line emésztését kovetden.
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4.2. Tripszin adszorpcioja PDMS feliileten

Az els6 1épés az enzimreaktor elkészitéséhez a tripszin adszorpcidjanak vizsgalata. Ez
egyben a legsarkalatosabb kérdés is, hiszen a tripszinnek nem szabad oldatba keriilnie
adszorpcid utéan a feliiletrdl, azaz az adszorpcionak gyakorlatilag irreverzibilisnek kell lennie.

Els6 kisérletiinkben vékony (~1 mm vastag) PDMS lapkat készitettiink, amit tripszin
oldatba meritve eldkezeltiink, majd alaposan vizzel ledblitettiik. Az igy nyert tripszin boritast

PDMS lapkardl atomerd mikroszkoppal (AFM) készitettiink felvételeket.

6,4 nm
4,0

23,1 nm
15,0
10,0
5,0
0,0

2,0

0,0

23 nm
23 nm

0nm

y: 10,0 pm ¥: 10,0 pm
7. abra
AFM felvételek egy tiszta, ill. egy tripszin oldatba meritett és alaposan lecblitett PDMS
lapkarol.

Az adszorpcid folyamatdnak valos ideji tanulmanyozéasat SPR segitségével végeztem.
Az SPR szenzort spincoater segitségével tudom 100 nm-nél véknyabb PDMS réteggel
bevonni. Ekkor 0,2 m/m% PDMS-t tartalmaz6 hexanos szuszpenzidt cseppentve a szenzorra
oszlatom el a PDMS-t egyenletesen az arany felszinén.
feliilet folott, ugy a telités mas értékeknél kovetkezik be (8. abra). Ez a mar emlitett
fehérjeatrendezddési  folyamatok miatt kovetkezik be, tovabbad ez alapjan tudtuk
atrendez6dés visszaszoritdsdhoz. FElképzelhetd tovabba, hogy a gorbéken talalhatod
toréspontok is az atrendezddés miatt jelentkeznek, am ennek tisztdzdsdra még egyéb

méréseket kell folytatnunk.
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Amennyiben a tripszin injektalasa és a feliilet telitése utan vizet aramoltatunk a PDMS
feliiletén, ugy lathatd, hogy még tobb mint 10 perc utdn sincs szamottevd csokkenés a
feliileten kotott tripszin mennyiségében (9. abra). Erre alapozva mondhatjuk, hogy a tripszin
gyakorlatilag irreverzibilisen kotddik a PDMS feliiletéhez, igy amennyiben meg0rzi

aktivitasat, hasznalhaté immobilizalt enzimreaktorban.

1d6 (perc)
200 12.00
8830.0

tripszin

0.1 mg/ml

ek 0.02 mg/ml

89300

0.004 mg/ml

8980.0

Hullamszam (cm ')

0.0008 mg/ml

9030.0 1% etanol

90800 4

8. abra
Kiilonbozd koncentrdcioju tripszin oldatok injektdalasa PDMS-sel bevont SPR szenzorra.
1d6 (perc)
0.00 200 400 600 800 10.00 12.00 1400 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00
8.84E+03 1 1 1 1 1 1 1 1 i 1 1 1
8.89E+03
€ 8.94E+03 -
E . .
g Tripszin
£ 8.99E+03
5
E
= 9.04E+03 - :
1% EtOH |
9.09E+03 - ;
viz | minta | viz
9. abra

A tripszin injektdlasa utani hosszas mosogatas hatasa.
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4.3. Tripszin aktivitasanak vizsgalata

Tripszin aktivitasat egyszertien lehet vizsgéalni valamilyen kromogén szubsztrat
segitségével, amikor a tripszin hatdsara a szubsztratbol az oldat szinvaltozasat okozé anyag
szabadul fel. llyen az S-2222 nevii kromogén szubsztrat, amely az alabbi reakciot szenvedi el

tripszin hatasara:

i tripszin
N—lle—Glu—Gly—Arg @-No, —— HzN‘O—NOz
S-2222 4-nitroaniline

' 1

n—lle—Glu—G!y—Afg OH

Tripszin hatasara az S-2222 kromogén siSI;:ZZ;:thél p-nitroanilin szabadul fel, amitél az
oldat sarga sziniivé valik.

A reakciot spektrofotométerrel kovetve azt tapasztaljuk, hogy a szubsztratnak és a
terméknek mas hullamhosszon van elnyelési maximuma (11. 4bra). Sajat rendszeriink
modellezéseként egy kiivetta belsd feliiletét vontam be vékony PDMS réteggel (hexanos
szuszpenzio segitségével), majd tripszin oldattal toltdttem meg. Ezutdn minden oldatban 1évo
tripszint eltavolitottam a kiivetta kitiritésével, majd hosszas vizes oblitésével. A kovetkezo
1épésben pufferrel (Tris, pH=7,8) t6ltottem meg a kiivettat, és ehhez adtam hozza az S-2222
szubsztratot. A lépésenként felvett spektrumokbol (12. édbra) kitlinik, hogy az &talakulas
megtortént, hiszen a terméknek megfeleld adszorpciés maximum adodott. Az atalakulas

crer

oldattal végezziik.
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Szubsztrat

Abs 0,07 -
Ay

Puffer

200 250 300 350 400 450 500

Hullamhossz (nm)

11. dbra
Az S-2222 kromogén szubsztrat bomlasanak kévetése spektrofotometridasan.

Wl 1, 1 mg/ml tripszin
i 2, szabad tripszint eltavolitva
0.25 3. puffer
4, szubsztrat
0,20
380 nm
Abs 015 !
AU i
3 i
0,10 i
0,05 2 \ i
\\\ ) o
0,00 ?
200 250 300 350 400 450 500

Hullamhossz (nm)

12. abra
A PDMS feliiletére adszorbedlodott tripszin aktivitisanak vizsgalata: a PDMS-sel bevont
kiivettat megtéltottem 1 mg/ml tripszin oldattal (1), majd a szabad tripszint eltavolitottam (2),
Tris pufferrel toltéttem meg a kiivettat (3), majd az S-2222 szubsztratot adtam hozza (4).
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— 0 min
— 1min
=2.5min
— 5 min
— 8 min
— 60 min

0.1

Abs
(AU) 0,06

250 270 290 310 330 350 370 390 410 430 450

Hullamhossz
(nm)

Az S-2222 szubsztrdt dtalakuldsa a PDMS;ZZ'ZZZn megkotddott tripszin hatdsara, 0,1 ug/ml
kiindulasi tripszin oldatbol végezve az adszorbedlast.

A szabad tripszin eltavolitasanak sikerességét kontrollméréssel ellendriztem (14. abra).

Ekkor az Oblitésre hasznalt vizhez adtam a szubsztratot, igy amennyiben még maradt az

oldatban szabad tripszin, ugy annak el kell, hogy végezze a szubsztrat emésztését. A

szubsztrat hozzdadasa utan kozvetleniil és az 1 odraval késobb felvett spektrumok kozti

kiilonbség minimalis.

1,60E-01

40E-01

20€ .01

Abs 8.00E-02
(AD)

1 ora elteltével

Szubsztrat
hozzaadasakor

290 240 390 440 490
Hullamhossz
(nm)

14. abra
Szabad tripszin tartalom kontrollvizsgalata.

Mivel a tripszin megQrizte aktivitdsat a PDMS feliiletén, a megalkotott immobilizalasi

technika alkalmazhato enzimreaktorokban.
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4.4. Az on-line enzimreaktor miikodése

Az on-line enzimreaktor kialakitdsat mar bemutattam a 3.3 fejezetben. A leirt moédon a
kapillarisban adszorbedlt tripszin aktivitdsat a mar emlitett S-2222 kromogén szubsztrat
felhasznalasaval vizsgaltam. Egy tripszinmentes és egy tripszint tartalmazo kapillarisba
injektaltam a szubsztratot, majd 5 perc varakozas utdn nyomads segitségével az oldatot a
kapillaris masik végéhez kozel elhelyezett detektorhoz aramoltattuk. Az igy kapott csucs
spektrumat vizsgalva megallapitottuk, hogy teljesen atalakult a szubsztrdt az immobilizalt

tripszint tartalmazo6 kapillarisban.

300 25 4
250 20 -
200
- - 15 4
Tripszin Abe 1% Abs
- P (mAU) (mAU) d
nélkiil - 19
51
0 0 T T Y
0 4 6 s 10 250 300 350 400 450
Ido (min) Hullimhossz (nm)
120 25 -
100 20
.. 15
Tripszin Abe 6 abs
. ey - (mAU) (mAU)
immobilizalva 10
5
0 + . ; . :
4 8 1 250 300 350 400 450
Ido (min) Hullamhozsz (nm)
15. abra

A szubsztrat injektaldsa tripszin nélkiili és tripszint tartalmazo kiivettaba (CE késziilék).
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5. OSSZEFOGLALAS

Egy 1), egyszert tripszin immobilizalasi eljarast sikeriilt kidolgoznom fehérjetérkép
vizsgalatokhoz. Atomerd mikroszkopids, feliileti plazmon rezonancias és spektrofotometrias
vizsgalatokkal igazoltam, hogy a tripszin a hidroféob és porézus PDMS feliiletére
gyakorlatilag irreverzibilisen adszorbealddik. Az S-2222 kromogén szubsztrat segitségével
bebizonyitottam, hogy a tripszin a PDMS feliileten megkotve is megbrzi aktivitasat.

Ezeket az eredményeket felhaszndlva egy olyan immobilizalt enzimreaktort
alakitottam ki, amely csupan nanoliternyi térfogati mintamennyiséget (fehérjét) igényel és
rovid id6 alatt végez emésztést. Mivel az altalunk hasznalt szubsztratot sikeriilt 5 perc alatt
bontani az immobilizalt tripszint is tartalmazo (PDMS-el bevont) szeparaciés kapillarisban,
ezért valdszinlileg fehérjéket is rovid id6 alatt tudunk bontani a kapillarisban immobilizalt
enzim segitségével. Ennek gyakorlati megvaldsitasa jovobeli terveink kozé tartozik, mint
ahogy az emésztés soran kapott peptidelegy elektroforetikus elvalasztasa és a peptidtérkép
elkészitése is.

A PDMS-sel bevont CE kapillarisokban végrehajtott emésztéses kisérletek mellett a
jovOben szeretnénk az immobilizalasi eljarast mikrofluidikai csipekben is alkalmazni. Mivel a
kutatocsoportunkban eldallitott mikrofluidikai csipek alapanyaga PDMS, igy az enzimreaktor
kialakitasa az ilyen mikrocsipekben kézenfekvd. A mikrofluidikai csipeket MALDI-MS-hez
kapcsolva szeretnénk peptidtérképek felvételét elkésziteni, igy a csipben torténd emésztést
kovetden a peptidelegy kozvetlenlil a MALDI mintatartd lemezére keriilne. Tovabbi elénye
ennek a technikanak a mikrofluidikai csipek valtozatos mintazata, ami miatt egyidejiileg tobb
minta emésztése is lehetséges, jelentdsen gyorsitva az elemzési sebességet.

Eredményeim egy részét tudomanyos ké‘)zleményben18 is kozre adtuk.
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