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1. Bevezetés

Az elmualt évtizedekben a miniatiirizaldsi trendek forradalmasitottdk a
szamitastechnikai eszkozeinket, azonban ezek a torekvések a tudomany mas teriiletein is jelen
vannak. Igy alakult ki a mikrofluidika tudomanyteriilete, mely az utobbi idében egyre
jelent6sebbé valt az analitikai kémian beliil. A mikrofluidikai eszk6zok (lab-on-a-chipek vagy
mikrofluidikai csipek) alkalmazasanak szamos elénye van, pl. hogy ezen eszkdzok kicsik,
eléallitasuk olcso €s kis térfogati folyadékokkal dolgoznak, emellett a mikrofluidikai csipek
kis atmér6jii csatornai lehetévé teszik kiilonboz6 elektroforetikus technikak alkalmazasat (pl.
zonaelektroforézis, elektrokromatografia). Mikroreaktorok kialakitasa is lehetséges ezen
eszkdzokben, hiszen szdmos modon lehet nagy feliilet/térfogat aranyt a szilard feliilet és az
aramoltatott folyadék fazisa kozott elérni (pl. toltetek, membranok, szol-gél matrixok
alkalmazasaval).

Az 1990-es években jott létre a proteomika tudomanyteriilete, mely komplex
fehérjeelegyek analizisével foglalkozik. Ezen uj tudomanydg kihivasai kozé tartozik a
sejtekben talalhato tobb ezer fehérje elvalasztasa, ill. az izolalt fehérje elsdsorban kvalitativ
elemzése. Ezen analizishez fontos volt taldlni olyan eljarasokat, melyek kevés mintat
igényelnek, ugyanakkor gyors analizist tesznek lehetdvé. Erre lehet megoldés a peptidtérkép
vizsgalat (peptide mapping), azonban a standard eljaras idéigényes (12 ora), igy jelenleg is
intenziv kutatasok zajlanak ezen peptidtérkép vizsgalat gyorsitasara.

A peptidtérkép vizsgalat fehérjék dsszehasonlitason alapuld kvalitativ meghatarozasat
teszi lehetové. A klasszikus eljaras szerint a fehérjéket eldszor valamilyen kémiai reagenssel
vagy enzimmel (pl. tripszinnel) peptid fragmensekre hasitjuk. Az altalunk is hasznalt tripszin
egy olyan proteolitikus enzim, mely a fehérjéket a benniik taldlhaté lizin és arginin
aminosavaknal specifikusan hasitja. A hosszi reakcioidé oka, hogy csak alacsony
koncentracioban lehet alkalmazni, ugyanis nagyobb koncentracidban szamolni kell
onemésztéssel. A keletkez6 peptidelegybdl elkészitjiik a peptidtérképet. Erre leggyakrabban
tomegspektrometriat (MS) vagy kapillaris elektroforézist (CE) hasznalunk. A peptidtérképek
az emésztett fehérjét ujjlenyomatszertien jellemzik, igy 0sszehasonlitas utan azonosithatjuk a
mintat.

A fent emlitett trendeknek megfeleléen az analitikai modszerek fejlesztése arra
iranyul, hogy minél tobb mintat, minél révidebb id§ alatt tudjunk elemezni. gy célkitiizéseim
kozt az az elvaras fogalmazodott meg, hogy egy olyan mikroreaktort készitsek, amelyet

hatékonyan lehet fehérjék emésztésére hasznalni peptidtérkép vizsgalatokhoz, azaz az



emésztés idotartama jelentdsen rovidiiljon le a fent emlitetthez képest. Erre a célra altalaban
immobilizalt enzimeket (esetiinkben tripszint) hasznalnak.

Immobilizalas soran a tripszint valamilyen szilard feliilleten rogzitjik. A feliileten
megkotott tripszint nagy feliileti koncentracioban hasznalhatjuk anélkiil, hogy Onemésztés
jatszodna le. Igy egy nagy feliilet/térfogat arannyal rendelkez6 mikroreaktorban alkalmazva a
reakcioidd nagysagrendekkel csokkenhet. A rogzitést tobbféleképpen érhetjik el, de a
leggyakrabban hasznalt technikdk az adszorpcid, a kovalens rogzités, ill. a bioaffinitason
alapuld rogzités. Kutatomunkam sordn az immobilizalt tripszines mikroreaktorok
kialakitdsanal adszorpcion ¢és kovalens kotésen alapuldé immobilizalasi technikakat

alkalmaztam.



2. Irodalmi el6zmények
2.1. Peptidtérkép vizsgalat

Koztudott, hogy a fehérjék 20-féle fehérjeépitdé aminosavbol felépiild biopolimerek.
Az aminosavak sorrendjét (aminosav szekvenciajat) nevezziik a fehérjék elsédleges
szerkezetének. Az 1igy kialakult peptidlanc konformacidjat nevezzik masodlagos
szerkezetnek. A hosszu lancok a térben haromdimenzids szerkezetet vesznek fel, mely a
fehérje harmadlagos szerkezete, ami alapjan egy fehérje lehet fibrillaris vagy globularis.
Amennyiben tobb alegység is talalhatdo egy fehérjén beliil, gy az alegységek egymashoz
viszonyitott helyzete a fehérje negyedleges szerkezete.

A peptidtérkép vizsgalat egy olyan Osszehasonlitason alapuld teszt, mellyel fehérjék
azonositasat lehet elvégezni. Az eljaras soran kémiai reagenssel vagy enzimmel peptid
fragmensekre hasitjuk a fehérjét, majd a keletkezd peptideket elvalasztjuk egymastol és
detektaljuk Oket. Ez torténhet lagy ionizacids technikaju tomegspektrometriaval (els6sorban
matrix-asszisztalt 1ézer deszorpcids, ionizacids, repiilési 1d6 mérésén alapuld
tomegspektrometria (MALDI-TOF-MS) vagy elektrospray ionizacidés tomegspektrometria
(ESI-MS)) vagy Kkapillaris elektroforézissel. Az igy nyert tomegspektrum vagy
elektroferogram maga a peptidtérkép, amely a kiindulasi fehérjét ujjlenyomatszeriien jellemzi.
Az Osszehasonlitdson alapuld azonositas azt jelenti, hogy a fehérjemintdkat azonos
koriilmények kozott emésztik. Az igy kapott peptidtérképek egyezése azt jelenti, hogy a
kiinduléasi fehérjék azonosak. Az eljaras nagy teljesitoképességét mutatja, hogy akar egy
aminosavnyi eltérést is ki lehet vele mutatni. Alkalmazasa tilmutat a fehérjeazonositason,
hiszen olyan kiilonbségeket is detektalhatunk, ami a fehérje szerkezetének megvaltozasat, pl.
poszttranszlacidos modositast jelenthet. Az efféle modositasok tanulmanyozasat hasznalja ki az
orvostudomany, mivel egy-egy fehérje modosulat betegségek indikatora lehet vagy jelentheti
a szervezet valaszat egy gyogyszeres kezelésrelt23],

A fehérjemintak elékezelése. A megfelelden tisztitott fehérjemintdk eldkezelése azt a
célt szolgalja, hogy az emésztés minél hatékonyabb legyen. Elsé lépésben egy kaotrop
anyagot, pl. karbamidot adunk a fehérjeoldathoz (tipikusan 8 M karbamid). Ennek hatasara a
fehérjemolekula kitekeredik, denaturalédik. Annak érdekében, hogy az enzim az Osszes
hasitasi helyhez hozzéaférjen, sziikséges lehet a diszulfidhidak redukaladsa és alkilezése,

amikhez ditiotreitolt (DTT) és jodacetamidot (IAA) hasznalunk™.



Oldatban emésztés koriilményei. Egy fehérjeemésztési reakciot, csaklgy, mint
barmely mas kémiai reakciot, olyan tényezOk befolyasolnak, mint a pH, hémérséklet,

reakcioidd, ill. az emésztést végzo reagens mennyisége.

1. tablazat: Leggyakoribb peptidkdtést hasito reagensek. (41

Tipus Reagens Specificitas
£ Tripszin (EC 3.4.21.4) Arg és Lys C-termindlisa
N Kimotripszin (EC 3.4.21.1) Hidroféb aminosavak C-termindlisa
- Pepszin (EC 3.4.23.1és 2) Nem specifikus emésztés
s 2 |Brédmcian Met C-termindlisa
g gp 2-nitro-5-tiocianato benzoesav Cys N-terminalisa
¥ ¢ |2-jédozo benzoesav Trp és Tyr C-terminalisa

A reakciokozeg pH-jat érdemes az alkalmazott enzim pH optimumara allitani. Ez az
altalunk is hasznalt tripszin esetében 8,0-as pH-t jelent. Az elegyet a reakci6 ideje alatt 37 °C-
on termosztaljuk. A reakcididd viszonylag széles skdldn véltakozhat (2-30 ora). Ezt az
emésztett fehérje szerkezetének stabilitdsa hatarozza meg, leggyakrabban 12 vagy 16 oraig
torténik az emésztés, ezutan a reakcidt savanyitassal lehet leallitanil®.

A teljes emésztés tehat iddigényes, ennek oka, hogy a hasitast végzd reagens
mennyiségét minimalizalni kell, hogy ne befolyasolja a peptidtérkép mintazatat. (Nagyobb
tripszin  koncentrdcio esetén a tripszin Onemésztésébdl szdrmazd peptidek is
megjelenhetnének a peptidtérképen.) A fehérje:tripszin arany altalaban 50:1, de ettdl eltéréen
mozoghat szélesebb skalan: 20:1-200:1.

A gyorsasagot jelentsen lehetne ndvelni a tripszin magasabb koncentracioban torténd
alkalmazaséaval, ekkor azonban ki kell kiiszobolnlink az Onemésztést. Ezt megtehetjiik a
tripszin immobilizalasaval, ugyanis ha az emésztést helyhez kotott formaban 1évo tripszin
végzi, gy az nem tudja onmagat emészteni (nem fér hozza a szomszédos molekulahoz).
Fontos azonban, hogy immobilizalt tripszin hasznalatakor nagy feliilet/térfogat aranyu
rendszert hasznaljunk (ilyenek pl. a kis bels6é atmér6jii kapillarisok, ill. a mikrofluidikai
csipek), igy tudjuk ugyanis biztositani, hogy az oldatban 1évé fehérjemolekulak tobbsége
rovid idé alatt talalkozzon a feliileten immobilizalt enzimmel!®®7),

A peptidek elvalasztasara alkalmazott legfontosabb technikak: forditott fazist
nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (RP-HPLC), ioncserés kromatografia (IEC),
hidrofob kolecsonhatdsu  kromatografia (HIC), poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE),

natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE), kapillaris elektroforézis



(CE). Munkam soran a felsorolt elvalasztastechnikai modszerek koziil kapillaris
elektroforézist alkalmaztam (kapillaris zonaelektroforézis — CZE) fotometrias detektalassal.

A peptidek detektalasa lagy ionizacids technikaji tomegspektrometriaval is lehetséges.
Ide tartozik a MALDI-TOF-MS, ill. az ESI-MS. Ezeket a technikakat alkalmazhatjuk a
peptidek elvalasztdsa nélkiil, igy a tomegspektrumon az 0Osszes peptidfragmens ©Onalld
cstcsként jelentkezik, vagy elvalasztastechnikahoz kapcsolva (2. dimenzidként, pl. CE-MS),
amivel az egyes csucsokhoz tartozo fragmentacids tomegspektrumok felvételével a csticshoz
tartozo peptidet azonosithatjuk. Elvalasztastechnika — MS kapcsolasnal azonban szamolni kell

a felbontas csokkenésével, ill. higulassal.



2.2. Fehérjék immobilizalasi lehetoségei

Napjainkban nagy jelentéséggel bird teriilete a biokémidnak a fehérjék
immobilizalasa, hiszen kiillonb6z6 analitikai tesztek alapulnak immobilizalt fehérjéken. Ilyen
tesztek pl. az orvosdiagnosztikdban alkalmazott ELISA (enzimhez k&tott immunoszorbens
vizsgalat), ill. a szénhidratok azonositasara szolgaldé immobilizalt lektint tartalmazé tesztek.
Ezen tesztek széleskorii alkalmazasa miatt jelenleg is intenziv kutatasok folynak e teriileten,
szamos immobilizalasi technika ismeretes, melyek koziil a legfontosabbakat részletezem a
tovabbiakban.

Az immobilizalasi technikak csoportositasa torténhet a szilard hordozo feliilete, ill. a

kotés jellege alapjan.

2. tabldzat: Leggyakrabban haszndlt feliiletek fehérjék (tripszin) immobilizalasahoz.™
T Szilicium
S C $ Uveg
a4
5= 22 PDMS
° 3= -
z © g Mianyag
£ Fém
~ Toltetes mikroreaktor
v O , -
2 9;9 T c Hidrogél
é c 5 % Szol-gél
5 % % g Pordzus polimer monolit
g 0 2 ® Membran
S e & p
T Papir
@ Pordzus szilicium

Az immobilizalasi feliilet megvalasztasanal a legfontosabb szempontok, hogy milyen
tipusti reaktort szeretnénk késziteni, ill. milyen jellegli immobilizalasi stratégiat akarunk
alkalmazni. A reaktor tipusdnak megvalasztasanal a legegyszeriibb megoldéas, ha az adott
mikrofluidikai eszkdz anyagat valasztjuk immobilizalasi feliiletnek. Mivel a legtobb
mikrofluidikai csip alapanyaga milanyag (pl. poli(dimetil-sziloxan) - PDMS), igy ez
meghatarozza a kotés jellegét. Ezeknek a milanyagoknak a feliilete inert, nincsenek rajta
reaktiv csoportok, emiatt kovalens kotés kialakitasa nehézkes, a 1étez6 mdodszerek tobblépéses
komplex reakciok® 9. Azonban a PDMS hidrofdbicitisa és pordzus jellege miatt a
nagyméretli fehérjék gyorsan adszorbealodnak ré, igy adszorpcion alapuld immobilizalasra

alkalmas.



3. tabldzat: Legfontosabb immobilizdldsi technikak.®!

Kotés jellege Kblcsonhatas jellege - kotés kialakitasa

Elektrosztatikus kdlcsonhatas

Adszorpcid Hidrofdb kolcsdnhatas

Nem specifikus intermolekuldris kélcsdnhatas

Avidin - biotin
Bioaffinitas

A/G fehérje - antitest

"Glutaraldehides" modszer
Kovalens kotés "Karbodiimides" mddszer

"Epoxidos" mdodszer
Két vagy tobb technika Adszorpci6 - kovalens kotés
kombinalasa Kovalens kotés - bioaffinitas

Az adszorpcion alapulé immobilizalds soran a felillet és a fehérje kozott
elektrosztatikus, hidrofob kolcsonhatasok, van der Waals erdk, ill. hidrogénkotések 1éphetnek
fel™. A koélcsonhatasok erdssége elsésorban a pH-tol, ionerdsségtdl és a feliilet jellegétol
fiige. A PDMS feliiletén torténd fehérje adszorpcid hajtéereje elsésorban a hidrofob
kolcsonhatas, az efféle, nem specifikus adszorpcid leirasara szamos kinetikai modellt
felallitottak ' (1. abra). A modellek alapjan a PDMS feliileten az adszorpcidt kovetéen
lejatszodhat a fehérje (tripszin) kitekeredése, ami az enzimaktivitds csokkenését
eredményezheti.

Kiilonb6z6 haromdimenzids anyagok is rendelkezésilinkre allnak szilard hordozoként,
ezeknek a nagy feliilet/térfogat arany kialakitasanal van jelentdsége. Mig a PDMS csip
feliiletén valod adszorpcid azt jelentette, hogy egy mikrofluidikai csatorna belsd feliiletét
vonjuk be tripszinnel, addig ilyen anyagokkal a csatorndkon beliill tudunk kialakitani
mikroreaktorokat (pl. toltetes mikroreaktor). Ha kovalens kotéssel szeretnénk a mikroreaktor
feliiletén immobilizalni a tripszint, akkor célszer(i ugy valasztani a rendelkezésre 4ll6 anyagok
koziil, hogy az lehetbleg tartalmazzon valamilyen reaktiv feliileti csoportot, amihez
egyszerlien lehet a tripszint kovalensen rogziteni. Ilyen csoport az amino- vagy
karboxilcsoport. A leggyakrabban alkalmazott kapcsolasi reakciok a 2. abran lathatok.

A bioaffinitason alapulé immobilizdlasnak szamos eldnye van. Az adszorpcional
er6sebb, specifikus rogzitést lehet vele elérni, az enzim rogzitése orientalt (aktivitasa

[7, 13-14]

megmarad) . Az aktivitds megorzését segiti eld a viszonylag nagyméretli spacer

alkalmazasa. Igy az enzim a feliilettél tavolabb helyezkedik el, nem jatszédhatnak le



fehérjekitekeredési  folyamatok. A  rogzités megfordithatd, azaz a korilmények
megvaltoztatasaval a fehérje eltavolithatd. A legfontosabb ide tartoz6 modszer az avidin-
biotin kdlcsdnhatason alapulo rogzités. Az avidin egy 66-69 kDa méretii glikoprotein, a biotin
vizoldhatd B-vitamin. A koztiik kialakuld kotés gyorsan kialakul, szinte érzéketlen a pH-ra,
homérsékletre, denaturald agensekre €s proteolizisre. A kotés kialakitdsakor a régziteni kivant
enzimet biotinilezik (pl. NHS-észter segitségével), majd a biotinilezett enzim gyorsan
hozzékapcsolodik a feliileten rogzitett avidin molekuldhoz. A bioaffinitdson alapuld
immobilizalasi technikak hatuliitéje, hogy dragak. Mivel célom egy olcson €s egyszerlien
eldallithato tripszines mikroreaktor eléallitasa volt, ezért az efféle immobilizalasi technikakat

a tovabbiakban elvetettiik.
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1. dbra: Nem specifikus fehérje adszorpcio leirasara szolgalo kinetikai modellek.

[12]
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2. abra: Fehérjék kovalens rogzitésére leggyakrabban alkalmazott reakciok. A, EDC/INHS
(,, karbodiimides ) modszer. B, ,, Glutaraldehides” modszer.
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2.3. Immobilizalt enzimreaktorok

A mikrofluidikai eszk6zokon torténd fehérje immobilizaldssal mara mar tobb
nagyjelentéségli analitikai, ill. orvosdiagnosztikai gyorstesztet sikeriilt kifejleszteni. Az
immobilizalasi technikak fejlodésével parhuzamosan kialakult egy masik jelentds alkalmazasi
teriilet is, az immobilizalt enzimreaktorok hasznalata. A reaktorok tervezésekor szem el6tt
kell tartani, hogy nagy feliilet/térfogat arannyal rendelkezzenek, hiszen a reakcié a
szilard/folyadék hatarfeliileten jatszodik le. Ebben az esetben a reakciosebesség fligg a fazisok
hatérfeliiletének nagysagatol, hiszen az ilyen folyamat tekinthetd heterogén katalizisnek. Ez
az oka, hogy a reaktorokat tjabban gyakran mikrofluidikai csipbe vagy kapillaris rendszerbe
integraljak (ezek az eszkozok nagy feliilet/térfogat ardnnyal rendelkeznek). Tovabb lehet
novelni a hatarfeliilet nagysagat, ha haromdimenzios szerkezeti, nagy fajlagos feliiletd,
esetleg pordzus anyagon végezziik az immobilizalast.

Az enzimes mikroreaktorok alkalmazasanak el6nye, hogy tobbszor felhasznalhatoak,
ill. altalaban hosszu ideig nem veszitenek aktivitasukbol, igy joval kevesebb enzimre van
sziikségiink, ha a reaktort gyakran hasznaljuk. Alkalmazasi teriilettdl fiiggen lehet elonyos,
hogy kis térfogata folyadékokkal dolgozik. Ezt a tulajdonsagat hasznaljak ki online reaktorok
létrehozasanal.

A peptidtérkép vizsgalatokhoz hasznalhaté online reaktorokban a feliileten
proteolitikus enzimet rogzitenek (leggyakrabban tripszint). Az ilyen rendszerek jellemzdje,
hogy a fehérje emésztése utan kozvetleniil torténik a termékként keletkez6é peptidfragmensek
elvalasztasa/detektalasa (pl. CZE peptidtérkép esetén a fehérjeminta injektalasa utdn a
szeparacios kapillaris belsejében megy végbe a minta emésztése).

Adszorpcioval immobilizalt tripszin reaktorok. Szamos adszorpcion alapuld
immobilizalt tripszin reaktort leirtak. Leggyakrabban polimereket (PDMS vagy polimer
membranok) alkalmaznak adszorbeald feliiletként. Tobb kutatocsoport is sikeresen
alkalmazott poli(vinilidén-fluorid) (PVDF) membrant tripszin megkétésére[ls'ﬂ]. Az ilyen
tipusu reaktor sematikus miikodése a 3. abran lathatd. A PVDF feliiletén az adszorpcid
hajtoereje a hidrofob kolcsonhatas, az adszorpcionak kedvez a pordzus jelleg, ilyenkor a
tripszin képes ,,befliz0dni” a membran porusaiba. Ezek a tripszinnel modositott membranok
hatékonyan emésztettek fehérjéket néhany perc alatt. A tripszin adszorpcidja nem specifikus,
amelynek hatranya, hogy a fehérjeminta kiszorithatja a tripszint a feliiletrél. Ennek az a
kovetkezménye, hogy lerovidil a reaktor élettartama. Emiatt gyakran alkalmaznak olyan

polimereket, melyek feliilete to1tott, igy elektrosztatikus adszorpcio johet létre.
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Fehérjeminta PVDF membran Peptidek
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3. abra: Fehérjeminta emésztése PVDF membranon immobilizalt tripszinnel.[15]

Elektrosztatikus adszorpcioval immobilizaltak tripszint Liu és tarsai™ egy polietilén-
tereftalat (PET) mikrofluidikai csip 100 um széles csatornajanak belsejében, layer-by-layer
(LBL) adszorpcios modszerrel, kationos kitozan és anionos hialuronsav alternalasaval
alakitva ki a toltott rétegeket (4. abra). Xu és tarsai nylon membran feliiletét polisztirol-
szulfonattal (PSS) vontdk be, majd az igy negativan toltott feliiletre adszorbealtak tripszint

alacsony pH-n[*®!.

_ Hydrolysis

y < HA wCS.HA, ...
7’ @CS 4 :

4. abra: Tripszin immobilizdlasa layer-by-layer (LBL) adszorpcios modszerrel.

[18]

PDMS-en val6é megkdtést alkalmaztak Heyries €s tarsai™, akik teflon feliiletre vittek
fel tripszin oldatot, majd az oldészer elparolgasa utan folyékony PDMS-t 6ntotték a teflonra
és igy térhalositottak azt. Ezen kiviil kevés modszer ismeretes PDMS feliileten vald
adszorpciora, mivel a feliilete inert, hidrofob. Egy bonyolultabb eljarast alkalmaztak Wu és
tarsail®, akik a PDMS feliiletre akrilsav ojtdsos polimerizalasaval vittek be
karboxilcsoportokat. A negativ toltést feliiletre pozitiv poli(diallil-dimetilammonium klorid)-
ot (PDDA) vittek fel, majd erre adszorbealtak a tripszint (elektrosztatikus adszorpcio, 5. abra).

® cepe
co® coP Dy [ 0P D3
€008 pDDA [ —09g trypsin |50 @CLEE
c00® ——5|T coo@@L 0@y 5
cod® z codP Dl E—CO‘Q@ g5@
cod® o0 | —codd®ly | 21

CIS k=]
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Y
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5. abra: Tripszin layer-by-layer adszorpcioja az akrilsavval kopolimerizalt PDMS feliileten
(PDMS-AA/PDDA/tripszin).[%
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Kovalens kotéssel immobilizalt tripszin reaktorok. Kovalens kotés kialakitasanak
feltétele, hogy mind az enzim, mind a feliilet tartalmazzon reaktiv csoportokat, amelyek
egymassal képesek kovalens kotést kialakitani. Ez a feltétel igaz a tripszinre a valtozatos
aminosav oldallancok miatt, tehat a feliiletet kell megfeleléen kivalasztani. A két
leggyakrabban alkalmazott modszer a ,,glutaraldehides” ¢és a ,.karbodiimides” moddszer, a
kapcsolas feltétele, hogy a szilard hordozé amino- vagy karboxilcsoportokat tartalmazzon.

A kovalens kotés eldnyei kozé tartozik, hogy a tripszin nem mobilizalodhat a
feliiletrdl, azaz feliileti stirlisége allando az immobilizalas utan. Az adszorpcional jelentkezo
kitekeredés kovalens rogzitésnél is el6fordulhat, emiatt eldnyos, ha az immobilizélési feliiletet
a tripszinnel egy masik molekulan keresztiil, Gn. spacerrel kotjik Ossze. A spacer
megakadalyozza a tripszin kitekeredését a feliileten (6. abra), ill. csokkenti a sztérikus gatat
(konnyebben hozzafér a fehérjemintahoz), azonban alkalmazasa nem minden esetben
sziikséges, az immobilizalast egy Uj reakcioval bonyolitja. Spacerként alkalmazhato
vegyitiletek: pl. polietilén-glikol-diamin, dextran aldehid, amino dextran vagy marha szérum

albumin (BSA)?,

@

6. dbra: Kiilonbozo tipusu spacerek alkalmazadsa tripszin immobilizaldsahoz™: a, kozvetlen
rogzités a feliileten; b, rovid, linearis spacer alkalmazasa, c, hosszu, hidrofil spacer
alkalmazasa, pl. dextran aldehid vagy d, amino dextrdn; e, nagyméretii, globularis spacer
alkalmazasa (pl. BSA).

»5[22-25] » [20, 26]

Tobb irodalmi példa talalhato a ,,glutaraldehides , 1ll. a ,,karbodiimides

immobilizalasra. Kevésbé elterjedt modszer az epoxi modositott szilika monolit feliiletén vald

(27281 " A szilard hordozo anyaga lehet pl. monolit!?#24], szuperparamagneses

rogzités
nanorészecskék!®®), magneses mikrogémbék[zs], kapillaris falal®® vagy PDMS? (utébbira
akrilsavas kopolimerizacid utan lehetséges a kovalens rogzités). A magneses részecskék
alkalmazasanak elénye, hogy a részecskékbdl egy magnes segitségével egyszeriien lehet

toltetet 1étrehozni, ill. a toltetet eltavolitani.
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A kovalens kotés kialakitasa soran a kotés a feliileten 1évo reaktiv csoport és a fehérje
egy aminosav oldallanca kozott valosul meg. A tripszin aktivitdsanak megdrzése érdekében
érdemes olyan médon végrehajtani a reakciot, hogy a kotés ne torténhessen meg az enzim
aktiv centrumaban. Erre alkalmas reagens a benzamidin, ami a tripszin kompetitiv inhibitora.
Az immobilizalasi reakciot (2. 4bra) benzamidin jelenlétében végezzik el® 2930 ami
bekotddik a tripszin aktiv centrumaba, ezaltal megvédi azt, majd az immobilizalds utdn

eltavolitjuk. Ezzel a modszerrel a reaktor aktivitasat és €lettartamat tudjuk novelni.
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3. Kisérleti korillmények
3.1. Felhasznalt vegyszerek, késziilékek

Proteolitikus enzimként kisérleteimben tripszint (Sigma Aldrich) alkalmaztam.
Fehérjemintaként citokrom C, B-gliikoziddz, marha szérum albumin és tiroglobulin mintakat
emésztettem, az emésztéshez trifluorecetsavat (TFA), karbamidot, ditiotreitolt (DTT),
jodacetamidot (IAA), ill. hangyasavat alkalmaztam (valamennyi VWR termék). A kovalens
kotés  kialakitasahoz  N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilkarbodiimidet (EDC), N-hidroxi-
szukcinimidet (NHS), ill. benzamidint alkalmaztam (Sigma Aldrich).

A mintak el6készitése a kovetkez6képp tortént: 100 ul 1 mM TFA-ban oldottam 5 mg
fehérjét és hozzdadtam 300 pl 8 M karbamidot. 30 perc mulva hozzaadtam 40 pl 100 mM
DTT-t, majd 37 °C-on inkubaltam egy 6rat. Ezutan 40 ul 200 mM TAA-t adtam hozza, s 45
percig sotétben hagytam. Ezutdn 2 mL vizzel higitottam az elegyet, oldatban emésztésnél
ekkor adtam hozza a tripszint (tripszin:fehérje = 1:25). A reakciot 1%-0s hangyasavval lehet
leallitani. A reaktorban valdo emésztéshez a higitds utdn az elegyet fagyasztva taroltam
felhasznalasig.

A PDMS csipek elballitasa soran a nyers PDMS-t térhalosito adalékkal (Sylgard 184,
Dow Corning, Midland, MI) 10:1 ardnyban elegyitjiik, majd ebbdl 70 °C-on 1 o6ra alatt
nyerjiik a megszilardult polimert. A PDMS csipekben val6 toltetkészitéshez NH,-bevonati
szilika toltetet hasznaltam (Varian, 5 um szilika, amino).

A somentesitéshez 10 ul-es C18 Supel-Tip pipettahegyeket hasznaltam (SupelCo). A
somentesitést a gyarto leirasa szerint végeztem.

Feliileten végbemend folyamatokat tudunk SPR spektroszkopiaval ViZSgéh’li[Sl]. A
feliileti plazmon, az adott fémszenzor (altaldban arany) feliiletével parhuzamosan terjedd
elektromagneses hullam igen érzékeny a feliilet valtozasaira. Az aranyszenzor feliiletére egy
prizman Kkeresztiil bocsajtunk fényt (7. abra). A prizma/arany hatarfelilleten a fény
visszaverddik, de a fény evaneszcens része képes az arany feliiletbe behatolni. A plazmon
gerjesztéséhez sziikséges energiat ez az evaneszcens fény biztositja, de a feliilet
megvaltozasaval a gerjesztéshez sziikséges energia is megvaltozik. A visszavert fény
intenzitdsa csokken az adott energianak megfeleld értéknél. A gerjesztéshez sziikséges energia
(hullamszam) — id6 fiiggvényt nevezziik szenzorgramnak, amivel a feliileti folyamatokra lehet
kovetkeztetni. A szenzort vékony (~100 nm vastag) PDMS réteggel bevonva vizsgalhatjuk a
PDMS-en torténd adszorpci(')t[32'33].
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7. dbra: Az SPR felépitése™.

Kisérleteimet egy Thermo Electron Corporation (Waltham, MA, USA) altal gyartott
NicoletTM 6700 FT-IR spektroszkopon végeztem, melyhez egy SPRTM 100 modul volt
kapcsolva. Az SPR szenzor PDMS-sel torténd bevonasa spin coaterrel tortént. Hig
(0,1 m/V%-0s), hexanos PDMS oldatot kell spin coaterrel eloszlatni az arany feliileten, a
hexan gyors parolgasa utan a PDMS bevonat marad vissza.

Kapillaris elektroforézis méréseimhez Agilent 7100 CE System tipusu késziiléket

hasznaltam.
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3.2. Peptidtérkép vizsgalatokhoz alkalmazott elvalasztasi és detektalasi modszerek

A szamos peptidtérkép vizsgalatokhoz hasznalhaté analitikai modszer koziil jelen
fejezetben az  Altalam  alkalmazott kapillaris elektroforézist ¢és MALDI-TOF
tomegspektrometriat mutatom be részletesebben.

Kapillaris elektroforézis. Elektroforézis soran az oldatban 1évd, toltéssel rendelkezo
komponensek elektromos erétér hatasara vandorolnak (az ellentétes toltésii elektroda felé).
Kapillaris elektroforetikus elvélasztdsoknal egy kapillarisba injektalt minta kiilonbozo
komponensei eltéré sebességgel mozognak az elektromos erétérben. Ez az elvalasztas
hajtéereje.

Leggyakrabban kvarc kapillarisokat hasznalunk, melyek belsé atmérdje 10-100 pum
kozott terjedhet. Az kapillérist pufferrel toltjiik fel az elvalasztast megeldzden, ami biztositja
az elektromos vezetést, ill. az 4llandé pH-t. A pH értéke befolyasolja a kvarc kapillaris belsd
falanak és a minta komponenseinek toltését. Tipikusan 5-25 kV fesziiltséget alkalmazunk, a
kapillaristér termosztalt, hogy a fejlodo hd ne befolyasolja az elvalasztast.

A kvarc Kapillarisok feliiletén 1év6 szilanolcsoportok protonaltsaga a hasznalt puffer
pH értekétdl fiigg. A leggyakrabban alkalmazott pufferek esetében (pH>3,0) a feliilet
(részben) deprotonalt, negativ toltésii. Ezen a feliileten elektromos kettdsréteg alakul ki, a
pufferben 1évé pozitiv toltésii ionok koncentracidja megnd a felillet kozelében. Ezen
szolvatalt kationok fesziiltség hatasara a katod (-) felé vandorolnak, mikdzben az olddszer
molekuldinak 4ramlasat idézik eld. Ez az elektroozmotikus dramlas (EOF). Az EOF tehat
fesziiltség hatasara létrejovd folyadékaram, toltott feliilettel rendelkezd kapillaris
rendszerekben. Az daramléasprofil jellemzden lapos, aminek koszonhetden a cslicsok
keskenyek.

Az EOF teszi lehetdvé, hogy kapillaris elektroforetikus elvalasztas soran ne csak a
pozitiv, hanem a semleges ¢és a negativ komponenseket is detektalhassuk. A
mintakomponensek aramlési sebessége a sajat elektroforetikus vandorléasi sebességiik €s az
EOF aramlasi sebességének vektoridlis dsszege. Belathatd, hogy a kationok az EOF-nél
nagyobb sebességgel, a semleges komponensek az EOF sebességével mozognak, mig az
anionos komponensek csak akkor detektdlhatok, ha elektroforetikus vandorlasi sebességiik
kisebb, mint az EOF sebessége.

A CE el6nyei a kis mintaigény és nagy elvalasztasi hatékonysag; kiilondsen a biologiai
makromolekuldk (pl. nukleinsavak, fehérjék) hatékony elvalasztasdval nétt népszeriisége a

bioanalitikaban. Tobb moédszere ismert, pl. a kapillaris zonaelektroforézis (CZE), kapillaris
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gélelektroforézis (CGE), kapillaris izoelektromos fokuszaldas (CIEF) vagy micelléris
elektrokinetikus kromatografia (MEKC).

Az éltalam alkalmazott technika, a CZE elve, hogy a kiilonb6zé mintakomponensek
eltérd sebességgel vandorolnak elektromos térben (ennek oka az eltérd méretiik és toltésiik).
Ilyenkor az egyes komponensek diszkrét zondkra valnak szét, a zonak detektalasa
spektrofotometridsan torténik. A fény a kapillarison kialakitott detektorablakon keresztiil jut a
detektorba. A detektalas érzékenységét novelhetjiilk buborékcellas kapillaris segitségével,
mivel az ilyen kapillarisok detektorablakanal a kapillaris bels6é atmérdje kiszélesedik, igy nd
az optikai fényut.

MALDI-TOF tomegspektrometria. A MALDI-TOF tomegspektrométerek lagy
ionizacios technikdjuknak koszonhetden sériilékeny molekuldk, pl. fehérjék, peptidek
mérésére alkalmasak. A peptidfragmenseket tartalmaz6 mintat az emésztés utan sobmentesiteni
kell (C18 Supeltip), majd egy olyan matrixot adunk a mintahoz, mely képes abszorbealni a
Iézer hullamhosszan. Leggyakoribb matrixok: 4-hidroxi-o-ciano fahéjsav, ill. 2,5-dihidroxi
benzoesav.

Ionizacié sordn nagy erejli 1ézerrel impulzusszeriien sugarozzuk be a mintat, a 1ézer
sugarzasat a matrix abszorbedlja. A 1ézer energiajat a matrix kozvetiti a minta felé¢, aminek
hatasara a minta komponensei deszorbeilodnak a feliiletrdl és ionizalodnak. Peptidek
vizsgalatanal célszerli enyhén savas kozegben felvinni a mintat, igy protonalt (pozitiv toltésii)
ionok keletkeznek. Ezek az ionok bekeriilnek a vadkuum alatt 4ll6 repiilési csébe (TOF
analizator), ahol fesziiltség alkalmazasaval gyorsitjuk az ionokat, amiknek a repiilési idejét
mérjiilk. A pontos tdmeg meghatarozashoz sziikséges a mérés eldtt standard mintdkra
kalibralni, amelyek pontosan ismert tomeggel rendelkeznek.

A MALDI-TOF tomegspektrométerek alkalmazasa kifejezetten elényds nagyméretii
biomolekulak tomeganalizisénél, ugyanis ezek a molekuldk gyakran fragmentalodnak, igy
mas ionforrasok alkalmazasa a minta nagymértékii roncsolasat eredményezi, ami miatt

nehezebb lenne a molekulatomeg meghatarozasa.
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3.3. Reaktorok kialakitasa

Az immobilizalt tripszines mikroreaktor tervezésénél elsédleges szempont volt, hogy
egyszerii modon elkészithetd legyen, gyors fehérjeemésztést tegyen lehetévé és lehetdleg a
sziikséges vegyszerek legyenek olcsok, konnyen hozzaférheték. Ez alapjan kétféle

mikroreaktort készitettem, a paramétereiket a 4. tablazat tartalmazza.

4. tablazat: A reaktorok kialakitasanak paraméterei.

Immobilizalas . Aktiv centrum o
. Felulet i Reakciéidd
jellege védelme

Adszorpcié PDMS csip Nincs 10 perc

Kovalens kétés | NH,-boritott Nincs S 6ra

(EDC/NHS) szilika toltet Benzamidin

Adszorpcioval torténd immobilizalasra a PDMS poroézus, hidrofob jellege miatt van
lehetdség. A kotddés gyorsan megtortént, ha a PDMS mikrofluidikai csip csatornajan

A kovalens kotés alapjan torténd immobilizalasi reakcié a karbodiimides modszerrel
tortént. Az NHy-boritott szilika toltetet PDMS mikrofluidikai csipben készitettem el, majd a
tripszint tartalmazd reagenst daramoltattam keresztiil a tolteten (tripszin:
EDC: 7 mg/ml, NHS: 1,3 mg/ml, benzamidin: 0,4 mg/ml, 50 mM foszfat pufferben feloldva,
pH=7,3). A kész reaktort a 8. dbra szemlélteti.

3 mg/ml,

8. dabra: Kovalensen immobilizalt tripszines mikroreaktor. A tripszin NH-boritott szilika
tolteten van rogzitve. A parhuzamos tolteteken egyidejiileg tobb minta emésztése lehetséges. A
folyadékok dramoltatdsa perisztaltikus pumpa segitségével torténik. Aramldsi sebesség a
fehérjemintak emésztése soran: 0,5 ul/min.
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4. Eredmények

4.1. Adszorpcio vizsgalata feliileti plazmon rezonancia (SPR) spektroszképiaval

A vékony PDMS réteggel bevont arany szenzorra etanol, ill. tripszin oldatét injektalva
jutottunk a 9. dbran lathatd szenzorgramhoz. Az ébra alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a
tripszin adszorpcidja csaknem irreverzibilis (vizes kdzegben), hiszen még hosszl vizes mosast
kovetden sem csokken az SPR jele. A tripszin eltavolitasa csak feliiletaktiv anyagokkal vagy

szerves oldoszerekkel lehetséges.

1d6 (perc)

0.00 200 400 600 800 10.00 12.00 14,00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00
884E+03 L L L L L 1 L 1

8.89E+03 -

8.94E+03 -

8.99E+03 -

Hullimszam (cm')

9.04E+03 -

9. abra: PDMS-sel bevont SPR szenzoron adszorpcio vizsgalata. Adott folyadékot (etanol, ill.
tripszin oldat) injektalva az SPR jele megemelkedik. A vizes mosas az etanolt eltdvolitia a
feliiletrél, az SPR jele lecsokken. A tripszin viszont hosszas vizes mosdst kovetden is jelen van
a PDMS feliiletén.
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4.2. Vizsgalati fehérjemintak

A reaktor fejlesztése soran négyféle fehérjét hasznaltam mintaként. Ezek: citokrom C
(~12 kDa), B-gliikozidaz (~72 kDa), marha szérum albumin (BSA, ~66 kDa) és tiroglobulin
(~660 kDa). Kivalasztasuknal az elsédleges szempont az volt, hogy minél nagyobb
mérettartomanyt dleljenek at. A mintdk elokészitése a kisérleti részben leirtak szerint tortént.
A fehérjemintak CZE elektroferogramjai a 10. abran lathatok. Ezen mintdk nem

somentesitettek, ~5,7 perc migracios idonél a karbamid és egyéb adalékok csucsa talalhato.
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10. abra: Kiilonbozd fehérjemintak elektroferogramjai. a, citokrom C; b, p-gliikozidaz,
¢, BSA; d, tiroglobulin. Mérési paraméterek: teljes kapillarishossz: 40 cm;
puffer: 100 mM, pH=9 foszfat; fesziiltség: 10 kV; injektdlas: 50 mbar, 2 s;

fehérjekoncentracio.: 2 mg/ml minden fehérjénél.
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4.3. Reaktortipusok dsszehasonlitasa

A kétféle reaktor Osszehasonlitdsanal azt vizsgaltam, hogy mindkét reaktor képes-e
fehérjeminta emésztésére, ill. hogy mennyi ideig 6rzi meg aktivitasat a reaktor. Mindkét
reaktorral sikeriilt hatékony fehérjeemésztést végezni (~30 mp reakcioidG), azonban a
kisérletet 1 nappal késdbb megismételve azt tapasztaltam, hogy az adszorpcioval rogzitett
reaktor aktivitasa jelentdsen csokkent, a fehérjeminta jelentds része nem bomlott el (11. abra).
Ennek a mar emlitett kitekeredési folyamat lehet az oka. A kovalens rogzitésii reaktornal ez a
probléma nem jelentkezett (bévebben lasd a 4.5. fejezetben), emiatt a kétféle tipusu reaktor
koziil a kovalensen kotott tripszint tartalmazoval foglalkoztam részletesebben, nem vetve el
azt a lehetdséget, hogy a PDMS-en val6 adszorpcidval egyszer(i, egyszer hasznalatos reaktort
kapunk, amelyet minden fehérjebontas el6tt regeneralni kell.
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11. abra: PDMS falon adszorbealt tripszint tartalmazo mikrofluidikai csipen BSA
fehérjeminta emésztése. a, Frissen készitett reaktoron emésztés, b, 1 nappal késobb az
emésztés ismétlése, melynek sordn jelentds aktivitascsokkenést tapasztaltam. A mérési
paraméterek megegyeznek a 10. abrandl megadottakkal. Fehérjeminta: 2 mg/ml BSA.
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4.4. Tripszin aktiv centrumanak védelme az immobilizalas soran

A kovalens kotés kialakitasa soran a reakcidelegyhez benzamidint adva lehet
megvédeni a tripszin aktiv centrumét. Ekkor a benzamidin, ami a tripszin kompetitiv
inhibitora bekotddik az aktiv centrumba, ezaltal az aktiv centrum aminosav oldallancai és a
feliilet kozotti kotés kialakulasat megakadalyozza. A benzamidin alkalmazasanak elénye,
hogy a kapott reaktor aktivitasa nagyobb (12. dbra), mivel az immobilizalasi reakcidoban nem
sériil az aktiv centrum, ill. a kapott peptidtérképek jol reprodukalhatdéak (bdvebben lasd a 4.5.
fejezetben).
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12. abra: BSA peptidtérképei kovalensen rogzitett tripszines reaktorokban torténd emésztés
utan. a, benzamidin alkalmazasa nélkiil; b, benzamidint alkalmazva az immobilizdldsi
reakcioban. A mérési paraméterek megegyeznek a 10. abranal megadottakkal.
Fehérjeminta: 2 mg/ml BSA.
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4.5. Az immobilizalt tripszin stabilitaisanak és az emésztések reprodukalhatéosaganak
vizsgalata

Az eddigi eredményekbdl azt a tapasztalatot vontam le, hogy a leghatékonyabb
reaktort akkor kapom, ha a ,,karbodiimides” modszerrel végzem a tripszin kovalens rogzitését
a feliilethez, benzamidin jelenlétében. Az igy nyert mikroreaktor stabilitdsanak ¢&s
reprodukalhatosaganak vizsgalata volt a kovetkezo 1épés.

A stabilitds vizsgalata soran rendszeres i1dOkozonként végeztem emésztést az
elkészitett reaktor segitségével, mig két emésztés kozt a reaktort benzamidin 0,5 mg/ml
koncentracioju oldataban taroltam, 5°C-on. Az eredményeket tartalmazo 13. abra alapjan
elmondhatd, hogy az immobilizalt tripszin reaktor legaldbb 1 honapig 6rzi meg aktivitasat,

ezen idOintervallumon beliil tobbszor felhasznalhato.
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13. abra: Kovalensen immobilizalt tripszin reaktor stabilitasanak vizsgalata. Az egyes
emésztéseket a, 1; b, 7; ¢, 15; d, 25 nappal a reaktor elkészitése utin végeztem el. A
peptidtérképek azt mutatjak, hogy legalabb 1 honapig a tripszin reaktor nem veszit
aktivitasabol, s ez ido alatt a reaktor tobbszor felhasznalhato. A mérési paraméterek

megegyeznek a 10. abranal megadottakkal. Fehérjeminta: 2 mg/ml BSA.
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A kialakitott mikroreaktor alkalmas arra, hogy egyszerre tobb minta parhuzamos
emésztését végezziik el benne (8. dbra). Ugyanazt a fehérjemintat 4 kiilonbozd tolteten
egyidejileg emésztve tudjuk vizsgélni a peptidtérképek reprodukalhatosagat. Az athalado
mintat ez esetben somentesitettem (C18 Supel-Tip segitségével), majd az elektroforetikus
elvalasztast a jobb felbontas €s nagyobb érzékenység érdekében egy hosszabb, buborékcellas
kapillarisban végeztem el (14. dbra). A peptidtérképek hasonloak, az elkészitett reaktorokkal
reprodukalhaté eredményeket kapunk.
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14. abra: 4 parhuzamos tolteten valo emésztés CZE peptidtérképei (a, b, ¢, d,). Mérési
parameéterek: teljes kapillarishossz: 80 cm (buborékcellds kapillaris); puffer: 100 mM, pH=9
foszfat; fesziiltség: 20 kV; injektalas: 50 mbar, 2 s; minta: 2 mg/ml p-gliikozidaz.
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4.6. Oldatban emésztés és tolteten valo emésztés osszehasonlitasa

A reaktor hatékonysaganak vizsgalatat az oldatban emésztéssel vald dsszehasonlitassal

végeztem el. A 4.2. fejezetben bemutatott Osszes fehérjének elvégeztem az oldatban

(reakcidido: 16 ora) és a reaktoron (reakcioidd: 30 mp) torténd emésztését (15. abra). A CZE

peptidtérképek alapjan megallapithatd, hogy mindkét esetben elbomlott az Osszes fehérje,

tovabba eléfordul, hogy a tdltetes reaktor segitségével tobb peptid keletkezett, ami teljesebb,

hatékonyabb emésztést jelent. Tehat a reaktor alkalmas négy olyan fehérje emésztésére, amik

nagy mérettartomanyt fognak at. Tovabbi elony az is, hogy mig oldatban emésztésnél a

fehérjeminta a tripszin hozzdaddsakor higul, addig a reaktoron nem kell a minta higulasaval

szdmolni, igy nd az analitikai érzékenység.
Oldatban emésztés
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15. abra: Négyféle fehérjeminta emésztése oldatban (a, b, ¢, d, reakcioidd: 16 ora) és
immobilizalt tripszines reaktoron (e, f, g, h, reakcioido: 30 mp). A mintak nagy
mérettartomdanyt élelnek at: 10-700 kDa. A mérési paraméterek megegyeznek a 14. abrandal

megadottakkal. Fehérjemintak: 2 mg/ml minden fehérjénél.
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Az emésztés soran keletkezd peptidek azonossagat €s ebbdl kifolyolag a kovalensen
immobilizalt tripszines mikroreaktor hatékonysagat igazolja a citokrom C emésztésébodl

szarmazo6 peptidelegyek MALDI-TOF tomegspektrumai (16. abra).
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16. abra: a, Oldatban és b, kovalensen régzitett tripszines mikroreaktoron emésztett
citokrom C MALDI-TOF peptidtérképei. A mintdak a 15/a és 15/e mintdkkal megegyeznek.
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5. Osszefoglalas

Kutatomunkam célja egy olyan eszkoz kifejlesztése volt, amely segitségével a
peptidtérkép vizsgalatok emésztését jelentdsen gyorsabba lehet tenni ugy, hogy az eljaras
hatékonysaga ne csokkenjen. Erre a célra immobilizalt enzimreaktort fejlesztettem ki. A
reaktor elkészitéséhez legalkalmasabb immobilizalasi technikdk a PDMS mikrofluidikai csip
csatorna falan vald nem specifikus tripszin adszorpcio, ill. a mikrofluidikai csipben feliileti
aminocsoportot tartalmazd szilikatoltet kialakitdsa, amin a “karbodiimides” modszer
segitségével rogzitettiik kovalensen a tripszint.

Mindkét reaktort mikrofluidikai csipbe integralva készitettem el, nagy feliilet/térfogat
aranyuk és kis mintaigényiikk miatt. Alkalmazasukkal gyors fehérje emésztést sikeriilt elérni
(~30 mp reakci6idd), azonban a PDMS-en adszorbealt tripszin hamar (1 nap alatt) elvesztette
aktivitasat a feliilleten torténé kitekeredés miatt. Emiatt PDMS-en adszorbealt tripszines
reaktorban fehérje emésztése csak akkor végezhetd, ha kozvetleniil a reakcid el6tt tripszin
oldattal regeneraljuk a reaktor feliiletét (egyszer hasznalatos reaktor). Ezen hatranyos
tulajdonsdga miatt a tovabbiakban csak a kovalens rogzitésii tripszines reaktorral
foglalkoztam.

A kovalensen immobilizalt tripszines reaktor eldnye, hogy aktivitasit 1 honapig
meg0rzi megfeleld koriilmeények kozott tarolva, ez 1do alatt a reaktor tobbszor felhasznalhato
fehérje emésztésre. Az emésztésekbdl szarmazo peptidtérképek jobb reprodukalhatosaganak
érdekében benzamidinnel védtem a tripszin aktiv centrumat az immobilizalasi reakcioban. Az
ilyen modon elkészitett reaktorok reprodukalhato peptidtérképeket szolgaltattak. Az oldatban
emésztést €s az immobilizalt tripszines reaktorral vald6 emésztést Osszehasonlitva
megallapithatd, hogy a reaktor hatékony, még a meglehetdsen nagyméretii fehérjéket is
teljesen megemésztette. Az altalam kifejlesztett reaktorban a reakcioidé 30 mp szemben az
oldatban emésztésnél szokasos 16 draval.

Jovobeli célom, hogy a bemutatott reaktor segitségével on-line fehérjebontast
végezzek, mikrofluidikai csip-MS kapcsolassal.

A bemutatott eredmények egy részébdl tudomanyos kozlemény sziiletett, mely egy

nemzetkozi referalt folyoiratban jelent meg!®?,
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