Doktori (PhD) értekezés tézisei

Mikrofluidikai immobilizalt enzimreaktorok
kialakitasa proteomikai alkalmazasokhoz

Nagy Cynthia Nora

Témavezetd: Dr. Gaspar Attila

DEBRECENI EGYETEM
Kémia Tudomanyok Doktori Iskola

Debrecen, 2023






Nagy Cynthia Nora egyetemi doktori (PhD) értekezés tézisei

|. Bevezetés és célkitiizések

A proteomikai kutatidsok célja egy adott sejt vagy szovet
fehérjedllomanyanak minél alaposabb megismerése. Az analitikai kémia széles
eszkoOztarat biztosit a proteom feltérképezésére, ahol az egyes technikak
alkalmazasa mds-mas informacidt szolgaltat. Az egyik legfontosabb kérdés
altalaban az, hogy a vizsgalandd mintaban milyen fehérjék talalhatdéak
(tekintettel a poszttranszlacios modosulasokra is) és azok milyen mennyiségben
fordulnak eld. A kérdés megvalaszolasara az elvalasztastechnikaval kapcsolt
tomegspektrometrian  (MS)  alapuld  analitikai moddszerek  kitlinben
alkalmazhatoak. Attdl fiiggen, hogy a fehérjét intakt, részlegesen hidrolizalt
vagy teljesen hidrolizalt formajaban analizaljuk, megkiilonboztethetiink top-
down, middle down/up és bottom-up proteomikat. A harom stratégia koziil a
bottom-up moddszernek van a legnagyobb multja, azonban napjainkban egyre
népszeriibb a top-down proteomika, ami a tomeganalizatorok fejlédésének és
alternativ fragmentacios technikak alkalmazasanak kdszonheto.

A bottom-up proteomikaban - ahogy az elnevezés is sejteti - Kisebb
peptid-darabokbol rakjuk Ossze a “teljes képet”. Altalaban egy (vagy tobb)
protedz enzim alkalmazasaval torténik a fehérjék hidrolizise. A mar néhany
évtizede er6sddd miniatiirizalasi trendek a proteomikai modszerfejlesztésben is
megjelentek, foleg az enzimes emésztés optimalizalasat megcélozva. A legtobb
esetben ezen mikrofluidikai rendszerek az enzimet egy szilard hordozohoz
rogzitett formaban tartalmazzak, ezeket mikrofluidikai immobilizalt
enzimreaktoroknak (u-IMER) nevezziik. Ellentétben a hagyomanyos
oldatfazisban lejatszodo reakciokkal, melyekben az enzim szabad formaban van
jelen, az immobilizalt enzim egyrészt konnyen ujrahasznalhatd, masrészt
kevésbé képes Onemésztésre és ebbdl fakadoan aktivitdsdt is tovabb
megolrizheti. Ezenkiviil a mikroreaktorok nagy feliilet-térfogat aranya
jelentdsen noveli az enzim-szubsztrat aranyt, igy nagysagrendekkel gyorsabban
megy végbe a reakcio. A felsorolt elénydknek koszonhetéen novekvo
érdekl6dés mutatkozik a p-IMER eszkozok kifejlesztése és proteomikai
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alkalmazasa irant, az utobbi években kozel szaz publikacio jelent meg évente
ezen a teriileten.

Real mintaknal gyakran el6fordul, hogy a fehérjék csak kis

koncentracioban, mig egyéb szennyezdé komponensek nagy mennyiségben
vannak jelen. Ilyenkor egyfajta tisztitasi, elodusitasi 1épést érdemes alkalmazni
(pl.: szilard fazisu extrakcio (SPE)), ahol a célkomponenseket egy nagyobb
térfogatbol egy kisebb térfogatba juttatjuk. Az SPE egy altalanosan hasznalt
eszkOze a bottom-up proteomikaban gyakran alkalmazott soémentesitésnek,
amellyel a mintaban jelenlevé zavar6 komponensektdl meg lehet szabadulni.
Bizonyos esetekben azonban csak korlatozott mintatérfogat all rendelkezésre.
Kapillaris elektroforézis (CE) rendszerekben lehet6ség van on-line minta-
stacking jelenségek alkalmazasara, ahol az elemz6 egységen beliil (kapillaris)
torténik meg a komponensek dusitasa és igy gyakorlatilag kikiiszobolhetd a
mintaveszteség. Ezen technikak kozé tartozik az elektromos térrel erdsitett
minta-stacking (FASS), a (tranziens)-izotachoforézis ((t)-ITP) vagy a
dinamikus pH-csatlakozas (DPJ).
Munkam soran két 6 célkitlizés fogalmazddott meg. Egyrészt olyan kénnyen
¢s gyorsan eléallithatd p-IMER eszkozoket kivantam kifejleszteni, melyekkel
akar percek alatt végre lehet hajtani a fehérje-emésztéseket. Masrészt, célom
volt megvizsgalni a sémentesités sziikségességét és ehhez szorosan
kapcsolodoan egy olyan on-line minta-stacking jelenséget kihasznalo CE-MS
modszert kidolgozni, mellyel novelhetd a peptid-, ill. fehérjetalalatok szama.

1. Alkalmazott modszerek

A mikrofluidikai csipeket polidimetilsziloxanbol (PDMS) készitettem
el lagy litografias modszerrel. A mikrocsipek csatornarendszerét AutoCAD
szoftverrel terveztem meg (v.2013, Autodesk, San Rafael, CA, USA). Két
tipust mintdzatot hasznaltam. Az egyik egy szélesebb csatorna (w: 375 pm),
melyben szabalyos elrendezésben pillérszer(i struktrakat helyeztem el, a masik
egy keskenyebb csatornabol (w: 25-75 um) 4ll6 szerpentines mintazat. A
tripszint spontan adszorpcioval immobilizaltam a PDMS feliletre. Frissen
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készitett tripszinoldatot (20 mg/ml) aramoltattam keresztiil a csatornan (2
pl/perc, 10 perc), majd a csatorna falan nem adszorbealodott tripszint 25 mM
NH4HCO; - oldattal mostam ki (2 ul/perc, 10 perc). A folyadékok
mikrocsatornakban torténd aramoltatasahoz perisztaltikus pumpat hasznaltam
(IPC, Ismatec, Cole-Palmer, IL, USA). A folyadékcsatlakozas
megteremtéséhez pumpacsovet (belsé atmérd: 0,19 mm, Tygon, Cole-Palmer,
IL, USA) csatlakoztattam a csatorna bemeneti portjahoz. Az in-line IMER-CE-
MS rendszer esetében elektrosztatikus kolcsonhatassal tortént a tripszin
rogzitése a kapillaris kezdeti ~ 2 cm hosszi szakaszara.

A mikroreaktorok  hatékonysaganak  vizsgalatat  Kiilonb6z6
fehérjemintak (human szérum albumin — HSA, kigydméreg, emberi kdnny és
nyal) emésztésével végeztem el és azokat oldatban emésztéssel hasonlitottam
Ossze. A mintak elékészitése soran a kovetkezo segédanyagokat alkalmaztam:
karbamid, mely megbontja a fehérjék harmadlagos szerkezetét; ditiotreitol
(DTT), mely redukalja a diszulfid-hidakat és jodacetamid (IAM), melynek az a
szerepe, hogy megakadalyozza a diszulfid-hidak rekombinalodasat azaltal,
hogy alkilezi a keletkezd szabad SH-csoportokat. Az elegyeket ezutan 25 mM
NHsHCO;3; - oldattal higitottam annak érdekében, hogy a karbamid
veszélyezteti a tripszin aktivitasat, ill. hogy biztositsam az optimalis pH-t az
enzimes emésztéshez. Mikroreaktorral torténé emésztésekhez az igy
el6készitett mintakat aramoltattam keresztiil a reaktoron. Oldatban emésztés
esetén a mintdhoz tripszinoldatot adagoltam (tripszin:fehérje = 1:50), a
proteolizist 1% hangyasav oldattal allitottam le, 16 6ras inkubacié utan.

A peptidelegyek analizisét kapillaris zoénaelektroforézissel (CZE)
végeztem el fotometrias (UV), ill. MS detektalassal. A CZE elemzéseket egy
Agilent 7100 tipustt CE késziilékben hajtottam végre (Agilent, Waldbronn,
Németorszag). UV detektalashoz a detektalas hullamhosszat 200 nm-re
allitottam (4 nm savszélesség, referencia nélkiil, valaszid6: 0,3 s). MS
detektalashoz egy maXis Il gTOF-MS (Bruker) berendezést hasznaltam. A CE
és MS kozotti kapesolatot egy CE-ESI Sprayer (G1607B, Agilent) interfész
biztositotta. A segédfolyadékot egy 1260 Infinity II izokratikus pumpa
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(Agilent) szallitotta. Segédfolyadékként izopropil-alkohol:viz=1:1 + 0,1 % FA
Osszetétell elegy szolgalt, az aramlasi sebesség 4 pl/perc volt. Az elemzésekhez
altalaban 90 cm hosszu kvarckapillarisokat (ID: 50 pm) hasznaltam (Polymicro,
Phoenix, AZ, USA). A mintabevitel hidrodinamikus injektalassal, a kapillaris
anddhoz kozeli végén (pozitiv polaritas) tortént. Hattérelektrolitént (BGE)
altalaban 1 M hangyasav (pH=1,9) szolgalt. Az alkalmazott fesziiltség
jellemzéen +25-30 kV volt, a kapillaristeret 25 °C-on termosztaltam. Az MS
késziilek beallitasai: pozitiv ion mod; vizsgalt m/z tartomany: 50-2200; MS
frekvencia 3 Hz; MS/MS frekvencia a prekurzorion intenzitasatol fiiggden 1-4
Hz. Termékionokat {itk6zés altal kivaltott disszociacioval (CID) generaltam.

A folyadékok mikrocsatorndban vald aramlasit COMSOL
Multiphysics (Burlington, MA, USA) szoftverrel tanulmanyoztuk (ver.: 5.3),
melynek miikodése végeselem analizisen (FEM) alapul.

I11. Uj tudomanyos eredmények

1. Els6ként alakitottunk ki PDMS mikrocsipben nagy fajlagos feliiletet
biztositd pillérszerii struktirat enzimreaktorként valé alkalmazashoz.

1.1 Megallapitottuk, hogy a lagy litografiaAs médszerrel a pillérek
miniatiirizalasanak alsé hatara ~25-30 pm.

A mikrofluidikai csip tervezésekor a leheté legegyszeriibb modon
kivantuk novelni annak fajlagos felilletét. Mivel a reaktor - elrendezését
tekintve - egy teljes keresztmetszetében nyitott csatorna (nincs benne
utolagosan kialakitott fajlagos feliilet-noveld egység, pl.: pordzus réteg, monolit
vagy szilika részecskék), olyan csatorna kialakitasa volt a cél, melynek fajlagos
feliiletét geometriai elemekkel lehet ndvelni: pilléreket helyeztiink a csatornaba
a csipkészitéshez hasznalt lagy litografias technikaval. A feliilet-térfogat (S/V)
arany szempontjabol sokkal kedvezdbb, ha a pillératmérét és a pillérkozi tavot
minimalizaljuk, azonban az altalunk alkalmazott modszernek megvannak a
maga sajatos korlatai. A mikrogyartasi eljaras két f6 1épésbdl all: eldszor az
ontoformat készitjiik el fotolitografidval, melynek soran egy altalunk tervezett
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litografias maszkon talalhatd mintazatot alakitjuk ki egy fényérzékeny réteget
tartalmazo6 szilicium-lapkén; majd errdl az 6ntéformarol készitiink masolatokat
PDMS felhasznalasaval. A mikrogyartasi eljarasunk optimalizalasakor
megallapitottuk, hogy ~ 25-30 pum méretig tudunk miniatiirizalni (1. dbra), mely
mar jelent0s S/V ardnybeli novekedést eredményezett az ilyen méreti pilléreket
tartalmazo6 csatornak esetén.

a, 500 um 250 pm 125 um 60 um 30 um 15 um 7.5 um

maszk

ontéforma

c

mikrocsip

1. dbra: (a) a litogrdfias maszkrol késziilt kép, melyen a csokkend atmeérdjii pilléreket
tartalmazo csatorna talalhato, (b) a kialakitott ontéforma relevans részeinek kinagyitott képe és
(¢) az ontdéforma felhasznalasaval készitett mikrocsip mikroszkopos képei.

Ugyan az irodalomban eléfordulnak olyan pillérszerkezettel rendelkez6
mikrocsatorndk, ahol a pillérek atmérdje 5 pum, ezek kialakitasat koltséges
berendezésekkel specialis infrastrukturat igényelve (pl. tisztaszoba), szaraz
maratasos mikrofabrikacios technikaval végzik el.

1.2 A Kkialakitott mikrocsippel torténé emésztés hatékonysagat

osszehasonlitottuk az oldatban emésztés hatékonysagaval. lgazoltuk, hogy

a kétféle modszerel kapott elektroferogramokon a csucsmintazatok és a
5
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beazonositott fehérjék hasonloak. A hasonlé emésztési hatékonysag ugy
volt elérhet6é, hogy az oldatban emésztés esetén alkalmazott 16 éras
reakcioidét ~ 1 perc idotartamra csokkentettiik az IMER hasznalataval.

Komplexitasukban kiilonb6z6 fehérjemintak emésztését végeztem el a
mikroreaktorral (HSA, kigyoméreg). Oldatban emésztéssel dsszevetve, a CZE-
UV peptidtérképek nagy hasonldsdgot mutattak (2. dbra). Egyik minta esetében
sem talaltunk emésztetlen fehérjére utald jelet a csicsmintazatban (széles,
elnyalé cstucs). A CE-MS/MS vizsgalatok is alatamasztottak az IMER
megbizhatosagat; peptid- és fehérjetalalatok tekintetében is jO egyezést
mutattak az oldatban, ill. a mikroreaktorral torténé emésztések (HSA esetében
~ 80% szekvencia lefedettséget értlink el mindkét modszerrel).

a, 60 b’
o HSA emésztés mikrocsipen kigyoméreg emésztés mikrocsipen
(~505) a0 (~50s)
5
MAn 2
0
L 0
20
“ oldatban emésztés oldatban emésztés
(~16h) 40 (~16 h)

15 20 25 30min 5 10 15 20 25 30 35 40

2. abra: Mikrocsipen torténd és oldatban emésztéssel kapott (a) HSA és (b) kigyoméreg minta
CZE-UV peptidtérkepei.

2. Megallapitottuk, hogy kis belsé atmérdji (< 100 pm), hosszia (> 20 cm)
iires csatornak is — nagy fajlagos feliiletiik révén — hatékonyan
alkalmazhatok enzimreaktorként.

2.1 Megallapitottuk, hogy nem elényos a belsé atmérok csokkentése 25 pm
ala, ill. novelése 100 um fo6lé, mivel a tal keskeny csatorniakban jelentds
ellennyomas lép fel, ugyanakkor a tal széles csatornak alkalmazasa
csokkentheti az enzim-szubsztrat kolcsonhatasok kialakulasat.
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Miniatiirizalassal az iires csatornak esetén is jelentdsen ndvelhetd a
fajlagos feliilet. Ebben az esetben csupan a csatornak falan talalhatd
immobilizalt enzim, igy a csatornak szélességének csokkentésével a diffuzios
uthossz is csokken, mely kedvez az enzim-szubsztrat kdolcsonhatasok
kialakulasanak. Kimutattuk, hogy egy 100 pum széles csatornaban 20 s
sziikséges ahhoz, hogy egy albumin molekula a csatorna kdzepétdl diffuzioval
eljusson a csatorna faldig, mig ez az id6 csupan ~ 1 s, ha a szélességet 25 pm-
re csokkentjiik. llyen keskeny csatornakban azonban jelentds ellennyomas 1ép
fel. Egy 20 cm hosszu reaktorban 10 pl minta ataramoltatasahoz sziikséges 1d6
tobb mint 10 6ra egy 10 um széles csatorndban, ugyanez a folyamat viszont
csupan ~ 15 perc, ha a csatorna szélessége 25 um. Ezen megfontolasok alapjan
a 25-75 um szélességl csatornak alkalmazasat talaltuk optimalisnak.

2.2 Szamitogépes szimulaciokkal igazoltuk, hogy sziik (25-100 pm), iires
csatornakban a nagyon laminaris aramlas (Re<1) ellenére is, a csatornaba
iktatott kanyarulatok elésegitik az oldatbeli komponensek passziv
keveredését.

Mikrofluidikai csatorndkban az aramlas altalaban erésen laminaris
jellegli (aramvonalak parhuzamosan haladnak). A folyadékrétegek elegyedését
legegyszerlibben passziv keveréelemek kozbeiktatasaval lehet elérni. Passziv
keverének szamit a kanyarulat, mely masodlagos folyadékaramot generalva
(Dean-orvények) novelheti a diffuzios feliiletet. A szakirodalomban nincs
egyetértés arra vonatkozoan, hogy a kanyarulatoknak milyen mértékii
hozzajarulasa van a keveredéshez, de kimutattak, hogy a Dean-hatas leginkabb
olyan rendszereknél jelentds, ahol Re>10. A mi rendszeriinkben COMSOL
szimulaciokkal igazoltuk, hogy az erdteljes laminaritas (Re<1) ellenére is van
hatasa a kanyarulatoknak (3. abra). A legnagyobb hozzajarulasa az elso
kanyarulatnak van, mig az utolsé kanyar keveredésre gyakorolt hatasa csupan
10 % az els6hoz képest.
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3. dbra: Tobb kanyar hatasa a folyadékok keveredésére. A felsé panel a kezdeti
koncentracio-viszonyokat mutatja (L = 0,1 mm), az alsé panelben a végso
koncentrdcio-eloszldasok lathatéak (L = 20 mm) négy kiilonbdzd csatorna esetére:
egyenes, 1-, 4- és & gorbiiletet tartalmazok (L = 20 mm, ID = 100 um).

2.3 Annak érdekében, hogy az alkalmazhato (0ssz)folyadékaramlasi
sebességet novelhessiik és igy az emésztési idét csokkenthessiik, olyan
mintazatokat fejlesztettiink ki, melyekben a csatornak bemeneti portjanal
a folyadékaramot 8 vagy 32 parhuzamos csatornaba osztottuk.

A mikroreaktorokban a kontaktidét tovabb noveltiik oly modon, hogy
osztott  folyadékaramti  csatornakat  alakitottunk ki, ahol egy
folyadékbemenethez 8, ill. 32 parhuzamosan futd szerpentin csatorna
csatlakozik (4. abra). Az utobbi esetében a bejuttatott folyadékot el6szor 4, majd
tovabbi 8-8 részre osztottuk. Az osztott folyadékaram elénye, hogy a
szubsztratoldat nagyobb feliileten érintkezik az immobilizalt enzimmel a
nagyobb (6ssz)folyadékaramlasi sebesség alkalmazasa mellett is.
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4. dbra: Kiilonbozd csatornarendszerii PDMS mikrocsipek (jobb oldalt). Bal oldalon a
piros ételfestékkel megtiltott csatornak. Csatornak paraméterei: ID = 25 um; L = 20
cm; csatornak szama: (a) 1; (b) 8 és (c) 32.

3. Kifejlesztettiink egy olyan in-line IMER-CE-MS rendszert, melyben az
immobilizalds, az emésztés, az elvalasztas és a detektilas teljesen
automatizaltan megy végbe. Az elvalasztashoz hasznalt kapillaris kezdeti
szakasza (~ 2 cm) tartalmazza a reaktor részt.

On-line és kiilonosen in-line rendszerek esetén fontos az egyes
egységek megfeleldé mikodéséhez szikséges kisérleti  koriilmények
Osszehangolasa. Esetiinkben az immobilizalas, az emésztés és az elvalasztas
ugyanabban az elemz6 egységben tortént (kvarckapillaris). A tripszint csupan a
kapillaris kezdeti szakaszara (~ 2 cm) rogzitettiik adszorpcidval. A tripszin
viszonylag magas izoelektromos pontja révén (pl ~ 10,3) tdg pH-tartomanyban
nettd pozitiv toltéssel bir, s igy kézségesen kotddik meg a kvarckapillaris
negativ toltéshi feliiletén (szilanol-csoportok pH~4 értéknél deprotonalddnak).

9



Mikrofluidikai immobilizalt enzimreaktorok kialakitasa proteomikai alkalmazasokhoz

Az emésztéshez a tripszin optimalis miikddéséhez sziikséges pH-t biztositottuk
(pH ~ 8). Mivel MS késziilékkel tortént a detektalas, az elvalasztashoz hasznalt
BGE illékony kellett legyen. Mindezen feltételeknek az NH4AC oldat tett eleget
(40 mM, pH = 8,0). Az in-line rendszerrel HSA-t és emberi kdnnymintat
emésztettiink. Oldatban emésztéssel Osszevetve, a peptidtérképek és
fehérjetalalatok szama is 6sszhangban voltak.

4. Kimutattuk, hogy a fehérje emésztmények a szokasos mintael6készités
(pl.: SPE, puffercsere) nélkiil is megfelelé6 mintamatrixszal rendelkeznek a
CE soran torténé on-line minta-stacking eldidézéséhez.

4.1 Megallapitottuk, hogy a fehérje emésztmények kapillaris
zonaelektroforetikus elvalasztisa soran a minta sétartalma (NH4sHCO3)
révén t-1TP effektus alakulhat ki.

A bottom-up munkafolyamatban az emésztményeket gyakran
somentesitik elemzések elott a matrixkomponensek eltavolitasa érdekében.
CZE elemzéseknél nagy mintatérfogat injektalasakor a mintamdtrix
Osszetételétdl fliggben kiilonb6z6 on-line minta-stacking mechanizmusok
léphetnek fel. Ennek tanulményozasdhoz HSA emésztmények elemzését
végeztem el. Somentesitett mintak esetén elektromos térrel erdsitett minta-
stacking (FASS) a f6 mechanizmus, a nem sémentesitett mintaknal viszont
f6leg tranziens-izotachoforézis (t-ITP) felel6s a mintadusulasért. A bottom-up
elemzéseknél alkalmazott mintaeldkészités soran jelentds mennyiségi
NHsHCO;3 keriil a mintdkba, igy az NHi" ionok vezetd ionként fognak
viselkedni, t-ITP jellegii allapotot eldidézve. Az injektalt mintatérfogat
novelésével ardnyosan valtoztak a csucsintenzitasok is, mig a csficsok
szélesedése a legtobb peptid esetén csak kis mértékii volt.

4.2 Kimutattuk, hogy a bottom-up proteomikiaban az emésztményeknek az
altalanosan hasznalt SPE toltettel valo somentesitése nem jar elényokkel a
CE-MS mérések esetében.

10



Nagy Cynthia Nora egyetemi doktori (PhD) értekezés tézisei

Az emésztmények a mintaelokészitésnek koszonhetéen nagy
sotartalommal rendelkeznek, mely altaldban zavarja az elemzéseket. A
sotartalom eltavolitasat leggyakrabban SPE somentesito egységekkel végzik el.
Kisérleteim soran sszehasonlitottam a somentesitett és nem somentesitett HSA
emésztmények CE-MS elemzése esetén kapott peptidtalalatokat. Az SPE C18-
as tolteten megkotott peptideket ACN:viz=70:30 + 0,1% FA- tartalmt1 eleggyel
elualtam. Mivel igy jelentds mennyiségii szerves oldoszer keriilt a mintaba, egy
FASS-tipusti minta-stacking tortént. Nem somentesitett mintakhoz képest a
csucsintenzitasok hasonloak, mivel mindkét esetben torténik minta-stacking
(melyek f6 mechanizmusa eltér). A talalt peptidek szamaban azonban jelentds
eltérés volt tapasztalhatdé (5. abra). Somentesités soran eléfordulhat peptid-
veszteség, ugyanis a kis méretil, hidrofil peptidek nem koétédnek meg a C18
fazison, igy a sokkal egyiitt tavoznak. A harmadik mintatipus (nem sd6mentes +
ACN) esetén kaptuk a legjobb eredményeket. A sokat és szerves oldoszert is
tartalmazo6 mintaknal felteheten t-1TP és FASS effektusok erdsitik egymast.

a, b

)
sémentes 5
Normél injektélés (~5 nl)  Nagyobb injektalds (~ 107 nL) nem somentes

#egyedi o Hegyedi o

peptidek SC% peptidek SC%
sémentesitett 15 25 32 43
nem somentes 11 20 43 48
nem sémentes 13 2 54 57

+ACN

nem sémentes + ACN

5. abra: A harom mintatipus esetén kapott eredmények: (a) szekvencia lefedettségek,
ill. egyedi peptidtaldlatok szama normal és nagyobb mintainjektdlasoknal és (b) Venn-
diagram, mely a kozos peptidtaldlatokat is szemlélteti stacking koriilmények mellett.
Az abran feltiintetett adatok a mintdak otszori ismétlésével kapott atlagertékek.
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IV. Az eredmények hasznositasi lehetéségei

A protemikai kutatasok célja a fehérjemintdk minél kimeritGbb
jellemzése. Megkozelitéstdl (top-down, middle-down/up vagy bottom-up)
fliggben eltérd informaciohoz juthatunk, melyek egymast kiegészitve egy
teljesebb képet alkothatnak a fehérjemintardl. A bottom-up proteomikat
rutinszeriien alkalmazzak fehérjék szekvenciajanak megismerésére, igazolasara
vagy biologiai mintdk mindségi és mennyiségi karakterizalasara és egyre
nagyobb jelentdsége van a a gydgyszeranalitika teriiletén a fehérjealapu
gyogyszerek elterjedésének koszonhetben. A bottom-up stratégia a fehérjék
enzimes emésztésén alapul, mely altalaban a  munkafolyamat
sebességmeghatarozd 1épése (2-24 ora). Célszerii olyan modszereket
kidolgozni, mellyel ez a 1épés nagysagrendekkel gyorsabban végbemehet. A
kialakitott immobilizalt enzimreaktorok képesek percek alatt biztositani az
oldatban emésztéssel (16 ora) elérhetd hatékonysagot. Nagy elénye ezen
reaktoroknak, hogy az tripszin immobilizalasa nem igényel szdrmazékképzo
reagenseket, egyszeriien érintkezésbe hozzuk az enzimoldatot a hordozo
kozeggel, ebbdl kifolyolag konnyen regeneralhatoak. Az in-line IMER rendszer
alkalmazasa egy teljesen automatizalt munkafolyamatot tesz lehetové.

Az enzimes emésztésen tulmenden kiemelkedd fontossagu a keletkezett
peptidek elemzése is. Az emésztményekben 1évé sok és szennyezd
komponensek eltavolitasat gyakran SPE modszerrel végzik el (mely alkalmas a
peptidek elédusitasara is, ha a megkotott peptideket kisebb térfogatba elualjuk).
Rémutattunk, hogy a CZE elemzéseket nem zavarja a minta sotartalma, sét a
sotartalomnak kdszonhetéen on-line minta-stacking 1ép fel. A somentesitési
lépés elhagyasa azért is elonyds, mert igy Kikiiszobolheté az SPE
eredményeként jelentkezé peptidveszteség, mely tobb peptid/fehérje
beazonositasat teszi lehetové.
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