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1. Roviditések

AFM atomerd mikroszkopia

BSA szarvasmarha szérum albumin

CE kapillaris elektroforézis

CID titkdzések-indukalta disszociacio

CLEA keresztkotott enzim aggregatum

CLEC keresztko6tott enzim kristaly

cocC ciklikus olefin kopolimer

COG tomegkozéppont algoritmus

CZE kapillaris zoénaelektroforézis

DTT ditiotreitol

EDC 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid
ESI elektrospray ionizacio

FA hangyasav

FAB gyors atom bombazasos ionizaciod

FT-IR Fourier-transzformacios infravords spektroszkopia
FT-SPR Fourier-transzformacios feliileti plazmon rezonancia
GOD gliik6z oxidaz

HPLC nagyhatékonysagt folyadékkromatografia
HSA human szérum albumin

IAA jodecetsav

IAM jodacetamid

IMER immobilizalt enzimreaktor

LBL layer-by-layer (adszorpcio)

LC folyadékkromatografia

MALDI matrixszal segitett 1ézer deszorpcids ionizacio
MS tomegspektrometria

NHS N-hidroxiszukcinimid

PDDA poli(diallildimetilammonium klorid)



PDMS
PET
PMMA
PTFE
PVDF
QTRAP
SC%
SDS
SEM
TFA
uv

poli(dimetilsziloxan)
poli(etilén-tereftalat)
poli(metil-metakrilat)
poli(tetrafluor-etilén)
poli(vinilidén-fluorid)

hibrid kvadrup6l — ioncsapda analizator
szekvencia lefedettség
natrium-dodecil-szulfat

pasztazo elektronmikroszkop
trifluorecetsav

ultraibolya (sugarzas)



2. Bevezetés és célkitiizés

Az elmult 20 évben nagy jelentdséggel bir6 tudomdanyteriiletté valt a
proteomika, melynek f6 célja az él6 szervezet proteomjanak, azaz teljes
fehérjeallomanyanak felderitése [1], tekintettel az egyes fehérjék szerkezetére,
aktivitdsara és poszttranszlacios modositasaira [2]. A proteomika egyik
legjelentésebb modszere a peptidtérkép vizsgalat, melynek alapja a vizsgalt
fehérjemintak tripszines emésztése, majd ezt kOvet6en a peptidek tovabbi
elemzése [3]. A peptidek elemzésével kapott eredmény — elektroferogram,
kromatogram vagy tomegspektrum — ujjlenyomatként jellemzi az adott
fehérjéket, igy teszi lehetdvé azok azonositasat.

Enzimek szilard feliileten torténd rogzitésével szamos modon juthatunk
immobilizalt enzimreaktorhoz (IMER) [4]. Ezen reaktorok legfobb el6nye, hogy
a benniik rogzitett enzim stabilabb - tovabb megdrzi aktivitasat [5], igy tobbszor
felhasznalhatéak és az enzimet konnyl elvalasztani a katalizalt reakcioban
keletkez6 terméktdl. Proteomikai jellegli feladatok sordn egy tovabbi elényds
tulajdonsaguk, hogy nem kell a tripszin — szabad formaban el6forduld —
Onemésztésével szamolni, ami miatt standard oldatban emésztés soran nem
javallott ezen enzim nagy koncentracioban torténé alkalmazasa. A reakcid
jelentésen gyorsabba tehetd, ha a tripszint immobilizalt forméaban, nagy (feliileti)
koncentracioban alkalmazzuk. Ezen kiviil is szamos irodalmi példat lehet talalni
az immobilizalt enzimreaktorok analitikai vagy szintetikus célokra torténd
felhasznalasara [6].

A mikrofluidikai kutatdsok f6 célja a laboratoriumi eszkozok
miniatiirizalasa (lab-on-a-chip) és az igy nyert eszkozok fejlesztése,
alkalmazasa. Egy-egy mikrofluidikai csip eléallitasa olcson és rutinszeriien
kivitelezheté poli(dimetilsziloxan)-bol (PDMS) [7], tovabba segitségiikkel
egyszerre tobb laboratoriumi mivelet is végezhetd egymast kdvetden vagy

parhuzamosan. Hasznalatuk akkor célszeri amikor a vizsgaland6 minta



korlatozott mennyiségben all rendelkezésre (akar <1 pL), pl. egyes Klinikai
mintak vizsgalatakor.

Kutatomunkdm soran azt a célt tliztem ki, hogy olyan, immobilizalt
tripszint  tartalmazé enzimreaktorokat készitsek, melyek segitségével
nagysagrendekkel gyorsabb fehérjebontast lehet végezni, ami nagyban
csokkentheti a fehérjék analiziséhez sziikséges id6t. Annak érdekében, hogy az
IMER-ek kis térfogati mintak esetén is alkalmazhatoak legyenek, fontosnak
taldltam a reaktorok mikrofluidikai eszk6zokbe integralasat. Ezen
megfontolasok alapjan két tipusu reaktort készitettem eltéré immobilizalési
stratégiaval, melyeket az Eredmények és értékelésiik fejezet két kiilon

alfejezetében mutatok be.
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3. Irodalmi elézmények

3.1 Fehérjék peptidtérkép vizsgalata

A proteomika kifejezést Marc Wilkins és Keith Williams alkottdk meg;
elobbi egy 1994-es sienai konferencian vezette be a proteom kifejezést, mint a
genom altal kodolt fehérjék Gsszességét (,,protein complement expressed by a
genome”) [8]. Habar a proteomikat tobbféleképpen Iehet definidlni, a
legfontosabb jellemzdje, hogy egy olyan fehérjékkel foglalkozod tudomanyégrol
van sz6, amely célul tiizte ki, hogy egy adott szervezet/sejt altal termelt
fehérjéket minél kimeritobben tanulmanyozza, azaz leirja a fehérjék tipusat,
funkciojat, aktivitasat, szerkezetét, poszttranszlacidos modositasait.

A proteomika megsziiletéséhez nagyban hozzajarultak az 1970-es és 80-as
évek tudomanyos attorései. Ilyen volt a 2D gélelektroforézis, amit az 1970-es
évek masodik felétdl hasznalnak nagyszamu fehérjék elvalasztasara [9]. Eleinte
a 2D  gélelektroforézis  hasznalatanak az  elvalasztdsok  gyenge
reprodukalhatosaga szabott hatart, azonban a 80-as évek végének fejlesztéseivel
sikertilt ezt kikiiszobolni. Ekkortol kezdtek immobilizalt amfolitokkal kialakitott
pH gradienst hasznalni az 2D elvalasztasok izoelektromos fokuszalasi
dimenzidjaban [10], tovabba olyan un. mikroszekvenalasi technikdk is
megjelentek, amikkel a gélen elvalasztott ,.foltokbol”, azaz nagyon kis
mennyiségli fehérjékbol is tudtak szekvenalast végezni [11]. A masik fontos
tudomanyos  attorés, ami megalapozta a fehérjék vizsgalatat az a
tomegspektrometria (MS) intenziv fejlédése, kiillondsen a lagy ionizéciot
lehetévé tévo ionforrasok megjelenése. Ilyen ionforrasok a gyors atom
bombazas (FAB) [12], a matrixszal segitett lézer deszorpcids ionizacid
(MALDI) [13] és az elektrospray ionizacio (ESI) [14].

A fehérjék azonositasara az 1990-es évek elsé felétél hasznalnak
peptidtérkép vizsgalatokat [15-17]. A moddszer elve az, hogy a fehérjék
bontasabol szarmazé peptidek a kiindulasi fehérjét ujjlenyomatszertien

jellemzik; azaz, ha ismeretes a hasitd agens specificitasa, akkor elére meg tudjuk
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hatarozni, hogy milyen peptideket varunk a fehérje teljes szekvenciija és a
hasitasi helyek alapjan. Ezek a peptidek egyedi mintdzatot adnak analizist
kovetden a kromatogramon, elektroferogramon vagy tomegspektrumon, ami —
elsdsorban a peptid tomegcsucsok alapjan — lehetévé teszi a fehérjek
azonositasat.

A vizsgéalat gyakorlati megvalositdsa soran a fehérjemintit érdemes
semleges vagy enyhén lugos elektrolitban feloldani (pl. 25 mM NHsHCOs,
pH=7,8), amellyel a késdbbi emésztés soran hasznalatos enzim (pl. tripszin)
szdmara optimalis pH-t lehet bedllitani. Ezt kovetéen a mintat el kell kezelni
denaturalo agenssel (pl. karbamid vagy guanidin-hidroklorid), amely biztositja a
fehérje szerkezetének kitekerését a konnyebb bontds érdekében. Ezutan a
diszulfidhidakat bontjak meg, leggyakrabban ditiotreitollal (DTT), amit
jodacetamiddal (IAM) vagy jodecetsavval (IAA) kombinalva alkalmaznak, hogy
a tiolcsoportok alkilezédjenek (karbamidometilez6dés ill. karboximetilez6dés),
igy megakadalyozva diszulfidhidda torténé regeneralodasukat. Az ezt kovetd
fehérjeemésztést kémiai reagensekkel (pl. brom-cian) vagy protedz enzimekkel
(pl. tripszin, pepszin) lehet elvégezni [18]. Mivel a fehérjebontdé enzimek
hajlamosak Onmaguk emésztésére, ezért oldatban valé hasznalatuk soran
torekedni kell arra, hogy alacsony koncentracioban alkalmazzuk dket (altalaban
fehérje:enzim=200-20:1) [18], kiilonben az dnemésztésiikbdl szarmazo peptidek
zavarnak az analizist. Emiatt az emésztés id6igényes (2-30 ora) [18], még ugy is,
ha a bontast szobahdmérsékletnél magasabb homérsékleten hajtjuk végre
(4ltaldban 37 °C-on). Az emésztést kovetden a tripszin aktivitasat meg lehet
szlintetni az oldat savanyitasaval (altalaban hangyasav (FA) hozzaadasaval 0,1%
végsd koncentraciora) és a kapott oldatot az analizisig érdemes -20 °C-on
tarolni. Attol fliggben, hogy hogyan szeretnénk a tovabbiakban analizalni az
elegyet, sziikséges lehet a minta somentesitése (kiilondsen MS esetén).

A peptidek detektalasat/azonositasat — azaz a peptidtérkép elkészitését — a
tandem tomegspektrometria kialakuldsa alapozta meg a 90-es évek kozepén

[19], hiszen segitségével az egyes peptidek szekvencidja rutinszertien
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meghatarozhatd. Enélkiil nem j6hetett volna 1étre az Gin. shotgun (sérétes puska)
proteomika [20], melynek Iényege, hogy egy fehérjekeverék idéigényes 2D
gélelektroforetikus elvalasztisa, majd az azt kovetd fehérjeemésztés helyett a
fehérjekeveréket elvalasztas nélkiil emésztik, majd altalaban nagyhatékonysagu
folyadékkromatografiaval kapcsolt tandem tomegspektrometriaval (LC-MS/MS
modszerrel) azonositjdk a peptideket. Ez a fehérjeazonositas (MS/MS ion
keresés) azon alapszik, hogy 2D tomegspektrometriaval az egyedi peptidek
szerkezetét meg lehet hatarozni, a kapcsolt elvalasztas pedig biztositja, hogy a
peptidek ne egyszerre jussanak az MS-be (valdjaban, annal jobb azonositast
kapunk, minél szélesebb iddintervallumban keriilnek be a peptidek a
tomegspektrométerbe [21]).

Minél hosszabb egy peptidlanc, annal val6sziniibb, hogy nincs jelen csak
egy adott fehérje szekvenciajaban (azaz un. egyedi peptid), tehat az analizis célja
minél tobb, ugyanahhoz a fehérjéhez tartozd egyedi peptid megtalalasa.
Szemléletesebben: mivel 22-féle fehérjeépitd aminosav ismeretes, n
aminosavbol 22" kiilonb6z6 peptidlanc épithet6 fel, ez pl. 6 aminosav esetén
113.379.904 kiilonbozd variaciét jelent. Igy konnyen belathatd, hogy egy 5
aminosavegységnél hosszabb peptid jo eséllyel csak egyféle fehérjében fordul
el6, azaz egyedi (hogy valoban egyedi-e, az egyértelmiien kiderithetd internetes
fehérjeadatbazisokbol). Tovabba, ha ugyanahhoz a fehérjéhez tartozd 2 egyedi
peptidlancot sikeriil azonositani egy mintaban, a kapott fehérjetalalatot a
gyakorlatban elfogadhatonak tekintjiik.

Ezen megfontolasok figyelembe vételével megérthetd, hogy miért a
tripszin a legelterjedtebb fehérjebontd reagens: egyrészt kiemelkedd a
specificitasa, aminek kdszonhetden nem jellemz6 ra a véletlenszerti — hibas —
hasitas (lizin és arginin C-terminalis peptidkotéseit hasitja), tovabba ezek a
hasitohelyek egymastol jellemzden nagy, de nem til nagy tavolsagban fordulnak
elo6 a fehérjék szekvencigjaban, igy a keletkezd peptidek tobbsége 6-20
aminosavbol allo, egyedi peptid, amirél az is tudhatd, hogy a C-terminalis

végiikon csak bazikus aminosav lehet.
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Habar altalaban a fentebb megadott moédon végzik a peptidtérkép
vizsgalatokat, a peptidek detektalasat mas analitikai modszerekkel is el lehet
végezni. Elvalasztashoz alkalmazhat6 a HPLC mellett kapillaris elektroforézis
(CE), MS helyett UV detektalast is végezhetiink, ill. elvalasztas nélkil is
vehetiink fel tomegspektrumokat (pl. MALDI-MS-sel [22]), igy az alkalmazhato
elvalasztd — detektalod rendszerek a kovetkezOk: CE-UV [23-26], CE-MS [27],
(2D) HPLC-UV [23,28], HPLC-MS [20,29,30]. Az LC-MS modszer jelenlegi
elénye a CE-MS-sel szemben az, hogy konnyebben megoldhatd, hogy az
emésztés soran keletkezd peptidek széles iddintervallumban eludlédjanak, mig
CE elvalasztas esetén ennek megvalositasa kevéssé kidolgozott. Dovichi
csoportja nemrég egy olyan CE-MS mddszert mutatott be, aminek segitségével
emésztett HeLa sejtlizatumot analizaltak, s az eredményeket LC-MS-sel
hasonlitottak Gssze [21]. Az igy kapott baziscsucs elektroferogram, ill.

kromatogram lathat6 az 1. abran.

2-

CZE

—
T

LC

Relative base peak intensity

Lk

60 80 100
Separation time / min

0 20 40

1. dbra: Kapilldris zénaelektroforetikus (CZE-) és LC-MS/MS modszerek
osszehasonlitasa emésztett HeLa sejtlizatum elvdlasztdasdara. Az abrat a [21]
hivatkozasbol illesztettem be, a John Wiley and Sons kiado engedélyével.
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Modszeriikkel sikeriilt ~90 percre ndvelniiik azt az iddintervallumot, mig
a peptidek migraciojuk révén az MS-be jutnak azaltal, hogy linearis
poli(akrilamid) bevonatu kapillarist és viszonylag magas ecetsav koncentraciot
(5% V/V) hasznaltak az elvalasztd pufferben. Emellett nagyobb mennyiséget
tudtak injektalni annak kodszonhetden, hogy a minta matrixdban 0,03-0,04%
(V/V) ecetsav és 30-40% (V/V) acetonitril volt jelen, igy a mintamatrix
vezetOképessége joval alacsonyabb lett az elvalasztopuffer vezetoképességéhez
képest, ami a zonak dusulasahoz vezetett. Ezzel a modszerrel sikeriilt ~10.000

peptidet azonositaniuk, ami ~2.100 fehérjetalalatnak felelt meg.
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3.2 Enzimek immobilizalasa

Az enzimek immobilizalasa szamos kutatocsoportot foglalkoztat, igy nem
meglepd, hogy sokféle immobilizalasi modszer Ilétezik. Az enzimek

immobilizalasi lehetéségeinek sematikus csoportositasa lathato a 2. abran.

a b

Adsorption . .
c d e
Covalent bond —. W—'
Bioaffinity —(.—.

Entrapment,
encapsulation

i i
Cross-linking % @

2. abra: Enzimek immobilizaldsi stratégidi. Adszorpcio (a) kozvetlen modon, ill.
(b) tavtarton (spacer) keresztiil. Kovalens kotés (c) kozvetleniil, (d) kisméretii
tavtarton keresztiil, ill. (e) nagyméretii tavtarton keresztiil. (f) Rogzités
bioaffinitas kolcsénhatas alapjan. (g) Csapdazas, (h) kapszuldzas. Keresztkotott
enzim (i) kristalyok, ill. (j) aggregatumok. Az abrat a [4] hivatkozasbol
illesztettem be.

Az adszorpcio a legegyszeriibb immobilizalasi technika, hiszen
kivitelezhetd azaltal, hogy az adszorbens és az enzim (adszorptivum) oldata
érintkezésbe keriil egymassal. Az adszorpcié hajtoereje hidrofob vagy
elektrosztatikus kolcsonhatas, amely kialakulhat kozvetleniil az enzim és az

adszorbens feliillete mentén (pl. a PDMS kivaloéan adszorbeal fehérjéket [31]),
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vagy hasznalhatunk elektrosztatikusan toltdtt tavtartot (spacer), aminek
segitségével toltéssel rendelkezd enzimet tudunk azonos toltésii feliletre —
kozvetve — adszorbealni. Utobbi esetre jo példa egy kisméretil, pozitivan toltott
fehérje (Zoasic2) hasznalata tavtartoként (3. abra), melynek segitségével negativan

toltott adszorbenst és enzimet lehet ,,6sszekotni”, melyet Nidetzky és csoportja
irt le [32,33].

Bulke.g. pH 7.0

3. abra: Rendezett immobilizalasi stratégia enzimek rogzitésére Znasica tavtarton
keresztiil. Az abrat a [33] hivatkozasbdl illesztettem be, a John Wiley and Sons
kiado engedélyével.

Els6sorban akkor érdemes adszorpciot valasztani immobilizalasi
stratégiaként, ha a feliilet, amire az enzimet rogziteni szeretnénk nem tartalmaz
reaktiv csoportokat (pl. PDMS), ilyenkor ugyanis csak komplex kémiai reakciok
utjan lehetne kovalens kotést kialakitani. A modszer legnagyobb hatranya (pl. a
kovalens immobilizalassal szemben), hogy az adszorbealt enzim kblcsonhatasba
1éphet a szilard feliilettel (ha az immobilizalas soran nem alkalmaznak tavtartot),
ami gyakran eredményezi az enzim konformacidjdnak torzulasat, ami
végsOsoron az enzimaktivitas csokkenéséhez, majd megsziinéséhez vezet.
Kiilongsen az erésen hidrofob feliiletek esetén jellemz6, hogy az enzim hidrofob

oldallancai a szilard hatarfeliileten helyezkednek el, ami végiil az enzimnek a

hordoz6 feliiletén torténd szétteriiléséhez vezet.
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A leggyakrabban hasznalatos immobilizalési stratégia a kovalens kotés
kialakitdsa. Erdekes, hogy habar szdmos kovalens immobilizalasi reakciot

leirtak, a publikaciok tobbségében kétféle reakcid ismétlédik (4. abra).

a J
| Enzim—COO" O HN
_N NH* -
.C~ NN ~ H*
<N Enzim O)\N/\/\N/
o |
o=N_o o
V o Felilet—NH ?
elulet—
. U w 2 M Feliet
Enzim o~ Enzim H
o}
b
CHO(CH,)3CHO Enzim—NH,
Feliilet—NH, > FeIUIet/NW\CHO -
Felilet” X7 N""F"“Enzim — Felilet” >N e im

4. abra: A ket leggyakrabban alkalmazott kovalens immobilizalasi reakcio: (a)
EDC és NHS segitségével amidkotés kialakitasa, ill. (0) glutaraldehiddel torténd
immobilizalds (aminocsoportokon keresztiil).

Az egyik ilyen reakcid a ,.karbodiimides” modszer (4.a abra), amikor a
feliileten vagy az enzimen 1évo karboxilcsoportot elsé 1épésben aktivaljak egy
karbodiimiddel (altalaban 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimiddel
(EDC)), s az igy kapott koztitermék akar Oonmagaban, akar NHS-sel valo
stabilizalast kovet6en alkalmas arra, hogy aminocsoportokkal amidkotést
1étesitsen. A masik immobilizalasi reakcidban a feliileti és az enzimen talalhato
aminocsoportokat glutaraldehid segitségével kapcsoljak ossze (4.b abra); a
reakcio elsé 1épésében egy Schiff-bazis keletkezik, amit a masodik 1épésben
szekunder aminna redukalnak, altaldban NaCNBHsz-del. A kovalens
immobilizalds elénye, hogy a rogzités stabilabb, nincs lehetdség arra, hogy az

enzim molekulai a feliiletrdl lemosodjanak (kivéve erélyes reagensek esetén, ami
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a kotés felbontasahoz vezetne). Nem jellemzd a szétteriilés okozta
enzimaktivitds csokkenés, de a nagyobb aktivitds érdekében nagyméretii
tavtartok hasznalatara is van lehetdség (pl. szarvasmarha szérum albumin - BSA)
[34]. A kovalensen immobilizalt enzimek gyakran akar honapokig meg6rzik
aktivitasukat.

A bioaffinitds koélcsonhatason alapulé immobilizalas  specifikus
kolcsonhatason alapszik, aminek kialakitashhoz a felillet és az enzim
szdrmazékképzése sziikséges. Jellemzden biotinilezett enzimeket kotnek avidin-
vagy sztreptavidin boritast feliiletre (avidin boritast részecskék kereskedelmileg
beszerezhet6k a Bangs Laboratories cégtdl [35-37]) vagy hexahisztidinnel jelolt
enzimeket rogzitenek Ni-, ill. Co-ionokat tartalmazd allofazisra [38,39].
Legnagyobb elénye ennek a technikanak, hogy kivald specificitast és jo
szabalyozhatdsagot biztosit az immobilizalas soran, tovabba az igy immobilizalt
enzimek aktivitasa jellemzden nagy, ugyanis a kotést 1étesitdé molekularészletek
(pl. biotin és avidin) tavtartoként is funkcionalnak, igy megakadalyozzak az
enzim feliilettel valo kolcsonhatasat. E technikak széleskorti felhasznalasat a
szarmazékképzo reagensek magas koltsége korlatozza.

Egy molekula csapdazasa azt a folyamatot jelenti, mely soran a
csapdazanddé molekulat (esetleg részecskét [40]) koriilveszik (csapdazzak)
oldhatatlan matrixszal (gél). Fontos tisztazni, hogy ezt a gélt tobbféle modon
hasznalhatjak: monolitrél beszéliink, ha a gél a kapillaris teljes keresztmetszetét
kitolti, de hasonlo gélt bevonatként a csatorna falan is lehet alkalmazni, amiben
molekulakat vagy részecskéket (pl. zeolit részecskéket [41,42]) lehet csapdazni.
A csapdazashoz nagyon hasonld technika a kapszulazads, ami olyan
csapdazasnak tekinthetd, amikor a molekulak (esetleg sejtek [43]) valamilyen
oldhatatlan anyagu (pl. alginat-, szilikagél) részecskébe keriilnek .

Az enzimek keresztkotésével keresztkotott enzimmembrant, aggregatumot
(CLEA) vagy kristalyt (CLEC) kaphatunk. A keresztkotési reakcio egyszert, a
glutaraldehiddel t6rténdé kovalens rogzitéshez hasonld, azonban a CLEC-0k

eloallitasdhoz  nagy tapasztalat sziikséges fehérjék  kristalyositasaval
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kapcsolatban. Ennél a modszernél értelemszertien nincs sziikség szilard feliiletre,
a kristalyok aktivitasa kimagaslo.

Egy kivételes immobilizalasi technikat mutattak be Pohar és tarsai [44],
akik lipdz enzimet immobilizaltak izoamil-acetdt szintéziséhez. Egy
ionfolyadék/n-heptan elegybdl emulzidt képeztek egy iiveg mikrofluidikai
csipben, ahol az enzim feliiletaktiv anyagként viselkedett, azaz az amfifil jellege

miatt az emulgeélt n-heptan cseppek hatérfeliiletén helyezkedett el.
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3.3 Mikrofluidikai csip alapu enzimreaktorok

A mikrofluidika  tudomanyteriilete a  kémiaban  koveti a
szdmitastechnikdban megfigyelhetd miniatiirizalasi trendeket. Célja a
laboratoriumi eszkozok integralasa néhany cm?nyi teriileti mikrofluidikai
csipekre, melyek segitségével akar tobb mivelet egymast kovetd (vagy
parhuzamos) elvégzésére is van lehet6ség, emiatt ezeket a csipeket un. lab-on-a-
chipeknek is hivjak. Ezen eszkozok elénye, hogy a folyadékok aramoltatasanal
hasznalt csatornak kis atméréje miatt igen kis mintatérfogatok is elegendéek
lehetnek egy analizishez.

A mikrofluidikai  csipeket gyakran PDMS-bél  allitjak  eld
kutat6laboratoriumokban, ugyanis a PDMS viszonylag olcso, igy a kapott csip is
olcsd, eldobhatdo. Ebben az esetben a csipek elGallitasa lagy litografias
modszerrel egyszerlien torténhet [7]. A PDMS attetsz6, rugalmas,
biokompatibilis polimer, kitlind adszorbens, kiilonosen a fehérjék eldszeretettel
adszorbealodnak ra [31,45]. Ez analitikai feladatok esetén probléma lehet, amit
specialis bevonatok alkalmazasaval lehet elkeriilni [46], ugyanakkor
alkalmazasa kézenfekvd adszorpcioval torténd immobilizalashoz.

Az 1. figgelékben 59 (tobbségében) mikrofluidikai, immobilizalt
enzimreaktor tulajdonsagat foglaltam Gssze, felhasznalasi tertiletiik alapjan (pl.
szintézis, glikéz meghatarozas, glikdn analizis, fehérjeemésztés stb.). Ezen
reaktorok szamos tulajdonsdga koziil tobbet is ki lehetne emelni a reaktorok
osztalyozasa céljabol, azonban szamomra a szildrd hordoz6 tipusa és mérete
alapjan torténd csoportositas tlinik a leglogikusabbnak.

Az irodalomban fellelheté nagyszamu reaktor szilard hordozoi a
kovetkezok lehetnek: i, az adott eszk6z belsé csatornafala vagy a csatornaba
integralt membran (felszinen t6rténé immobilizalas), ii, monolitok, ill. iii,
részecskék. A csatornafalon valé immobilizalas a legegyszeriibb, hiszen nincs
sziikség arra, hogy a hordozot valamilyen moédon integraljuk a reaktorba,

amelynek az elkészitése ezaltal gyorsabb és egyszertibb. A csatornafalon torténd
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immobilizalasra példa a PDMS csip [47,48], poli(metil-metakrilat) (PMMA)
csip [49], poli(etilén-tereftalat) (PET) csip [50] vagy szilicium csip belsé falan
[22], ill. kvarc kapillaris bels6 falan torténd immobilizalas [51-53]. Erdemes
megjegyezni, hogy a hatékony immobilizalas érdekében ezekben az esetekben
gyakran sziikséges feliileti rétegek kialakitasa (pl. LBL adszorpcioval [50]) vagy
a felillet funkcionalizilasa késObbi kovalens kotéshez [49], bioaffinitas
kolcsonhatashoz [48] vagy elektrosztatikus adszorpciohoz [54]. Membranok
esetén is tobbféle membrant talalhatunk: poli(vinilidén-fluorid) (PVDF)
membrant [55-57], nylont [57] és keresztkotott enzimmembrant [58,59]. Utobbi
a keresztkotott enzim aggregatumok egyik specidlis tipusanak tekintheto,
azonban a kettd nem ugyanaz, hiszen az enzim aggregatum kifejezés inkabb
részecskére vonatkozik [60], nem membranra. A két eset 9sszehasonlitasaképp
az 5. abran lathat6 két irodalombol vett példa. Az 5.a abran jol lathato, ahogy az
aminoacilaz membran bevonatot képez a poli(tetrafluor-etilén) (PTFE) kapillaris
belsejében, az 5.b abran pedig lipaz enzimbdl készitett ~1 um-es aggregatumok
figyelhetdk meg.

A szilika, ill. szintetikus polimer alapi monolitok az 1990-es években
valtak népszerivé, amikor ujfajta HPLC allofazisként kezdték el hasznalni éket.
Ez a pordzus allofazis kitind immobilizalasi feliiletnek bizonyult IMER-ek
létrehozasahoz, vagy  bioaffinitds  kromatografias  célokra is  [61].
Népszeruségiiket jol mutatja a monolit enzimreaktorok kiemelkedd szama
[24,29,62-75]. Ezeket a reaktorokat kapillarisban, tiveg [76], PDMS [77],
PMMA [77], ciklikus olefin kopolimer (COC) [77], ill. kereskedelmi
(Micralyne) [78] mikrofluidikai csipekben alakitottak ki. E16ny6s tulajdonsagaik
ellenére kevés csip-alapi monolit enzimreaktorra talalni példat, a monolitok
csipekben torténd legnépszeriibb felhasznalasa inkabb a hoére keményedd
monolitok alkalmazasa csapként a csipek csatorndiban folyadékaramlas

szabalyzasara [79].
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5. abra: (a) CCD kép egy keresztkotott aminoacilaz enzimmembranrol, amelyet
PTFE kapillarisban alakitottak ki, majd a kapillaris egy részét eltavolitottak (a
felvétel elkészitéséhez). Az dbrat a [58] hivatkozdsbdl illesztettem be, a John
Wiley and Sons kiado engedélyével. (b) Pasztizo elektronmikroszkép (SEM)
képek Candida antarctica lipaz CLEA-rol. EQy-egy ilyen aggregatum 8 millio
enzim molekulabal allhat. (3500x nagyitas). Az abrat a [60] hivatkozdsbol
illesztettem be, a Taylor & Francis kiado engedélyével.

A részecskéken torténd immobilizalds foglalja magaban a legtobb
immobilizalasi lehet6séget, hiszen szamos tipust (eltérdé funkcionalitassal,
szerkezettel és mérettel rendelkezd) részecske kereskedelmileg hozzaférhetd
kromatografias allofazisként. A konnyebb attekinthetdség érdekében ezek a
részecskék méretiik szerint csoportosithatok, ami az 6. abran lathato. Erdekes
megjegyezni, hogy ezen részecskék koziil a nanorészecskéket elsddlegesen a
csatorna falanal lokalizalva hasznaljak [42,80], mig a mikrorészecskékbol

inkabb toltetet készitenek. A milliméteres mérettartomanyu részecskék —

értelemszeriien — nem integralhatok mikrofluidikai csipekbe, a nagyobb méret
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miatt viszont ezek a részecskék jol hasznalhatok szintetikus célokra
katalizatorként. Hatékonysagukat és népszeriiségiiket jol mutatja, hogy

tablazatban szerepld két részecske kereskedelmi forgalomban szerepel.

arany
nanorészecskék

szilika részecskék agaréz

részecskék

keresztkotott

Novozyme 435

. - (Pierce®) - . .
nanozeolitok [ &MZM kr!stalyok/ polisztirol i (lipaz akrilgyantan)
aggregatumok részecskék _ porézus
f& . livegrészecskék
ém-szerves mégneses ' )
vazu anyagok részecskék i ) pollelektrlcvllt LentiKats®
(MOF) PSDVB részecskék kapszulak

(Poroszyme®)

Nanorészecskék Mikrorészecskék Milliméteres mérettartomanyu
(1-100 nm) (0.1-100 pm) részecskék
(>0.1 mm)

6. dbra: A részecskealapu enzimreaktorokban leggyakrabban hasznalatos
részecskék (immobilizalasi feliiletek) csoportositasa méretiik szerint. Az abrat a
[4] hivatkozasbdl illesztettem be és forditottam le.

Az enzimreaktorok legfontosabb — kiemelt — alkalmazasi teriiletei a
publikacidk nagy szamat tekintve a szintézis, a csipen torténd jelerdsités analitok
érzékeny detektalasahoz, ill. a fehérjeemésztés.

A kémiai szintéziseket akkor érdemes mikrofluidikai csipekben
végrehajtani, ha az eléallitott termék értékes és csak kis mennyiségben kell
eléallitani (pl. a 8F-flourodezoxigliikdz mikrofluidikai szintézise [81]), ha a
reakciokoriilmények gyors optimalasa a célunk [38] vagy ha az alkalmazott
részecskék mérete lehetdvé teszi a nagyobb 1éptékli szintézist (bar utdbbit mar
nem nevezhetjiik mikrofluidikanak).

A csipen (tehat nem kapcsolt technika segitségével) torténd detektalas
jelenleg kevéssé kidolgozott technika, azonban van néhany specialis eset arra,
hogy miként detektalhatunk érzékenyen — adott tulajdonsagu — komponenseket
csipen. Ezekben a csipekben a H:O.-nak kdzponti szerepe van, amit
amperometriaval lehet kozvetleniil detektalni [82], vagy kemilumineszcencias

detektalast lehet alkalmazni luminol tormaperoxiddz (HRP) enzimmel torténd
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oxidalasaval (els6 1épéskét gliikoz oxidazzal (GOD) H20.-t termeltetnek, ami a
HRP szubsztratja) [36].

A fehérjeemésztés proteomikdban betdltott szerepét a 3.1 fejezetben
részleteztem. Csipben torténd megvalositdsa sordn az emésztés a csipben
immobilizalt proteaz enzimmel torténik, ami on-line kapcsolatban lehet az
elvalasztd/detektald egységgel (pl. MS) wvagy a keletkez6 peptideket
analizalhatjuk off-line moddon, a csipen athaladt folyadék Osszegytijtését
kovetden. A fehérjeemésztéshez gyakran haszndlt tripszin immobilizalasdhoz
eldszeretettel alkalmaznak magneses részecskéket [83-91], amikbdl egy kiils6
magnes segitségével egyszerien lehet a részecskéket elkiiloniteni az
oldatfazistol, vagy tripszinnel eleve bevont agar6z részecskéket [92-96], amik
ebben a formaban kereskedelmileg is elérhetok (Pierce, Rockford, IL). A
fehérjék emésztéséhez hasznalatos reaktorok tulajdonsagait bévebben a 2.
fliggelékben foglaltam Gssze (6sszesen 55 reaktorét), ahol megtalalhatd az egyes
reaktorokban alkalmazott enzim tipusa, a reaktor tipusa, az immobilizalasi
feliilet és stratégia, a fehérjeemésztéshez sziikséges id0, a reaktorral emésztett
mintafehérjék, azok szekvencia lefedettség (SC%) értéke, ill. néhany esetben a
feliileti boritottsag. Az SC% megmutatja, hogy a meghatarozott peptidek az
azonositott fehérje szekvencigjanak hany szazalékat fedik le, a feliileti
boritottsdg pedig adott mennyiségli szilard hordozora vonatkoztatott,

immobilizalt enzim.
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4. Anyag és modszer

4.1 Felhasznalt vegyszerek

Kisérleteimhez analitikai tisztasagi vegyszereket hasznaltam. Protedz
enzimként sertés hasnyalmirigy eredetli tripszint alkalmaztam (Type IX-S,
liofilizalt por, Sigma, St. Louis, MO, USA). Tesztfehérjeként BSA-t, (csirke)
tojasfehérjébdl szarmazo lizozimet, 16 vazizom eredetii mioglobint és
szarvasmarha vérébdl szarmazé hemoglobint (mind Sigma termék), tovabba
egészséges Onkéntesektdl szarmazd (emberi) vérszérumot ¢€s konnyet
emésztettem az enzimreaktorok segitségével. A kovalensen rogzitett toltetes
reaktor esetén a tripszint aminocsoporttal funkcionalizalt szilika részecskékhez
rogzitettem (HPLC toltet, Microsorb 100-5, amino, Varian, Palo Alto, CA,
USA) 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid (EDC) és N-
hidroxiszukcinimid (NHS) segitségével.

A kiilonb6z6 mintaclékészitésekhez a  kovetkez6  vegyszereket
hasznaltam: trifluorecetsav (TFA), karbamid, DTT, jodacetamid (IAM),
NH;HCO3, hangyasav (FA) és benzamidin hidroklorid (mind Sigma termék).
Oldatkészitéshez kétszeresen ioncserélt vizet hasznaltam (Elix-3, Millipore,
Darmstadt, Németorszdg). A CZE elvalasztasok soran hasznalt pufferhez
NaH:POs-t és NaHPOs-t, pre- és posztkondicionalashoz natrium-dodecil-
szulfatot és NaOH-t hasznaltam (VWR International, PA, USA).
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4.2 Mikrofluidikai csipek tervezése és készitése

A kétféle reaktor elkészitéséhez két eltéré mintazati mikrofluidikai csipet
terveztem. Az adszorbedlt enzimet tartalmazé reaktor csatorndja 100 um széles,
35 um magas és 20 cm hosszi volt (belsd térfogat: 700 nL), amely
szerpentinszeriien volt kialakitva a csipen. A kovalens rogzitésii, toltetes reaktor
kialakitasahoz tobb parhuzamos csatornat terveztem ugyanarra a csipre 1 mm-€s
szélességgel, 35 pm-es magassaggal és 1 cm-es hosszal (bels6 térfogat: 350 nL).

A csipeket PDMS-bél lagy litografias eljarassal készitettem el [7]. Ennek
soran a csipek mintazatat AutoCAD program segitségével rajzoltam meg, majd a
mintazatokat nagy felbontassal (3000 dpi) atlatszo foliara nyomtattuk ki. Egy 3
hiivelyk atmér6ji szilicium lapkat spincoater segitségével negativ tipust
fényérzékeny anyaggal (SU-8 2025, Microchem, Newton, MA, USA) vontam
be, mely soran 3000 rpm sebességet alkalmaztam 30 s-ig. Ezt kovetéen a lapkat
15 percre 95 °C-os kemencébe raktam. A maszkon 1évé mintat Ggy vittem 4t a
Si-lapkara, hogy 365 nm-en sugarzd6 UV lampaval besugaroztam 10 percig a
maszkon keresztiil. A besugarzott lapkat elohivas el6tt még visszaraktam a 95
°C-os kemencébe 5 percre, majd az el6hivoszerrel (1-metoxi-2-propanol-acetat)
leoldottam azt a részét a bevonatnak, amely nem lett besugarozva, igy
megkaptam az dnt6format.

A PDMS csipet ezutan a PDMS elasztomer és térhalosito (Sylgard 184,
Dow Corning, Midland, MI, USA) 10:1 (m:m) aranyu keverékének ontéformara
vald raontésével készitettem el. A viszkdzus keverék gdzmentesitése utan az
ontéformara ontott keveréket 65 °C-0s kemencébe helyeztem 1 6raig. Ez id6
alatt végbement a térhalosodas, igy a mintakat formara vagtam, 300 um-es
lyukakat lyukasztottam bele a csatornak végeinél a folyadékcsovek
csatlakoztatasdhoz, majd levegd plazmas aktivalast kovetéen (PDC-32G,
Harrick, Ithaca, NY, USA) a csipet egy hasonldan aktivalt iiveglapra helyeztem
(,,ragasztottam”), mely soran a reaktiv gyokok rekombinalddtak, igy a PDMS

csip irreverzibilisen rogziilt az tiveglapra.
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Folyadékok 4aramoltatasahoz perisztaltikus pumpéat hasznaltam (IPC,
Ismatec, Cole-Palmer, IL, USA). A pumpahoz csatlakozé csévek 0,25 mm belsé
atmér6jiiek voltak (Tygon, Cole-Palmer, IL, USA).

Az igy elkészitett csipeket egy nagysebességli CCD kameraval ellatott
inverz mikroszkoppal vizsgaltam (Axio Observer Al, Zeiss), a képeket az

AxioVision 4.6.3 szoftverrel dolgoztam fel (Zeiss).
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4.3 Fehérjék tripszines emésztése

4.3.1 Fehérjemintak eldkészitése tripszines emésztéshez, oldatban emésztés

A fehérjemintak el6készitése soran a kdovetkezd lépéseket végeztem el:
~2,5 mg tesztfehérjét feloldottam 100 pL 25 mM NH4HCOs-ban, majd azonnal
300 pL 8 M karbamidot adtam hozz4, igy hagytam allni szobahdémérsékleten 30
percig, mely id6 alatt felbomlott a fehérje harmadlagos szerkezete. Ekkor 40 uL
100 mM DTT-t adtam hozza, amely a diszulfidhidak redukalasaért felelés (37
°C-on 1 ¢6ra). Ezt kovetéen 40 uL. 200 mM IAM oldatot adtam hozza, amely
karbamidometilezi a redukalt diszulfidhidakat, igy megakadalyozza azok
regeneraloddsat (45 perc, szobahdOmérséklet, sotét). Ezutan 2 mL 25 mM
NH4sHCO; oldatot adtam az elegyhez, hogy a végsé fehérjekoncentracio ~1
mg/mL, ill. karbamidkoncentracioja <1 M legyen.

A konnymintak vétele egy standard modszerrel, kapillarissal valo
konnygytjtéssel tortént [97]. A szérum- és konnymintdk esetén a
mintaeldkészitésnél ligyelni kellett arra, hogy kevesebb minta all rendelkezésre
és elére nem ismert a mintdk fehérjetartama. igy a mintaeldkészitést enyhén
modositottam: egy eldzetes Osszfehérjetartalom vizsgalat utan a szérumot és a
induljak ki, majd a kovetkez6 mennyiségii reagenseket alkalmaztam: 5 pL
mintahoz 0,9 mg karbamid, 0,3 uL 100 mM DTT, 0,3 puL 200 mM IAM és 9,5
pL 25 mM NHiHCOs. Az elokészitett fehérjeoldatokat (standard vagy valos
minta) -20 °C-on taroltam addig, mig oldatban vagy valamelyik reaktor
segitségével meg nem emésztettem Sket [98].

Oldatban emésztés soran az eldkészitett mintakhoz tripszint adtam
(fehérje:tripszin = 50:1) és a mintat 37 °C-on 16 oraig inkubaltam. Az emésztést
kovetéen az oldat savanyitasaval lehet leallitani a reakciot, ekkor annyi FA-t
adtam a mintahoz, ami 0,1% végkoncentraciot eredményezett. Az igy kapott
mintat esetenként somentesitettem (a sdmentesités megtorténtét minden esetben

jelolom az eredmények részben), amihez C18-as toltettel rendelkezé 10 ul-es
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pipettahegyet hasznaltam (ZipTip® C18, Merck Millipore Ltd., Tullagreen,
Cork, Irorszag) a gyarté leirasa szerint. 0,1% FA-t hasznaltam a hegyben 16v6
toltet nedvesitéséhez és a megkdotott peptidek sotol vald megtisztitasahoz, ill.
0,1% FA-t tartalmaz6 acetonitril:viz (70:30) elegyet a peptidek elualasdhoz 10

pL végso térfogatra.

4.3.2 Tripszin immobilizaldsa és reaktorokon torténd emésztés

Az adszorpcioval torténé immobilizalas esetén a tripszint a mikrofluidikai
csip csatornajanak belsé falan adszorbealtattam (a munkafolyamat sematikus
abraja a 7.a abran lathato) [98,99]. Frissen elkészitett 20 mg/mL koncentracioj
tripszinoldatot - amely 20 mM CaCl,-t és 1 mM HCI-t is tartalmazott (a Ca®*-
ionok jelenléte és a savas pH a tripszin aktivitasat csokkentik, visszaszoritjak az
Onemésztését) - aramoltattam keresztil a csatornan 2 pl/min aramlasi
sebességgel, 10 percig. Ezutan a nem adszorbeélodott tripszint kimostam 25 mM
NHsHCOgs-tal (2 uL/min, 10 perc).

Ezt kovetden kovetkezett a fehérjeminta emésztése: 10 pL eldkészitett
fehérjemintat aramoltattam keresztiil a csatornan 0,65 pL/min sebességgel (ez a
térfogat sziikséges a somentesitéshez és a CZE elemzésekhez). A fehérjeminta
reaktorban valo tartdozkodasi ideje — azaz az emésztés ideje — 1 percnek adodott.
Mielott a megemésztett fehérjeminta elérte volna a csatorna kimeneti nyildsat
(ahol az athaladast kovetden cseppként dsszegytilt), 1,5 L 1% FA-t pipettaztam
a kimenetre, ami a mintaval elegyedve gatolta az esetlegesen jelen 1évé maradék
tripszin aktivitasat. Ez a 1épés garantalta, hogy ha véletleniil még maradt is volna
szabad tripszin a csatornaban a mosast kovetden vagy deszorbealddna a
tripszines emésztés kozben, a minta csatornan vald athaladasat kovetden
biztosan ne szenvedhessen el tovabbi emésztést (a tripszin ugyanis elveszti
aktivitasat savas koOzegben). Az emésztés szobahémérsékleten tortént, s a
cseppként kifolyd mintat gyiijtéttem (altalaban sémentesités utan) a tovabbi
vizsgalatokhoz. A tripszinréteg regeneralhatd, ilyenkor a csatornat 50 mM

natrium-dodecil-szulfattal (SDS), majd 25 mM NHsHCOs-tal kell mosni 5-5

30



percig (5 uL/min), hogy eltavolitsuk az el6zetesen rajta 1évo tripszint, majd az

ujabb immobilizalas a mar leirtak szerint torténik.

Serpentine-like
reactor channel
\

) |
y
y > —>
/1. Trypsin 1915 gLt
2. Rinsing sample

3. Sample

\
\

-

7. dbra: (a) A tripszin adszorpcidjdahoz sziikséges munkafolyamat sematikus
abradja a szerpentines reaktor eseten. Fényképek a (b) 20 cm hosszu, 100 um
széles és 35 um magas csatornamintdzatrol, amibdl akdar () 8 db is elhelyezhetd
egy csipen, ill. (d) haszndlhaté emésztésre egyidejiileg. Az dbrdakat a [99] és a
[98] hivatkozasokbal illesztettem be, a Springer (a) és a John Wiley and Sons (b-
d) kiadok engedélyeivel.
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A tripszin kovalens rogzitését az EDC/NHS mddszerrel végeztem, amely
reakcié a 4.a abran lathatd. Tripszint (3 mg/mL), EDC-t (7 mg/mL) és NHS-t
(1,3 mg/mL) oldottam fel 50 mM foszfat pufferben (pH=6,8) [51], ami 12
mg/mL koncentracidban tartalmazott szuszpendalt amino-funkcionalizalt szilika
részecskéket. Az elegyet 5 oOran at kevertettem szobahOmérsékleten. Az
immobilizalast kovetden a részecskék szuszpenzidjat tobbszori mosassal és
centrifugalassal tisztitottam. Minden centrifugdlds utdn a feliiluszot
dekantalassal tavolitottam el, 1,5 mL acetonitril:viz (70:30) elegyet adtam hozza,
majd egy percig razattam. Ezt a centrifugalas — 6blités 1épést 6-szor ismételtem
meg (minden masodik lépésnél 1,5 mL vizzel Oblitettem az acetonitril:viz
(70:30) helyett), hogy biztosan eltavolitsam az oldatban marado szabad tripszint.
Az utolsdé mosasi 1épés utan 200 u. 1 mM HCI-t, 20 mM CaCl,-t és 0,4 mg/mL
benzamidint tartalmazo tarolooldatot adtam a részecskékhez, amit ebben az
oldatban szuszpendalva, fagyasztva (-20 °C-on) taroltam [100].

A reaktor kialakitasahoz a tripszines szilika részecskékbol toltetet
alakitottam ki a PDMS csip csatornaiban (8.a-8.d abrak) [100]. A részecskék
visszatartasat 5 db 20 pum-es szlkiilet segitségével oldottam meg. ~2,5 uL
szuszpenzidra volt sziikkség az 1 cm hosszi toltet kialakitasahoz. 25 mM
NHsHCO;s-t dramoltattam a t6lteten keresztiil 10 percig 1 uL/min sebességgel,
ami a toltetet tomoritette, ill. a tripszin szdmara optimalis 7,8-as pH-t
biztositotta.

Emésztés soran az eldkészitett fehérjeminta 10 pl-es részletét 1 pul/min
sebességgel aramoltattam at a tolteten. A tolteten vald athaladas ~10 s-t vett
igénybe, igy ez tekinthetd emésztési idonek. A csatorna kimeneti végénél 10 pL
mintat  gy(jtottem, amit (altaldban) somentesitettem. Az  emésztés
szobahomérsékleten tortént. Mivel tobb toltet is elhelyezhetd egymas mellett,
igy akar 9 egyidejii emésztés is lehetséges (8.e abra).

Emésztést kovetden a toltet posztkondicionaldsa 25 mM NH4HCOs-t
tartalmazo acetonitril:viz (20:80) eleggyel tortént 10 percig 1 ul/min

sebességgel.
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8. abra: (a-d) Optikai mikroszkdp felvételek egy tripszinnel boritott szilika
részecskékbdl kialakulé toltetrdl. (€) Fénykép 9 fehérjeminta egyidejii
emésztésérdl, tobb reaktor egy csipen valo elhelyezésével. Az abrat a [100]
hivatkozdsbol illesztettem be, az Elsevier kiado engedélyével.

4.3.3 Lowry-féle osszfehérje meghatarozas
A Lowry-féle Osszefehérje meghatarozas [101] soran a Lowry-oldat
harom Osszetevdjét eldre elkészitettem, majd a végsé Lowry-oldatot kdzvetleniil

a kisérletek el6tt készitettem el a harom komponens elegyitésével, a gyartd

(Sigma) leirasa alapjan. A Lowry-oldat 0sszetevdinek elkészitéséhez NaOH-ra,
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Na2COs-ra, CuSOs-ra és kalium-natrium-tartaratra volt sziikségem (mind Sigma
termék). A meghatarozashoz még Folin és Ciocalteu reagensre (2N, Sigma) volt
sziikségem, a kisérletek soran mindenben a gyart6 leirasat kovettem. Az oldatok

abszorbancijat egy kétsugaras spektrofotométerrel mértem (V-550, Jasco).
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4.4 Miiszerek

4.4.1 Atomero mikroszkopia

srer

(AFM) tanulmanyoztam. Az AFM képeket tapogaté mdédban mértem levegében,
TESP-MT antimon (n) dopolt szilicium konzollal (Bruker, Karlsruhe,
Németorszag), egy Veeco diCaliber tipust késziiléken, ami tartalmazott egy
Caliber Mag Mount Scanner-t. A szkennelési sebesség 1 Hz volt, a konzol

rezonancia frekvencia tartomanya 280-334 kHz, a pixelszdm 256 x 256.

4.4.2 Feliileti plazmon rezonancia spektroszkopia

A tripszin PDMS feliiletre torténd adszorpcidjat Fourier-transzformacios
felileti plazmon  rezonancia (FT-SPR)  spektroszképia — segitségével
tanulmanyoztam egy Nicolet™ 6700 FT-IR késziiléken, amihez egy SPR™ 100
modul volt kapcsolva. A késziiléket az OMNIC™ szoftver vezérelte (Thermo
Electron Co. Waltham, MA, USA). Az SPR arany szenzorlapkajat 0,1% (m/V)
hexanos PDMS oldattal vontam be spincoater segitségével, igy egy nagyon
vékony (~100 nm vastag) PDMS réteget képeztem a szenzor feliiletén.
Perisztaltikus pumpa segitségével (Masterflex C/L 77120-62, Vernon Hills, IL,
USA) 4ramoltattam a folyadékokat az SPR szenzoron. Az alapvonal felvételéhez
tobb SPR spektrumot rogzitett a késziilék 10.700-6.500 cm™ hullamszam kozott,
majd a spektrumokat a TQ Analyst™ szoftver illesztette tomegk6zéppont
(COG) algoritmussal az 6sszes adatpont 25%-a alapjan, melyek a kisebb
intenzitasokhoz tartoztak. Ezzel az illesztéssel meg lehetett hatarozni minden
spektrum minimumat, egy-egy ilyen gorbe 10 interferogram atlaga volt, az egyes
adatpontok kozti tavolsdig 0,964 cm? volt. A minimumok értékeit az id6
fiiggvényében abrazolta a szoftver, amivel a hullamszam idébeli eltolédasa

szemléltethetd, amit analitok feliileti kotddése eredményez. A kisérletekben

cre
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szenzorra, majd vizzel mostam a szenzort, hogy eltavolitsam a nem kot6do

tripszint.

4.4.3 Kapillaris elektroforézis

A CZE peptidtérkép vizsgalatokat egy Agilent 7100 tipusu kapillaris
elektroforézis késziilékkel végeztem (Agilent, Waldbronn, Németorszag).
Meéréseimnél hidrodinamikus injektalast alkalmaztam, a mintdkat a kapillaris
anod feldli végénél injektaltam. A CZE elvélasztasokat 80 cm hosszi, 50 um
belsd atmérdjii buborékceellas kvarckapillarisban hajtottam végre (Agilent). Az
elvalasztas soran 30 kV fesziiltséget hasznaltam. A detektalas a kapillarison
tortént diddasoros detektorral, 200 nm-en. Az elvalasztishoz hasznalt foszfat
puffer 11,3 mM NaH,PO:-t és 13,7 mM NaHPO.-t tartalmazott (pH=7,0). Az
elektroferogramokat a ChemStation B.04.02 verzidjaval rogzitettem ¢és

értékeltem ki.

4.4.4 nanoLC-MS

A nanoLC-MS méréseket egy EasynLC Il (Bruker) — 4000 QTRAP (AB
Sciex) nanoHPLC-MS/MS rendszeren végeztem, a miszert az Analyst szoftver
1.4.2 verzija vezérelte (AB Sciex). Ezen méréseknél informacio-alapu
adatnyerést hajtott végre a szoftver, amely egy 440-1400 Da tartomanyu pozitiv
moddban torténd pasztazasbol és egy megnovelt felbontast pasztazasbol allt, a
két legintenzivebb ion toltésallapotanak megallapitasahoz. Ezt kovetéen a
szoftver kiszamolta a megfelel§ {itkdzési energiakat, majd iitkdzések-indukalta
disszociacioval (CID) fragmentalta a sziilGiont.

A peptidek elvalasztasa az MS detektalas elott 90 perces viz:acetonitril
gradiens elucioval tortént (300 nL/min aramlasi sebesség). Az elsd 1épés
somentesités volt egy Zorbax 300SB-C18 oszlopon (5 x 0,3 mm, pérusméret:
5 um, Agilent), majd az elvalasztas egy Zorbax 300SB-C18 analitikai oszlopon
(150 mm x 75 pum, poérusméret: 3,5 um, Agilent) tortént. Az ,,A” eluens 0,1%
FA volt, a B eluens pedig 0,1% FA-t tartalmaz6 acetonitril. Az LC-MS/MS
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spektrumokbol a ProteinPilot 4.0 (ABSciex) végzett fehérjeazonositast a
SwissProt adatbazis alapjan (2015.07-es kiadéas, 548872 szekvencia). Az
azonositishoz minimum 2 peptidszekvenciat 95% feletti konfidenciaval

hasznalt.

4.4.5 Kapillaris zonaelektroforézissel kapcsolt tomegspektrometria

Bontott fehérjeelegyek CE-MS vizsgalatat egy Agilent 7100 tipusa CE
késziiléken végeztem, ami egy CE-ESI Sprayer (G1607B, Agilent) kereskedelmi
CE-ESI-MS interfészen keresztiil kapcsolodott egy maXis Il MS-hez (Bruker).
A segéd folyadékaramot egy 1260 Infinity II izokratikus pumpa szallitotta
(Agilent). A CE miiszert az OpenLAB CDS Chemstation szoftver vezérelte.

A CZE elvalasztas soran alkalmazott paraméterek: kapillaris: 90 cm x 50
um kvarckapillaris, hattérelektrolit: 1 M FA, fesziiltség: 20 kV. Segéd
folyadékaram sebessége: 4 pL/min, &sszetétele: 2% FA izopropanol:viz = 1:1-
ben oldva. Injektalas: hidrodinamikus: 50 mbar x 50 s.

Az ionforrasra alkalmazott MS paraméterek: kapillaris fesziiltség: 3,6 kV;
end plate offset: 500 V; szaritogaz sebessége: 4,5 L/min, hdmérséklete: 40 °C. A
porlasztogaz az elvalasztas els6 5 percében (ahol a peptidek még nem érték el a
kapillaris végét) 0 bar volt, majd 5 perct6l 0,6 bar.

Az MS moédszer finomhangolésa: funnel 1 RF: 350 Vpp; multipole RF:
350 Vpp; ion energia: 8,0 eV; legalacsonyabb tomeg: 100 m/z. Az iitkdzési cella
paraméterei: {itk6zési energia: 10,0 eV; collision RF: 600 Vpp; transzfer ido:
80,0 us; pre pulse storage: 22,0 us.

Az MS-el minden spektrum 2 legintenzivebb csticsat fragmentaltam (amik
elérték a kiiszObintenzitast), 3 spektrum utan aktiv kizarast alkalmaztam, ami
megszint 2 perc utan vagy ha a csucs intenzitasa a fragmentalt 2-szeresét elérte.
Az adatok rogzitésének sebessége 10 Hz volt. Az MS/MS frekvencia a
fragmentalt csucs intenzitasanak fliggvényében 2 és 10 Hz kozott valtozott. Az
MS elektroferogramokat az otofControl 4.1 verzidjaval (build: 3.5) régzitettem
(Bruker).
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Csucslista generalasahoz a Compass DataAnalysis 4.4 verziét (build:
200.55.2969) hasznaltam (Bruker). Az AutoMS(n) csucslista generalasakor
hasznalt intenzitas kiiszobérték 1000, a csticsok megtalalasahoz Sum Peak
algoritmust hasznaltam. Az exportalt MGF fajl alapjan a Mascot (Matrix
Science) webes feliiletén végeztem (ingyenes) kereséseket (MS/MS ions search).
Keresésnél a SwissProt adatbazist hasznaltam, tripszines emésztést valasztva,
maximum 1 megengedett nem hasitott kotéssel. Karbamidometilezést allitottam
be valtozé (peptid) mddositdsnak. A hibara vonatkoz6 paramétereket az eredeti

értéken hagytam: peptidre £1,2 Da, MS/MS toleranciara +0,6 Da.
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5. Eredménvek és értékelésiik

5.1 Adszorbealt tripszint tartalmazo reaktor

5.1.1 Tripszin adszorpcidjanak vizsgalata poli(dimetilsziloxan) feliileten

A 7. abran felvazolt IMER fejlesztésénél az volt a kiindulasi alapom, hogy
habdr ismert tény, hogy a fehérjék rendkiviil er6sen adszorbedlédnak a PDMS
(csipek) feliiletén [31], ezt a fajta spontan adszorpciot még nem hasznaltak ki
enzimek immobilizalasara. Valdjaban egy példat sikeriilt talalni — ami az 1.
fliggelékben is lathato — ahol PDMS csatorna falan adszorpcidval immobilizaltak
tripszint [54], de ebben a munkaban a PDMS feliiletére akrilsav egységeket
(negativ karboxilcsoportokat) vittek be ojtdsos polimerizacidval, amire egy
pozitivan toltétt poli(diallildimetilammonium klorid) polimert (PDDA-t), majd
negativan toltott tripszint vittek fel, igy az itt bemutatott adszorpcio
elektrosztatikus kolcsonhatason alapul, LBL adszorpcionak tekinthet. Ezzel
szemben a tripszin spontan adszorpcidjahoz nem sziikséges tobb 1épésben
rétegeket kialakitani, az eljaras joval egyszerlibb, nem igényel specialis
reagenseket. llyen tipusa — spontan adszorpcion alapulé — immobilizalasi
technikat még nem alkalmaztak enzimek immobilizalasara PDMS feliileten [99],
emellett a modszer joval egyszeriibb az irodalomban talalhatd mas
enzimreaktoroknal.

A reaktor megtervezése €s tesztelése el6tt sziikséges volt meggy6zodnom
arr6l, hogy a spontan adszorpcioval felvitt tripszin valdoban adszorbealodik-e a
PDMS feliiletére. Emiatt egy tripszinoldatba meritett, majd alaposan el6blitett
PDMS lapkat vizsgaltam AFM segitségével [99]. Az igy kapott eredmények —
felvételek igazoljak, hogy a tripszinnel kezelt PDMS lapka feliilete megvaltozik
a tripszin adszorpcidja kovetkeztében.

Az adszorpcio jelenségének pontosabb kdvetését teszi lehetdvé az SPR
spektroszkopia [31,102]. Ahhoz, hogy a PDMS-en végbemend valtozasokat

kovethessiik, az SPR arany szenzorat vékony PDMS réteggel sziikséges bevonni.
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Ilyenkor fontos megfeleléen vékony bevonatot képezni (~100 nm), ugyanis a
plazmon gerjesztése soran elnyelt evaneszcens hullam amplitadoja
exponencialisan csokken a feliilett6l mért tdvolsag fliiggvényében és koriilbelill a
fény hullamhosszaval megegyezd tavolsagba képes behatolni, de leginkabb a

feliilett6l 300 nm-en belill térténd valtozasokat lehet megfelel6en kovetni [103].

a C
6,4 nm 23,1 nm
4,0 15,0
10,0
2,0
5,0
0,0 0,0

y: 10,0 pm X: 10,0 pm

y: 10,0 pm %: 10,0 pm

9. abra: AFM felvételek (a, b) eqy kezeletlen és (c, d) egy elozetesen
tripszinoldatba meritett, majd alaposan eloblitett PDMS lapkarol. Az abrat a
[99] hivatkozasbol lett illesztettem be, a Springer kiado engedélyével.

A bevonat kialakitasa utan a szenzorgram ,,alapvonalat” vizre vettem fel,
majd tripszint injektaltam, aminek hatasara megfigyelhet6 az SPR gerjesztési
hullamszamanak eltolédasa (10. abra) [99]. Amennyiben a tripszint kévetéen
ismételten vizzel mostam a szenzort (10.a dbra), megfigyelhetd, hogy az SPR jel
elkezd tartani az eredeti érték felé, de azt hosszas mosas utan sem éri el,
szemben az etanollal, ami azonnal kimosddik a szenzorrol és visszaall az eredeti
érték. Ennek magyarazata, hogy a tripszin jelent6s mértékben adszorbealddik a
feliileten és a vizes mosassal az oldatban maradt tripszin mosddik ki a
rendszerbdl. Mivel az SPR az oldatbol is érzékel egy keveset, igy a jel elkezd
csokkenni, viszont mivel a tripszin egy része erésen adszorbealodott a PDMS-re,

az nem hagyja el a szenzort és az SPR jel nem nyeri vissza eredeti értékét.
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10. abra: A tripszin PDMS-en valo adszorpciojanak vizsgalata SPR
spektroszkopidval. SPR szenzorgramok (a) 1% etanolra (nincs adszorpcid) és
0,02 mg/mL tripszinoldatra, amikbdl 2 mi-t dugoszeriien injektaltam, a minta

eldtt és utdn vizet dramoltatva, ill. (b) 0,1, 0,02, 0,004 és 0,0008 mg/mL
tripszinoldatokra, folyamatos aramoltatdsukkal a szenzorra. Az abrat a [99]
hivatkozasbdl illesztettem be, a Springer kiado engedélyével.

9.01 ¢

A 10.b abran az SPR jel valtozasanak fliggése lathatd a tripszinoldat
koncentraciojatél. Az SPR jel valtozasabol arra lehet kovetkeztetni, hogy —
amint azt a BSA esetén is igazoltak korabban [31,45] — az adszorbealt tripszin
mennyisége fiigg a tripszin oldatbeli koncentraciojatol. Az oldatok
injektalasakor kezdetben allandé meredekséggel emelkedik az SPR jelének
gorbéje, ami azt jelenti, hogy a tripszin molekulai konnyedén taldlnak kotohelyet
a PDMS feliileten. Néhany perc aramoltatast kovetden a 0,02 és 0,1 mg/mL
koncentracional telitédés jelentkezik. Az eredmények azt mutatjak, hogy
tripszin adszorbealodik, vélhetden amiatt, mert ekkor kezdetben a tripszin

molekuldi gyorsabban elfoglaljak a feliileti kotohelyeket és nincs idejiik
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szétteriilni a hidrofob feliileten. A szétteriilés akkor fordulhatna eld, ha a feliilet
lassan telitddne tripszinnel, és mivel szétteriilés utan a tripszin nagyobb feliiletet
— tobb kotéhelyet — foglal el, igy kevesebb molekula tud ugyanarra a feliiletre
adszorbedlodni (a vékonyabb fehérjeréteg kisebb SPR jelet eredményez).

5.1.2 Adszorbealt tripszin aktivitasanak vizsgalata

Az eclézéekben leirtakban beigazolodott, hogy a tripszin erdsen
adszorbealodik a PDMS felszinén, igy amennyiben aktivitasat is megdrzi az
adszorpcié soran, az adszorbealt tripszin hasznalhato lenne IMER-ben.
Kovetkezd kisérletemben melléztem az aktivitds vizsgalatdhoz egyébként jol
hasznalhaté kisméretli szubsztratokat (pl. Ng-benzoil-L-arginin etil észter),
ugyanis tapasztalatom szerint az ilyen kis szubsztratok bontédsa joval konnyebb,
a reakcid gyorsabban megy végbe és nem feltétleniil ad megbizhat6 képet arra
nézve, hogy a reaktor mennyire tud jol mitkodni fehérjék bontasanal.

Az aktivitas vizsgalatat az indokolta, hogy a fehérjék hidrofob feliileten
valo szétteriilése kozismert jelenség [104—106] és a tripszin szétteriilése konnyen
okozhatja az aktivitasanak csokkenését vagy elvesztését. Ekkor a tripszin
hidrofob oldalldncai ugy rendezddnek, hogy a PDMS hidrofob feliiletére
keriiljenek.

Az aktivitas vizsgalata soran BSA mintdkat emésztettem eltéré idével a
tripszin adszorpciojat kovetéen (11. abra) [99]. Azt tapasztaltam, hogy
maximum 1 o6raval az immobilizalast kdvetden a reaktor aktivitidsa nem
valtozott, a BSA teljes mennyisége elbomlott. 4 o6raval az immobilizalast
kovetéen a peptidek mellett mar megjelent a bontatlan fehérje is az
elektroferogramon, azaz a tripszin vesztett aktivitasabol. 1 nap elteltével mar
nem latszodnak peptidek a vizsgalt mintaban, csak a meg nem emésztett BSA-ra
jellemz6 csucs lathatd az elektroferogramon (és az eldkészitésnél hozzaadott

egyéb reagensekre jellemzd csucs).
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11. abra: 1 mg/mL emésztett BSA CZE elektroferogramjai. A mintdkat a tripszin
adszorbedltatdasa utan (a) 30 perccel, (b) 1 oraval, (c) 4 oraval, ill. (d) I nappal
emésztettem. A (d) elektroferogramon a téltésnélkiili komponensekhez (pl.
karbamid) tartozo csucsot +-al, az emésztetlen fehérjéhez tartozot ++-al
jeloltem. Koriilmények: buborékcellas kvarckapillaris: belsé atmérd.: 50 um,
effektiv hossz: 67 cm, teljes hossz: 75 cm. Puffer: 25 mM foszfat, pH: 7.
Fesziiltseq: +30 kV. Injektdlds: 100 mbar-s. Detektdldsi hullimhossz: 200 nm. A
mintdk nem sémentesitettek. Az abrat a [99] hivatkozasbol illesztettem be, a
Springer kiado engedélyével.

Az eredményekbdl kovetkezik, hogy a tripszin szétteriil a feliileten, ami
aktivitasanak elvesztéséhez vezet. Mivel a PDMS csip olcsod (eldobhato), ill.
tobb szerpentin is kialakithatd egy csipen, a reaktor — aktivitascsokkenése
ellenére is — jol hasznalhato egyszerhasznalatos reaktorként, ha az enzim
immobilizalasa utdni ~2 6ran beliill emésztiink vele. Bar igy minden emésztés

elott ujra el kell végezni az immobilizalast (eltérd szerpentineken), de biztosak
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lehetiink benne, hogy az enzim aktiv a minta aramoltatdsa soran, kizarjuk a
mintak kozti keresztszennyezés lehet6ségét €s nem sziikséges az emésztés utan
mosogatni a csatornat.

Az adszorpcié jelenségének SPR-es vizsgdlata és az aktivitds idébeni
csokkenése arra enged kovetkeztetni, hogy az Un. tobballapot modellel
(multiple-states model) [106,107] lehet jellemezni a tripszin PDMS-re torténd
adszorpcidjat. Ez a modell azt mondja ki, hogy az adszorbedlt enzim a feliileten
tobbféle allapotban lehet jelen, amelyek egymasba alakulhatnak egyre nagyobb
feliiletet elfoglalva (jelen esetben egyre kisebb aktivitassal).

Fontos megemliteni, hogy immobilizalas soran azért sziikséges nagyon
tomény (20 mg/mL) tripszinoldatbol kiindulni, hogy a feliiletet minél jobban
telitsiik tripszinnel. Alacsonyabb koncentracié esetén lassabb lenne az
adszorpcio, ami miatt egyrészt tovabb tartana a telitett tripszinréteg kialakitasa,
masrészt a telitett réteg kialakitasa soran elindulna a mar adszorbedlt tripszin
molekulainak szétteriilése, s igy nagyobb feliiletet foglalna el egy-egy (részben
szétteriilt) tripszinmolekula a telitett rétegben, azaz kisebb lenne a tripszin
feliileti koncentracioja (és az aktivitasa is). Mivel a tripszinoldat koncentracioja
csokken az adszorpcio soran, mikozben a szerpentinen athalad, az elébb emlitett

hatas kiilondsen igaz a csatorna kimenethez kdzelebb esé részein.

5.1.3 A reaktor emésztésének reprodukalhatosaga

Egy elonydsen hasznalhato IMER f6 ismérvei az egyszerii és olcsod
eléallithatosag, hatékony mikodés, jo reprodukalhatosag és hossza élettartam.
Az aktivitas vizsgalata soran megmutattam, hogy habar a PDMS csip
csatorndjan adszorbealt tripszin nem rendelkezik jo stabilitassal, a csip eldobhato
jellegébdl fakaddan lehet6ség nyilik egy elényds — egyszerhasznalatos
reaktorként valo — felhasznalasra, amivel elkeriilhet6 a mintak kozti
keresztszennyezés. Tudvan, hogy az immobilizalasi technika a lehetd

legegyszerlibb és az IMER el6allitasa is viszonylag olcsd, mar csak a reaktor
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mitkodésének hatékonysagat és reprodukalhatosagat kellett megvizsgalnom,
amihez kiilonb6z6 fehérjemintdk emésztését végeztem el.

Mivel tobb helyen is kiemelem, hogy adott mérésnél megtortént-e a minta
somentesitése, igy sziikséges irnom ennek szerepérél és hatasarol [98]. A
fehérjék elokészitése soran a mintdkhoz adott vegyiiletek eltavolitasa altalaban
az MS mérések eldtt szokdsos, hogy ezek a — peptidekhez képest — nagy
mennyiségben jelen 1évd anyagok ne nyomjék el a peptidek ionizacidjat és hogy
ne szennyezzék el az MS ionforrasat. CZE elemzéseknél a somentesités kevésbé
kritikus, viszont az igy kapott elektroferogramok nem tartalmazzak a
karbamidtol szarmazo, nagy intenzitas csticsot. A sdmentesités fontos hatranya
viszont, hogy a karbamid és a sok mellett azok a peptidek is ,.eltinhetnek” a
mintabol, amelyek annyira hidrofilek, hogy nem extrahalhatok ki a C18-as
pipettaheggyel. A 12. abran jol lathatd, hogy ugyanazon mintat somentesitve,
nem csak a ~8,3 percnél jelentkezé karbamid cstcsa tinik el, de t6bb peptid
csucsa is: @ 6-8 perc kozotti, a 13-15 perc kozotti szakaszokon és a ~18 percnél
lathato csucs.

Mar a 11.a és 11.b abran is lathatd volt, hogy ha frissen immobilizalt
tripszinnel végeztem emésztést, tigy a reaktor elbontotta az ataramoltatott BSA
mintat, amiben igy nem maradt emésztetlen fehérje. A BSA fehérjébdl 78 db
peptid keletkezése varhatd tokéletes emésztés soran. Bar az abran nehéz a
csucsok szamat pontosan megallapitani, ~60-80 cstcs lathatd az
elektroferogramokon, ami azt jelenti, hogy a mért csucsok szama

nagysagrendileg egyezik a tokéletes bontas soran varhato peptidek szamaval.
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12. abra: C18 téltetet tartalmazo pipettaheggyel (ZipTip®) torténd sémentesités
hatasa a bontas utani peptidelegyre: emésztett konnyminta (a) somentesités
nélkiil és (b) somentesitve. A mérési koriilmenyek megegyeznek a 11. abran

feltiintetettekkel. Az abrat a [98] hivatkozdsbol illesztettem be, a Springer kiado

engedélyével.

A kovetkezékben az IMER reprodukalhatosagat vizsgaltam [99]. 4 BSA
mintat emésztettem ugyanazon szerpentinnel egymas utan, az emésztések kozott
a szerpentin tripszines feliiletét regeneraltam a kisérleti részben leirtak szerint.
Ez a 4 elektroferogram lathat6 a 13.a abran. Osszehasonlitasképp a 13.b 4bran az
egyik emésztett BSA minta 4 ugyanazzal a CZE mddszerrel kapott
elektroferogramja lathato, ami a mérési modszer reprodukalhatosagat
szemlélteti. Az abra leirasaban szerepeltetett RSD% értékek jobbak, mint az
irodalomban talalhat6 reprodukalhatosag B-kazein bontasabdl szarmazo peptidek
elvalasztasa soran (0,71-4,47% migraciés id6kre) [26]. A jobb eredmény oka
valoszintileg az, hogy a migraciés idoket két referenciacsucs alapjan
korrigaltam. A csucsteriiletek nagyobb szorasat az egyes mintak kozott az

okozhatta, hogy az enzimreakcidban keletkezd peptidek kissé eltérd
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mennyiségben keletkeztek az eltérd mintdkban, tovabba a sOmentesités

mintanként kissé eltéré mértékben befolyasolhatta a peptidek mennyiségét.

*
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13. dabra: CZE elektroferogramok (a) azonos szerpentinen egymds utdin
megemésztett 4 db BSA mintardl, ill. (b) az egyik megemésztett BSA minta 4-
szeri mérésérol azonos CZE modszerrel. Két véletlenszeriien kivalasztott
csucshoz (1 és 2) tartozo RSD% értékek: (a) 0,24 és 0,34% migracios idokre és
30,14 és 17,21% csucsteriiletekre, valamint (b) 0,02 és 0,13% migracios idokre
és 15,65 és 4,05% csucsteriiletekre. A mérési koriilmények megegyeznek a 11.
abran feltiintetettekkel, de a mintdak somentesitettek. A migracios idoket ket
referenciacsucs alapjan korrigaltam, amiket *-gal és **-gal jeloltem. Az dbrdt a
[99] hivatkozasbal illesztettem be, a Springer kiado engedélyével.

5.1.4 Fehérjemintak emésztése

A reaktorral mas fehérjék (hemoglobin, mioglobin, lizozim) emésztését is
végrehajtottam (14. abra), hogy ne csak egyféle fehérjével igazoljam a
mitkodését [99]. A fehérjék teljes mennyisége elbomlott minden esetben, mivel
nem lathaté a bontatlan fehérjére jellemzOd migracios idejii és széles csucs.
Ezeknél a vizsgalt kisebb fehérjéknél konnyebb volt megszamolni a detektalt
csticsok szamat, ami ~20, 20 és 30 volt a hemoglobinra, mioglobinra és
lizozimra. Ezek a csticsszamok — az emésztett BSA-nal talalt csicsszamhoz
hasonldéan — is Osszhangban voltak a tokéletes emésztésre varhato 19, 19 és 31
db keletkez6 peptiddel. Fontos kiemelni, hogy a fehérjék emésztése minden
esetben ~1 perc alatt ment végbe, szemben az oldatban emésztésnél szokasos 16

oraval.
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14. abra Adszorbealt tripszint tartalmazo IMER rel emésztett (a) mioglobin ( 17
kDa), (b) lizozim (16 kDa), (c) hemoglobin (62 kDa) és (d) BSA (69 kDa) CZE
elektroferogramjai. A mérési koriilmények megegyeznek a 11. dbran
feltiintetettekkel, de a mintdk sémentesitettek. Az abrat a [99] hivatkozasbol
illesztettem be, a Springer kiadé engedélyével.
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Kovetkezo 1épésként az IMER-rel emésztett BSA-t oldatban emésztettel
hasonlitottam 6ssze (15.a abra) [99]. Ismeretes, hogy a BSA-t viszonylag nehéz
megemészteni, mivel nagyméretii fehérje (69 kDa) sok diszulfidhiddal. A két
elektroferogramon kdzel azonos a csucsok szama (~70-80 db), ill. tdbb cstcs is
megfeleltetheté egymasnak a migracios id6k alapjan. LC-MS/MS meghatarozast
elvégezve ugyanebbdl a két mintabol lathatd, hogy az emésztés kozel
ugyanolyan hatékony volt, a két mintdban azonositott fehérjék SC%-aban
minimalis eltérés mutatkozott az IMER-es emésztés javara (1. tablazat). A 3.
fiiggelékben feltiintettem a BSA-ra meghatirozott Gsszes peptidet is, amibdl

kittinik, hogy a peptidek tobbsége valoban megegyezik a két mintaban.

15. dbra: Emésztett (a) BSA és (b) konnyminta CZE elektroferogramjai IMER-es
emesztést (felso elektroferogram), ill. oldatban emésztést kovetden (tiikroztetett
elektroferogram). 4 mérési koriilmények megegyeznek a 11. abran
feltiintetettekkel, a mintdk az (a) esetben somentesitettek, ill. a (b) esetben a
kapillaris effektiv hossza 72 cm. Az abrdkat a [99] és a [98] hivatkozdsokbdl
illesztettem be, a Springer (a) és a John Wiley and Sons (b) kiaddk
engedélyeivel.

Hasonl6 0sszehasonlitast végeztem el egy konnymintaval is (15.b abra),
amikor ugyanazt a mintat emésztettem kétféleképpen [98]. A  két
elektroferogram ennél a mintanal is mutat hasonlosagokat. A konnyr6l tudni
kell, hogy viszonylag nagy a fehérjetartalma (5-10 mg/mL); legalabb 491
fehérjébol all [108], viszont a teljes mennyiség 70-80%-at 3 fehérje, a lipokalin,

lizozim és a laktotranszferrin teszi ki [109]. Mivel a CE(-UV) érzékenysége
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viszonylag Kicsi a kapillaris vékony atmérdje — optikai uthossz — miatt, az
elektroferogramon is lathaté csticsok valdszinilileg ettél a harom fehérjétdl
szarmaznak, mivel ezek vannak jelen elég nagy mennyiségben ahhoz, hogy
peptidjei detektalhatoak legyenek. Ennél valamivel tobb fehérjét sikertilt
kimutatni LC-MS/MS analizis segitségével, melyek koziil tobb azonositott
fehérje megegyezett a két esetben (1. tablazat — ,,A” személy oldatban és IMER-
rel emésztve) és az IMER-rel nagyobb SC% értékeket kaptam, ill. tovabbi
fehérjéket is sikertilt kKimutatni.

Mindezen eredmények alatimasztjak, hogy az IMER emésztési
hatékonysaga nem marad el az oldatban emésztésétdl, viszont sokkal rovidebb
id6 alatt zajlik le a reakcio (1 perc szemben a 16 6raval) és ez nem csak a tiszta,
standard fehérjemintakra igaz, hanem val6s mintakra is (kdnny), amik szdmos
fehérje keverékébdl allnak.

A 16.a abran lathato két elektroferogram ugyanattol a személytdl (,,B”)
szarmazo, ugyanabban az id6pontban gy{ijtott két konnyminta, amit két eltérd
szerpentinen emésztettem, mig a 16.b abra két elektroferogramja két kiilonb6zo
személytél (,A” és ,B”) azonos idOpontban gyljtott és kiillonbozod
szerpentineken emésztett konnyminta [98]. Azért volt sziikség a konnymintak
azonos id6pontban torténd vételére, mert egy személy esetén is nagy a konny
Osszetételének valtozasa egy nap leforgasa sordn. Az ezekhez a mintakhoz

tartoz6 LC-MS/MS meghatarozasok eredményei is az 1. tdblazatban talalhatok.
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1. tablazat: Oldatban, ill. IMER-rel emésztett BSA és konnymintak LC-MS/MS

elemzéseinek eredményei. A tabldazat adatait a [99] és a [98] hivatkozasokbol

illesztettem be és fordirottam le, a Springer és a John Wiley and Sons kiadok
engedélyeivel.

Fehérje Szignifikans  Szekvencia

. Emésztési . L. N . .
Minta , Azonositott fehérje tomege szekvencidk lefedettség
moédszer .
(Da) szama (%)
BSA Oldatban  BSA 69248 16 25
BSA IMER BSA 69248 17 29
"A" Oldatban Lipocalin-1 19250 48 24
személy Lactotransferrin 78181 15 13
kénnye Ig alpha-1 chain C region 37654 2 5
Extracellular glycoprotein lacritin 14246 6 8
Prolactin-inducible protein 16572 2 14
"A" IMER Lipocalin-1 19250 40 34
személy Lactotransferrin 78181 a4 26
kénnye Ig alpha-1 chain Cregion 37654 2 5
Extracellular glycoprotein lacritin 14246 23 34
Prolactin-inducible protein 16572 13 15
Lysozyme C 16537 8 54
Zinc-alpha-2-glycoprotein 34258 3 12
Mammaglobin-B 10883 3 8
Proline-rich protein 4 15096 4 22
"B" IMER Lipocalin-1 19250 57 47
személy Lactotransferrin 78181 29 24
kénnye Ig alpha-1 chain C region 37654 4 5
Extracellular glycoprotein lacritin 14246 13 17
Prolactin-inducible protein 16572 8 14
Lysozyme C 16537 9 28
Zinc-alpha-2-glycoprotein 34258 5 11
Mammaglobin-B 10883 3 12
Opiorphin prepropeptide 27216 3 17
Submaxillary gland androgen- 8187 2 27
regulated protein 3B
"B" IMER Lipocalin-1 19250 43 41
személy Lactotransferrin 78181 43 25
kénnye Ig alpha-1 chain Cregion 37654 8 8
Extracellular glycoprotein lacritin 14246 19 24
Prolactin-inducible protein 16572 6 25
Lysozyme C 16537 9 24
Zinc-alpha-2-glycoprotein 34258 4 11
Mammaglobin-B 10883 3 26
Submaxillary gland androgen- 8187 2 27

regulated protein 3B
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16. abra (a) Ugyanattol a Szemelytol zll (b) eltero szemelyekto”l szdrmazo 2-2
emésztett konnyminta CZE elektroferogramjai. A mérési koriilmények
megegyeznek a 1. abran feltiintetettekkel, a mintik nem somentesitettek, ill. a
kapillaris effektiv hossza 72 cm. Az abrat a [98] hivatkozasbal illesztettem be, a
John Wiley and Sons kiado engedélyével.
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Az azonos személyt6l gylijtott két minta emésztést kovetden hasonld
csucsmintdzatot adott, ami azt jelenti, hogy az IMER j6 reprodukalhatésaggal
képes emészteni az Osszetett — valdos — mintdkat is. Kiilonb6z6 személyektol
szdrmaz6 mintdk esetén nagy eltérés lathat6 az elektroferogramok kozott,
kiilondsen a nagyobb migracios idéknél (>12 perc) jelentkezd csucsok mutatnak
eltéréseket. Ennek oka, hogy az eltérd személyek konnyének 0Osszetétele
jelentésen eltérhet. Azonos, ill. eltérd személyek konnyének Osszetételével
kapcsolatban hasonl6 megallapitasokat tettek Gonzalez ¢és tarsai [110], akik
MALDI-MS segitségével vizsgaltak a konnyben el6fordulo 20 kDa alatti
fehérjéket tripszines emésztés nélkiil. Munkéjukban beszamolnak arrél, hogy
nem tapasztaltak jelentds eltérést azonos személy konnyének Osszetételében a
vizsgalt egyhetes periddusban, viszont kiilonbozo személyek esetén szignifikans
eltéréseket talaltak. Emellett azt is leirtdk, hogy az eredményeket jelentdsen
befolyasolta, hogy milyen tipusu somentesitést hajtottak végre, ami igazolja az
altalam korabban leirt, sdbmentesitésnél tapasztalhatd valtozast a peptidelegy

Osszetételében.
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5.2 Kovalensen rogzitett tripszint tartalmazo6 reaktor

5.2.1 Tripszin kovalens rogzitése szilika részecskékre

A kovalens kotés kialakitasandl hasznalt EDC/NHS kovalens
immobilizalasi technika altalanosan hasznalt eljaras, az egyes reagenseknél
alkalmazott koncentraciok alapja az [51] hivatkozas. Noha az immobilizalasi
technika ismert, a reaktor kivitelezése ijszerti, hiszen ez az elsé olyan munka,
amelyben hagyomanyos (kromatografias) részecskéken rogzitett tripszint
toltetként integraltak PDMS csipbe.

Ennél a munkanal [51] — egy sor masik munkahoz [62-64,75,111,112]
hasonléan - a szerz6k az immobilizalas soran benzamidint hasznaltak
adalékként, ami a tripszin kompetitiv inhibitoraként beko6tédik annak aktiv
centrumaba, igy biztositott, hogy az aktiv centrum megbrzi geometridjat az

immobilizalas sordn, azaz az enzim aktiv marad.
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17. abra: Toltetes IMER-rel emésztett BSA CZE elektroferogramjai, ahol a
tripszin immobilizdldsa soran (a) alkalmaztam, ill. (b) nem alkalmaztam
benzamidint. 4 mérési koriilmények megegyeznek a 11. dbrdn feltiintetettekkel,
de a mintdk somentesitettek, ill. a kapillaris effektiv hossza 72 cm. Az dbrdt a
[100] hivatkozasbdl illesztettem be, az Elsevier kiado engedélyével.
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Megvizsgaltam, hogy a benzamidin hasznalata az immobilizalasi elegyben
sziikséges-e, azaz, hogy kevésbé hatékony-e attol az emésztés, ha nem hasznalok
benzamidint [100]. A 17. abran lathatdo eredményeket ugy kaptam, hogy a
tripszines részecskék kialakitasanal a 17.a esetben az immobilizalasi
reakcioelegy 0,4 mg/mL benzamidint is tartalmazott, mig a 17.b esetben nem
tartalmazott benzamidint, azaz a 4.3.2 fejezetben leirtak szerint jartam el. A két
elektroferogram alapjan arra jutottam, hogy nincs lényeges kiilonbség a BSA
emésztések hatékonysagdban, emiatt a benzamidint nem alkalmaztam az

immobilizalasi elegyben, csak a toltet részecskéinek tarolasanal.

5.2.2 Megkdétott tripszin mennyiségének meghatarozadsa

Az enzimek immobilizalasaval foglalkozé munkak egy kisebb részében a
szerzOk meghatarozzak a megkotott enzim mennyiségét. Ennek gyakorlati oka,
hogy azonos koriilmények kozt, nagy feliilet/térfogat arannyal rendelkezé
immobilizalasi felillet esetén az enzim mennyisége hatarozza meg a reakciod
sebességét, tehat érdemes arra torekedni, hogy minél tobb enzim
immobilizalodjon, minél nagyobb legyen a feliileti boritottsag.

Az immobilizalasi modszer eredeti leirasa [51] tartalmazta a reagensek
kapillaris belsé fala volt, igy fontos volt meghataroznom, hogy mekkora legyen
a szilika részecskék koncentracioja az altalam hasznalt immobilizalasi elegyben
ahhoz, hogy a részecskék feliilete telitddjon. Az immobilizalast a leirtak szerint
végeztem, de a szilika részecske tomegét valtoztattam, igy eltérd tripszin/szilika
aranyokat kaptam, amiknél meghatdroztam a kapott részecskék feliileti
boritottsagat.

Az irodalomban talalni olyan publikaciot [68], amiben a glutaraldehiddel
— szekunder aminként - rogzitett tripszint 0,1 M NaOH-val vitték ismét szabad
formaba, ugyanis a kialakult aminkotés elbomlik lug hatasara. A felszabadult

tripszint ezutan Lowry-modszerrel egyszeriien meg lehet hatarozni. Az éltalam
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is hasznalt reakcié soran a tripszint peptidkotéssel rogzitetttem a hordozohoz,
amely kotés jobban toleralja a lugos kozeget, azonban a tripszin szabad formaba
vitele ilyenkor is elvégezhetd 0,1 M NaOH-val, csak ilyenkor nem ez a kotés

bomlik, hanem a hordozo6 szilika reagal a luggal és lényegében ,.kioldodik” a
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18. abra: (a) A kovalensen kotott tripszin feliileti boritottsaganak fiiggése az
immobilizalasi reakcio kezdeti (bemért) tripszin/részecske aranyatol (fekete
négyzetek), ill. kontroll mérés EDC és NHS reagensek nélkiil (feher
haromszogek). (b) A tripszin feliileti boritottsaga linedrisan valtozik a telitési
értékig. Minden abrazolt pont harom parhuzamos kisérlet atlaga. A hibasdavok
95% konfidencianak felelnek meg (Student-féle t teszt alapjan). Az abrat a [100]
hivatkozdsbdl illesztettem be, az Elsevier kiadoé engedélyével.

A tripszin kovalens immobilizalasa és a részecskék alapos mosogatasa
utan a részecskéket 0,1 M NaOH oldattal kevertettem 2 6rdn at,
szobahémérsékleten. Ez id6 alatt a részecskékrdl felszabadul a korabban

immobilizalt tripszin, amit az oldat tisztjabol hataroztam meg Lowry-
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modszerrel és szamoltam vissza a bemért részecske tomegére. Kontrol
kisérletként olyan immobilizalast végeztem, ahol az elegy nem tartalmazott
EDC-t és NHS-t (a kovalens kotés kialakulasaért felelés reagenseket), igy a két
kisérletsorozat kozti kiilonbség a kovalensen kotott tripszin miatt varhato. Ez a
két kisérletsor a 18.a dbran lathaté [100].

A két kisérletsorozatban meghatdrozott tripszin mennyisége jelentésen
eltért egymastol. Minden esetben akkor hataroztam meg tobb tripszint, amikor
az immobilizalasi elegy tartalmazott EDC-t é¢s NHS-t. Tovabba megfigyelhetd,
hogy nagyobb kezdeti tripszin/részecske aranynal (x tengely) — azaz ugyanannyi
tripszinhez kevesebb részecskét bemérve — nagyobb lesz a részecskék feliileti
boritottsaga. Az eredményekbdl az is lathatd, hogy a feliileti boritottsag telitési
gorbe szerint valtozik a kezdeti tripszin/részecske aranytol, a maximalis értéknél
a részecskék feliilete valoszintileg teljesen telitddik tripszinnel. Erdemes volt
kisérleteimben azzal az optimalis kezdeti tripszin/részecske arannyal
dolgoznom, ami se nem tul nagy és nem is tal kicsi, hogy egyrészt a részecskék
maximalisan telitédjenek, masrészt a lehetd legtdbb tripszinnel boritott
részecskét eredményezze a reakcio. Ez az optimalis kezdeti koriilmény a ~250
ug tripszin/mg részecske értéknek adodott, aminek megfelel a 4.3.2 fejezetben
leirt tripszin (3 mg/mL) és részecske koncentracio (12 mg/mL) az
immobilizalasi elegyben.

A kontrol kisérletekben meghatarozott 1-3 pg/mg tripszin valdszintileg a
spontan adszorbealodott és mosas soran el nem tavolitott tripszin miatt adddott
vagy kisérleti hiba lehetett (ez okozhatta azt is, hogy a gdrbék nem origobol
indultak). Ha a kovalens kotést képezd reaktansok is jelen voltak, a tripszin
feliileti boritottsaga 13-14 pg/mg-nak adodott. A kovalensen kotott tripszin a két
értek kiilonbsége, ami igy 10-13 pg tripszin/mg részecske feliileti boritas. Ez az
érték jol dsszemérhetd mas munkakban kozolt feliileti boritottsagokkal: monolit
reaktorokra: 130 pg tripszin / 4,2 cm [24], 2,6 pg tripszin / 2 cm [68], 97 ng
tripszin / 1 cm [70], 35 pg tripszin / 2,5 cm [62], ill. 0,9-1,5 mg tripszin /

monolit lemezek [67]; membranon adszorbealva: 15,36 ug tripszin / 4 cm x 192
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um-es membran [56], ill. 97 pg tripszin / ¢cm? [57]; tovabba mégneses
részecskékhez kovalensen kotott tripszinre: 86 pg tripszin/mg részecske [85], ill.
78 ug/mg részecske [113]. Habar az altalam kapott feliileti boritottsag
lényegesen kisebb, mint a magneses részecskéknél az utobbi két esetben
feltiintetett értékek, az eltérés oka valdszinilileg a részecskék eltérd fajlagos
feliiletével van kapcsolatban, mivel ezek a magneses részecskék nanorészecskék
voltak.

A standard oldatban emésztés soran a tripszin/fehérje arany altalaban kicsi
(1:50). A reaktorral varhatd emésztési hatékonysag becsléséhez, két dolgot kell
feltételezniink: egyrészt egy toltethez ~0,5 mg részecske sziikséges (vO. a
csatorna térfogata 350 nL), masrészt a toltet holttérfogata (ami a részecskék
kozti holttérfogatra vonatkozik csak) nem lehet tobb 50 nL-nél. Ebben az
esetben a toltet 5 pg tripszint, a holttérfogatban 1év6 fehérjeminta pedig 50 ng
fehérjét tartalmaz (1 mg/mL koncentracidoval szdmolva), azaz a tripszin/fehérje
arany 5000:50, ami 5000-szeres tripszinkoncentraciot jelent az oldatban
emésztéshez képest. Ha a reakcidhoz sziikséges id6t (16 ora) elosztjuk ezzel a
faktorral, megkapjuk, hogy az emésztés lejatszodasdhoz elég 11,5 s, ami
nagyjabol megegyezik az emésztés soran mért reakcididovel. Ha a feltételezés
soran a holttérfogatot tal-, vagy a toltet tOmegét alabecsiiltem, akkor a

hatékonysagbeli szorzé még nagyobb, mint 5000.

5.2.3 A kovalensen régzitett tripszin stabilitisanak vizsgalata

A kovalens IMER stabilitasanak vizsgalatakor arra voltam kivancsi, hogy
mennyi ideig tarolhatok a tripszinnel boritott részecskék. Mivel ebben az esetben
is (majdnem) kozvetlen a tripszin és a feliilet kapcsolata (a peptidkdtés nem
nevezhetd tavtartonak), nem lehetett eldre sejteni, hogy ennél az IMER-nél
megjelenik-e a kovalens rogzitésii reaktorokra jellemz6 hosszu enzim élettartam.

A vizsgalat soran eldszor egy frissen elkészitett és csipbe toltott tolteten

végeztem el BSA emésztését (19.a abra) [100]. Ezutan ezt a csipet tarolooldatba
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(I mM HCI-t, 20 mM CaClx-t és 0,4 mg/mL benzamidint tartalmazé oldat)
meritettem, hogy megakadalyozzam a kiszaradasat és 4 °C-on taroltam 2
hoénapig. Emellett a tripszinnel boritott részecskék maradékat is tarolooldatban
szuszpendaltam és -20 °C-on taroltam 2 honapig. Az igy tarolt részecskékbol 2
hénap utdn friss toltetet készitettem és ezzel is elvégeztem a BSA emésztését
(19.b ébra), ill. a 2 honapig tarolt IMER-rel is elvégeztem az emésztést (19.c

abra).
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19. abra: CZE elektroferogramok emésztett BSA mintdkrol, melyeket (a) frissen
immobilizalt tripszines részecskéket tartalmazo IMER-rel, (b) 2 honapig
szuszpenzioként tarolt tripszines részecskékbdl frissen készitett IMER-rel, ill. (C)
2 honapig tarolt IMER-rel emésztettem. A mérési koriilmények megegyeznek a
11. abran feltiintetettekkel, de a mintak somentesitettek, ill. a kapillaris effektiv
hossza 72 cm. Az abrat a [100] hivatkozasbol illesztettem be, az Elsevier kiado
engedélyevel.
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Vizsgalataim szerint mindegyik esetben elbomlott a BSA teljes
mennyisége ¢és az elektroferogramok mintazata is megegyezett. Ez alapjan
megallapithatd, hogy a kovalensen immobilizalt tripszin legaldbb 2 hdnapig
megbrzi aktivitasat, akar toltetként 4 °C-on, akar a részecskék szuszpenziojat -20

°C-on fagyasztva taroltam.

5.2.4 Reprodukalhatosagi vizsgalatok

A szerpentines  IMER-hez  hasonléan a  toltetes  reaktor
reprodukalhatosagat egy BSA fehérjestandard emésztésével teszteltem [100]. A
reaktor jellege miatt azonban tobb mivelet reprodukélhatosagat vizsgaltam.
Vizsgaltam a CZE modszer reprodukalhatosiagat (20.a abra), az emésztés
reprodukalhatésdgat egy adott tolteten (20.b d4bra), az emésztés
reprodukalhatésdgat kiilonboz6 tolteteken (20.c adbra) és az emésztés
reprodukalhatosagat, amikor a tripszines részecskék eltérd immobilizalasokbol
(eltér6 sarzsokbol) szarmaztak (20.d abra). Minden abran 4 mérést tiintettem fel,
ezek rendre ugyanannak az emésztett BSA-nak (20.a), egy adott tolteten 4 BSA
minta egymas utani emésztésének (20.b), 4 BSA-nak egy sarzsbol szarmazo
részecskékbol készitett 4 eltérd tolteten valdo emésztésének (20.c), ill. 4 BSA-nak
4 eltér6 immobilizalasi sarzsbol szarmazo részecskékbol készitett 4 eltérd
tolteten  vald  emésztésének  (20.d) CZE  elektroferogramjai. Az
elektroferogramok migracioés idéit 2 referenciacsucs migracios id6i alapjan
korrigaltam (a referenciacsticsokat 20.a abran csillaggal jeloltem).

A reprodukalhatésagot ugy jellemeztem, hogy a cstacsok koziil
véletlenszerlien kivalasztottam harmat (amit mindegyik elektroferogramon
konnyen be tudtam azonositani), amelyeknek kiszamoltam a migracios idejilikre
¢s a csucsteriiletiikre vonatkozo RSD% értékeiket. Ezeket a cstucsokat a 20.a
abran 1, 2 és 3-mal jeloltem. A 20.e tablazat tartalmazza ezeknek a csticsoknak a

szOrasat, mig az integralt elektroferogramok a 21. abran lathatoak.

60



A migracios idok szorasa minden esetben kivalo volt (RSD% <0,5%), ami
a kapillaris alapos kondicionalasa és a migracios idok korrigalasa miatt
adodhatott. Az egymasra helyezett elektroferogramokon jol laszik, hogy a
csucsok szdma (~70-80) és mintazata hasonlo. Ez a cstcsszam egybevag a BSA

tokéletes emésztése esetén termékként kaphat6 78 db peptiddel.

- 2

e A

e RSD%

Peak 1 Peak 2 Peak 3
t A t A t A
(a) 0.03 2.51 0.02 2.18 0.31 9.13
(b) 0.03 12.40 0.02 11.84 0.10 12.60
(c) 0.05 30.55 0.04 23.36 0.14 53.57
(d) 0.05 31.99 0.02 30.64 0.03 42.68

20. abra: Toltetes IMER CZE peptidtérképeinek reprodukalhatosagi vizsgalata:
(a) egy emésztett BSA minta 4-szer ismételt mérése, (b) 4 BSA minta emésztése
azonos tolteten, (c) 4 BSA minta emésztése 4 kiilonbozo télteten és (d) 4 BSA
minta emésztése 4 kiilonbozo immobilizalasi sarzsbol szarmazo részecskékbdl
keésziilt 4 kiilonbozo tolteten. (e) Az 1, 2 és 3 csucsok RSD%-a migracios idore és
csucsteriiletre, az eltérd esetekben (N=4). A mérési koriilmények megegyeznek a
11. abran feltiintetettekkel, de a mintdik somentesitettek, ill. a kapillaris effektiv
hossza 72 cm. Az dabrdt a [100] hivatkozasbol illesztettem be, az Elsevier kiado
engedélyével.
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A csucsteriiletekre kivétel nélkiil nagy RSD% értékeket kaptam. Mar a
CZE modszer reprodukalhatosaga (a) is a szokasos értékeknél rosszabb volt (2-
10%), amit okozhatott a mintak somentesitése, amikor bizonyos peptidek eltérd
koncentracioban eludlodhatnak eltérd esetekben vagy a csucsok integraldsa (21.
abra), hiszen a csticsok jellemzdéen nagyon kicsik voltak (21. abra, 3. cstcs) vagy
nem volt alapvonali elvalasztas (21. abra, 1. és 2. cstics). Ennél nagyobb RSD%
értékeket kaptam a (b) és még nagyobbakat a (c) és (d) esetekben, viszont a (c)
¢s (d) esetekben tapasztalt reprodukalhatosag kozott nem jelentds a kiilonbség.
Ez ugy értelmezhetd, hogy a kiilonb6z6 mintdk a kiilonb6zo peptideket kicsit
eltéré mennyiségben tartalmazzak (a somentesités vagy a PDMS falon torténd
esetleges adszorpcié miatt). Tovabb fokozta az eredmények szorasat, ha az
emésztéshez kiilonbozé tolteteket hasznaltam, mivel az eltérd toltetek nem
teljesen egyformak, kis mértékben kiilonbozhet a hosszuk és a tomorségiik is.
Viszont nem figyelhetd meg tovabbi szoérasndvekedés, ha a tripszines részecskék
eltérd sarzsokbol szarmaztak, ami azért lehetséges, mert az optimalizalt
immobilizalasi reakcio soran teljesen telitett részecskéket kaptam.

1. csucs = 2.csucs =1 3. csucs

e SR U PP Y| R

A A A A e A e e

21. abra: A bontott BSA CZE peptidtérképein kivalasztott harom integralt csucs
kinagyitva. A csucsteriiletek nagy szorasat az okozhatta, hogy nem volt ezeknél a
csucsoknal alapvonali elvalasztas, ill. a 3. csucsnal a nagyon kicsi
csucstertilet/magassag, ahol ldathatéan alacsony a jel/zaj arany. Az abrdt a [100]
hivatkozasbol illesztettem be, az Elsevier kiado engedélyével.
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5.2.5 Fehérjemintdk emésztése

A toltetes IMER hatékonysaganak vizsgalatat 4 fehérje emésztésével
végeztem el [100]. Mioglobint (17 kDa), lizozimet (16 kDa), hemoglobint (62
kDa) és BSA-t (69 kDa) emésztettem és hasonlitottam &ssze ugyanezen fehérjék
oldatban emésztésével. Tokéletes emésztéseket feltételezve a keletkezd peptidek
szama 19, 19, 31, ill. 78 a négy fehérjére, ebben a sorrendben. A toltetes IMER-
rel valo emésztés eredményei jol korrelaltak ezekkel a szamokkal, koriilbeliil 20,

20, 30 és 80 csucsot szamoltam az egyes elektroferogramokon (22. abra).

a C

22. dabra: Négyféle emésztett fehérje CZE elektroferogramjai: (a) mioglobin, (b)
lizozim, (c) hemoglobin és (d) BSA. A felsé elektroferogramok mutatjik az
oldatban emésztéssel kapott mintak, a tiikroztetett elektroferogramok pedig az
IMER-es emésztéssel kapott mintak analiziseit. A merési koriilmények
megegyeznek a 11. abran feltiintetettekkel, de a mintdik somentesitettek, ill. a
kapillaris effektiv hossza 72 cm. Az abrat a [100] hivatkozdsbdl illesztettem be,
az Elsevier kiado engedélyével.

Az oldatban emésztéssel valo dsszehasonlitasbol latszik, hogy a keletkezd

peptidek tobbsége megegyezik a két esetben, hiszen hasonld csticsmintazatokat
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kaptam, az azonos migraciés idokhoz tartozd csticsok azonos peptidekhez
tartoznak. A reakci6id6 <10 s volt, amely id6 alatt az emésztendd fehérjeminta
ataramlott a tolteten. Bar az oldatban emésztés 16 oran at tartott, jelentds
kiilonbséget a kettd hatékonysaga kdzott nem talaltam.

A reaktorral elvégeztem egy human szérumminta emésztését [100]. A 23.
abran lathatd, hogy ebben az esetben is hasonlod eredményre jutottam a tdltetes
IMER-rel torténé és az oldatban emésztéssel. A legnagyobb koncentracidoban
jelenlévo fehérje a szérumban a HSA, melynek tokéletes emésztésébol 74 peptid
varhato, amely 6sszemérhetd az elektroferogramokon lathatd csucsok szaméval

(~65-70).
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23. abra: (a) Oldatban emésztéssel és (b) toltetes IMER-rel emésztett human
szérum elektroferogramjai. A mérési koriilmenyek megegyeznek a 11. dbran
feltiintetettekkel, de a mintik sémentesitettek, az injektdlt minta: 200 mbar-s, ill.
a kapillaris effektiv hossza 72 cm. Az abrat a [100] hivatkozasbal illesztettem be,
az Elsevier kiado engedélyével.
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LC-MS/MS moddszert is hasznaltam az emésztés hatékonysaganak
ellendrzésére [100]. Négyféle, a toltetes IMER-rel emésztett fehérjét vizsgaltam,
az LC-MS/MS meghatarozasok eredményeit a 2. tablazat tartalmazza, az dsszes
azonositott peptid listja a 4. fliggelékben taldlhatd. Mindegyik fehérjét sikertiilt
elfogadhatd SC%-kal meghatarozni (29-50%), emellett egyik esetben sem
sikeriilt kimutatni a tripszin 6nemésztésébdl szarmazo peptideket. Ezen fehérjék
koziil a BSA-t hasznaljak leggyakrabban a reaktorok hatékonysaganak
jellemzésére. A toltetes IMER-rel emésztett BSA-ra 29%-0s SC%-t kaptam.
Valodszintlileg a hasznalt LC-MS moddszerrel nem tudtam az Osszes peptidet
detektalni, hiszen a 4. fiiggelékben is szerepld, azonositott peptidek szama
jelent6sen kevesebb, mint az emésztett BSA-ra CZE mddszerrel kapott csucsok
szama. Ennek ellenére is a kapott érték 6sszemérhetd mas, irodalomban talalhato
SC% értékekkel, amiket olyan IMER-ekkel torténé emésztés utan kaptak, ami
kovalensen rogzitett tripszint tartalmazott kiilonféle szilard hordozokon: 22 és
30%, 5 s reakcididével [54], 43%, 5 perces reakcididovel [85], 46%, szintén 5
perces reakcioidovel [113], 23%, 12 perces reakcididével [95], 35%, 24 s
reakcioidovel [49], 45%, 10 s reakcididével [114] és 40%, 5 s reakcioidével
[115].

2. tablazat: Négy fehérjeminta toltetes IMER-en valo emésztése utani LC-MS/IMS
analizis eredménye. A fehérjékhez tartozo meghatarozott szekvencidk a 4.
fliggelékben taldlhatok. A tabldzat adatait a [100] hivatkozdsbol illesztettem be
és forditottam le, az Elsevier kiado engedélyével.

Azonositott fehérje Fehérje tdmege (Da) Szekvencia lefedettség (%) Azonositds score értéke
Lizozim 16228 50 370
Mioglobin 17072 50 372
Hemoglobin a-alegység 15130 31 197
Hemoglobin B-alegység 15944 40 379
BSA 69248 29 853
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5.3 Eltéré modon emésztett konnymintak dsszehasonlitasa

A két reaktor 0sszehasonlitasat egy konnyminta emésztésével és CZE-MS
analizisével végeztem el. A konnymintat oldatban, ill. a kétféle reaktorral

egyarant megemésztettem, tovabba mindharom mintat analizaltam sémentesitve
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24. abra: A hdaromféle emésztett konnyminta (a) somentesités nélkiili és (b)
somentesitést koveté CZE-MS analizise. A CZE-MS analizis sordn alkalmazott
koriilmények a 4.4.5 fejezetben talalhatok.
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Az itt bemutatott CZE-MS elektroferogramok is azt mutatjak, hogy
mindharom reaktor képes volt megemészteni a konnymintat. A szerpentines
IMER-rel valo emésztés és az oldatban emésztés hasonldan hatékonyak, mig a
toltetes IMER-rel vald emésztés hatékonysdga kissé rosszabbnak tlinik, mivel az
elsd két esetben hasonldé mennyiségli, nagyszamu, mig a harmadik esetben
valamivel kevesebb csticsot (peptidet) detektaltam. Minden mintaban lecs6kkent
a detektalhatd csucsok szama somentesités hatisara, ami alapjdn elmondhato,
hogy annak ellenére is megéri a mintakat somentesités nélkiil mérni CZE-MS
technikaval, hogy a mintdk nagy mennyiségben tartalmaznak (nem illékony)
karbamidot. Ennek magyarazata, hogy a somentesités sordn bizonyos peptidek
elvesznek az elucios 1épést megeldézbéen (vagy nem kotédnek meg a C18
pipettahegyen vagy hamarabb elualodnak a kelleténél). CZE-MS analizis esetén
amiatt sem feltétleniil sziikséges a somentesités, mivel az analizis soran injektalt
minta mennyisége minimalis (<100 nL), ami jelentdsen higul az MS-be érve az

illékony CZE hattérelektrolit és segéd folyadékaram altal.

3. tablazat: a 6 mintabdl Kimutatott fehérjék, a hozzdjuk tartozé SC% értékekkel.
A tablazatban csak a legalabb 2 egyedi és szignifikans peptiddel meghatdrozott
fehérjéket tiintettem fel.

Nem sémentesitett minta Sémentesitett minta
Oldatban Szerpentin Toltetes Oldatban Szerpentin Toltetes
IMER IMER IMER IMER

Laktotranszferrin 30% 33% 10% 10% 19% 8%
Lipokalin-1 21% 24% 36% 12% 17% 33%
Prolaktin-indukalt

ro’a.mm uka 37% i i i ) i
fehérje
Lizozim C 29% 39% - - 22% -
Ig alfa-11anc 5% - - - - -
Extracellularis
glikoprotein 21% 22% 30% - 23% 15%
lakritin
Prolinban gazd
fehé'rje A gazdas ; 32% 32% ; 32% 32%
Tripszin 17% - - - - -
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A meghatarozott fehérjék szama és SC% értékei alatamasztjak, hogy
valoban jobb eredményeket kaptam somentesités nélkiil. Tripszint egyediil az
oldatban emésztett — nem soémentesitett — mintabol sikeriilt kimutatni, ami azt
jelenti, hogy a kétféle kifejlesztett reaktorban immobilizalt tripszin nem képes
mobilizalodni és elhagyni a reaktort kimutathaté mennyiségben. Erdekes, hogy a
prolaktin-indukalt fehérjét és az Ig alfa-1 fehérjelancot egyediil oldatban
emésztéssel sikeriilt meghatdrozni, viszont ezek mar somentesités hatasara
eltiintek a mintabol. Ezzel szemben mindkét reaktorral sikeriilt meghatarozni a
prolinban gazdag fehérje 4-et, amit viszont oldatban emésztéssel nem
hataroztam meg. Ezen mérésekkel is igazoltam, hogy a reaktorok alkalmazasaval
joval gyorsabb emésztés mellett érhetd el az oldatban emésztés hatékonysaga,

azaz hasznalatuk kedvezo proteomikai céli kutatasokban.
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6. (")sszefoglalzis

A Kémiai Tudomanyok Doktori Iskolaban folytatott kutatomunkam célja
az volt, hogy fehérjék bontasara alkalmas mikrofluidikai eszkdzoket fejlesszek
ki. Ezen eszk6z0k hordozzak a mikrofluidika €s az immobilizalt enzimek
nyujtotta elonyoket (pl. kis mintaigény, eldobhatd (egyszer hasznalatos) reaktor,
megndvekedett enzimaktivitas és/vagy stabilitas). Munkam soran két kiilonb6z6
tipusu reaktort sikertilt kifejlesztenem eltéré immobilizalasi stratégiaval.

Az egyik reaktor fejlesztésénél az volt a célom, hogy megalkossam a
1étez6 legegyszeriibben kialakithatd enzimreaktort. Ezt ugy sikeriilt elérni, hogy
egy PDMS csipben egy hosszu, szerpentin alaku csatorndt alakitottam ki,
amelyen csak keresztiil kellett 4ramoltatni a tripszinoldatot annak
immobilizalasdhoz. Habar koztudott, hogy a PDMS kival6é adszorbens, ezt a
tulajdonsagat eddig nem hasznaltak ki enzimek immobilizalasara, igy ez az elso
olyan munka, melyben ez az egyszeri modszer hasznalatos enzim
immobilizalasara. A reaktor egyszerliségét az is jol mutatja, hogy az adszorpcids
feliilet maga a csip anyaga (a csatorna belsé fala), igy nem volt sziikség
valamilyen szilard hordozo vagy feliileti réteg kialakitasara az immobilizalashoz.

A reaktor Kkifejlesztéséhez elsé 1épésként a tripszin adszorpcidjat
vizsgaltam, és megallapitottam, hogy a tripszin er0sen adszorbealodik PDMS
feliileten, vizes pufferekkel nem moshato le onnan (csak feliiletaktiv anyagokkal
vagy szerves oldoszerekkel). Tovabba azt is igazoltam, hogy az adszorbealt
tripszin mennyisége (és ezzel Osszefiiggésben a reaktor aktivitasa) fligg a
tripszinoldat  koncentraci6jatol, tdményebb tripszinoldatbol a molekulak
egymashoz kozelebb — ,strlibben” — adszorbealodnak. A CZE-vel végzett
enzimstabilitas vizsgalatok azt mutattak, hogy a tripszin ~2 6raig marad aktiv,
majd fokozatosan elveszti aktivitasat. Ez vélhetéen a hidroféb PDMS feliilettel
valo erds kolcsonhatasabol eredd szétteriilés kovetkezménye. Ezen tapasztalatok
alapjan a tripszin PDMS feliileten valo adszorpcidjanak mechanizmusara a

tobballapot kinetikai modellt javasoltam.
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A reaktor emésztésének reprodukalhatosagat BSA minta emésztésével
vizsgaltam, hatékonysagat négyféle mintafehérje (mioglobin, lizozim,
hemoglobin, BSA) ¢s konnymintak emésztésével igazoltam. Azt kaptam, hogy
az emésztés minden esetben megfeleld volt, az oldatban emésztéssel szemben 16
ora helyett ~1 perc alatt sikeriilt igy megemészteni a fehérjéket. A BSA
peptidjeinek migracios id6i kivalo reprodukalhatésagot mutattak (RSD% <1%).
Az egyes peptidtérképek hasonldsaga €s az LC-MS/MS meghatarozasok
igazoltak, hogy a kétféle emésztés soran keletkez6 peptidek tobbsége
megegyezik.

A konnymintak mikrofluidikai reaktorral torténé emésztése kézenfekvé a
minta kis térfogata miatt; tobb, a konnyben nagyobb mennyiségben eléforduld
fehérjét sikeriilt kimutatni ezen mintak reaktorral torténé emésztésével. Az
oldatban emésztéshez képest tobb fehérjét nagyobb SC%-kal sikeriilt kimutatni a
reaktoros emésztéssel. A CZE peptidtérképek jelentds eltérést mutattak, amikor
kiilonb6z6 személyek konnyeit vizsgaltam, mig hasonld peptidtérképeket
kaptam egy személy két, azonos id6ben vett kdnnymintaja esetén.

Egy kifejlesztett csipen 8 emésztés is végezheté parhuzamosan, de akar
tovabb is novelhetd az elemzések szama még tobb csatorna ugyanazon csipen
valo elhelyezésével. Mivel az analizisekhez ~10 pL térfogatG mintara volt
sziikség, a teljes emésztési folyamat ~35 percet vett igénybe, ami tartalmazta a
tripszin felvitelét (10 perc), a szabad tripszin kimosasat (10 perc) és az emésztést
(15 perc). A reaktor hatranya, hogy hamar elveszti aktivitasat, azonban jol
hasznalhatd egyszerhasznalatos reaktorként, hiszen az eszkdz viszonylag olcso,
eldobhatd és igy hasznalata soran nem kell tartani a mintak kozti
keresztszennyezéstol.

Ezutan ujabb célként egy masik tipusi — a szerpentines reaktorral
ellentétben — jo stabilitassal rendelkez6 reaktor tervezésébe kezdtem. A jobb
stabilitas ara az lett, hogy a reaktor elkészitése valamivel koriilményesebb.
Immobilizalasi stratégianak a tripszin kovalens rogzitését valasztottam, amit az

indokolt, hogy kovalens kotés esetén az immobilizalt enzimek altalaban jo
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stabilitassal rendelkeznek (mivel gatolt a feliilettel valo kdlcsonhatasuk). Ennek
az elvarasnak megfelelt a kapott IMER stabilitasa: a reaktor 2 honapos tarolast
kovetden is aktiv maradt, ill. az aktivitast az sem befolyasolta, hogy milyen
modon taroltam (a csipben toltetként 4 °C-on vagy a tripszines részecskék
szuszpenzidjat fagyasztva -20 °C-on).

Habar a kovalens kotés Iétrehozasaért felelds reagensek aranyait
irodalombol vettem (az EDC/NHS immobilizalas altalanosan hasznalatos
eljaras) [51], a tripszin/részecske aranyat a kiindulasi elegyben optimalizaltam, s
az optimalis értékkel dolgoztam kisérleteimben. Ezzel a kezdeti koriilménnyel
sikeriilt 10-13 pg tripszint immobilizalnom 1 mg részecskén, ami 6sszemérhetd
mas munkakban feltlintetett mennyiségekkel. Ennél a reaktornal is
megvizsgaltam az emésztés hatékonysagat. Mivel a tripszin a részecskékbol
kialakitott t6ltet feliilletén volt jelen, ezért azt vartam, hogy a reaktor
hatékonysaga legalabb olyan jo lesz, mint a szerpentines reaktoré, ugyanis a
toltet nagy feliilet/térfogat aranya biztositja a gyors (heterogén) katalizist (a
reakcié nem lesz diffuzidgatolt). Tekintve a tripszin feliileti boritottsagat a
tolteten, a toltetes reaktor hatékonysaga az oldatban emésztéshez képest tobb,
mint harom nagysagrenddel nagyobb lehet.

Vizsgaltam a CZE analizis, emésztés, toltet kialakitas és immobilizalas
peptidtérképek felvételének reprodukalhatosagara gyakorolt hatasat, melynek
soran minden esetben jo reprodukalhatosagokat kaptam a peptidek migracios
id6ire, ami azt mutatja, hogy azonos peptidek keletkeztek minden esetben. Nem
kiillonbozott jelentésen a reaktorral emésztett négyféle fehérje (mioglobin,
lizozim, hemoglobin, BSA) és szérum minta az oldatban emésztett mintaktol,
viszont az emésztési id0 csupan ~10 S volt, szemben a 16 oraval. Ezekbdl a
mintakbol sikeriilt LC-MS/MS fehérjemeghatarozasokat is elvégezni, mely
soran kielégitd SC% értékeket (29-50%) kaptam.

Habér ezen reaktor kialakitdsa sordn egy jol ismert immobilizalasi
technikat alkalmaztam, a reaktor ujszeriisége a kialakitasaban rejlik, hiszen mind

a mai napig az irodalomban csak elvétve lehet PDMS csipben kialakitott
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tolteteket hasznalo enzimreaktort (vagy barmilyen mas, pl. elvalasztd rendszert)
talalni. A reaktor segitségével akdr 9 minta emésztése végezhetd egyidejlileg, a
reaktor 2 honapig is meg0rzi aktivitdsat, mely id6 alatt tobbszor hasznéalhato
emésztésre. Ez a hosszu élettartam kikiiszoboli a reaktor azon hatranyat is, hogy
az immobilizalasi reakcid hossza (5 o6ra), hiszen egy nagyobb adag tripszines
toltet elkészitése utan ebbdl a toltetbdl sokdig lehet akdr minden alkalommal
friss, aktiv tolteteket kialakitani, mivel egy-egy toltet kialakitdsdhoz <2 mg toltet
sziikséges.

CZE-MS mérések segitségével Osszehasonlitottam a kétféle reaktor és az
oldatban emésztés hatékonysagat. Megallapitottam, hogy CZE-MS analizis
esetén a mintak somentesitésének elkeriilésével jobb eredmények érhetdk el
(tobb meghatarozott fehérje, magasabb SC% értékekkel). Ezzel a kisérlettel egy
ujabb moddszerrel tamasztottam ala, hogy a reaktorok alkalmazasaval joval
gyorsabb emésztés mellett érhetd el az oldatban emésztés hatékonysaga.

Ezen reaktorok kifejlesztése mintaul szolgalhat mas tipust enzimekbol
hasonlé reaktorok létrehozasahoz, amivel lehetéség nyilna arra, hogy egy
komplex mikrofluidikai csipen tobb, kiilonb6z6 enzimaktivitassal rendelkez6
reaktorokat alakitsak ki egymast kovet6en. Példaul egy ilyen tobbenzimes
rendszerben el lehetne végezni akar a fehérje emésztését kovetben a
glikopeptidek glikanegységeinek felszabaditasat. Mindkét csip-alapti reaktor
tovabbi eldnye, hogy viszonylag egyszertien lehet dket kapcsolni MS-hez vagy
tovabbi miiveletek elvégzése is kivitelezhetd a csipen (pl. peptidek
somentesitése, koncentraldsa, elvalasztdsa), amivel akar egy komplex
fehérjeemésztd, dusitd, elvalasztd és detektald lab-on-a-chip megalkotasara is

mod nyilhat.
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7. Summary

The purpose of my PhD research activity was to develop microfluidic
devices capable of rapid protein digestion. These devices possess the
advantageous features offered by microfluidics and by immobilized enzymes,
that are the requirement of small sample volume, disposability, elevated enzyme
activity and stability. During my research | succeeded in developing two
different immobilized enzymatic reactors (IMERs) with different immobilization
strategy.

My purpose was to create the simplest possible IMER with the
development of the first reactor. This was achieved by forming a long
serpentine-like channel in the PDMS microfluidic chip, through which trypsin
solution was transferred to immobilize the enzyme. Although it is well-known
that PDMS is an excellent adsorbent of large macromolecules, this property was
not utilized for enzyme immobilization thus far, which means that this is the first
work applying this simple immobilization approach. The simplicity of the
reactor is guaranteed by using the wall of the PDMS chip as solid
immobilization support, therefore, the formation of supports (e.g. packings,
membranes) or interfacial layers (e.g. LBL adsorption) was not necessary.

The first step in the development was the demonstration of trypsin
adsorption on the PDMS surface. According to my atomic force microscopic
(AFM) and surface plasmon resonance (SPR) studies, trypsin adsorbs strongly to
the PDMS surface and it cannot be washed out with aqueous solutions. It was
also proven that the amount of adsorbed trypsin (and the IMER’s activity, as
well) depends on the trypsin concentration: when trypsin was applied in higher
concentration, the enzyme molecules can be localized more tightly — close to
each other — on the surface. The CZE enzyme stability examinations showed that
trypsin retained maximal activity for ~2 hours, then the activity gradually
decreased and reached no activity after 1 day. This is likely due to the spreading

effect occurring on highly hydrophobic surfaces, as a consequence of the strong
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interactions with the hydrophobic side chains of the enzyme. Based on the
obtained results, multiple state model was suggested as kinetic model of the
adsorption of trypsin from aqueous media to the hydrophobic PDMS surface.

The digestion reproducibility of the IMER was examined by the digestion
of BSA samples and the digestion efficiency was tested with 4 standard protein
samples (myoglobin, lysozyme, hemoglobin and BSA) and tear samples.
Sufficient digestion was obtained in each case, digestion time was ~1 min
compared to 16 hours by using in solution digestion. The BSA digest showed
excellent reproducibility for the peptides’ migration times (RSD% <1%). The
similarity of the peptide maps obtained from the 2 different digestion methods
and the LC-MS/MS determinations proved that mostly the same peptides were
formed during digestion.

Digesting tear samples with microfluidic reactors seems straightforward
as of the limited volume of tear. Several proteins (mostly those with higher
abundance) were identified from these samples: more protein hits with higher
sequence coverage values were acquired after microfluidic IMER digestion
(compared to in solution digestion). CZE peptide maps were significantly
different when tears from different persons were examined, while similar
profiles were obtained for samples collected from the same person at the same
period of the day.

With the proposed IMER 8 digestions can be performed at the same time,
but this number might be further increased by integrating more channels to the
same chip. As ~10 uL sample is necessary for the analysis, the whole digestion
procedure takes ~35 min, which includes the trypsin immobilization (10 min),
elimination of the free trypsin (10 min) and digestion (15 min). Although
adsorbed trypsin loses activity within 4 hours, it might be utilized as a
disposable/single use IMER, as the chip is relatively cheap and there is no cross
contamination between the samples.

After this reactor was characterized, | started to develop another type of

IMER, with the desire to create one with good stability. To have good enzyme
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stability, the immobilization method must be somewhat more complex. | chose a
covalent coupling reaction (EDC/NHS) to covalently attach trypsin to amino-
coated silica particles, as it is generally true that covalently immobilized
enzymes possess excellent stability (due to prohibited interaction with the
surface). This expectation was fulfilled by the IMER: it retained tryptic activity
after 2 months of storage, furthermore, the way of storing trypsin-coated
particles did not affect the activity (good activity was achieved after storing
either as a packing immersed into storage solution at 4 °C or as a suspension of
the particles frozen at -20 °C).

As the applied reaction is used widely, the concentrations of the reagents
were obtained from literature [51]. However, the ratio of trypsin/particle in the
initial immobilization mixture was optimized and the optimal value was applied
in my immobilization experiments. With these circumstances, 10-13 pg trypsin
was successfully immobilized per 1 mg particle, which is comparable with other
works.

I examined the digestion efficiency of this reactor, as well. As trypsin was
present on the surface of the packing created from the coated particles, |
expected equal or better efficiency compared to the serpentine-like IMER,
because the high surface-to-volume ratio of the packing provided rapid
(heterogenic) catalysis (the reaction was not limited by diffusion). Thusly,
digestion efficiency of the IMER might be at least 3 orders of magnitude higher
compared to in solution digestion, with respect to the trypsin concentration on
the surface versus in solution.

I also investigated how the CZE analysis, digestion, packing formation
and immobilization affected the reproducibility of the CZE peptide maps. In all
cases, good reproducibility was achieved for migration times, meaning the
formation of the same peptides in each case. The 4 microfluidic IMER digested
proteins (myoglobin, lysozyme, hemoglobin, BSA) and human serum samples
did not differ significantly from the in solution digested samples, however,

digestion time was only ~10 sec in the former cases (compared to 16 hours with
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in solution digestion). LC-MS/MS analyses of these samples were performed,
proteins were identified with sufficient sequence coverage values (29-50%).

Although a well-known immobilization strategy was utilized for the
development of the reactor, the novelty of the IMER lies in its construction:
hardly any IMER based on packed beads integrated into PDMS chip can be
found in literature. With this IMER even 9 protein samples can be digested
simultaneously, it retains tryptic activity for at least 2 months, in which period
the IMER can be used for multiple digestions. This long shelf-life compensates
the long immobilization reaction (5 hours), because it is possible to form fresh,
active packings from the trypsin-coated particles any time within the 2 months
period, if a larger particle batch was prepared initially (one packing requires <2
mg particle).

Digestion efficiencies of the 2 developed IMERs and standard in solution
digestion were compared with CZE-MS analyses. It was proven that better
analysis results (more identified proteins with higher coverage) can be obtained
when samples were not desalinated. With this experiment it was confirmed, that
the efficiency of the in-solution digestion can be attained more rapidly by using
any of these IMERSs.

The development of these reactors might set an example to create such
IMERs of different enzymes. Thus, it would be possible to successively integrate
multiple IMERs with various enzymatic activities into a chip. This might enable
the deglycosylation of glycopeptides after enzymatic (glyco)protein digestion.
Both chip-based IMERs have the advantages that they are relatively easy to
couple with mass spectrometry and additional operations might be implemented
into the same chip (e.g. desalination, preconcentration, separation of peptides),
which enables the fabrication of a complex protein digestion, peptide separation

and detection lab-on-a-chip.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Kecskeméti Adam

Tripszin immobilizaldsa kiilonb6zé hordozokon fehérjék on-line bontasahoz,
peptidtérkép vizsgalatok

DETEP konferencia, 2014. aprilis 25., Debrecen

Kecskeméti Adam

Tripszin immobilizalasa kiilonbozé hordozokon fehérjék on-line bontdasahoz,
peptidtérkép vizsgalatok

2014. évi E6tvos Konferencia, 2014. aprilis 25-27., Budapest

Kecskeméti Adam
Mikrofluigika — miniatiirizalasi trendek a tudomanyban
Kutatok Ejszakaja - Tehetséges Kutatok, 2014. szeptember 26., Debrecen

Kecskeméti Adam

Tripszin immobilizalasa tobbféle feliileten fehérjék gyors emésztéséhez,
peptidtérkép vizsgalathoz

XXXVII. Kémiai El6adoi Napok, 2014. november 3-5., Szeged

Kecskeméti Adam

Tripszin immobilizaldasa tobbféle feliileten fehérjék gyors emésztéséhez,
peptidtérkép vizsgalathoz

Oszi Tudoményos Diakkéri Konferencia, 2014. november 28., Debrecen

Kecskeméti Adam

Tripszin immobilizaldasa tobbféle feliileten fehérjék gyors emésztéséhez,
peptidtérkép vizsgalathoz

Oszi Tudomanyos Hallgatéi Konferencia, 2014. december 5., Debrecen

Kecskeméti Adam

Tripszin immobilizalasa tobbféle feliileten fehérjék gyors emésztésehez,
peptidtérkép vizsgalathoz

XXXII. OTDK Kémiai és Vegyipari szekcidja, 2015. aprilis 9-11., Veszprém

Kecskeméti Adam

Immobilizalt tripszint tartalmazo mikroreaktor készitése gyors fehérjebontashoz
2015. évi DETEP konferencia, 2015. aprilis 24., Debrecen

Kecskeméti Adam
Immobilizalt tripszint tartalmazo mikroreaktor készitése gyors fehérjebontdshoz

XXXVIII. Kémiai El6adéi Napok, 2015. oktober 26-28., Szeged

Kecskeméti Adam*, Gaspar Attila

The application of non-covalently immobilized trypsin in a
poly(dimethylsiloxane) microfluidic device for rapid protein digestion

16th International Symposium and Summer School on Bioanalysis, 2016. jalius
6-15., Varso, Lengyelorszag
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20.

21.

22.

23.

24,

Kecskeméti Adam*, Gaspar Attila

The application of non-covalently immobilized trypsin in a
poly(dimethylsiloxane) microfluidic device for rapid protein digestion

8th Chemistry Towards Biology, 2016. augusztus 28-szeptember 1., Brno,
Csehorszag

Kecskeméti Adam*, Gaspar Attila

PDMS mikrofluidikai csipben adszorpcioval immobilizalt tripszin haszndlata
gyors fehérjebontdshoz

Elvalasztastudomanyi Vandorgyiilés, 2016. november 9-11., Kecskemét

Kecskeméti Adam*, Nagy Cynthia, Gaspar Attila

Characterization of a poly(dimethylsiloxane) microfluidic chip containing
immobilized trypsin for rapid protein digestion

45th International Symposium on High Performance Liquid Phase Separations
and Related Techniques, 2017. janius 18-22., Praga, Csehorszag

Kecskeméti Adam*, Nagy Cynthia, Gaspér Attila

Characterization of a poly(dimethylsiloxane) microfluidic chip containing
immobilized trypsin for rapid protein digestion

17th CEEPUS Symposium and Summer School on Bioanalysis, 2017. julius 2-
8., Ohrid, Macedodnia

Kecskeméti Adam*, Nagy Cynthia, Gaspér Attila

Fehérjek bontasara alkalmas enzimreaktorok fejlesztese mikrofluidikai
csipekben

Analitikai Napok — Uj utakon az analitikdban, 2018. aprilis 23-24.,
Balatonszemes.

Az értekezés témajabol késziilt poszterek:

Kecskeméti Adam*, Bako Jozsef, Csarnovics Istvan, Szabo Istvan, Gaspar Attila
Study of adsorption effects on polydimethylsiloxane surfaces

12th International Symposium and Summer School on Bioanalysis

Kolozsvar, Romania

Kecskeméti Adam*, Bako Jozsef, Csarnovics Istvan, Szabo Istvan, Gaspar Attila
Study of adsorption effects on polydimethylsiloxane surfaces

13th International Symposium and Summer School on Bioanalysis

Debrecen

Kecskeméti Adam*, Gaspar Attila
Immobilization of trypsin on various solid supports for on-line protein digestion

14th International Symposium and Summer School on Bioanalysis
Smolenice, Szlovakia
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10.

Kecskeméti Adam*, Molnar Andrea, Géspar Attila

Preparation of trypsin-based packed bead microreactor for rapid protein
digestion

15th International Symposium and Summer School on Bioanalysis
Marosvasarhely, Roméania

Molnar Andrea*, Kecskeméti Adam, Gaspar Attila

Optimizing Peptide Mapping by Capillary Zone Electrophoresis
16" International Symposium and Summer School on Bioanalysis
Varso, Lengyelorszag

Kecskeméti Adam*, Nagy Cynthia, Gaspar Attila

Characterization of a poly(dimethylsiloxane) microfluidic chip containing
adsorbed trypsin for rapid protein digestion

33rd International Symposium on Microscale Separations and Bioanalysis
Noordwijkerhout, Hollandia

Kecskeméti Adam*, Nagy Cynthia, Gaspar Attila

Characterization of a poly(dimethylsiloxane) microfluidic chip containing
adsorbed trypsin for rapid protein digestion

45" International Symposium on High Performance Liquid Phase Separations
and Related Techniques

Praga, Csehorszag

Nagy Cynthia*, Kecskeméti Adam, Gaspar Attila

Tryptic digestion of tear samples using a microfluidic enzyme reactor
17th International Symposium and Summer School on Bioanalysis
Ohrid, Macedonia

Molnar Andrea*, Kecskeméti Adam, Gaspar Attila

The study of mass spectrometry compatible electrolyte systems for capillary zone
electrophoresis

17th International Symposium and Summer School on Bioanalysis

Ohrid, Macedoénia

Kecskeméti Adam*, Nagy Cynthia, Gaspér Attila

Characterization of a poly(dimethylsiloxane) microfluidic chip containing
adsorbed trypsin for rapid protein digestion

11th Balaton Symposium

Siofok
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