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1. Rövidítések 

 

AFM atomerő mikroszkópia 

BSA szarvasmarha szérum albumin 

CE kapilláris elektroforézis 

CID ütközések-indukálta disszociáció 

CLEA keresztkötött enzim aggregátum 

CLEC keresztkötött enzim kristály 

COC ciklikus olefin kopolimer 

COG tömegközéppont algoritmus 

CZE kapilláris zónaelektroforézis 

DTT ditiotreitol 

EDC 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid 

ESI elektrospray ionizáció 

FA hangyasav 

FAB gyors atom bombázásos ionizáció 

FT-IR Fourier-transzformációs infravörös spektroszkópia 

FT-SPR Fourier-transzformációs felületi plazmon rezonancia 

GOD glükóz oxidáz 

HPLC nagyhatékonyságú folyadékkromatográfia 

HSA humán szérum albumin 

IAA jódecetsav 

IAM jódacetamid 

IMER immobilizált enzimreaktor 

LBL layer-by-layer (adszorpció) 

LC folyadékkromatográfia 

MALDI mátrixszal segített lézer deszorpciós ionizáció 

MS tömegspektrometria 

NHS N-hidroxiszukcinimid 

PDDA poli(diallildimetilammónium klorid) 
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PDMS poli(dimetilsziloxán) 

PET poli(etilén-tereftalát) 

PMMA poli(metil-metakrilát) 

PTFE poli(tetrafluor-etilén)  

PVDF poli(vinilidén-fluorid) 

QTRAP hibrid kvadrupól – ioncsapda analizátor 

SC% szekvencia lefedettség 

SDS nátrium-dodecil-szulfát 

SEM pásztázó elektronmikroszkóp 

TFA trifluorecetsav 

UV ultraibolya (sugárzás) 
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2. Bevezetés és célkitűzés 

 

Az elmúlt 20 évben nagy jelentőséggel bíró tudományterületté vált a 

proteomika, melynek fő célja az élő szervezet proteomjának, azaz teljes 

fehérjeállományának felderítése [1], tekintettel az egyes fehérjék szerkezetére, 

aktivitására és poszttranszlációs módosításaira [2]. A proteomika egyik 

legjelentősebb módszere a peptidtérkép vizsgálat, melynek alapja a vizsgált 

fehérjeminták tripszines emésztése, majd ezt követően a peptidek további 

elemzése [3]. A peptidek elemzésével kapott eredmény – elektroferogram, 

kromatogram vagy tömegspektrum – ujjlenyomatként jellemzi az adott 

fehérjéket, így teszi lehetővé azok azonosítását. 

Enzimek szilárd felületen történő rögzítésével számos módon juthatunk 

immobilizált enzimreaktorhoz (IMER) [4]. Ezen reaktorok legfőbb előnye, hogy 

a bennük rögzített enzim stabilabb - tovább megőrzi aktivitását [5], így többször 

felhasználhatóak és az enzimet könnyű elválasztani a katalizált reakcióban 

keletkező terméktől. Proteomikai jellegű feladatok során egy további előnyös 

tulajdonságuk, hogy nem kell a tripszin – szabad formában előforduló – 

önemésztésével számolni, ami miatt standard oldatban emésztés során nem 

javallott ezen enzim nagy koncentrációban történő alkalmazása. A reakció 

jelentősen gyorsabbá tehető, ha a tripszint immobilizált formában, nagy (felületi) 

koncentrációban alkalmazzuk. Ezen kívül is számos irodalmi példát lehet találni 

az immobilizált enzimreaktorok analitikai vagy szintetikus célokra történő 

felhasználására [6]. 

A mikrofluidikai kutatások fő célja a laboratóriumi eszközök 

miniatürizálása (lab-on-a-chip) és az így nyert eszközök fejlesztése, 

alkalmazása. Egy-egy mikrofluidikai csip előállítása olcsón és rutinszerűen 

kivitelezhető poli(dimetilsziloxán)-ból (PDMS) [7], továbbá segítségükkel 

egyszerre több laboratóriumi művelet is végezhető egymást követően vagy 

párhuzamosan. Használatuk akkor célszerű amikor a vizsgálandó minta 
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korlátozott mennyiségben áll rendelkezésre (akár <1 µL), pl. egyes klinikai 

minták vizsgálatakor.  

Kutatómunkám során azt a célt tűztem ki, hogy olyan, immobilizált 

tripszint tartalmazó enzimreaktorokat készítsek, melyek segítségével 

nagyságrendekkel gyorsabb fehérjebontást lehet végezni, ami nagyban 

csökkentheti a fehérjék analíziséhez szükséges időt. Annak érdekében, hogy az 

IMER-ek kis térfogatú minták esetén is alkalmazhatóak legyenek, fontosnak 

találtam a reaktorok mikrofluidikai eszközökbe integrálását. Ezen 

megfontolások alapján két típusú reaktort készítettem eltérő immobilizálási 

stratégiával, melyeket az Eredmények és értékelésük fejezet két külön 

alfejezetében mutatok be. 
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3. Irodalmi előzmények 

 

3.1 Fehérjék peptidtérkép vizsgálata 

 

A proteomika kifejezést Marc Wilkins és Keith Williams alkották meg; 

előbbi egy 1994-es sienai konferencián vezette be a proteom kifejezést, mint a 

genom által kódolt fehérjék összességét („protein complement expressed by a 

genome”) [8]. Habár a proteomikát többféleképpen lehet definiálni, a 

legfontosabb jellemzője, hogy egy olyan fehérjékkel foglalkozó tudományágról 

van szó, amely célul tűzte ki, hogy egy adott szervezet/sejt által termelt 

fehérjéket minél kimerítőbben tanulmányozza, azaz leírja a fehérjék típusát, 

funkcióját, aktivitását, szerkezetét, poszttranszlációs módosításait. 

A proteomika megszületéséhez nagyban hozzájárultak az 1970-es és 80-as 

évek tudományos áttörései. Ilyen volt a 2D gélelektroforézis, amit az 1970-es 

évek második felétől használnak nagyszámú fehérjék elválasztására [9]. Eleinte 

a 2D gélelektroforézis használatának az elválasztások gyenge 

reprodukálhatósága szabott határt, azonban a 80-as évek végének fejlesztéseivel 

sikerült ezt kiküszöbölni. Ekkortól kezdtek immobilizált amfolitokkal kialakított 

pH gradienst használni az 2D elválasztások izoelektromos fókuszálási 

dimenziójában [10], továbbá olyan ún. mikroszekvenálási technikák is 

megjelentek, amikkel a gélen elválasztott „foltokból”, azaz nagyon kis 

mennyiségű fehérjékből is tudtak szekvenálást végezni [11]. A másik fontos 

tudományos áttörés, ami megalapozta a fehérjék vizsgálatát az a 

tömegspektrometria (MS) intenzív fejlődése, különösen a lágy ionizációt 

lehetővé tévő ionforrások megjelenése. Ilyen ionforrások a gyors atom 

bombázás (FAB) [12], a mátrixszal segített lézer deszorpciós ionizáció 

(MALDI) [13] és az elektrospray ionizáció (ESI) [14]. 

A fehérjék azonosítására az 1990-es évek első felétől használnak 

peptidtérkép vizsgálatokat [15–17]. A módszer elve az, hogy a fehérjék 

bontásából származó peptidek a kiindulási fehérjét ujjlenyomatszerűen 

jellemzik; azaz, ha ismeretes a hasító ágens specificitása, akkor előre meg tudjuk 
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határozni, hogy milyen peptideket várunk a fehérje teljes szekvenciája és a 

hasítási helyek alapján. Ezek a peptidek egyedi mintázatot adnak analízist 

követően a kromatogramon, elektroferogramon vagy tömegspektrumon, ami – 

elsősorban a peptid tömegcsúcsok alapján – lehetővé teszi a fehérjék 

azonosítását. 

A vizsgálat gyakorlati megvalósítása során a fehérjemintát érdemes 

semleges vagy enyhén lúgos elektrolitban feloldani (pl. 25 mM NH4HCO3, 

pH=7,8), amellyel a későbbi emésztés során használatos enzim (pl. tripszin) 

számára optimális pH-t lehet beállítani. Ezt követően a mintát elő kell kezelni 

denaturáló ágenssel (pl. karbamid vagy guanidin-hidroklorid), amely biztosítja a 

fehérje szerkezetének kitekerését a könnyebb bontás érdekében. Ezután a 

diszulfidhidakat bontják meg, leggyakrabban ditiotreitollal (DTT), amit 

jódacetamiddal (IAM) vagy jódecetsavval (IAA) kombinálva alkalmaznak, hogy 

a tiolcsoportok alkileződjenek (karbamidometileződés ill. karboximetileződés), 

így megakadályozva diszulfidhíddá történő regenerálódásukat. Az ezt követő 

fehérjeemésztést kémiai reagensekkel (pl. bróm-cián) vagy proteáz enzimekkel 

(pl. tripszin, pepszin) lehet elvégezni [18]. Mivel a fehérjebontó enzimek 

hajlamosak önmaguk emésztésére, ezért oldatban való használatuk során 

törekedni kell arra, hogy alacsony koncentrációban alkalmazzuk őket (általában 

fehérje:enzim=200-20:1) [18], különben az önemésztésükből származó peptidek 

zavarnák az analízist. Emiatt az emésztés időigényes (2-30 óra) [18], még úgy is, 

ha a bontást szobahőmérsékletnél magasabb hőmérsékleten hajtjuk végre 

(általában 37 °C-on). Az emésztést követően a tripszin aktivitását meg lehet 

szüntetni az oldat savanyításával (általában hangyasav (FA) hozzáadásával 0,1% 

végső koncentrációra) és a kapott oldatot az analízisig érdemes -20 °C-on 

tárolni. Attól függően, hogy hogyan szeretnénk a továbbiakban analizálni az 

elegyet, szükséges lehet a minta sómentesítése (különösen MS esetén). 

A peptidek detektálását/azonosítását – azaz a peptidtérkép elkészítését – a 

tandem tömegspektrometria kialakulása alapozta meg a 90-es évek közepén 

[19], hiszen segítségével az egyes peptidek szekvenciája rutinszerűen 
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meghatározható. Enélkül nem jöhetett volna létre az ún. shotgun (sörétes puska) 

proteomika [20], melynek lényege, hogy egy fehérjekeverék időigényes 2D 

gélelektroforetikus elválasztása, majd az azt követő fehérjeemésztés helyett a 

fehérjekeveréket elválasztás nélkül emésztik, majd általában nagyhatékonyságú 

folyadékkromatográfiával kapcsolt tandem tömegspektrometriával (LC-MS/MS 

módszerrel) azonosítják a peptideket. Ez a fehérjeazonosítás (MS/MS ion 

keresés) azon alapszik, hogy 2D tömegspektrometriával az egyedi peptidek 

szerkezetét meg lehet határozni, a kapcsolt elválasztás pedig biztosítja, hogy a 

peptidek ne egyszerre jussanak az MS-be (valójában, annál jobb azonosítást 

kapunk, minél szélesebb időintervallumban kerülnek be a peptidek a 

tömegspektrométerbe [21]). 

Minél hosszabb egy peptidlánc, annál valószínűbb, hogy nincs jelen csak 

egy adott fehérje szekvenciájában (azaz ún. egyedi peptid), tehát az analízis célja 

minél több, ugyanahhoz a fehérjéhez tartozó egyedi peptid megtalálása. 

Szemléletesebben: mivel 22-féle fehérjeépítő aminosav ismeretes, n 

aminosavból 22n különböző peptidlánc építhető fel, ez pl. 6 aminosav esetén 

113.379.904 különböző variációt jelent. Így könnyen belátható, hogy egy 5 

aminosavegységnél hosszabb peptid jó eséllyel csak egyféle fehérjében fordul 

elő, azaz egyedi (hogy valóban egyedi-e, az egyértelműen kideríthető internetes 

fehérjeadatbázisokból). Továbbá, ha ugyanahhoz a fehérjéhez tartozó 2 egyedi 

peptidláncot sikerül azonosítani egy mintában, a kapott fehérjetalálatot a 

gyakorlatban elfogadhatónak tekintjük. 

Ezen megfontolások figyelembe vételével megérthető, hogy miért a 

tripszin a legelterjedtebb fehérjebontó reagens: egyrészt kiemelkedő a 

specificitása, aminek köszönhetően nem jellemző rá a véletlenszerű – hibás – 

hasítás (lizin és arginin C-terminális peptidkötéseit hasítja), továbbá ezek a 

hasítóhelyek egymástól jellemzően nagy, de nem túl nagy távolságban fordulnak 

elő a fehérjék szekvenciájában, így a keletkező peptidek többsége 6-20 

aminosavból álló, egyedi peptid, amiről az is tudható, hogy a C-terminális 

végükön csak bázikus aminosav lehet. 
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Habár általában a fentebb megadott módon végzik a peptidtérkép 

vizsgálatokat, a peptidek detektálását más analitikai módszerekkel is el lehet 

végezni. Elválasztáshoz alkalmazható a HPLC mellett kapilláris elektroforézis 

(CE), MS helyett UV detektálást is végezhetünk, ill. elválasztás nélkül is 

vehetünk fel tömegspektrumokat (pl. MALDI-MS-sel [22]), így az alkalmazható 

elválasztó – detektáló rendszerek a következők: CE-UV [23–26], CE-MS [27], 

(2D) HPLC-UV [23,28], HPLC-MS [20,29,30]. Az LC-MS módszer jelenlegi 

előnye a CE-MS-sel szemben az, hogy könnyebben megoldható, hogy az 

emésztés során keletkező peptidek széles időintervallumban eluálódjanak, míg 

CE elválasztás esetén ennek megvalósítása kevéssé kidolgozott. Dovichi 

csoportja nemrég egy olyan CE-MS módszert mutatott be, aminek segítségével 

emésztett HeLa sejtlizátumot analizáltak, s az eredményeket LC-MS-sel 

hasonlították össze [21]. Az így kapott báziscsúcs elektroferogram, ill. 

kromatogram látható az 1. ábrán.  

 

1. ábra: Kapilláris zónaelektroforetikus (CZE-) és LC-MS/MS módszerek 

összehasonlítása emésztett HeLa sejtlizátum elválasztására. Az ábrát a [21] 

hivatkozásból illesztettem be, a John Wiley and Sons kiadó engedélyével. 
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Módszerükkel sikerült ~90 percre növelniük azt az időintervallumot, míg 

a peptidek migrációjuk révén az MS-be jutnak azáltal, hogy lineáris 

poli(akrilamid) bevonatú kapillárist és viszonylag magas ecetsav koncentrációt 

(5% V/V) használtak az elválasztó pufferben. Emellett nagyobb mennyiséget 

tudtak injektálni annak köszönhetően, hogy a minta mátrixában 0,03-0,04% 

(V/V) ecetsav és 30-40% (V/V) acetonitril volt jelen, így a mintamátrix 

vezetőképessége jóval alacsonyabb lett az elválasztópuffer vezetőképességéhez 

képest, ami a zónák dúsulásához vezetett. Ezzel a módszerrel sikerült ~10.000 

peptidet azonosítaniuk, ami ~2.100 fehérjetalálatnak felelt meg. 
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3.2 Enzimek immobilizálása 

 

Az enzimek immobilizálása számos kutatócsoportot foglalkoztat, így nem 

meglepő, hogy sokféle immobilizálási módszer létezik. Az enzimek 

immobilizálási lehetőségeinek sematikus csoportosítása látható a 2. ábrán. 

 

2. ábra: Enzimek immobilizálási stratégiái. Adszorpció (a) közvetlen módon, ill. 

(b) távtartón (spacer) keresztül. Kovalens kötés (c) közvetlenül, (d) kisméretű 

távtartón keresztül, ill. (e) nagyméretű távtartón keresztül. (f) Rögzítés 

bioaffinitás kölcsönhatás alapján. (g) Csapdázás, (h) kapszulázás. Keresztkötött 

enzim (i) kristályok, ill. (j) aggregátumok. Az ábrát a [4] hivatkozásból 

illesztettem be. 

 

Az adszorpció a legegyszerűbb immobilizálási technika, hiszen 

kivitelezhető azáltal, hogy az adszorbens és az enzim (adszorptívum) oldata 

érintkezésbe kerül egymással. Az adszorpció hajtóereje hidrofób vagy 

elektrosztatikus kölcsönhatás, amely kialakulhat közvetlenül az enzim és az 

adszorbens felülete mentén (pl. a PDMS kiválóan adszorbeál fehérjéket [31]), 
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vagy használhatunk elektrosztatikusan töltött távtartót (spacer), aminek 

segítségével töltéssel rendelkező enzimet tudunk azonos töltésű felületre – 

közvetve – adszorbeálni. Utóbbi esetre jó példa egy kisméretű, pozitívan töltött 

fehérje (Zbasic2) használata távtartóként (3. ábra), melynek segítségével negatívan 

töltött adszorbenst és enzimet lehet „összekötni”, melyet Nidetzky és csoportja 

írt le [32,33]. 

 
3. ábra: Rendezett immobilizálási stratégia enzimek rögzítésére Zbasic2 távtartón 

keresztül. Az ábrát a [33] hivatkozásból illesztettem be, a John Wiley and Sons 

kiadó engedélyével. 

 

Elsősorban akkor érdemes adszorpciót választani immobilizálási 

stratégiaként, ha a felület, amire az enzimet rögzíteni szeretnénk nem tartalmaz 

reaktív csoportokat (pl. PDMS), ilyenkor ugyanis csak komplex kémiai reakciók 

útján lehetne kovalens kötést kialakítani. A módszer legnagyobb hátránya (pl. a 

kovalens immobilizálással szemben), hogy az adszorbeált enzim kölcsönhatásba 

léphet a szilárd felülettel (ha az immobilizálás során nem alkalmaznak távtartót), 

ami gyakran eredményezi az enzim konformációjának torzulását, ami 

végsősoron az enzimaktivitás csökkenéséhez, majd megszűnéséhez vezet. 

Különösen az erősen hidrofób felületek esetén jellemző, hogy az enzim hidrofób 

oldalláncai a szilárd határfelületen helyezkednek el, ami végül az enzimnek a 

hordozó felületén történő szétterüléséhez vezet. 
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A leggyakrabban használatos immobilizálási stratégia a kovalens kötés 

kialakítása. Érdekes, hogy habár számos kovalens immobilizálási reakciót 

leírtak, a publikációk többségében kétféle reakció ismétlődik (4. ábra). 

 

4. ábra: A két leggyakrabban alkalmazott kovalens immobilizálási reakció: (a) 

EDC és NHS segítségével amidkötés kialakítása, ill. (b) glutáraldehiddel történő 

immobilizálás (aminocsoportokon keresztül). 

 

Az egyik ilyen reakció a „karbodiimides” módszer (4.a ábra), amikor a 

felületen vagy az enzimen lévő karboxilcsoportot első lépésben aktiválják egy 

karbodiimiddel (általában 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimiddel 

(EDC)), s az így kapott köztitermék akár önmagában, akár NHS-sel való 

stabilizálást követően alkalmas arra, hogy aminocsoportokkal amidkötést 

létesítsen. A másik immobilizálási reakcióban a felületi és az enzimen található 

aminocsoportokat glutáraldehid segítségével kapcsolják össze (4.b ábra); a 

reakció első lépésében egy Schiff-bázis keletkezik, amit a második lépésben 

szekunder aminná redukálnak, általában NaCNBH3-del. A kovalens 

immobilizálás előnye, hogy a rögzítés stabilabb, nincs lehetőség arra, hogy az 

enzim molekulái a felületről lemosódjanak (kivéve erélyes reagensek esetén, ami 

a 

b 
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a kötés felbontásához vezetne). Nem jellemző a szétterülés okozta 

enzimaktivitás csökkenés, de a nagyobb aktivitás érdekében nagyméretű 

távtartók használatára is van lehetőség (pl. szarvasmarha szérum albumin - BSA) 

[34]. A kovalensen immobilizált enzimek gyakran akár hónapokig megőrzik 

aktivitásukat. 

A bioaffinitás kölcsönhatáson alapuló immobilizálás specifikus 

kölcsönhatáson alapszik, aminek kialakításához a felület és az enzim 

származékképzése szükséges. Jellemzően biotinilezett enzimeket kötnek avidin- 

vagy sztreptavidin borítású felületre (avidin borítású részecskék kereskedelmileg 

beszerezhetők a Bangs Laboratories cégtől [35–37]) vagy hexahisztidinnel jelölt 

enzimeket rögzítenek Ni-, ill. Co-ionokat tartalmazó állófázisra [38,39]. 

Legnagyobb előnye ennek a technikának, hogy kiváló specificitást és jó 

szabályozhatóságot biztosít az immobilizálás során, továbbá az így immobilizált 

enzimek aktivitása jellemzően nagy, ugyanis a kötést létesítő molekularészletek 

(pl. biotin és avidin) távtartóként is funkcionálnak, így megakadályozzák az 

enzim felülettel való kölcsönhatását. E technikák széleskörű felhasználását a 

származékképző reagensek magas költsége korlátozza. 

Egy molekula csapdázása azt a folyamatot jelenti, mely során a 

csapdázandó molekulát (esetleg részecskét [40]) körülveszik (csapdázzák) 

oldhatatlan mátrixszal (gél). Fontos tisztázni, hogy ezt a gélt többféle módon 

használhatják: monolitról beszélünk, ha a gél a kapilláris teljes keresztmetszetét 

kitölti, de hasonló gélt bevonatként a csatorna falán is lehet alkalmazni, amiben 

molekulákat vagy részecskéket (pl. zeolit részecskéket [41,42]) lehet csapdázni. 

A csapdázáshoz nagyon hasonló technika a kapszulázás, ami olyan 

csapdázásnak tekinthető, amikor a molekulák (esetleg sejtek [43]) valamilyen 

oldhatatlan anyagú (pl. alginát-, szilikagél) részecskébe kerülnek . 

Az enzimek keresztkötésével keresztkötött enzimmembránt, aggregátumot 

(CLEA) vagy kristályt (CLEC) kaphatunk. A keresztkötési reakció egyszerű, a 

glutáraldehiddel történő kovalens rögzítéshez hasonló, azonban a CLEC-ok 

előállításához nagy tapasztalat szükséges fehérjék kristályosításával 
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kapcsolatban. Ennél a módszernél értelemszerűen nincs szükség szilárd felületre, 

a kristályok aktivitása kimagasló. 

Egy kivételes immobilizálási technikát mutattak be Pohar és társai [44], 

akik lipáz enzimet immobilizáltak izoamil-acetát szintéziséhez. Egy 

ionfolyadék/n-heptán elegyből emulziót képeztek egy üveg mikrofluidikai 

csipben, ahol az enzim felületaktív anyagként viselkedett, azaz az amfifil jellege 

miatt az emulgeált n-heptán cseppek határfelületén helyezkedett el. 
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3.3 Mikrofluidikai csip alapú enzimreaktorok 

 

A mikrofluidika tudományterülete a kémiában követi a 

számítástechnikában megfigyelhető miniatürizálási trendeket. Célja a 

laboratóriumi eszközök integrálása néhány cm2-nyi területű mikrofluidikai 

csipekre, melyek segítségével akár több művelet egymást követő (vagy 

párhuzamos) elvégzésére is van lehetőség, emiatt ezeket a csipeket ún. lab-on-a-

chipeknek is hívják. Ezen eszközök előnye, hogy a folyadékok áramoltatásánál 

használt csatornák kis átmérője miatt igen kis mintatérfogatok is elegendőek 

lehetnek egy analízishez.  

A mikrofluidikai csipeket gyakran PDMS-ből állítják elő 

kutatólaboratóriumokban, ugyanis a PDMS viszonylag olcsó, így a kapott csip is 

olcsó, eldobható. Ebben az esetben a csipek előállítása lágy litográfiás 

módszerrel egyszerűen történhet [7]. A PDMS áttetsző, rugalmas, 

biokompatibilis polimer, kitűnő adszorbens, különösen a fehérjék előszeretettel 

adszorbeálódnak rá [31,45]. Ez analitikai feladatok esetén probléma lehet, amit 

speciális bevonatok alkalmazásával lehet elkerülni [46], ugyanakkor 

alkalmazása kézenfekvő adszorpcióval történő immobilizáláshoz. 

Az 1. függelékben 59 (többségében) mikrofluidikai, immobilizált 

enzimreaktor tulajdonságát foglaltam össze, felhasználási területük alapján (pl. 

szintézis, glükóz meghatározás, glikán analízis, fehérjeemésztés stb.). Ezen 

reaktorok számos tulajdonsága közül többet is ki lehetne emelni a reaktorok 

osztályozása céljából, azonban számomra a szilárd hordozó típusa és mérete 

alapján történő csoportosítás tűnik a leglogikusabbnak. 

Az irodalomban fellelhető nagyszámú reaktor szilárd hordozói a 

következők lehetnek: i, az adott eszköz belső csatornafala vagy a csatornába 

integrált membrán (felszínen történő immobilizálás), ii, monolitok, ill. iii, 

részecskék. A csatornafalon való immobilizálás a legegyszerűbb, hiszen nincs 

szükség arra, hogy a hordozót valamilyen módon integráljuk a reaktorba, 

amelynek az elkészítése ezáltal gyorsabb és egyszerűbb. A csatornafalon történő 
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immobilizálásra példa a PDMS csip [47,48], poli(metil-metakrilát) (PMMA) 

csip [49], poli(etilén-tereftalát) (PET) csip [50] vagy szilícium csip belső falán 

[22], ill. kvarc kapilláris belső falán történő immobilizálás [51–53]. Érdemes 

megjegyezni, hogy a hatékony immobilizálás érdekében ezekben az esetekben 

gyakran szükséges felületi rétegek kialakítása (pl. LBL adszorpcióval [50]) vagy 

a felület funkcionalizálása későbbi kovalens kötéshez [49], bioaffinitás 

kölcsönhatáshoz [48] vagy elektrosztatikus adszorpcióhoz [54]. Membránok 

esetén is többféle membránt találhatunk: poli(vinilidén-fluorid) (PVDF) 

membránt [55–57], nylont [57] és keresztkötött enzimmembránt [58,59]. Utóbbi 

a keresztkötött enzim aggregátumok egyik speciális típusának tekinthető, 

azonban a kettő nem ugyanaz, hiszen az enzim aggregátum kifejezés inkább 

részecskére vonatkozik [60], nem membránra. A két eset összehasonlításaképp 

az 5. ábrán látható két irodalomból vett példa. Az 5.a ábrán jól látható, ahogy az 

aminoaciláz membrán bevonatot képez a poli(tetrafluor-etilén) (PTFE) kapilláris 

belsejében, az 5.b ábrán pedig lipáz enzimből készített ~1 μm-es aggregátumok 

figyelhetők meg. 

A szilika, ill. szintetikus polimer alapú monolitok az 1990-es években 

váltak népszerűvé, amikor újfajta HPLC állófázisként kezdték el használni őket. 

Ez a porózus állófázis kitűnő immobilizálási felületnek bizonyult IMER-ek 

létrehozásához, vagy bioaffinitás kromatográfiás célokra is [61]. 

Népszerűségüket jól mutatja a monolit enzimreaktorok kiemelkedő száma 

[24,29,62–75]. Ezeket a reaktorokat kapillárisban, üveg [76], PDMS [77], 

PMMA [77], ciklikus olefin kopolimer (COC) [77], ill. kereskedelmi 

(Micralyne) [78] mikrofluidikai csipekben alakították ki. Előnyös tulajdonságaik 

ellenére kevés csip-alapú monolit enzimreaktorra találni példát, a monolitok 

csipekben történő legnépszerűbb felhasználása inkább a hőre keményedő 

monolitok alkalmazása csapként a csipek csatornáiban folyadékáramlás 

szabályzására [79]. 
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5. ábra: (a) CCD kép egy keresztkötött aminoaciláz enzimmembránról, amelyet 

PTFE kapillárisban alakítottak ki, majd a kapilláris egy részét eltávolították (a 

felvétel elkészítéséhez). Az ábrát a [58] hivatkozásból illesztettem be, a John 

Wiley and Sons kiadó engedélyével. (b) Pásztázó elektronmikroszkóp (SEM) 

képek Candida antarctica lipáz CLEA-ról. Egy-egy ilyen aggregátum 8 millió 

enzim molekulából állhat. (3500x nagyítás). Az ábrát a [60] hivatkozásból 

illesztettem be, a Taylor & Francis kiadó engedélyével. 

 

A részecskéken történő immobilizálás foglalja magában a legtöbb 

immobilizálási lehetőséget, hiszen számos típusú (eltérő funkcionalitással, 

szerkezettel és mérettel rendelkező) részecske kereskedelmileg hozzáférhető 

kromatográfiás állófázisként. A könnyebb áttekinthetőség érdekében ezek a 

részecskék méretük szerint csoportosíthatók, ami az 6. ábrán látható. Érdekes 

megjegyezni, hogy ezen részecskék közül a nanorészecskéket elsődlegesen a 

csatorna falánál lokalizálva használják [42,80], míg a mikrorészecskékből 

inkább töltetet készítenek. A milliméteres mérettartományú részecskék – 

értelemszerűen – nem integrálhatók mikrofluidikai csipekbe, a nagyobb méret 

a 

b 
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miatt viszont ezek a részecskék jól használhatók szintetikus célokra – 

katalizátorként. Hatékonyságukat és népszerűségüket jól mutatja, hogy a 

táblázatban szereplő két részecske kereskedelmi forgalomban szerepel. 

 

6. ábra: A részecskealapú enzimreaktorokban leggyakrabban használatos 

részecskék (immobilizálási felületek) csoportosítása méretük szerint. Az ábrát a 

[4] hivatkozásból illesztettem be és fordítottam le. 

 

Az enzimreaktorok legfontosabb – kiemelt – alkalmazási területei a 

publikációk nagy számát tekintve a szintézis, a csipen történő jelerősítés analitok 

érzékeny detektálásához, ill. a fehérjeemésztés. 

A kémiai szintéziseket akkor érdemes mikrofluidikai csipekben 

végrehajtani, ha az előállított termék értékes és csak kis mennyiségben kell 

előállítani (pl. a 18F-flourodezoxiglükóz mikrofluidikai szintézise [81]), ha a 

reakciókörülmények gyors optimálása a célunk [38] vagy ha az alkalmazott 

részecskék mérete lehetővé teszi a nagyobb léptékű szintézist (bár utóbbit már 

nem nevezhetjük mikrofluidikának).  

A csipen (tehát nem kapcsolt technika segítségével) történő detektálás 

jelenleg kevéssé kidolgozott technika, azonban van néhány speciális eset arra, 

hogy miként detektálhatunk érzékenyen – adott tulajdonságú – komponenseket 

csipen. Ezekben a csipekben a H2O2-nak központi szerepe van, amit 

amperometriával lehet közvetlenül detektálni [82], vagy kemilumineszcenciás 

detektálást lehet alkalmazni luminol tormaperoxidáz (HRP) enzimmel történő 
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oxidálásával (első lépéskét glükóz oxidázzal (GOD) H2O2-t termeltetnek, ami a 

HRP szubsztrátja) [36]. 

A fehérjeemésztés proteomikában betöltött szerepét a 3.1 fejezetben 

részleteztem. Csipben történő megvalósítása során az emésztés a csipben 

immobilizált proteáz enzimmel történik, ami on-line kapcsolatban lehet az 

elválasztó/detektáló egységgel (pl. MS) vagy a keletkező peptideket 

analizálhatjuk off-line módon, a csipen áthaladt folyadék összegyűjtését 

követően. A fehérjeemésztéshez gyakran használt tripszin immobilizálásához 

előszeretettel alkalmaznak mágneses részecskéket [83–91], amikből egy külső 

mágnes segítségével egyszerűen lehet a részecskéket elkülöníteni az 

oldatfázistól, vagy tripszinnel eleve bevont agaróz részecskéket [92–96], amik 

ebben a formában kereskedelmileg is elérhetők (Pierce, Rockford, IL). A 

fehérjék emésztéséhez használatos reaktorok tulajdonságait bővebben a 2. 

függelékben foglaltam össze (összesen 55 reaktorét), ahol megtalálható az egyes 

reaktorokban alkalmazott enzim típusa, a reaktor típusa, az immobilizálási 

felület és stratégia, a fehérjeemésztéshez szükséges idő, a reaktorral emésztett 

mintafehérjék, azok szekvencia lefedettség (SC%) értéke, ill. néhány esetben a 

felületi borítottság. Az SC% megmutatja, hogy a meghatározott peptidek az 

azonosított fehérje szekvenciájának hány százalékát fedik le, a felületi 

borítottság pedig adott mennyiségű szilárd hordozóra vonatkoztatott, 

immobilizált enzim. 
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4. Anyag és módszer 

 

4.1 Felhasznált vegyszerek 

 

Kísérleteimhez analitikai tisztaságú vegyszereket használtam. Proteáz 

enzimként sertés hasnyálmirigy eredetű tripszint alkalmaztam (Type IX-S, 

liofilizált por, Sigma, St. Louis, MO, USA). Tesztfehérjeként BSA-t, (csirke) 

tojásfehérjéből származó lizozimet, ló vázizom eredetű mioglobint és 

szarvasmarha véréből származó hemoglobint (mind Sigma termék), továbbá 

egészséges önkéntesektől származó (emberi) vérszérumot és könnyet 

emésztettem az enzimreaktorok segítségével. A kovalensen rögzített töltetes 

reaktor esetén a tripszint aminocsoporttal funkcionalizált szilika részecskékhez 

rögzítettem (HPLC töltet, Microsorb 100-5, amino, Varian, Palo Alto, CA, 

USA) 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid (EDC) és N-

hidroxiszukcinimid (NHS) segítségével. 

A különböző mintaelőkészítésekhez a következő vegyszereket 

használtam: trifluorecetsav (TFA), karbamid, DTT, jódacetamid (IAM), 

NH4HCO3, hangyasav (FA) és benzamidin hidroklorid (mind Sigma termék). 

Oldatkészítéshez kétszeresen ioncserélt vizet használtam (Elix-3, Millipore, 

Darmstadt, Németország). A CZE elválasztások során használt pufferhez 

NaH2PO4-t és Na2HPO4-t, pre- és posztkondícionáláshoz nátrium-dodecil-

szulfátot és NaOH-t használtam (VWR International, PA, USA). 
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4.2 Mikrofluidikai csipek tervezése és készítése 

 

A kétféle reaktor elkészítéséhez két eltérő mintázatú mikrofluidikai csipet 

terveztem. Az adszorbeált enzimet tartalmazó reaktor csatornája 100 μm széles, 

35 μm magas és 20 cm hosszú volt (belső térfogat: 700 nL), amely 

szerpentinszerűen volt kialakítva a csipen. A kovalens rögzítésű, töltetes reaktor 

kialakításához több párhuzamos csatornát terveztem ugyanarra a csipre 1 mm-es 

szélességgel, 35 μm-es magassággal és 1 cm-es hosszal (belső térfogat: 350 nL). 

A csipeket PDMS-ből lágy litográfiás eljárással készítettem el [7]. Ennek 

során a csipek mintázatát AutoCAD program segítségével rajzoltam meg, majd a 

mintázatokat nagy felbontással (3000 dpi) átlátszó fóliára nyomtattuk ki. Egy 3 

hüvelyk átmérőjű szilícium lapkát spincoater segítségével negatív típusú 

fényérzékeny anyaggal (SU-8 2025, Microchem, Newton, MA, USA) vontam 

be, mely során 3000 rpm sebességet alkalmaztam 30 s-ig. Ezt követően a lapkát 

15 percre 95 °C-os kemencébe raktam. A maszkon lévő mintát úgy vittem át a 

Si-lapkára, hogy 365 nm-en sugárzó UV lámpával besugároztam 10 percig a 

maszkon keresztül. A besugárzott lapkát előhívás előtt még visszaraktam a 95 

°C-os kemencébe 5 percre, majd az előhívószerrel (1-metoxi-2-propanol-acetát) 

leoldottam azt a részét a bevonatnak, amely nem lett besugározva, így 

megkaptam az öntőformát. 

A PDMS csipet ezután a PDMS elasztomer és térhálósító (Sylgard 184, 

Dow Corning, Midland, MI, USA) 10:1 (m:m) arányú keverékének öntőformára 

való ráöntésével készítettem el. A viszkózus keverék gázmentesítése után az 

öntőformára öntött keveréket 65 °C-os kemencébe helyeztem 1 óráig. Ez idő 

alatt végbement a térhálósodás, így a mintákat formára vágtam, 300 μm-es 

lyukakat lyukasztottam bele a csatornák végeinél a folyadékcsövek 

csatlakoztatásához, majd levegő plazmás aktiválást követően (PDC-32G, 

Harrick, Ithaca, NY, USA) a csipet egy hasonlóan aktivált üveglapra helyeztem 

(„ragasztottam”), mely során a reaktív gyökök rekombinálódtak, így a PDMS 

csip irreverzibilisen rögzült az üveglapra. 
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Folyadékok áramoltatásához perisztaltikus pumpát használtam (IPC, 

Ismatec, Cole-Palmer, IL, USA). A pumpához csatlakozó csövek 0,25 mm belső 

átmérőjűek voltak (Tygon, Cole-Palmer, IL, USA). 

Az így elkészített csipeket egy nagysebességű CCD kamerával ellátott 

inverz mikroszkóppal vizsgáltam (Axio Observer A1, Zeiss), a képeket az 

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

 

4.3.1 Fehérjeminták előkészítése tripszines emésztéshez, oldatban emésztés 

 

A fehérjeminták előkészítése során a következő lépéseket végeztem el: 

~2,5 mg tesztfehérjét feloldottam 100 μL 25 mM NH4HCO3-ban, majd azonnal 

300 μL 8 M karbamidot adtam hozzá, így hagytam állni szobahőmérsékleten 30 

percig, mely idő alatt felbomlott a fehérje harmadlagos szerkezete. Ekkor 40 μL 

100 mM DTT-t adtam hozzá, amely a diszulfidhidak redukálásáért felelős (37 

°C-on 1 óra). Ezt követően 40 μL 200 mM IAM oldatot adtam hozzá, amely 

karbamidometilezi a redukált diszulfidhidakat, így megakadályozza azok 

regenerálódását (45 perc, szobahőmérséklet, sötét). Ezután 2 mL 25 mM 

NH4HCO3 oldatot adtam az elegyhez, hogy a végső fehérjekoncentráció ~1 

mg/mL, ill. karbamidkoncentrációja <1 M legyen.  

A könnyminták vétele egy standard módszerrel, kapillárissal való 

könnygyűjtéssel történt [97]. A szérum- és könnyminták esetén a 

mintaelőkészítésnél ügyelni kellett arra, hogy kevesebb minta áll rendelkezésre 

és előre nem ismert a minták fehérjetartama. Így a mintaelőkészítést enyhén 

módosítottam: egy előzetes összfehérjetartalom vizsgálat után a szérumot és a 

könnyet is hígítottam, hogy 3 mg/mL összfehérje koncentrációjú mintából 

induljak ki, majd a következő mennyiségű reagenseket alkalmaztam: 5 μL 

mintához 0,9 mg karbamid, 0,3 μL 100 mM DTT, 0,3 μL 200 mM IAM és 9,5 

μL 25 mM NH4HCO3. Az előkészített fehérjeoldatokat (standard vagy valós 

minta) -20 °C-on tároltam addig, míg oldatban vagy valamelyik reaktor 

segítségével meg nem emésztettem őket [98]. 

Oldatban emésztés során az előkészített mintákhoz tripszint adtam 

(fehérje:tripszin = 50:1) és a mintát 37 °C-on 16 óráig inkubáltam. Az emésztést 

követően az oldat savanyításával lehet leállítani a reakciót, ekkor annyi FA-t 

adtam a mintához, ami 0,1% végkoncentrációt eredményezett. Az így kapott 

mintát esetenként sómentesítettem (a sómentesítés megtörténtét minden esetben 

jelölöm az eredmények részben), amihez C18-as töltettel rendelkező 10 μL-es 
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pipettahegyet használtam (ZipTip® C18, Merck Millipore Ltd., Tullagreen, 

Cork, Írország) a gyártó leírása szerint. 0,1% FA-t használtam a hegyben lévő 

töltet nedvesítéséhez és a megkötött peptidek sótól való megtisztításához, ill. 

0,1% FA-t tartalmazó acetonitril:víz (70:30) elegyet a peptidek eluálásához 10 

μL végső térfogatra. 

 

4.3.2 Tripszin immobilizálása és reaktorokon történő emésztés 

 

Az adszorpcióval történő immobilizálás esetén a tripszint a mikrofluidikai 

csip csatornájának belső falán adszorbeáltattam (a munkafolyamat sematikus 

ábrája a 7.a ábrán látható) [98,99]. Frissen elkészített 20 mg/mL koncentrációjú 

tripszinoldatot - amely 20 mM CaCl2-t és 1 mM HCl-t is tartalmazott (a Ca2+-

ionok jelenléte és a savas pH a tripszin aktivitását csökkentik, visszaszorítják az 

önemésztését) - áramoltattam keresztül a csatornán 2 μL/min áramlási 

sebességgel, 10 percig. Ezután a nem adszorbeálódott tripszint kimostam 25 mM 

NH4HCO3-tal (2 μL/min, 10 perc). 

Ezt követően következett a fehérjeminta emésztése: 10 μL előkészített 

fehérjemintát áramoltattam keresztül a csatornán 0,65 μL/min sebességgel (ez a 

térfogat szükséges a sómentesítéshez és a CZE elemzésekhez). A fehérjeminta 

reaktorban való tartózkodási ideje – azaz az emésztés ideje – 1 percnek adódott. 

Mielőtt a megemésztett fehérjeminta elérte volna a csatorna kimeneti nyílását 

(ahol az áthaladást követően cseppként összegyűlt), 1,5 μL 1% FA-t pipettáztam 

a kimenetre, ami a mintával elegyedve gátolta az esetlegesen jelen lévő maradék 

tripszin aktivitását. Ez a lépés garantálta, hogy ha véletlenül még maradt is volna 

szabad tripszin a csatornában a mosást követően vagy deszorbeálódna a 

tripszines emésztés közben, a minta csatornán való áthaladását követően 

biztosan ne szenvedhessen el további emésztést (a tripszin ugyanis elveszti 

aktivitását savas közegben). Az emésztés szobahőmérsékleten történt, s a 

cseppként kifolyó mintát gyűjtöttem (általában sómentesítés után) a további 

vizsgálatokhoz. A tripszinréteg regenerálható, ilyenkor a csatornát 50 mM 

nátrium-dodecil-szulfáttal (SDS), majd 25 mM NH4HCO3-tal kell mosni 5-5 
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percig (5 μL/min), hogy eltávolítsuk az előzetesen rajta lévő tripszint, majd az 

újabb immobilizálás a már leírtak szerint történik. 

 

7. ábra: (a) A tripszin adszorpciójához szükséges munkafolyamat sematikus 

ábrája a szerpentines reaktor esetén. Fényképek a (b) 20 cm hosszú, 100 μm 

széles és 35 μm magas csatornamintázatról, amiből akár (c) 8 db is elhelyezhető 

egy csipen, ill. (d) használható emésztésre egyidejűleg. Az ábrákat a [99] és a 

[98] hivatkozásokból illesztettem be, a Springer (a) és a John Wiley and Sons (b-

d) kiadók engedélyeivel. 
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A tripszin kovalens rögzítését az EDC/NHS módszerrel végeztem, amely 

reakció a 4.a ábrán látható. Tripszint (3 mg/mL), EDC-t (7 mg/mL) és NHS-t 

(1,3 mg/mL) oldottam fel 50 mM foszfát pufferben (pH=6,8) [51], ami 12 

mg/mL koncentrációban tartalmazott szuszpendált amino-funkcionalizált szilika 

részecskéket. Az elegyet 5 órán át kevertettem szobahőmérsékleten. Az 

immobilizálást követően a részecskék szuszpenzióját többszöri mosással és 

centrifugálással tisztítottam. Minden centrifugálás után a felülúszót 

dekantálással távolítottam el, 1,5 mL acetonitril:víz (70:30) elegyet adtam hozzá, 

majd egy percig rázattam. Ezt a centrifugálás – öblítés lépést 6-szor ismételtem 

meg (minden második lépésnél 1,5 mL vízzel öblítettem az acetonitril:víz 

(70:30) helyett), hogy biztosan eltávolítsam az oldatban maradó szabad tripszint. 

Az utolsó mosási lépés után 200 μL 1 mM HCl-t, 20 mM CaCl2-t és 0,4 mg/mL 

benzamidint tartalmazó tárolóoldatot adtam a részecskékhez, amit ebben az 

oldatban szuszpendálva, fagyasztva (-20 °C-on) tároltam [100]. 

A reaktor kialakításához a tripszines szilika részecskékből töltetet 

alakítottam ki a PDMS csip csatornáiban (8.a-8.d ábrák) [100]. A részecskék 

visszatartását 5 db 20 μm-es szűkület segítségével oldottam meg. ~2,5 μL 

szuszpenzióra volt szükség az 1 cm hosszú töltet kialakításához. 25 mM 

NH4HCO3-t áramoltattam a tölteten keresztül 10 percig 1 μL/min sebességgel, 

ami a töltetet tömörítette, ill. a tripszin számára optimális 7,8-as pH-t 

biztosította. 

Emésztés során az előkészített fehérjeminta 10 μL-es részletét 1 μL/min 

sebességgel áramoltattam át a tölteten. A tölteten való áthaladás ~10 s-t vett 

igénybe, így ez tekinthető emésztési időnek. A csatorna kimeneti végénél 10 μL 

mintát gyűjtöttem, amit (általában) sómentesítettem. Az emésztés 

szobahőmérsékleten történt. Mivel több töltet is elhelyezhető egymás mellett, 

így akár 9 egyidejű emésztés is lehetséges (8.e ábra). 

Emésztést követően a töltet posztkondícionálása 25 mM NH4HCO3-t 

tartalmazó acetonitril:víz (20:80) eleggyel történt 10 percig 1 μL/min 

sebességgel. 
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8. ábra: (a-d) Optikai mikroszkóp felvételek egy tripszinnel borított szilika 

részecskékből kialakuló töltetről. (e) Fénykép 9 fehérjeminta egyidejű 

emésztéséről, több reaktor egy csipen való elhelyezésével. Az ábrát a [100] 

hivatkozásból illesztettem be, az Elsevier kiadó engedélyével. 
 

4.3.3 Lowry-féle összfehérje meghatározás 

 

A Lowry-féle összefehérje meghatározás [101] során a Lowry-oldat 

három összetevőjét előre elkészítettem, majd a végső Lowry-oldatot közvetlenül 

a kísérletek előtt készítettem el a három komponens elegyítésével, a gyártó 

(Sigma) leírása alapján. A Lowry-oldat összetevőinek elkészítéséhez NaOH-ra, 
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Na2CO3-ra, CuSO4-ra és kálium-nátrium-tartarátra volt szükségem (mind Sigma 

termék). A meghatározáshoz még Folin és Ciocalteu reagensre (2N, Sigma) volt 

szükségem, a kísérletek során mindenben a gyártó leírását követtem. Az oldatok 

abszorbanciáját egy kétsugaras spektrofotométerrel mértem (V-550, Jasco). 
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4.4 Műszerek 

 

4.4.1 Atomerő mikroszkópia 

 

Egy PDMS lapka felületének morfológiáját atomerő mikroszkópiával 

(AFM) tanulmányoztam. Az AFM képeket tapogató módban mértem levegőben, 

TESP-MT antimon (n) dópolt szilícium konzollal (Bruker, Karlsruhe, 

Németország), egy Veeco diCaliber típusú készüléken, ami tartalmazott egy 

Caliber Mag Mount Scanner-t. A szkennelési sebesség 1 Hz volt, a konzol 

rezonancia frekvencia tartománya 280-334 kHz, a pixelszám 256 × 256. 

 

4.4.2 Felületi plazmon rezonancia spektroszkópia 

 

A tripszin PDMS felületre történő adszorpcióját Fourier-transzformációs 

felületi plazmon rezonancia (FT-SPR) spektroszkópia segítségével 

tanulmányoztam egy Nicolet™ 6700 FT-IR készüléken, amihez egy SPR™ 100 

modul volt kapcsolva. A készüléket az OMNIC™ szoftver vezérelte (Thermo 

Electron Co. Waltham, MA, USA). Az SPR arany szenzorlapkáját 0,1% (m/V) 

hexános PDMS oldattal vontam be spincoater segítségével, így egy nagyon 

vékony (~100 nm vastag) PDMS réteget képeztem a szenzor felületén. 

Perisztaltikus pumpa segítségével (Masterflex C/L 77120–62, Vernon Hills, IL, 

USA) áramoltattam a folyadékokat az SPR szenzoron. Az alapvonal felvételéhez 

több SPR spektrumot rögzített a készülék 10.700-6.500 cm-1 hullámszám között, 

majd a spektrumokat a TQ Analyst™ szoftver illesztette tömegközéppont 

(COG) algoritmussal az összes adatpont 25%-a alapján, melyek a kisebb 

intenzitásokhoz tartoztak. Ezzel az illesztéssel meg lehetett határozni minden 

spektrum minimumát, egy-egy ilyen görbe 10 interferogram átlaga volt, az egyes 

adatpontok közti távolság 0,964 cm-1 volt. A minimumok értékeit az idő 

függvényében ábrázolta a szoftver, amivel a hullámszám időbeli eltolódása 

szemléltethető, amit analitok felületi kötődése eredményez. A kísérletekben 

különböző koncentrációjú tripszinoldatot injektáltam PDMS-sel borított SPR 
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szenzorra, majd vízzel mostam a szenzort, hogy eltávolítsam a nem kötődő 

tripszint. 

 

4.4.3 Kapilláris elektroforézis 

 

A CZE peptidtérkép vizsgálatokat egy Agilent 7100 típusú kapilláris 

elektroforézis készülékkel végeztem (Agilent, Waldbronn, Németország). 

Méréseimnél hidrodinamikus injektálást alkalmaztam, a mintákat a kapilláris 

anód felőli végénél injektáltam. A CZE elválasztásokat 80 cm hosszú, 50 μm 

belső átmérőjű buborékcellás kvarckapillárisban hajtottam végre (Agilent). Az 

elválasztás során 30 kV feszültséget használtam. A detektálás a kapillárison 

történt diódasoros detektorral, 200 nm-en. Az elválasztáshoz használt foszfát 

puffer 11,3 mM NaH2PO4-t és 13,7 mM Na2HPO4-t tartalmazott (pH=7,0). Az 

elektroferogramokat a ChemStation B.04.02 verziójával rögzítettem és 

értékeltem ki. 

 

4.4.4 nanoLC-MS 

 

A nanoLC-MS méréseket egy EasynLC II (Bruker) – 4000 QTRAP (AB 

Sciex) nanoHPLC-MS/MS rendszeren végeztem, a műszert az Analyst szoftver 

1.4.2 verziója vezérelte (AB Sciex). Ezen méréseknél információ-alapú 

adatnyerést hajtott végre a szoftver, amely egy 440-1400 Da tartományú pozitív 

módban történő pásztázásból és egy megnövelt felbontású pásztázásból állt, a 

két legintenzívebb ion töltésállapotának megállapításához. Ezt követően a 

szoftver kiszámolta a megfelelő ütközési energiákat, majd ütközések-indukálta 

disszociációval (CID) fragmentálta a szülőiont. 

A peptidek elválasztása az MS detektálás előtt 90 perces víz:acetonitril 

gradiens elúcióval történt (300 nL/min áramlási sebesség). Az első lépés 

sómentesítés volt egy Zorbax 300SB-C18 oszlopon (5 × 0,3 mm, pórusméret: 

5 μm, Agilent), majd az elválasztás egy Zorbax 300SB-C18 analitikai oszlopon 

(150 mm × 75 μm, pórusméret: 3,5 μm, Agilent) történt. Az „A” eluens 0,1% 

FA volt, a B eluens pedig 0,1% FA-t tartalmazó acetonitril. Az LC-MS/MS 
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spektrumokból a ProteinPilot 4.0 (ABSciex) végzett fehérjeazonosítást a 

SwissProt adatbázis alapján (2015.07-es kiadás, 548872 szekvencia). Az 

azonosításhoz minimum 2 peptidszekvenciát 95% feletti konfidenciával 

használt. 

 

4.4.5 Kapilláris zónaelektroforézissel kapcsolt tömegspektrometria 

 

Bontott fehérjeelegyek CE-MS vizsgálatát egy Agilent 7100 típusú CE 

készüléken végeztem, ami egy CE-ESI Sprayer (G1607B, Agilent) kereskedelmi 

CE-ESI-MS interfészen keresztül kapcsolódott egy maXis II MS-hez (Bruker). 

A segéd folyadékáramot egy 1260 Infinity II izokratikus pumpa szállította 

(Agilent). A CE műszert az OpenLAB CDS Chemstation szoftver vezérelte. 

A CZE elválasztás során alkalmazott paraméterek: kapilláris: 90 cm × 50 

µm kvarckapilláris, háttérelektrolit: 1 M FA, feszültség: 20 kV. Segéd 

folyadékáram sebessége: 4 µL/min, összetétele: 2% FA izopropanol:víz = 1:1-

ben oldva. Injektálás: hidrodinamikus: 50 mbar × 50 s. 

Az ionforrásra alkalmazott MS paraméterek: kapilláris feszültség: 3,6 kV; 

end plate offset: 500 V; szárítógáz sebessége: 4,5 L/min, hőmérséklete: 40 °C. A 

porlasztógáz az elválasztás első 5 percében (ahol a peptidek még nem érték el a 

kapilláris végét) 0 bar volt, majd 5 perctől 0,6 bar. 

Az MS módszer finomhangolása: funnel 1 RF: 350 Vpp; multipole RF: 

350 Vpp; ion energia: 8,0 eV; legalacsonyabb tömeg: 100 m/z. Az ütközési cella 

paraméterei: ütközési energia: 10,0 eV; collision RF: 600 Vpp; transzfer idő: 

80,0 µs; pre pulse storage: 22,0 µs. 

Az MS-el minden spektrum 2 legintenzívebb csúcsát fragmentáltam (amik 

elérték a küszöbintenzitást), 3 spektrum után aktív kizárást alkalmaztam, ami 

megszűnt 2 perc után vagy ha a csúcs intenzitása a fragmentált 2-szeresét elérte. 

Az adatok rögzítésének sebessége 10 Hz volt. Az MS/MS frekvencia a 

fragmentált csúcs intenzitásának függvényében 2 és 10 Hz között változott. Az 

MS elektroferogramokat az otofControl 4.1 verziójával (build: 3.5) rögzítettem 

(Bruker). 
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Csúcslista generálásához a Compass DataAnalysis 4.4 verziót (build: 

200.55.2969) használtam (Bruker). Az AutoMS(n) csúcslista generálásakor 

használt intenzitás küszöbérték 1000, a csúcsok megtalálásához Sum Peak 

algoritmust használtam. Az exportált MGF fájl alapján a Mascot (Matrix 

Science) webes felületén végeztem (ingyenes) kereséseket (MS/MS ions search). 

Keresésnél a SwissProt adatbázist használtam, tripszines emésztést választva, 

maximum 1 megengedett nem hasított kötéssel. Karbamidometilezést állítottam 

be változó (peptid) módosításnak. A hibára vonatkozó paramétereket az eredeti 

értéken hagytam: peptidre ±1,2 Da, MS/MS toleranciára ±0,6 Da. 
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5. Eredmények és értékelésük 
 

5.1 Adszorbeált tripszint tartalmazó reaktor 

 

5.1.1 Tripszin adszorpciójának vizsgálata poli(dimetilsziloxán) felületen 

 

A 7. ábrán felvázolt IMER fejlesztésénél az volt a kiindulási alapom, hogy 

habár ismert tény, hogy a fehérjék rendkívül erősen adszorbeálódnak a PDMS 

(csipek) felületén [31], ezt a fajta spontán adszorpciót még nem használták ki 

enzimek immobilizálására. Valójában egy példát sikerült találni – ami az 1. 

függelékben is látható – ahol PDMS csatorna falán adszorpcióval immobilizáltak 

tripszint [54], de ebben a munkában a PDMS felületére akrilsav egységeket 

(negatív karboxilcsoportokat) vittek be ojtásos polimerizációval, amire egy 

pozitívan töltött poli(diallildimetilammónium klorid) polimert (PDDA-t), majd 

negatívan töltött tripszint vittek fel, így az itt bemutatott adszorpció 

elektrosztatikus kölcsönhatáson alapul, LBL adszorpciónak tekinthető. Ezzel 

szemben a tripszin spontán adszorpciójához nem szükséges több lépésben 

rétegeket kialakítani, az eljárás jóval egyszerűbb, nem igényel speciális 

reagenseket. Ilyen típusú – spontán adszorpción alapuló – immobilizálási 

technikát még nem alkalmaztak enzimek immobilizálására PDMS felületen [99], 

emellett a módszer jóval egyszerűbb az irodalomban található más 

enzimreaktoroknál. 

A reaktor megtervezése és tesztelése előtt szükséges volt meggyőződnöm 

arról, hogy a spontán adszorpcióval felvitt tripszin valóban adszorbeálódik-e a 

PDMS felületére. Emiatt egy tripszinoldatba merített, majd alaposan elöblített 

PDMS lapkát vizsgáltam AFM segítségével [99]. Az így kapott eredmények – 

melyek a PDMS felületének morfológiáját mutatják – láthatók a 9. ábrán. A 

felvételek igazolják, hogy a tripszinnel kezelt PDMS lapka felülete megváltozik 

a tripszin adszorpciója következtében. 

Az adszorpció jelenségének pontosabb követését teszi lehetővé az SPR 

spektroszkópia [31,102]. Ahhoz, hogy a PDMS-en végbemenő változásokat 

követhessük, az SPR arany szenzorát vékony PDMS réteggel szükséges bevonni. 
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Ilyenkor fontos megfelelően vékony bevonatot képezni (~100 nm), ugyanis a 

plazmon gerjesztése során elnyelt evaneszcens hullám amplitúdója 

exponenciálisan csökken a felülettől mért távolság függvényében és körülbelül a 

fény hullámhosszával megegyező távolságba képes behatolni, de leginkább a 

felülettől 300 nm-en belül történő változásokat lehet megfelelően követni [103]. 

 

9. ábra: AFM felvételek (a, b) egy kezeletlen és (c, d) egy előzetesen 

tripszinoldatba merített, majd alaposan elöblített PDMS lapkáról. Az ábrát a 

[99] hivatkozásból lett illesztettem be, a Springer kiadó engedélyével. 

 

A bevonat kialakítása után a szenzorgram „alapvonalát” vízre vettem fel, 

majd tripszint injektáltam, aminek hatására megfigyelhető az SPR gerjesztési 

hullámszámának eltolódása (10. ábra) [99]. Amennyiben a tripszint követően 

ismételten vízzel mostam a szenzort (10.a ábra), megfigyelhető, hogy az SPR jel 

elkezd tartani az eredeti érték felé, de azt hosszas mosás után sem éri el, 

szemben az etanollal, ami azonnal kimosódik a szenzorról és visszaáll az eredeti 

érték. Ennek magyarázata, hogy a tripszin jelentős mértékben adszorbeálódik a 

felületen és a vizes mosással az oldatban maradt tripszin mosódik ki a 

rendszerből. Mivel az SPR az oldatból is érzékel egy keveset, így a jel elkezd 

csökkenni, viszont mivel a tripszin egy része erősen adszorbeálódott a PDMS-re, 

az nem hagyja el a szenzort és az SPR jel nem nyeri vissza eredeti értékét. 
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10. ábra: A tripszin PDMS-en való adszorpciójának vizsgálata SPR 

spektroszkópiával. SPR szenzorgramok (a) 1% etanolra (nincs adszorpció) és 

0,02 mg/mL tripszinoldatra, amikből 2 ml-t dugószerűen injektáltam, a minta 

előtt és után vizet áramoltatva, ill. (b) 0,1, 0,02, 0,004 és 0,0008 mg/mL 

tripszinoldatokra, folyamatos áramoltatásukkal a szenzorra. Az ábrát a [99] 

hivatkozásból illesztettem be, a Springer kiadó engedélyével. 

 

A 10.b ábrán az SPR jel változásának függése látható a tripszinoldat 

koncentrációjától. Az SPR jel változásából arra lehet következtetni, hogy – 

amint azt a BSA esetén is igazolták korábban [31,45] – az adszorbeált tripszin 

mennyisége függ a tripszin oldatbeli koncentrációjától. Az oldatok 

injektálásakor kezdetben állandó meredekséggel emelkedik az SPR jelének 

görbéje, ami azt jelenti, hogy a tripszin molekulái könnyedén találnak kötőhelyet 

a PDMS felületen. Néhány perc áramoltatást követően a 0,02 és 0,1 mg/mL 

koncentrációnál telítődés jelentkezik. Az eredmények azt mutatják, hogy 

nagyobb koncentrációjú tripszinoldatok injektálásánál nagyobb mennyiségű 

tripszin adszorbeálódik, vélhetően amiatt, mert ekkor kezdetben a tripszin 

molekulái gyorsabban elfoglalják a felületi kötőhelyeket és nincs idejük 
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szétterülni a hidrofób felületen. A szétterülés akkor fordulhatna elő, ha a felület 

lassan telítődne tripszinnel, és mivel szétterülés után a tripszin nagyobb felületet 

– több kötőhelyet – foglal el, így kevesebb molekula tud ugyanarra a felületre 

adszorbeálódni (a vékonyabb fehérjeréteg kisebb SPR jelet eredményez). 

 

5.1.2 Adszorbeált tripszin aktivitásának vizsgálata 
 

Az előzőekben leírtakban beigazolódott, hogy a tripszin erősen 

adszorbeálódik a PDMS felszínén, így amennyiben aktivitását is megőrzi az 

adszorpció során, az adszorbeált tripszin használható lenne IMER-ben. 

Következő kísérletemben mellőztem az aktivitás vizsgálatához egyébként jól 

használható kisméretű szubsztrátokat (pl. Nα-benzoil-L-arginin etil észter), 

ugyanis tapasztalatom szerint az ilyen kis szubsztrátok bontása jóval könnyebb, 

a reakció gyorsabban megy végbe és nem feltétlenül ad megbízható képet arra 

nézve, hogy a reaktor mennyire tud jól működni fehérjék bontásánál. 

Az aktivitás vizsgálatát az indokolta, hogy a fehérjék hidrofób felületen 

való szétterülése közismert jelenség [104–106] és a tripszin szétterülése könnyen 

okozhatja az aktivitásának csökkenését vagy elvesztését. Ekkor a tripszin 

hidrofób oldalláncai úgy rendeződnek, hogy a PDMS hidrofób felületére 

kerüljenek. 

Az aktivitás vizsgálata során BSA mintákat emésztettem eltérő idővel a 

tripszin adszorpcióját követően (11. ábra) [99]. Azt tapasztaltam, hogy 

maximum 1 órával az immobilizálást követően a reaktor aktivitása nem 

változott, a BSA teljes mennyisége elbomlott. 4 órával az immobilizálást 

követően a peptidek mellett már megjelent a bontatlan fehérje is az 

elektroferogramon, azaz a tripszin vesztett aktivitásából. 1 nap elteltével már 

nem látszódnak peptidek a vizsgált mintában, csak a meg nem emésztett BSA-ra 

jellemző csúcs látható az elektroferogramon (és az előkészítésnél hozzáadott 

egyéb reagensekre jellemző csúcs). 
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11. ábra: 1 mg/mL emésztett BSA CZE elektroferogramjai. A mintákat a tripszin 

adszorbeáltatása után (a) 30 perccel, (b) 1 órával, (c) 4 órával, ill. (d) 1 nappal 

emésztettem. A (d) elektroferogramon a töltésnélküli komponensekhez (pl. 

karbamid) tartozó csúcsot +-al, az emésztetlen fehérjéhez tartozót ++-al 

jelöltem. Körülmények: buborékcellás kvarckapilláris: belső átmérő: 50 μm, 

effektív hossz: 67 cm, teljes hossz: 75 cm. Puffer: 25 mM foszfát, pH: 7. 

Feszültség: +30 kV. Injektálás: 100 mbar∙s. Detektálási hullámhossz: 200 nm. A 

minták nem sómentesítettek. Az ábrát a [99] hivatkozásból illesztettem be, a 

Springer kiadó engedélyével. 

 

Az eredményekből következik, hogy a tripszin szétterül a felületen, ami 

aktivitásának elvesztéséhez vezet. Mivel a PDMS csip olcsó (eldobható), ill. 

több szerpentin is kialakítható egy csipen, a reaktor – aktivitáscsökkenése 

ellenére is – jól használható egyszerhasználatos reaktorként, ha az enzim 

immobilizálása utáni ~2 órán belül emésztünk vele. Bár így minden emésztés 

előtt újra el kell végezni az immobilizálást (eltérő szerpentineken), de biztosak 
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lehetünk benne, hogy az enzim aktív a minta áramoltatása során, kizárjuk a 

minták közti keresztszennyezés lehetőségét és nem szükséges az emésztés után 

mosogatni a csatornát. 

Az adszorpció jelenségének SPR-es vizsgálata és az aktivitás időbeni 

csökkenése arra enged következtetni, hogy az ún. többállapot modellel 

(multiple-states model) [106,107] lehet jellemezni a tripszin PDMS-re történő 

adszorpcióját. Ez a modell azt mondja ki, hogy az adszorbeált enzim a felületen 

többféle állapotban lehet jelen, amelyek egymásba alakulhatnak egyre nagyobb 

felületet elfoglalva (jelen esetben egyre kisebb aktivitással). 

Fontos megemlíteni, hogy immobilizálás során azért szükséges nagyon 

tömény (20 mg/mL) tripszinoldatból kiindulni, hogy a felületet minél jobban 

telítsük tripszinnel. Alacsonyabb koncentráció esetén lassabb lenne az 

adszorpció, ami miatt egyrészt tovább tartana a telített tripszinréteg kialakítása, 

másrészt a telített réteg kialakítása során elindulna a már adszorbeált tripszin 

molekuláinak szétterülése, s így nagyobb felületet foglalna el egy-egy (részben 

szétterült) tripszinmolekula a telített rétegben, azaz kisebb lenne a tripszin 

felületi koncentrációja (és az aktivitása is). Mivel a tripszinoldat koncentrációja 

csökken az adszorpció során, miközben a szerpentinen áthalad, az előbb említett 

hatás különösen igaz a csatorna kimenethez közelebb eső részein. 

 

5.1.3 A reaktor emésztésének reprodukálhatósága 

 

Egy előnyösen használható IMER fő ismérvei az egyszerű és olcsó 

előállíthatóság, hatékony működés, jó reprodukálhatóság és hosszú élettartam. 

Az aktivitás vizsgálata során megmutattam, hogy habár a PDMS csip 

csatornáján adszorbeált tripszin nem rendelkezik jó stabilitással, a csip eldobható 

jellegéből fakadóan lehetőség nyílik egy előnyös – egyszerhasználatos 

reaktorként való – felhasználásra, amivel elkerülhető a minták közti 

keresztszennyezés. Tudván, hogy az immobilizálási technika a lehető 

legegyszerűbb és az IMER előállítása is viszonylag olcsó, már csak a reaktor 
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működésének hatékonyságát és reprodukálhatóságát kellett megvizsgálnom, 

amihez különböző fehérjeminták emésztését végeztem el. 

Mivel több helyen is kiemelem, hogy adott mérésnél megtörtént-e a minta 

sómentesítése, így szükséges írnom ennek szerepéről és hatásáról [98]. A 

fehérjék előkészítése során a mintákhoz adott vegyületek eltávolítása általában 

az MS mérések előtt szokásos, hogy ezek a – peptidekhez képest – nagy 

mennyiségben jelen lévő anyagok ne nyomják el a peptidek ionizációját és hogy 

ne szennyezzék el az MS ionforrását. CZE elemzéseknél a sómentesítés kevésbé 

kritikus, viszont az így kapott elektroferogramok nem tartalmazzák a 

karbamidtól származó, nagy intenzitású csúcsot. A sómentesítés fontos hátránya 

viszont, hogy a karbamid és a sók mellett azok a peptidek is „eltűnhetnek” a 

mintából, amelyek annyira hidrofilek, hogy nem extrahálhatók ki a C18-as 

pipettaheggyel. A 12. ábrán jól látható, hogy ugyanazon mintát sómentesítve, 

nem csak a ~8,3 percnél jelentkező karbamid csúcsa tűnik el, de több peptid 

csúcsa is: a 6-8 perc közötti, a 13-15 perc közötti szakaszokon és a ~18 percnél 

látható csúcs. 

Már a 11.a és 11.b ábrán is látható volt, hogy ha frissen immobilizált 

tripszinnel végeztem emésztést, úgy a reaktor elbontotta az átáramoltatott BSA 

mintát, amiben így nem maradt emésztetlen fehérje. A BSA fehérjéből 78 db 

peptid keletkezése várható tökéletes emésztés során. Bár az ábrán nehéz a 

csúcsok számát pontosan megállapítani, ~60-80 csúcs látható az 

elektroferogramokon, ami azt jelenti, hogy a mért csúcsok száma 

nagyságrendileg egyezik a tökéletes bontás során várható peptidek számával. 
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12. ábra: C18 töltetet tartalmazó pipettaheggyel (ZipTip®) történő sómentesítés 

hatása a bontás utáni peptidelegyre: emésztett könnyminta (a) sómentesítés 

nélkül és (b) sómentesítve. A mérési körülmények megegyeznek a 11. ábrán 

feltüntetettekkel. Az ábrát a [98] hivatkozásból illesztettem be, a Springer kiadó 

engedélyével. 

 

A következőkben az IMER reprodukálhatóságát vizsgáltam [99]. 4 BSA 

mintát emésztettem ugyanazon szerpentinnel egymás után, az emésztések között 

a szerpentin tripszines felületét regeneráltam a kísérleti részben leírtak szerint. 

Ez a 4 elektroferogram látható a 13.a ábrán. Összehasonlításképp a 13.b ábrán az 

egyik emésztett BSA minta 4 ugyanazzal a CZE módszerrel kapott 

elektroferogramja látható, ami a mérési módszer reprodukálhatóságát 

szemlélteti. Az ábra leírásában szerepeltetett RSD% értékek jobbak, mint az 

irodalomban található reprodukálhatóság β-kazein bontásából származó peptidek 

elválasztása során (0,71-4,47% migrációs időkre) [26]. A jobb eredmény oka 

valószínűleg az, hogy a migrációs időket két referenciacsúcs alapján 

korrigáltam. A csúcsterületek nagyobb szórását az egyes minták között az 

okozhatta, hogy az enzimreakcióban keletkező peptidek kissé eltérő 
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mennyiségben keletkeztek az eltérő mintákban, továbbá a sómentesítés 

mintánként kissé eltérő mértékben befolyásolhatta a peptidek mennyiségét. 

 

13. ábra: CZE elektroferogramok (a) azonos szerpentinen egymás után 

megemésztett 4 db BSA mintáról, ill. (b) az egyik megemésztett BSA minta 4-

szeri méréséről azonos CZE módszerrel. Két véletlenszerűen kiválasztott 

csúcshoz (1 és 2) tartozó RSD% értékek: (a) 0,24 és 0,34% migrációs időkre és 

30,14 és 17,21% csúcsterületekre, valamint (b) 0,02 és 0,13% migrációs időkre 

és 15,65 és 4,05% csúcsterületekre. A mérési körülmények megegyeznek a 11. 

ábrán feltüntetettekkel, de a minták sómentesítettek. A migrációs időket két 

referenciacsúcs alapján korrigáltam, amiket *-gal és **-gal jelöltem. Az ábrát a 

[99] hivatkozásból illesztettem be, a Springer kiadó engedélyével. 

 

5.1.4 Fehérjeminták emésztése  

 

A reaktorral más fehérjék (hemoglobin, mioglobin, lizozim) emésztését is 

végrehajtottam (14. ábra), hogy ne csak egyféle fehérjével igazoljam a 

működését [99]. A fehérjék teljes mennyisége elbomlott minden esetben, mivel 

nem látható a bontatlan fehérjére jellemző migrációs idejű és széles csúcs. 

Ezeknél a vizsgált kisebb fehérjéknél könnyebb volt megszámolni a detektált 

csúcsok számát, ami ~20, 20 és 30 volt a hemoglobinra, mioglobinra és 

lizozimra. Ezek a csúcsszámok – az emésztett BSA-nál talált csúcsszámhoz 

hasonlóan – is összhangban voltak a tökéletes emésztésre várható 19, 19 és 31 

db keletkező peptiddel. Fontos kiemelni, hogy a fehérjék emésztése minden 

esetben ~1 perc alatt ment végbe, szemben az oldatban emésztésnél szokásos 16 

órával. 
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14. ábra: Adszorbeált tripszint tartalmazó IMER-rel emésztett (a) mioglobin (17 

kDa), (b) lizozim (16 kDa), (c) hemoglobin (62 kDa) és (d) BSA (69 kDa) CZE 

elektroferogramjai. A mérési körülmények megegyeznek a 11. ábrán 

feltüntetettekkel, de a minták sómentesítettek. Az ábrát a [99] hivatkozásból 

illesztettem be, a Springer kiadó engedélyével. 
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Következő lépésként az IMER-rel emésztett BSA-t oldatban emésztettel 

hasonlítottam össze (15.a ábra) [99]. Ismeretes, hogy a BSA-t viszonylag nehéz 

megemészteni, mivel nagyméretű fehérje (69 kDa) sok diszulfidhíddal. A két 

elektroferogramon közel azonos a csúcsok száma (~70-80 db), ill. több csúcs is 

megfeleltethető egymásnak a migrációs idők alapján. LC-MS/MS meghatározást 

elvégezve ugyanebből a két mintából látható, hogy az emésztés közel 

ugyanolyan hatékony volt, a két mintában azonosított fehérjék SC%-ában 

minimális eltérés mutatkozott az IMER-es emésztés javára (1. táblázat). A 3. 

függelékben feltüntettem a BSA-ra meghatározott összes peptidet is, amiből 

kitűnik, hogy a peptidek többsége valóban megegyezik a két mintában. 

 

15. ábra: Emésztett (a) BSA és (b) könnyminta CZE elektroferogramjai IMER-es 

emésztést (felső elektroferogram), ill. oldatban emésztést követően (tükröztetett 

elektroferogram). A mérési körülmények megegyeznek a 11. ábrán 

feltüntetettekkel, a minták az (a) esetben sómentesítettek, ill. a (b) esetben a 

kapilláris effektív hossza 72 cm. Az ábrákat a [99] és a [98] hivatkozásokból 

illesztettem be, a Springer (a) és a John Wiley and Sons (b) kiadók 

engedélyeivel. 

 

Hasonló összehasonlítást végeztem el egy könnymintával is (15.b ábra), 

amikor ugyanazt a mintát emésztettem kétféleképpen [98]. A két 

elektroferogram ennél a mintánál is mutat hasonlóságokat. A könnyről tudni 

kell, hogy viszonylag nagy a fehérjetartalma (5-10 mg/mL); legalább 491 

fehérjéből áll [108], viszont a teljes mennyiség 70-80%-át 3 fehérje, a lipokalin, 

lizozim és a laktotranszferrin teszi ki [109]. Mivel a CE(-UV) érzékenysége 
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viszonylag kicsi a kapilláris vékony átmérője – optikai úthossz – miatt, az 

elektroferogramon is látható csúcsok valószínűleg ettől a három fehérjétől 

származnak, mivel ezek vannak jelen elég nagy mennyiségben ahhoz, hogy 

peptidjei detektálhatóak legyenek. Ennél valamivel több fehérjét sikerült 

kimutatni LC-MS/MS analízis segítségével, melyek közül több azonosított 

fehérje megegyezett a két esetben (1. táblázat – „A” személy oldatban és IMER-

rel emésztve) és az IMER-rel nagyobb SC% értékeket kaptam, ill. további 

fehérjéket is sikerült kimutatni. 

Mindezen eredmények alátámasztják, hogy az IMER emésztési 

hatékonysága nem marad el az oldatban emésztésétől, viszont sokkal rövidebb 

idő alatt zajlik le a reakció (1 perc szemben a 16 órával) és ez nem csak a tiszta, 

standard fehérjemintákra igaz, hanem valós mintákra is (könny), amik számos 

fehérje keverékéből állnak. 

A 16.a ábrán látható két elektroferogram ugyanattól a személytől („B”) 

származó, ugyanabban az időpontban gyűjtött két könnyminta, amit két eltérő 

szerpentinen emésztettem, míg a 16.b ábra két elektroferogramja két különböző 

személytől („A” és „B”) azonos időpontban gyűjtött és különböző 

szerpentineken emésztett könnyminta [98]. Azért volt szükség a könnyminták 

azonos időpontban történő vételére, mert egy személy esetén is nagy a könny 

összetételének változása egy nap leforgása során. Az ezekhez a mintákhoz 

tartozó LC-MS/MS meghatározások eredményei is az 1. táblázatban találhatók. 
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1. táblázat: Oldatban, ill. IMER-rel emésztett BSA és könnyminták LC-MS/MS 

elemzéseinek eredményei. A táblázat adatait a [99] és a [98] hivatkozásokból 

illesztettem be és fordítottam le, a Springer és a John Wiley and Sons kiadók 

engedélyeivel. 

 
 

Minta
Emésztési 

módszer
Azonosított fehérje

Fehérje 

tömege 

(Da)

Szignifikáns 

szekvenciák 

száma

Szekvencia 

lefedettség 

(%)

BSA Oldatban BSA 69248 16 25

BSA IMER BSA 69248 17 29

Lipocalin-1 19250 48 24

Lactotransferrin 78181 15 13

Ig alpha-1 chain C region 37654 2 5

Extracellular glycoprotein lacritin 14246 6 8

Prolactin-inducible protein 16572 2 14

Lipocalin-1 19250 40 34

Lactotransferrin 78181 44 26

Ig alpha-1 chain C region 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

Lipocalin-1 19250 57 47

Lactotransferrin 78181 29 24

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-

regulated protein 3B

8187 2 27

Lipocalin-1 19250 43 41

Lactotransferrin 78181 43 25

Ig alpha-1 chain C region 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-

regulated protein 3B

8187 2 27

"B" 

személy 

könnye

IMER

"B" 

személy 

könnye

IMER

"A" 

személy 

könnye

Oldatban

"A" 

személy 

könnye

IMER
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16. ábra: (a) Ugyanattól a személytől, ill. (b) eltérő személyektől származó 2-2 

emésztett könnyminta CZE elektroferogramjai. A mérési körülmények 

megegyeznek a 11. ábrán feltüntetettekkel, a minták nem sómentesítettek, ill. a 

kapilláris effektív hossza 72 cm. Az ábrát a [98] hivatkozásból illesztettem be, a 

John Wiley and Sons kiadó engedélyével. 
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Az azonos személytől gyűjtött két minta emésztést követően hasonló 

csúcsmintázatot adott, ami azt jelenti, hogy az IMER jó reprodukálhatósággal 

képes emészteni az összetett – valós – mintákat is. Különböző személyektől 

származó minták esetén nagy eltérés látható az elektroferogramok között, 

különösen a nagyobb migrációs időknél (>12 perc) jelentkező csúcsok mutatnak 

eltéréseket. Ennek oka, hogy az eltérő személyek könnyének összetétele 

jelentősen eltérhet. Azonos, ill. eltérő személyek könnyének összetételével 

kapcsolatban hasonló megállapításokat tettek Gonzalez és társai [110], akik 

MALDI-MS segítségével vizsgálták a könnyben előforduló 20 kDa alatti 

fehérjéket tripszines emésztés nélkül. Munkájukban beszámolnak arról, hogy 

nem tapasztaltak jelentős eltérést azonos személy könnyének összetételében a 

vizsgált egyhetes periódusban, viszont különböző személyek esetén szignifikáns 

eltéréseket találtak. Emellett azt is leírták, hogy az eredményeket jelentősen 

befolyásolta, hogy milyen típusú sómentesítést hajtottak végre, ami igazolja az 

általam korábban leírt, sómentesítésnél tapasztalható változást a peptidelegy 

összetételében. 
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5.2 Kovalensen rögzített tripszint tartalmazó reaktor 

 

5.2.1 Tripszin kovalens rögzítése szilika részecskékre 
 

A kovalens kötés kialakításánál használt EDC/NHS kovalens 

immobilizálási technika általánosan használt eljárás, az egyes reagenseknél 

alkalmazott koncentrációk alapja az [51] hivatkozás. Noha az immobilizálási 

technika ismert, a reaktor kivitelezése újszerű, hiszen ez az első olyan munka, 

amelyben hagyományos (kromatográfiás) részecskéken rögzített tripszint 

töltetként integráltak PDMS csipbe. 

Ennél a munkánál [51] – egy sor másik munkához [62–64,75,111,112] 

hasonlóan - a szerzők az immobilizálás során benzamidint használtak 

adalékként, ami a tripszin kompetitív inhibitoraként bekötődik annak aktív 

centrumába, így biztosított, hogy az aktív centrum megőrzi geometriáját az 

immobilizálás során, azaz az enzim aktív marad. 

 

17. ábra: Töltetes IMER-rel emésztett BSA CZE elektroferogramjai, ahol a 

tripszin immobilizálása során (a) alkalmaztam, ill. (b) nem alkalmaztam 

benzamidint. A mérési körülmények megegyeznek a 11. ábrán feltüntetettekkel, 

de a minták sómentesítettek, ill. a kapilláris effektív hossza 72 cm. Az ábrát a 

[100] hivatkozásból illesztettem be, az Elsevier kiadó engedélyével. 



55 

 

Megvizsgáltam, hogy a benzamidin használata az immobilizálási elegyben 

szükséges-e, azaz, hogy kevésbé hatékony-e attól az emésztés, ha nem használok 

benzamidint [100]. A 17. ábrán látható eredményeket úgy kaptam, hogy a 

tripszines részecskék kialakításánál a 17.a esetben az immobilizálási 

reakcióelegy 0,4 mg/mL benzamidint is tartalmazott, míg a 17.b esetben nem 

tartalmazott benzamidint, azaz a 4.3.2 fejezetben leírtak szerint jártam el. A két 

elektroferogram alapján arra jutottam, hogy nincs lényeges különbség a BSA 

emésztések hatékonyságában, emiatt a benzamidint nem alkalmaztam az 

immobilizálási elegyben, csak a töltet részecskéinek tárolásánál. 

 

5.2.2 Megkötött tripszin mennyiségének meghatározása 
 

Az enzimek immobilizálásával foglalkozó munkák egy kisebb részében a 

szerzők meghatározzák a megkötött enzim mennyiségét. Ennek gyakorlati oka, 

hogy azonos körülmények közt, nagy felület/térfogat aránnyal rendelkező 

immobilizálási felület esetén az enzim mennyisége határozza meg a reakció 

sebességét, tehát érdemes arra törekedni, hogy minél több enzim 

immobilizálódjon, minél nagyobb legyen a felületi borítottság. 

Az immobilizálási módszer eredeti leírása [51] tartalmazta a reagensek 

koncentrációját, viszont ebben a munkában az immobilizálási felület egy 

kapilláris belső fala volt, így fontos volt meghatároznom, hogy mekkora legyen 

a szilika részecskék koncentrációja az általam használt immobilizálási elegyben 

ahhoz, hogy a részecskék felülete telítődjön. Az immobilizálást a leírtak szerint 

végeztem, de a szilika részecske tömegét változtattam, így eltérő tripszin/szilika 

arányokat kaptam, amiknél meghatároztam a kapott részecskék felületi 

borítottságát. 

Az irodalomban találni olyan publikációt [68], amiben a glutáraldehiddel 

– szekunder aminként - rögzített tripszint 0,1 M NaOH-val vitték ismét szabad 

formába, ugyanis a kialakult aminkötés elbomlik lúg hatására. A felszabadult 

tripszint ezután Lowry-módszerrel egyszerűen meg lehet határozni. Az általam 
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is használt reakció során a tripszint peptidkötéssel rögzítetttem a hordozóhoz, 

amely kötés jobban tolerálja a lúgos közeget, azonban a tripszin szabad formába 

vitele ilyenkor is elvégezhető 0,1 M NaOH-val, csak ilyenkor nem ez a kötés 

bomlik, hanem a hordozó szilika reagál a lúggal és lényegében „kioldódik” a 

tripszin alól. 

 
18. ábra: (a) A kovalensen kötött tripszin felületi borítottságának függése az 

immobilizálási reakció kezdeti (bemért) tripszin/részecske arányától (fekete 

négyzetek), ill. kontroll mérés EDC és NHS reagensek nélkül (fehér 

háromszögek). (b) A tripszin felületi borítottsága lineárisan változik a telítési 

értékig. Minden ábrázolt pont három párhuzamos kísérlet átlaga. A hibasávok 

95% konfidenciának felelnek meg (Student-féle t teszt alapján). Az ábrát a [100] 

hivatkozásból illesztettem be, az Elsevier kiadó engedélyével. 

 

A tripszin kovalens immobilizálása és a részecskék alapos mosogatása 

után a részecskéket 0,1 M NaOH oldattal kevertettem 2 órán át, 

szobahőmérsékleten. Ez idő alatt a részecskékről felszabadul a korábban 

immobilizált tripszin, amit az oldat tisztájából határoztam meg Lowry-
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módszerrel és számoltam vissza a bemért részecske tömegére. Kontrol 

kísérletként olyan immobilizálást végeztem, ahol az elegy nem tartalmazott 

EDC-t és NHS-t (a kovalens kötés kialakulásáért felelős reagenseket), így a két 

kísérletsorozat közti különbség a kovalensen kötött tripszin miatt várható. Ez a 

két kísérletsor a 18.a ábrán látható [100]. 

A két kísérletsorozatban meghatározott tripszin mennyisége jelentősen 

eltért egymástól. Minden esetben akkor határoztam meg több tripszint, amikor 

az immobilizálási elegy tartalmazott EDC-t és NHS-t. Továbbá megfigyelhető, 

hogy nagyobb kezdeti tripszin/részecske aránynál (x tengely) – azaz ugyanannyi 

tripszinhez kevesebb részecskét bemérve – nagyobb lesz a részecskék felületi 

borítottsága. Az eredményekből az is látható, hogy a felületi borítottság telítési 

görbe szerint változik a kezdeti tripszin/részecske aránytól, a maximális értéknél 

a részecskék felülete valószínűleg teljesen telítődik tripszinnel. Érdemes volt 

kísérleteimben azzal az optimális kezdeti tripszin/részecske aránnyal 

dolgoznom, ami se nem túl nagy és nem is túl kicsi, hogy egyrészt a részecskék 

maximálisan telítődjenek, másrészt a lehető legtöbb tripszinnel borított 

részecskét eredményezze a reakció. Ez az optimális kezdeti körülmény a ~250 

µg tripszin/mg részecske értéknek adódott, aminek megfelel a 4.3.2 fejezetben 

leírt tripszin (3 mg/mL) és részecske koncentráció (12 mg/mL) az 

immobilizálási elegyben. 

A kontrol kísérletekben meghatározott 1-3 µg/mg tripszin valószínűleg a 

spontán adszorbeálódott és mosás során el nem távolított tripszin miatt adódott 

vagy kísérleti hiba lehetett (ez okozhatta azt is, hogy a görbék nem origóból 

indultak). Ha a kovalens kötést képező reaktánsok is jelen voltak, a tripszin 

felületi borítottsága 13-14 µg/mg-nak adódott. A kovalensen kötött tripszin a két 

érték különbsége, ami így 10-13 µg tripszin/mg részecske felületi borítás. Ez az 

érték jól összemérhető más munkákban közölt felületi borítottságokkal: monolit 

reaktorokra: 130 µg tripszin / 4,2 cm [24], 2,6 µg tripszin / 2 cm [68], 97 ng 

tripszin / 1 cm [70], 35 µg tripszin / 2,5 cm [62], ill. 0,9-1,5 mg tripszin / 

monolit lemezek [67]; membránon adszorbeálva: 15,36 µg tripszin / 4 cm × 192 
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µm-es membrán [56], ill. 97 µg tripszin / cm2 [57]; továbbá mágneses 

részecskékhez kovalensen kötött tripszinre: 86 µg tripszin/mg részecske [85], ill. 

78 µg/mg részecske [113]. Habár az általam kapott felületi borítottság 

lényegesen kisebb, mint a mágneses részecskéknél az utóbbi két esetben 

feltüntetett értékek, az eltérés oka valószínűleg a részecskék eltérő fajlagos 

felületével van kapcsolatban, mivel ezek a mágneses részecskék nanorészecskék 

voltak. 

A standard oldatban emésztés során a tripszin/fehérje arány általában kicsi 

(1:50). A reaktorral várható emésztési hatékonyság becsléséhez, két dolgot kell 

feltételeznünk: egyrészt egy töltethez ~0,5 mg részecske szükséges (vö. a 

csatorna térfogata 350 nL), másrészt a töltet holttérfogata (ami a részecskék 

közti holttérfogatra vonatkozik csak) nem lehet több 50 nL-nél. Ebben az 

esetben a töltet 5 µg tripszint, a holttérfogatban lévő fehérjeminta pedig 50 ng 

fehérjét tartalmaz (1 mg/mL koncentrációval számolva), azaz a tripszin/fehérje 

arány 5000:50, ami 5000-szeres tripszinkoncentrációt jelent az oldatban 

emésztéshez képest. Ha a reakcióhoz szükséges időt (16 óra) elosztjuk ezzel a 

faktorral, megkapjuk, hogy az emésztés lejátszódásához elég 11,5 s, ami 

nagyjából megegyezik az emésztés során mért reakcióidővel. Ha a feltételezés 

során a holttérfogatot túl-, vagy a töltet tömegét alábecsültem, akkor a 

hatékonyságbeli szorzó még nagyobb, mint 5000. 

 

5.2.3 A kovalensen rögzített tripszin stabilitásának vizsgálata 

 

A kovalens IMER stabilitásának vizsgálatakor arra voltam kíváncsi, hogy 

mennyi ideig tárolhatók a tripszinnel borított részecskék. Mivel ebben az esetben 

is (majdnem) közvetlen a tripszin és a felület kapcsolata (a peptidkötés nem 

nevezhető távtartónak), nem lehetett előre sejteni, hogy ennél az IMER-nél 

megjelenik-e a kovalens rögzítésű reaktorokra jellemző hosszú enzim élettartam. 

A vizsgálat során először egy frissen elkészített és csipbe töltött tölteten 

végeztem el BSA emésztését (19.a ábra) [100]. Ezután ezt a csipet tárolóoldatba 



59 

 

(1 mM HCl-t, 20 mM CaCl2-t és 0,4 mg/mL benzamidint tartalmazó oldat) 

merítettem, hogy megakadályozzam a kiszáradását és 4 °C-on tároltam 2 

hónapig. Emellett a tripszinnel borított részecskék maradékát is tárolóoldatban 

szuszpendáltam és -20 °C-on tároltam 2 hónapig. Az így tárolt részecskékből 2 

hónap után friss töltetet készítettem és ezzel is elvégeztem a BSA emésztését 

(19.b ábra), ill. a 2 hónapig tárolt IMER-rel is elvégeztem az emésztést (19.c 

ábra). 

 

19. ábra: CZE elektroferogramok emésztett BSA mintákról, melyeket (a) frissen 

immobilizált tripszines részecskéket tartalmazó IMER-rel, (b) 2 hónapig 

szuszpenzióként tárolt tripszines részecskékből frissen készített IMER-rel, ill. (c) 

2 hónapig tárolt IMER-rel emésztettem. A mérési körülmények megegyeznek a 

11. ábrán feltüntetettekkel, de a minták sómentesítettek, ill. a kapilláris effektív 

hossza 72 cm. Az ábrát a [100] hivatkozásból illesztettem be, az Elsevier kiadó 

engedélyével. 
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Vizsgálataim szerint mindegyik esetben elbomlott a BSA teljes 

mennyisége és az elektroferogramok mintázata is megegyezett. Ez alapján 

megállapítható, hogy a kovalensen immobilizált tripszin legalább 2 hónapig 

megőrzi aktivitását, akár töltetként 4 °C-on, akár a részecskék szuszpenzióját -20 

°C-on fagyasztva tároltam. 

 

5.2.4 Reprodukálhatósági vizsgálatok 

 

A szerpentines IMER-hez hasonlóan a töltetes reaktor 

reprodukálhatóságát egy BSA fehérjestandard emésztésével teszteltem [100]. A 

reaktor jellege miatt azonban több művelet reprodukálhatóságát vizsgáltam. 

Vizsgáltam a CZE módszer reprodukálhatóságát (20.a ábra), az emésztés 

reprodukálhatóságát egy adott tölteten (20.b ábra), az emésztés 

reprodukálhatóságát különböző tölteteken (20.c ábra) és az emésztés 

reprodukálhatóságát, amikor a tripszines részecskék eltérő immobilizálásokból 

(eltérő sarzsokból) származtak (20.d ábra). Minden ábrán 4 mérést tüntettem fel, 

ezek rendre ugyanannak az emésztett BSA-nak (20.a), egy adott tölteten 4 BSA 

minta egymás utáni emésztésének (20.b), 4 BSA-nak egy sarzsból származó 

részecskékből készített 4 eltérő tölteten való emésztésének (20.c), ill. 4 BSA-nak 

4 eltérő immobilizálási sarzsból származó részecskékből készített 4 eltérő 

tölteten való emésztésének (20.d) CZE elektroferogramjai. Az 

elektroferogramok migrációs időit 2 referenciacsúcs migrációs idői alapján 

korrigáltam (a referenciacsúcsokat 20.a ábrán csillaggal jelöltem). 

A reprodukálhatóságot úgy jellemeztem, hogy a csúcsok közül 

véletlenszerűen kiválasztottam hármat (amit mindegyik elektroferogramon 

könnyen be tudtam azonosítani), amelyeknek kiszámoltam a migrációs idejükre 

és a csúcsterületükre vonatkozó RSD% értékeiket. Ezeket a csúcsokat a 20.a 

ábrán 1, 2 és 3-mal jelöltem. A 20.e táblázat tartalmazza ezeknek a csúcsoknak a 

szórását, míg az integrált elektroferogramok a 21. ábrán láthatóak. 
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A migrációs idők szórása minden esetben kiváló volt (RSD% <0,5%), ami 

a kapilláris alapos kondicionálása és a migrációs idők korrigálása miatt 

adódhatott. Az egymásra helyezett elektroferogramokon jól lászik, hogy a 

csúcsok száma (~70-80) és mintázata hasonló. Ez a csúcsszám egybevág a BSA 

tökéletes emésztése esetén termékként kapható 78 db peptiddel. 

 

20. ábra: Töltetes IMER CZE peptidtérképeinek reprodukálhatósági vizsgálata: 

(a) egy emésztett BSA minta 4-szer ismételt mérése, (b) 4 BSA minta emésztése 

azonos tölteten, (c) 4 BSA minta emésztése 4 különböző tölteten és (d) 4 BSA 

minta emésztése 4 különböző immobilizálási sarzsból származó részecskékből 

készült 4 különböző tölteten. (e) Az 1, 2 és 3 csúcsok RSD%-a migrációs időre és 

csúcsterületre, az eltérő esetekben (N=4). A mérési körülmények megegyeznek a 

11. ábrán feltüntetettekkel, de a minták sómentesítettek, ill. a kapilláris effektív 

hossza 72 cm. Az ábrát a [100] hivatkozásból illesztettem be, az Elsevier kiadó 

engedélyével. 
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A csúcsterületekre kivétel nélkül nagy RSD% értékeket kaptam. Már a 

CZE módszer reprodukálhatósága (a) is a szokásos értékeknél rosszabb volt (2-

10%), amit okozhatott a minták sómentesítése, amikor bizonyos peptidek eltérő 

koncentrációban eluálódhatnak eltérő esetekben vagy a csúcsok integrálása (21. 

ábra), hiszen a csúcsok jellemzően nagyon kicsik voltak (21. ábra, 3. csúcs) vagy 

nem volt alapvonali elválasztás (21. ábra, 1. és 2. csúcs). Ennél nagyobb RSD% 

értékeket kaptam a (b) és még nagyobbakat a (c) és (d) esetekben, viszont a (c) 

és (d) esetekben tapasztalt reprodukálhatóság között nem jelentős a különbség. 

Ez úgy értelmezhető, hogy a különböző minták a különböző peptideket kicsit 

eltérő mennyiségben tartalmazzák (a sómentesítés vagy a PDMS falon történő 

esetleges adszorpció miatt). Tovább fokozta az eredmények szórását, ha az 

emésztéshez különböző tölteteket használtam, mivel az eltérő töltetek nem 

teljesen egyformák, kis mértékben különbözhet a hosszuk és a tömörségük is. 

Viszont nem figyelhető meg további szórásnövekedés, ha a tripszines részecskék 

eltérő sarzsokból származtak, ami azért lehetséges, mert az optimalizált 

immobilizálási reakció során teljesen telített részecskéket kaptam.  

 

21. ábra: A bontott BSA CZE peptidtérképein kiválasztott három integrált csúcs 

kinagyítva. A csúcsterületek nagy szórását az okozhatta, hogy nem volt ezeknél a 

csúcsoknál alapvonali elválasztás, ill. a 3. csúcsnál a nagyon kicsi 

csúcsterület/magasság, ahol láthatóan alacsony a jel/zaj arány. Az ábrát a [100] 

hivatkozásból illesztettem be, az Elsevier kiadó engedélyével. 

1. csúcs 2. csúcs 3. csúcs 
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5.2.5 Fehérjeminták emésztése 
 

A töltetes IMER hatékonyságának vizsgálatát 4 fehérje emésztésével 

végeztem el [100]. Mioglobint (17 kDa), lizozimet (16 kDa), hemoglobint (62 

kDa) és BSA-t (69 kDa) emésztettem és hasonlítottam össze ugyanezen fehérjék 

oldatban emésztésével. Tökéletes emésztéseket feltételezve a keletkező peptidek 

száma 19, 19, 31, ill. 78 a négy fehérjére, ebben a sorrendben. A töltetes IMER-

rel való emésztés eredményei jól korreláltak ezekkel a számokkal, körülbelül 20, 

20, 30 és 80 csúcsot számoltam az egyes elektroferogramokon (22. ábra). 

 

22. ábra: Négyféle emésztett fehérje CZE elektroferogramjai: (a) mioglobin, (b) 

lizozim, (c) hemoglobin és (d) BSA. A felső elektroferogramok mutatják az 

oldatban emésztéssel kapott minták, a tükröztetett elektroferogramok pedig az 

IMER-es emésztéssel kapott minták analíziseit. A mérési körülmények 

megegyeznek a 11. ábrán feltüntetettekkel, de a minták sómentesítettek, ill. a 

kapilláris effektív hossza 72 cm. Az ábrát a [100] hivatkozásból illesztettem be, 

az Elsevier kiadó engedélyével. 

 

Az oldatban emésztéssel való összehasonlításból látszik, hogy a keletkező 

peptidek többsége megegyezik a két esetben, hiszen hasonló csúcsmintázatokat 
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kaptam, az azonos migrációs időkhöz tartozó csúcsok azonos peptidekhez 

tartoznak. A reakcióidő <10 s volt, amely idő alatt az emésztendő fehérjeminta 

átáramlott a tölteten. Bár az oldatban emésztés 16 órán át tartott, jelentős 

különbséget a kettő hatékonysága között nem találtam. 

A reaktorral elvégeztem egy humán szérumminta emésztését [100]. A 23. 

ábrán látható, hogy ebben az esetben is hasonló eredményre jutottam a töltetes 

IMER-rel történő és az oldatban emésztéssel. A legnagyobb koncentrációban 

jelenlévő fehérje a szérumban a HSA, melynek tökéletes emésztéséből 74 peptid 

várható, amely összemérhető az elektroferogramokon látható csúcsok számával 

(~65-70). 

 

23. ábra: (a) Oldatban emésztéssel és (b) töltetes IMER-rel emésztett humán 

szérum elektroferogramjai. A mérési körülmények megegyeznek a 11. ábrán 

feltüntetettekkel, de a minták sómentesítettek, az injektált minta: 200 mbar∙s, ill. 

a kapilláris effektív hossza 72 cm. Az ábrát a [100] hivatkozásból illesztettem be, 

az Elsevier kiadó engedélyével. 

 

  

a 

b 



65 

 

LC-MS/MS módszert is használtam az emésztés hatékonyságának 

ellenőrzésére [100]. Négyféle, a töltetes IMER-rel emésztett fehérjét vizsgáltam, 

az LC-MS/MS meghatározások eredményeit a 2. táblázat tartalmazza, az összes 

azonosított peptid listája a 4. függelékben található. Mindegyik fehérjét sikerült 

elfogadható SC%-kal meghatározni (29-50%), emellett egyik esetben sem 

sikerült kimutatni a tripszin önemésztéséből származó peptideket. Ezen fehérjék 

közül a BSA-t használják leggyakrabban a reaktorok hatékonyságának 

jellemzésére. A töltetes IMER-rel emésztett BSA-ra 29%-os SC%-t kaptam. 

Valószínűleg a használt LC-MS módszerrel nem tudtam az összes peptidet 

detektálni, hiszen a 4. függelékben is szereplő, azonosított peptidek száma 

jelentősen kevesebb, mint az emésztett BSA-ra CZE módszerrel kapott csúcsok 

száma. Ennek ellenére is a kapott érték összemérhető más, irodalomban található 

SC% értékekkel, amiket olyan IMER-ekkel történő emésztés után kaptak, ami 

kovalensen rögzített tripszint tartalmazott különféle szilárd hordozókon: 22 és 

30%, 5 s reakcióidővel [54], 43%, 5 perces reakcióidővel [85], 46%, szintén 5 

perces reakcióidővel [113], 23%, 12 perces reakcióidővel [95], 35%, 24 s 

reakcióidővel [49], 45%, 10 s reakcióidővel [114] és 40%, 5 s reakcióidővel 

[115]. 

 

2. táblázat: Négy fehérjeminta töltetes IMER-en való emésztése utáni LC-MS/MS 

analízis eredménye. A fehérjékhez tartozó meghatározott szekvenciák a 4. 

függelékben találhatók. A táblázat adatait a [100] hivatkozásból illesztettem be 

és fordítottam le, az Elsevier kiadó engedélyével. 
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5.3 Eltérő módon emésztett könnyminták összehasonlítása 

 

A két reaktor összehasonlítását egy könnyminta emésztésével és CZE-MS 

analízisével végeztem el. A könnymintát oldatban, ill. a kétféle reaktorral 

egyaránt megemésztettem, továbbá mindhárom mintát analizáltam sómentesítve 

és sómentesítés nélkül. Az eredményeket a 24. ábra és a 3. táblázat mutatja. 

 

 

24. ábra: A háromféle emésztett könnyminta (a) sómentesítés nélküli és (b) 

sómentesítést követő CZE-MS analízise. A CZE-MS analízis során alkalmazott 

körülmények a 4.4.5 fejezetben találhatók. 
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Az itt bemutatott CZE-MS elektroferogramok is azt mutatják, hogy 

mindhárom reaktor képes volt megemészteni a könnymintát. A szerpentines 

IMER-rel való emésztés és az oldatban emésztés hasonlóan hatékonyak, míg a 

töltetes IMER-rel való emésztés hatékonysága kissé rosszabbnak tűnik, mivel az 

első két esetben hasonló mennyiségű, nagyszámú, míg a harmadik esetben 

valamivel kevesebb csúcsot (peptidet) detektáltam. Minden mintában lecsökkent 

a detektálható csúcsok száma sómentesítés hatására, ami alapján elmondható, 

hogy annak ellenére is megéri a mintákat sómentesítés nélkül mérni CZE-MS 

technikával, hogy a minták nagy mennyiségben tartalmaznak (nem illékony) 

karbamidot. Ennek magyarázata, hogy a sómentesítés során bizonyos peptidek 

elvesznek az elúciós lépést megelőzően (vagy nem kötődnek meg a C18 

pipettahegyen vagy hamarabb eluálódnak a kelleténél). CZE-MS analízis esetén 

amiatt sem feltétlenül szükséges a sómentesítés, mivel az analízis során injektált 

minta mennyisége minimális (<100 nL), ami jelentősen hígul az MS-be érve az 

illékony CZE háttérelektrolit és segéd folyadékáram által. 

 

3. táblázat: a 6 mintából kimutatott fehérjék, a hozzájuk tartozó SC% értékekkel. 

A táblázatban csak a legalább 2 egyedi és szignifikáns peptiddel meghatározott 

fehérjéket tüntettem fel. 

 

 

Oldatban
Szerpentin 

IMER

Töltetes

IMER
Oldatban

Szerpentin 

IMER

Töltetes 

IMER

Laktotranszferrin 30% 33% 10% 10% 19% 8%

Lipokalin-1 21% 24% 36% 12% 17% 33%

Prolaktin-indukált 

fehérje
37% - - - - -

Lizozim C 29% 39% - - 22% -

Ig alfa-1 lánc 5% - - - - -

Extracelluláris 

glikoprotein 

lakritin

21% 22% 30% - 23% 15%

Prolinban gazdag 

fehérje 4
- 32% 32% - 32% 32%

Tripszin 17% - - - - -

Nem sómentesített minta Sómentesített minta
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A meghatározott fehérjék száma és SC% értékei alátámasztják, hogy 

valóban jobb eredményeket kaptam sómentesítés nélkül. Tripszint egyedül az 

oldatban emésztett – nem sómentesített – mintából sikerült kimutatni, ami azt 

jelenti, hogy a kétféle kifejlesztett reaktorban immobilizált tripszin nem képes 

mobilizálódni és elhagyni a reaktort kimutatható mennyiségben. Érdekes, hogy a 

prolaktin-indukált fehérjét és az Ig alfa-1 fehérjeláncot egyedül oldatban 

emésztéssel sikerült meghatározni, viszont ezek már sómentesítés hatására 

eltűntek a mintából. Ezzel szemben mindkét reaktorral sikerült meghatározni a 

prolinban gazdag fehérje 4-et, amit viszont oldatban emésztéssel nem 

határoztam meg. Ezen mérésekkel is igazoltam, hogy a reaktorok alkalmazásával 

jóval gyorsabb emésztés mellett érhető el az oldatban emésztés hatékonysága, 

azaz használatuk kedvező proteomikai célú kutatásokban. 
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6. Összefoglalás 

 

A Kémiai Tudományok Doktori Iskolában folytatott kutatómunkám célja 

az volt, hogy fehérjék bontására alkalmas mikrofluidikai eszközöket fejlesszek 

ki. Ezen eszközök hordozzák a mikrofluidika és az immobilizált enzimek 

nyújtotta előnyöket (pl. kis mintaigény, eldobható (egyszer használatos) reaktor, 

megnövekedett enzimaktivitás és/vagy stabilitás). Munkám során két különböző 

típusú reaktort sikerült kifejlesztenem eltérő immobilizálási stratégiával. 

Az egyik reaktor fejlesztésénél az volt a célom, hogy megalkossam a 

létező legegyszerűbben kialakítható enzimreaktort. Ezt úgy sikerült elérni, hogy 

egy PDMS csipben egy hosszú, szerpentin alakú csatornát alakítottam ki, 

amelyen csak keresztül kellett áramoltatni a tripszinoldatot annak 

immobilizálásához. Habár köztudott, hogy a PDMS kiváló adszorbens, ezt a 

tulajdonságát eddig nem használták ki enzimek immobilizálására, így ez az első 

olyan munka, melyben ez az egyszerű módszer használatos enzim 

immobilizálására. A reaktor egyszerűségét az is jól mutatja, hogy az adszorpciós 

felület maga a csip anyaga (a csatorna belső fala), így nem volt szükség 

valamilyen szilárd hordozó vagy felületi réteg kialakítására az immobilizáláshoz. 

A reaktor kifejlesztéséhez első lépésként a tripszin adszorpcióját 

vizsgáltam, és megállapítottam, hogy a tripszin erősen adszorbeálódik PDMS 

felületen, vizes pufferekkel nem mosható le onnan (csak felületaktív anyagokkal 

vagy szerves oldószerekkel). Továbbá azt is igazoltam, hogy az adszorbeált 

tripszin mennyisége (és ezzel összefüggésben a reaktor aktivitása) függ a 

tripszinoldat koncentrációjától, töményebb tripszinoldatból a molekulák 

egymáshoz közelebb – „sűrűbben” – adszorbeálódnak. A CZE-vel végzett 

enzimstabilitás vizsgálatok azt mutatták, hogy a tripszin ~2 óráig marad aktív, 

majd fokozatosan elveszti aktivitását. Ez vélhetően a hidrofób PDMS felülettel 

való erős kölcsönhatásából eredő szétterülés következménye. Ezen tapasztalatok 

alapján a tripszin PDMS felületen való adszorpciójának mechanizmusára a 

többállapot kinetikai modellt javasoltam. 
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A reaktor emésztésének reprodukálhatóságát BSA minta emésztésével 

vizsgáltam, hatékonyságát négyféle mintafehérje (mioglobin, lizozim, 

hemoglobin, BSA) és könnyminták emésztésével igazoltam. Azt kaptam, hogy 

az emésztés minden esetben megfelelő volt, az oldatban emésztéssel szemben 16 

óra helyett ~1 perc alatt sikerült így megemészteni a fehérjéket. A BSA 

peptidjeinek migrációs idői kiváló reprodukálhatóságot mutattak (RSD% <1%). 

Az egyes peptidtérképek hasonlósága és az LC-MS/MS meghatározások 

igazolták, hogy a kétféle emésztés során keletkező peptidek többsége 

megegyezik. 

A könnyminták mikrofluidikai reaktorral történő emésztése kézenfekvő a 

minta kis térfogata miatt; több, a könnyben nagyobb mennyiségben előforduló 

fehérjét sikerült kimutatni ezen minták reaktorral történő emésztésével. Az 

oldatban emésztéshez képest több fehérjét nagyobb SC%-kal sikerült kimutatni a 

reaktoros emésztéssel. A CZE peptidtérképek jelentős eltérést mutattak, amikor 

különböző személyek könnyeit vizsgáltam, míg hasonló peptidtérképeket 

kaptam egy személy két, azonos időben vett könnymintája esetén. 

Egy kifejlesztett csipen 8 emésztés is végezhető párhuzamosan, de akár 

tovább is növelhető az elemzések száma még több csatorna ugyanazon csipen 

való elhelyezésével. Mivel az analízisekhez ~10 µL térfogatú mintára volt 

szükség, a teljes emésztési folyamat ~35 percet vett igénybe, ami tartalmazta a 

tripszin felvitelét (10 perc), a szabad tripszin kimosását (10 perc) és az emésztést 

(15 perc). A reaktor hátránya, hogy hamar elveszti aktivitását, azonban jól 

használható egyszerhasználatos reaktorként, hiszen az eszköz viszonylag olcsó, 

eldobható és így használata során nem kell tartani a minták közti 

keresztszennyezéstől. 

Ezután újabb célként egy másik típusú – a szerpentines reaktorral 

ellentétben – jó stabilitással rendelkező reaktor tervezésébe kezdtem. A jobb 

stabilitás ára az lett, hogy a reaktor elkészítése valamivel körülményesebb. 

Immobilizálási stratégiának a tripszin kovalens rögzítését választottam, amit az 

indokolt, hogy kovalens kötés esetén az immobilizált enzimek általában jó 
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stabilitással rendelkeznek (mivel gátolt a felülettel való kölcsönhatásuk). Ennek 

az elvárásnak megfelelt a kapott IMER stabilitása: a reaktor 2 hónapos tárolást 

követően is aktív maradt, ill. az aktivitást az sem befolyásolta, hogy milyen 

módon tároltam (a csipben töltetként 4 °C-on vagy a tripszines részecskék 

szuszpenzióját fagyasztva -20 °C-on). 

Habár a kovalens kötés létrehozásáért felelős reagensek arányait 

irodalomból vettem (az EDC/NHS immobilizálás általánosan használatos 

eljárás) [51], a tripszin/részecske arányát a kiindulási elegyben optimalizáltam, s 

az optimális értékkel dolgoztam kísérleteimben. Ezzel a kezdeti körülménnyel 

sikerült 10-13 µg tripszint immobilizálnom 1 mg részecskén, ami összemérhető 

más munkákban feltüntetett mennyiségekkel. Ennél a reaktornál is 

megvizsgáltam az emésztés hatékonyságát. Mivel a tripszin a részecskékből 

kialakított töltet felületén volt jelen, ezért azt vártam, hogy a reaktor 

hatékonysága legalább olyan jó lesz, mint a szerpentines reaktoré, ugyanis a 

töltet nagy felület/térfogat aránya biztosítja a gyors (heterogén) katalízist (a 

reakció nem lesz diffúziógátolt). Tekintve a tripszin felületi borítottságát a 

tölteten, a töltetes reaktor hatékonysága az oldatban emésztéshez képest több, 

mint három nagyságrenddel nagyobb lehet. 

Vizsgáltam a CZE analízis, emésztés, töltet kialakítás és immobilizálás 

peptidtérképek felvételének reprodukálhatóságára gyakorolt hatását, melynek 

során minden esetben jó reprodukálhatóságokat kaptam a peptidek migrációs 

időire, ami azt mutatja, hogy azonos peptidek keletkeztek minden esetben. Nem 

különbözött jelentősen a reaktorral emésztett négyféle fehérje (mioglobin, 

lizozim, hemoglobin, BSA) és szérum minta az oldatban emésztett mintáktól, 

viszont az emésztési idő csupán ~10 s volt, szemben a 16 órával. Ezekből a 

mintákból sikerült LC-MS/MS fehérjemeghatározásokat is elvégezni, mely 

során kielégítő SC% értékeket (29-50%) kaptam. 

Habár ezen reaktor kialakítása során egy jól ismert immobilizálási 

technikát alkalmaztam, a reaktor újszerűsége a kialakításában rejlik, hiszen mind 

a mai napig az irodalomban csak elvétve lehet PDMS csipben kialakított 
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tölteteket használó enzimreaktort (vagy bármilyen más, pl. elválasztó rendszert) 

találni. A reaktor segítségével akár 9 minta emésztése végezhető egyidejűleg, a 

reaktor 2 hónapig is megőrzi aktivitását, mely idő alatt többször használható 

emésztésre. Ez a hosszú élettartam kiküszöböli a reaktor azon hátrányát is, hogy 

az immobilizálási reakció hosszú (5 óra), hiszen egy nagyobb adag tripszines 

töltet elkészítése után ebből a töltetből sokáig lehet akár minden alkalommal 

friss, aktív tölteteket kialakítani, mivel egy-egy töltet kialakításához <2 mg töltet 

szükséges. 

CZE-MS mérések segítségével összehasonlítottam a kétféle reaktor és az 

oldatban emésztés hatékonyságát. Megállapítottam, hogy CZE-MS analízis 

esetén a minták sómentesítésének elkerülésével jobb eredmények érhetők el 

(több meghatározott fehérje, magasabb SC% értékekkel). Ezzel a kísérlettel egy 

újabb módszerrel támasztottam alá, hogy a reaktorok alkalmazásával jóval 

gyorsabb emésztés mellett érhető el az oldatban emésztés hatékonysága. 

Ezen reaktorok kifejlesztése mintául szolgálhat más típusú enzimekből 

hasonló reaktorok létrehozásához, amivel lehetőség nyílna arra, hogy egy 

komplex mikrofluidikai csipen több, különböző enzimaktivitással rendelkező 

reaktorokat alakítsak ki egymást követően. Például egy ilyen többenzimes 

rendszerben el lehetne végezni akár a fehérje emésztését követően a 

glikopeptidek glikánegységeinek felszabadítását. Mindkét csip-alapú reaktor 

további előnye, hogy viszonylag egyszerűen lehet őket kapcsolni MS-hez vagy 

további műveletek elvégzése is kivitelezhető a csipen (pl. peptidek 

sómentesítése, koncentrálása, elválasztása), amivel akár egy komplex 

fehérjeemésztő, dúsító, elválasztó és detektáló lab-on-a-chip megalkotására is 

mód nyílhat. 
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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 I 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 µL 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, I 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. I 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 µg 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, I 

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 IMERs. 

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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