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1. Az értekezésben elofordulo fontosabb roviditések

ACN
BAEE
BGE
BUP
CE
CID
CZE
DDA
DIA
DPJ
DTT
ESI
EOF
FASP
FASS
FESI
HPLC
HSA
IAA
IAM

IMER
u-IMER

acetonitril
Nq-benzoil-L-arginin-etil-észter
hattérelektrolit

bottom-up proteomika

kapillaris elektroforézis

titkdz¢Es altal kivaltott disszociacio
kapillaris zonaelektroforézis

adatfliggd analizis

adatfiiggetlen analizis

dinamikus pH-csatlakozas

ditiotreitol

elektroporlasztasos ionizacid
elektroozmotikus aramlas

szlir@vel segitett mintaeldkészitési modszer
elektromos térrel erdsitett minta-stacking
elektromos térrel erdsitett mintainjektalas
nagyhatékonysagu folyadékkromatografia
human szérum albumin

jodecetsav

jodacetamid

belsd atmérd

immobilizalt enzimreaktor

mikrofluidikai immobilizalt enzimreaktor



IPA
ITP
LBL
LE
MALDI
MS
MS/MS
oT

PB
PDMS
PTM
QTOF
RPLC
sC
SIV
SPE
TDP
TE

izopropil-alkohol

izotachoforézis

layer-by-layer (t6bb rétegii adszorpcio)
vezetd elektrolit

matrixszal segitett 1ézer deszorpcio €s ionizacid
tomegspektrometria

tandem tomegspektrometria

teljes keresztmetszetében nyitott csatorna
foszfat puffer

polidimetilsziloxan

poszttranszlacios modositas

kvadrupdl repiilési id6 analizator
forditott fazisu folyadékkromatografia
szekvencia lefedettség

feliilet/térfogat arany

szilard fazisu extrakcio

top-down proteomika

zar6 elektrolit



2. Bevezetés

A proteomikai kutatdsok célja egy adott sejt vagy szovet
fehérjeallomanyanak minél alaposabb megismerése. Az analitikai kémia széles
eszkOztarat biztosit a proteom feltérképezésére, ahol az egyes technikak
alkalmazdsa més-mas informaciot szolgaltat. Az egyik legfontosabb kérdés
altaldban az, hogy a vizsgilandd mintdban milyen fehérjék talalhatdoak
(tekintettel a poszttranszlacios modosulasokra is) ¢és azok milyen
mennyiségben  fordulnak eld. A  kérdés megvalaszolasara az
elvalasztastechnikaval kapcsolt tomegspektrometrian (MS) alapul6 analitikai
modszerek kitinden alkalmazhatéak. Tobbféle megkozelités 1étezik attol
fliggden, hogy a fehérjét intakt, részlegesen hidrolizalt vagy teljesen hidrolizalt
form4ajaban analizaljuk, melynek értelmében megkiilonboztethetiink top-
down, middle down/up és bottom-up proteomikat [1]. A harom stratégia koziil
a bottom-up proteomikanak van a legnagyobb multja, azonban napjainkban
egyre népszeriibb a top-down mddszer, ami a tomeganalizatorok fejlodésének
és alternativ fragmentacios technikak alkalmazasanak koszonhet6 [2].

A bottom-up proteomikaban - ahogy az elnevezés is sejteti - kisebb
peptid-darabokboél rakjuk Gssze a “teljes képet”. Altaldban egy (vagy tobb)
proteaz enzim alkalmazasaval torténik a fehérjék hidrolizise. A mar néhany
évtizede er6s6dd miniatiirizalasi trendek a proteomikai modszerfejlesztésben
is megjelentek, foleg az enzimes emésztés optimalizalasat megcélozva. A
legtobb esetben ezen mikrofluidikai rendszerek az enzimet egy szilard
hordozohoz rogzitett formaban tartalmazzak, ezeket mikrofluidikali
immobilizalt enzimreaktoroknak (pu-IMER) nevezziik. Ellentétben a
hagyomanyos oldatfazisban lejatszodd reakciokkal, melyekben az enzim
szabad forméaban van jelen, az immobilizalt enzim egyrészt konnyen
ujrahasznalhatd, masrészt kevésbé képes Onemésztésre €s ebbdl fakaddan

aktivitasat is tovabb megdrizheti. Ezenkiviil a mikroreaktorok nagy feliilet-



térfogat aranya jelentésen noveli az enzim-szubsztrat aranyt, igy
nagysagrendekkel gyorsabban megy végbe a reakcio. A felsorolt elényoknek
koszonhetéen novekvd érdeklédés mutatkozik a p-IMER  eszkozok
kifejlesztése €s proteomikai alkalmazésa irant, az utobbi években kozel szaz
publikacioé jelent meg évente ezen a teriileten [3].

Val6és mintaknal gyakran el6fordul, hogy a fehérjék csak Kkis
koncentracioban, mig egyéb szennyez6 komponensek nagy mennyiségben
vannak jelen. llyenkor egyfajta tisztitasi, el6dusitasi 1épést érdemes alkalmazni
(pl.: szilard fazisu extrakci6 (SPE)), ahol a célkomponenseket egy nagyobb
térfogatbol egy kisebb térfogatba juttatjuk. Az SPE egy altalanosan hasznalt
eszkOze a bottom-up proteomikaban gyakran alkalmazott somentesitésnek,
amellyel a mintaban jelenlevd zavar6 komponensekt6l meg lehet szabadulni.
Bizonyos esetekben azonban csak korlatozott mintatérfogat all rendelkezésre.
Kapillaris elektroforézis (CE) rendszereckben lehetéség van on-line
elddusitasra, ahol az elemzd egységen beliil (kapillaris) torténik meg a
komponensek dusitasa és igy gyakorlatilag kikiiszobolhetd a mintaveszteség.
A peptidelegyek elektrokinetikus mintadusitasaval kapcsolatos nagyszamu
tudoményos és 0sszefoglalo kozlemény jelzi a mddszer jelentdségét a bottom-
up proteomikaban [4-6].

Munkam soran két f6 célkitlizés fogalmazdodott meg. Egyrészt olyan
konnyen és gyorsan eldallithatd u-IMER eszkdzoket kivantam kifejlesztenti,
melyekkel akar percek alatt végre lehet hajtani a fehérje-emésztéseket.
Masrészt, célom volt megvizsgalni a somentesités sziikségességét és ehhez
szorosan kapcsoléddan egy olyan on-line mintadusitast kihasznalo CE-MS

modszert kidolgozni, mellyel novelhet6 a peptid-, ill. fehérjetalalatok szama.



3. Irodalmi attekintés

3.1 Tomegspektrometrian alapulé proteomika

A proteom kifejezést a 90-es években alkottdk meg a ,,protein” és
»genom” szavak Osszevonasaval, mely egy organizmus altal termelt
fehérjekészletre utal [7]. Ennek feltérképezése egy rendkiviil 6sszetett feladat;
a fehérjék mindségi és mennyiségi meghatdrozasan tilmenden magéba foglalja
tobbek kozott azok lokalizacidjanak és poszt-transzlacios modosulasainak
(PTM) vizsgalatat, a fehérjék funkcionalitasanak, aktivitasanak és mas
molekulakkal valo kdlcsonhatasanak megismerését is [8].

A genomikahoz képest a proteomika joval tobb kihivassal néz szembe
[9], fOleg azért, mert egy nagyobb és Osszetettebb adathalmaz feldolgozasat
kivanja meg. Egy gén tobb fehérjét is kddolhat, ill. ezek a fehérjék kiilonb6zo
modosulasokon mehetnek keresztiil transzlaciot kovetéen (pl.: foszforilacio,
glikozilacio, oxidacid, acetilezés, metilezés). A komplexitas egy masik {6 oka,
hogy a fehérjeallomany idében ¢és térben folyamatosan valtozik a sejt
allapotatol fliggéen [10]. A proteom ezen dinamikus jellege viszont
kiemelked6é jelentdséggel bir a diagnosztikdban, hiszen a megvaltozott
fehérjeprofil utalhat valamilyen fiziologias vagy patologias allapotra.
Altalanossagban, ezen allapotokra jellemzd molekuldkat biomarkereknek
nevezzik [11].

A proteomika evolicigjaban az elsé igazi attorést a 2D
gélelektroforézis hozta az 1970-es évek kozepén [12]. A komponensek
elvalasztasa két fiiggetlen paraméter (izoelektromos pont és méret) alapjan
tortént, mely addig nem latott felbontast eredményezett komplex bioldgiai
mintdk esetén. Az elvélasztott fehérjék beazonositasat a tdmegspektrometria
(MS) [13] tette lehetévé. Nagy technoldgiai Ujitdsnak szamitott a lagy
ionforrasok megjelenése (pl.: matrixszal segitett 1ézer deszorpcid/ionizacid

(MALDI) [14], elektroporlasztasos ionizacio (ESI) [15]), melyek jorészt
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fragmentacié nélkiil ionizaljak a mintat, és igy a kapott spektrumok
molekulatdomeg-informéciot is szolgaltatnak. A tdmeganalizatorok ¢és
bioinformatikai eszk6zok dinamikus fejlédése, valamint a peptid/fehérje
adatbazisok jelentds boviilése is nagyban hozzajarultak a proteomika teriiletén
elért sikerekhez [16].

Az egyik f6 iranyvonal az MS-alapu proteomikéaban a top-down (TDP)
megkozelités, ahol altalanossagban, egy elvalasztastechnikai 1épés utan a
fehérjéket a tomeganalizatorba juttatjak [17, 18]. A fehérjék {itkozési cellaban
ill. PTM-k pozicidjarél. Ez természetesen sziikségessé teszi a nagy
tomegpontossagot és felbontast biztositdé MS analizatorok alkalmazasat (pl.:
kvadrupol repiilési id6 (QTOF), orbitrap vagy Fourier-transzformacios
ionciklotron-rezonancia (FT-ICR)). Bottom-up proteomika (BUP) esetén
hasonldé miiszerezettségre van sziikség, viszont itt a fehérjéket elézetesen
peptidekké daraboljuk egy hasitd agenssel, majd ezt a peptidelegyet elemezziik
[16, 19]. A keletkezett peptidek molekulatomege tipikusan < 3 kDa. A TDP és
BUP modszerek egyfajta hibridje a middle-up/down stratégia, melynél a
fehérjéket nagyobb polipeptid-egységekre (> 7 kDa) hasitjuk az analizist
megeldzden [1]. Ezt a megkozelitést elsddlegesen monoklonalis antitestek

(mADb) vizsgalatanal alkalmazzak.

3.1.1 Bottom-up proteomika

Egy mintaban a fehérjék beazonositasahoz altalaban a bottom-up mod-
szert alkalmazzak. Egy tipikus bottom-up munkafolyamat a kovetkezd 1épé-
sekbdl all: (1) mintacl6készités, (2) emésztés, (3) sdmentesités/dusitas, (4)
peptidek elemzése nagyhatékonysagt folyadékkromatografiaval (HPLC)/ka-
pillaris elektroforézissel (CE) kapcsolt MS/MS technikaval és (5) adatelemzés.

Komplex bioldgiai matrixok esetén érdemes lehet az enzimes emésztés elott
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izoldlni a fehérjéket majd meghatarozni az Osszfehérje-koncentraciot (pl.:
Bradford-moédszerrel).

Az emésztést megel6zé mintaelokészités célja az, hogy a fehérjékben
talalhato hasitasi helyeket hozzaférhetdvé tegyiik az enzim szamara. Altalaban
ez a folyamat magaban foglalja a fehérjék denaturaldsat (pl.: hd, karbamid,
tiokarbamid, guanidin-HCI, Rapigest™), a diszulfid-hidak redukélasat (pl.:
ditiotreitol (DTT), trisz(2-karboxi-etil)-foszfin-hidroklorid (TCEP)) majd a
ciszteinek alkilezését (pl.: jodacetamid (IAM), jodecetsav (IAA),
kléracetamid). Az emésztéshez optimalis pH beallitasat egy megfeleld puffer-
rel (pl. ammoénium-hidrogén-karbonat, Tris-HCI) biztositjuk. Ezen segédanya-
gok (féleg a denaturaloszerek) eltavolitasa altalaban erdsen tanacsos elemzé-
sek el6tt, hiszen zavarhatjdk a HPLC-s meghatarozast ill. MS detektalast. A
Rapigest™ - egy MS-kompatibilis feliiletaktiv anyag - azonban erre megoldast
kinal, hiszen sav hozzaadasaval lebomlik, leegyszerisitve a mintaclékészitést.
Egy masik lehetdség az Gn. sziiréssel segitett mintael6készités (Filter Aided
Sample Preparation - FASP) [20]. A FASP ultrasziiré egységeket hasznal a
mintaelOkészités és emésztés hagyomanyos 1épéseinek végrehajtasara, ami egy
viszonylag tiszta peptid eluatumot eredményez. Ez kiilondsen akkor hasznos,
ha natrium-dodecil-szulfatot (SDS) hasznalnak a mintak szolubilizalasara,
amelynek jelenléte akadalyozna a proteolizist és zavarnd az MS detektélast.

Enzimatikus hasitashoz altalaban tripszint, Kimotripszint, pepszint,
Lys-C-t vagy ezek kombinacidit hasznaljak. A tripszin a leggyakrabban
hasznalt proteaz, mely a lizin és arginin C-terminalis kotéseit hasitja [21].
Népszerliségét a specificitasanak koszonheti, a kapott peptidek tipikusan 6-30
aminosavat tartalmaznak, mely ionizacio és MS/MS analizis szempontjabol
megfeleld [22]. Hagyomanyos oldatfazisban torténé emésztéseknél a tripszint
altalaban csak kis koncentracidban hasznaljuk (enzim:fehérje arany = 1:20 -

200 [23]), ugyanis az enzim Onemésztésre is képes. A kis koncentracio
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viszonylag hosszu inkubécios idok alkalmazasat teheti sziikségessé (~16 ora).
Ugyan a tripszin hatékony emésztéseket tesz lehetéve, eléfordulnak hasitatlan
kotések, foleg lizin aminosavak mellett [24]. A proteolizis teljessé tételét Lys-
C enzimmel torténé eléemésztéssel el lehet érni [24-26], mely a lizin C-
terminalis kotéseire specifikus.

A kapott peptidelegyekbdl a zavar6 komponensek eltavolitasat
leggyakrabban C18 toltetet tartalmazo SPE pipettahegyek segitségével végzik.
A CI18 toltetet tartalmazéd sOmentesité egységek a forditott fazist
folyadékkromatografidban (RPLC) hasznalatos kolonndkndl megszokott
viselkedést mutatjak; a hidrofil peptidek gyengén, mig a nagy, hidrofob
peptidek erdsen kotddnek a toltethez. Ebbdl kovetkezden eléfordulhat, hogy
mintaveszteség 1¢ép fel.

Az emésztés eredményeképp keletkezd peptidek beazonositasa tandem
tomegspektrometriaval lehetséges, mely az adott peptidrél tomeg- ill.
szekvencia-informaciokat szolgaltat. Annak érdekében, hogy minél tobb
komponensrél késziilhessen hasznos MS/MS felvétel, sziikséges a peptidek
eldzetes  elvalasztasa. A proteomikaban  leginkabb  alkalmazott
elvalasztastechnikai modszer az RPLC, de egyre népszeriibb a kapillaris
zonaelektroforézis (CZE) is. Az RPLC hidrofobicitas alapjan valasztja el a
peptideket, a CZE esetében pedig azt hasznaljuk ki, hogy a komponensek
tomeg/toltés aranyuktol fiiggden eltérd sebességgel haladnak egy elektromos
ertérben. A két modszer egyiittes hasznalataval tobb peptid/fehérje
beazonositasara van lehetdség, ezért egyre elterjedtebbek az olyan 2D
elvalasztasok, melyek az RPLC és CZE ortogonalitasat hasznaljak ki [27-29].
Mivel az elvalasztd egység egy folyamatos aramlasos rendszer, a
tomegspektrométerhez torténd kapcsolas megteremtéséhez az ESI ionforras a
legalkalmasabb (peptidek és fehérjék analizise esetén), mivel az folyamatosan

porlasztast és ionizaciot tesz lehetove. ESI esetében tobbszordsen toltott ionok
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is képzodhetnek, melynek kdszonhetden a nagyobb peptiddarabok (~3 kDa)
kényelmesen detektalhatoak a kisebb (300-1500) m/z tartomanyban, valamint
a nagyobb toltottségi allapotban 1évé komponensek készségesebben is
fragmentalodnak. Minéségi informaciot a peptidekrél fragmentacido utjan
nyerhetiink. Az Gn. tandem-in-space tipust késziilékek két tomeganalizatorral
rendelkeznek, melyek kozott egy iitkdzési cella talalhato. MS/MS modban az
elsé analizator kivalasztja a tanulmanyozni kivant iont (prekurzor) az
adatgytijtési beallitdsoknak megfeleléen, majd ez a prekurzor keriil
fragmentalasra az iitk6zési celldban. A termékionok elemzése a méasodik
analizatorban torténik. A legelterjedtebb modszer az iitkozés altal Kivaltott
disszociacid (CID), melynél inert gazmolekuldkkal (pl.: N2) valo iitkdztetés
hatasara fragmentalédnak a komponensek. Tipikusan a leglabilisabb kotések
hasadnak, mely problémat okozhat olyan esetekben, mikor a helyspecifikus
PTM-mintazat meghatarozasa a cél, hiszen CID hatasara pl.: a glikdnok vagy
foszforil-csoportok lehasadasa a kedvezményezettebb folyamat, igy nincs
informacionk a PTM lokalizacojarol. CID esetén a peptidgerinc az
amidkotéseknél hasad, b és y ionokat generalva (1. abra) [30]. Alternativ
fragmentacios technikak kozé tartozik az elektron-transzfer disszociacio
(ETD) ill. az elektron befogéasos disszociacié (ECD), ahol toltott részecskékkel
torténik az {itkoztetés, jellemzden C €s z tipusu fragmenseket létrehozva (1.
abra). Tandem MS vizsgalatokhoz természetesen olyan berendezésre van
sziikség, mely képes fragmentaciora. Bottom-up proteomika célokra leginkabb

hibrid késziilékeket alkalmaznak (pl.: Q-TOF, kvadrupol-orbitrap).
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1. abra: Peptidek fragmentdcioja soran keletkezd fragmens ionok. Ha a téltés a C-
terminalis részen marad akkor x, y, z, ha pedig az N-terminalis részre keriil akkor a,
b és c ionokat kapunk. Az also index jelzi az adott fragmensben lévé aminosavak
szdamat.

A vizsgalatok soran nagy mennyiségii adat keletkezik, melynek
feldolgozasa bioinformatikai eszkozokkel torténik. A fehérjék beazonositasat
egy adatbazis-keresé program segitségével lehet elvégezni (pl.: Mascot,
Byonic). A program Osszehasonlitja a peptidek MS/MS spektrumait az
adatbazisban szereplé in-silico emésztett ¢s fragmentalt fehérjék
spektrumaival, majd a beazonositott fragmensekbdl kovetkeztet a minta
fehérje-0sszetételére [31].

Amikor nincs eldzetes ismeretiink arra vonatkozdan, hogy a minta
milyen fehérjéket tartalmaz, felderit6 (vagy shotgun) proteomikardl beszéliink.
A legaltalanosabb adatgyjtési modszer az adatfiiggd analizis (data-dependent
acquisition - DDA), melynek soran a késziilék tipikusan a legintenzivebb
ionokrol készit MS/MS felvételt. Ennek az a hatranya, hogy az alacsonyabb
intenzitassal rendelkezd peptidekrdl nem kapunk informacidt, s igy a kisebb
mennyiségben eléforduld fehérjék keveésbé reprezentaltak a talalatok kozott.
Erre kinalhat megoldast az adatfiiggetlen analizis (data-independent
Ez a megkdzelités ugyan nagyobb informacio-tartalommal bir, de egy sokkal
komplexebb adathalmazt eredményez, ahol a prekurzor-fragmens kapcsolat

megallapitdsa nem egyértelm.
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3.1.2 Peptidek elvalasztasa és on-line dusitasa kapillaris elektroforézis
rendszerekben

A kapillaris elektroforézis (CE) egy olyan analitikai modszer, melynél
az oldott komponensek fesziiltség hatasara eltérd sebességgel vandorolnak egy
vékony (ID: 25-75 um), pufferoldattal toltott kapillarisban. Tobb tipust lehet
megkiilonboztetni attol fiiggden, hogy a részecskéket milyen tulajdonsaguk
alapjan valasztjuk el (pl.: izoelektromos pont, méret vagy toltés). A
legszélesebb korben alkalmazott CE modszer a kapillaris zonaelektroforézis
(CZE), melynél a komponensek elektroforetikus mozgékonysagbeli
kiilonbségét hasznaljuk ki. Egy részecske vandorlasat (migracios idejét, tmig) @
kapillarishossz (L), az alkalmazott fesziiltség (U) és sajat elektroforetikus
mozgékonysagan (ui) kiviil az elektroozmotikus aramlas mozgékonysaga
(ueor) is befolyasolja a kdvetkez6 dsszefiiggés szerint:

LZ

t = —
mg Ux(pi+u1gor)

Az elektroozmotikus aramlas (EOF) akkor alakul ki, mikor fesziiltséget kap-
csolunk egy elektromosan toltott feliilettel érintkez6 elektrolitra, esetiinkben a
kvarckapillarisban talalhaté hattérelektrolitra (BGE). Az EOF tulajdonképpen
egy folyamatos aramlast idéz el6 a kapillarisban, az 6sszes komponenst (t61té-
siiktdl fiiggetleniil) azonos elektrod felé tereli. Ez a folyadékaram az oldat
dielektromos allanddjatol és az egyes komponenseknek az adott pH-n 1évo
mozgékonysagatdl fog azonos, vagy akar kiilonb6z6 modon hatni a kompo-
nensekre. BUP elemzéseknél érdemes az EOF-t visszaszoritani annak érdeké-
ben, hogy a komponensek minél hosszabb id6t toltsenek a kapillarisban és igy
minél jobban elvaljanak egymastol, mely leginkabb MS/MS szempontbdl ked-
vez6 [32].

A CZE egy nagy hatékonysagu elvalasztastechnikai modszer, azonban

a teljesitoképességét korlatozza a detektalasi lehetdségek viszonylag gyenge
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érzékenysége. A detektalas kihivast jelent, ugyanis a szokasos CZE elemzé-
seknél csupan néhany nl mintatérfogatokat injektalunk. Nagyobb mintatérfo-
gatok alkalmazasa a zonak kiszélesedésével jar. Az érzékenységi problémakra
megoldast nyujthat a mintdk off-line elddusitasa (pl.: szilard fazisa
extrakcioval — SPE), melynek soran a mintat egyrészt egy kisebb térfogatba
koncentraljuk, masrészt a szennyezé komponensektol megtisztitjuk. Egy ma-
sik lehet6ség az on-line minta-stacking, melynél a CE kapillarisban automati-
zalt moédon mehet végbe a folyamat. Az injektalt mintatérfogat ilyenkor tobb
mint 10x nagyobb a szokasosnal, am zonaszélesedés csak kisebb mértékben
1ép fel, ha a kapillarisban végbemend folyamatoknak kdszonhetéen a kompo-
nensek egy szlik zonaba korlatozoédnak. Szamos mintadusitési technikat kidol-
goztak mar, melyeket alapvetden két tipusba lehet sorolni: elektrokinetikus és
elektrokromatografias modszerek [33]. Az utobbiak hasznalata nem jellemzé
BUP analiziseknél, feltehetéen azért, mert valamilyen pszeudo-allofazis alkal-
mazasa (pl.: micellak) sziikséges [34, 35], aminek jelenléte az ESI-MS detek-
talas érzékenységét ronthatja. A tovabbiakban ezért csak az elektrokinetikus
dusitasi modszerek bemutatasara térek ki.

Az elektrokinetikus jelenségen alapuld dusitasi technikék esetében azt
hasznaljuk ki, hogy a komponensek eltér6 sebességgel mozognak kiilonboz6
fiziko-kémiai sajatsagu kozegekben, s igy a hatarfeliileten feldasulnak. A dol-
gozatban ezen jelenségekre minta-stacking vagy mintadusitas/dasulasként fo-
gok hivatkozni.

Az egyik legelterjedtebb ilyen modszer az elektromos térrel erdsitett
minta-stacking (field-amplified sample stacking — FASS), ahol a BGE vezeto-
képessége joval nagyobb, mint a mintamatrix vezetdképessége. Ez a kiilonbség
azt eredményezi nagy mintainjektalasoknal, hogy a kapillarisban elektromos
tér inhomogenitas alakul ki. A mintamatrixban a komponensek felgyorsulnak,

mert nagyobb térerésség hat rajuk, azonban a BGE zonaba érkezve hirtelen
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lelassulnak a csokkent térer6sség miatt. A komponensek igy a mintamatrix-
BGE hatarfeliileten csoportosulnak. A BGE leggyakrabban hangyasav vagy
ecetsav, a minta pedig altalaban jelentés mennyiségii (20-60%) acetonitrilt
(ACN) tartalmaz. FASS technikat alkalmaztak E. coli [36, 37], MCF7 sejtvo-
nal [38], HelLa sejtlizatum [39], valamint béka és zebrahal embri6 [40]
emésztmények analiziséhez. Ha a mintat nem nyomassal injektaljuk, hanem
fesziiltség alkalmazasaval, akkor elektromos térrel erdsitett mintainjektalasrol
(field-amplified sample injection — FASI) van sz0.

Peptidek dusitanak egy masik népszeri modja a tranziens
izotachoforézis (t-1TP). Klasszikus ITP esetében sziikség van vezetd- és
zaroelektrolitokra, ahol a vezet6- és zardionok rendelkeznek a legnagyobb, ill.
legkisebb mozgékonysaggal. A mintat a két elektrolit k6z¢ injektaljuk, majd
fesziiltség hatdsara a mintakomponensek mozgékonysaguk szerint csokkend
sorrendben helyezkednek el. Tranziens ITP-r6l akkor beszéliink, ha az ITP al-
lapot csak egy rovid ideig 4ll fenn, az analizis hatralevd részében a komponen-
sek a zonaelektroforézis elveinek megfelelden vandorolnak. Vezetd ionként
altalaban NHa" szolgal [41, 42], mig zard ionként értelemszerlien egy joval
kisebb mobilitdsi komponenst, pl.: p-alanint lehet alkalmazni. Ugyan a H*
mozgékonysadga messze meghaladja az eddig emlitett komponensekét, zard
ionként vald alkalmazasa hatékonyabb dusulast idéz el6 [43, 44], ugyanis a H*
ionok valdjaban semlegesitédnek a rendszerben jelenlévé ellenionok altal (pl.:
acetation), s ennek hatasara lelassulnak. T-ITP indukalodhat spontan is nagy
sotartalmu mintak esetén [45]. Ilyenkor a mintaban talalhato sok viselkednek
vezetd elektrolitként, a kisebb mozgékonysagti BGE pedig zar6 elektrolitként
funkcionélhat.

A leggyakrabban alkalmazott on-line mintadusitasi modszerek kozé

tartozik még a dinamikus pH csatlakozas (dynamic pH-junction — DPJ). A DPJ
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az izoelektromos fokuszalas (IEF) elvein alapul, miszerint a komponensek ad-
dig vandorolnak a kapillarisban, amig el nem érnek egy olyan pontot, ahol t61-
téstiket elvesztik. Itt azt lehet kihasznalni, hogy a komponensek toltottségi al-
lapota, és igy a sebessége megvaltozik kiilonb6z6 pH-ju régiokban. Peptidek
dusitasahoz tipikusan savas BGE-t alkalmaznak (pl.: 5% ecetsav, pH = 2,4), a
mintat pedig lugos oldatban oldjak fel (pl.: ammonium-hidrogén-karbonat, pH
~8) [27, 28, 46].

Gyakran nincs ¢les hatar az egyes elektrokinetikus dusitasi technikak
kozott, a DPJ és t-ITP koriilményei bizonyos esetekben nagyon hasonldak
[33], igy valoszinisithetd, hogy mindkét mechanizmus lejatszodik. Ezenkiviil
lehetdség van tobb technikat is alkalmazni egyszerre, mellyel még erdteljesebb
dusitdas érheté el. Az 1un. elektrokinetikus taltoltés (electrokinetic

supercharging — EKS) soran a FASI és t-1TP modszereket kombinaljak [47].

3.2 Enzimek immobilizalasa

A fehérjék oldatfazisban torténd enzimes emésztése altaldban egy
hosszadalmas folyamat (2-24 h), ugyanis az enzimet - autolizisre valé hajlama
miatt - csak kis koncentracioban érdemes alkalmazni. Ha azonban az
enzimeket egy szilard hordozohoz rogzitjiik, mozgéasuk korlatozott, igy
nagyobb koncentracidban hasznalhatoak jelentds onemésztés nélkiil, aminek
koszonhetden nagysagrendekkel gyorsabban végbemehetnek a reakciok. Az
ilyen, enzimet rogzitett formdban tartalmazd rendszereket immobilizalt
enzimreaktoroknak (IMER) nevezziik. Az immobilizalas koltséghatékonyabb
enzimfelhaszndldst tesz lehetévé, mivel az enzim a reakcié utdn konnyen
visszanyerhetd ¢és tobbszor is Ujrahaszndlhatd. Tovabbi elény, hogy az
immobilizalt formaban 1évé enzimek kevésbé érzékenyek denaturaldszerekre
és magasabb homérsékletre [48]. Ugyelni kell azonban arra, hogy az

immobilizalas soran olyan reakciokdriilményeket alkalmazzunk, melyek
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biztositjak, hogy a rogzitett enzim nem szenved konformaciovaltozast és aktiv
centruma hozzaférhetd marad a szubsztrat szamara.

Tobb stratégiat kidolgoztak mar enzimek immobilizalasara, melyek a
fent emlitett alapvetd kdvetelményeket tobbnyire kielégitik. Ezen modszerek
nagy valtozatossagot mutatnak, mind az immobilizalasi reakcio tipusa, mint az
enzimet hordozd kdzeg szempontjabol. A valasztott stratégia jelentdsen fligg
az immobilizalandd enzimtdl és a tervezett alkalmazasi teriilettdl. Kiilonb6zo
enzimek immobilizalasarol szamoltak mar be (pl.: pepszin [49, 50],
kimotripszin [51, 52], neuraminidaz [53], gliikdz-oxidaz [54, 55], acetilkolin-
észteraz [56, 57], PNGase F [58, 59], lipaz [60, 61], torma-peroxidaz [62, 63],
ureaz [64]), de a kovetkezokben az altalunk is hasznalt tripszint tartalmazo

IMER-ek bemutatasara fokuszalok.

3.2.1 Immobilizalasi stratégiak

Az alkalmazott immobilizalasi reakcid nagyban befolyéasolja az IMER
¢lettartamat, Ujrahasznalhatdsagat és teljesitményét. A fobb stratégiakat a 2.
abra szemlélteti: adszorpcid, kovalens kotés, bioaffinitas-kdlcsonhatas,
enzimek csapdazasa és keresztkotott enzimkristalyok kialakitasa [65].

Legegyszeriibben adszorpcid utjan lehet immobilizalni az enzimeket.
Tipikusan olyan esetekben folyamodnak adszorpcidohoz, mikor a hordozo-
feliilet nem tartalmaz reaktiv csoportot, vagy nagyon koriilményes annak
kialakitdsa. Az enzim ¢és a feliilet kozott hidrogénkdtés, elektrosztatikus vagy
hidroféb kolesonhatas alakul ki. Mivel az enzim kémiailag nem moddosul az
immobilizacié soran, elvileg nem kell szamolnunk jelentds konformacio-
valtozassal [66]. Ugyanakkor, az adszorbealt enzim hamar elvesztheti
aktivitasat. Kutatocsoportunkban megfigyelték, hogy egy polidimetilsziloxan
(PDMS) mikrocsip feliiletén rogzitett tripszin ~ 2 6rdig marad aktiv. Id6vel
egyre tobb hidrofob oldallanc keriil kapcsolatban a PDMS hidrofob feliiletével,
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aminek kovetkeztében az enzim ,,szétteriil”, és elveszti aktivitasat [67, 68].
Tovabbi hatrany, hogy az enzim viszonylag gyenge kotderdkkel valo rogzitése
az enzim mobilizalodasat eredményezheti. Adszorpcid esetében azonban
konnyen regenerahat6 az immobilizalt réteg, amely valamelyest enyhiti az
instabilitasi problémat.
Elektrosztatikus kolcsonhatas is alkalmas enzimek immobilizalasara, ami
ugyan altalanossagban erésebb kotést eredményez, mint a hidrofob-hidrofob
kolcsonhatds, azonban sokkal érzékenyebb a pH vagy ionerdsség
megvaltozasara [66]. Tripszint rogzitettek elektrosztatikus kolcsonhatassal
grafén-oxid nanoréteggel modositott mikrorészecskékre [69, 70].
Elektrosztatikus kolcsonhatassal tobbrétegli polielektrolit-rendszerekbe is
lehet enzimet immobilizalni, mely aktivitds szempontjabol kedvezd lehet,
ugyanis az enzim meg tudja Orizni nativ formajat ilyen kozegekben.
Tobbrétegli halozatot ki lehet alakitani kitozan (CS) és hialuronsav (HA)
egymasra rétegezésével [71] (layer-by-layer — LBL). A tobbrétegli CS-HA
rendszer nagyobb feliiletet biztositott az enzim szamara, ami hatékonyabb
emésztéseket tett lehetévé a nagyobb enzimkoncentracionak kdszonhetden.
Stabilabb enzimréteg alakithatd ki kovalens rogzitéssel. Jellemzden
karboxil-, amino- vagy tiolcsoportok részvételével valosul meg a kovalens
kotés a feliileten talalhatod reaktiv csoport és az enzim funkcids csoportja(i)
kozott. A kovalensen rogzitett enzimet tartalmazéo IMER-ek élettartama
altalaban hosszabb (akar tobb honap), mint az adszorpcios technikat
kihasznald6 IMER-eké, viszont eléallitasuk bonyolultabb, tobblépcsds
folyamat, olykor jelentds koltségigénnyel. Annak érdekében, hogy az aktiv
centrumban talalhat6 funkcios csoportok ne vegyenek részt az immobilizacios
reakcidban, gyakran egy kompetitiv inhibitort is adnak a reakcidelegyhez (pl.:

tripszin esetében benzamidint [72]).
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A leggyakoribb kapcsolasi reakciok kozé a glutaraldehides [73, 74], a
karbodiimides [72, 75, 76], az azlakton-kémiat [77, 78], ill. a tiol-én Kklikk
reakciot [79, 80, 81] kihasznaldé moédszerek tartoznak. A glutaraldehides
modszernél aldehidcsoportokat visziink fel a hordozo feliiletére, amihez az
enzimek a primer aminocsoportjaikon keresztiil kapcsolodnak. A keletkezett
Schiff-bazist redukalva stabil, szekunder amin képzddik. Karbodiimides
aktivalas esetében végeredményben egy karboxil- és egy aminocsoport kzott
jon létre egy amidkotés. Az eddig emlitett stratégidknal sziikség volt a
feliilet/enzim aktivalasara egy tobblépéses folyamatban, azonban bizonyos
hordozok esetében lehetdség van kdzvetlen immobilizalasra is. Amennyiben a
hordoz6 azlakton csoportokkal rendelkezik, azok egy gytirtinyilasi reakcioban
reagalnak a fehérjék amino- vagy tiolcsoportjaival. Hasonloan, az enzimek a
tiolcsoportjaikon keresztiil kapcsolodni tudnak feliileti kettds kotést tartalmazo
csoportokhoz, mely egy tioéter kotést eredményez. Manapsag egyre
elterjedtebbek az ilyen tiol-én klikk reakcion alapuld stratégiak, hiszen nagy
hatasfokkal, gyorsan és melléktermék képzddése nélkiil mennek végbe.
Rendkiviil stabil és orientalt kapcsolast tesz lehetévé a bioaffinitason
alapuld immobilizalas, ahol az affinitds-parok (pl.: antiest-antigén, biotin-
avidin [82]) kozotti specifikus kolcsonhatast lehet kihasznalni. Ilyenkor
szarmazékképzéssel a par egyik tagjat a feliilethez, a masikat az enzimhez
kapcsoljak. Az un. DNS-vezérelt immobilizalas soran (DNA-directed
immobilization — DDI) a hordozét egyszali DNS-el funkcionalizaljak, az
enzimet pedig a komplementer DNS-szallal [83]. Az egyediili hatranya ezen
modszereknek az, hogy a szdrmazékképzo reagensek meglehetdsen dragak.
Az enzimek csapdazasa vagy kapszulazasa is egy kiméletes technika,
ugyanis az adszorpcidhoz hasonléan, ezekben az esetekben sem torténik

kémiai reakcié az immobilizaci6 soran. Egy oldhatatlan matrixba (pl.: szilika
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[84], titania [85]) vagy féligateresztd membranon beliili térrészbe agyazzak
ilyenkor az enzimeket.

Kimagaslé enzimaktivitas érhet6 el enzimkristdlyok vagy
enzimaggregatumok kialakitasaval [86, 87]. Ebben az esetben az
enzimmolekulakat 6sszekapcsoljak egy keresztkotd reagens alkalmazasaval

(pl.: glutaraldehid), igy nincs sziikség hordoz6 kdzegre.
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2. abra: Enzimek immobilizalasanak f6 tipusai:adszorpcio (a) kozvetleniil a feliileten
vagy (b) tavtarto molekulan keresztiil; kovalens kétés (c) kozvetlen, (d) kismeretii-,
ill. (€) nagyméretii tavtarton keresztiil; (f) bioaffinitds kélcsonhatas; oldhatatlan
matrixba valo (g) csapdazas vagy (h) kapszulazas, (i) enzimkristalyok vagy ()
enzimaggregatumok kialakitasa keresztkotéssel [65].

3.2.2 Hordoz6 kozegek

Az immobilizalashoz hasznalt reakcion kiviil, az IMER-ek aktivitasat
¢és hatékonysagat a hordozé kozeg (és foleg annak fajlagos feliilete) is be-
folyasolja. A cél altalanossadgban az, hogy az oldatban 1év6 szubsztrat minél
tobb aktivitdst mutatdé immobilizalt tripszinmolekuldhoz eljusson. Leg-
gyakrabban kozvetleniil a csatorna falara (3.a abra), részecskékre (3.b abra)
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vagy monolitra (3.c 4bra) torténik az enzimek rogzitése, de eléfordulnak
papiralapi IMER-ek is [88], azonban azok proteomika alkalmazasa nem

jellemzo.
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3. abra: u-IMER-ek hordozo kézeg szerinti csoportositasa: (a) csatorna falan
rogzitett enzim, (b) téltetes reaktor, mely enzimmel boritott részecskéket tartalmaz és
(c) monolit-alapu reaktor [3*].

*-gal jeldlt hivatkozasok sajat publikacidkra mutatnak

A harom f6 modszer kozil az enzimek csatornafalon valod
immobilizalasa a legegyszeriibben és leggyorsabban megvalosithat, viszont a
feliilet/térfogat aranya (S/V), és ebbdl kovetkezéen az immobilizalt enzim
mennyisége is elmarad a masik két tipuséhoz képest. A csatornafalon torténd
immobilizalas a diffuzios uthossz szempontjabol sem a legkedvezobb, hiszen
a szubsztratnak ebben az esetben kell a leghosszabb utat megtennie, hogy a
felilleten  rogzitett  enzimmolekulakkal  talalkozzon. A  p-IMER
hatékonysaganak fokozéasa érdekében érdemes ndvelni a kontaktiddt, amit
legkdnnyebben a reaktor hosszanak novelésével vagy kisebb aramlasi sebesség
alkalmazaséaval lehet elérni. Ezenkiviil, kereskedelmi forgalomban elérhetéek
tobbcsatornas kapillarisok (multi-lumen capillary — MLC), melyek kiilsé
atmér6je 0sszemérhetd a hagyomanyos kvarckapillarisokéval, am 126 kisebb

csatorna foglal helyet benniik (id < 10 um) [88, 89]. Az ilyen kis atmérdji
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csatornakban a S/V arany természetesen joval kedvezobb. Az irodalomban
szamos példa talalhato olyan csatorndkra is, melyek bels¢ feliiletét pordzus
réteggel [73, 89] vagy nano-strukturakkal (pl.: arany nanorészecskékkel [90,
91]) moédositottak ugyancsak a fajlagos feliilet novelése érdekében. Az ilyen
tipusi reaktor elénye egyrészt az egyszerisége, masrészt az, hogy a
rendszerben elhanyagolhatd a nyomasesés (toltetes reaktorokhoz képest),
hiszen a csatorna teljes keresztmetszetében nyitott (open tubular — OT).
Lényegesen nagyobb az S/V arany toltetes reaktorok esetében, ahol
gyakran a kromatografiaban is hasznalatos részecskéket alkalmazzak. E16szor
altalaban az enzimet immobilizaljak a részecskékre, és ezt kovetden torténik a
részecskék csatorndba/kapillarisba  helyezése. Sokféle részecske all
rendelkezésre méretiiket (mikro/nano), ill. porozitasukat tekintve. A porusok
kiemelkedé fajlagos feliiletet kolcsondznek a reaktornak, ugyanakkor,
jelentésen csokkentik az anyagtranszport sebességét [92], igy az elméletileg
vart IMER-hatékonysag nem mindig érheté el. Fontos tehat a kivant
alkalmazéasnak megfeleld méretli és porozitast részecskét alkalmazni. A toltet
anyagat tekintve is nagy a valtozatossag, legjellemzObbek a szilika- [75],
celluloz- [93], polisztirol-divinilbenzol- (PSDVB) [94] és akrilat-alapt [69]
részecskék. Ahogyan a HPLC kolonnak készitésénél, ugy az IMER-ek
esetében is kritikus az egyenletes toltetagy reprodukalhatdé modon torténd
kialakitasa. A részecskék visszatartasat frittekkel [93] vagy mikrocsipek
esetében csatornasziikiiletekkel [75] lehet elérni. Szdmos eldnye van a
magneses mikrogdmbdcskék alkalmazasanak [76]. A részecskék csatornaba
helyezését/visszatartasat s eltavolitasat egy magnes alkalmazéasaval konnyen
el lehet végezni, mely egyrészt leegyszeriisiti a toltet kialakitdsdnak
folyamatat, masrészt lehetdové teszi a részecskék regeneraldsat és ujboli

felhasznalasat.
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A monolit egy olyan egy darabbdl 4llo ,toltet”, melyben az
atjarhatosagot a mezo- és makropdrusok dsszenyilasabol kialakult csatornak
biztositjak. A monolitok nagy fajlagos feliilettel, ill. gyors anyagatadasi
tényez6vel rendelkezé anyagok, igy otvozik a toltetes és az OT reaktorok
kedvez0 tulajdonséagait. Kialakithatoak szervetlen vagy szerves anyagokbol,
ill. hibrid médon is, melyek koziil a szerves polimer-alapti monolitok a
legelterjedtebbek, foleg a pH thrésiik és egyszerti elkészithetdségiiknek
koszonhetben. Metakrilat monomerekbdl felépiildé monolitokat gyakran
hasznalnak proteolitikus IMER-ként [79-81, 95]. Megfelel6 funkcids
csoporttal ellatott monomerek segitségével egyszeriien hangolhatdé a monolit

hidrofil/hidrofob jellege [95] vagy feliileti funkcionalitasa [78].

3.3 Mikrofluidikai enzimreaktorok

A mikrofluidika rendszerek olyan eszkozok Osszessége melyek
lehetove teszik a rendkiviil kis térfogatokkal (igy a nano- és akar pikoliter
térfogatu mintakkal) valé munkat. Méretiikb6l kovetkez6en, a mikrofluidikai
rendszerek nagy fajlagos feliilettel rendelkeznek, igy enzimreaktorok
kialakitasahoz kedvezd kozeget biztositanak. Alapvetden kétféle elrendezés
lehetséges: kapillarisba vagy mikrofluidikai csipbe integralt IMER.
Mikrocsipek esetében lehetdség van szabadon megtervezni a csatornarendszer
elrendezését, a kapillarisok geometriagja viszont adott. Léteznek egyéb
egyszeri platformok is (pl.: monolit-IMER pipettahegyben [96],
membrantartoba elhelyezett membran-IMER [97]), azonban ezek targyalasara

nem térek ki.

3.3.1 Mikrocsipben kialakitott enzimreaktorok

A mikrofluidikai csipek tipikusan néhany cm? alapteriiletii eszkozok,

melyekben a folyadékok 4ramoltatasa egy elére megtervezett

26



csatornarendszerben torténik. Eleinte az tivegbdl és kvarcbol késziilt eszk6zok
dominaltak, melyek el6allitasahoz fotolitografiat és maratasos technikakat
alkalmaztak, azonban ezen eljarasok kevésbé terjedtek el az akadémiai
szfériaban a sziikséges infrastruktralis hattér magas koltségigénye miatt.
Ennek ellenére taldlhatd példa az irodalomban ilyen eszk6zok proteomikai
alkalmazasara [98]. Yamamoto €s mtsai. elektronsugaras litografia és maratas
kombinalasaval allitottak el6 egy olyan csipet, melyben a csatornak szélessége
18 um [74]. Ilyen szintii miniatlirizalast altalaban csak komoly, draga
miszerezettséggel lehet elérni. Manapsag megfigyelhetd polimer-alapt
mikrocsipek térnyerése. Ezen csipek elkészitésé¢hez hasznalatos mikrogyartasi
eljarasok jelentdsen olcsobbak, ill. lehetéség van sorozatgyartdsra. A
legelterjedtebben alkalmazott polimerek kozé tartozik a polietilén-tereftalat
(PET) [71, 84, 99], poli(metil-metakrilat) (PMMA) [100-102], polisztirol
[103] és a polidimetilsziloxan (PDMS) [67, 85, 104-107]. A PDMS szamtalan
elényos tulajdonsaggal rendelkezik: atlatszo, olcso, biokompatibilis, rugalmas
¢és konnyen megmunkalhato. A PDMS alkalmazasahoz azonban nehézségek is
tarsulhatnak, ugyanis kivald adszorbens jellege miatt a makromolekulak
adszorbeédlodnak a feliileten, ami gyakran problémakat vet fel. Tovabba, a
kismolekuldk képesek bediffunddlni az anyag belsejébe, ebbdl fakaddan
bizonyos szerves olddszerek duzzasztjak, ami csatornageometria sériiléséhez
vezethet. Sokszor a PDMS mechanikai stabilitasa sem megfeleld, 2 bar feletti
nyomas alkalmazasa esetében a csatorndk deformélddhatnak vagy akar fel is
szakadhatnak. Az emlitett korlatok miatt egyre gyakrabban alkalmaznak tiol-
én mikrocsipeket proteomikai célokra [50, 91], melyek oldoszerekkel és a
nagyobb nyomassal szemben ellenallobbak. Tiol-én csipeket tiol- és allil-
funkcids csoportokat tartalmazd monomerek elegyének UV-kezelés hatasara
beinduld polimerizaciojaval lehet késziteni [108]. Amennyiben a kiindulasi

monomereket a sztochiometrikustdl eltérd ardnyban alkalmazzak, az
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elkészitett mikrocsip feliilete folos tiol- vagy allil-csoportokat tartalmaz,
melyek felhasznalhatéak enzimek immobilizalasara [91].

Mikroreaktorok analitikai platformokkal (HPLC-MS vagy CE-MS)
vald on-line kapcsoldsa altalanossagban nagy kihivas, hiszen olyan
koriilményeket kell alkalmazni, melyek az emésztés, analizis és detektalas
szempontjabol is kielégitoek, ill. biztositani kell az egyes egységek kozotti
megfeleld csatlakozast is. Jonsson és mtsai. fejlesztettek ki egy on-line
rendszert, ahol a tiol-én mikrocsipet egy LC-MS rendszerhez kapcsoltak [50].
A tiol-én mikrocsipek nyomasallosaga ~ 34 bar, ami jelentdsen nagyobb, mint
PDMS mikrocsipeké.

3.3.2 Kapillarisbeli rendszerek

Az IMER-ek kapillarisokba valo integralasa egy viszonylag gyors és
egyszerii folyamat, hiszen a mikrocsatorna kialakitasara nincs kiilon sziikség.
A mikrocsipekben raadasul csak draga eljarasok alkalmazasaval (pl.:
elekronsugaras litografia) lehet elémi egészen szlk (<20 um)
csatornadimenziokat, mig a hasonld bels6 atmérével rendelkezd
kvarckapillarisok viszonylag olcson beszerezhetdek. A csatorna szélessége
leginkabb olyan esetekben kritikus, amikor a reaktor OT elrendezésii (csak a
csatorna falan taldlhatdé az immobilizalt enzim), hiszen a difftiziés uthossz
ennél a reaktortipusnal a legnagyobb. Foret és mtsai. 10 um belsé atmérdéji
kapillarist hasznaltak az S/V arany novelése és a diffuzios uthossz csokkentése
érdekében [109]. Ugyanebbdl a célbol gyakran alkalmaznak monolit-alapt p-
IMER-t kapillarisokban, melyek koziil manapsag a legelterjedtebbek a tiol-én
Klikk-reakciot kihasznalo eljarasok [79] az el6z6ekben részletezett eldnyoknek
kdszonhetden.

Kapillaris-IMER eszkozok analitikai rendszerrel (HPLC-MS [69, 70,
73, 89], CE-MS [93]) valé on-line kapcsolasara tobb példa talalhato az
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irodalomban. HPLC esetében a u-IMER egységet altalaban az analitikai oszlop
elé helyezik, de kidolgoztak mar egy olyan 4D rendszert is, ahol az emésztést
két elvalasztechnikai 1épés kozé integraltak [110]. Egy masik elegans
modszernél a p-IMER egy mintahurokban foglal helyet [78]. CE technika
alkalmazasa esetén lehetdség van az p-IMER részt az elvalasztas ,,utvonalaba”
helyezni, igy az emésztés és az elvalasztas tulajdonképpen ugyanazon
kapillarisban valosul meg [93]. A 4. abran lathatéak az online u-IMER

konfiguraciok legelterjedtebb megvalésitasi formai.

3 pump IMER valve  LCcolumn  UV/MS
IMER
b, “ :
pump valve LC column UV/MS
c, CE capillary CE capillary

o UV detection
IMER1 IMER I%ESI sprayer

MS detection

4. abra: On-line u-IMER rendszerek (a,b) HPLC és (c¢) CE alkalmazasa esetén [3*].

3.3.3 Enzimreaktorok analitikai alkalmazasai

Az eddigiekben proteomikai alkalmazasokra kifejlesztett p-IMER
rendszereket mutattam be, melyek nagy fajlagos feliiletiiknek kdszonhetéen
nagysagrendekkel felgyorsitjak a BUP megkozelitésben haszndlatos enzimes
emésztési 1épést. On-line integralasuk lehetové teszi a munkafolyamat auto-
matizalasat. Yuan és mtsai. egy olyan on-line IMER-nanoLC-MS rendszert
alakitottak ki, amelyben az emésztés és izotopjelolés egyszerre valosul meg.
Ezzel amodszerrel E. coli fehérjekivonat mennyiségi meghatarozasat végezték

el [69]. Comamala és kutatocsoportja egy mAb epitdp térképezését végezték
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el hidrogén/deutérium csere tomegspektrometriaval (HDX-MS) [111]. A ki-
alakitott on-line platform integralja a fehérjék deglikozilezését, diszulfid-hidak
redukalasat és pepszines emésztését végzd modulokat. Az enzimes emészté-
sekhez tiol-én mikrocsipeket hasznaltak.

Proteolitikus enzimeken tilmenden mas enzimek is alkalmasak IMER-
ben val6 alkalmazéasokhoz. Kiilonboz6 glikoproteinek glikomikai vizsgalatat
végezték el monolit-alapu hordozéra immobilizalt PNGase F enzim hasznala-
taval [112, 113]. Az enzim az aszparagin és cukorrész kozotti amidkotést ha-
sitja, a felszabaditott N-glikanokat 1ézer-indukalt fluoreszcens (LIF) detekta-
last alkalmazo CE technikaval, ill. MS modszerrel vizsgaltak. Lipaz enzimet
tartalmaz6 IMER segitsével tanulmanyoztak polimer nanorészecskéket, ill.
azok degradacios termékeit [114]. A reaktort egy cikloolefin kopolimer (COC)
mikrocsipben alakitottdk ki, ahol az enzimet kovalensen rogzitették a
mikrocsatornaban talalhaté monolithoz. A mikrocsipet mikromaratasi techno-
logiaval [115] készitették el. A 24 ora hosszl, hagyomanyos modszerrel tor-
ténd enzimes bontas idOtartamat 2 percre sikeriilt csokkenteni az IMER alkal-
mazasaval. Liang és mtsai. novényvéddszerek detektalasara fejlesztettek ki
egy toltetes PDMS mikrocsipet [116]. Acetilkolin-észteraz enzimet
immobilizaltak grafén-oxid/magnetit nanokompozitokra. A hordozé kozeget
egy kiilsé magnes hasznalataval pozicionaltdk a PDMS csatornéba.

IMER eszkozoket gydgyaszati jelentdséggel bird kutatasokban is hasz-
nalnak. Online IMER-CE rendszert dolgoztak ki neuraminidaz gatloszerek fel-
fedezésére (a neuraminidaz inhibitoroknak az influenza virus kezelésében van
szerepiik) [53]. Katepszin D enzimet tartalmazo mikroreaktort hasonloképpen
hasznaltak inhibitor-vizsgalatra [117]. Az uj, specifikus gatloszerek keresése
amiatt fontos, mert a katepszin D talzott aktivitasa tumorok kialakulasahoz ve-

zet [118]. Quiao és kutatocsoporja L-aszparaginaz kinetikai vizsgalatat végez-
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ték el, annak érdekében, hogy az enzim akut limfoid leukémia kezelésénél fel-
1épé mellékhatdsait vizsgaljadk. Az enzimet arany nanorészecskékkel
funkcionalizalt kapillarisba immobilizaltak [119].

Az orvostudomanyban fontos teriilet a kiilonb6zo6 testfolyadékokban
jelenlevo komponensek mennyiségének monitorozasa. Gliikk6z-oxidaz enzimet
immobilizaltak magneses nanorészecskékre és az igy kialakitott IMER-t glii-
kéz mennyiségi meghatarozasara hasznaltak vérmintakban [120]. Boehm és
mtsai. laktéz meghatarozésara fejlesztettek ki egy olyan toltetes mikrocsipet,
melyben harom kiilonb6z6 enzimet (p-galaktozidaz, glikkdz-oxidaz, torma-
peroxidaz) immobilizaltak. Az enzimeket bioaffinitds kolcsonhatassal rogzi-

tették polisztirol mikrogdmbocskékre [121].

Célkittizések:

e PDMS mikrocsipben kialakitott enzimreaktor fajlagos feliiletének nove-
lése

e PDMS mikrocsipben kialakitott enzimreaktor csatorna-geometridjanak
modositasa az emésztési hatékonysag fokozasa érdekében

e Egy in-line u-IMER-CE-MS rendszer kifejlesztése, mellyel a mintak
emésztése €s analizise automatizalt médon megy végbe

e On-line minta-stacking jelenséget kihasznalo CE-MS moédszer kidolgo-

zéasa, mellyel ndvelhetd a beazonositott peptidek/fehérjék szama.
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4. Anyagok és modszerek

4.1 Felhasznalt vegyszerek

Munkdm sordn analitikai tisztasdgu vegyszereket haszndltam. A
fehérjemintak elokészitéséhez az alabbi anyagokbol készitettem torzsoldatot
kétszeresen ioncserélt vizzel (Elix-3, Millipore, Darmstadt, Németorszag):
karbamid, NH4sHCO3, ditiotreitol (DTT), jodacetamid (IAM) és hangyasav,
melyek mindegyike Sigma termék (St. Louis, MO, USA). Fehérjebontod
enzimként sertés eredetll tripszint hasznaltam (Type IX-S, liofilizalt, Sigma).
Kisérleteimben a kovetkezd mintdkat emésztettem: human szérum albumin
(HSA) (Sigma), kigyoméreg (Vipera ammodytes ammodytes, Cetox Kft. altal)
¢és emberi konny-, valamint nyalminta (6nkéntes irasos beleegyezésével).

Mikrofluidikai csipek elkészitéséhez negativ fotorezisztre (SU-8 2025,
Microchem, Newton, MA, USA), 1-metoXi-2-propanol acetatra (Microresist
Technology, Berlin, Németorszag), PDMS elasztomerre és térhalositd
adalékra volt sziikség (Sylgard 184, Dow Corning, Midland, MI, USA).

Az emésztmények somentesitését 10 pl-es C18 ZipTip (Merck
Millipore Ltd., Tullagreen, frorszag) pipettahegyek alkalmazasaval végeztem
el a gyarto leirasanak megfelelden.

A CZE méréseknél hasznalt izopropil-alkohol (IPA), metanol (MeOH),
acetonitril (ACN), NaH2PO4 és NaHPO4 mind VWR termék (Radnor, PA,
USA), a HCI oldat Sigma termék volt.

4.2 Mikrofluidikai csipek eléallitasa

A mikrocsipeket a lagy litografias modszernek megfeleléen
készitettem el [122]. Az ehhez sziikséges litografias maszk 1étrehozasahoz
elészor AutoCAD szoftverrel (v.2013, Autodesk, San Rafael, CA, USA)
megterveztem a csatornamintazatokat, majd ezeket egy atlatszo foliara

nyomtattuk ki egy nagy felbontasu (6000 dpi) nyomtato segitségével (Képpont
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Kft.,, Debrecen). Egy vékony szilicium lapkara ~ 0,5 g negativ tipust
fényérzékeny anyagot (SU-8) ontottem. A kellden vékony (~ 25 pm),
egyenletes rétegvastagsag elérése érdekében a fotorezisztet egy spincoater
segitségével (3200 rpm, 30 s) oszlattam el a Si-lapkan. A kialakitott réteg
stabilizaldsédhoz és a felesleges oldoszer eltavolitasahoz a Si-lapkat kemencébe
helyeztem (95 °C, 15 perc). Az eldmelegitett, majd lehtilt lapkat ezt kovetden
UV fénnyel (A=365 nm, Spectroline FC-100/F Iladmpa, Spectronics
Corporation, Westbury, NY, USA) sugaroztam be a litografids maszkon
keresztiil. A fényérzékeny rétegben térhalosodas kovetkezett be az UV fény
hatasara. A térhalosodas teljessé tétele érdekében besugarzas utan a Si lapkat
ismét kemencébe helyeztem (95 °C, 5 perc). A lapka feliiletét ezutan
eléhivoszerrel (1-metoxi-2-propanol-acetat) 6blogettem. Az olddszer a nem
besugarzott részeket leoldotta, igy lathatova valt a tervezett csatornamintazat.
Az elkészitett ontéformat atoblitettem metanollal, majd kemencébe raktam (95
°C, 1 ¢6ra).

Mikrofluidikai csipek készitéséhez PDMS és térhalosito adalék
keverékét (PDMS:térhalosité = 10:1) ontéttem az Ontéformara, 20 percig
hagytam 4llni szobahOmérsékleten, majd vakuumba helyeztem annak
érdekében, hogy az ontéforma szlik mélyedéseiben ragadt l1égbuborékokat
eltavolitsam, igy biztositva a PDMS jobb illeszkedését. A polimer 1 ora alatt
megszilardult a kemencében (60°C). Ezt kovetéen a polimert lehuztam az
ontéformarol, formara vagtam, majd egy kézi lyukasztoval kialakitottam a
folyadékcsovek csatlakozasahoz sziikséges portokat (4tmérd: ~300 pm). A
csatornat tartalmaz6 PDMS lapkat egy masik PDMS lapkahoz rogzitettem
oxigén plazmas kezelés utan. A két lapkat plazmézo berendezésben (PDC-32G,
Harrick, Ithaca, NY, USA) tartottam 2 percig, melynek hatasara a feliileteken
reaktiv gyokok keletkeztek. Amennyiben révid id6n beliil érintkezésbe hoztuk

egymassal a két feliiletet, irreverzibilis kotés alakult ki a két PDMS lapka
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kozott. A mikrocsipet végiil kemencébe helyeztem (180 °C, 10 perc) a kotés

stabilizalasa érdekében.

Fényérzékeny réteg PDMS
2 Si-lapka d. Si-lapka
UV fény
Maszk PDMS
b, Si-lapka €
& Si-lapka f, DS

5. abra: PDMS mikrocsipek elkészitésének fobb lépései: (a) egyenletes vastagsagii
fényerzékeny réteg kialakitasa a Si-hordozon, (b) litografias maszkon keresztiil
totené UV-besugarzas, (c) a nem expondlt részek eltavolitasa, (d) PDMS prepolimer
ontoformara ontése, (e) megszilardult PDMS eltavolitva a Si-hordozorol és (f) a
Mintdzatot tartalmazé PDMS lapka hozzdillesztése egy masik PDMS lapkdhoz.

4.3 Immobilizalt mikrofluidikai enzimreaktorok kialakitasa

Két tipusu enzimreaktort hasznaltam munkdm soran: mikrocsip- és ka-
pillaris-IMER. Mindkét esetben adszorpcioval rogzitettem a tripszint.
Mikrofluidikai csipben val6 immobilizalashoz frissen készitett tripszinoldatot
(20 mg/ml) aramoltattam keresztiil a csatornan egy perisztaltikus pumpa (IPC,
Ismatec, Cole-Palmer, IL, USA) segitségével (2 ul/perc, 10 perc). A foly-
adékcsatlakozas megteremtéséhez egy pumpacsovet (belsé atmérd: 0,19 mm,
Tygon, Cole-Palmer, IL, USA) csatlakoztattam a csatorna bemeneti portjahoz.
A nem adszorbealddott tripszint 25 mM NH4HCOs - oldattal (pH = 8,0) mo-
stam ki a csatornabdl (2 pl/perc, 10 perc). Tobbféle csatornamintazattal dol-
goztam, melyek geometridjukban és hosszukban is eltérnek, ebbdl fakadodan a
folyadék ataramoltatasahoz sziikséges id6 (kontaktidd) is valtozo. A fent em-

litett paraméterek egy olyan csatornara érvényesek, melyben a kontaktid6 ~ 50
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s. Ettdl rovidebb vagy hosszabb kontaktidok esetén aranyosan valtoztattuk az
NH4HCOs3 - oldattal torténd mosaskor alkalmazott aramlasi sebességet annak
érdekében, hogy a nem megkotddott tripszint alaposan kimossuk.

A kapillaris-IMER kialakitasat magaban a CE késziilékben végeztiik el
programozott médon, az 1. tdblazatban foglalt paramétereknek megfeleléen. A
cél az volt, hogy a kapillaris kezdeti ~ 1-2 cm hosszu szakasza tartalmazza az
immobilizalt tripszint. A tdblazatban feltiintetett nyomas x 1d6 értékeket a Ha-
gen—Poiseuille egyenlet segitségével szamitottuk ki. CE-UV méréseknél 34
cm-es kapillarisokat hasznaltunk, a kialakitott tripszinréteg 1,04 cm hosszu;
CE-MS elemzések esetén 90 cm hosszu kvarckapillarisokat alkalmaztunk, a
tripszinezett szakasz 1,95 cm volt. Tripszinezés el6tt a kapillarisokat BGE
oldattal (40 mM NHsAc, pH = 8,0) atoblitettiink annak érdekében, hogy a
feliileten talalhato szilanolcsoportok deprotonalddjanak. A tripszinoldat bejut-
kapillaris faldhoz. A kapillaris elejérdl az oldatot az arra a kapillaris végre
kapcsolt ellentétes nyomassal tavolitottuk el. Ezt a haromlépéses folyamatot 3-
szor ismételtiik meg, végezetiil az outlet vég feldl 2 percig aramoltattunk BGE
oldatot azért, hogy a nem megkot6dott tripszinmolekulakat biztosan kimossuk

a kapillarisbol.

1. tablazat: Adott hosszusagu tripszinezett szakasz kialakitasahoz alkalmazott
injektdldsi paraméterek az in-line IMER-CE rendszernél

inlet outlet miivelet , CE-LV , CE-MS
id6 nyomas™ id6 nyomas™
mos6 BGE iires oOblités 1 perc 1 bar 3 perc 4 bar
tripszin mos6 BGE nyomas 8s 50 mbar 40 s 50 mbar
tripszin mos6 BGE  varakozas | 1 perc - 1 perc -
tripszin mos6 BGE nyomas 12s -50 mbar 60 s -50 mbar
iires mos6 BGE nyomas 2perc -50mbar | 2perc  -50 mbar
inlet BGE  outlet BGE oblités 1 perc 1 bar 1 perc 1 bar

*a kapillaris injektalasi (inlet) végén alkalmazott nyomas a 1égkori nyomashoz képest
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4.4 Fehérjék emésztése

Munkdm sordn kiilonb6z6 fehérjemintakkal dolgoztam: HSA,
kigyoméreg, emberi konny- és nyalmintak, melyek tripszines emésztéshez
val6 eldkészitése és oldatban emésztése az 2. tablazatban feltiintetett modon
tortént. A mintaelOkészités soran hasznalatos reagensek szerepét a 3.1.1
fejezetben mar targyaltam. A fehérjéket altalaban NH4HCOs-oldatban (25
mM, pH = 8,0) oldottam fel, majd 8 M karbamid-oldatot adtam hozzajuk és
hagytam allni dket szobahdémérsékleten 30 percet. DTT adagolasa utan 1 6raig
inkubaltam az elegyeket 37 °C-on, majd IAM hozzaadasat kovetden sotétbe
helyeztem a mintdkat 45 percre. Végezetil NH4sHCOz-oldattal higitottam,
majd tripszinoldatot pipettaztam az eldkészitett mintdkhoz. 16 6ran at torténd
inkubécio (37 °C) utan a mintdkat megsavanyitottam hangyasavval a reakcio
leallitasa érdekében. Az elokészitett, ill. oldatban emésztett mintakat
fagyasztoban taroltam (-20 °C) felhasznalasukig/elemzésig. Mikrocsipben
torténd emésztések esetében a mintakat minden esetben 0,65 pl/perc aramlési
sebességgel dramoltattam at a csatornakon perisztaltikus pumpa segitségével.
A kapillaris-IMER rendszer hasznélatat az 5.2 fejezetben részletezem.

A kigyoméreg mintat liofilizalt por formajaban kaptuk. A nem-
stimulalt konnymintak vételezése tivegkapillarissal (Paul Marienfeld GmbH &
Co. KG, Németorszag) tortént [123] a kiils6 szemzugbol. A koénnymintak
Osszfehérje-koncentracidja 6-11 mg/ml [124], igy ennek megfeleléen kellett
modositani a hozzaadott reagensek mennyiségét. A nyalmintakat egy 2 ml
térfogatua Eppendorf-csObe gylijtottem. A mintavételezés elott 2 oraval nem
tortént folyadék vagy taplalék fogyasztasa. A mintdkat centrifugéltam (2700 x

g, 20 perc), majd a feliiluszot liofilizaltam.
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2. tablazat: Fehérjemintak elokészitése és oldatban emésztése soran alkalmazott
reagensek/oldatok mennyisége

HSA kigyomé ko al
kiindulasi mintamennyiség 1gyomeres ontty fya

2mg 1mg 5ul 1mg

25 mM NH4HCO3 (pl) 100 6,66 - 6,66

karbamid 300 pl 20 ul 0,9mg 20 pl

0,1 M DTT (pl) 40 2,66 0,3 2,66

0,2 M TAM (pl) 40 2,66 0,3 2,66

25 mM NH4HCOg3 (ul) 2000 133 9,5 133

1 mg/ml tripszin (pul) 50 6,66 0,3 6,66
1 % hangyasav (ul) 280 19 1,7 19

4.5 Alkalmazott miiszerek, szoftverek
4.5.1 Szimulaciok

A folyadékok mikrocsatornaban valé aramlasat COMSOL Multiphys-
ics (Burlington, MA, USA) szoftverrel tanulmanyoztuk, melynek miikodése
végeselem analizisen (FEM) alapul. A szoftver 5.3-as verziojat hasznaltuk, a
kovetkezd beépitett modulokkal: laminaris aramlas és higitott anyagok szal-
litasa. Az dramlési sebességet 3 x 1073 m/s, a diffuzios egyiitthatot 6.1 x 1071t
m?/s értékre allitottuk. A csatorna kezdeti szakaszara bejuttatott fehérjeoldat
koncentracidja: 4.3 x 107> mol/l. A haléméretet a maximalis finomsagura 4l-

litottuk.

4.5.2 Szamitasokhoz hasznalt osszefiiggések

A pilléreket  tartalmazd  csatorndk  fajlagos  feliiletének
megallapitdsdhoz a csatorndk feliilet/térfogat ardnyat szamitottam ki. A pil-
lératmérd és pillérkozi tav fliggvényében eltérd szamu pillér helyezhetd el a
csatorndban (h = 25 pum; 1 = 5 mm; w = 375 um). A fajlagos feliilet
szamitasdhoz a csatornak feliiletét és térfogatat korrigaltam a pillérek feliile-

tével és térfogataval.
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A pilléreket nem tartalmazo6 csatorndk esetében a komponensek dif-
fzids idejét és a mintatérfogatok atdramoltatdsanak id6tartamat is vizsgaltuk.

A diffazids 1dOk szamitasat a kovetkezd 0sszefiiggés alapjan végeztiik el:

ahol tp: diffazioés id6 (s); x: diffuzids tavolsag (itt a csatornaszélesség fele) (m)
és D: difftizids egyiitthat6 (9,3 x 1071t m%/s).

A 10 pl mintatérfogat ataramoltatasahoz sziikséges id6 szamitasdhoz a
Hagen-Poiseuille egyenletet alkalmaztuk:

8X0 XL X
A= Q Iz

T X1t

ahol Ap: nyomdsesés (2 x 10° Pa); Q: térfogati aramlasi sebesség (5,52 x 107
13 m3/s); L: csatorna hossza (0,1 m); u: viz dinamikus viszkozitasa (8,9 x 10

Pa-s) és r: csatorna sugara (5 x 10°m).

4.5.3 Mikrocsipek mikroszképos felvétele
A mikrocsipeket egy CCD kameraval (AxioCam ICC3, Zeiss,

Oberkochen, Németorszag) felszerelt inverz mikroszkoppal vizsgaltam (Axio
Observer Al, Zeiss), a mikroszkopos képeket az Axio Vision 4.6.3 (Zeiss)

szoftverrel rogzitettem.

4.5.4 Kapillaris elektroforézis UV detektalassal

Az emésztmények CZE-UV elemzését egy Agilent 7100 tipusu CE
késziilékben hajtottam végre (Agilent, Waldbronn, Németorszag). Az
elektroferogramok rogzitése és feldolgozasa az OpenLAB CDS Chemstation
(Agilent) szoftverrel tortént. Az elvalasztdsokhoz poliimid kiilsé bevonattal
ellatott 80 cm hosszii buborékcellds kvarckapillarisokat (ID: 50 pm)

hasznaltam, melyeknek effektiv hossza (detektorablakig terjedé hossz, Lefr)
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71,5 cm (Agilent). A mintabevitel hidrodinamikus injektalassal (50 mbar, 2 s)
tortént, a kapillaris anodhoz kozeli végén (pozitiv  polaritas).
Hattérelektrolitént 1 M hangyasav (pH= 1,9) vagy 100 mM foszfat puffer (PB)
(pH= 2,2) szolgalt. Az alkalmazott fesziiltség jellemz6en +25-30 kV volt, a
kapillaristeret 25 °C-on termosztaltam. A detektalas hullamhosszat 200 nm-re
allitottam (4 nm savszélesség, referencia nélkiil, valaszidd: 0,3 s). A kapillarist
minden mérés eldtt a hattérelektrolittal (1 bar, 15 perc), mérések utan pedig 1
M NaOH-val (1 bar, 3 perc) és vizzel (1 bar, 3 perc) mostam a megfeleld

mérési reprodukalhatosag érdekében.

4.5.5 Kapillaris elektroforézissel kapcsolt tomegspektrometria

A CE-MS elemzésekhez Agilent 7100 tipusu CE késziilékhez kapcsolt
maXis Il qTOF-MS (Bruker) berendezést hasznaltam, melyek kozotti
kapcsolatot egy CE-ESI Sprayer (G1607B, Agilent) interfész biztositotta. A
segédfolyadékot egy 1260 Infinity II izokratikus pumpa (Agilent) szallitotta.
A CE késziilék és a pumpa vezérlése az OpenLAB CDS ChemStation szoftver-
rel tortént. Az MS késziilék vezérlését, az elektroferogramok; ill. a spektrumok
rozitését az otofControl 4.1 (build: 3.5, Bruker) program segitségével végez-
tem el. Az elvalasztasokhoz 90 cm hossza (ID: 50 pum) poliimid bevonath
kvarckapillarisokat hasznaltam (Polymicro, Phoenix, AZ, USA). Hidro-
dinamikus injektalassal (50 mbar, 120 s) juttattuk a mintat a kapillaris anodhoz
kozeli végébe. A kapillaristeret 25 °C-on termosztaltam, az alkalmazott
fesziiltség +25 kV, a hattérelektrolit 1 M hangyasav (pH=1,9) volt. Segédfo-
lyadékként (SL) izopropil-alkohol:viz = 1:1 + 0,1 % hangyasav osszetételii el-
egy szolgalt, az aramlasi sebesség 4 ul/perc volt. A kapillarist a mérések el6tt
a hattérelektrolittal kondicionaltam (4 bar, 5 perc), a mérések utan acetonitrillel
(4 bar, 1 perc), metanollal (3 bar, 2 perc), vizzel (3 bar, 2 perc) és hattérelektro-
littal (4 bar, 2 perc) mostam, végiil fesziiltséget alkalmaztam (15 kV, 20 s).
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Az MS késziilék bedllitasai: pozitiv ion mod; vizsgalt m/z tartomany:
50-2200; MS frekvencia 3 Hz; MS/MS frekvencia a prekurzorion in-
tenzitasatol fliggden 1-4 Hz. Termékionokat iitkdzés altal kivaltott disszocia-
cioval (CID) generaltam. MS/MS adatgytijtésnél aktiv kizarast alkalmaztam (1
spektrum utan az adott prekurzor nem keriil kivalasztasra fél percig, kivéve ha
az adott csucs intenzitasa 5x nagyobba nem valtozik); az egyszeres toltésii
ionokat kizartam a fragmentaciobol. Az ionforras bedllitasai: porlasztdogaz
nyomasa 0,5 bar (az injektalas alatt és a mérések els6 1 percében Ki volt
kapcsolva); szaritogaz homérséklete 180 °C; szaritdgaz aramlasi sebessége 4
I/perc; kapillaris fesziiltség 4500 V, end plate offset 500 V.

Az elemzések végén natrium-formiat kalibralot juttattam a kapillarisba,
mely lehet6vé tette minden mérési fajl m/z tartomanyanak bels6 kalibraciojat.
Az eredményeket a Compass DataAnalysis 4.4 (build: 200.55.2969, Bruker)
szoftver segitségével értékeltem ki. A fehérjék beazonositasahoz Byonic
keres6szoftvert hasznaltam (ver.: 3.9.6, Protein Metrics, Cupertino, CA, USA).
Ehhez el6szor a DataAnalysis programban csucslistat generaltam, amit MGF
fajlként exportaltam. A keresofeliileten a kovetkezd paramétereket allitottam
be: tripszines emésztés; maximalisan megengedett nem hasitott kotések: 1;
prekurzorionok esetén 15 ppm toleranciat, termékionok esetén: 30 ppm toler-
anciat engedélyeztem; fix modositas: Cys karbamidometilezés (ciszteinek
jodacetamid szarmazéka); lehetséges modosulas: deamidacio (Asn, Gln);

Swissprot adatbazis.
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5. Eredmények és értékelésiik

5.1 Enzimreaktor kialakitasa PDMS mikrofluidikai csipben

Kihasznalva a PDMS kivalo adszorptiv tulajdonsagat [68], a tripszint
spontan adszorpcioval immobilizaltam [67]. Ez a lehet6 legegyszeriibb IMER
tipus, ugyanis nem igényel szarmazékképzést, feliiletkezelést vagy
hosszadalmas inkubéciot az enzim immobilizalasdhoz, csupan érintkezésbe
kell hozni a PDMS feliiletét az enzimoldattal. Az enzimreaktor OT (open-
tubular) elrendezésébdl fakadoan korlatozottabb a rendelkezésre allo feliilet,
mint a masik két reaktortipus esetén (toltetes, ill. monolit), csak a
mikrocsatornak falan talalhato tripszin. Az enzim-szubsztrat kdlcsonhatasok
el6fordulasanak maximalizalasa érdekében gyakran a csatorna fajlagos
feliiletét tovabb novelik utdlagosan kialakitott porézus membran réteggel [89],
falhoz rogzitett nanostruktarakkal [91] vagy LBL adszorpcio esetén a rétegek
altal kiépitett polielektrolit-hal6zatokkal [71]. Ugyan figyelemre méltd
hatékonysag érhetd el ezekkel a rendszerekkel, egy tobblépéses folyamat
sziikséges a kialakitasukhoz.

Az enzimreaktor teljesitményét a csatorna geometridjanak
valtozatasaval is lehet hangolni. Tébbféle mintazatot terveztem, melyek nagy
valtozatossagot mutatnak, de alapvetden kétféle struktura volt a jellemzo:
szerpentines ill. pilléreket tartalmazo csatorndk (6. ébra), melyeknek célja
egyrészt az aramlasi dinamika befolyasoldsa, masrészt a fajlagos feliilet

novelése.

5.1.1 Fajlagos feliilet novelése

A fajlagos feliilet novelésének egyik mddja az, ha kiillonb6z6 geome-
triai struktarakat (pl.: pilléreket) integralunk a mikrofluidikai csatorndba. A
pillérszeri szerkezettel rendelkez0 mikrocsatorndk kialakitdsa nem egy tel-

jesen 1) koncepcid, ilyen mikrocsipeket mar alkalmaznak az
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elvalasztastechnika teriiletén. Az un. pPAC (Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, MA, USA) eszk6zok olyan kereskedelmi forgalomban 1évé mikrocsip-
LC rendszerek, melyekben a pilléreket egy Si-lapkan alakitottak ki litografia-
val és maratasos technikaval. A mikrocsipben 5 um atmérdji pilléreket
helyeztek el egymastol 2,5 um tavolsagra. PDMS csipben is alakitottak ki
hasab alaki struktarakat (9,8 um x 9,8 um, tavolsag 5 pm) tartalmazo
csatornat, melyet kapillaris elektrokromatografias (CEC) elemzésekhez
hasznaltak [125]. Elvalasztastechnikai alkalmazasokon kiviil, a pillérszerkezet
elonyos tulajdonsagat IMER rendszereknél is kihasznaltak mar. Egy olyan
kimotripszint-IMER-t tartalmazo6 pillérszerkezeti tiol-én mikrocsipet dolgoz-
tak ki, ahol a pillérek atméréje 50 um volt [91]. Ugyantgy 50 um atmérdji
pilléreket (ill. 50 um pillérkozi tavot) alakitottak ki PMMA mikrocsipekben,
melyet mikromaratas és forr6 dombornyomas technikakkal készitettek el
[126]. A pillérek fajlagos feliilet-ndveld hatasa kimutathato volt a fent emlitett
esetekben, és az is valoszinisithetd, hogy a miniatiirizalas fokozasa tovabb
novelhetné az IMER hatékonysagat.

Szamitasokat végeztiink arra vonatkozoan, hogy a csatornak fajlagos
feliilete és teljes feliilete hogyan alakul a pillératmérd és pillérkézi tav
modositasaval (6. abra). Egy olyan mintazatot vettem alapul, melynél a ma-
gassag % hosszusag x szélesség = 25 um x 5000 pm x 375 um. A pillérkozi
tav (D) és pillératmeérd (d) valtoztatdsaval eltérd szamu pillér helyezhetd el a
csatornaban. Lathat6, hogy amennyiben d vagy D nagyobb, mint 30 um, akkor
nincs jelentés kiilonbség a fajlagos feliiletben. A D értéket 30 pm aléd
csokkentve jelenik meg novekedés az S/V ardnyban, mely kisebb pillératmeé-
rék esetében jelentésebb: ha d = 100 um, akkor az S/V arany ~ 1,5-szer, mig
d =25 um esetében ~ 2,4-szer nagyobb, ha a pillérkozi tavot 30 pm-rél 5 pm-

re csokkentjiikk. Azonban, ha a pillératmeérdt tovabb csokkentjiik d = 10 um
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értékre, szamottevo kiilonbséget nem lehet tapasztalni ahhoz a rendszerhez ké-
pest, ahol d = 25 um. Meglepdnek tiinhet, hogy rogzitett D érték mellett alig
valtozott az S/V a pillératmérd csokkentésével (6.b abra), mely a vizsgalt
esetek koziil kiilondsen a viszonylag nagyobb pillérkozi tdvoknal igaz (D = 25
um; 40 um). Ennek a magyarazata az, hogy ugyan tobb pillér férhet el adott
térrészben (és ezzel a teljes feliilet is n6het) amennyiben azonban csokken a
pillérek atmérdje, azzal a csatorna térfogata is né, mivel Gsszességében kisebb
a pillérek altal kitoltott tér. Minél nagyobb a pillérek atmérdje, annal kevésbé
van hatésa a pillérkozi tav valtoztatdsanak. Adott pillératméré esetében (d =25
um) a teljes feliilet a S/V aranynal kisebb mértékben fiigg a D értékétdl, mely
azt jelzi, hogy D valtoztatisa a csatorna térfogatara jelentdsebben hat, mint a

teljes feliiletre (6.c abra).
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6. dbra: A feliilet/térfogat arany (SIV) fiiggése (a) a pillérkozi tavolsagtol és (b)
pillératmérdtsl (magassag » hosszusag szélesség = 25 um x 5000 um x 375 um);
(c) a feliilet/térfogat arany és a teljes feliilet fiiggése a pillérek kozti tavolsagtol (d =

25 um) [127*].

A fajlagos feliilet maximalizalasa érdekében tehat érdemes egy olyan
pillérrendszert kialakitani, melyben minél stirlibben helyezkednek el a pillérek.
Az altalunk alkalmazott lagy litografids modszernek megvannak a korltai az
elérhetd felbontas tekintetében. A miniatiirizalds hatdranak feltérképezésére
egy olyan litografias maszkot terveztiink, melyen a csatorna valtozé atmérdji

pilléreket tartalmaz a 7,5-500 pm tartomanyban. E16szor a 4.2 fejezetben be-
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mutatott kisérleti koriilményeknek megfelelden probaltam elkésziteni a pil-
léres mintazatot a mikrocsipen. PDMS mikrocsipeket rutinszertien készitiink
ezekkel a paraméterckkel, amik azonban a pillérek esetében nem bizonyultak
megfelelonek, ugyanis d < 100 um pillératmérénél kisebb strukturak nem je-
lentek meg megfeleléen az ont6forman. A fentebb részletezett szamitasok
alapjan egyértelmiien latszik, hogy ennél joval kisebb pillérek sziikségesek a
fajlagos feliilet noveléséhez.

Az 6ntéforma kialakitasanal az egyik legkritikusabb 1épés az, amikor a
fényérzékeny réteget UV fénnyel sugarozzuk be a litografids maszkon
keresztiil (5.b abra). Ehhez gyakran hasznalnak fotomaszk-illeszt6 berendezé-
seket [128, 129], melyek segitenek a fénysugarak parhuzamositasaban, igy a
szort fény zavar6 hatasa jobban kikiiszobolheté. Ezek a berendezések megle-
hetdsen dragak, igy ennek hianyaban a besugarzas egyéb paramétereit (maszk
helyzete, id6tartam, tavolsag a fényforras és Si-lapka kozott) kellett modosi-
tani, hogy a fénysugarak minél inkabb parhuzamosan és a maszk sikjara me-
rélegesen érkezzenek a fényérzékeny rétegre. Fontos megjegyezni, hogy a 125
pum atmérd pillérek kialakitasa csak akkor volt sikeres, amikor a besugarzas
soran a fotomaszkot nyomtatott oldalaval lefel¢ helyeztem a fényérzékeny ré-
teget tartalmazo Si-lapkara. A fotomaszk ugy késziil, hogy egy atlatszo folia
egyik oldalara nyomtatjak a mintdzatot, tehat maganak a maszknak is van egy
vastagsaga. Amennyiben a nyomtatott oldal felfelé néz besugarzas kozben, ugy
nagyobb a tavolsag a mintazat és a fényérzékeny réteg kozott, aminek az a
kovetkezménye, hogy a fénysugar kevésbé fokuszalt mire a fotoreziszthez ér.
Ezt kdvetden a besugarzas id6tartamanak hatasat vizsgaltam meg (7. dbra). Az
iddtartamot csokkentve egyre lathatobba valtak a 60 um atmérdji pillérek; 2
perces besugarzasnal jol definialt mintdzatot kaptam (7.c ébra). A PDMS
csipek mikroszkopus felvételén az latszik, hogy hosszabb megvilagitasoknal a

pillérek nem toltik ki a csatorna teljes magassagat, aminek oka feltehetéen az,
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hogy nagyobb mennyiségii szort fény keriilt a fényérzékeny rétegre. Tovabba,
a fotoreziszt és a maszk kozotti 1égrésben a fény elhajlik, aminek ered-
ményeként az eredetileg learnyékolt terlileteket is érhet besugarzas. A
besugarzasi id6 tovabbi csokkentése esetén az egész mintazat leoldodik a Si-
lapkardl az eldhivoszerrel vald oblitésnél, mivel a fényérzékeny réteget nem

éri megfeleld dozisu sugarzas.

a, b,

10

7. abra: Mikroszkoppal készitett képek az elkészitett mikrocsipek fekete ételfestékkel
megtoltott csatornairdl (d = 60 um). Az ontoforma kialakitasandl alkalmazott
besugarzasi idotartam (a) 4 perc, (b) 3 perc és (c) 2 perc.

Az eddigiek alapjan a két perces besugarzas 70 cm tavolsagrol bi-
zonyult optimalisnak. A kovetkezOkben azt vizsgaltam meg, hogy milyen
hatasa van a fényforras és a Si-lapka kozotti tavolsag novelésének, melynek
alapvetd célja a fénysugarak parhuzamositasa volt. Annak érdekében, hogy
elegendd mennyiségli sugarzas érje a fényérzékeny réteget, a tavolsaggal négy-
zetes aranyban noveltem a besugarzas idétartamat (140 cm tavolsagnal 8 per-
ces besugarzas). Kisérleteim soran egészen 3 m-ig ndveltem a tavolsagot. 140
cm tavolsdg alkalmazasanal sikeriilt 30 um atmérdjli pilléreket kialakitani a
mikrocsipeken. 210 cm tavolsag esetében az dntéforman jol kivehetden meg-
jelentek a 15 um atmér6jt pillérek is, azonban a mintazat PDMS csipekben
valo kialakitdsa mar kevesebb sikerrel jart, a pillérek korvonala kissé
elmosddott, ill. a magassaguk kisebb a csatorna magassdgahoz viszonyitva (8.
abra). A 8. abran feltiintetett pillérek tobbsége szemmel lathatéan nagyobb az

eredetileg tervezett atmérdnél, melynek oka a Fresnel-elhajlas jelenségében
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keresendd [130]. Ez a fotomaszk és fényérzékeny réteg kozotti 1égrés (pon-
tosabban a levegd ¢és a fényérzékeny réteg (SU-8) kozotti torésmutato-
kiilonbség) miatt jelentkezik. llyenkor a pillérek szélei nagyobb energiat kap-
nak és igy azok korvonalai megduzzadnak. Ez a jelenség minimalizalhat6 Gn.
torésmutato-illeszté anyagokkal (pl. glicerin [130]), munkam soran azonban
nem tapasztaltam jelentds javulast amikor glicerint helyeztem a fotoreziszt és

fotomaszk kozé.

d=15um

8. dbra: 15 és 30 um atmérdjii pilléreket tartalmazo csatorndk mikroszkdpos képei.
Besugarzasi tavolsagok: (a) 140 cm, (b) 210 cm; (c) 260 cm és (d) 300 cm.

Az ontéforman kialakitott mintdzatrdl torténd masolatok készitésekor
is vannak kihivasok, melyek féleg a PDMS hidrofob jellegébdl fakadnak.
Mivel az ontéforma feliilete hidrofil, ezért eléfordulhat, hogy a PDMS nem
illeszkedik megfelelden a feliileten taldlhaté mintazathoz, kiilondsen a pillérek
helyén 1év0 sziik iiregekhez. Ilyen esetben javasolt az dntéforma SDS oldattal
valo feliiletkezelése, melynek hatdsara annak feliilete hidrofobba tehetd, €s igy

a PDMS jobban be tud hatolni a sziik iiregekbe [125]. Kisérleteimben azonban



nem eredményezett egyértelmii javulast az ont6forma SDS oldattal valé keze-
1ése, igy a tovabbiakban nem alkalmaztam. A mikrocsipek készitésénél prob-
lémakat okozhat a PDMS rugalmassaga. A megszilardult PDMS 6ntéforméarol
torténd lehuzasa kozben nagyon megnyulhatnak az iiregekben elhelyezkedd
PDMS npillérek, bizonyos esetekben el is szakadhatnak. A PDMS pillérek
megnyuldsa azok dsszegabalyoddsédhoz is vezethet amikor megnyult allapo-
tukbol eredeti magassagukba térnek vissza, ami ugyancsak hibas
csatornaszerkezetet eredményez [131]. A PDMS:térhalositd aranyat valtoz-
tatva hangolhat6 a PDMS rugalmassaga, mely segithet ilyen hibak
kikiiszobolésében, azonban az erre irdnyul6 kisérletsorozat sem vezetett jobb
eredményhez.

Mindezek arra engedtek kovetkeztetni, hogy az altalunk alkalmazott
lagy litografias modszerrel a miniatiirizalas hatara ~ 25-30 um (d és D). Az
ontéforman ugyan kialakithatéak 15 pm atmérdji pillérek, azonban azok
PDMS mikrocsipen nem jelennek meg megfeleléen (9. abra). A szilik kereszt-
metszet feltehetden inkabb a fotolitografias 1€pés, amellyel az ontéformat elké-
szitem, ugyanis a fény szorodasa nem kiiszobolhetd ki teljesen atlagos fel-

szereltségll laboratoriumi kortiilmények kozott.
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9. dbra: (a) a litogrdfids maszkrol késziilt kép, melyen a csokkend datmérdjii
pilléreket tartalmazo csatorna taldalhato, (b) a kialakitott 6ntéforma relevans
részeinek kinagyitott képe és (c) az ontéforma felhasznaldsaval készitett mikrocsip
mikroszkopos képei [127*].

Az altalunk elérhetd miniatiirizalassal kialakitott pilléres szerkezetli csatorna
S/V és teljes feliilete ~ 30%-al né egy ugyanolyan szélességii (375 um) ,,iires”
csatornahoz képest (10. abra). Ha d = 25 pum, lathatd, hogy a D értéket 25 um-
r6l 5 um-re csokkentve a csatorna teljes feliilete ~ 30%-al, mig a S/V arany
egy kozel 2-szeres faktorral novekszik. A pillérkozi tav ilyen szintli minia-
tiirizalasa (D =5 pm) csupan specidlis tisztaszobaban, draga miliszerezettséggel
valosithatd meg. Amennyiben az a szintli S/V ndvelés nem lenne elegendd,
amit a lagy litografids modszeriinkkel el lehet érni, érdemes a fehérjeminta tar-
tozkodas idejét meghosszabbitani a reaktorban az aramoltatasi sebesség

csokkentésével vagy a csatorna hosszanak novelésével (11. abra).
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10. abra: Ures, ill. pilléreket tartalmazé csatorndk (a) teljes feliilete és (b) S/V
ardanya (d: pillératmérd, D: pillérkozi tav) [127*].

11. dbra: (a) Az elkészitett PDMS mikrocsipek piros ételfestékkel megtoltott
csatorndajanak kinagyitott képe (d = 40 um; D = 40 um), (b) 4 kiilonallo csatornat
tartalmazé PDMS mikrocsip (2,2 mm széles, 22 mm hosszii) és (c) 1 csatorndt
tartalmazé PDMS mikrocsip (2,2 mm széles, 110 mm hosszu).
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A pilléres mikrocsipekben kialakitott IMER hatékonysagat HSA minta
emésztésével teszteltem. Viszonylag nagy méretének (~66,5 kDa) ¢és a
diszulfid-hidak gyakori eléfordulasanak (17 db S-S kotés) koszonhetben a
HSA gyakran hasznalt fehérje IMER esz6z6k hatékonysaganak
feltérképezésére. A 11.c abran feltlintetett IMER (L = 110 mm) alkalmazasaval
emésztett HSA CE-UV peptidtérképét a hagyomanyos oldatban valo
emésztéssel kapott minta peptidtérképével Osszevetve nagyfoku egyezés
tapasztalhaté (12.a abra). A csucsmintdzatban nem lathaté emésztetlen
fehérjére utald jel (széles, elnyuld csucs), a csticsok szama kozelit az
elméletileg vart peptidek (79) szamdhoz. Az IMER-ek alkalmazhatosaganak
bizonyitasat sokszor valos mintak emésztésével is elvégzik. Valos mintaként
kigyomérget (Vipera ammodytes ammodytes) hasznaltam. A kigydméreg egy
rendkiviil komplex bioldgiai minta, mely akar 95 % fehérjetartalommal is
rendelkezhet (szarazanyag-tartalomra vonatkoztatva) [132]. A fehérjetartalom
jelentds részét olyan enzimek teszik ki, amelyek a patologias hatasokért
felelosek [133]. Az IMER-alapu és oldatban emésztéssel kapott peptidelegyek
CE elemzése ebben az esetben is egymadssal jol egyezd peptidtérképeket
eredményezett (12.b abra). MS/MS elemzés segitségével informaciot nyertiink
a fehérjemintak emésztésével kapott és elvalasztott peptidek dsszetételérdl, ill.
ezen keresztil a kigyoméreg fehérje-Osszetételérél. A HSA ¢és a
kigyoméregben talalt fehérjék szekvencia lefedettségei (SC%) is jo egyezést,
10%-nal kisebb eltérést mutatnak (12. ¢ abra). A kigyoméreg mintakban ~ 50
fehérjét sikeriilt beazonositani a CE-MS/MS mddszeriinkkel, ezek koziil csak
azokat tiintettem fel, melyek legalabb két egyedi peptid alapjan keriiltek
beazonositasra és melyek Byonic pontszama egy bizonyos hatarérték felett
vannak. A Byonic pontszam a kisérletileg kapott tomegspektrum és egy
lehetséges peptid elméleti spektruma kozotti hasonlosagardl ad informaciot.

Minél nagyobb ez az érték, annal nagyobb biztonsaggal allithato, hogy a tallat
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helyes. Altaldnossagban a 300-as pontszam jo egyezést jelent [134], azonban
a kiiszobérték megvalasztasa fiigg a keresési paraméterektol ill. az analizalt
mintatol is. Egyedi megfontolasok alapjan a kiértékelés soran azokat a

peptidtalalatokat fogadtuk el, melyek Byonic pontszama legalabb 200.
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12. dbra: Mikrocsipen térténd és oldatban emésztéssel kapott (a) HSA és (b)
kigyomeéreg minta CE-UV peptidtérkepei; (c) a fehérjék szekvencia lefedettségeinek
osszehasonlitasa. Mindkét minta esetében a 11.c abran feltiintetett mikrocsippel
vegeztem az emésztéseket [127*].

A kifejlesztett mikrocsippel torténo emésztések
reprodukalhatosaganak vizsgalata soran harom kiilonb6z6 emésztést végeztem

el ugyanazon csatorna felhasznalasaval, az egyes emésztések kozott

52



regeneralva az IMER-t. Az RSD értékek két véletlenszeriien valasztott cstcs
esetén 0,31 és 0,44 % migracids idore; ill. 34,3 és 18,4 % csucsteriiletre
vonatkozoan. A csucsteriilet értékek esetén megmutatkozo nagyobb szoéras oka
az lehet, hogy bizonyos peptidek eltéré koncentracioban keletkeztek az
emésztések soran, mely féleg arra vezethetd vissza, hogy a regeneralt
tripszinrétegek lefedettségében lehetnek kiilonbségek. Ugyanazon emésztett
minta tobbszori elemzésével vizsgaltam a CZE modszer ismételhetdségét.
Migrécios idokre az el6z0hdz hasonld eredményeket kaptunk, csucsteriiletek
esetén azonban joval kisebb (RSD < 10%) értékek voltak jellemzoek. A
migracios idok ilyen kis mértékii szorasa annak (is) koszonhetd, hogy az

elektroferogramokat két referencia csucs alapjan korrigaltam.

5.1.2 Csatorna-geometria hatasanak vizsgalata

Az IMER-ek hatékonysagat altalanossagban leginkdbb a csatorna
fajlagos feliilete és az enzim-szubsztrat interakciok gyakorisaga szabjak meg.
Az ¢el6z6 fejezetben lathattuk, hogy egy OT elrendezéstt IMER fajlagos
feltiletét jelentdsen meg lehet novelni, ha lagy litografidss megmunkalassal
pilléreket alakitunk ki a csatornaban. Ugyanilyen mértékii novekedést
tapasztalhatunk a fajlagos feliiletben, ha egy iires (pilléreket nem tartalmazo)
mikrocsatorna szélességét drasztikusan csokkentjiik. A 10.b abran lathato,
hogy ha a csatornaszélességet 375 um-rél 25 um-re csokkentjiik, akkor a
pilléres mikrocsatorna (d = 25 um; D = 25 um) altal elérhetd S/V aranyt is
feliil lehet mulni kis mértékben.

A csatorna szélességének novelésével a teljes feliilet egyre nagyobb, a
fajlagos feliilet azonban csokken, legnagyobb mértékben a 10-100 pm
tartoményban (13.a 4bra). Mikrofluidikai rendszerekben az 4ramléas erdsen
laminaris (Reynolds-szam (Re) <1), az aramvonalak nem keresztezik egymast,
igy a komponensek radialis vandorlasa szinte csak diffuzioval lehetséges.

,,Ures” mikrocsatornabol 4ll6 enzimreaktoroknal csupan a csatorna belsd
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feliiletein talalhatdé immobilizalt enzim, igy konnyen beldthatd, hogy a
komponenseknek az aramoltatasuk soran hosszabb utat kell megtenniik
sz€lesebb csatornak esetén ahhoz, hogy enzimmolekulakkal talalkozzanak. Kis
méretli szubsztratoknal ez nem okoz gondot, hiszen azok radialis (diffazios)
mozgasa Viszonylag gyors, proteolitikus enzimreaktoroknal azonban a
szubsztratok fehérjék, melyek diffizios egyiitthatoja kicsi (albumin esetén 6,1
x 1071 m?/s), igy a csatorna szélességének nagy jelentésége van a reaktor
hatékony miikodése szempontjabol. Az albumin példéjan keresztiil bemutatva,
egy 100 pm széles csatornaban 20 s sziikséges ahhoz, hogy egy molekula a
csatorna kozepétol diffuzioval eljusson a csatorna faldig, mig a diffuzios ido
(tp) csupan ~ 1s, ha a szélességet 25 um-re csokkentjiik (13.b abra). Ha a
fehérjeoldatot a diffuizios 1d6nél kevesebb id6 alatt aramoltatjuk 4t a csatornan,
akkor a fehérjemolekulak egy része nem emésztddik meg, mivel nincs idejiik
kolcsonhatasba 1épni a falhoz rogzitett tripszinnel. Keskenyebb csatornak
alkalmazésa tehat hatékonyabb emésztéseket biztosithat adott kontaktidd alatt.
Ugyanakkor azt is figyelembe kell venni, hogy az ilyen keskeny csatornakban
jelentds ellennyomas 1ép fel, mely a csatorna szélességének negyedik
hatvanyaval aranyos. A CE-MS elemzésekhez sziikségiink van legalabb 10 pul
mintatérfogatra. Egy 20 cm hosszl reaktorban 10 pl minta atdramoltatasahoz
szlikséges 1d6 tobb mint 10 6ra egy 10 um széles csatornaban, ugyanez a
folyamat viszont csupan ~ 15 perc, ha a csatorna szélessége 25 um (p = 2 bar,
ami a PDMS mikrocsip nyomasttirésének hatara). A szamitasok alapjan az

korvonalazodott, hogy céljainkhoz az optimalis csatornaszélesség 25-75 pum.
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13. dbra: Ures (pillléreket nem tartalmazé) mikrocsatorndk enzimreaktor
szempontjabol fontos paraméterei: (a) S/V arany, ill. teljes feliilet; (b) diffiizios ido
és (c) 10 ul folyadék ataramoltatasahoz sziikséges ido a csatornaszélesség
fliggvényében (d = csatornaszélesség) [135%].
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Az IMER hatékonysagat ilyen tipusi reaktoroknal alapvetéen a
szubsztrat diffuzidja befolyasolja, melynek érvényesiilését COMSOL
szimulacids szoftverrel tanulmanyoztuk. A szimuldcidknal vizet ¢és
fehérjeoldatot (c =43 uM) juttattunk a csatornakba a bemeneti porton keresztiil
1:1 aranyban, két parhuzamos dramként, azonos aramlasi sebességgel. E18szor
azt vizsgaltuk, hogy eltérd csatornaszélességek esetén (ID: 10; 25; 50 és 100
um) hogyan valtozik a koncentracio-eloszlas a csatorna keresztmetszetében
(14. abra). Négy metszeti képet kinagyitottam kiilonb6z6 hossziisdgoknal
(0,005; 1; 9,95 és 19,95 mm), melyek alapjan megallapithatd, hogy mig ID =
10 pm esetén mar 1 mm csatornahossznal homogén a koncentracio-eloszlés,
addig ID = 100 pum esetében a csatorna legvégére (20 mm) sem torténik meg a
folyadékaramok teljes keveredése (tehat a fehérjemolekulak egy része nem jut
a csatorna faldhoz). A 13. dbra alapjan optimalisnak itélt 25 és 50 um széles
csatornakban is homogén eloszlas lathatdo 20 mm hosszisagnal. Az F-1. abran

az egyes metszetekhez tartozé koncentracio-eloszlas értékeket is feltiintettiik.
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14. abra: A koncentracio-eloszlas megvaltozasat mutato COMSOL szimuldciok
kiilonbozo csatornaatmérdk (ID) esetén: 10; 25; 50; 100 um. A bemeneti portnal
vizet és albuminoldatot (¢ = 43 uM) juttattunk be 1:1 aranyban. A metszeti képek 50
um hosszu szakaszokat mutatnak, a lenti savban feltiintetett értékek a csatorna
bemeneti pontjatol szamitott tavolsagot jelzik (L: 2 cm, Daipumin = 6,1 x10™ m?/s; v:
3x10° m/s) [135*].

A csatorndban 4ramld folyadékok sebessége is befolyasolja a
komponensek keveredését, melyet egy 25 pum atmérdji csatorna esetére
szemléltetek (15. abra, F-2. abra). Az aramlasi sebességet a 0,3 — 30 mm/s
tartomanyban valtoztatva (Re: 0,0084-0,84) jelent6s eltérés tapasztalhatd a
koncentracio-profilokban. A legkisebb aramlasi sebességet alkalmazva mar a
csatorna kezdeti 1 mm-es szakaszan beliil megtorténik a teljes keveredése a
komponenseknek. A sebességet egy nagysagrenddel ndvelve homogén
koncentracios-eloszlast 10 mm hosszusagnal kaphatunk. A vizsgalt
leggyorsabb aramlas esetén (30 mm/s) is homogénnek tlinik a végsd
koncentracio-profil (L = 20 mm) (F-2. abra). Diffazié szempontjabol tehat
eldnyOsebb kisebb daramlasi sebesség mellett dolgozni, ugyanis a
komponensek radialis mozgasa ilyen esetekben kevésbé korlatozott.

Ugyanakkor, a rendkiviil lassi dramlds gyakorlati megvaldsitdsa nehézkes
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lehet; 0,3 mm/s linearis sebesség a 25 pm atmérdjii csatornaban 0,009 ul/ perc
térfogati aramlasi sebességnek felel meg, mely joval kisebb annal a minimalis
értéknél, melyet a perisztaltikus pumpak altaldban biztositani tudnak (~ 0,2 pl/
perc). A nagyobb aramlasi sebességeknél fellépd korlatozott falmegkozelités
konnyen kompenzalhat6 a csatorna hosszanak novelésével.

v=-103m/s
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15. abra: Az aramlasi sebesség hatasat bemutato COMSOL szimuldciok (ID = 25
um,; minden egyéb paraméter megegyezik a 14. abranal leirtakkal.). Az egyes

sorokhoz tartozo metszeti képek az egyre névekvé aramlasi sebességekhez tartoznak
[135*].

Ugyan a mikrofluidikai csatornakban laminaris az aramlas (a
folyadékrétegek parhuzamosan haladnak), aktiv vagy passziv keverdelemek
alkalmazasaval elérhetd a folyadékok keveredése [136]. Az aktiv keverdk
valamilyen kiilsé energiaforrast igényelnek (pl.: elektromos, magneses vagy
akusztikus tér) ¢s mikrofluidikai rendszerekbe valo integralasuk egy
bonyolultabb feladat, mint passziv keverdk esetében, ahol egyszeriien a
csatornaba épitett geometriai struktarakkal idézhet6 el az elegyedés [137-
139]. Passziv keveréelemek kozé tartozik pl.: a halszalka-keverd [140], vagy
a kigyokeveré [141], melyek egy masodlagos folyadékaramot generalva
novelik a diffuziods feliiletet. Kigyokeverdk esetében a csatorna kanyarulatokat
tartalmaz, melyek megfeleléen nagy aramlési sebesség mellett un. Dean-
orvényeket hoznak létre. Ilyenkor a csatorna kdzépsd részén aramlo folyadékra
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nagyobb centrifugélis-erd hat, mint a kdrnyez6 folyadékra, mely két, ellentétes
iranyba forgod, szimmetrikus Orvényt alakit ki, helyi turbulencidt okozva.
Alacsony aramlasi sebességeknél még nem elég erdteljes a centrifugalis hatas
ahhoz, hogy laminaris aramlast megzavarja. Kimutattak, hogy a Dean-hatas
leginkabb olyan rendszereknél jelentds, ahol Re>10 [142]. A szakirodalomban
nincs egyetértés arra vonatkozdan, hogy a kanyarulatoknak milyen mértékben
hangsulyos a keveredés elOsegitésében betoltott szerepiik, egyesek szerint
jelentésen megzavarjdk a folyadékaramlds eredeti irdnyat [142, 143], masok
azonban azt tapasztaltak, hogy nincs komoly hatasuk az aramlasi profilra [142,
144]. Ezek alapjan az OT elrendezésti proteolitikus enzimreaktorok esetén
tehat leginkabb két tényezé befolyasolhatja az emésztés hatékonysagat: a
szubsztrat diffuzidja, ill. passziv keveredést el6idéz0 csatorna-geometridk. Kis
abra), ill. igy a kontaktid6 is nagyobb (a szubsztrat tobb iddt tolt a reaktorban),
azonban a Dean-orvények kialakulasa ilyen esetekben korlatozottabb. Emiatt
kérdéses volt, hogy a mi rendszeriinkben (Re<1) van-e barmilyen elénye
annak, ha szerpentin alaku csatornakat alkalmazunk.

A kanyarulatok hatasanak tanulmanyozasa soran eldszor egy olyan
esetet vizsgaltunk, melynél a csatorna (L = 20 mm; ID = 100 um) fele
hosszasaganal 180°-0s szogben meg van hajlitva (F-3. abra, 16. abra). A
kanyarulatnal ~harom  ponton  rdgzitettink metszeti  képeket a
koncentracioeloszlasrol (a kanyar eldtt, utan €és kozepén), melyek kozott
szemmel lathatd kiilonbség nincs, viszont a diagramok alapjan szamitott
eloszlasértékek enyhe eltérést mutattak: a koncentracio-kiilonbség a kanyar
elétti 0,026 mM-rdl 0,0225 mM-ra csokken. Ez ugyan nem tlinik drasztikus
valtozasnak, azonban a csatorna egyenes szakaszahoz képest az egységnyi
hosszusagra vonatkoztatott elegyedés mértéke koézel haromszorosara nott.

Hasonl6 kovetkeztetések vonhatéak le a 16. abrarol, ahol a kanyar utani
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pozicionak megfelelé hossznal (L = 10,33 mm) 1évd, ill. a csatorna végénél
(20 mm) kialakul6 koncentracio-profilokat hasonlitottuk 0ssze egy egyenes és
egy meghajlitott csatorna esetében. Mar kozvetleniil a kanyarulat uténi
pozicioban is észrevehetd a csatorna két oldala k6zotti koncentracio-kiilonbség
enyhe csokkenése, a csatorna legvégére pedig kevesebb, mint felére

mérséklddik a koncentracio-kiilonbség az egyenes csatorndhoz képest.
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16. dbra: Az elegyedés szemléltetése egy (a) egyenes és (b) egy kanyarulatot
tartalmazo mikrofluidikai csatornaban (L = 20 mm, ID = 100 um). A diagramok a
koncentracio valtozasat mutatjak a csatorna keresztmetszete mentén, a feltiintetett

ertékek (mM) a csatorna két oldala kozott kialakult koncentracio-kiilonbségeket
Jjelzik az adott pozicioban [135*].

Mivel a gorbiilet - ha csak kis mértékben is — eldnydsen hat a
keveredésre, érdemes olyan rendszereket hasznalni, melyek csatorndja tobb
ilyen struktarat tartalmaz. Megvizsgaltuk azt, hogy a novekvo szamu (0; 1; 4
¢s 8) kanyar esetén hogyan valtozik meg a koncentracidprofil a csatorna

legvégére (17. abra). A kanyarulatok szamdnak novekedésével egyre
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homogénebb a végsé koncentracidleloszlas, 8 kanyarulat esetén szinte teljes
(~97 %) a keveredés (ezzel szemben az egyenes csatornaban ez az érték ~72
%). A 18. abran az egyenes és 8 kanyarulatot tartalmazé szerpentines csatornak
koncentracio-eloszlasanak valtozasat hasonlitottuk Ossze a csatorna teljes
hosszaban. A csatorna kiilonb6zd szakaszain elhelyezett gorbiiletek altal
indukalt keveredés egyre kisebb mértékii a csatorna hosszanak novekedésével.
A legnagyobb hozzajarulasa az els6é kanyarulatnak van, mig az utols6 kanyar
keveredésre gyakorolt hatdsa csupan 10 % az els6hoz képest. Az abran lathato
toréspontok a kanyarulatok pozicioinak felelnek meg, a csatorna ezen részein

a koncentracio-valtozas jelentdsebb, mint az egyenes csatorna esetén.

L=20 mm
0,012
>—ﬁ
0,005
ﬂ‘ 0,001

17. abra: Tébb kanyar hatdsa a folyadekok keveredésére. A felsé panel a kezdeti
koncentracio-viszonyokat mutatja (L = 0,1 mm), az alsé panelben a végsé
koncentacio-eloszldasok lathatoak (L = 20 mm) négy kiilonbozé csatorna esetére:
egyenes, 1-, 4- és 8 gorbiiletet tartalmazok [135*]. A paraméterek megegyeznek a
16. abrandl leirtakkal.
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18. abra: A koncentracio-eloszlas valtozdsa a csatorna kiilonbozoé szakaszain
egyenes és szerpentines elrendezések (8 kanyarulat) esetén. A kanyarulatoknal 3
pontban vizsgaltuk a koncentracioprofilt (Isd. F-3. dbra). Aramldsi sebesség: 10

mm/s, a tobbi paraméterek megegyezik a 16. abrandl leirtakkal.

Ezen elméleti megfontoldsok alapjan 25-75 um atmérdjo csatornakat
terveztiink, melyek hossza 20 cm (10x nagyobb, mint a szimulaciok esetében).
A csatorna meghosszabbitasanak alapvetden az volt a célja, hogy a kontaktid6t
noveljik. A mikrocsipjeink mérete tipikusan ~ 2,5 cm x 7,5 cm méretl
téglalapok, igy a hosszu csatornak esetén tulajdonképpen elkeriilhetetlen a
kanyarulatok alkalmazasa. Ennek megfelelden 24 kanyart tartalmazo6 csatornat
terveztiink, melyb6l 8 darab helyezhet6 el egy PDMS mikrocsipen (19.a abra).
A kontaktid6 tovabbi novelése érdekében osztott folyadékaramu csatornakat
alakitottunk ki, ahol egy folyadékbemenethez 8 (19.b dbra), ill. 32 (19.c 4bra)
parhuzamosan futd szerpentin csatorna csatlakozik. Az utobbi esetében a
bejuttatott folyadékot eldszor 4, majd tovabbi 8-8 részre osztottuk. Az osztott
folyadékaram eldnye, hogy a szubsztratoldat nagyobb feliileten érintkezik az

immobilizalt enzimmel viszonylag nagy (ossz)folyadékaramlasi sebesség

alkalmazasa mellett is.
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19. abra: Kiilonbozd csatornarendszerii PDMS mikrocsipek (job oldalt). Bal oldalon
a piros ételfestékkel megtoltott csatorndk. Csatorndak paraméterei: ID = 25 um; L,
20 cm; csatorndk szama. (a) 1; (b) 8 és (c) 32 [135*].

Az  elkészitett  mikrocsipekben  kialakitott  enzimreaktorok
hatékonysaganak vizsgalatdhoz nyalmintak emésztését végeztiik el. A nyal egy
komplex bioldgiai minta, melynek fehérjetartalma 0,9-4 mg/ml. A
mikrocsippel és az oldatban tortén6 emésztéssel kapott peptidelegyek CE-UV
elektroferogramjai jo egyezést mutattak. A csticsok szama hasonlo (55-62),
kiilonbség inkabb a cslicsok intenzitdsdban van (20. dbra). A nyal jelentds
aranyban  tartalmaz  glikoproteineket, melyekben a  cukorrészek
akadalyozhatjak az enzim hozzaférését a hasitasi helyekhez. Feltehetden a
szabad formaban 1év6 és immobilizalt enzimek mas-mdas konfiguracioban
férnek hozza a szubsztrathoz, és igy az adott kotést eltérd valdszintliséggel
hasitjak el. Mivel az elektroferogramon nem jelent meg bontatlan fehérje
jelenlétét jelzd cstucs, megallapithatd, hogy a kialakitott mikrocsip-IMER

hatékony emésztéseket tesz lehetove.
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emésztés IMER-el
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20.abra: Oldatban ill. mikrocsipen emésztett nyalminta CE-UV peptidtérképei.

Mikrocsipes emésztéshez a 19.b abran feltiintetett csatorndt hasznaltuk (ID= 75

um). CE kisérleti koriilmények: Ler © 71,5 cm; BGE: 100 mM foszfdat puffer (pH:
2,2); U: 30 kV; mintainjektalas: 50 mbar x 10 s; 2.200 nm [135*].

Adott csatornadtmérd esetén (ID = 75 pum) a 19. abran feltiintetett
harom mikrocsip emésztési hatékonysagaban nem tapasztaltunk szamottevd
kiilonbséget. Ugyanolyan elrendezésti (19.b abra), de eltéré6 szélességii
csatornak (25 €és 75 um) esetében viszont szemmel lathato eltérések vannak a
csticsmintazatokban (21. abra). Az elvalasztott csicsok szama nagyobb a
szélesebb csatorna alkalmazésaval (ID = 25 um kapillarisban a csucsok szama
55, mig ID = 25 um kapillaris esetében ~44), ¢és emellett intenzitasbeli
kiilonbségek is vannak. Fontos megjegyezni, hogy ebben a kisérletben a
térfogati aramlasi sebességet rogzitettiik 0,65 pl/perc értékre, igy az adott
idéegység alatt ataramlo folyadék mennyisége megegyezik mindkét ID
esetében. Azonban keskenyebb csatorndkban ez a térfogatiram csak ugy
biztosithatd, hogy a lineraris aramlasi sebesség nd, €s igy adott oldatrészlet
kevesebb 1d6t tolt a reaktorban. Valoszinlileg a kisebb kontaktidd miatt

tapasztalhaté az enyhe eltérés a peptidmintazatban. Amennyiben a linearis
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aramlési sebességet tartjuk rogzitve (és igy a kontaktid6 azonos) nem varhato

ilyen mértéki kiilonbség a peptidtérképekben.

52 4

— Mikrocsip (ID = 25 pum)

3.7 A

= Mikrocsip (ID = 75 um)

22 4

0.7 4

Abszorbancia (mAU)

0.8

2.3

! ! ! ! ! ! ! !
3 8 13 18 23 28 33 38 43
Migracids idé (perc)

21. dbra: Két kiilonbozé mikrocsippel emésztett nyalminta CE-UV peptidtérképe. A
két IMER csatornaszélessége eltérd (25, ill. 75 um) [135*]. CE koriilmények
megegyeznek a 20. abrandl leirtakkal.

A reaktorral torténd emésztés reprodukalhatdsdganak vizsgalatdhoz a
19.b 4brdan mutatott mikrocsipet hasznaltam (ID = 25 um). Ot parhuzamos
emésztést végeztiink el kiilonbozo reaktorokkal. Két véletlenszeriien valasztott
csucsra kapott RSD% értékek a kovetkezok: 0,88 és 1,05% a migracios idokre,
ill. 36,1 ¢és 20,2% a csucsteriilekre. A CE mérés ismételhetdségének
tanulméanyozasahoz hat parhuzamos mérést végeztem egy mintaval. Az RSD%
értékek nem haladtak meg az 1,2 és 7,8 %-t migracios idokre, ill. cstcsteriile-
tekre.

CE-MS/MS mérések segitségével sikeriilt beazonositani a nyalminta-
ban legnagyobb mennyiségben eléfordulo fehérjéket. Az egyes fehérjetalala-
tokra kapott SC% értékeket a 22. abran tiintettem fel mindharom emésztés

esetében (oldatban emésztés, mikrocsipes emésztések: ID = 25 és 75 pum).
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Nagy eltérést az SC% értékek kozott nem talaltunk. Az oldatban emésztés
csupan 3 fehérje esetében adott nagyobb SC%-t. A két mikrocsip ha-
tékonysagaban nem fedezheto6 fel jelentds kiilonbség a diagram alapjan, a CE-
UV elektroferogramokon észrevehet6 kiilonbségek csak kis mértében mutat-

koztak meg fehérjék szekvencia lefedettség értékeiben.
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22. abra: A beazonositott fehérjék szekvencia lefedettség értekeinek
osszehasonlitasa a haromféle emésztés esetén. A diagramon csak azokat a fehérjéket
Jelenitettiik meg, melyek beazonositdsa legalabb 2 egyedi peptidtaldlat alapjan
tortént [135%].

Mindezen eredmények egyrészt bizonyitjdk a kialakitott szerpentines
reaktorok hatékonysagat, masrészt az is megallapithato volt, hogy a 25-75 pm
tartomanyban barmilyen csatornaszélesség alkalmas lehet a kivant
hatékonysadg eléréséhez. A COMSOL szimulidciok alapjdn a mi

rendszeriinkben (Re <1) is van hatasa a kanyarulatoknak.

5.2 Kvarckapillarisban kialakitott enzimreaktor

Az elézéekben bemutatott mikrocsipek off-line moédon mitkddnek,
miszerint a reaktor és az CE késziilék kozott nincs fizikai kapcsolat, manualis

beavatkozas sziikséges ahhoz, hogy a megemésztett mintdkat analizaljuk.
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Mivel a proteolizis és az elektroforézis a térben teljesen elkiiloniilten mennek
végbe, egymastol fliggetleniil lehet kidolgozni az optimalis mddszert az adott
miivelet elvégzéséhez. Ezzel ellentétben, on-line (és kiilonésen in-line)
rendszereknél 6ssze kell hangolni a kisérleti koriilményeket annak érdekében,
hogy mindkét modul megfeleléen miikodjon. Az in-line konfiguracié annyiban
mas egy ,,hagyomanyos” on-line rendszert6l, hogy ebben az esetben a két
funkciot ellatd egység ugyanabban a térrészben foglal helyet (pl.: egy
kapillarisban).

Az IMER-CE rendszeriinkben a kapillaris kezdeti szakaszan (~ 2 cm)
rogzitettiik a tripszint, majd a keletkezett peptidek elvalasztasa a kapillaris
tovabbi részében valosult meg. Munkdnk soran torekedtiink arra, hogy az
immobilizalas egyszerli és konnyen reprodukalhaté legyen. Az enzimet
elektrosztatikus kolcsonhatassal immobilizaltuk kozvetlentil a kapillaris falara,
kihasznalva azt, hogy vizes oldatokban a kvarc feliiletén kialakul6 szilanol-
csoportok pH ~ 3 felett deprotonalodnak. A tripszin izoelektromos pontja (pl
~10,3) alatti pH értékeknél nettd pozitiv toltéssel bir, igy egy viszonylag széles
pH-tartomanyban all fenn toltéskiilonbség az enzim és a kvarcfeliilet kozott.
Immobilizalas eldtt sziikség volt a kapillaris feliiletkezelésére lugos BGE
oldattal (NHsAc, pH = 8), mely biztositotta a kvarcfeliilet egységes, negativ
toltését.

Annak igazoldsara, hogy a tripszin valoban immobilizdlodik a
feliileten, egy kis méretii szubsztrat (N,-benzoil-L-arginin-etil-észter — BAEE)
bontasat tanulmanyoztuk az IMER-CE rendszerrel 7 eltéréen végrehajtott
mintainjektalasi miveletsorral. Az elsé kisérletsorozatban a kovetkezd
eseteket vizsgaltuk: (1) a szubszrat injektalasa utan rogton BGE-t juttattunk a
kapillarisba, igy ,attolva” a mintadugét a tripszinezett szakaszon, (2) a
mintadugot a tripszinezett szakaszon tulra juttatva 1 percet varakoztunk (IMER

¢s mintadugo kozotti tavolsag ~ 0,25 cm) és (3) a mintadugot a reaktor szakasz
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kdzepére mozditottuk, ahonnan 1 perces varakozasi id0 utan tovabbtoltuk a
tripszinezett szakaszon talra. Ezt kovetéen fesziiltséget kapcsoltunk az
elektrodokra és ezzel elkezdddott az elvalasztds. A termék és az intakt
szubsztrat terliletaranyabol szamolt konverzié az 1. és 2. esetben szinte
megegyezett (~ 30%). Ez igazolta egyrészt azt, hogy a tripszin valoban
immobilizalodott, méghozzd a szamitasainknak megfelelé szakaszon,
masrészt, hogy a kialakitott enzimréteg stabil. A reaktor részen tilra juttatott
mintaoldat az 1 perces varakozéasi id6 alatt jelentds oldatban emésztést
szenvedett volna, ha a tripszin mobilizalodik a kapillaris elejérél. A 3. esetben
joval nagyobb konverzidt kaptunk (~ 90%). Az IMER szakasz kozepén
,parkoltatott” mintaoldatban a komponensek szabadon diffundalhattak a
kapillaris falan talalhato tripszinhez. A hosszabb kontaktidonek kdszonhetoen
nétt az enzim-szubsztrat kolcsonhatasok szama. A kontaktidé 3-Szoros
novekedésével a konverzid is ugyanilyen mértékben emelkedett, mely
ugyancsak azt timasztja ala, hogy az enzim a kapillaris megcélzott szakaszan
immobilizalodott. A masodik kisérletsorozatban a minta mozgatasanak hatasat
vizsgaltuk: (4) a mintadug6t allandé nyomassal toltuk a reaktor szakasz mellé
kozvetleniil, (5) ugyanaz, mint a 4. eset, azzal a kiilonbséggel, hogy a
mintadugd mozgatasa kisebb belsd nyomas alkalmazasaval tortént, (6)
szakaszos mozgatas, ahol a mintadugot 4 1épésben (50 mbar, 2 s x 4) juttattuk
a reaktor mellé és (7) a mintadugot az IMER kdzepén hagytuk allni 1 percig
(3. esettel megegyezik). A 23.d abra alapjan a minta reaktorban valo
megallitasaval lehet elérni a legnagyobb konverzioét. Azonban meg Kkell
jegyezni, hogy ez a fajta abrazolasmod figyelmen kiviil hagyta a kontaktidd
valtozasat, igy a minta mozgatasanak hatasarol nem nyujt felvilagositast. Nem
meglepd modon, hosszabb kontaktidék alkalmazasaval a konverzid is né. Az
idéegység alatt elérhetd konverziokat a 23.e abra mutatja be, mely alapjan a

minta lassi mozgatasa tlinik a legeldonyosebbnek. Ebben az esetben a
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kényszeraram allandé mozgasban tartja a mintat, s igy a mintakomponensek

folyamatosan ,,friss” tripszinezett feliilettel talalkoznak.

a,
C
1: sample pushed through 2: sample stopped 3: sample stopped ! 4 5 6 7
the reactor after the reactor inside the reactor
(contact time: 30 s) (contact time: 30 s) (contact time: 100 s)

Trypsin Trypsin

reaction time| 30s 455 60s 100s

motion fast slow inter- |stopped
mittent

a 5 6 7
80 e,
1
; ' I
0
1 2 3 > 0.
a 5 6 7

23. dbra: A tripszin immobilizdloddsanak igazoldasdra iranyulo kisérletek: (a) 1-3

kisérletek szemléltetése, (b) 1-3 kisérletekben elért konverziok; (c) 4-7 kisérletek

letrasa; (d) 4-7 kisérletekben elér konverziok és (e) konverzio/reakcioidd ertékek
normalva a 4-7 kisérletek esetén. Merési koriilmények: kvarckapillaris (ID = 50 um,
L= 34 cm); BGE: 25 mM NH4Ac, pH = 7; tripszinoldat koncentrdcidja: 20 mg/ml,

szubsztat: 1 mM BAEE; fesziiltség: 25 kV; UV detektdlas (2.: 230 nm); minta
injektalasa: 50 mbar, 2 s [145*]. A kiilonbézé mintamozgatasok pontos
paramétereit az F-4. abran bemutatott tablazat tartalmazza.
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A minta gyors és lassi mozgatasa kozotti kiilonbséget - a kontakidd
valtozasa mellett — a diffazio eltéré mértéki érvényesiilése okozza. Kisérlete-
inkben a minta mozgatasanak sebességei nagysagrendileg megegyeznek a 15.
dbranal szimulalt esetekkel (3 x 102 m/s és 3 x 10 m/s). Az IMER-CE rend-
szeriinkben a reaktor 1,04 cm hosszu, és lathato, hogy ezen szakaszon beliil
csupan a legkisebb aramlasi sebesség alkalmazasaval torténik meg a teljes kev-
eredés (az Osszes szubsztratmolekula eljut a kapillaris faldhoz). Ugyan egy-

ségnyi idore vonatkoztatva az 5. eset (lassu mozgatas) biztositja a legnagyobb
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konverziot, végeredményben a minta megéllitasa eredményezte a legjobb bon-
tasi hatékonysagot a hosszabb kontaktidé miatt. Mivel a CE késziilékiinkben
nem volt lehetdség 15 mbar-nal kisebb bels6 nyomast alkalmazni reprodu-
kalhaté6 modon, igy a tovabbiakban a 7. esetnek megfelelden végeztiik a mé-
réseket.

Az IMER kialakitasat és hatékonysagat befolyasolo paraméterek
tanulmanyozasahoz a BAEE szubsztrat bontasi reakciojat hasznaltuk. A BGE
oldatot gy kellett megvalasztani, hogy MS detektalas szempontjabol is
megfeleld legyen. MS detektalashoz illékony pufferek hasznalata javasolt, igy
az NHsAc oldatra esett a valasztas. A BGE pH-ja az immobilizaciot és az
IMER miikodését is befolyasolja. A pH-fiiggés vizsgalatdhoz kiilonb6zé pH
értéklt NH4AC oldatok felhasznalasaval végeztiink méréseket, ahol az adott
pH-ju oldat szolgalt hattérelektrolitként, ill. a tripszin- és szubsztratoldatok ol-
doszereként is (24.a dbra). Nem vizsgaltuk a pH<S tartoményt, ugyanis olyan
esetekben nem is varhato megfelel6 immobilizalas a deprotonalt
szilanolcsoportok kisebb aranya miatt. Az eredmények alapjan a legoptima-
lisabbnak a pH = 8 bizonyult, ezen érték felett azonban hirtelen csokkenés volt
tapasztalhaté a bontasi hatékonysagokban. Mivel a tripszin miikodésének op-
timalis pH-tartomanya 8-9 koriil van, igy a hatékonysag csokkenésének nem
az enzim korlatozottabb miikodése az oka. A pH novelésével egyre csokken a
tripszinmolekula nettd pozitiv toltése (pl ~ 10,3), igy bizonyéara pH ~ 8 felett
egyre rosszabb a kapillarisfeliilet boritottsaga a tripszinnel a csokkend el-
ektrosztatikus vonzéerdk miatt. Az immobilizalashoz hasznalt tripszinoldat
vizsgélatandl ¢ = 10 - 15 mg/ml felett nem tapasztaltunk valtozast, a feliilet
tripszinoldatokat hasznaltunk. Ilyen tomény tripszinoldatoknal viszont
szamolni kell az enzim 6nemésztésével is. Tripszines emésztések esetén az en-

zimreakciot sav hozzdadasaval szokas leallitani, igy megnéztiik milyen hatésa
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van annak, ha a tripszinoldat pH-jat csokkentjiik. A bontasi hatékonysagban
nem mutatkozik kiilonbség egészen pH=4 értékig, a pH tovabbi csokkentése
esetében azonban jelentdsen romlik az IMER hatékonysaga, feltehetéen azért,
mert ez a savas tartomany egyrészt messze esik a tripszin mikodéséhez opti-
malis pH-t0l, masrészt nem biztosit negativ toltéstobbletet a kapillaris fel-
szinén a tripszin immobilizalasdhoz (24.c dbra). Annak érdekében tehat, hogy
visszaszoritsuk az immobilizalas kdzben végbemend autoproteolizist olyan
modon, hogy az IMER hatékonysdga ne csdkkenjen, a tovabbaikban pH=4
tripszinodatokat hasznaltunk. Az immobilizalt tripszinréteg stabilitdsanak
vizsgalata soran az egymast koveté méréseknél nem regeneraltuk a tripszines
réteget (24.d abra). Az elsé mérés utan mar észrevehetd volt egy erdteljesebb
csokkenés az IMER hatékonysagéban, igy a tovabbiakban minden egyes mérés
elott elvégeztiik a kapillaris tripszinezését a 3.3 fejezetben bemutatott moédon.
A fesziiltség vagy az elemzések utan torténd alapos mosogatéas kdvetkeztében
eléfordulhat, hogy kis mennyiségii tripszin mobilizalodik a feliiletrdl. Eleinte
a kapillaris tripszinezését (injektalas, varakozés, majd ellentétes nyomassal
torténd eltavolitas) csak egyszer végeztiik el minden elemzés el6tt, azonban az
ezt kovetd méréseknél egy novekvo tendenciat lattunk a konverzidban (F-5.
abra). Valoszinlileg a harmadik elemzésnél telitdédott a feliilet tripszinnel, igy
a tripszinezési lépéseket haromszor ismételtiik meg a megfeleld boritottsag

érdekében.
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24. dabra: Az IMER hatékonysagat befolydasolo paraméterek: (a) a BGE pH-ja, (b) a
tripszinoldat koncentrdcidja, (c) a tripszinoldat pH-ja és (d) a mérések szama
[145%].

A kovetkezOkben az IMER-t egy CE-MS rendszerbe integraltuk és
megvizsgaltuk, hogy fehérjék esetén is megfelelden miikodik-e. Mivel a fehér-
jék joval nagyobb és bonyolultabb molekuldk az eddigiekben hasznalt BAEE
szubsztratnal, kérdéses volt, hogy a ~100 s hosszi kontaktidd elegendd-e a fe-
hérjék bontasahoz is. Megvizsgaltuk a kontaktidé novelésének hatasat HSA
felhasznalasaval (25. abra). Azt talaltuk, hogy novekvé kontaktidokkel javul
az emésztési hatékonysag, mivel egyre tobb csucs (peptid) jelenik meg az el-
ektroferogramokon. Az SC% értékekben azonban nem mutatkozik meg olyan
mértékli eltérés, mint ami a peptidtérképek mintdzata alapjdn varhat6. A
legrovidebb kontaktid6 esetén (0,3 perc) is viszonylag magas, 59 % szekvencia
lefedettséget kaptunk. Az elektroferogramon csak egy-két nagyobb csucs, és
tobb elnyulo jelalak lathato, melyek arr6l drulkodnak, hogy valosziniileg tobb
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hasitatlan kotést tartalmazo, nagyobb peptid-darabok vannak jelen a rendszer-
ben. Az adatbazisos keresés soran a megengedett hasitatlan kotések szamat 2-
re allitottam, igy ezen nagyobb peptidek beazonositasa eredményezte a vartnal

nagyobb SC% értéket.

Intens.
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501
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25
6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 Time [min]

25. abra: HSA minta CE-MS rendszerben torténd in-line emésztésével kapott
elektroferogramok novekvd kontaktidok esetén. A mintainjektdalds minden esetben 50
mbar x 6 s. Injektalds utan (a) azonnal, illetve kiilonbozd varakozasi iddket
kovetben (b-e) inditottuk az elektroforézist. (b) BGE: 15 mbar x 60 s; (c) BGE: 15
mbar x 120 s; (d) BGE: 15 mbar x 60 s, 60 s vdrakozdsi idd, majd ujra 15 mbar %
60 s és (e) BGE: 15 mbar % 60 s, 300 s varakozasi ido, majd 15 mbar x 60 S. Meérési
koriilmények: kvarckapillaris (1D = 50 um, L= 90 cm); BGE: 40 mM NH.Ac, pH =
8,0, tripszinoldat koncentracidja: 20 mg/ml; IMER hossza: 1,95 cm [145*].

A vizsgilt esetek koziil a leghatékonyabb emésztést a 7,5 perc hossza
kontaktid biztositotta. Az in-line IMER hatékonysagat dsszevetettiik az oldat-
ban emésztés hatékonysagaval. A peptidtérképeken talalhatd csticsok nagyon
jol megfeleltethetéek egymasnak (26.a abra). Annak érdekében, hogy mélyebb
betekintést nyerjlink a két emésztés kozotti kiillonbségekbe, SC% ¢€s hasitatlan
kotések aranyat is 6sszehasonlitottuk (26.b-c abrak). Az utdbbi kiszamitasahoz

a hasitatlan kotéseket tartalmazo peptidek Osszegzett cstcsteriiletének és az
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Osszes peptid 0sszegzett csucsteriiletének vettiik a hanyadosat. Ugyan az SC%
értékekben nem volt jelentds eltérés, nagyobb mennyiségben fordultak el
hasitatlan kotést (féleg 1) tartalmazo peptidek az in-line emésztés esetében. A
hasitatlan kotéseket tartalmazo peptidek tobb esetben olyan peptidrészeket tar-
talmaztak, melyeknek jelenlétét hatékonyabb emésztés esetén sem tudtunk
igazolni. Ezek tipikusan olyan kis molekulatomegii peptidek, melyek csupan
2-3 aminosavbol épiilnek fel (pl.: FK peptid a 35-36 pozicidban, vagy YK
peptid a 185-186 pozicioban). A kidolgozott MS moddszeriink nem bizonyult
alkalmasnak az ilyen kis molekulatomegl peptidek detektalasara. Az in-line
emésztés soran beazonositott peptideket az F-6. abran mutatom be, jelolve azo-
kat a peptideket, melyek hasitatlan kotést tartalmaznak.

A peptidtalalatok kozott szerepeltek tripszin 6nemésztésébdl szarmazod
komponensek is mindkét tipust emésztésnél. Az in-line rendszernél ez azért
fordulhatott eld, mert a tripszinmolekuldk mobilizalédasuk utan a kapillarisban
kolcsonhatasba kertiltek és/vagy a mobilizalodott tripszinmolekula vandorlasa
soran egy feliileten rdgzitett tripszinmolekularol hasitott le egy darabot.
Tripszin 6nemésztésébdl szarmazo peptidek jelenlétének igazoldsa 6sszhang-
ban van a 24.d abranal tapasztaltakkal, miszerint az IMER hatékonysaga egy

elemzés utan csokken.
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26. abra: In-line emésztés osszehasonlitasa oldatban emésztéssel: (a) tiikroztetett
peptidtérképek, (b) SC% és (c) hasitatlan kotések aranydnak dsszevetése. Minta
kontaktideje a reaktor részben: 7,5 perc [145*]. Minden egyéb paraméter
megegyezik a 25. abranal leirtakkal.

Annak bizonyitaséra, hogy az in-line IMER megbizhatéan miikddik, 6t
egymas utan végzett elemzést hasonlitottunk 6ssze (27. abra). Az elektrofero-
gramok nagyon jO egyezést mutatnak, harom véletlenszerlien véalasztott
csucsra szamolt RSD% értékek 0,75; 1,08 és 1,02 % migracids idokre és 37,9;
39,8 valamint 37,4% csucsteriiletekre. A CE modszer ismételhet6ségét is

vizsgaltuk oldatban emésztett HSA minta elemzésével (F-7. abra). Harom
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csucsra kapott RSD% értékek a kovetkezok: 1,21; 0,89 és 0,97 % migracids
1dOkre és 11,2; 16,3 valamint 21,2 % csucsteriiletekre.
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27. abra: HSA in-line emésztésének otszori ismetlésével kapott CZE-MS
peptidtérképek [145*]. A mérési koriilmények megegyeznek a 25. dbrandal leirtakkal.

Az in-line IMER rendszer alkalmazhatosaganak vizsgalatahoz emberi
konnymintadk emésztését végeztiik el, majd az eredményt oldatban emésztéssel
hasonlitottuk 6ssze. A konnyben taldlhat6 legnagyobb mennyiségben eldfor-
dulo fehérjékre kapott SC% értékek hasonloak, viszont a legtobb fehérje
esetében az in-line rendszerrel nagyobb lefedettséget tapasztaltunk (28. abra).
Ennek okdra mar kitértem a 26. dbra targyalasanal (hasitatlan kotések szerepe

a nagyon kis molekulatdmegii peptidek beazonositasaban).
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28. abra: Oldatban és mikroreaktorral emésztett konnymintaban beazonositott
fehérjék szekvencia lefedettség értékei. 11 fehérje van feltiintetve, melyek
beazonositasa legalabb 2 egyedi peptidtaldalattal tortént [145*].

Osszességében az in-line p-IMER a hagyomanyos oldatban
emésztéssel Osszemérhetd teljesitményt nyujtott. Nagy eldnye az in-line p-
IMER-CE-MS rendszernek az, hogy az immobilizalas, emésztés és detektalas
teljesen automatizalt modon megy végve. A u-IMER megfelelé mitkodéséhez
szlikség volt enyhén ligos BGE haszndlatara, ugyanis a peptidelegyek CE-MS
mérésénél leggyakrabban alkalmazott savas BGE a tripszin aktivitasat
visszaszoritja. Az in-line rendszerben altalaban rosszabb volt az érzékenység
¢és kisebb a peptid/fehérjetalalatok szama, ami foleg harom okra vezethetd
vissza: (1) az injektalt minta mennyisége kicsi ahhoz képest, mint amit off-line
mérések esetében alkalmazunk, (2) a hattérelektrolitként hasznalt NHsAC
jelentds elektroozmotikus aramlast generdl, ami azt eredményezi, hogy az
egyes peptidek kevésbé valnak el egymastdl, €s ebbdl kdvetkezden MS analizis
soran ionelnyomas Iéphet fel és (3) on-line minta-stacking (pl. (t)-
izotachoforézis — t-ITP) kialakulasara alig van lehet6ség, mivel a mintamatrix

¢és a BGE 0sszetétele, valamint pH-ja megegyezik.
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5.3 Emésztmények on-line mintadusitasa és elemzése CE-MS rendszer-
ben

A fehérjék emésztésén tilmenden, a bottom-up munkafolyamat egy
masik kritikus 1épése a keletkezett peptidek analizise (elvalasztasa ¢s
azonositasa), melyet altaldban (nano)RPLC-MS/MS modszerrel végeznek el.
Manapsag egyre elterjedtebb a CZE-MS/MS alkalmazasa is, féleg azért, mert
eltérd elvalasztasi mechanizmusabdl fakadoan kiegészitheti az RPLC altal
kapott eredményeket [32, 36, 146, 147]. Ez a komplementer jelleg abbol
adodik, hogy mig az RPLC hidrofobicitas alapjan valasztja el a
komponenseket, a CZE ionos komponensekre nézve szamit kifejezetten nagy
hatékonysagi modszernek. Kiilondsen nagy kihivasnak szamit a kisebb
mennyiségben 1évé fehérjékbdl szadrmazod peptidek detektdldsa, ugyanis
konnyen el6fordulhat, hogy DDA adatgytijtési mod mellett azok nem keriilnek
kivalasztasra fragmentaciohoz, vagy ha mégis, akkor a keletkez6 MS/MS
spektrum nem mindig ad megbizhat6 informéciot a termékionok rendkiviil kis
intenzitdsa miatt. Eppen ezért érdemes analizis elétt disitani a peptideket a
mintdban. A CZE esetében lehetséglink van az elvalasztashoz hasznalt
kapillarisban elvégezni a mintadusitast az elemzés részeként, on-line modon.

Az emésztmények a mintaelOkészitésnek koszonhetéen nagy
sotartalommal rendelkeznek, mely altalanossagban zavarja az elemzéseket. A
sOtartalom eltavolitasat leggyakrabban pipettahegyben elhelyezett SPE
somentesitd egységekkel végzik el. Anyagat tekintve az SPE tdltet
tulajdonképpen egy forditott fazisu oszlop, igy az RPLC esetén megszokott
retencios viselkedést mutatjak a peptidek. Ebbol adodoan fennallhat annak a
veszélye, hogy a kis méretii, erdsen hidrofil peptidek a sotartalommal egyiitt
tavoznak. CZE esetén azért is somentesitenek, mert utana szabadabban lehet
modositani a minta matrixat, mely az on-line mintadusitas szempontjabol

fontos. Somentesitést majd liofilezést kovetden gyakran oldjak fel a peptideket
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enyhén lagos oldatban dinamikus pH-csatlakozason (DPJ) alapuld
mintadusitast generdlva (melynek egy masik feltétele az, hogy a BGE savas
legyen) [148-150]. Masok nagy szerves oldoszer-tartalmu (pl.: 30-60% ACN)
mintamatrixot hasznalva valtanak ki elektromos térrel erdsitett minta-stacking
jelenséget (FASS), melynek egyik alapvetd feltétele a nagy
vezetOképességbeli kiilonbség a minta és a BGE kozott [38-40, 151].

A sOmentesitési 1épést tipikusan olyan esetekben hagyjak el, ahol a
fehérjék el6készitése soran denaturald agensként Rapigest™-et hasznalnak,
mely sav hozziadasara elbomlik, igy az analizisnél nem okoz problémat.
Ahhoz, hogy a CZE soran egy tranziens-izotachoforetikus allapot révén minta-
stacking torténjen, az elemzés el6tt elegend6 a mintat NHsAc oldattal higitani
[152] vagy a beparolt mintat NH4Ac oldatban feloldani [41, 153] hogy a
jelenlevé NH4" ionok vezet6 ionként viselkedjenek. Mivel a mintaink nagy
mennyiségli  NHs* iont tartalmaznak standard  mintael6készitési
protokollunknak koszonhetéen, megvizsgaltuk megjelenik-e esetiinkben is a t-
ITP effektus HSA emésztményeknél (29. abra, F-8. abra).

79



Abszorbancia (mAU)
[h*] N
8 3

-
W
o

100

100s
50

25s
a, 2s

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Migracios id6 (perc)

29. abra: Nem somentesitett mintak peptidtérképei novekvao térfogatu
mintainjektalassal: 50 mbar x (@) 2s; (b) 25 s és (c) 100 s. Kortilmények:
kvarckapillaris (50 um x 40 cm); BGE: 1 M hangyasav, U: 20 kV; A: 200 nm.

Az injektalasi térfogat novelésével a csucsok magassaga né, viszont a nagyobb
térfogatok esetén fokozatosan egyre erdteljesebbé valik a cstcsok szélesedése
¢és 1igy a csucsok Osszeolvaddsa. A dusitasi effektus konkrétabb
tanulmanyozasa érdekében harom csucsot  valasztottunk ki  az
elektroferogramokon, melyek migracios ideje jelentdsen eltér egymastol és
azok magassagat, szélességét ¢és elméleti tanyérszamat abrazoltuk az
injektalasi 1d6 fiiggvényében (30. abra). Novekvod injektalasi idokkel a
gyorsabb komponensek (1. és 2.) cslicsmagassag értékei jelentdsen ndttek
erdteljesebb cstcsszélesedés nélkiil, a leglassabb peptid esetében (3.
komponens) azonban inkébb csak a csucsszélesség nétt szamottevoen. Az
elektroferogram végén megjelend, lassabban migralé komponensek nem (vagy
csak nagyon csekély mértékben) dusulnak, melynek oka az lehet, hogy ezen
peptidek mobilitdsa kisebb, mint a zar6 ion mobilitdsa, igy nem keriilnek

koncentralodasra.
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30. abra: Novekvé mintainjektalas hatasa a (a) jelmagassagra, (b)
Jjelszélességre és (c) elméleti tanyérszamra. A harom komponenst az F-8.
dbran jelétem, migracios idejiik 6,09; 10,3 és 30,2 perc.

Az eddigi kisérletek alapjan bizonyossa valt, hogy valdban torténik
mintadusulas az olyan nem sémentesitett mintak esetében is, melyek emésztést

kovetéen semmilyen mintaelokészitésen nem mentek keresztiil. Mivel a
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lassabb peptidek esetén nem tapasztaltunk szamottevd dusuldst, igy a
mintamatrix vagy a BGE 0sszetételének csekély modositasara lehet sziikség
ezen komponensek dusitasahoz.

Mivel a kapillarisba kiilon nem injektaltunk zaro elektrolitot (TE) (mint
ahogy klasszikus ITP-nél sziikséges), igy valosziniileg a hattérelektrolitként
hasznalt hangyasav viselkedett TE-ként. Ugyan a H" ionok mobilitisa messze
a legnagyobb vizben, a LE ellenionjai képesek lelassitani azok mozgasat [154].
A LE ellenion a rendszeriinkben a HCO3', mely a katéd felé vandorolva
lelassithatja a gyors H" ionokat. Megvizsgaltuk milyen hatdsa van annak, ha a
Megfigyelhetd volt, hogy ahogy csokken a BGE koncentracioja, egyre kevésbé
valnak el a csucsok egymastol, ill. a csticsmagassag is csokken. Ennek tobb
oka is lehet: egyrészt a peptidek nagyobb valdsziniiséggel adszorbealédnak a
kapillaris feliiletére kisebb ionerésségli vagy nagyobb pH-ja oldatokban,
dasuldsanak sem kedvez. 1 M feletti koncentraciot nem alkalmaztunk a tilzott

Joule-ho termelddés és ezzel a zOnaszélesedés elkeriilése érdekében.
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BGE haszndlataval: (a) 1 M; (b) 0,25 M; (c) 0,1 M és (d) 0,05 M hangyasav.
Injektalds: 50 mbar x 40 s. Minden egyéb paraméter megegyezik a 29. abranal
letrtakkal. Az elektroferogramokat 2 referenciapont alapjan korrigaltuk.

Az LE koncentracid novelésének hatasat is megvizsgaltuk (32. abra).

A hozzaadott NH4sHCO3 hatdsara a cstcsok kozotti felbontds javult,

meglehetésen nagy injektalasi idénél is (50 mbar x 100 s injektalas ~ 215 nl

térfogatnak felel meg). Feltehetéen a nagyobb NHs* koncentracionak

koszonhetden hosszabb ideig tartott a t-ITP allapot.
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32. abra: Nem somentesittet HSA emésztményekhez hozzdaadott NHiHCOs hatdsa.
Mintainjektalas: 50 mbar x (a,b) 2 s és (¢,d) 100 s. Minden egyéb paraméter
megegyezik a 29. abranal leirtakkal.

A kisérletek és az irodalmi adatok arra mutattak, hogy a nem
somentesitett mintak esetében a t-ITP lehet a felelds a peptidek dusulasaért és
a dasulds mértéke hasonldnak tiint, mint a hagyomanyos, sdmentesitett min-
takkal végzett elemzések esetén. Ezért, Osszehasonlitasképp, SPE pi-
pettahegyekkel somentesitett HSA emésztményeket is elemeztiink. A
somentesités soran ACN:viz = 70:30 + 0,1 % hangyasav eleggyel eluéltuk a
peptideket a toltetrdl, mely kis vezetOképessége révén elvileg alkalmassa tette
a mintat a FASS-tipusi mintadusitasra. Ennek természetesen az a feltétele,
hogy egy joval nagyobb vezetoképességli hattérelektrolitot hasznaljunk, mely
esetlinkben tovéabbra is az 1 M hangyasav volt. Ezenkiviil megvizsgaltuk az
ACN hatésat nem sdmentesitett mintak esetén is, igy ez a minta egyszerre tar-
talmaz ACN-t ¢és jelentés mennyiségli sot. A harom minta CZE-MS

elektroferogramjai kozott a csucsintenzitasokat tekintve csak csekély eltérés
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volt tapasztalhat6 (33. abra), mely arrdl arulkodott, hogy mindharom minta
esetében tortént mintadusitds, ezek f6 mechanizmusai azonban eltérnek egy-
mastol. Somentesitett mintaknal FASS, mig nem somentesitett mintak esetén
foleg t-ITP-n alapul a dusitas. Az ACN-t is tartalmaz6 nem somentes mintaknal
is egy t-ITP-szerli allapot alakul ki [155], ahol a vezetd ion az NH4", a zard
“ionként” pedig az ACN viselkedik. Az ACN-t nem tartalmazé sdmentesitetlen
mintdhoz képest a nagyobb migracios idejii komponensek kiss¢ élesebb
csucsot adnak. A somentesitetlen mintaknal a t-ITP mellett (ami a 6
mintadusitasi mechanizmus) FASS-tipusu dusitasi effektus is el6fordulhat. Ha
figyelembe vessziik, hogy FASS esetén az egyik alapvetd kdvetelmény a ka-
pillarisban 1év6 oldatrészek vezetOképességbeli kiilonbsége (ill. az abbol fa-
kado elektromos-tér inhomogenitas), belathatd, hogy az ACN jelenléte erdtel-
jesebb dusulast eredményezhet egy tisztan vizes oldathoz képest. Az ACN-t
tartalmazd régidban tehat a peptideket a nagy elektromos térerdsség is
gyorsitja. A dusitason tilmenden, szembetlin kiillonbség az, hogy a
somentesitett minta esetén kevesebb cstcs jelenik meg a peptidtérképen, foleg
a 22-30 perc migracios idoéknél. Ebben a tartoméanyban jelen(né)nek meg a
legnagyobb mozgékonysagu komponensek, tehat a kis méretli €s nagy toltésii
peptidek. Az ilyen tulajdonsagu peptidek nem (vagy csak nagyon gyengén)
kotddnek a C18-as SPE toltethez, igy ezeket a peptideket a sdmentesités soran
elveszithetjiik. Az F-9. dbran feltlintettiik mindazokat a peptideket, melyeket a
somentesitett mintaban nem talaltuk meg. GRAVY (Grand Average of Hydrop-

athy) értékiik alapjan (www.gravy-calculator.de) ezek valdban féleg kis, hidro-

fil peptidek.
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33. abra: HSA emésztmeények CZE-MS elemzése: (a) somentesitve; (b) nem
somentesitve és (C) nem somentesitve + 50% ACN. Hidrodinamikus injektdlds: 50
mbar x 112 s. A rémai szammal jelzett csiicsok a kdvetkezd peptideket jelolik: (1)
LKECCEKPLLEK, (Il) FKDLGEENFK, (I11) KVPQVSTPTLVEVSR, (1V)
LVNEVTEFAK és (V) ONCELFEQLGEYK.

A CZE-MS/MS vizsgalatok révén informacidt nyertiink a HSA szek-
vencia lefedettségérodl és a fehérjében beazonositott peptidekrdl is (34. abra).
A HSA teljes emésztésekor 85 helyen torténhet hasitas, ha feltételezziik, hogy
minden lizin (K) és arginin (R) aminosavnal sikeres a hidrolizis. Teljes hidro-
lizis esetén keletkezhetnek csak egy aminosavat tartalmaz6 hasitasi termékek
1s, ugyanis a szekvenciaban eléfordulnak olyan szakaszok, ahol K vagy R ami-
nosavak vannak egymas mellett. Amennyiben az emésztményeinkben valoban
képzddnek ilyen hidrolizis-termékek, azok detektalasara nincs lehetdségiink,
ugyanis kis m/z tartomanyokra nem érzékeny az MS moddszeriink. Tovabba,
mikor a K és R aminosavakat prolin (P) el6zi meg, a hidrolizis nem, vagy csak

kisebb valdszintiséggel megy végbe, igy Osszességében ezen peptidek
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keletkezésével nem kell szamolnunk. Mindezeket figyelembe véve, ~ 65-75
peptid képzddhet a tripszines emésztések soran. A szokasos, kis térfogata
mintainjektalas (50 mbar x 5 s, ami ~ 5 nl térfogatnak felel meg) viszonylag
alacsony SC% értékeket eredményezett. Nagyobb mintainjektalasndl, ahol
FASS ¢és/vagy t-ITP dusitasokat hasznalunk ki, lathatéan megugrik a fehérje
szekvencia lefedettsége. A legjobb eredményt az ACN-t tartalmazd nem
somentesitett mintaval lehetett elérni, az SC% kozel haromszorosa lett a kis
térfogati mintainjektalashoz viszonyitva. A beazonositott peptidek szdma 2-4-
szeres novekedést mutatott attol fiiggéen, hogy a dusulds f6 mechanizmusa a
FASS vagy a t-ITP. Ugyanakkor, itt meg kell jegyezni, hogy ez a megallapitas
nem teljesen korrekt az egyes dusitdsok hatékonysagdnak Osszehasonlitdsa
esetén, mivel somentesités sordn peptideket veszthetiink, igy az egyes mintak
peptid-Osszetétele nem azonos. A kisérletek azonban jol szemléltették milyen
kiilonbségekre lehet szamitani somentesitett, ill. nem sdémentesitett mintaknal.
Az eredmények tehat arra mutattak, hogy a sdmentesités nem jar elényokkel,
a mintamatrix kozvetleniil alkalmas lehet t-ITP jelenségen alapuld on-line
mintadusitas eldidézéséhez, rdadasul a somentesitési mintaelokészitési 1€pést

kihagyva egy teljesebb peptidkészletet tartalmazd mintdhoz jutunk.

a, b

’
somentes 5
Normal injektalds (~5nl)  Nagyobb injektalas (~ 107 nL) nem somentes

Hegyedi o #egyedi o

peptidek SC% peptidek SC%
somentesitett 15 25 32 43
nem sémentes 11 20 43 48
nem somentes 13 22 54 57

+ACN

nem sémentes + ACN

34. dbra: A harom mintatipus esetén kapott eredmények: (a) szekvencia
lefedettsegek, ill. egyedi peptidtalalatok szama normal és nagyobb
mintainjektalasoknal és (b) Venn-diagram, mely a kozés peptidtalalatokat is
szemlélteti dusitdasos koriilmények kozott. Az abran feltiintetett adatok a mintak
otszori ismétlésével Kapott dtlagértékek.
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6. Osszefoglalas

Doktori munkam soran azt a célt tiiztem ki, hogy a fehérjemintak
bottom-up analizisére dolgozzak ki az ismert, hagyomanyos eljarasoknal
lényegesen gyorsabb ¢és hatékonyabb modszert, mely magaba foglalja az
enzimes emésztés ¢és az emésztett minta CE-MS analizisének
tovabbfejlesztését iS.  Immobilizalt mikrofluidikai  enzimreaktorokat
fejlesztettem ki, melyekkel a proteolitikus 1épés nagysagrendekkel gyorsabban
ment végbe (1-10 perc alatt az irodalomban szokasosan hasznalt 4-24 ora
helyett). A CE elemzések soran megvizsgaltam a peptidelegyek
somentesitésének fontossagat, melynek soran kimutattam egyrészt azt, hogy a
mintamatrixtol fiiggden kiilonbozd elektrokinetikus dusitasi jelenségek
dominalnak (t-ITP vagy FASS), masrészt hogy a sOmentesitési 1épés
elhagyasaval a peptidtalalatok szdma ndvelhetd.

Ugyan szamtalan példa taldlhatdé az irodalomban a hatékony
immobilizalt mikrofluidikai enzimreaktorokra, melyek szinte teljes
proteolizist eredményeznek percek alatt [3], ezen rendszerek altalaban egy
bonyolult, tobb 1épéses vagy draga immobilizélason alapulnak. Munkam soran
a lehet6 legegyszeriibb p-IMER konstrukciot alkalmazva (csatornafalon
kozvetleniil adszorbealt tripszin [67]) vizsgaltam, milyen lehet6ségek vannak
a reaktor hatékonysaganak novelésére.

Az ilyen, teljes keresztmetszetében nyitott csatorndk viszonylag kis
mennyiségli enzim immobilizalasara képesek (tdltetes €s monolit reaktorokhoz
hasonlitva), mivel csak a csatorndk fala biztosit feliiletet az enzim rogzitésére.
El6szor olyan mikrocsip-IMER eszkozt fejlesztettem ki, melynél a reaktor
fajlagos feliiletének novelését a csatornaban kialakitott mikrostruktirazottsag
biztositotta. Ezen struktarakat (pilléreket) nem utdlagosan helyeztem a
mikrocsip csatornajaba, hanem eleve olyan mikrocsatornakat terveztem,

melyek tartalmaztak a pilléreket, a csipkészitéshez hasznalatos lagy litografias
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megmunkalas részeként keriiltek kialakitasra. Megallapitottam, hogy az
altalunk alkalmazott lagy litografids technikdval a miniatiirizalas
felbontasanak  (reprodukalhatdéan, biztonsaggal kialakithato  formak
méretének) hatdra ~ 25-30 um. A tovabbi miniatiirizaldsnak fbéleg a
fotolitografias 1épésnél fellépd Fresnel-elhajlas szab korlatot, melynek soran a
fotoreziszt bizonyos részeit nagyobb energia érheti, aminek eredményeként
nem kaphato vissza litografias maszkon talalhatdo mintazat hii masolata. llyen
korlatok mellett az altalunk is haszndlt csatornadimenzidkkal rendelkezd
mikrocsipek fajlagos feliilete ~ 30%-al nétt egy ugyanolyan szélességii és
hosszisagu iires csatorndhoz viszonyitva. Az elkészitett mikrocsipek
proteolitikus hatékonysagat a hagyomanyos, oldatban torténé emésztéssel
Osszevetve nem tapasztaltunk szamottevo eltérést a kigyoméregre kapott CE
peptidtérképekben, ill. a talalt peptidek/fehérjék szdmaban. A p-IMER
eszkozben a fehérjeoldat kontaktideje ~ 1,5 perc, ezzel szemben az oldatban
emeésztés 16 ora.

A masik kifejlesztett mikrocsip-IMER rendszer esetében, ahol a
nyitott csatorna nem tartalmazott pilléreket vagy mas beépitett feliiletnoveld
mintdzatot, azt vizsgaltam, hogy a csatornageometrianak milyen hatasa van a
fehérjeoldat aramlasara. Mikrofluidikai rendszerekben az dramlas altalaban
erdsen laminaris jellegli, igy a részecskék rétegesen haladnak egymas mellett,
keveredés csakis diffzi6 utjan lehetséges (ha nincsenek beépitett aktiv
keverdelemek). A vizsgalt reaktor nyitott elrendezésébdl adoddan az enzim
csupan a csatorna falan talalhato, igy a diffuziés uthossz viszonylag nagy, ami
kisebb szubsztratok esetén nem probléma, hiszen azok gyorsabban
diffundalnak. Proteolitikus enzimreaktorok esetén azonban a szubsztratok
fehérjék, melyeknek viszonylag kicsi a difftizios allandojuk, igy eléfordulhat,
hogy aramlo kozegben a csekély diffuzido miatt a fehérjekomponensek egy

része nem jut el a csatorna falan rogzitett tripszinhez. Kisebb csatornadtmérdk
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¢s aramlasi sebességek kedveznek a komponensek teljes elegyedésének,
azonban ezek gyakorlati megvalositasainak vannak korlatai. Bar a lagy
litografias modszeriinkkel legfeljebb 25 pm-ig tudunk miniatiirizalni, nem is
lenne értelme ennél sziikkebb csatornakat kialakitani, ugyanis a megnovekedett
ellennyomas miatt ~ 10 ordba telhet egy ilyen szlik mikrocsatornan 10 pl
mintatérfogat atdramoltatdsa (mig az 50 um szélességli csatornanal ez az
id6tartam csupan ~ 1 perc). A keveredés elésegitése passziv keverdelemek (pl.:
kanyarulatok) alkalmazasaval is lehetséges. A rendszeriink erbteljes laminaris
jellege (Re<1) miatt kérdéses volt, hogy lesz-e hatdsa a szerpentines
elrendezésnek, ugyanis az irodalomban sincs egyetértés ezzel kapcsolatban. A
COMSOL szimulaciok alapjan az altalunk alkalmazott geometriak esetén a
kanyarulatok csatornaba iktatdsa helyi turbulenciat okozott. Az elkészitett
szerpentines mintazatl mikrocsipeket emberi nyalmintdk emésztésére
hasznaltam. Oldatban emésztéssel kapott peptideleggyel dsszevetve, a CE-MS
mérések eredményei jO egyezést mutattak.

Manapsag egyre inkabb el6térbe keriilnek az on-line kapcsolt analitikai
modszerek, melyek automatizalt médon miikodhetnek. Ezzel minimalizalhato
az emberi tényez6bol szarmazo hibak eléfordulasa. Egy olyan p-IMER-CE-
MS rendszert fejlesztettiink ki, melyben az enzimreaktor az elvalasztashoz
hasznalt kapillaris kezdeti részén foglalt helyet. A tripszin elektrosztatikus
kolcsonhatassal rogzilt a kapillaris falan a kapillaris  feliilete és a
tripszinmolekulak kozotti toltéskiilonbség miatt. On-line rendszer 1évén olyan
kisérleti koriilmények alkalmazasara volt sziikség, melyek biztositjak
mindhdrom egység (IMER, CE ¢és MS) megfeleld6 miikodését. A
hattérelektrolit helyes megvalasztasa kiemelked6 fontossagu volt, ugyanis az
biztositja egyrészt a tripszin immobilizaldsahoz és optimalis miikodéséhez,
masrészt a keletkezett peptidek elvalasztasdhoz sziikséges koriilményeket.

Emellett iigyelni kellett arra is, hogy az elektrolit kellden illékony is legyen az
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MS detektalashoz. Mindezen kdvetelményeknek az NH4AC - tartalmu oldat
(25 mM, pH = 8) tett eleget. On-line emésztésekkor a fehérjemintakat kis ideig
(néhany perc) parkoltattam a reaktor részben annak érdekében, hogy a
fehérjemolekulak szabadon diffundéalhassanak a kapillaris faldhoz. A p-IMER-
CE-MS rendszerben emberi konnymintak emésztését végeztem el, melynek
soran a hagyomanyos, oldatban emésztett konnyhoz hasonld eredményeket
kaptam.

A bottom-up munkafolyamatban az emésztményeket gyakran
somentesitik elemzések elott a szennyez6 komponensek eltavolitasa
érdekében. A sOmentesitést altalaban C18 toltetet tartalmazé (SPE)
pipettahegyekkel végzik el. RPLC-s elvalasztasokhoz hasonloan, a peptidek
elicidja viszonylag nagy szerves olddszertartalmu eleggyel torténik (pl.: ~
50% ACN). A somentesitéssel, ill. az anélkiil kapott mintamatrixok jelentésen
eltértek egymastol. CZE elemzéseknél nagy mintatérfogat injektalasakor a
mintamatrix ~ Osszetételétdl fliggden kiilonbozd on-line mintadusitasi
mechanizmusok  léphetnek  fel. Ennek tanulméanyozisdhoz  HSA
emésztmények elemzését végeztem el. Somentesitett mintak esetén elektromos
térrel erdsitett minta-stacking (FASS) a f6 mechanizmus, a nem sémentesitett
mintdknal féleg tranziens-izotachophorézis (t-ITP) felelés a mintadisulasért.
Mindkét esetben van lehetdség tehat a peptidek dusitasara az elektroforetikus
elvalasztas el6tt, azonban a nem somentesitett mintak tobb peptidtalalatot
eredményeztek. Ennek oka az, hogy a SPE somentesitéssel elveszthetiink
bizonyos kis méretii, hidrofil peptideket.

A munkam soran kialakitott enzimreaktorok mindegyike alkalmas volt
komplex biologiai mintak (kigyoméreg, emberi nyal és konny) emésztésére,
igazolva a up-IMER eszkozok hatékonysagat. A sOmentesitési 1épés

elhagyasanak lehet6sége kiilondsen valos mintak esetében lehet kedvezo, ahol
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a korlatozott mintatérfogat miatt még kritikusabb a minta utdlagos

feldolgozasa soran fellépd peptidveszteség.

7. Summary

The aim of my PhD research was the improvement of the standard
bottom-up proteomic workflow regarding the proteolytic step and the analysis
of digests using CE-MS. | developed immobilized microfluidic enzymatic
reactors that enable an order of a magnitude acceleration of proteolysis reaction
time (1-10 min opposed to the standard in-solution digestion lasting 4-24 h).
The importance of desalinating the protein digests prior to CE analysis was
evaluated, as well. It was found that depending on sample matrix, different
electrokinetic stacking mechanism dominate the stage before the zone
electrophoretic separation and that the omission of the desalinating step
actually increased the number of peptide hits.

Although there is a plethora of efficient immobilized microfluidic
enzymatic reactors in the scientific literature that allow the near complete
proteolysis of protein samples in a matter of minutes [3], these typically rely
on the utilization of complex, multi-step immobilization procedures. The focus
of my study was to investigate what possibilities there are for boosting the
efficiency of the reactors by exploiting one of the simplest construction
(trypsin directly immobilized on the channel wall [67].

Such open tubular enzyme reactors allow the lowest enzyme load
(compared to packed-bed or monolithic reactors), since only the channel walls
serve as support for immobilization. First, | developed a microchip-IMER,
where the increase in specific surface area was achieved by creating
microstructures within the channel. These microstructures (pillars) were
accommodated within the channel and were developed as a part of the soft
lithographic method we use for chip fabrication, so no further processing step
was required to create the pillar obstructions post-fabrication. It was concluded
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that with our technique the limit of miniaturization is ~25-30 pum
(microstructures with such dimensions could be created with high
reproducibility). Limitations on miniaturization are imposed mainly by Fresnel
diffraction occuring during the photolithography step, whereby certain
sections of the photoresist experience a higher dosage of light, and so the
outlines of the microstructures can not be replicated on the mold with high
fidelity. Even with such limitations there is a ~30% increase in the specific
surface area of the microchannel used, compared to an empty channel having
the same width and length. Taking snake venom as a test sample, the protelytic
efficiencies of the u-IMER and in-solution digestions were compared. No
significant difference was found in the peptide maps or the number of
peptide/protein hits. The contact time in the u-IMER was ~ 1.5 min, whereas
in-solution digestion took 16 h.

In the other microchip-IMER system, which contained no additional
pillars of surface area enhancing structures | examined how channel geometry
affects fluid dynamics. Microfluidic systems can be generally characterized by
a high level a laminarity, meaning that fluid streams do not cross paths, the
mixing of components can only occur through diffusion (given that no
additional active mixers are incorporated into the channel). The open tubular
arrangement of the microreactor implies that the enzyme is immobilized only
on the sidewalls of the channel, hence diffusion path length is relatively long,
which is not necessarily a problem when we are dealing with small molecules
as substrates, since their diffusion constant is quite high. In the case of
proteolitic enzyme reactors, however, the substrates are proteins, which have
a relatively low diffusion constant and so it can easily happen in flow systems
that a certain portion of the protein molecules do not get in contact with
surface-bound trypsin molecules because of restricted diffusion. Narrower

channels and the application of lower flow rates generally facilitate the
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complete mixing of components, although the implementation of these
requirements can be hindered by technical difficulties. Although our limit of
miniaturization was established to be ~ 25 um, it would make no sense to
further reduce channel width down to 10 um, since in such cases the
transportation of 10 uL sample volume through the reactor would take ~ 10 h,
whereas if the channel is 50 um wide, the same process takes only a minute.
In order to promote mixing in the microchannel so-callad passive mixers (e.g.,
curvatures) can also be utilized. Our microchannel demonstrates high
laminarity (Re<1), therefore the role of curvatures was questionable, since
there is no real consensus about their positive effect in the literature. According
to our COMSOL simulations, however, the incoporation of curvatures induced
local turbulence. The serpentine-like structured microchannel was used for the
digestion of human saliva samples. The pu-IMER digestion yielded comparable
results to that of in-solution digestion based on the CE-MS measurements.
Nowadays the development and application of on-line coupled systems
offering automization are starting to prevail. Automization minimizes the
common errors associated with manual intervention. A p-IMER-CE-MS
system was developed where the reactor is located at the initial section of the
separation capillary. Immobilization was carried out via electrostatic
interaction between the negatively charged capillary surface and the positively
charged trypsin molecules. Being an on-line system, efforts needed to be made
to ensure that the experimental conditions enable that proper operation of all
units in the worfkflow (IMER, CE, MS). The choice of background electrolyte
was of outstanding importance, since it needed to provide suitable conditions
for the immobilization and activity of trypsin, as well as the separation of the
peptides generated. Furthermore, attention had to paid to the MS-compatibility
issue. All of the conditions above were fulfilled by the use of NH4Ac solution

(25 mM, pH = 8) as background electrolyte. During the operation of the on-
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line system, the protein was parked in the reactor zone for a couple of minutes
to allow molecules to diffuse to the surface-bound trypsin. Human tear samples
were digested with the p-IMER-CE-MS platform. The results corresponded
well with those of in-solution digestion.

Bottom-up workflows often resort to the desalination of digests prior
to analysis in order to eliminate interfering components. Desalination is
typically carried out with C18 SPE pipette tips. Similarly to RPLC, the elution
of peptides is done with a mixture having high organic content (e.g., ~ 50%
ACN). The matrix of desalinated and non-desalinated samples largely differ.
The use of large injection volumes for CZE separations can induce certain on-
line stacking phenomena depending on the sample matrix. HSA digests were
used for investigating the stacking effects. In the case of desalinated digests
field-amplified sample stacking (FASS) was the main mechanism, whereas
when non-desalinated samples were analyzed mainly transient
isotachophoresis (t-1TP) was responsible for the enrichment of peptides. Both
sample matrix compositions promote the stacking of components, however,
non-desalinated digests yielded a higher number of peptide identifications. The
reason for this is that during the SPE procedure, the small, hydrophilic peptides
might be eliminated together with the salts (since these peptides are practically
not, or only minimally retained on the C18 phase).

The microreactors developed were all capable of digesting complex
biological samples (snake venom, human saliva and tears), proving their
applicability and efficiency. The possibility of excluding the desalination step
can have great significance especially in the case of real samples, where, owing
to the limited samples volumes, the utilization of any post-processing step with

potential peptide loss can be more devastating.
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F-1. dbra: A koncentracio-eloszldas megvaltozasat mutato diagramok a 14. abran
feltiintetett négy kiilonbozd szélességii csatorndaban (10; 25; 50; 100 wm). Minden
esetben négy eltérd csatornahosszusagnal (0,1; 1; 10 és 20 mm) generaltuk a
keresztmetszeti koncentrdacio-profilokat. Az x—tengelynél a ’y-coordinate’ a
keresztmetszet hosszdt jeloli (csatornaszélesség) [135*]. A koriilmények
megegyeznek a 14. abrandal leirt paraméterekkel.
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F-2. dbra: Az aramlasi sebesség valtoztatasanak hatasa a keveredésre egy 25 um
széles csatorna esetén [135*]. A diagramok a 15. dbrdn bemutatott
koncentracioeloszlasokat szemléltetik. Minden egyéb paraméter megegyezik a 15.
abran lévokkel.
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F-3. dbra: Egy kanyarulat hatasa az elegyedésre (ID = 100 um L = 20 mm). Kék
oldalan van megjelenitve. A jobb oldali diagramok a csatorna keresztmetszete
mentén mutatjak a koncentracio-valtozast, a feltiintetett értékek a csatorna ket
oldala kozott kialakult koncentracio-kiilonbségeket jelzik az adott pozicioban

[135*]. Minden egyéb paraméter megegyezik a 14. abrandl leirtakkal.
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nlet miivelet 1d6 nyomas
minta nyomas 2s 50 mbar

mlet BGE | nyomas 10s 50 mbar

minta nyomas 2s 50 mbar

) mlet BGE | nyomas 10s | 50 mbar

mlet BGE | varakozas 60 s -

minta nyomas 2s 50 mbar
mlet BGE | nyomas 3s 50 mbar
3 mmlet BGE | varakozas 60 s -
mlet BGE | nyomas 7s 50 mbar
minta nyomas 2s 50 mbar
4 mlet BGE | nyomas 8s 50 mbar
minta nyomas 2s 50 mbar
S mlet BGE | nyomas 30s 15 mbar
minta nyomas 2s 50 mbar
6 mlet BGE | nyomas 4x2's | 50 mbar
minta nyomas 2s 50 mbar
mlet BGE | nyomas 2s 50 mbar
7

mlet BGE | varakozas 60 s -

mlet BGE | nyomas 6s 50 mbar

F-4: A 24. abran bemutatott kisérleteknél alkalmazott mintamozgatdsi paraméterek.
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F-5 abra::A tripszinezési miivelet ismétlésének hatasa [145*].
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F-6 abra: HSA in-line emészt

peptidekkel. A hasitatlan kitéseket pirossal jeloltem [145%].
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bra: a CE modszer ismételhetéségének vizsgalata. Minta: oldatban emésztett

HSA. 4 kapillaris nem tartalmazott tripszinezett szakaszt. Minden egyéb mérési

koriilmény megegyezik a 25. abranal leirtakkal.
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F-8. abra: Nem somentesitett HSA emésztmények CZE-UV peptidtérképei novekvo
injektdaldsi idékkel. Hidrodinamikus injektdlds: 50 mbar x (a) 2's; (b) 10s; (c) 25's;

(d) 50

S; (e) 100 s and (f) 150 s. Minden egyéb parameter megegyezik a 29. dbrdndl
leirtakkal.
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Peptid GRAVY értek

K.QEPER.N -3.32
K.PKHK.V -3.15
R.DAHK.S -2.20
K.HPEAK.R -2.08
RYTK.K -1.97
KLLQEK.T -1.78
K.FGER.A -1.40
K.ADDKETCFAEEGK.K -1.35
R.LSQR.F -1.25
K.TPVSDR.V -1.15
R.NECFLQHK.D -1.06
K.SEVAHR.F -1.00
R.NLGK.V -1.00
K.AASSAK.Q -0.38
K.PLLEK.S -0.28
K.SLHTLFGDK.L -0.23
K.VFDEFK.P -0.18
K.DVCK.N -0.18
K.CASLQK.F -0.02
R.ADLAKY 0.00
K.CCK.H 0.37
R.HPDYSVVLLLR.L 0.45

F-9. abra: Somentesitett HSA emésztmenyekben nem beazonositott peptidek.
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