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Bevezetés és célkitiizés

Az elmult 20 évben nagy jelentOséggel bird tudomanyteriiletté valt a
proteomika, melynek f& célja az €16 szervezet proteomjanak, azaz teljes
fehérjedllomanyanak felderitése, tekintettel az egyes fehérjék szerkezetére,
aktivitdsdra és poszttranszlacids modositdsaira. A  proteomika egyik
legjelentosebb modszere a peptidtérkép vizsgalat, melynek alapja a vizsgalt
fehérjemintak tripszines emésztése, majd ezt kovetden a peptidek tovabbi
elemzése. A peptidek elemzésével kapott eredmény — elektroferogram,
kromatogram vagy tomegspektrum — ujjlenyomatként jellemzi az adott fehérjéket,
igy teszi lehet6vé azok azonositasat.

Enzimek szilard feliileten torténd rogzitésével szamos moddon juthatunk
immobilizalt enzimreaktorhoz (IMER). Ezen IMER-ek legfébb elonye, hogy a
benniik rogzitett enzim stabilabb - tovabb megérzi aktivitasat, igy tobbszor
felhasznalhatok ¢és az enzimet konnyl elvalasztani a katalizalt reakcioban
keletkez6 terméktdl. Proteomikai jellegli feladatok soran egy tovabbi eldnyds
tulajdonsaguk, hogy nem kell a tripszin — szabad formaban el6forduldo —
Onemésztésével szamolni, ami miatt standard oldatban emésztés soran nem
javallott ezen enzim nagy koncentracidban torténd alkalmazasa. A reakcid
jelentGsen gyorsabba tehetd, ha a tripszint immobilizalt formaban, nagy (feliileti)
koncentracioban alkalmazzuk. Ezen kiviil is szdmos irodalmi példat lehet talalni
az IMER-ek analitikai vagy szintetikus célokra torténd felhasznalasara.

A mikrofluidikai kutatdsok f6 célja a laboratoriumi eszkozok
miniatiirizalasa (lab-on-a-chip) és az igy nyert eszk6zok fejlesztése, alkalmazasa.
Egy-egy mikrofluidikai csip el6allitasa olcsén és rutinszertien kivitelezhetd
poli(dimetilsziloxan)-b6l (PDMS), tovabba segitségiikkel egyszerre tobb
laboratoriumi mivelet is végezhetd egymast kovetden vagy parhuzamosan.
Hasznalatuk akkor célszerii amikor a vizsgaland6 minta korlatozott mennyiségben
all rendelkezésre (akar <1 pL), pl. egyes klinikai mintak vizsgalatakor.

Kutatomunkdm soran azt a célt tliztem ki, hogy olyan, immobilizalt

tripszint  tartalmaz6 enzimreaktorokat készitsek, melyek segitségével
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nagysagrendekkel gyorsabb fehérjebontast lehet végezni, ami nagyban
csokkentheti a fehérjék analizis¢hez sziikséges id6t. Annak érdekében, hogy az
IMER-ek kis térfogati mintak esetén is alkalmazhatoak legyenek, fontosnak
talaltam az IMER-ek mikrofluidikai eszkdzokbe integralasat. Ezen megfontolasok
alapjan két tipust reaktort készitettem eltéré immobilizéalasi stratégiaval, egy
spontan adszorpcion alapuld szerpentin alaki IMER-t és egy kovalensen rogzitett

tripszint tartalmazo toltetes IMER-t.

Alkalmazott modszerek és késziillékek

A kétféle IMER elkészitéséhez eltérd mintazati mikrofluidikai csipeket
készitettem PDMS-bdl, lagy litografids technikaval. Az adszorbedlt tripszines
IMER csatornaja szerpentin alaku, 100 pm széles, 35 pm magas és 20 cm hossz1,
amelybdl 8-at helyeztem el egy csipen, mig a tdltetes IMER csatorngja 1 mm
sz€les, 35 um magas és 1 cm hosszu és egy csipre 9 db ilyen csatornat integraltam
parhuzamosan. A folyadékok aramoltatasahoz perisztaltikus pumpat hasznaltam
(IPC, Ismatec, Cole-Palmer, IL, USA). A pumpahoz csatlakoz6 csévek 0,25 mm
belsé atmérdjiiek voltak (Tygon, Cole-Palmer, IL, USA).

A reaktorok hatékonysagat kiilonbozd tipusu fehérjemintak emésztésével
vizsgaltam. Az emésztést megel6zéen minden fehérjemintat eldkezeltem,
melynek soran a kovetkezd reagenseket alkalmaztam: 8 M karbamid — a fehérje
szerkezetének kitekeréséhez; 100 mM ditiotreitol — a diszulfidhidak
redukalasahoz; 200 mM jodacetamid — a redukalt diszulfidhidak alkilezéséhez. A
mintat 25 mM NHsHCOs3 oldattal higitottam, hogy a karbamid koncentracidja 1
M alé csokkenjen (a tripszin szerkezetét ne bontsa meg), ez a puffer biztositotta
az emésztéshez sziikséges optimalis pH-t is (pH=7,8). Kénnymintak emésztése
esetén a mintavétel standard modon, kapillarissal valdo mintavétellel tortént.
Oldatban emésztés esetén 50:1 (m:m) fehérje:tripszin aranyt alkalmaztam, majd a
mintakat 37 °C-on inkubaltam 16 6ran at. Az IMER-ekkel val6 emésztés soran az

elokészitett fehérjemintat a reaktoron ataramoltattam, mely a szerpentin alaka
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IMER esetén ~1 percet, a toltetes IMER esetén ~10 s-et vett igénybe. Az emésztés
leallitaisahoz  FA-t alkalmaztam 0,1%  koncentracidoban. A  mintak
somentesitéséhez C18-as toltettel rendelkezd pipettahegyet hasznaltam (ZipTip®
C18, Merck Millipore Ltd., Tullagreen, Cork, frorszag).

Az adszorpcidval torténé immobilizalas esetén a tripszint a mikrofluidikai
tripszinoldatot, mely 20 mM CaCly-t és 1 mM HCI-t is tartalmazott a tripszin
Onemésztésének visszaszoritasara, frissen készitettem minden alkalommal. Ezt az
oldatot 2 uL/min sebességgel aramoltattam keresztiil a csatornan 10 percig, majd
25 mM NH4HCOgs-tal valé mosassal eltavolitottam az oldatban maradt tripszint a
csatornabol ¢és kondicionaltam a reaktort a megfeleld6 pH-ra, mely utin
kovetkezhetett az emésztés, 0,65 pL/min sebességgel aramoltatva a mintat,
szobahdmérsékleten. A tripszinréteg regeneralhato a korabban felvitt réteg 50 mM
natrium-dodecil-szulfattal (SDS) torténé lemosasaval és egy 10j réteg
kialakitasaval. (A tripszinréteget csak feliiletaktiv anyagokkal vagy szerves
oldoszerekkel lehet a PDMS feliiletérol eltavolitani.)

A tripszin kovalens rogzitését EDC/NHS modszerrel végeztem amino-
funkcionalizalt szilika részecskékre. A reakcié 5 oras idGtartama alatt a tripszin
karboxilcsoportjait a karbodiimid aktivalja és a részecskék feliiletén 1évo
aminocsoportokkal amidkotést képeznek. Az immobilizalasi reakcio utan a
szuszpenziobol eltavolitottam a szabad formaban maradt tripszint tobbszori
alapos Oblitést, centrifugalast és dekantalast végezve. A részecskéket 1 mM HCI-
t, 20 mM CaCl,-t és 0,4 mg/mL benzamidint tartalmazé oldatban taroltam. A
reaktor kialakitasakor a részecskékbdl toltetet alakitottam ki a PDMS csip
csatornaiban, a részecskéket a csatorna végén elhelyezett sziikiiletek segitségével
tartottam vissza. A toltet tomoritését 25 mM NHsHCOs-tal végeztem, ami
kondicionalta is azt az emésztéshez sziikséges optimalis pH=7,8-ra. Az emésztés
szobahdmérsékleten, az elokészitett fehérjeminta tolteten vald ataramoltatasaval

tortént 1 pL/min sebességgel.
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A tripszin adszorpcidjanak vizsgalatahoz atomeré mikroszkopiat (AFM,
Veeco diCaliber) és feliileti plazmon rezonancia spektroszkopiat hasznaltam
(SPR, Nicolet™ 6700 FT-IR, SPR™ 100 modul, Thermo Electron Co. Waltham,
MA, USA). Kisérleteimhez az SPR arany szenzorlapkajat 0,1% (m/V) hexanos
PDMS oldattal vontam be spincoater segitségével, igy egy nagyon vékony (~100
nm vastag) PDMS réteget képeztem a szenzor feliiletén.

CZE peptidtérkép vizsgalatokat egy Agilent 7100 tipust kapilléris
elektroforézis késziilékkel végeztem (Agilent, Waldbronn, Németorszag).
Meéréseimnél hidrodinamikus injektalast alkalmaztam (100 mbar-s), a mintakat a
kapilléris anod feldli végénél injektaltam. A CZE elvélasztdsokat 80 cm hosszu,
50 um bels6 atmér6jii buborékeellas kvarckapillarisban hajtottam végre (Agilent).
Az elvalasztas sordn 30 kV fesziiltséget hasznaltam. A detektalds a kapillarison
tortént diddasoros detektorral, 200 nm-en. Az elvalasztashoz 25 mM foszfat

puffert (pH=7,0) hasznaltam.

Uj tudomanyos eredmények

1. Elséként alkalmaztam PDMS feliileten lejatsz6dé spontan adszorpciot
enzim immobilizaldsra, és ennek segitségével egy egyszeri IMER-t
fejlesztettem Kki.

Noha az irodalomban szerepelnek enzimek adszorpcidjan alapulé IMER-ek,
ezek altalaban vagy PVDF membranra torténd adszorpciot irnak le — amely
esetben a membran csipbe integralasa jelenthet problémat — vagy LBL adszorpciot
hajtanak végre, amikor ellentétes toltésti rétegeket visznek fel egymas utdn és igy
az adszorpcio hajtoereje elektrosztatikus kdlcsonhatas.

Az emlitett IMER fejlesztésénél az volt a célom, hogy megalkossam a 1étez6
legegyszerlibben kialakithaté enzimreaktort. Ezt ugy sikeriilt elérni, hogy egy
PDMS csipben egy hosszu, szerpentin alaku csatornat alakitottam ki, amelyen
csak keresztiil kellett aramoltatni a tripszin oldatot annak immobilizalasahoz.
Habar koztudott, hogy a PDMS kivaloé adszorbens, ezt a tulajdonsagat eddig nem

hasznaltak ki enzimek immobilizalasara, igy ez az elsd olyan munka, melyben ez
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az egyszeri modszer hasznalatos enzim immobilizalasra. Az IMER egyszerliségét
az is jol mutatja, hogy az adszorpcios feliilet maga a csip anyaga (a csatorna belsé
fala), igy nem volt sziikség valamilyen szilard hordozé vagy feliileti réteg
kialakitdsara az immobilizalashoz (1. abra).

reactor

nnanr®

Serpentine-like
reactor channel

reactor-1

1. dbra: (a) A tripszin adszorpcidjahoz sziikséges munkafolyamat sematikus
dabrdja a szerpentines reaktor esetén. Fényképek a (b) 20 cm hosszu, 100 um
széles és 35 um magas csatornamintazatrol, amibol akar (c) 8 db is elhelyezheto
egy csipen, ill. (d) haszndlhato emésztésre egyidejiileg.
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2. Bizonyitottam, hogy a tripszin gyakorlatilag irreverzibilisen
adszorbealédik a PDMS feliileten. Koncentraciofiiggé SPR és CZE
enzimaktivitas vizsgalatokkal igazoltam, hogy az adszorbealt tripszin
tobbféle allapotban lehet jelen a PDMS feliileten, melyek aktivitasai
eltérnek.

Az adszorpcid jelenségének tanulméanyozasat AFM ¢és SPR technikdk
segitségével végeztem el. Megallapitottam, hogy a tripszin gyakorlatilag
irreverzibilisen kotédik a PDMS felillethez, amelyet csak detergensek vagy
szerves oldoszerek segitségével lehetett a feliiletrdl eltavolitani. Tovabba azt is
igazoltam, hogy az adszorbealt tripszin mennyisége (€s ezzel 0sszefliggésben a
reaktor aktivitasa) fligg a tripszin oldat koncentraciojatol, toményebb tripszin
oldatbol a molekuldk egymashoz kozelebb — ,,stirlibben” — adszorbealdédnak. A
CZE-vel végzett enzimstabilitas vizsgalatok azt mutattak, hogy a tripszin ~2 6raig
marad aktiv, majd fokozatosan elveszti aktivitidsat. Ez vélhet6en a hidroféb PDMS
feliilettel valo erds kolcsonhatdsabol eredd szétteriilés kovetkezménye. Ezen
tapasztalatok alapjan a tripszin PDMS felilleten valé adszorpcidjanak
mechanizmusara az un. tobballapot kinetikai modellt javasoltam.

3. lgazoltam, hogy a PDMS feliiletén adszorbealt tripszint tartalmazo

IMER-rel nagysagrendekkel gyorsabban lehet végrehajtani fehérjék
emésztését az oldatban torténd emésztéshez képest.

A reaktor emésztésének reprodukalhatéosagat és hatékonysagat kiilonbozé
fehérjemintak (mioglobin, lizozim, hemoglobin, BSA, kénny — utobbi kettd
lathatd a 2. abran) emésztésével vizsgaltam. Az emésztés minden esetben
megfeleld volt, az oldatban emésztéssel szemben 16 ora helyett ~1 perc alatt
sikeriilt igy megemészteni a fehérjéket. A BSA peptidjeinek migracios idoéi kivalo
reprodukalhatosagot mutattak (RSD% <1%). Az egyes peptidtérképek
hasonlésaga és az LC-MS/MS meghatarozasok igazoltak, hogy a kétféle emésztés
soran keletkez6 peptidek tobbsége megegyezik.
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2. abra: Emésztett (a) BSA és (b) konnyminta CZE elektroferogramjai IMER-es
emesztést (felso elektroferogram), ill. oldatban emésztést kdvetden (tiikroztetett
elektroferogram). A mintdk az (a) esetben somentesitettek.

Egy kifejlesztett csipen 8 emésztés is végezhetd parhuzamosan, de akar
tovabb is novelhetd az elemzések szama még tobb csatorna ugyanazon csipen vald
elhelyezésével. Mivel az analizisekhez ~10 pL térfogati mintdra volt sziikség, a
teljes emésztési folyamat ~35 percet vett igénybe, ami tartalmazta a tripszin
felvitelét (10 perc), a szabad tripszin kimosésat (10 perc) és az emésztést (15 perc).
Az IMER hatranya, hogy hamar elveszti aktivitasat, azonban jol hasznalhato
egyszerhasznalatos reaktorként, hiszen az eszkdz viszonylag olcso, eldobhato és
igy hasznalata soran nem kell tartani a mintak kozti keresztszennyezéstol.

4. Kifejlesztettem egy hagyomanyos szilika részecskékhez — mint szilard

hordozéhoz - kovalensen rogzitett tripszint tartalmazé IMER-t.
Igazoltam, hogy ez az IMER legalabb 2 honapig megorzi aktivitasat.

Kovalens immobilizalassal sikeriilt egy olyan IMER-t kialakitani (3. abra),
amely az adszorbedlt tripszint tartalmazé IMER-hez képest jobb stabilitassal birt.
Ezt kés6bb igazoltam is, hiszen az IMER 2 hénapos tarolast kovetéen is aktiv
maradt, ill. az aktivitast az sem befolyasolta, hogy milyen médon taroltam (a
mikrofluidikai csipben toltetként 4 ©°C-on vagy a tripszines részecskék

szuszpenzidjat fagyasztva -20 °C-on).
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bottlenecks

reactors

digested
samples

3. dbra: (a-d) Optikai mikroszkop felvételek egy tripszinnel boritott szilika
reszecskekbol kialakulo toltetrol. (e) Fénykep 9 fehérjeminta egyidejii
emeésztéserol, tobb reaktor egy csipen valo elhelyezésével.

5. A tripszin immobilizalasi reakcidelegyben meghataroztam a
tripszin/részecske optimalis aranyat a feliillet megfelelé telitése
érdekében.

Habar a kovalens kotés 1étrehozasaért felelds reagensek aranyait irodalombol
vettem (az EDC/NHS immobilizalas altalanosan hasznalatos eljaras), a
tripszin/részecske aranyat a kiindulasi elegyben optimalizaltam, s az optimalis
értékkel dolgoztam kisérleteimben. Ezzel a kezdeti koriilménnyel sikeriilt 10-13
pg tripszint immobilizalnom 1 mg részecskén (4. abra), ami 6sszemérhetd mas

munkakban feltiintetett mennyiségekkel. A meghatarozas soran — legjobb
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tudasom szerint — elséként hasznaltam azt az eljarast, amikor az amidkdotéssel
kovalensen kotott enzimet azaltal mobilizaltam, hogy luggal hidrolizaltam az

enzimmel k6tésben 1évo szilard hordozot.

—
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|

Immobilized trypsin/particle
(lg/mg)
=

n Awithout EDC, NHS
5 - B with EDC, NHS
. A
BA A A
0 T T T
0 200 400 600

Initial trypsin/particle (ug/mg)

4. abra:A kovalensen kotott tripszin feliileti boritottsaganak fiiggése az
immobilizalasi reakcio kezdeti (bemért) tripszin/részecske aranyatol (fekete
negyzetek), ill. kontroll mérés EDC és NHS reagensek nélkiil (fehér
haromszogek).

6. lgazoltam, hogy a kifejlesztett toltetes IMER segitségével a fehérjék
hatékony és reprodukalhaté emésztése akar 10 s alatt is elérhetd.

Megvizsgaltam a CZE analizisnek, az emésztésnek, a toltet kialakitasanak és
az immobilizalasnak a peptidtérképek felvételének reprodukalhatosagara
gyakorolt hatasat, melynek soran minden esetben jo reprodukalhatosagokat
kaptam a peptidek migracios iddire. Nem tapasztaltam jelentds kiilonbséget az
IMER-rel torténd emésztés €és az oldatban emésztés kozott tobbféle fehérjeminta
esetén sem (mioglobin, lizozim, hemoglobin, BSA, human szérum — utdbbi
kivételével az 5. abran lathatok). Az emésztési id6 csupan ~10 s volt, szemben az

oldatban torténé emésztésre jellemz6 16 oraval.
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5. abra: Négyfele emésztett fehérje CZE elektroferogramjai: (a) mioglobin, (b)
lizozim, (c) hemoglobin és (d) BSA. A felsd elektroferogramok mutatjik az
oldatban emésztéssel kapott mintak, a tiikroztetett elektroferogramok pedig az
IMER-es emésztéssel kapott mintak analiziseit. A mintak somentesitettek.

A toltetes IMER ujszertisége a kialakitasaban rejlik, hiszen mind a mai napig
az irodalomban csak elvétve lehet PDMS csipben kialakitott tolteteket hasznalo
enzimreaktort (vagy barmilyen mas, pl. elvalaszté rendszert) talalni. Az IMER
segitségével akar 9 minta emésztése végezhetd egyidejiileg, tobb, mint 2 honapig
mego6rzi aktivitasat, mely id6 alatt tobbszor hasznalhatd emésztésre. Ez a hosszl
élettartam kikiiszoboli a reaktor azon hatranyat is, hogy az immobilizalasi reakcio
hosszu (5 6ra), hiszen egy nagyobb adag tripszines toltet elkészitése utan ebbdl a
toltetbdl sokdig lehet akar minden alkalommal friss, aktiv tolteteket kialakitani,

mivel egy-egy téltet kialakitasahoz <2 mg toltet sziikséges.
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Az eredmények hasznositasi lehetdségei

A proteomika dinamikusan fejlodé tudomanyteriilet, a fehérjék analizise
eldrelathatolag egyre nagyobb jelentdséglivé fog valni a kdzeljovoben, elsésorban
a fehérjealapt gyogyszerek elterjedése miatt. Mivel a proteomika legalapvetdbb
modszerei — peptidtérkép vizsgalat, shotgun (sérétespuska) proteomika — a
fehérjék enzimatikus emésztésén alapszanak, elényos és célravezeté olyan
eszkozok fejlesztése, amely ezen lépéshez sziikséges id6t nagysdgrendekkel
csokkenteni képes. Mivel a kifejlesztett IMER-ck pontosan erre képesek, igy
felhasznalasuk elonyos lehet fehérjeemésztési célra. Az oldatban emésztéshez
sziikséges id6 haszndlatukkal lecsokkenthetd 16 orarol 1 percre, ill. 10 s-re. A
toltetes IMER legalabb 2 honapig megdrzi aktivitasat, ez id6 alatt akar tobbszor
is felhasznalhat6. Alternativaként, mindkét IMER tekinthetd egyszerhasznalatos,
eldobhatd eszkoznek, hiszen az eldallitasi koltségiik minimalis, tovabba igy
kizarhaté a mintak kozti keresztszennyezés lehetosége.

Ezen IMER-ek kifejlesztése mintaul szolgalhat mas tipusi enzimekbdl
hasonl6 reaktorok létrehozasahoz, amivel lehet6ség nyilna arra, hogy egy
komplex mikrofluidikai csipen tobb, kiilonbdzé enzimaktivitassal rendelkezd
reaktorokat alakitsak ki egymast kovetéen. Példaul egy ilyen tobbenzimes
rendszerben el lehetne végezni akar a fehérje emésztését kdvetden a glikopeptidek
glikdnegységeinek felszabaditasat. Mindkét csip-alapi IMER tovabbi elénye,
hogy viszonylag egyszertien lehet 6ket kapcsolni MS-hez vagy tovabbi miiveletek
elvégzése is kivitelezhetd a csipen (pl. peptidek sdomentesitése, koncentralasa,
elvalasztasa), amivel akdr egy komplex fehérjeemészto, dusitd, elvalasztd és

detektalo lab-on-a-chip megalkotasara is mod nyilhat.
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