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1 Bevezetés

A dolgozat alapjaul szolgalé munka célja olyan akrilamid-alapu toltetek
kifejlesztése volt, amelyek fehérjék analizisében hasznalhatok. Akrilamid, illetve
kllonbdz6 akrilamid-szarmazékok meghatarozott korilmények koézott végzett
polimerizacidjaval egyedi tulajdonsagokkal rendelkez6 polimerek allithatok el6. A
felhnasznalt monomerek mennyiségének és mindségének valtoztatasaval,
kulonb6z6 adalékanyagok hozzaadasaval és a polimerizacio korulmeényeinek
megvaltoztatasaval a keletkez6 polimerek fizikai és kémiai sajatsagai tag hatarok
kozott valtoztathatok. A rendelkezésre allé monomerek valtozatossaga miatt,
illetve a polimer utélagos kémiai mdédositasaval hidrofil, hidroféb, semleges és
ionos csoportokat tartalmazé polimerek egyarant keészithet6k. Ezeknek a
polimereknek egy része makroszkopikusan homogén, teljesen atlatszé, mint
példaul a poliakrilamid gélek és az akrilamid-alapu polimeroldatok. Mig a masik
csoportba tartozo polimerek nem tekinthetdk teljesen homogénnek, opalosak vagy
teljesen atlatszatlanok, mivel kisméretl (szubmikronos) részecskékbdl épulnek fel.
llyenek az akrilamid-alapu monolitok.

Munkam soran tdbb kulonb6z8d, akrilamid-alapu polimert készitettem,
melyeket kromatografias és elektroforetikus elvalasztasi rendszerekben
teszteltem. Készitettem bazikus csoportokat tartalmazé poliakrilamid gélt, melynek
segitségével hig  fehérjemintak  koncentralhatok;  tovabba  szelektiv
felismeréhelyekkel rendelkezé mesterséges antitesteket, homogén gél és monolit

formaban, molekularis lenyomatkészitési technikaval.



2 Irodalmi attekintés

2.1 Elektroforézis

2.1.1 A gél elektroforézis torténete

Az elektroforézis a toltéssel rendelkez6 részecskék vandorlasa az elektromos
térben. A modszer alapjait Kohlrausch dolgozta ki a 19. szazad végén, amikor
megalkotta egyenleteit az ionok elektrolitban térténé vandorlasardl [Kohlrausch,
1897]. Az elekiroforézis végezhetd szabad oldatban vagy ullepedést gatld
kozegben: gélben, illetve polimeroldatban.

A modern elektroforetikus elvalasztas megteremtéje Tiselius volt, aki 1937-
ben irta le a mozgd hatarfellletek modszerét (moving boundary electrophoresis)
[Tiselius, 1937]. Tiselius elektroforézis készllékében (U-alaku csd) az oldott
fehérjék elektroforetikus vandorlasanak megfeleléen kulonb6zé hatarfellletek
alakultak ki a pufferben, amelyeket az eltéré torésmutatdjuk alapjan tudott
detektalni. Ezzel az eljarassal lehetett el6szor fehérjék tényleges mozgékonysagat
meghatarozni [Longsworth, 1959].

Tiselius modszerével szemben, szabad z6na elektroforézis esetén az egyes
komponensek kulonallé zénak formajaban valnak el egymastdl. Ez esetben
azonban szikség van valamilyen hordozéra, ami a molekulak Glepedését hivatott
megakadalyozni (Id. review: [Righetti, 2005]). Ez elséként papir volt [Klobusitzky
és Konig, 1939]. Smithies alkalmazta el6szor a keményitdét hordozékeént [Smithies,
1955], és sikerllt gélben szérum fehérjéket elvalasztania j6 felbontassal. A
keményité azonban kis mennyiségben toltott csoportokat is tartalmazott, amelyek
elektroozmoézist generaltak, illetve fehérjét kotottek meg, igy a keményité géleket
hamarosan felvaltottak a poliakrilamid gélek. A poliakrilamid géleket tdbb
kutatocsoport egymastol fuggetlenul, kdzel azonos idében vezette be [Raymond
és Veintraub, 1959; Davis és Ornstein 1959]. Ornstein irta le els6ként a nem
folytonos (discontinuous) elektroforézis elméleti hatterét [Ornstein, 1964]. A
poliakrilamid gél az elvalasztas szempontjabdl tobb elényds tulajdonsaggal
rendelkezik, semleges, nem hat kdlcson az elvalasztandé molekulakkal (fehérjék),
porusmeérete tag hatarok kozott valtoztathatd, ezaltal ndvelhetd az elvalasztas

hatékonysaga, amely tovabb fokozhat6é a Margolis és Kenrick altal leirt porusméret



gradiens gélekkel [Margolis és Kenrick, 1967]. A poliakrilamid gélek szerkezetét
(pérusméretét) a monomerek 0Osszkoncentracidja (T%), illetve a keresztkotd
monomerekhez viszonyitott aranya (C%) hatarozza meg [Hjertén, 1962]. A
poliakrilamid mellett a szintén semleges agar6z gélek bizonyultak megfelel
elvalasztasi kozegnek [Hjertén, 1961]. Az agar6z azonban lényegesen nagyobb
porusmerettel rendelkezik, mint a poliakrilamid gélek, ezért nincs molekulasziré
hatdsa még nagymeéretl fehérjék esetén sem. (A metoxilalt agardz szerkezete a
poliakrilamidéhoz hasonl6é és szintén rendelkezik molekulaszird tulajdonsaggal
[Hjertén et al., 1994].)

A poliakrilamid gél elektroforézis (PAGE) torténetét tekintve jelentés esemény
volt a natrium-dodecilszulfat (SDS), mint oldédast segité detergens bevezetése
[Shapiro et al., 1967]. Az SDS egy anionos detergens, amely denaturdlja a
fehérjemolekulakat azaltal, hogy a fehérjelanc hidrofob részeihez kétddik, valamint
negativ toltéssel latla el azokat. A kotédés eredményeként a kulonbozé
fehérjemolekulak fajlagos toltése kozel azonos lesz, aminek kovetkeztében
lehetévé valik a molekulaméret (ill. molekulatomeg) szerinti elvalasztas
molekulasz(ir6 koézegben. A kovetkez6 fontos Iépés a 2-dimenzids gél
elektroforézis megjelenése volt [O’Farrell, 1975], amely komplex fehérjemintak
nagyfelbontasu analizisét tette lehetéve. O’Farrell az izoelektromos fokuszalast
[Svensson, 1961] az SDS—poliakrilamid gél elektroforézissel kapcsolta 0ssze. A
fokuszalast kovet6 masodik Iépésben a Laemmli-féle nem folytonos
pufferrendszert alkalmazta [Laemmli, 1970], és a felbontas ndvelése érdekében
exponencialis gél gradienst (9-15 vagy 10-14 T%) hasznalt.

Manapsag a poliakrilamid gél elektroforézis klasszikus formai (nativ-,
denaturalé-, 2D-elektroforézis) igen elterjedtek a klinikai és analitikai gyakorlatban.
Ugyanakkor az id6éigényes, klasszikus lap-gél elektroforézis médszerek egy része
megvalosithatd kapillarisban is, amely igen gyors, nagy felbontasu analizist tesz
lehetévé és mindemellett az elvalasztas automatizalhatéva valik. Az elsé
publikaciok kapillaris gél elektroforézisrél a 80-as években jelentek meg [Hjertén,
1983; Cohen et al.,, 1987]. A klasszikus poliakrilamid gélek alkalmazasa
kapillarisban a gélek instabilitasa miatt csak részben volt sikeres. Ezért tobb
kutatécsoport foglalkozott stabil poliakrilamid [Baba et al., 1992], és mas tipusu
keresztkotott gélek [Righetti és Gelfi, 1997] kifejlesztésével, amelyeket sikeresen

alkalmaztak nukleinsavak és fehérjék elvalasztasaban is. A keresztkotott géleken



kival a molekulasziré tulajdonsagu polimeroldatok [Bode, 1976; Lux et al., 1990]
is megjelentek, eldnylk a gélekhez képest a konnyl elkészités és az egyszeri
hasznalat. Habar a gélek altalaban nagyobb felbontast biztositanak, a
molekulasz(ir6 polimeroldatok (un. ,sieving polimerek”) hasznalata egyre
népszeribbé valik manapsag, ez részben a chiptechnologia térhoditasanak

koszonhet6.

2.1.2 Az elektroforézis elméleti alapjai

Az elektroforetikus elvalasztdas alapja az, hogy a pufferben
(hattérelektrolitban) oldott minta komponensei kilénb6zé sebességgel mozognak

az alkalmazott elektromos erétérben. EQy komponens sebessége (v=pu-FE)

egyenesen aranyos az elektroforetikus mozgékonysagaval (u.;) €s az alkalmazott
erétérrel (E). A mozgékonysag az adott komponensre jellemzé allando, mely a
kovetkezd dsszefliggés alapjan szamithaté:

_ z-e
Her 6-7-rn

, ahol z: a komponens (ion) toltésszama, e: az elemi toltés, r: a szolvatalt ion
sugara, n: a puffer viszkozitasa.

Az elektroozmézis toltéssel rendelkezd felilet mentén Iétrejovo
folyadékaramlasként definialhaté, minden olyan esetben fellép, amikor tdltéssel
rendelkezd felllettel érintkez6, ionokat tartalmazé oldatra (elektrolitoldat)
egyenfeszultséget kapcsolunk. Kialakulasa a toltott felulet mentén Iétrejové
elektromos kettdsrétegnek kdszonhetd. Az elektromos kettdsréteg szerkezetét a
Stern-féle modell irja le [Knox, 1994]. A kettGsréteg egy negativ vagy pozitiv
toltésh fellleti rétegbdl és az elektrolitoldatban a felllettel ellentétes toltési ionok
altal kialakitott rétegbél all. A Stern-féle modell szerint a szilard felllethez
legkdzelebb 1évd ionok fixen (Stern réteg (merev réteg)), a tavolabbi ionok pedig
diffizan  helyezkednek el (Gouy-Chapman réteg (diffiz réteg)) az
elektrolitoldatban. A felllet és az elektrolitoldat koézott létrejovd elektromos
potencial () a merev rétegen belll linearisan, a diffuiz rétegben pedig
exponencialisan csokken a felllettél tavolodva (1. abra). A hatarfelileten mérhet6

potencialérték a zéta potencial ({).



(x)

]

merev réteg diffuz réteg

1. &bra
Az elektromos potencial valtozasa az elektromos kettésrétegben

V- elektromos potencidl, x: a feliilettdl mérhetd tavolsag, {: zéta potencial

Parhuzamos iranyu elektromos er6tér hatasara a feluleten felhalmozodott
ionok az ellentétes toltést elektrod irdnyaba mozognak és Iétrejon a teljes
oldattémeg aramlasa. Az igy létrejové folyadékaramot nevezzik elektroozmotikus
aramlasnak, melynek mozgékonysaga (u.,) a Smoluchowski egyenlettel irhato le:

_&,6,6

, ahol &: a vakuum dielektromos allanddja, ¢: a folyadék dielektromos
allanddja, ¢ a zéta potencial, n: a viszkozitas.

Az elektroozmotikus aramlas profila egyenes (dugattyuszer(i), ha az
elvalasztasi csatorna keresztmetszete nagysagrendekkel nagyobb, mint a
kettésréteg vastagsaga. Ellenkez6 esetben a kettésrétegek atlapolédhatnak, és ez
az aramlasi profil torzulasat okozhatja.

Egy adott komponensre jellemzé elektroforetikus mozgékonysag (), és a
puffer pH-jatél és ionerésségétdl figgd elektroozmotikus mozgékonysag (i«.)
Osszeadddik, ezek ereddje adja meg a komponens tényleges mozgékonysagat az

alkalmazott er6térben.



Az egyes komponensek zonainak alakjat, szélességét szamos tényezd
befolyasolja az elvalasztas soran. Ezen tényezdk ismerete és értelmezése
nagyban el6segiti a kapott eredmények kiértékelését.

A mintazéna az elektroforetikus elvalasztds soran kilonbdzé tényezdk
hatasara kiszélesedik, és Gauss-gorbe alaku ,csucsként” detektalhatdé (o = a
Gauss gorbe inflexidés pontjanal mérhetd csucsszélesség fele). Az egyes
zonaszélesedést okozd tényez6k hatasa oOsszeadodik. Az elvalasztas soran

kialakulé csucs teljes variancidja (o%.,) a kdvetkezd dsszefliggéssel adhatd meg:

2

O-tot

2 2 2 2 2
=0, 1t04, +0;,+0, +0,, ...

A mintazona varianciaja (oz,-nj) a kovetkezOképpen adhatd meg:

2
2 _ in

inj 12

eléréséhez szukséges, hogy a kezd6zona keskeny legyen (1-2 %-a az

o , ahol [;,; az injektalt zona hossza. Megfeleléen nagy felbontas

elvalasztasi csatorna hosszanak). A hossziranyu diffuzidébdl ered6 szélesedés
(c’ay) az Einstein egyenlettel fejezhetd ki (o’uy=2-Dt; ahol D: a diffuzids
egyutthaté, # a vandorlasi id6). Az elektromos aram hatasara
hémérsékletemelkedés kovetkezik be (Joule-h§), az elvalasztasi csatornaban
hédmérsékletgradiens alakul ki, ami szintén hozzajarul a zéna kiszélesedéséhez

2 2
Bkl (rE
i 2 2T,

(o; = B ; ahol B = 2400 K, x : a puffer elektromos

vezetbképessége, [: a minta altal megtett ut, 1. a puffer hévezetdképessége, r: az
elvalasztasi csatorna atmérdje, E: a térer6sség, T, a hltés hémérséklete)
[Hjertén, 1990]. A Joule-h6é képzddés csokkenthetdé a térer6sség, a csatorna
atmérdjének, ill. a puffer vezetoképességének csokkentésével. A minta és az
elvalasztasi csatorna felulete kozott kialakuld — kdlcsOnhatasok — szintén
hozzajarulnak a mintazéna kiszélesedéséhez (c%.i), amelyek rontjak az
elvalasztas hatékonysagat, ezért azokat minimalizalni kell. Ha a mintazéna és a
puffer vezet6képessége kozott nagy az eltérés, akkor az egyes zoénak
térer6sségbeli klilonbsége a csucs torzulasat okozza (tailing, fronting) [Hjertén et
al.,2004].



2.1.3 Mintakoncentralas — Az elektroforézis gyakorlati aspektusa

A mintael6készitésnek nagyon fontos szerepe van az
elvalasztastechnikaban. A megfelelben megvalasztott mintael6készités és
mintakoncentralas jelentésen ndvelheti a késébbi analizis hatékonysagat. A
mintael6készités célja lehet az elvalasztast zavaré komponensek (pl. sok)
eltavolitasa, a kis mennyiségben jelenlevé komponensek dusitasa, illetve keskeny
mintazona kialakitasa. Torténhet az elvalasztasi rendszertdl teljesen fuggetlendl,
azaz off-line modon, vagy az elvalasztasi rendszerhez részben, vagy teljesen
integralva, on-, ill. in-line moédon. A koncentralé modszerek a felhasznalt fizikai

jelenség alapjan csoportosithatok.

2.1.3.1 Elektroforetikus elven alapulé mintakoncentralas
Az elektroforetikus modszereknél a koncentraldas a minta elektroforetikus
vandorlasi sebességének befolyasolasaval torténik, amely leggyakrabban kétféle

maodon valodsithatd meg.

a ,Zone sharpening” (zona élesites)

A modszert Haglund és Tiselius vezette be [Haglund és Tiselius, 1950].
Lényege, hogy a mintat higitott pufferben oldjak fel, igy a mintazénaban (a
mintazona alacsonyabb vezet6képessége miatt) nagyobb lesz az elektromos
térer6sség, mint az elvalasztasi csatornaban. A gyorsan mozgdé mintaionok amint
elérik a futtatopuffer zonajat lelassulnak, és a hatarfellleten feldusulnak, éles,

koncentralt zonat kialakitva.

b Stacking (feldusulas)

A mobdszer els6 alkalmazasa és elnevezése Davis és Ornstein nevéhez
fuz6dik [Davis és Ornstein, 1959]. A mintazénat két kilonb6z6 pufferzona, a
mintanal nagyobb mozgékonysagu iont tartalmazd vezetd elektrolit (LE: leading
electrolyte) és a kisebb mozgékonysagu iont tartalmazé zard elektrolit (TE:
terminating electrolyte) kozott helyezik el. A minta a mozgékonysag kulonbség
miatt a két pufferzéna kozott fog koncentralddni, és a kiuldnbdzé térerdsségi
zonak azonos sebességgel vandorolnak tovabb. Manapsag a mddszer altalaban
izotachoforézis néven ismert, gyakran alkalmazzak kapillaris elektroforetikus
elvalasztasoknal oOnalldan [Sazelova et al., 2003; Bodor et al., 2001], vagy

elvalasztast megel6z6en, mintakoncentralasra [Dankova et al., 1999].



2.1.3.2 Kromatografias elven alapulé mintakoncentralas

A kromatografias koncentralasi modszerek alapja a minta szilard hordozon
torténé adszorpcidja. A kromatografias modszerek elénye az elektroforetikus
modszerekkel szemben az, hogy nemcsak a minta koncentralasara, hanem a
minta tisztitasara is alkalmasak. Az adszorbens lehet szilard hordozéhoz kotve
(SPE: solid-phase extraction), vagy membranra impregnalva (mPC: membrane

pre-concentration).

a Kis szelektivitdsu modszerek

A kis szelektivitasu modszerek csoportjaba tartoznak az ioncserélé (anion-
vagy kationcsere), és a hidrofob kdlcsdnhatason alapulé kromatografias
modszerek, melyek tobbféle hasonlé tulajdonsagu komponens egyidejl

koncentralasat teszik lehetévé (Id. review: [Saavedra és Barbas, 2007]).

b Nagy szelektivitasu modszerek

Nagy szelektivitasu koncentralé6 médszer a molekularis felismerésen alapuld
immuno-affinitas kromatografia [Hennion és Pichon, 2003] és a molekularis
lenyomatkészités technikaja [Sellergren, 1994; Pichon, 2007], melyek

segitségével egyes komponensek szelektiven izolalhatok, dusithatok.

2.2 Molekularis lenyomatkészités — a szelektiv polimerek

Bioldgiai rendszerekben a molekularis felismerés kozponti szerepet jatszik a
molekulak kozoétti  kdlcsdnhatasok (pl. antigén-antitest, enzim-szubsztrat)
kialakulasaban. A felismeré és a felismerendd (ligand) molekula megfelel6 helyei
komplementerek, igy képesek kialakitani egymassal a szukséges kotéseket,
kOlcsonhatasokat. A keérdésre, hogy mesterségesen elballithato-e bizonyos
molekulakat specifikusan felismerd polimer, a molekularis lenyomatkészités
(molecular imprinting) adta meg a valaszt. Ezzel a mddszerrel olyan szintetikus
kot6helyek alakithatok ki egy polimer matrixban, amelyek komplementerek egy
adott ligandum kot6helyeivel és igy képesek felismerni azt. Az elsd sikeres,
-kémiai emlékezettel” rendelkezd polimer szintézise Wulff és Sarhan nevéhez
flzédik [Wulff és Sarhan, 1972].

10



A molekularis lenyomatkészités funkcionalis, vagy semleges monomerek és
keresztkot6k, templat molekula jelenlétében torténd polimerizaciojat jelenti. A
templat eltavolitasa utan a képzddott polimerben visszamaradé felismeré helyek
komplementerek a templattal. A polimer igy képes az adott molekula felismerésére
es megkotésére [Kempe és Mosbach 1995]. A molekularis lenyomatkészités
technikaja kisebb-nagyobb mddositasokkal széleskorien alkalmazhato kulonbozé
molekulakra: példaul peptidekre [Rachkov és Minoura, 2000], fehérjékre [Glad et
al., 1985, Liao et al., 1996¢c], gydégyszermolekulakra [Kempe és Mosbach, 1994],

aminosav szarmazékokra [Kempe, 1996] és cukrokra [Wulff és Haarer, 1991].

2.2.1 Kismolekulak felismerésére alkalmas polimerek

A szelektiv felismeréssel rendelkez6 polimerek szintézisének sikere egy adott
templat molekula esetén a megfelel6 reagensek (funkcionalis monomer,
keresztkot6, iniciator, olddszer) kivalasztasan, azok koncentracidjan és a
polimerizacié korulményeinek megvalasztasan mulik. A monomer és a templat
kozott 1étrejové kotés lehet kovalens [Wulff, 1995; Norrlow et al.,1987] vagy egyeb
kotés (hidrogénkotés, elektrosztatikus kolcsdnhatasok) [Nicholls et al., 1995]. A
kolcsdnhatasok eréssége és a funkcionalis csoportok elrendezédése befolyasolja
a polimer templatkotd képességét. A leggyakrabban hasznalt monomerek kozé
tartoznak a metakrilsav, metakrilamid, kalonb6zé vinilpiridin szarmazékok illetve a
sztirol.  Keresztkotéként  altalaban  etilénglikol-dimetakrilat, trimetilpropan-
trimetakrilat vagy divinil-benzol hasznalatos. A nem-kovalens komplex stabilitasat
(templat-monomer komplex) befolyasolja az oldoszer. Minél apolarisabb a
polimerizaciéhoz hasznalt oldoészer, annal hatékonyabb a Ilenyomatkészités
[Mosbach és Ramstrom, 1996]. A leggyakrabban hasznalt oldészerek a kloroform,
toluol, diklormetan és az acetonitril.

Az egyszerl szintézisnek, a polimerek valtozatos Osszetételének és
stabilitdsanak koszonhetéen az imprinting technikaval készilt polimerek (MIP)
mind a hagyomanyos folyadékkromatografidban [Glad et al., 1985; Nicholls et al.,
1995], mind az elektrokromatografiaban [Schweitz et al., 1998; Quaglia et al.,
2004] széles korben elterjedtek. A legfontosabb alkalmazasi teruletik az
enantiomer elvalasztas [Kempe és Mosbach, 1995; Schweitz et al., 1997], de

egyre gyakrabban hasznaljak szilardfazisu extrakcidhoz [Sellergren, 1994; Pichon,
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2007] és szenzorok készitéseére is [Kriz et al., 1997] az imprinting technikaval

készitett polimereket.

2.2.2 Fehérjék felismerésére alkalmas polimerek

A fehérjék szelektiv felismerésére alkalmas polimerek szintézise jelentés
elérelépést jelentett, mert ezek a Kklinikai diagnosztikaban, proteomikaban,
kornyezeti analizisben, gyogyszerkutatasban és szenzorikai kutatasokban is
alkalmazhatdk (Id. review: [Bossi et al., 2007]). A molekularis lenyomatkészités
(molecular imprinting) technikajaval készult polimerek (Un. mesterséges antitestek)
szelektivitasa elérheti a természetes antitestekét, ugyanakkor szintézisuk
egyszeribb, olcsdbb, nem igényel kisérleti allatokat és sokkal stabilabbak a

természetes (fehérje) antitesteknél [Hjertén et al., 1997].

o’

= Komplex képzddés

Funkcionalis monomerek t

J—

Polimerizacié J Keresztkstd

Templat eltavolitisa
—
e

Templat visszakotddése

2. abra
A molekularis lenyomatkészités sémaja funkcionalis monomerek hasznalatakor

A fehérjék elleni mesterséges antitestek készitésének két iranyzata van. Az
egyik iranyzat képvisel6i (1) funkcionalis monomereket hasznalnak a polimer
szintéziséhez (2. abra), amelyek a megfelel§ térbeli elrendezddést felvéve erds

kolcsdnhatasokat alakitanak ki a templat molekulaval (fém koordinacios, erés
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elektrosztatikus kdlcsonhatas), mig a masik iranyvonal kovetdi (Il) nem
hasznalnak specialis monomereket (3. abra), ebben az esetben a polimer és a
templat kozott gyenge masodrendd kotések alakulnak ki és emellett nagy

hangsulyt kap az alaki megfelelés is a felismerésben.

I/a Szilan polimerek

Glad és munkatarsai [Glad et al., 1985] transzferrint hasznaltak templatként
és boronat-szilant funkcionalis monomerként. A boronat csoport észterkotésen
keresztul kapcsolddik a transzferrin cukorlancaihoz. A templat és a monomerek
oldatdahoz szilika gyongyoket is kevertek, igy a polimer a gyongyok fellletén
alakult ki, amelyeket nagynyomasu folyadékkromatografidas analizisben
hasznaltak. A transzferrin jelenlétében szintetizalt polimer nagyobb affinitast
mutatott a transzferrinhez, mint a marha szérum albuminhoz.

A mébdszer biokompatibilis, mert a szilanok polimerizacidja vizes oldatban
megy vegbe, igy nincs szukség szerves olddszerre. Ugyanakkor a polimer
szelektivitasa nem elég nagy, mas glikoproteinek is konnyen reagalhatnak a
polimer funkcionalis csoportjaival.

Ezt az eljarast mas kutatdcsoport is alkalmazta azéta fehérjékre [Venton és
Gudipati, 1995], valamint a moddszer egy tovabbfejlesztett valtozatat, ahol a
templat fehérjét a polimerizaciot megel6z6en a szilika gyongy feluletén rogzitettek
[Shiomi et al., 2005].

I/b Kelatképz6 csoportot tartalmazoé polimerek

Templatként azok a fehérjék hasznalhaték ennél a technikanal, amelyek
rendelkeznek fellleti hisztidinekkel [Kempe és Mosbach, 1995]. A funkcionalis
monomerként hasznalt N-(4-vinil-benzil)-imino-diecetsav és a hisztidin imidazol
gydrdje réz(ll) ionnal alakit ki koordinativ kotést. A polimer el6kezelt feluletl szilika
gyongyokon alakul Ki.

A modszer hatranyai, hogy a fehérjék egy szik csoportja hasznalhaté csak
templatként, illetve, hogy a funkcionalis monomer kelatképz6 csoportja nem
specifikus koélcsdnhatasokat alakithat ki mas molekulakkal, ezaltal csdkkentve a

polimer szelektivitasat.

l/c Epitobp modszer
A modszer a természetes antitest-antigén kolcsdonhatast vette alapul, ahol a

felismerés a fehérje (antigén) megfeleld részének (epitdop) komplementaritasan
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alapul. Az epitdp egy rovid aminosavszekvencia, amely komplementer az antitest
kotbhelyével. Rachkov és munkatarsai kisérleteikben csak egy rovid
peptidszekvenciat hasznaltak templatként az egész polipeptidlanc helyett
[Rachkov és Minoura, 2001]. Az igy készitett polimer késdébb nemcsak a
templatként hasznalt peptid szakasz, hanem a teljes polipeptid felismerésére is
képes volt. A polimerhez metakrilsavat és keresztkotoként etilénglikol-
dimetakrilatot hasznaltak. A mdédszer megfelel6en mikodott 8-10 aminosavbal allé
peptidek esetén (pl. oxitocin), azonban kérdéses, hogy a bonyolult harmadlagos

szerkezettel rendelkezé fehérjék esetén ugyanilyen hatasosan tud-e mikodni.

I/d Fellleti polimerek

Bossi és munkatarsai polisztirol mikrolemez fellletén hoztak Iétre 3-amino-
fenil-borsav  polimert kulonb6z6 fehériék (pl. laktoperoxidaz, citokrom c,
hemoglobin) jelenlétében [Bossi et al., 2001]. A hemoglobin jelenlétében
szintetizalt vékony polimer film nagyobb affinitassal kototte a templatként hasznalt,

cukorrészt nem tartalmazé hemoglobint, mint a glikozilalt hemoglobint.

- o L
. _\m . \ Polimerizacio
APS
HN TEMED

Akrilamid _/:n
Templat e|tévo|itéW
Templat visszakotddése

Bisz-akrilamid

3. abra
A poliakrilamid gél antitestek szintézisének sémaja
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Il Poliakrilamid gélek, mint mesterséges antitestek

Hjertén és munkatarsai modszere [Liao et al., 1996c; Hjertén és Liao
szabadalom, 1998] alapvet6en eltér az el6z6ekben bemutatott technikaktdl (3.
abra). A szintézishez nem hasznalnak funkcionalis monomereket, mivel azok
altalaban toltéssel rendelkeznek és ezaltal er6s elektrosztatikus kolcsonhatast
tudnak kialakitani kulonb6z6, nem templat molekulakkal is, igy csokkentve a
polimer szelektivitasat [Hjertén et al., 1997; Tong et al., 2001]. A ,mesterséges
antitestek” anyaga az akrilamid és bisz-akrilamid polimerizacidja soran kialakuld
semleges, nagy porusmeéretli poliakrilamid. A poliakrilamid tébb okbdl is idealis
matrixnak tlnik: (a) semleges, a nem-specifikus kdolcsdnhatasai fehérjékkel
elhanyagolhatok (ezt tamasztjak ala a poliakrilamid gél elektroforézis tapasztalatai
is) és (b) hidrofil, tehat biokompatibilis. Nem elhanyagolhaté az a szempont sem,
hogy igen sok laboratériumban hasznaljak, jol ismert és kdnnyen elérhetd.

A mesterséges poliakrilamid gél antitestek szelektivitasanak alapjai:

e a kozeli illeszkedés az antigén és a lenyomata kozt a gélben (ami az
antigén teljes felszinérél készillhet, szemben a természetes antigén-antitest
kapcsolodasokkal, ahol csak az adott molekulak meghatarozott részei kozott
alakul ki kdlcsdnhatas (Id. epitop mddszer))

e az antigén és a polimer kozott kialakuld gyenge kotések nagy szama. (A
templat és a polimer kozott nagyszamu, gyenge kolcsonhatas (hidrogénkoteés,
indukalt dipdlus, apolaros kotés) alakul ki.)

Szelektiv géleket készitettek hemoglobin, citokrém c, transzferrin, névekedési
hormon, mioglobin, ribonukleaz A és mas fehérjék [Liao et al., 1996c¢; Hjertén et
al., 1997; Tong et al., 2001; Takatsy et al., 2006a; 2007], Semliki Forest virus
[Takatsy et al., 2006b] és Echerichia coli baktérium [Bacskay et al., 2006] ellen is.
A szintézis univerzalis, hiszen az eljaras valtoztatas nélkdl, illetve csekély
modositassal hasznalhaté a kulonb6z6 antigének ellen. A gélek szelektivitasat
hasonl6 fehérjék, illetve virusok, baktériumok felhasznalasaval, ioncserél6
kromatografiaval és elektroforetikus technikaval tanulmanyoztak. Az eredmények
azt mutatjak, hogy a poliakrilamid gélek segitségével minimalis konformacios és
kémiai eltérések is kimutathatdk, példaul transzferrin vasmentes és vassal telitett
formaja [Takatsy et al., 2006a] vagy a Semliki Forest virus vad és mutans tipusa
kozott [Takatsy et al., 2006b].
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A molekularis imprinting technikaval készitett mesterséges antitestekrdl
elmondhatd, hogy szintézisuk egyszer(, id6-, és koltségkiméld, emellett olyan
antigének ellen is készithetbk, amelyek ellen természetes antitest termeltetése
egyaltalan nem, vagy csak nehezen oldhaté meg. Ezek a mesterséges polimerek
fizikai, kémiai hatasokkal szemben (hémérséklet, pH, nyomas vagy szerves
oldészerek) sokkal ellenallobbak, mint természetes tarsaik. Szelektiv
memoriajukat hosszu tavon megdrzik, ujra és ujra felhasznalhatok anélkul, hogy a
szelektivitdsukban szamottevé romlas kovetkezne be [Takatsy et al., 2007].
Fehérjék szelektiv felismerésére alkalmas matrixok ezért j6l hasznalhatok a
biotechnolégiaban, elvalasztasra illetve tisztitasra [Hjertéen et al, 1997];
diagnosztikai célokra; bioszenzorok érzékel6iként [Rick és Chou, 2005] és

katalitikus folyamatokban is.

2.3 Monolitok

A monolitok (az angol nyelvi szakirodalom ,continuous beds”, ,continuous
polymer rods” néven is emliti) kromatografias all6fazisok, melyek in situ az
oszlopban készithetbk el. Az elsé sikeres kisérlet ilyen toltet eléallitdsara 1989-
ben tortént [Hjertén et al., 1989]. Ez az elsé monolit (,continuous polymer bed”)
akrilsav és N,N’-metilén-bisz-akrilamid kopolimerje volt, amelyet a polimerizaciot
kovetben erésen Osszepréseltek. Az igy kapott porézus polimer, folyadékok
szamara atjarhaté volt, és fehérjék elvalasztasat tette lehetévé kationcseréld
mechanizmus alapjan. Az azoéta eltelt id6 alatt valtozatos mddszereket dolgoztak
ki monolitok szintézisére, amelyek kulénbéznek a felhasznalt monomerekben,
oldészerekben stb., de szerkezetuk hasonld, kisméreti (szubmikronos)
egymashoz kovalensen kapcsolodd részecskékbdl allnak (4. abra). Szamos
Osszefoglald tanulmany jelent meg monolitokkal kapcsolatban, melyek kilénb6zé
nézépontok szerint dolgozzak fel a terlleten szuletett uj eredményeket [Legido-
Quigley et al., 2003; Végvari és Guttman, 2006].

A monolitokat két nagy csoportra oszthatjuk: (I) szilicium-dioxid monolitokra,
amelyek az un. szol-gél technoldgiaval készilnek; és (ll) szerves polimer-alapu

monolitokra, ide tartoznak az akrilamid-, metakrilat- és a sztirol-alapu polimerek.
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I Szilicium-dioxid monolitok

Tanaka és csoportja készitette az els6, pordzus, szilicium-dioxid monolitot
[Minakuchi et al., 1996]. A prekurzorokbdl oldatot allitanak elé és ebbél gélesedés
soran alakul ki a megfeleld polimerhalézat. A szilanolcsoportok polikondenzaciéval
kapcsoldédnak 0ssze halézatos rendszerré. A kialakulé haldzat tulajdonsagait, igy
példaul a poérusmeéretet, befolyasolia a pH, a hdémérséklet, a reagensek
koncentracidja, a reakcioidd, és a katalizator.

Ezzel a technoldgiaval készul6 HPLC monolit oszlopok (pl.: ChromolithTM)

mar kereskedelmi forgalomban kaphatok.

4. abra
Monolitrol készitett pasztazo elektronmikroszképos felvétel [Enlund et al., 2001].

Il Szerves polimer-alapu monolitok

A polimerhalézat gyokds mechanizmusu lancreakcid soran jon létre. A
monomeroldat tartalmazza a monomereket, a keresztkotét, az iniciatort, a
porogént, illetve valamilyen specialis ligandumot (a monomerek tulajdonsagaitdl
és a toltet késdbbi felhasznalasatdl fuggben). A ndvekvd polimerlancok, a
jelenlévé porogénnek koszonhetbéen oldhatatlanna valnak, és kicsapddnak. Az
aggregatumok kozott kialakulé csatornak teszik lehetévé a folyadékaramlast a
monoliton keresztul. A polimer porusméretét a keresztkotd koncentraciojaval és a

porogén megvalasztasaval lehet befolyasolni.
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ll/a Metakrilat-alapu monolitok

Svec és Fréchet vezette be a metakrilat-alapu monolitokat [Svec és Fréchet,
1992], de azéta tobb mas kutatdcsoport is sikeresen alkalmazta 6ket kulonbdzé
célokra [Zhang et al., 2000; Ping et al., 2003a; 2003b]. Glicidil-metakrilat, 2-
(hidroxi)etil-metakrilat és mas metakrilsav észter monomert és keresztkotéként
etilén-dimetakrilatot (EDMA) hasznalnak leggyakrabban, mig porogénként egy
haromkomponensi rendszert, ami kulonb6z6 aranyban tartalmaz vizet, 1-
propanolt és 1,4-butandiolt. A glicidil-metakrilat reaktiv epoxi-csoportja miatt
konnyen moddosithatd a monolit felllete, ezaltal kilénb6zé ligandumok
kapcsolhatok hozza [Zhang et al., 2000]. A monolit széles pH tartomanyban (2-12)
stabil [Svec et al., 2000].

ll/b Sztirol-alapu monolitok

Svec és Fréchet hasznalt el6szor sztirol-alapu monolitot [Wang et al., 1993]
fehérjék forditott fazisu HPLC-s elvalasztasahoz. A sztirol mellett altalaban divinil-
benzol a keresztk6td, a porogén pedig valamilyen alkohol vagy azok keveréke
(metanol, etanol, propanol, toluol). A poli(sztirol-divinil-benzol) polimer nagyon
széles pH tartomanyban stabil (1-14), és mivel erésen hidroféb tulajdonsagu,
kozvetlendl is hasznalhato forditott alléfazisként. Fellleti alkilcsoportok a polimer
utdlagos alkilalasaval (Friedel-Crafts reakcio [Gusev et al., 1999]) vagy alkil-sztirol

monomerek hasznalataval alakithatok ki.

ll/c Akrilamid-alapu monolitok

Hjertén mddszerének Iényege az akrilamid-szarmazékok polimerizacioja so
jelenlétében [Liao et al., 1991]. A polimerizacié soran a ndvekvd polimerlancok
aggregatumokat képeznek a hidroféb kolcsOnhatasnak koszonhetben, amit a
jelenlévé sé (ammoénium-szulfat) indukal/elésegit. Az igy keletkezett
aggregatumok kozott csatornak alakulnak ki, melyek lehetévé teszik a folyadék
aramlasat a polimeren keresztul. Az els6 kisérletekben még N,N-metilén-bisz-
akrilamid keresztkotét hasznaltak, de a monolitok pH stabilitasa és az aramlasi
tulajdonsagai nem voltak megfeleléek [Hjertén et al., 1993], ezért a késbbbiekben
metakrilamidot és piperazin-diakrilamidot hasznaltak a monolitok szintéziséhez. A
megfelel6 funkcionalis csoportot (ligandumot) tartalmazé polimer szintézise
torténhet egy lépésben ha rendelkezésre all vizoldékony funkcionalis monomer

[Zeng et al.,1996; Ericson és Hjertén, 1999; Hoegger és Freitag, 2001; Liao et al.,
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1996a]; vagy tdbb lépésben a polimer fellleti médositasaval [Liao et al., 1996b;
Ericson et al., 1997].

Palm és Novotny vizes puffer és N-metilformamid kulénb6z6 aranyu
keverékét hasznalta oldoszerként [Palm és Novotny, 1997]. A monolit készitéshez
akrilamidot, N,N-metilén-bisz-akrilamidot, akrilsavat és kulonb6zd lanchosszusagu
alkil-akrilatot hasznaltak fel, a polimerlancok aggregaciojanak elGsegitése
erdekében polietilén-glikolt adtak a monomeroldathoz.

A monolit toltetek szamos el6nyds tulajdonsaggal rendelkeznek:

e gyors és egyszerl polimerizacio kozvetlenil a kromatografias
oszlopban/kapillarisban (A monolit kovalensen koéthetd a kapillaris
falahoz, ezzel kikliszobolheté a gyakran problémakat okozé fritek”
hasznalata.)

o valtozatos Osszetétel, ami a felhasznalhatdé monomerek nagy
szamanak, és a polimerizaciot koveté fellleti modositasoknak
kosz6nhet6

o nagy reprodukalhatésag a szintézis és felhasznalas tekintetében is

. nagy mechanikai és kémiai stabilitas

e hagyomanyos folyadékkromatografiaban és elektrokromatografiaban
egyarant alkalmazhatok alléfazisként

o konnyen alkalmazhatok miniaturizalt rendszerekben is.

A monolitok leggyakoribb alkalmazasi terlletei a folyadékkromatografias (HPLC,
u-HPLC) és elektrokromatografias (CEC) elvalasztasok; biomolekulak
elvalasztasa [Svec et al, 2000; Oefner és Huber, 2002; Jungbauer és Hanh,
2004], kornyezeti mintak analizise; de monolitokat hasznalnak szilardfazisu
extrakciokban [Sellergren, 1997; Svec, 2006] és mintakoncentralashoz is
[Sellergren, 1994; Armenta et al., 2005].
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2.4 Biokatalizis - Enzimreaktorok

Az enzimek specifikus, altalaban fehérje természetli katalizatorok, melyek
komplex, kémiai folyamatok lejatszdédasat teszik lehetévé bioldgiai rendszerekben.
A biologiai forrasbol szarmazo enzimek ipari (pl. élelmiszeripar, gydgyszeripar) és
tudomanyos (pl. fehérje kémia) célu felhasznalasa nagy jelentéséggel bir.

Az enzimek altal Kkatalizalt folyamatokat tulnyomérészt klasszikus
tankreaktorokban, kontrolalt hémérsékleten hajtjak végre. Ezek a bioreaktorok
konnyen kezelhet6k, ugyanakkor hasznalatuk koltséges, mivel a keletkezett
terméket el kell valasztani az enzimtél és az enzim ujboli felhasznalasa sem
lehetséges az aktivitasvesztés miatt.

Az enzimek szilard hordozéhoz kotése, azaz a kulonb6z6 immobilizacids
eljarasok megjelenése nagy elbrelépést jelentett az enzimreaktorok fejlédésében.
Az immobilizalt enzimek hasznalata, azon tul, hogy lehetévé teszi az enzimek
tobbszori felhasznalasat, kontrolalhatobba teszi a lejatszédd reakcidt és
leegyszerlsiti az egész folyamatot. Az enzim tulajdonsagai (stabilitas, katalitikus
aktivitas) a fixalas/rogzités kovetkeztében megvaltozhatnak, ezért kulcsfontossagu
a megfelel6 mdédszer és hordoz6 kivalasztasa.

Az idedlis hordozo stabil és inert. Mivel altalaban aramlasos rendszerben
(oszlopos technika) hasznaljak az enzimreaktorokat, nagyon fontosak a toltet
egyéb fizikai tulajdonsagai is, mint az alak, szemcseméret, pérusméret, stb., mert
ezek befolyasoljak az oszlop kromatografias tulajdonsagait. A hagyomanyos
szerves- (agardz, dextran), és szervetlen-alapu (SiO.) toltetek mellett, az elényds
kromatografias tulajdonsagai miatt gyakran hasznaljak a monolitokat is
enzimreaktorok alapjaul [Mohammad és Hjertén, 1994, Josi¢ és Buchacher, 2001].

A technikak, amelyek segitségével enzimek szilard hordozéhoz kothet6k, két
csoportba sorolhatdk. Az egyik csoportba azok a mddszerek tartoznak, amelyek
esetén az enzim kovalens kotésekkel kapcsolddik a szilard hordozéhoz, a masik
esetben az enzim adszorpcidja gyenge kolcsonhatasok révén jon létre. A gyenge
kolcsonhatasokkal torténé adszorpcié altalaban kevéssé befolyasolja a fehérje
(enzim) nativ szerkezetét, ezaltal az aktivitasat; viszont a kdrnyezet kis valtozasa
(pH, ioner6sség megvaltozasa) is meggyengitheti a kdlcsdnhatast, ami az enzim

deszorpcidjat eredményezi. Ez teszi lehetévé ugyanakkor az enzimreaktor
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regeneralasat, hiszen az inaktiv enzim egyszerien eltavolithaté és helyettesithet6
friss, aktiv enzimmel [Hjertén et al.,1981; Caldwell et al., 1975]. Kovalens
kotésekkel rogzitett enzimek esetén, a kotés stabilitasa miatt kicsi a deszorpcio
valészinlisége, az igy készitett enzimreaktorok tehat hosszabb élettartamuak. Az
erds kolcsdnhatasok azonban lényegesen befolyasolhatjak a fehérje (enzim) nativ
szerkezetét (rigidebbé valik), amely pozitivan befolyasolhatja az enzim stabilitasat,
de egydutt jarhat jelents aktivitasvesztéssel is. Az immobilizacids technikakrol és
az enzimreaktorok alkalmazasi lehet6ségeirdl tobb Osszefoglalé is megjelent az
utdbbi években [Girelli és Mattei, 2005; Mateo et al., 2007].

Katalitikus aktivitassal rendelkez6 polimerek, melyek enzimek aktiv
centrumaval egyeneéertéki ,uregeket” tartalmaznak molekularis
lenyomatkészitéssel készithetbk. Ezek a polimerek olyan kotéhelyekkel
rendelkeznek, amelyek alkalmasak a szubsztrat molekula megkotésére és
koenzim jelenlétében annak atalakitasara, azaz enzimszer(i miikddésre [Wulff,
1995]. Templatként az adott enzimreakcié atmeneti termékével analég molekulat
hasznalnak, amely a funkcionalis monomerekkel és a keresztkotével egydtt a
polimerizacié soran kialakita a megfelelé polimer szerkezetet. Ezek a
mesterséges enzimek rendelkeznek mindazokkal az elényos tulajdonsagokkal,
melyek a 2.2 fejezetben, az imprinting technikaval készitett polimerek kapcsan
mar olvashatok voltak, tovabba hasznalatukkal enantioszelektiv katalizis is
megvalosithatd [Volkmann és Briggemann, 2006].

Az enzimreaktorok szerepe egyarant jelentés a bioanalitikaban és az
alkalmazott biotechnoldgiaban. A tertleten folyamatos fejlesztés zajlik, melynek
célja maximalis enzimaktivitds és stabilitas elérése a lehet6 legalacsonyabb
koltségek mellett. A jovBben valdszinlleg egyre nagyobb szerep jut majd a

megujulé enzimreaktorok szamara.

21



3 Célkitlizések

Munkank soran uj, akrilamid-alapu polimerek kifejlesztését kivantuk elérni,
melyeket elektroforetikus és kromatografias elvalasztd rendszerekben, fehérjék

analizisére hasznalhatunk.

A kovetkez6 célokat thztuk ki:

e  Akrilamid-alapu homogén gél kifejlesztése (protonalhatd csoportot tartalmazoé
monomer  felhasznalasaval), mely alkalmas hig  fehérjemintak
koncentralasara, ill. olyan gélrendszer készitése, amely fehérjék
koncentralasara és elvalasztasara hasznalhaté.

o Megujithatd poliakrilamid enzimreaktor készitése mesterséges poliakrilamid
gél antitestek felhasznalasaval.

o Fehérjék (hemoglobin) szelektiv felismerésére és megkdtésére képes,

kromatografias monolit toltet kifejlesztése molekularis imprinting technikaval.
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4 Anyagok és médszerek

4.1 Poliakrilamid gélek elektroforézishez

4.1.1 Poliakrilamid gélek szintézise

Elektroforézishez hasznalatos poliakrilamid géleket keészitettunk az
irodalomban korabban leirt modszer szerint. A monomereket, illetve azok
koncentracidjat valtoztattuk. A polimerizacié a kovetkezé séma alapjan tortént:

A monomereket (akrilamid (Bio-Rad Laboratories), vagy akrilamid és 2-
morfolino-etilakrilamid (Acrylamido buffer pK 6.2) (Fluka)) és a keresztkotét (N,N’-
metilén-bisz-akrilamid (Bio-Rad Laboratories)) 0,02 M natrium-foszfat pufferben
(pH 6.8) oldottuk fel. A polimerizacié elinditasahoz ammaodnium-perszulfatot (APS)
és N,N,N’,N’-tetrametil-etiléndiamint (TEMED) (Bio-Rad Laboratories) adtunk a
gaztalanitott oldathoz. A monomeroldatot azonnal 5 mm belsé atmérdji
uvegcsbébe pipettaztuk, amelynek az aljat el6zbleg dializis membrannal zartuk le.
A monomeroldat tetejére izopropil alkoholt rétegeztink, igy elkertilheté volt az
oxigénnel val6é érintkezés (amely gatola a polimerizaciét), valamint sima
gélfelszint kaptunk, ami fontos volt a jol definialhaté kezd6zona kialakitasahoz
[Rezeli et al., 2008].

4.1.2 Gél elektroforézis livegcsében

Az elektroforézist vertikalis elektroforézis készulékben végeztuk, amelyhez
tapegységet kapcsoltunk. A komponensek vandorlasa szabad szemmel kdvethetd
volt, mivel szines (fikoeritrin), ill. festett fehérjét (bromfenolkékkel festett
szérumalbumin) hasznaltunk mintaként. A koncentralas és elvalasztas lépéseit

digitalis fényképek segitségével dokumentaltuk.
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4.2 Akrilamid-alapu polimerek fehérjék szelektiv felismerésére

4.2.1 Szelektiv polimerek szintézise

A szelektiv polimerek szintéziséhez semleges monomereket, akrilamidot
(Bio-Rad Laboratories) és metakrilamidot (Fluka); keresztkot6ként pedig N,N’-
metilén-bisz-akrilamidot és piperazin-diakrilamidot (Bio-Rad Laboratories)
hasznaltunk. A polimeroldat a templatként hasznalt fehérjét (B-galaktozidaz,
hemoglobin) is tartalmazta. A gyokds mechanizmusu polimerizaciéhoz
katalizatorként ammonium-perszulfatot (APS), iniciatorként N,N,N’,N’-tetrametil-
etiléndiamint (TEMED) (Bio-Rad Laboratories) alkalmaztunk.

A szelektiv poliakrilamid gélt 2-5 ml térfogatban, Uvegcsében készitettik. A
kialakult gélt aztan kiildnbozé lyukmeéretl (60 és 100 lyuk/cm?) haldkon préseltiik
at, igy 0.1-0.3 mm atmeérd6ji gélgranulakat kaptunk.

A szelektiv monolitot kdzvetlenil 6 mm belsé atmeérdji kromatografias

oszlopban (Plexiglas) polimerizaltattuk.

4.2.2 Templat fehérjék eltavolitasa a polimerbdl

A templatként hasznalt fehérjék eltavolitdsara tobb mddszer ismeretes az
irodalomban [Hjertén et al., 1997; Tong et al., 2001; Bacskay et al., 2006; Takatsy
et al.,, 2007]. A poliakrilamid gélgranulak esetén az elektroforetikus moddszer
mellett dontottink, a monolit oszlop tisztitasat natrium-dodecilszulfat (SDS)

tartalmu savas pufferrel végeztuk.

SDS elektroforézis

A gélgranulakat az aljan dializismembrannal lezart Uvegcsdvekbe (6 mm
atmérd) toltottik. A membrant kis lyukakkal lattuk el, hogy a fehérje-SDS micellak
szamara atjarhatd legyen. A csoOveket vertikalis elektroforézis készulékbe
helyeztuk. Az elektroforézist 0.05 M SDS-t tartalmaz6 0.05 M Tris-HCI pufferben
(pH 8.5) végeztuk (70-200 V, 12-20 mA) ~16 éran at. (Az elektrédreakciok miatt
valtozhat a pufferek pH-ja a elektrolittartalyokban, ezért a puffert idénként
frissitettuk, ha a pH érték egy egységnél jobban eltolddott.) Az SDS eltavolitasa
eérdekében a puffert 0.05 M Tris-HCI pufferre (pH 8.5) cseréltuk ki, és az
elébbiekkel azonos korlilmények kozott folytattuk az elektroforézist addig, mig az

SDS teljes mennyiségét el nem tavolitottuk. (KCI hozzaadasaval ellendriztik az
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SDS jelenlétét. A kalium-dodecilszulfat vizben rosszul oldodo fehér csapadék.) Az
enzim eltavolitasanak hatékonysagat Coommassie-kék festéssel ellenériztik.
[Hjertén et al., 2008]

Mosas SDS tartalmu pufferrel

A monolit oszlopot (6 mm atmérdjli, 9 cm hosszu) pumpa (Consta Metric
3200 P/F solvent delivery system) segitségével mostuk az alabbiak szerint:
1. 10 mM natrium-foszfat pufferrel (pH 6.8), (2 oszlop térfogat) - nem
szelektiven kotott hemoglobin eltavolitasa
2. 5 % (w/v) natrium-dodecilszulfatot tartalmazé 10 %-os (v/v) ecetsav oldattal,
(3 oszlop térfogat) — szelektiven kotott hemoglobin eltavolitasa
3. 10 mM natrium-foszfat pufferrel (pH 6.8), - SDS teljes mennyiségének

eltavolitasa. [Rezeli et al., 2006]

4.2.3 Szelektiv polimerek miikodésének ellenérzése

A polimerek mikodésének, szelektivitasanak ellendrzését kozvetett

mobdszerekkel végeztik el.

Enzimaktivitas ellenérzése

A B-galaktozidaz enzim muikoédésének ellenérzéséhez o-nitrofenil-p-D

galaktopiranozid szubsztatot (Sigma) hasznaltunk. Az enzim a kovetkezs reakciot

katalizalja:

2ot B-galaktozidaz CH OH

HO - Hz0 Y RN
0
OH % CH +
OH NO ; H Oz
o-nitrofenil-B-D galaktopiranozid D-galaktoz o-nitrofenol
szintelen sarga

A sarga szin (o-nitrofenol) megjelenése jelzi az aktiv enzim jelenlétét.
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loncserél6 kromatografia

A monolit oszlopra fehérjekeveréket injektaltunk, majd frakciokat gyuUjtve
elualtuk. A szelektiv monolit oszloprél elualt frakcidk fehérje-Osszetételét
kationcserélé kromatografiaval hataroztuk meg. (A kisérleti berendezés vazlata az
5. abran lathatd.) 50 yL-nyi mennyiséget injektaltunk az egyes frakciokbol UNO S
(Bio-Rad Laboratories) kationcserél6 oszlopra. Gradienseluciot végeztunk
Pharmacia LKB Model 2248 pumpa, 2152 kontroller és mixer segitségével, a
detektalas 220 nm-en tortént (SPECTRA 100 variable wavelength detector) és az
adatokat LKB Model 2210 rekorderrel rogzitettik. [Rezeli et al., 2006]

A szelektiv polimerek szintézisével parhuzamosan, azokkal azonos
Osszetétell, templat fehérjét nem tartalmazé kontrol polimereket is készitettink. A
kontrol polimereket a szelektiv polimerekkel megegyezd moédon kezeltik minden

esetben.
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5 Eredmények

5.1 Mintakoncentralas protonalhaté csoportot tartalmazé

poliakrilamid gélben

A savas karakterli fehérjék koncentralasara és elvalasztasara alkalmas
poliakrilamid gélt készitettiink protonalhaté csoportot tartalmazé monomer (2-
morfolino-etilakrilamid) felhasznalasaval. A koncentralashoz és az elektroforetikus
elvalasztashoz komplex gélrendszert hasznaltunk.
A gélrendszer a kovetkezd rétegekbdl épdult fel (6. abra):
e Szeparalo gél (I jell gél)

T3 C3 Osszetétell semleges poliakrilamid gél.
o Koncentral6 gél (II jelt gél)

A teljes monomerkoncentracié (T) és a keresztk6té koncentracioja (C)
azonos volt a szeparalé gélnél hasznaltakkal, vagyis T3 C3. A gélhez akrilamidon
kivul 2-morfolino-etilakrilamid monomert (Acrylamido buffer pK 6.2) hasznaltunk, a
két monomer modlaranya 10:1 volt. A polimerizaciohoz hasznalt koérulmények
megegyeztek a szeparald gélnél hasznaltakkal. A TEMED és APS hozzaadasa
utan a monomeroldatot azonnal, évatosan a szeparal6 gél felszinére rétegeztik. A
z6na hossza ~5 mm volt.

o Védo gélréteg (111 jell gél)

A réteg T3 C3 Osszetétell semleges poliakrilamid gél, amelyet a szeparalo
géllel azonos modon készitettink. A polimerizacid6 megkezdddése el6tt a
monomeroldatot dvatosan a koncentralé gél felszinére rétegeztik. A zéna hossza

~5 mm volt.

Az igy egymasra rétegzett monomeroldatok egyutt polimerizalddtak, nem
alakult ki a kilonb6z6 osszetételli zonak kozott fizikai hatarvonal [Rezeli et al.,
2008].
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6. abra
Koncentralasra és elvalasztasra hasznalt gélrendszer.
I: szeparal6 gél (hossz: ~50 mm, i.d.: 5 mm); II: koncentrald gél (hossz: ~5 mm); I11: védd
gélréteg (hossz: ~5 mm); 1V: minta; B: puffer; O: O-gyir(Q; D: dializis membran; R: gumi
gyurd

A koncentral6 moddszer lényege, hogy a negativ toltési minta a
feszlltségkulonbség hatasara vandorolni kezd a gélben egészen addig, amig el
nem éri az alacsony pH-n (pH 5.4) pozitiv toltést koncentralo gélt (11 jelt gél az 6.
abran). Itt az elektrosztatikus kdlcsonhatasnak kdszdonhetbéen adszorbealddik és
ezaltal koncentralédik. A dusitashoz hasznalt puffert (20 mM natrium-foszfat
puffer, pH 5.4) magasabb pH-ju pufferre (20 mM natrium-foszfat puffer, pH 7.7)
cserélve a koncentrald gél ,elengedi” a megkotott feheérjét (mivel ezen a pH-n a gél
elveszti toltését) és a koncentralt, éles zdéna tovabb vandorol a semleges

poliakrilamid gélben az andd felé.
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A modszer bemutatasahoz szines fehérjéket valasztottunk, igy szabad
szemmel is lathatd a kuldnbség a koncentralas nélkuli és a koncentralt zonak
kozott. A 7. abran fikoeritrinnel, a 8. abran pedig bromfenolkékkel megfestett
albuminnal végzett kisérlet eredménye lathatd. Mindkét képen jol lathatd, hogy a
fehérje zéna a koncentralast kovetéen (B jeli csOvek) sokkal keskenyebb és
élesebb volt, mint a kontrol csében (A jelli csévek) koncentralas nélkul vandorld

zona.

7. abra

Fikoeritrin elektroforézise poliakrilamid gélben koncentralas nélkil (A) és on-line
mintakoncentralast kovetéen (B)

A: T3 C3 6sszetételli semleges poliakrilamid gél;

B: T3 C3 dsszetételli semleges poliakrilamid gél (I réteg), 5 mm vastagsagu, pozitivan
toltott, T3 C3 Osszetétell poliakrilamid géllel (IT réteg), és 5 mm vastagsagu, semleges,
T3 C3 6sszetétell poliakrilamid géllel (111 réteg) fedve
Minta: 150 ul 2.5 % szachardzt tartalmazo fikoeritrin oldat; Kérdlmények: Eléfuttatas: 25
V/2 mA, 30 min; Puffer: 0.02 M natrium-foszfat puffer, pH 5.4; Koncentralas: 25 /2 mA,
15 min; Puffer: 0.02 M natrium-foszfat puffer, pH 5.4. Elvalasztas: 50 V/4 mA, 45 min;
Puffer: 0.02 M natrium-foszfat puffer, pH 7.7.
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8. abra
Brémfenolkékkel festett szérum albumin elektroforézise poliakrilamid gélben
koncentralas nélkul (A) és on-line mintakoncentralast kovetéen (B)

A: T3 C3 6sszetételli semleges poliakrilamid gél;

B: T3 C3 osszetételll semleges poliakrilamid gél (I réteg), 5 mm vastagsagu, pozitivan
toltétt, T3 C3 Osszetételli poliakrilamid géllel (I réteg), és 5 mm vastagsagu, semleges,
T3 C3 6sszetételli poliakrilamid géllel (I1I réteg) fedve
Minta: 100 ul 2.5 % szacharozt tartalmazoé brémfenolkékkel festett albumin oldat;
Kdrulmények: Eléfuttatas: 25 /2 mA, 30 min; Puffer: 0.02 M natrium-foszfat puffer, pH
5.4; Koncentralas: 25 V/2 mA, 15 min; Puffer: 0.02 M natrium-foszfat puffer, pH 5.4.
Elvalasztas: 50 V/4 mA, 15 min; Puffer: 0.02 M natrium-foszfat puffer, pH 7.7.

5.2 Megujithaté enzimreaktor szelektiv poliakrilamid

gélgranulakbdl

B-galaktozidaz szelektiv felismerésére és megkotésére képes poliakrilamid
gelt készitettink molekularis lenyomatkészitési technikaval. A gél altal megkotott
fehérjét kozvetett médon, az enzimaktivitas ellenérzésével mutattuk ki.

A gél szintéziséhez, mely B-galaktozidaz jelenlétében tortént, akrilamidot és
N,N’-metilén-bisz-akrilamidot hasznaltunk. A kész polimert 0.1-0.3 mm atmeérdji
granulakka apritottunk fel. Az igy kapott un. mesterséges geél antitestekbdl

eltavolitottuk a polimerizacio soran templatként hasznalt fehérjét, majd enzimmel
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inkubaltuk a granulakat (a B-galaktozidaz feleslegét mosassal tavolitottuk el). Az
igy el6keészitett gélgranulakhoz o-nitrofenil-B-D galaktopiranozid szubsztratot
adtunk. Aktiv enzim jelenlétében a szubsztratbol sarga szind o-nitrofenol
keletkezik. A 9. abra bizonyitja, hogy a szelektiv gélgranulak képesek felismerni és
megkotni azt az enzimet, amely jelen volt a polimerizacidnal; valamint, hogy az igy
megkotott enzim megbrzi aktivitasat, vagyis képes a megfelel6 szubsztratmolekula

atalakitasara.

A ¥
9.abra

Immobilizalt B-galaktozidaz enzim aktivitasanak ellenbrzése
A: B-galaktozidaz jelenlétében polimerizalt poliakrilamid gél granulak elektroforetikus
tisztitas utan
B: B-galaktozidaz jelenlétében polimerizalt poliakrilamid gél granulak elektroforetikus
tisztitas utan, enzimmel inkubalva

Mindkét, granuldkat tartalmazé cs6hdz o-nitrofenil-3-D galaktopiranozid szubsztratot
adtunk, a sarga szin jelzi a megkotott, aktiv enzim jelenlétét.

A szelektiv poliakrilamid gélgranulakat Pasteur-pipettaba toltottuk, igy
készitettink  kisnyomasu rendszerben hasznalhatd, regeneralhatd mini-
enzimreaktort. Az elhasznalddott enzim eltavolitasat kovetben, ami torténhet
elektroforetikus uton, vagy proteazok alkalmazasaval, aktiv enzimmel inkubalva

megujithato a reaktor.
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5.3 Hemoglobint szelektiven felismeré6/megkotdé monolit oszlop

Molekularis lenyomatkészitési technikaval hemoglobin felismerésére és
megkotésére képes monolit toltetet allitottunk el6. A monolit szelektivitasanak
ellenbrzéseét indirekt modon, ioncserélé kromatografia alkalmazasaval végeztuk.

Metakrilamid és piperazin-diakrilamid, ammaonium-szulfat jelenlétében torténé
polimerizacidjaval kétféle monolit oszlopot készitettink. Az egyik esetben a
mononomeroldat hemoglobint is tartalmazott (szelektiv oszlop), a masik esetben a
polimerképz6dés templat nélkil ment végbe (kontrol oszlop). A templatként
hasznalt fehérje eltavolitasa utan, mely a 4.2.2 fejezetben leirtak szerint tortént (a
kontrol oszlopot azonos modon kezeltuk), ellenériztik az oszlop szelektivitasat.
Azonos térfogatu (20 ul) és oOsszetételi fehérjekeveréket (hemoglobin (4.35
mg/ml), citokrom c (1.43 mg/ml), ribonukleaz A (1.43 mg/ml)) injektaltunk mind a
szelektiv, mind a kontrol oszlopra; majd 10 mM natrium-foszfat pufferrel (pH 6.8)
eludltuk és 1 mL-es frakcidkat gydUjtottunk. Az egyes oszlopokrdl szarmazé
frakciok Osszetételét kationcserél6 kromatografiaval hataroztuk meg. A 10a. abran
a hemoglobin-szelektiv oszloprol szarmazo frakcié ioncserélé kromatogramja
lathato, ezt Osszehasonlitva a 10b. &bran lathatd kromatogrammal (kontrol
oszloprél szarmazd frakcid ioncserélé  kromatogramja) egyértelmiien
megallapithatd, hogy a hemoglobin jelenlétében polimerizalt toltet képes felismerni
és megkotni a hemoglobint, mig a masik két fehérjét (citokrom c, ribonukleaz A)
nem. A kontrol oszlopnak ezzel szemben nincs szelektiv tulajdonsaga, hiszen
mindharom injektalt fehérje csucsa megjelent a kromatogramon, tehat nem
adszorbealddtak az oszlopon.

Egymast kdvetd mintainjektalassal (a megkotédott hemoglobin eltavolitasa
nélkul) vizsgaltuk a szelektiv monolit oszlop kapacitasat. A 11. abran az egymast
kovetd injektalasok utan gydijtott frakcidk ioncserélé kromatogramjai lathatok. A
masodik injektalassal telitédtek az oszlop hemoglobin kétéhelyei, ezt tamasztja ala
az, hogy a két masik fehérjecsucs mellett (citokrom ¢, ribonukleaz A) egy
kisméretl hemoglobin csucs is megjelent a kromatogramon (11b. abra). Az ezt
kovetd injektalasok utan kapott hemoglobin csucsok tertlete mar kézel azonos volt
(11c. abra), vagyis a hemoglobin athaladt az oszlopon anélkll, hogy megkotédott

volna. Az oszlop kot6kapacitasat a kromatogramok alapjan, a hemoglobin csucsok
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terlleteinek aranyabdl szamitottuk ki. Az oszlop szamitott kapacitasa 60-65 pg

hemoglobin/mL monolit.

Hb

0.001 AU

2 4 6 8 10 (min) 2 4 6 8 10 (min)

10. abra
Monolit oszlopokrél szarmazo frakcidk kationcserélé kromatogramjai

a. hemoglobin-szelektiv oszloprél szarmazé frakcié kromatogramja;
b. kontrol oszloprél szarmazé frakcié kromatogramja.

A hemoglobin-szelektiv és a kontrol oszlopra injektalt minta: 20 ul fehérjekeverék
(hemoglobin 4.35 mg/ml, citokrém ¢ 1.43 mg/ml, ribonukleaz A 1.43 mg/ml)

Minta: 50 ul a monolit oszloprél szarmazé fehérjét tartalmazé frakcidbdl
Kdrulmények: 10 perces gradienselucié, 0-100 % B puffer (0.5 M NaCl-t tartalmazo 10
mM natrium-foszfat puffer, pH 6.8) az A pufferben (10 mM natrium-foszfat puffer, pH 6.8).
Aramlasi sebesség: 0.5 mL/perc. Detektalas: 220 nm

C: citokrom c; R: ribonukleaz A; Hb: hemoglobin
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11. abra
Hemoglobin-szelektiv monolitrél szarmazé frakciok kationcserélé kromatogramjai

a. hemoglobin-szelektiv oszloprél szarmazé frakcié kromatogramja;
b,c. szelektiv oszloprol szarmazo frakciok kromatogramja (egymast kovet6 injektalasok
utan).

A hemoglobin-szelektiv oszlopra injektalt minta: 20 pl fehérjekeverék
(hemoglobin 4.35 mg/ml, citokrém ¢ 1.43 mg/ml, ribonukleaz A 1.43 mg/ml)

Minta: 50 yl a monolit oszloprol szarmazo fehérjét tartalmazé frakcidbdl
Kérulmények: 10 perces gradienselucio, 0-100 % B puffer (0.5 M NaCl-t tartalmazé 10

mM natrium-foszfat puffer, pH 6.8) az A pufferben (10 mM natrium-foszfat puffer, pH 6.8).
Aramlasi sebesség: 0.5 mL/perc. Detektalas: 220 nm

C: citokrém c; R: ribonukleaz A; Hb: hemoglobin
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6 Eredmények megyvitatasa

6.1 Mintakoncentralas protonalhaté csoportot tartalmazé

poliakrilamid gélben

Olyan koncentral6 modszert dolgoztunk ki, amelynek a lényege a fehérjék
megkotése elektrosztatikus kolcsdnhatas révén. Az eljarast savas karakter(
fehérjék poliakrilamid gél elektroforézisében alkalmaztuk. A koncentralashoz
hasznalt gél bazikus csoportokat tartalmazott, ezaltal gyenge anioncserél6ként
mikodott. A monomerként hasznalt gyenge bazist (2-morfolino-etilakrilamid) ugy
kellett megvalasztanunk, hogy a pK értéke magasabb legyen, mint a mintafehérjék
(fikoeritrin, albumin) izoelektromos pontja. Az alkalmazott puffer pH-janak
megfeleld megvalasztasaval, ill. valtoztatasaval értuk el a mintafehérjék

koncentralasat és ezt kovetben az elvalasztasukat.

A moddszer elve a kovetkezdképpen foglalhat6é dssze:

A koncentralo lépés alacsony pH-n torténik, ekkor a gél bazikus csoportjainak
dontd tobbsége protonalt formaban van jelen, mig a fehérjék netto toltése negativ.
Az anod felé vandorld fehériék a koncentrald gélbe jutva lelassulnak és
megkotédnek az erbs elektrosztatikus vonzéerd kdvetkeztében. Ez a jelenség
lathaté a 12. abran. Mig a semleges poliakrilamid gélben (A csd) vandorol a
fikoeritrin zona, addig a pozitivan t0ltott csoportokat tartalmazo gél (B cs6) megkoti
a fikoeritrint. A pH emelkedésével a pozitivan toltott, gyengén bazikus csoportok
aranya csokken. A monomer pK értékénél egy egységgel magasabb pH-n mar
nagyon kicsi a protonalt csoportok aranya, tehat magas pH-n megtorténik a
fehérjemolekulak deszorpcitja, és a koncentralt zéna tovabb vandorolhat a

semleges poliakrilamid gélben az andd felé.
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12.abra

Fikoeritrin elektroforézise poliakrilamid gélben (A) és pozitiv csoportokat
tartalmazo poliakrilamid gélben (B)

A: T3 C3 6sszetételli semleges poliakrilamid gél; B: T3 C3 &sszetételli pozitivan toltétt
poliakrilamid gél, Minta: 500 pl 2.5 % szachardzt tartalmazo fikoeritrin oldat; Kérdlmények:
El6futtatas: 25 VI2 mA, 30 min; Puffer: 0.02 M natrium-foszfat puffer, pH 5.4;
Koncentralas: 25 V/2 mA, 5 min; Puffer: 0.02 M natrium-foszfat puffer, pH 5.4

A semleges poliakrilamid gél dnmagaban is rendelkezik koncentralé hatassal.
A molekulaszlrd tulajdonsaganak készonhetéen a fehérjék sebessége kisebb a
gélben, mint pufferben [Hjertén, 1963]. Ez a hatas annal jelentésebb, minél
nagyobb a gél monomer koncentracidja (T%) ill. a fehérjék mérete. Mivel célunk
egy Uj koncentralé mddszer bemutatasa volt, az egyéb koncentralé hatasokat
megprébaltuk kikliszobdlni, illetve minimalizalni. Kisérleteinkhez ezért nagy
poérusmeéretl, T3 C3 dsszetétell géleket hasznaltunk.
hatranya, hogy a puffer ioner6sségének valtoztatasara jelentés térfogatvaltozassal
reagalnak, kitagulnak vagy Osszehuzédnak. A tdltéssel rendelkezé gélben
kialakulé elektroozmotikus aramlas fokozza a gél tagulasat, ami olyan mértéki is
lehet, hogy a gél széttoredezik. A 12. és a 13. abran d-vel jeldltuk a koncentrald
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gél térfogatvaltozasat az el6futtatas (ill. a koncentralasi |épés) soran. Ennek a
tagulasnak és az esetleges széttoredezésnek a megakadalyozasara egy vékony
(néhany mme-es), semleges poliakrilamidbdl allé védd gélréteget alkalmaztunk (II1
jeld gél a 6. abran), amelyet a koncentralé gél folé rétegeztink. Az egyes
monomeroldatokat, még a polimerizacid teljes lejatszédasa el6tt rétegeztuk
egymasra, igy a kulonbozb6 Osszetétell rétegek kémiailag kapcsolodtak
egymashoz, fizikailag teljesen egységes gélt kialakitva. Az eljaras hatékonysagat
j6l mutatja a 13. abra. Az ilyen véddéréteggel ellatott csdvekben az el6futtatas és a

koncentralo Iépés alatt a gél tdguldsa minimalis volt.

13. &bra
Kilénboz6 felépitési gélek térfogatvaltozasa az eléfuttatas soran

A: T3 C3 6sszetételli semleges poliakrilamid gél; B: T3 C3 ¢sszetétell semleges
poliakrilamid gél (I réteg), 5 mm vastagsagu, pozitivan toltott, T3 C3 dsszetétell
poliakrilamid géllel (II réteg), és 5 mm vastagsagu, semleges, T3 C3 6sszetétell
poliakrilamid géllel (III réteg) fedve; C: T3 C3 dsszetételli semleges poliakrilamid gél (I
réteg), 5 mm vastagsagu, pozitivan toltétt, T3 C3 dsszetételli poliakrilamid géllel (IT
réteg)fedve; d: a gél tagulasa
Minta: 150 ul 2.5 % szacharozt tartalmazo fikoeritrin oldat; Kdrilmények: Eléfuttatas: 25
V/2 mA, 30 min; Puffer: 0.02 M natrium-foszfat puffer, pH 5.4
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nagy porusmeretl géleket hasznaltunk, a gyakorlatban azonban elénydsebb lehet
a kisebb pérusméretii gélek alkalmazasa. A magasabb monomerkoncentraciéval
rendelkezé poliakrilamid gélek mechanikailag ellenallébbak, jelentésebb
koncentral6 hatassal rendelkeznek, mint a nagy porusmeéretll gélek és
molekulasziré tulajdonsagaiknak koszonhetéen a fehériék elvalasztasa is
hatékonyabb (nagyobb felbontas) ezekben a gélekben.

Mddszerunk kromatografias analogjat Hjertén és munkacsoportja dolgozta ki
[Kochegarova et al.]. Monolit toltetik szintéziséhez gyengén savas, ill. bazikus
tulajdonsagu akrilamid-szarmazékokat (Acrylamido buffer) hasznaltak fel. A
kromatografias oszlop, csakugy, mint az altalunk készitett elektroforetikus
gélrendszer, képes volt hig fehériemintak koncentralasara és elvalasztasara a
koncentralas és az elualas soran alkalmazott puffer pH-janak megvaltoztatasaval.
A technika elénye, hogy mindkét rendszer kozvetlenul kapcsolhato
tomegspektrométerhez (kis ioner6sségd, illékony pufferek hasznalatakor). A puffer
ionerésségének novelésével torténd fehérjedeszorpcio, mely az ioncserélé
mechanizmuson alapuld koncentrald modszerek esetén altalanosan elterjedt,
kedvezétlenul hat az elektroforetikus elvalasztasra a Joule-hd képz&dés miatt.
Bemutatott mddszerlinknek, melyben a deszorpcié pH valtoztatassal torténik,
nincs ilyen hatranyos hatasa.

Az Altalunk Kkisérletesen igazolt moddszer savas karakteri fehérjék
koncentralasara alkalmas, de ugyanezen elv alapjan a bazikus fehérjék dusitasa
is megvalodsithatdo. Ebben az esetben a koncentralo gélnek gyengén savas
csoportokat kell tartalmaznia, melyek magas pH-n deprotonalédnak és igy
elektrosztatikus kolcsdnhatast alakitanak ki a pozitiv toltési fehérjemolekulakkal,
megkotik azokat. Alacsonyabb pH-n viszont csOkken a gél negativ toltési
csoportjainak az aranya, igy az ,elengedi” a fehérjéket, és a koncentralodott
fehérjezéna tovabb vandorolhat a katdd iranyaba.

A kilénb6z6 pK értékl, gyengén savas vagy bazikus csoportot tartalmazo
akrilamid-szarmazékok (melyeket immobilizat pH gradiens kialakitasara
fejlesztettek ki [Bjellqvist et al., 1982]) nagy szama lehet6évé teszi a mddszer

széleskorl alkalmazasat a megfelel6 pufferrendszer alkalmazasa mellett.
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6.2 Szelektiv polimerek molekularis lenyomatkészitéssel

Mesterséges polimer antitesteket készitettink kilonb6zé fehérjék ellen
molekularis lenyomatkészitéssel, melynek technikajat els6ként Hjertén és
csoportja alkalmazta [Liao et al., 1996c]. A szintézis lényege, hogy a
lenyomatkészités soran a polimerhez funkciondlis monomerek helyett, melyek
toltéstknél fogva részt vehetnek nem specifikus kdlcsdnhatasok kialakitasaban és
ezaltal csokkenthetik a polimer szelektivitasat, semleges monomereket, példaul
akrilamidot és keresztkotoként bisz-akrilamidot hasznalunk. A semleges, hidrofil
poliakrilamid gél nem specifikus kolcsonhatasai fehérjékkel elhanyagolhatéak. A
szelektiv felismerés (1) az antigén és a lenyomat kozti pontos illeszkedésen,
valamint (2) az antigén és a polimer kdzott kialakuld kétések szaman és tipusan
alapul. A modszer univerzalis, hiszen eredetileg fehérjékre fejlesztették ki, de
kés6ébb minimalis valtoztatasokkal (pl. a templat eltavolitdsanak maodja)
baktériumokra [Bacskay et al., 2006] és virusokra [Takatsy et al., 2006b] is
sikeresen alkalmaztak. Fontos hangsulyozni azt is, hogy a legtdbb
lenyomatkészitési technikaval ellentétben esetinkben a polimer szintézise vizes
kozegben torténik, ami fehérjék hasznalatakor kulondsen fontos és elényos.

A korabbi publikaciok két lehetséges alkalmazasi terlletét mutattak be az
ilyen technikaval készitett mesterséges antitesteknek. Egy vagy tobb kivalasztott
komponens eltavolitasa egy komplex keverékbél [Liao ef al., 1996c¢; Hjertén et al.,
1997], illetve az ,antigén/gél antitest’-komplex elektroforetikus analizisével extrém
kis konformacios kuldnbségek kimutatasa [Takatsy et al., 2006a; 2006b; Bacskay
et al., 2006].

Munkank soran a szelektiv polimereket tovabbi két uj tertleten alkalmaztuk.
1. Megmutattuk, hogy a mesterséges poliakrilamid gél antitestek
felhasznalhatdk enzimreaktorok készitéséhez.

2. A szelektiv gél technikat a monolit készitéssel 6tvozve, egy lépésben

készitettlink fehérjét szelektiven felismeré és megkoté kromatografias oszlopot.

6.2.1 Megujithaté enzimreaktor szelektiv poliakrilamid gélgranulakbdl

Mesterséges, poliakrilamid gél antitesteket készitettink akrilamid és bisz-

akrilamid felhasznalasaval, melyhez templatként [p-galaktozidaz enzimet
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hasznaltunk. Korabbi eredmények alapjan tudtuk, hogy szelektiv poliakrilamid
gélek esetén a templatmolekula (enzim) és a geél kdzott gyenge masodrendi
kotések, els6sorban hidrogén-kotés, dipdl-dipdl kdlcsOnhatdas és apolaris
kolcsdnhatas alakulnak ki [Hjertén et al., 1997, Tong et al., 2001]. Az ,antigén/gél
antitest” komplexek korabbi elektroforetikus vizsgalatai azt mutattak, hogy a
kialakult komplexek stabilak, vagyis a szelektiv gél er6sen koti a megfelel6 templat
molekulat [Takatsy et al., 2006a; 2006b; 2007; Bacskay et al., 2006].
Kisérleteinkkel igazoltuk, hogy a kotések szama elég nagy ahhoz, hogy a
kapcsolddas az enzim és a lenyomata kozott a gélben stabil legyen, ugyanakkor
az enzim megdbrizze mikddéképességét. A B-galaktozidaz enzimmel inkubalt
geélgranulakhoz szintelen, o-nitrofenil-B-D galaktopiranozid szubsztratot adva,
azonnal megjelent a sarga szinl o-nitrofenol termék, ami bizonyitja az aktiv enzim
jelenlétét a gélgranulakban, ill. azok felszinén (9. abra).

A szelektiv poliakrilamid gélgranulakat oszloptoltetként hasznalva
enzimreaktort készithetunk. Esetinkben a 0.1-0.3 mm atmér6ji granulakkal
megtoltott Pasteur-pipetta toltotte be az enzimreaktor szerepét, ennek
segitségével vizsgaltuk a szelektiv gél alkalmazhatésagat aramlasos rendszerben.
Kisérleteink azt mutattak, hogy az immobilizalt enzim jél muikodik oszlopos
rendszerben is, ugyanakkor a lagy, poliakrilamid gélgranulak nem bizonyultak
idealis oszloptoltetnek. A T6 C5 Osszetétell poliakrilamid gél nem elég merev, az
ilyen gélgranulakkal toltétt oszlop ellenallasa nagy, ezért csak alacsony aramlasi
sebességet érhettlink el. Nagyobb nyomas alkalmazasakor pedig deformalédnak
a geélgranulak, és ez negativan befolyasolhatja azok szelektiv tulajdonsagait. Az
oszlop (reaktor) kromatografias tulajdonsagai (aramlasi sebesség, ellenallas, stb.)
javithatok. Ennek egyik mddja, ha agar6z gydongyok porusaiban hozzuk létre a
szelektiv poliakrilamid gélt [Tong et al., 2001] és ezt hasznaljuk oszloptoltetként.
Az agaréz gél nagy porusmérettel rendelkezik, rigid, biokompatibilis, nem-
specifikus kolcsonhatasai fehérjékkel elhanyagolhatéak, tehat amellett, hogy
javitia az oszlop aramlasi tulajdonsagait, nem befolyasolja a szelektivitasat. A
masik lehetéség az enzimreaktor kromatografias tulajdonsagainak javitasara és
egyuttal a szintézis egyszerisitésére szelektiv monolit alkalmazasa geélgranulak
helyett. A monolitok a toltetes oszlopokkal szemben egy Iépésben, az oszlopban

készithetbk el, kémiailag és mechanikailag egyarant stabilak és kis ellenallasuk
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miatt alacsony nyomas alkalmazasaval is nagy aramlasi sebességet érhetlink el
hasznalatukkal.

Mivel az enzim reverzibilis kotésekkel kapcsoléodik a polimerhez, az
enzimreaktor regeneralhatd, melynek elsé I1épése, az enzim eltavolitdsa a gélbdl.
Kulonbozé mddszereket alkalmaztunk a megkotott enzim eltavolitasara, ezek
kozott szignifikans kulonbséget nem tapasztaltunk. Az SDS tartalmu pufferrel
torténd mosas, illetve a proteazok (tripszin, pepszin) hasznalata egyszeribb, mint
az elektroforetikus mddszer, mert ezekben az esetekben nincs szukség a reaktor
(Pasteur pipetta) ujratoltésére, azaz a toltet az oszlopban regeneralhaté. A fehérje
eltavolitasa utan a granulakat a megfelel6 enzim oldataval inkubalva, azok
szelektiven felismerik és megkotik azt, vagyis regeneralédnak. A szelektiv gél-
alapu enzimreaktorok elénye mas regeneralhatd reaktorokkal szemben, hogy akar
tisztitatlan enzimet is haszndlhatunk a regeneralashoz, ugyanis a nagy
szelektivitasuknak koszonhetben, a gélszemcsék csak azt az enzimet kotik meg,
amely jelen volt a polimerizacional, mas fehérjéket, enzimeket nem.

Kisérleteinkben B-galaktozidaz enzimet hasznaltunk, de varhatdéan
molekularis lenyomatkészitési technikankkal mas enzimek felismerésére és
megkotésére alkalmas poliakrilamid gél antitestek is készitheték. Amennyiben
sikertl kikiszOoboOlni a lagy poliakrilamid gél eldénytelen kromatografias
tulajdonsagait az imprinting technikaval készitett mesterséges antitestek jol

hasznalhaték megujithaté enzimreaktorok tolteteként.

6.2.2 Hemoglobint szelektiven felismer6/megkoté monolit oszlop

A szelektiv monolit készitéséhez semleges monomereket, metakrilamidot és
piperazin-diakrilamidot hasznaltunk fel. A polimerizacié vizes kbézegben, gydkos
mechanizmusu lancreakcié soran ment végbe ammodnium-szulfat, mint porogén és
hemoglobin, mint templat jelenlétében (a kontrol esetén hemoglobin nélkul). A kis
koncentracidéban jelenlévd sé fokozza a hidroféb kdlcsOnhatast, ezaltal el6idézi a
ndvekvd polimerlancok aggregaciojat. Az aggregatumok kozott kialakuld csatornak
teszik lehetévé, a folyadéktranszportot a polimeren keresztll, vagyis a monolit
kromatografias alkalmazasat.

A poliakrilamid géleken nyomaskulonbség segitségével nem lehet folyadékot

keresztularamoltatni, ezért van szikség a szelektiv poliakrilamid gélek
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kromatografias alkalmazasa el6tt a gél apritasara (granulalas). Az ilyen,
gelgranulakkal toltott oszlopok csak kisnyomasu rendszerekben hasznalhatok.
Ezzel szemben szelektiv monolitunkat in situ, egy lépésben az oszlopban
készitettlk és magasnyomasu folyadékkromatografias (HPLC) rendszerben
hasznaltuk.

A templatként hasznalt hemoglobin eltavolitasara tobbféle moddszert
probaltunk ki: (1) proteazok hasznalatat (tripszin, pepszin), (2) polimer-tartalmu
(polietilén glikol) pufferrel torténdé mosast és (3) SDS tartalmu savas pufferrel
torténé mosast. A legjobb eredményt a 4.2.2 fejezetben leirt modszerrel kaptuk
(mosas 5 % (w/v) SDS-t tartalmazé 10 %-os (v/v) ecetsav oldattal). Meg kell
jegyezni azonban, hogy az SDS teljes eltavolitasa a folyamat egyik kritikus pontja,
mert az oszlopon maraddé SDS a fehérjékhez kotédve megvaltoztatia azok
szerkezetét és fellleti toltését, ezaltal gatolla a szelektiv koélcsdnhatas
kialakulasat.

Szelektiv monolitunk nem tartalmazott specialis ligandumot, amely lehetévé
tette volna a mintakomponensek elvalasztasat; ezért azok a fehérjék, amelyek
nem alakitottak ki szelektiv kdlcsonhatast a monolittal, egyszerre elualédtak az
oszloprol. A monolit oszlop szelektivitasanak ellenbrzéséhez meg kellett
hataroznunk a gydjtott frakciok fehérje Osszetételét, ami kationcserél6
kromatografias modszerrel, gradienselucioval tortént. A kationcseréld
kromatografias vizsgalatokhoz a kontrol és a szelektiv oszloprdl szarmazo
frakciokbol azonos térfogatid mintat hasznaltunk fel. A 10. abra két
kromatogramjanak 6sszehasonlitasabdl egyértelmien latszik, hogy a citokrom c¢
és a ribonukleaz A csucsok mindkét kromatogram esetében kozel azonos
nagysaguak, a hemoglobin csucs viszont eltlint a szelektiv oszloprdl szarmazo
frakciobdl. Vagyis a hemoglobin jelenlétében polimerizalt monolit képes volt a
hemoglobin szelektiv megkotésére, mig a kontrol oszlop nem mutatott szelektiv
tulajdonsagot.

Szelektiv monolitunk koétékapacitasa kicsi (~60-65 ug/mL Hb). A polimer
kapacitasat a polimerizacio koérilményeinek valtoztatasaval (templat mennyisége,
monomerek, iniciator, katalizator koncentracidja, puffer pH-ja, ioneréssége stb.)
befolyasolhatjuk [Tong et al., 2001]. A maximalis kapacitas eléréséhez szukséges
paraméterek azonban templattdl, azaz a célfehérjétdl fuggben valtoznak, igy

ezeket minden fehérjére kulon kell optimalizalni.
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A monolit oszlop készitéséhez hemoglobint hasznaltunk templatként, mert
olcso, konnyen hozzaférhet6é és mivel szines, szabad szemmel is nyomon
kovethetd. Az imprinting technika alkalmazasaval varhatéan mas fehérjék, mint pl
transzferrin, mioglobin szelektiv felismerésére és megkotésére alkalmas monolit is
készithet6. A monolitok elényei, hogy barmilyen atmérdji oszlopban (kapillaris,
chip) in situ polimerizaltathatdk, kovalensen kotheték az oszlop falahoz, kicsi az
ellenallasuk és a felbontas fuggetlen az aramlasi sebességtdl. Az altalunk készitett
szelektiv monolit toltetet mas tulajdonsagu monolitokkal (pl. ioncseréld, forditott

fazisu toltet) kombinalva komplex elvalasztasok valnak lehetévé.
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7 Osszefoglalas

Elektroforetikus és kromatografias elvalasztasi rendszerekben hasznalhatd,
akrilamid-alapu polimereket készitettem. Az A&ltalam alkalmazott/kidolgozott
technikak alapja a polimerek és a mintaként hasznalt fehérjék kozott kialakuld

kolcsonhatas. Ez a kdlcsonhatas lehet szelektiv vagy nem szelektiv.

Polaris (vagy apolaris) ligandumokat tartalmazé polimerek erds
elektrosztatikus (vagy hidroféb) kdlcsdnhatasokat képesek kialakitani a fehérjék
hasonl6 tulajdonsagu csoportjaival. Az igy kialakult kdtések nem szelektivek, azaz
egy adott polimer, amely ilyen tipusu ligandumokat tartalmaz tobb, kulonb6zé
szerkezetil fehérje megkotésére is alkalmas.

o Gyengén bazikus csoportokat tartalmazé poliakrilamid gélt készitettem 2-
morfolino-etilakrilamid monomer felhasznalasaval. Alacsony pH-n ezek a
csoportok nagyrészt protonalt formaban vannak jelen, tehat erés
elektrosztatikus kdlcsdnhatast  alakithatnak Ki negativ  toltésl
fehérjemolekulakkal. A pH emelésével a protonaltsag, és ezaltal a
kOlcsonhatas er6ssége is csokken, ill. megszinik. Tehat a megfelel
pufferrendszer alkalmazasa mellett a gél felhasznalhaté hig fehérjemintak
koncentralasara, amit poliakrilamid gél elektroforézis rendszerben

kisérletekkel igazoltam.

Polimer és fehérje kozott szelektiv kolcsOnhatasok is kialakithatok,
molekularis lenyomatkeészitési technikaval (molecular imprinting). A fehérje és
lenyomata kozott a pontos illeszkedésnek és a kialakulé gyenge, masodrendi
kotéseknek kdszonhetben szelektiv kdlcsonhatas/felismerés jon létre.

o B-galaktozidaz enzim szelektiv felismerésére és megkotésére képes
poliakrilamid gél granulakat hasznaltam fel enzimreaktor készitéséhez. Az igy
elkészitett reaktor az elhasznalddott enzim eltavolitasat kovetben, friss
enzimmel inkubalva regeneralhaté volt. A mesterséges gél antitestek nagy
szelektivitasanak készonhetéen az oszlop regeneralasahoz nem szikséges
tisztitott enzim, mert a gél csak a polimerizacional jelenlevé enzimet ismeri

fel, ill. koti meg egy keverékbdl.
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e  Szelektiv gél technikaval hemoglobin felismerésére képes monolit toltetet
készitettem metakrilamid és piperazin-diakrilamid felhasznalasaval. A
semleges polimert in situ, kromatografids oszlopban készitettem, amelyet
kozvetlenll hasznalhattam kromatografias célokra. (A poliakrilamid gélekkel

szemben, monolitok esetén nincs szukség granulalasra.)

Munkam els6sorban arra iranyult, hogy Uj 6sszetétell polimereket készitsek,
illetve a mar ismert, specialis tulajdonsagu polimerek alkalmazasi teruletét
bévitsem. Arra torekedtem, hogy a polimerek alkalmazasi lehet6ségeit a
legegyszeribb eszkdzok segitségével mutassam be. A dolgozatban ismertetett
kisérletek egy-egy jelenséget hivatottak bemutatni, a mddszerek optimalizalasa,

specialis korulményekre tortén6 adaptalasa egy tovabbi Iépés.
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