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Bevezetés

A dolgozat alapjaul szolgaldé munka célja olyan akrilamid-alapu toltetek
kifejlesztése volt, amelyek fehérjék analizisében hasznalhatok. Akrilamid, illetve
kulonboz6 akrilamid-szarmazékok meghatarozott koralmények kozott veégzett
polimerizacidjaval egyedi tulajdonsagokkal rendelkezé polimerek allithatok el6. A
felhasznalt monomerek mennyiségének és mindségének valtoztatasaval, kulonb6zo
adalékanyagok hozzaadasaval es a polimerizacio korulményeinek
megvaltoztatasaval a keletkezd polimerek fizikai és kémiai sajatsagai tag hatarok
kozott valtoztathatok. A rendelkezésre allo monomerek valtozatossaga miatt, illetve a
polimer utélagos kémiai modositasaval hidrofil, hidroféb, semleges és ionos
csoportokat tartalmazé polimerek egyarant készithet6k. Ezeknek a polimereknek egy
része makroszkopikusan homogén, teljesen atlatszd, mint példaul a poliakrilamid
geélek és az akrilamid-alapu polimeroldatok. Mig a masik csoportba tartozé polimerek
nem tekintheték teljesen homogénnek, opalosak vagy teljesen atlatszatlanok, mivel
kisméretli (szubmikronos) részecskékbdl éptilnek fel, melyek kovalens kotésekkel
kapcsolédnak egymashoz. llyenek az akrilamid-alapu monolitok. A valtozatos
tulajdonsagoknak koszonhetéen az akrilamid-alapu polimerek felhasznalasi kore

nagyon széles.

Célkitiizések

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

analizisére hasznalhatunk.

A kovetkez6 célokat tlztlk ki:

. Akrilamid-alapu homogén gél kifejlesztése (protonalhatoé csoportot tartalmazo
monomer felhasznalasaval), mely alkalmas hig fehérjemintak koncentralasara,
ill.  olyan gélrendszer készitése, amely fehérjék koncentralasara és
elvalasztasara hasznalhato.

. Megujuld poliakrilamid enzimreaktor készitése mesterséges poliakrilamid gél

antitestek felhasznalasaval.



. Fehérjék (hemoglobin) szelektiv felismerésére és megkotésére képes,

kromatografias monolit toltet kifejlesztése molekularis imprinting technikaval.

Anyagok és moédszerek

Poliakrilamid gélek elektroforézishez

Elektroforézishez hasznalatos poliakrilamid géleket készitettlink az irodalomban
korabban leirt moddszer szerint. A monomereket, illetve azok koncentracidjat
valtoztattuk. A polimerizacioé a kovetkez6 séma alapjan tortént:

A monomereket (akrilamid, vagy akrilamid és 2-morfolino-etilakrilamid
(Acrylamido buffer pK 6.2)) és a keresztkotét (N,N’-metilén-bisz-akrilamid) 0,02 M
natrium-foszfat pufferoen (pH 6.8) oldottuk fel. A polimerizacié elinditasahoz
ammonium-perszulfatot (APS) és N,N,N’,N’-tetrametil-etiléndiamint (TEMED) adtunk
a gaztalanitott oldathoz. A monomeroldatot azonnal 5 mm belsé atméréji tvegcsdbe
pipettaztuk, amelynek az aljat el6zbleg dializis membrannal zartuk le. A
monomeroldat tetejére izopropil alkoholt rétegeztunk, igy elkerulhetd volt az
oxigénnel valo érintkezés (amely gatolja a polimerizaciot), valamint sima gélfelszint

kaptunk, ami fontos volt a jol definialhaté kezd6zbéna kialakitasahoz.

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

digitalis fényképek segitségével dokumentaltuk.

Akrilamid-alapu polimerek fehérjék szelektiv felismerésére

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



A szelektiv poliakrilamid gélt 2-5 ml térfogatban, lUvegcsdben készitettuk. A
kialakult gélt aztan kilonb6z6 lyukméretl (60 és 100 lyuk/cm?) fémhaldkon préseltik
at, igy 0.1-0.3 mm atmeéréja gélgranulakat kaptunk.

A szelektiv monolitot kozvetlenil 6 mm belsé atmérdji kromatografias

oszlopban (Plexiglas) polimerizaltattuk.

A templatként hasznalt fehérjék eltavolitasa a poliakrilamid gélgranulak esetén
SDS elektroforézissel, a monolit oszlop esetén natrium-dodecilszulfat (SDS) tartalmu

pufferes mosassal tortént.

A polimerek mikodését, szelektivitasat kdozvetett modszerekkel ellendriztik.
Enzimaktivitast vizsgaltunk (B-galaktozidaz esetén) és kationcserélé6 kromatografias

elvalasztast veégeztink.

Eredmények és kovetkeztetések

Mintakoncentralas protonalhaté csoportot tartalmazé poliakrilamid gélben

Olyan koncentralé6 modszert dolgoztunk ki, amelynek a lényege a fehérjék
megkotése elektrosztatikus kdlcsonhatas révén. Az eljarast savas karakter( fehérjék
poliakrilamid gél elektroforézisében alkalmaztuk. A koncentralashoz hasznalt gél
bazikus csoportokat tartalmazott, ezaltal gyenge anioncserél6kent muikodott. 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 megfelel
megvalasztasaval, ill. valtoztatasaval értik el a mintafehérjék koncentralasat és ezt

kovetben az elvalasztasukat.

A modszer elve a kovetkezbképpen foglalhatoé dssze:

A koncentral6 lépés alacsony pH-n torténik, ekkor a gél bazikus csoportjainak
donté tobbsége protonalt formaban van jelen, mig a fehérjék netto téltése negativ. Az
anad felé vandorlo fehérjék a koncentrald gélbe jutva lelassulnak és megkotédnek az
erds elektrosztatikus vonzoerd kovetkeztében. A pH emelésével a pozitivan toltott,
gyengeén 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 fehérjemolekuldk deszorpcidja, és a koncentralt zéna tovabb
vandorolhat a semleges poliakrilamid gélben az andd felé.

Komplex gélrendszert készitettunk (védd, koncentrald és szeparalo gél),
melyben megvaldsithaté a fehérjeminta koncentralasa és ezt kdvetbéen az egyes
komponensek elvalasztasa is.

Az altalunk kisérletesen igazolt moddszer savas karakteri fehérjék
koncentralasara alkalmas, de ugyanezen elv alapjan a bazikus fehérjék dusitasa is
megvalosithatd. Ebben az esetben a koncentrald gélnek gyengén savas csoportokat
kell tartalmaznia, melyek magas pH-n deprotonalédnak és igy elektrosztatikus
kolcsdnhatast alakitanak ki a pozitiv toltési fehérjemolekulakkal, megkdtik azokat.
Alacsonyabb pH-n viszont csokken a gél negativ toltést csoportjainak aranya, igy az
.elengedi” a fehérjéket, és a koncentralddott fehérjezéna tovabb vandorolhat a katod
iranyaba.

A kulonbozé pK értékkel rendelkez6, gyengén savas vagy bazikus csoportot
tartalmazo akrilamid-szarmazékok nagy szama lehetévé teszi a médszer széleskori

alkalmazasat a megfelel pufferrendszer alkalmazasa mellett.

Szelektiv polimerek molekularis lenyomatkészitéssel

Mesterséges polimer antitesteket készitettink kulonboz6 fehérjék ellen
molekularis lenyomatkészitési technikaval. A molekularis lenyomatkészités
funkcionalis, vagy semleges monomerek és keresztkdtdék, templat molekula
jelenlétében torténd polimerizaciojat jelenti. A templat eltavolitasa utan a képz&dott
polimerben visszamarado felismerd helyek komplementerek a templattal. A polimer
tehat képes az adott molekula felismerésére és megkotésére. Az altalunk hasznalt
technikat Hjertén és csoportja dolgozta ki [Liao et al., 1996]. A szintézis lényege,
hogy a lenyomatkészités soran a polimerhez funkcionalis monomerek helyett,
melyek toltésuknél fogva részt vehetnek nem specifikus kolcsonhatasok
kialakitasaban és ezaltal csokkenthetik a polimer szelektivitasat, semleges
monomereket, példaul akrilamidot és keresztkotéként bisz-akrilamidot hasznalunk. A
semleges, hidrofil poliakrilamid gél nem specifikus kdlcsonhatasai fehérjékkel
elhanyagolhatéak. A szelektiv felismerés (1) az antigén és a lenyomat kozti pontos
illeszkedésen, valamint (2) az antigén és a polimer kozott kialakuld kotések szaman

és tipusan alapul. A mdodszer univerzalis, hiszen eredetileg fehérjékre fejlesztették ki,



de késdbb minimalis valtoztatdsokkal (pl. a templat eltavolitdsanak mddja)
baktériumokra [Bacskay et al., 2006] és virusokra [Takatsy et al., 2006] is sikeresen
alkalmaztak. Fontos hangsulyozni azt is, hogy a legtdbb lenyomatkészitési
technikaval ellentétben esetinkben a polimer szintézise vizes kdzegben torténik, ami
fehérjék hasznalatakor kilondsen fontos és elényos.

A mesterséges antitestekrél elmondhatd, hogy szintézisuk egyszerd, id6-, és
koltségkimeéld, emellett olyan antigének ellen is készitheték, 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 olddszerek) sokkal ellenallébbak, mint természetes tarsaik.
Szelektiv memorigjukat hosszu tavon megdrzik, ujra és ujra felhasznalhatok anélkul,
hogy a szelektivitasukban szamottev6 romlas kdvetkezne be.

A korabbi publikacidk két lehetséges alkalmazasi teruletét mutattak be az ilyen
technikaval készitett mesterséges antitesteknek. Egy vagy tobb kivalasztott
komponens eltavolitasa egy komplex keverékbdl, illetve az ,antigén/gél antitest’-
komplex elektroforetikus analizisével extrém kis konformacios kilonbségek
kimutatasa.

Munkank soran a szelektiv polimereket tovabbi ket uj tertleten alkalmaztuk.

1. Meaquijithaté enzimreaktor szelektiv poliakrilamid gélgranulakbdl

Az akrilamid és bisz-akrilamid felhasznalasaval készllt poliakrilamid gél
antitestekhez (-galaktozidaz enzimet hasznaltunk templatként. Korabbi eredmények
alapjan tudtuk, hogy szelektiv poliakrilamid gélek esetén a templatmolekula (enzim)
és a gél kozott gyenge masodrendl kotések, elsésorban hidrogén-kotés, dipol-dipdl
kOlcsonhatas és apolaris kolcsonhatas alakulnak ki. Az ,antigén/gél antitest”
komplexek korabbi elektroforetikus vizsgalatai azt mutattdk, hogy a kialakult
komplexek stabilak, vagyis a szelektiv gél er6sen koéti a megfeleld templat molekulat.
Kisérleteinkkel igazoltuk, hogy a kotések szama elég nagy ahhoz, hogy a
kapcsolodas az enzim és a lenyomata kozott a gélben stabil legyen, ugyanakkor az
enzim meg6rizze mikodéképességét. A B-galaktozidaz enzimmel inkubalt
gélgranulakhoz 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.



A szelektiv poliakrilamid gélgranulakat oszloptéltetként hasznalva enzimreaktort
készithetink. Mivel az enzim reverzibilis kotésekkel kapcsolddik a polimerhez, az
enzimreaktor regeneralhatd. A szelektiv gél-alapu enzimreaktorok elénye mas
regeneralhato reaktorokkal szemben, hogy akar tisztitatlan enzimet is hasznalhatunk
a regeneralashoz, ugyanis a nagy szelektivitasuknak készénhetéen, a gélszemcsék
csak azt az enzimet ismerik fel, ill. kotik meg, amely jelen volt a polimerizacional,
mas fehérjéket, enzimeket nem.

Kisérleteinkben B-galaktozidaz enzimet hasznaltunk, de varhatéan molekularis
lenyomatkészitési technikankkal mas enzimek felismerésére és megkotésére
alkalmas poliakrilamid gél antitestek is készithetok. Amennyiben sikerul kikliszobolni
a lagy poliakrilamid gél el6nytelen kromatografias tulajdonsagait az imprinting
technikaval készitett mesterséges antitestek jol haszndlhatok megujithato

enzimreaktorok tolteteként.

2. Hemoglobint szelektiven felismeré6/megkoté monolit oszlop

A szelektiv monolit készitéséhez semleges monomereket, metakrilamidot és
piperazin-diakrilamidot hasznaltunk fel. A polimerizacié vizes kbzegben, gyodkos
mechanizmusu lancreakcié soran ment végbe ammaédnium-szulfat, mint porogén és
hemoglobin, mint templat jelenlétében (a kontrol esetén hemoglobin nélkil). A kis
koncentracidban jelenlévé s6 fokozza a hidrofob kolcsonhatast, ezaltal eldidézi a
novekvé polimerlancok aggregacidjat. Az aggregatumok kozott kialakuld csatornak
teszik lehetévé, a folyadéktranszportot a polimeren keresztll, vagyis a monolit
kromatografias alkalmazasat. Monolitunkat in situ, egy lépésben az oszlopban
készitettUk és magasnyomasu folyadékkromatografias (HPLC) rendszerben
hasznaltuk. A templatként hasznalt fehérje eltavolitasa utan (a kontrol oszlopot
azonos modon kezeltlk), ellenériztik az oszlop szelektivitasat. Azonos térfogatu és
Osszetételli fehérjekeveréket (hemoglobin, citokrédm ¢, ribonukleaz A) injektaltunk
mind a szelektiv, mind a kontrol oszlopra; majd elualtuk és frakciokat gydjtottink. Az
egyes oszlopokrél szarmazd frakcidk Osszetételét kationcseréld kromatografiaval
hataroztuk meg. A hemoglobin jelenlétében polimerizalt toltet képes volt 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 adszorbealodtak az

oszlopon.



Az altalunk készitett szelektiv monolit kotékapacitasa kicsi (~60-65 pg/mL Hb).
A polimer kapacitasat a polimerizacié koérulményeinek valtoztatasaval (templat
mennyisége, monomerek, iniciator, katalizator koncentracioja, puffer pH-ja,
ionerésseége stb.) befolyasolhatjuk. A maximalis kapacitas eléréséhez szukséges
paraméterek azonban templattél, azaz a célfehérjétdl fuggden valtoznak, igy ezeket
minden fehérjére kildn kell optimalizalni.

A monolit oszlop készitéséhez hemoglobint hasznaltunk templatként, mert
olcso, kdnnyen hozzaférhetd és mivel szines, szabad szemmel is nyomon kovethet6.
Az imprinting technika alkalmazasaval varhatéan mas fehérjék, mint pl transzferrin,
mioglobin szelektiv felismerésére és megkotésére alkalmas monolit is készithetd. A
monolitok elényei, hogy barmilyen atmeér6ji oszlopban (kapillaris, chip) in situ
polimerizaltathatok, kovalensen kotheték az oszlop falahoz, kicsi az ellenallasuk és a
felbontas flggetlen az aramlasi sebességtdl. Az altalunk készitett szelektiv monolit
toltetet mas tulajdonsagu monolitokkal (pl. ioncseréld, forditott fazisu toltet)

kombinalva komplex elvalasztasok valnak lehetové.

Osszefoglalas

Elektroforetikus és kromatografias elvalasztasi rendszerekben hasznalhato,
akrilamid-alapu polimereket készitettem. Az altalam alkalmazott/kidolgozott technikak
alapja a polimerek és a mintaként hasznalt fehérjék kozott kialakulé kdlcsdnhatas. Ez

lehet szelektiv vagy nem szelektiv kdlcsonhatas.

Polaris (vagy apolaris) ligandumokat tartalmazé polimerek er8s elektrosztatikus
(vagy hidrofob) kolcsonhatasokat képesek kialakitani a fehérjék hasonld
tulajdonsagu csoportjaival. Az igy kialakult kotések nem szelektivek, azaz egy adott
polimer, amely ilyen tipusu ligandumokat tartalmaz tobb, kulonb6z6 szerkezetl
fehérje megkotésére is alkalmas.

. Gyengén bazikus csoportokat tartalmazé poliakrilamid gélt készitettem 2-
morfolino-etilakrilamid monomer felhasznalasaval. Alacsony pH-n ezek a
csoportok nagyrészt protondlt formaban vannak jelen, tehat erds
elektrosztatikus kolcsOnhatast alakithatnak ki negativ toltésa

fehérjemolekulakkal. A pH emelésével a protonaltsag, és ezaltal a kdlcsdénhatas



erdssége is csokken, ill. megszinik. Tehat a megfelel6 pufferrendszer
alkalmazasa mellett a gél felhasznalhaté hig fehérjemintak koncentralasara,

amit poliakrilamid gél elektroforézis rendszerben kisérletekkel igazoltam.

Polimer és fehérje kozott szelektiv kdlcsdnhatasok is kialakithatdék, molekularis
lenyomatkészitési technikaval (molecular imprinting). A fehérje és lenyomata kézétt a
pontos illeszkedésnek és a kialakul6 gyenge, masodrendl kotéseknek koszonhetben
szelektiv kdlcsOnhatas/felismerés jon létre.

. B-galaktozidaz enzim szelektiv felismerésére és megkotésére képes
poliakrilamid gél granulakat hasznaltam fel enzimreaktor készitéséhez. Az igy
elkészitett reaktor az elhasznalédott enzim eltavolitasat kovetben, friss
enzimmel inkubalva regeneralhato. A mesterséges gél antitestek nagy
szelektivitasanak koszonhetben az oszlop regeneralasahoz nem szukséges
tisztitott enzim, mert a gél csak a polimerizaciénal jelenlevé enzimet ismeri fel,
ill. koti meg egy keverékbdl.

. Szelektiv gél technikaval hemoglobin felismerésére képes monolit toltetet
készitettem metakrilamid és piperazin-diakrilamid felhasznalasaval. A semleges
polimert in situ, kromatografids oszlopban készitettem, amelyet kdzvetlendl
hasznalhattam kromatografias célokra. (A poliakrilamid gélekkel szemben,

monolitok esetén nincs sziikség granulalasra.)

Munkam elsésorban arra iranyult, hogy uj 6sszetételi polimereket készitsek,
illetve a mar ismert, specialis tulajdonsagu polimerek alkalmazasi teruletét bévitsem.
Arra torekedtem, hogy a polimerek alkalmazasi lehet6ségeit a legegyszeriibb
eszk6zok segitségével mutassam be. A dolgozatban ismertetett kisérletek egy-egy
jelenséget hivatottak bemutatni, a modszerek optimalizalasa, specialis

korulményekre torténé adaptalasa egy tovabbi |épés.
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