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In Memoriam Professzor Horvith Csaba

Napjainkban az djabb és Gjabb molekuliris bioldgiai médszerek kidolgoza-
sa egyre szorosabb kapcsolatba keriil a mdszaki tudoményokkal, és az egyre
hatékonyabb, egyre jobban automatizlt technikik megvaldsitdsa ezen szakte-
rilletek kozos feladata. A természettudomdnyokban az ut6bbi évtizedben be-
kovetkezett paradigmaviltds kovetkeztében a kémiai, biokémiai és molekuldris
biologiai médszerek mindinkabb a rendszerbiol6gia (r. 4bra), az organizmus egy
kisérletben torténd, globdlis, dtfogd vizsgilata felé tolédnak. A genomika, a
proteomika és a metabolomika rohamosan névekvd igényeinek és a technikd-
ban megfigyelhet§ altaldnos fejlédési tendencidknak megfeleléen a miniatiiri-
zalds az elvilasztistechnikdk korében is egyre inkdbb tért hodit, mivel egyre
kisebb térfogati, ugyanakkor nagyszamu minta kis helyen térténd, gyors ana-

lizisét teszi lehetévé (Heller—Guttman 2002).

Korunkban a komplex biolégiai mintdk vizsgalatindl elengedhetetlen az
olyan modern bioanalitikai médszerek alkalmazdsa, mint a genomtérképezés
és -szekvendlas, proteomanalizis és -szekvendlds, valamint metabolomanalizis és
-azonositds. Az kapott adatokat bioinformatikai médszerek segitségével hason-
litjuk Gssze a mdr meglévé adatbazisokkal, és ez nagymértékben megkénnyiti
a differencidltan kifejezett gének, illetve géntermékek azonositisit és hasznosi-
tdsat napjaink orvostudomanydban és a modern gyogyszerkutatas és -fejlesztés
sordn (Darvas—Guttman—Dorman 2004). A multban a kémiai szintézissel el6-
allitott molekulakat egyszerden proba-szerencse alapon vizsgaltik. Ma a nagy

mennyiségben rendelkezésre all6 kombinatorikus kémiai kényvtarak lehetévé
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1. dbra. A bioanalitika szerepe a rendszerbiologidban

teszik, hogy milliészamra vizsgiljunk djabb és jabb vegyiileteket. Igy a gén-
szekvencidk és a géntermékek ismeretében egyre inkibb dttériink a biolbgiai
fekete doboz vizsgélatirdl a rendszer bioldgiai megkozelitésére. A modern or-
vostudomdnyi kutatdsok ennek kapesin genomikai adatbazisokbdl kiindulva a
transzkriptom, a proteom és a metabolom feltérképezésén keresztiil érnek el
Ujabb és wjabb eredményeket. E célok eléréséhez azonban feltétlentil sziikség
van modern és nagy hatékonysigu elvilasztasi technikik kifejlesztésére. Ezen
modszereknek meg kell felelniiik korunk és természetesen a vizsgalt biol6giai
rendszer kivinalmainak, dgymint kis mennyiségd mintdk (mikro- és nanoliter
térfogatok) gyors analizise (mdsodperces elvilasztasi id6k), nagy felbont6-
képesség és olyan enyhe elvilasztisi korilmények, amelyek lehet6vé teszik a
szeparilt komponensek tovibbi azonositdsit, tobbnyire tomegspektrometridval
vagy mikroszekvendldssal (Rathore—Guttman 2003). A detektaldsi érzékeny-
ségnek bizonyos esetekben el kell érnie az egy molekula kimutathat6sigi hatd-
rat. Ezen modern elvilasztasi modszereket f6leg a rendszerbioldgia résztertiletein
haszndljuk, de ezen tdl természetesen alkalmazzuk biomarkerek felfedezésénél,

metabolizmusutak analizisében és gyogyszercéltermékek validdlasi eljarasa sordn.
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A korszer miiszeres bioanalitika egyik alapmddszere a nagy nyomdsa
folyadékkromatogrifia (HPLC), amelyet Horvith Csaba professzor fejlesztett
ki csaknem négy évtizeddel ezel6tt (Karger—Snyder—Horvéth 1973). A tech-
nika azdta igen komoly fejlédésen ment keresztiil, és napjainkban a nagy
hatékonysigu folyadékkromatogrifids késziilékek viligszerte az élettudomd-
nyokkal és a gydgyszerfejlesztéssel foglalkozo laboratériumok mindegyikében
megtalilhaték. Az utébbi évtizedben a nagy hatékonysigt folyadékkroma-
tografids modszerek tovibbfejlesztése két-, s6t tobbdimenzids rendszerekké
komoly eldrelépést jelentett a proteomikai és a metabolomikai kutatdsokban
szitkséges nagy felbontGképesség eléréséhez. A modern bioanalitika és mole-
kularis biologia masik leggyakrabban hasznalt elvilasztastechnikai médszere az
elektroforézis. A poliakrilamid és agarézgéle alkalmazé elektroforézistechnikik
alapvetd fontossaguak a genomikaban és a proteomikdban. A konvencionélis
(lap-) gélelektroforézis lehet6vé teszi mind egy-, mind kétdimenzios elvilasztasi
rendszerek alkalmazdsit. A tomegspektrometria és magneses magrezonancia-
spektroszkdpia szintén fontos szerepet jitszik a modern bioanalitikdban, kiils-
nosen csatolt médszerek alkalmazdsindl, azaz valamilyen elvilasztdstechnikai
modszerrel Gsszekotve. Ezek a modern kapesolt rendszerek tették lehetévé az
olyan nagy hatékonysigu elvilasztisi és azonositdsi médszerek bevezetését,
mint példdul a nanoLC-nanoLC/MS*-en alapulé multidimenzionalis fehér-
jeazonositdsi technika (MUDPIT), amely napjaink proteomikai kutatdsinak
egyik leggyakrabban alkalmazott médszere. A kapillariselektroforézist mint
elvilasztasi technikat csaknem két évtizede haszndljuk f6képpen biomolekulik
gyors analizisére (Karger-Cohen—Guttman 1989). A Guttman és munka-
tdrsai altal a go-es évek elején kifejlesztett, géllel toltott kapillarisok olyan
nagy felbontisi DNS-elvilasztisokat eredményeztek, amely a késébbiek-
ben lehetévé tette a humdngenom évekkel a tervezett idépont elétti teljes
szekvenalasit (Cohen—Najarian—Paulus—Guttman et al. 1988; Guttman 2003).
A kapillriselektroforézissel nemesak DNS-molekuldkat, hanem fehérjéket
(Ganzler—Greve—Cohen—Karger—-Guttman et al. 1992; Guttman—Horvith—
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Cooke 1993) és komplex szénhidritokat (Guttman 1996) is nagy sikerrel va-
laszthatunk el.

A mikrochip-elektroforézis (Khandurina—Guttman 2003) a kapilldris-
elektroforézisbdl fejlédott ki, és napjaink legmodernebb elvélasztistechnikai
eszkozei kozé tartozik, amely bioldgiailag fontos molekuldk — dgymint a DNS,
fehérjék és komplex cukrok — gyors és hatékony elvilasztdsira alkalmas. A méd-
szer azért kapta ezt a nevet, mert a kémiai chipek elGallitdsa a szamit6gép-
chipek gydrtisa sordn alkalmazott technikikat (fotolitogrifia, kémiai maratds
stb.) hasznositja (Heller—Guttman 2002). A miniatiirizalas szimos elénnyel jir
kilonosen azon alkalmazdsok esetében, ahol nagyszimua minta gyors elemzése
sziikséges, és ez a rendszerbiologia korszakdban alapvetd fontossag. Az analizis
kisméretd tiveg- vagy mianyag lapba maratott csatorndkban torténik (. dbra),
és a néhdny cm hosszasdgu kapillirisokban a nanoliternyi mennyiségd mintik
elemzése csupan masodperceket, esetleg perceket vesz igénybe (Rénai-Barta—
Sasviri-Székely—Guttman 2001).

2. dbra. Elektroforetikus mikrochip mérete az egyforintos érmével ésszehasonlitva
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A miniatiirizdlds t6bb nagysigrend eldrelépést jelent, nemcsak az elva-
lasztis gyorsasiga, hanem annak felbontéképessége szempontjabdl is. Emellett
hagyomdnyosan egymast kivetd kémiai és biokémiai reakcidk, valamint elva-
lasztasi 1épések — ugymint polimeriz-lincreakcié (PCR), restrikcids enzimes
emésztés (RFLP), DNS-fragmentum-analizis — akir egyetlen monolitikus
mikrochipben is elvégezheték (Chovan-Guttman 2002). A miniatiirizilds el6-
nyei koz€ tartozik a kis reagensigény, csokkentett oldészer-felhaszndlas és gyors
analizisid§. Ugyanakkor ezen médszer magiban hordozza a multiplex, integrélt
rendszerek kialakitdsinak a lehetGségét is. Sokesatornds chipek alkalmazdsival
akar tobb szdz minta parhuzamos vizsgilata vilik lehetévé (96, 384 stb.), és
mivel ezen 4j médszer kénnyen automatizalhatd, mindez jelentGs munka-, idg-,
anyag- és koltségmegtakaritdst jelent. A kémiai mikrochipek bevezetésével a
kozeljovében az analitikai kémiai laboratériumok gyokeres valtozdsinak né-
ziink elébe (Khandurina—Zhu—Guttman 2003). Hasonl6an a szimitastechnika
robbandsszerd fejlédéséhez, amely lehet6vé tette, hogy Neumann Jinos egy-
kori tobb szobidt elfoglalé szimitégépét ma mar egy kis laptopszamitégéppel
helyettesitsiik, az dltalunk manapsig elfogadott analitikai kémiai laboratérium
akar hitelkdrtya méretire is lekicsinyithetd (Guttman 2000). Abbdl kiindulva,
hogy a szamitdgépek kozponti processzorainak sebessége nagyjabdl 18 havonta
megduplazodik, felmeriil a kérdés, hogy vajon a kémiai chiptechnologia képes

lesz-e felvenni ezt az iramot.

Mielétt azonban jobban belemeriilnék a kémiai chipek részletes leirdsiba,
szeretném megragadni az alkalmat, hogy felhivjam a figyelmet a DNS/fehérje
chipek és az elvilasztastechnikai kémiai chipek kozotti alapvetd kiilonbségre.
Maga a kémiai chip mindkét esetben specidlis mikromegmunkdlisi eljirdssal
késziil, de mig a DNS/fehérje chiphez akér t6bb szazezer DNS- vagy fehér-
jemolekula kothetd, lehet6vé téve annak tomeges diagnosztikai alkalmazdsit,
addig az elvélasztdstechnikai mikrochipek magas szelektivitisukkal tinnek ki
(Khandurina—Guttman 2002). A DNS-chipek miikodésének alapelve azonos
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a Southern-blot, illetve a reverse dot blot hibridizicids mddszerekével, a legfGbb
kiilonbség a méretdimenzidkban és ebbdl kovetkezileg a hatékonysigban van.
A médszer lényege ebben az esetben kvizi-szekvenciaanalizis: a vizsgalt DNS a
chip felszinén rogzitett — ismert bazissorrendd — probikhoz kotdik, amelynek
alapjin a minta szekvencidjira kovetkeztetiink. A technika minéségi és meny-
nyiségi analizisre egyarant alkalmas. F§ felhasznaldsi teriilete a génexpresszié
elemzése és muticiok, illetve egypontos nukleotid-polimorfizmusok (pontpoli-
morfizmus, SNP), valamint révid, 1—sbazispart érinté inzerciok, mikroszatellita-
polimorfizmusok és delécidk ezreinek, tizezreinek a parhuzamos vizsgilata.
Hasonléképpen a DNS-chipekhez, a fehérjechipekre nagyszdmu fehérjét (pél-
ddul antitestet) kotnek, és ezek segitségével vizsgalnak egész sejtkivonatokat,
illetve kiilonbozé testfolyadékokat (Khandurina—Zhu—Guttman 2003).

Lényegesnek tartom itt megjegyezni, hogy az dgynevezett ,,Lab-on-a-
chip” megkézelités napjainkban mdr a realitds szintjén all, lehet6vé téve szamos
egymist kovetd miveleti [épés, példdul kémiai reakcidk, mintael6készités, elvi-
lasztds és frakcionalds gyakorlatilag egyetlen mikrochipen t6rténd megvalési-
tasit egy megfelelGen kialakitott monolitikus rendszerben (Chovan—-Guttman
2001). Az elektroforézis-mikrochip elkészitésének elsé 1épése a csatornahilézat
és a reagenstarté edények elrendezésének a megtervezése annak tudatdban,
hogy mit virunk el a kémiai chiptSl. A kovetkezs 1épés a terv megfeleld chip-
alapanyagra valé dtvitele, felhasznalva a szimit6gépes mikrochipek gyartdsindl
bevezetett és ma mdr nagyiparilag is alkalmazott médszereket. Ezzel a tech-
nikaval akdr tobb ezres nagysigrendben is elGillithatok elektroforézischipek.
Megfelel§ detektorok alkalmazdsival femto- és attomolmennyiségti minta de-
tektdldsa lehetséges, és az igy kialakitott mikrochipek 10-szeres, st 100-szo-
ros analizissebességet biztositanak a konvenciondlis elvalasztdsi médszerekhez
képest. Kiilonosen elényos, hogy mar meglévé és beillitott folyadékkromato-
grafids vagy kapilldriselektroforézis-modszerek egyszerden atiiltethet6k mik-
rochipformdtumra. T'6bbesatornds chipek alkalmazasaval (96, 384 vagy tobb
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csatorna) akdr nagysigrendekkel is megnovelhetd a rendszer kapacitdsa, és az
igy nyert hatalmas adathalmaz megfelelGen gyors szamitégépekkel rovid id6
alatt kiértékelhet§ (Darvas—Guttman et al. 2004).

Elektroforézis-mikrochipeket mikromegmunkalissal készithettink tiveg-
bél, kvarcbdl és kiilonbozd mibanyagokbdl, dgymint polimetil-metakrildt,
teflon, polikarbondt stb. A mikrochipekre jellemz3 rendkiviil magas feliilet-
térfogat ardny el6nys az elektroforetikus folyamatban felszabadul6 hé gyors
elvezetése szempontjibdl. Ugyanakkor a kémiai chip alapanyagdnak kivalasztd-
sandl megfontolandd, hogy miniatiirizilt koriilmények kozott ezen nagy feliilet
anyagi mindsége is fontos szerepet jitszhat. Ez kiilonosen 1ényeges lehet fehér-
ik elektroforézise, illetve kémiai reakcik (polimeraz-lincreakeid, restrikcids
emésztés) soran, amikor a negativ toltésd tivegfelszin esetleg gatlé tényezSként
szerepelhet (példiul nem specifikus kotddés). Mdanyagok alkalmazdsa esetén
ezzel a kedvezdtlen hatdssal kevésbé kell szimolnunk, emellett a mianyagbdl
késziilt kémiai chipek olcsék, nem torékenyek és konnyen megmunkdlhaték

(Berdichevsky—Khandurina—Guttman et al. 2004).

Uvegbdl késziilt elektroforézis-mikrochipek esetén a mintakomponen-
sek elvilasztisa kisméretd tiveglapba maratott csatorndkban torténik, amelyek
altaldban 10-40 pm mélyek és Go—200 pm szélesek (2. dbra). A kialakitott
munkacsatorndkban egyszerd pufferoldatoktdl a bonyolult géleken keresztiil a
monolitikus elektrokromatografids dll6fazisokig barmilyen elvilaszté rendszert
alkalmazhatunk. Az elektroforézis-mikrochipek tipikus mérete néhany centi-
méter, ambdr 96 és 384 csatornds chipek esetén elérheti a 20-30 cm-t is. A csa-
torndk a mikrochip felszinén 1év6 nyilasokban végzédnek, amelyek az oldatok
(minta, puffer, szeparalé mdtrix) betSltésére szolgilnak (3. dbra). Az ide csatlako-
26 elektrédok segitségével az egyes csatorndkban kiilonboz6 nagysigt és polari-
tasu elektromos mezGk alakithat6k ki, amelyek alkalmasak a mikrochipben 1évé

anyagok mozgatdsira és a mintakomponensek elektroforetikus elvalasztdsira.
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A pufferoldatok és a minta mozgatdsa az altaliban alkalmazott elektroki-
netikus médon kiviil még nyomdssal/vikuummal is elérhetd. A legegyszertibb
mikrochipek két, egymast keresztez$ csatorndt tartalmaznak. A révidebb csa-
torna a minta injektdldsara, a hosszabb az elektroforetikus elvilasztisra szolgal.
Két mintatartily alkalmazdsival egyetlen csatorndban is igen pontos moleku-
la-méretmeghatarozis vilik lehetévé, a minta és a megfelel6 molekulatémeg
marker egyidejd injektaldsival és elvilasztdsaval. A 3. dbrdnbemutatott egyszerd
alkotéelemek, dgymint egyenes csatorna, T-eldgazds vagy kereszt alaku csat-
lakozis felhasznaldsival, igen komplikalt integrilt rendszereket alakithatunk
ki (Guttman 2001). Igy egyszertien sszekapesolhaté egy kémiai/biokémiai
reaktoregység az injektalé rendszerrel, az elvilasztocsatornaval és egy esetle-
ges frakcidszeddvel az elvilaszt6 csatorna megfelel§ részén. Ugyanakkor ma
mar lényegesen osszetettebb elrendezési elektroforetikus mikrochipek is 1étez-
nek: 10 cm dtmérdji mikrochip sugiririnyd csatorndiban 96 minta egyszerre
vizsgilhat6 (Khandurina—Guttman 2002). Az ilyen sokcsatornds mikrochipre
a mintak felvitele dltaliban folyadékkezel§ automatakkal torténik, és egy minta

analizisének ideje dtlagosan § masodperc.

)

elvilaszré-
csatorna

ulladé injekrdlds, reaktor, elvilaszuis,
elvilaszis elvilaszeis gytijtés

3. dbra. Integrilt elektroforézis-mikrochip f6bb csatornahélézati alkotéelemei (Guttman 2001)

reakcidedény
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csatorna T kereszt
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®
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Az elektroforetikus mikrochip tervezése sordn megfelel§ szimitogép-
programokat is alkalmazhatunk, amelyek segitségével jol szimuldlhatjuk a
mikrochipen lejatsz6dé reakceids és elvalasztasi 1épéseket (Chovan—Guttman
2002). A megfelel§ tervrajz birtokdban elsg 1épésként fotolitogrifids médsze-
rekkel elkészitjiik a chipen a kialakitand6 csatornahilézatot. Ez tiveg alapanyag
esetén ammoénium-fluorid és hidrogén-fluorid keverékkel torténd maratdssal
végezhetS el. A kivant csatornamélység elérése utin (iltaldban 20-50 pm), a
kialakitott csatornahal6zatot megfelelGen elGkészitett tiveg- vagy mdanyaglap-
pal lefedjiik, és h6kezeléssel (~ 600 °C) vagy ragasztissal (Na SiO)) rogzitjiik.
Az igy kapott zirt csatornarendszer végein megfelel§ dtmérdjd (~1—2 mm) lyu-
kakat farva oldhatjuk meg a ,makro”-vildggal val6 kommunikdciét, elektré-
dok, oldatok bevezetését, mintainjektdldst stb. (Khandurina—Guttman 2002).
Mint kordbban mér emlitettem, az elektroforetikus mikrochip elGéllitisira
szolgdl6 két £6 alapanyagtipus az tiveg és a megfelel6 mianyagok. Az tiveg el6-
nye j6 optikai és hdvezetd tulajdonsigai és a mar nagyszdmban rendelkezésre 4116
felilletkezelési, illetve derivatizaldsi médszerek. Hatranya azonban az tivegbdl
késziilt chipeknek, hogy még tomeges gyartds esetén is igen drigik. Ugyanak-
kor a mdanyagbdl késziilt chipek optikai és hévezetd tulajdonsagai valtozdak,
és bizonyos esetekben még autofluoreszcencidval is szimolnunk kell. Tovabbi
hatrinya a mdanyag chipeknek, hogy a rendelkezésre all6 kémiai feliiletkeze-
Iési és derivatizdciés modszerek szama korlitozott. Kihangsilyozom viszont,
hogy a mtianyag chipek elGillitdsa kifejezetten olesd, és ez lehetévé teszi az egy-
szer hasznilatos, eldobhaté chipek alkalmazasit (Darvas—Guttman—Dorman
2004). A detektdlis a mikrochipen f6képpen lézerindukalt fluoreszcencia
(LIF) segitségével torténik, de emellett mas mddszerek, mint ultraibolya fény-
elnyelés, elektrokémiai és tomeg-spektrometriai technikdk is alkalmazhaték
(Guttman—Khandurina 2003). A detektdlas a HPLC-hez hasonléan csaknem
minden esetben ,,online” médon térténik. Kutat6laboratériumomban felépi-
tett és alkalmazott elektroforézis-mikrochip detektorrendszerének felépitési

sémajat a 4. dbra mutatja (Rénai-Sasviri-Székely—Chovan—Guttman 2002).
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Lézerindukalt fluoreszcens detektalds esetén a mikrochipet egy forditott
konfokdlis mikroszkdp tirgyasztaldra helyezziik, és a megfelel§ hullimhossza-
sigt 1ézersugarat az objektiv segitségével a mikrochip elvilaszt6 csatorndjanak
egy adott pontjara fokuszaljuk.

4. dbra. Az elektroforetikus mikrochip-berendezés felépitésének vizlata. 1: 1ézer, 2: tiikor, 3: kettdstord tiikor,
4: mikroszképobjektiv, 5: elektroforetikus mikrochip, 6: lencsék, 7: optikai sziirék, 8: detektor,
9: puffertartalyok, 10: nagy fesziiltségi tipegység (Ronai-Sasvari-Székely—Chovan—Guttman 2002)

A mintaadagolds két f6 modja az Ggynevezett elektrokinetikus és a nyitott/
zart kapus injektalds. Az 1. tablizatban bemutatott konfiguricié esetén a 4. mé-
lyedés a mintit, az 1., a 2. és a 3. mélyedések pedig a futtatd puffert tartalmaz-
zik. Elektrokinetikus injektalds soran a minta a mintatart6 tartalybdl aramolva
(1. tdblizat, 4-es pozicid) megtolti a rovid mintatartd csatorndt (4 => 2) és ennek
megfelelGen a rovid (mintatart6) és a hosszu (elvalaszt6) csatornak keresztezs-
dését. Az ezt kovet§ elektroforézisanalizis sordn ténylegesen a mintdnak csak
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azt a kis részét injektdltuk, és ez a mintatart6 csatorna feltoltése utin éppen a
keresztezGdésben van. Nyitott/zart kapus injektdlds esetén ezzel szemben a ka-
pocstesziiltségek valtoztatasival tetszés szerint allithatjuk be az injektdlt minta
térfogatit (Khandurina—Guttman 2002). Mindkét injektaldsi médot kévetGen
az elvilasztds sordn a kapocsfesziltségeket ugy vilasztjuk meg, hogy a kapilld-
risok keresztezGdésében 1évé molekulik az elvilaszt6 csatornaban az injektalasi
pont irdnydbdl mozogjanak a detektildsi pont felé, ugyanakkor a futtat6 puffer
egy része lassan visszairamoljon az elvilasztd csatorndbdl a minta, illetve a gy Gj-
tGtartdlyok felé. Ez a beillitisi méd a jo felbontdsd mikrochip-elektroforézis
alapfeltétele, mivel ha a minta az elvilasztisi lépés sorin folyamatosan ,beszi-
virog” az elvilaszté csatorndba, akkor €les csicsok helyett elmosodott, emelke-
dé alapvonalu elektroferogramot kapunk. Az injektdlds és az elvilasztis sorin
alkalmazott fesziiltségértékeket ennek megfelelGen kell bedllitani, amint azt az
1. tablizar mutatja (Rénai—Sasviri-Székely—Chovan—Guttman 2002).

1. tabldzat. Elektrokinetikai injektalds és elvilasztds soran alkalmazott fesziiltségértékek egyszerd

keresztelrendezésid mikrochip esetén (Rénai-Sasviri-Székely—Chovan—Guttman 2002)

Turtily I 2 3 4 Negativ toltésii részecskek vindorlisa

Injektalis (V) 240 480 240 o Qg?* 2 ©

ot

Elvilasztas (V) o 250 1650 250 G’ZI = ©

A leggyakrabban haszndlt egyszerd mikrochip-alkalmazasok mellett
(DNS-fragmentum-analizis, fehérjék SDS-gélelektroforézise, komplex szén-
hidrétok elvalasztisa stb.) olyan integralt rendszereket is kidolgozhatunk, ame-
lyek kordbban a konvencionilis médszerek alkalmazasival elképzelhetetlenek
voltak. Egyetlen folyamat részeként a mikrochip csatorndiban polimerdiz-
lancreakcié (PCR), mintakoncentrilds, valamint restrikciés emésztés (RFLP)
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is elvégezhetd (Rathore—Guttman 2003), igy a médszer igen hatékonyan hasz-
nilhaté gyors DNS-analizisre, és egyszertien alkalmazhat6 mind egypontos
nukleotid-polimorfizmusok (SNP), mind pedig hossztsig-polimorfizmusok
(VNTR) vizsgalatira és genotipizildsra (5. #bra), ahogy azt munkacsoportom-
mal bemutattuk (Barta—Rénai et al. 2001; Guttman—Khandurina et al. 2003).
Megfelel§ korilmények kozott olyan nagy felbontéképességet érhetiink el,
hogy bizonyos mikrochip-konfiguriciékat DNS-szekvendldsra is alkalmaz-
hatunk (Karger-Guttman 2003). Az elektroforetikus mikrochipek ezen feliil
nagyszertien alkalmazhaték a modern gydgyszer kutatds-fejlesztésben nagy
kapacitisa biolégiai szdrésre, dbzishatds-elemzésre és tomeges mintaanalizis

esetén (Darvas—Guttman—Dorman 2004).

24
I] RFU /

JNY Allél lécra

SNy || ﬁ Gem_)rl'pus:l.l

_..J\/\w-\__,__l kk(lcr1ulfplls:-ﬁ

T
60 90 sec

5. dbra. A D4-es dopaminreceptor DRD4-gén III. exon 48 bp VN'TR
gyors genotipizilisa mikrochip-elektroforézissel

(Barta—R6nai—-Nemoda—Székely—Kovics—Sasviri-Székely—Guttman 2001)

Az elektroforézis-mikrochipek amellett, hogy kiviléan haszndlhatok kis
mennyiségd biol6giai mintdk analizisére, mikropreparativ célokra is alkal-
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mazhatok. Kiilonosen komplex DNS-mintdk esetén érdekes ez az elvalaszti-
si forma, mivel a polimerdz-lincreakcio elterjedése 6ta gyakorlatilag néhiny
DNS-molekula is elegendS ahhoz, hogy tovibbi szekvendlasi vagy klénoza-
si kisérletekhez megfelel6 mennyiségi anyagot nyerjiink (Guttman-Fules
et al. 2003; Liu—Guttman 2004). Legegyszerdbben a mér kordbban emli-
tett és a 6. dbrdn is bemutatott keresztelrendezés haszndlhaté frakcidszedésre
(Khandurina—Chovan—Guttman 2002). Ebben az esetben a detektilisi 1ézer-
sugarat pontosan a keresztez8désre irinyitjuk, mikézben az elvélasztdsi csator-
niban szétvilasztott komponensek egyenként haladnak az elektromos erdtér

hatdsira a csatornakeresztez3dés és ennek megfelelGen a detektaldsi pont felé.

3 3

. 1 N\
injekedlas () O
elvilaszté csarorna - - l detekedlds 4
- +*+ +« ) -—
2 ()—'I—(\ 4 2 |: \J__f :n 4
l gylijtéesatorna

O siede
) () gyljededény

1 1

6. dbra. Preparativ mikrochip-elektroforézis (Khandurina—Chovan—Guttman 2002)

Az elsé gytjteni kivint komponens detektilisakor a keresztezGdés
egyes végeire adott fesziiltségeket vgy éllitjuk at, hogy az elvilaszté csator-
niban a komponensek lehetSleg ne mozogjanak, ugyanakkor a frakciégyj-
t6 csatorndaban a kivilasztott komponens miel6bb elérje a gytjtGedényt. Ezt a
miveletet annyiszor ismételjik, ahdny frakciéra van szitkségiink. Kiilon ki-
hangsilyozandd, hogy ezzel a médszerrel nemcsak id6ben, hanem térben is
jol elvélaszthatdk az egymdshoz egyébként kozel vandorlé mintakomponensek
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(Khandurina—Guttman 2002). A vizolt médszer remekiil alkalmazhaté nagy-
szamu minta klénozasa esetén (7. dbra), amikor kiilondsen lényeges az egyes
DNS-fragmentumok tisztasiga a szintetizalandé fehérje minGsége szempontji-

bdl (Ronai-Guttman 2000).

mRNS ﬁu

revers lr“lﬂ&lkrlpt 0

.3 |

‘ PCR-amplifikicié

clvilasztds, frakciégyiijtés

‘ rekombindns DNS bejuttatdsa

Baktérium
-

‘ DNS-expresszié

Fehérjeprodu kciéﬁ

7. dbra. Mikrochipalapt kl6nozés fébb lépései (Ronai-Guttman 2000)

ElGaddsomat Gsszefoglalva szeretném kihangsilyozni, hogy a kémiai
és a biolégiai tudominyok rohamos fejlédése 1j igényeket és ezeknek meg-
telels 4 megoldasokat eredményezett az elektroforetikus elvilasztisi tech-

nikdk teriiletén is. Az egyik legtjabb médszer gyors analizisek elvégzésére
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a mikroelektroforézis, az dgynevezett elektroforézismikrochip-technika (Hel-
ler—-Guttman 2002). Az elektroforézis-mikrochip lényegében miniatiirizale
kapilldriselektroforézis-berendezésnek tekinthet, igy a mér kidolgozott, va-
lamint mar részben bedllitds alatt 4ll6 alkalmazisok kiemelkedSen széles ko-
rliek. A miniatiirizilds komoly eldrelépést jelent, mivel nemcsak az elvélasztds
sebessége, hanem annak felbontdképessége is nagysigrendekkel emelkedik.
Amennyiben sziikséges, kémiai és biokémiai reakcidegységek és elvilasztd-
si csatorndk integralhaték egy monolitikus mikrochipre, akir oly médon is,
hogy 96 egymistdl fuggetlen rendszer, illetve akdr ennek tobbszorose (384,
1536 stb.) riférjen. Ez utébbi esetben megfelels folyadékadagol6 automata segit-
ségével az Gsszes minta (96, 384, 1536 stb.) egyszerre injektdlhat6. Az eredmé-
nyek kiértékelése megfelelGen gyors és nagy kapacitdsi szamitdgép segitségével
csupan mésodperceket vesz igénybe. Ez a kémiai mikrochipekkel egyszerten
megoldhaté integrici6 jelentGs idG-, koltség- és munkamegtakaritst jelent
kiilonosen a rendszerbioldgia teriiletén ideértve, a genom-, a proteom- és a

metabolomkutatisi alkalmazisokat.
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akik szakmai pilyim fejlédésének elGsegitésével jarultak hozzd eredménye-
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