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1. Bevezetés és célkitiizések

Az analitikai eljarasok célja, hogy egy anyagi rendszer OsszetevOirdl informaciot
nyerjiink. Az analitika fejlédésével egyre komplexebb igények jelennek meg, altaldban
a minta nem csak egyetlen, hanem tobb komponensét, sokszor teljes osszetételét kell
meghatarozni a legkiilonboz6bb mintakbol. Emiatt a modern analitikai elvalasztasi
modszerek egyre fontosabb szerephez jutnak a tudomdnyos kutatisban ¢és a
legkiilonbozObb ipari alkalmazasi teriileteken.

A kapillaris elektroforézis (CE) egy olyan nagy teljesitOképességii elvalasztastechnikai
modszer, mely jol egyesiti a nagy elvalasztasi haté¢konysag, a gyors elemzés, kis
mennyiségli minta- és vegyszerfelhasznalas, illetve poldros és nem-polaros anyagok
elemzésének lehetdségét. A moddszer egyik legnagyobb elénye a lehetséges
alkalmazasok rendkiviil széles kore, hiszen alkalmazhatdo fémionok, szervetlen
anionok, kirdlis vegyiiletek, peptidek ¢és fehérjék, szénhidratok, DNS fragmentumok,
de akar egész sejtek €s virusok elvalasztasdhoz és meghatirozasahoz is. A kapillaris
elektroforézis sokoldalisaga miatt alkalmas az egyes gyogyszervegyliletek
legkiilonb6zdbb  farmakokinetikai, fizikai-kémiai jellemzdéinek meghatarozasara,
gyogyaszati hatékonysaganak vizsgdlatara. A 3 évtizede bevezetett kapillaris
elektroforézis, melynek alapkutatasa még jelenleg 1is folyik jelenleg a
nagyhatékonysagu kromatografias modszerek legfontosabb alternativaja. Napjainkban
a CE jelentdségét mutatja a fehérjealapti gyodgyszerek analitikjaban vagy a
proteomikai vizsgalatokban betoltott fontos szerepe, illetve, hogy a mikrofluidikai
csipekben a legegyszeriibben, leghatékonyabb alkalmazhat6 elvalasztasi méodszer.

Az utobbi években a ,lab-on-a-chip” technologia atalakitani latszik a laboratériumi
kisérleteket és analitikai vizsgalatokat. Az analitikai mérérendszerek miniatiirizalasa
nem csupan a jelenlegi technoldgia méretének csokkentését jelenti, de egyuttal
egészen Ujfajta analitikai rendszerek megsziiletését is lehetdveé teszi. A mikrocsipekben
végzett vizsgalatok sokkal gyorsabbak, pikoliternyi mintaoldatot, illetve mikroliternyi
reagens oldatot igényelnek. Ezek a kutatasok - elsdsorban biotechnologiai, klinikai és
analitikai kémiai teriileteken - intenziven folynak a fejlett orszdgok egyetemein és a
kiilonbozo6 fejleszté cégekben.

Tanszékiinkon egyetemi hallgatoként, doktori 6sztondijasként és kezdd kutatoként az
atomspektrometria  mintabeviteli ~ problémaival és  egyes elemspecieszek
meghatarozasaval foglalkoztam. 2000-t6l egy szdmomra teljesen Uj teriileten, a
kapillaris elektroforézis modszerrel kezdtem eldbb elemspecieszeket, majd mas
vegylileteket elvalasztani és az ennél az analitikai modszernél is kritikusnak szamito
mintainjektalasi problémakat tanulmanyoztam. 2007-ben USA-beli tanulmanyutam
soran a mikrofluidika alapjait sajatithattam el, és hazatérve kezdtem el kialakitani
mikrofluidikai analitikai laboratériumunkat. Jelenleg a tanszékiinkon folyd
mikrofluidikai analitikai kutatasaink hosszutavu célja, hogy mikrofabrikacios eljarasok
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segitségével egyfajta integralt laboratoriumokat (lab-on-a-chip, micro total analysis
system (LTAS)) tervezziink és készitsiink el.

Az értekezésemben az elmult 14 év soran kapillarisban €s mikrofluidikai csipben
végzett elektroforetikus kutatdsaink eredményeit foglaltam 06ssze. Mind a két
modszernél alapvetd €s jelenleg is a kutatisok egyik legfontosabb targya a nanoliter
vagy annal is kisebb térfogati mintdk reprodukadlhato, injektdldasi hibaktol mentes
bejuttatasa a szeparacios kapillarisba vagy mikrocsatornaba. A mikrofluidikai
csipeknél kiillonosen fontos lenne a nanoliternél is kisebb térfogati mintak
bejuttatasara egyszerli hidrodinamikus injektalasi eljaras. Ezek a mintainjektalasi
kutatasok adjdk az elektroforetikus elvalasztasok, meghatirozasok elméletét érintd
vizsgalatainkat.

Mivel az analitikusok munkdjanak, kutatdsainak irdnyat sokszor befolyasoljadk a
valtozatos tudomanyteriiletekrél érkezd analitikai feladatok, magam is sokféle
vegylilettipus (pl. szervetlen ionok, elemspecieszek, toxinok, gyogyszervegyiiletek)
meghatdrozésara fejlesztettem ki analitikai modszereket a legkiilonb6z6bb
mintatipusokbol (pl. szérum, vizelet, tumor, nyal, felszini viz) kapillaris elektroforézis
segitségével. Olyan kapillaris elektroforetikus modszerek kidolgozasara torekedtiink,
melyek eddig nem vizsgalt komponensek elvalasztasara vagy specialis
mintatipusokbol torténd kdzvetlen, mintaelokészités nélkiili elemzésekre iranyultak.

Az alig husz éve megsziiletett analitikai mikrofluidika teriiletén még szamos alapvetd
probléma (pl. érzékeny és univerzalis detektdlds hidnya, a komplett mérdrendszer
miniatiirizalasa, injektalasi nehézségek, a megfeleld elemzési reprodukalhatosag
biztositasa) gatolja a mikrocsipek széleskorli, rutinszerti analitikai hasznalatat.
Mikrofluidikai kutatasainkban elsésorban uj  detektdldsi lehetbségek
alkalmazhatosaganak tanulmanyozasara, kiilonbozo csatornarendszerek tervezésére, az
(elektro)kromatogrdfias toltetek kialakitasanak 1jfajta modszerének kidolgozasara,
illetve parhuzamosan végezheté analitikai elvadlasztasok kifejlesztésére torekedtiink.

Az értekezésben bemutatott kapillaris elektroforetikus kutatasokat kizardlag, a
mikrofluidikai vizsgalatainknak pedig a talnyomoé részét a Debreceni Egyetem
Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékén végeztik. Az elmult masfél évtizedben
végzett kapillaris elektroforetikus  kutatdsainknak nem voltak elézményei
egyetemiinkon, mikrofluidikai analitikai teriileten pedig a legaktivabb kutatdcsoport
vagyunk hazankban.
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2. Alkalmazott késziilékek és modszerek

Vizsgalatainkhoz HP *PCE és 7100 CE (Agilent) kapillaris elektroforézis késziilékeket
hasznaltunk. A detektalds spektrofotometridsan tortént, az elektroferogramokat a
gyartd szoftverével értékeltiik ki. Az elektroforetikus elvalasztasokhoz 50 um belsd
atmér6ji kvarckapillarisokat hasznaltunk. A klinikai mintak elemzése soran a késziilék
mintatartdjat +15°C-on termosztaltuk, egyes klinikai mintdkat (sputum, tumor)
liofilizaltunk. A CZE-vel meghatarozott pK értékeket pH-potenciometrias (Radiometer
pHM 93) titralasokkal is ellendriztiik.

A mikrofluidikai kutatasainkhoz sziikséges infrastrukturat tanszékiinkon néhany éve
alakitottuk ki. A vizsgalatainkhoz hasznalt sajat tervezésii mikrocsipeket magunk
készitettiik polidimetilsziloxdn (PDMS) milanyagbol egy un. lagy litografias eljaras
segitségeével. A csatornamintdzatot nagyfelbontassal atlatszo folidra (fotografias
maszk) nyomtattuk, majd egy sziliciumlapkara vékony fényérzékeny réteget felvive a
mintazatot fotolitografias technikaval alakitottuk Ki rajta. Az igy elkésziilt ont6formara
PDMS oligomert és a térhalositdo adalékot (Sylgard 184, Dow Corning, Midland,
USA) ontottiink. Az ontéformarol levalasztott, a mintazatot tartalmazé PDMS lapkat
levegOplazmas (PDC-32G, Harrick) kezelést kovetden rogzitettiik egy iiveglaphoz.

A mikrocsip csatorndiban a folyadékokat perisztaltikus vagy fecskendépumpa
segitségével dramoltattuk, a benniik végbemend folyamatokat pedig inverz
mikroszkoppal (Axio Observer Al, Zeiss) figyeltik meg. A videdk és képek
készitésé¢hez nagyfelbontasu digitalis kamerat (AxioCam ICC3, Zeiss) és a gyarto
kép/vided rogzitd és feldolgozd szoftverét alkalmaztuk. A mikrocsipen vald
elektroforézishez nagyfesziiltségii tapegységet (0,5-2,5 kV: Microply, Cetox Kift.,
illetve 10-30 kV: Spellman, Ithaka, NY, USA) hasznaltunk. A mikrocsipen, illetve a
kvarckapillarison a detektalast szaloptikas UV spektrofotométerrel (Avaspec-2048-2,
Avantes) kozvetleniil a csatorna/kapillaris falan keresztiil végeztiik. A feliileti plazmon
rezonancias mérések F. Gomez laboratoriumaban (CSU Los Angeles) 2-csatornas
érzékelovel ellatott SPR késziilékkel (BI-3000, Biosensing Instrument Inc., Tempe,
USA) torténtek.
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3. Uj tudoményos eredmények

1.

Az indirekt UV spektrometrias detektalassal kapott jelek nagysaga és az
elektrokinetikusan injektalt kiilonb6zé vezetoképességi mintak koncentracioja
kozotti kapcsolatot tanulmanyozva azt talaltuk, hogy a mérendé mintaval
megtoltott CE kvarckapillarisban mért aramerosség értékek megfelelo
korrekcios tényezoket szolgaltatnak a kiilso kalibracios eljarashoz:

r]a,Sl _ Isz Ca,Sl

na,SZ ISl Ca,SZ

a kapillarisba beinjektalt a komponens anyagmennyiségei, az ls; és ls; pedig a
mintakkal toltott kvarckapillarisban meért aramerdsségek nagysaga.

Igazoltuk, hogy amennyiben a mintaoldat Gsszes-ion koncentracidja nem haladja meg
a 150 uM-t, a kiszamolt n,s1/n, s, értékek eltérése az elektroferogramokbol adodo
Aasi/Ays; csucsteriiletek aranyatél nem haladja meg a 4%-ot. A javasolt eljaras
jelentésége abban van, hogy a hig (kis vezetOképességll) oldatok kapillaris
elektroforézisénél az elemzés nagy érzékenységét biztositd elektrokinetikus injektalés
alkalmazasakor 1is hasznalhatdé az egyszeri kiils6 kalibracios mennyiségi
meghatarozasi modszer. [1]

2.
Elektrokinetikus injektalast és indirekt UV detektalast alkalmazé mennyiségi
meghatarozasokhoz egy belsé univerzalis kalibracios eljarast dolgoztunk ki:

C. =¢C i.z
X — “IUS A X,1US
1US

ahol cyx és cyys, illetve Ay és Ajys a vizsgalandd X komponens és a belsé univerzalis
standard (IUS) koncentracioi, illetve jelteriiletei, zx,ys pedig a vizsgalt ion és a TUS
toltéseinek hanyadosa.

Elektrokinetikus injektalast alkalmazva a hagyomdnyos mennyiségi meghatdrozasi
moddszerek hibaval terheltek, de indirekt UV detektalaskor egy un. belsé univerzalis
kalibracios standardot alkalmazva az altalunk javasolt egyszerli szamitdssal helyes
kvantitativ eredményekhez juthatunk. Ez a kalibracids eljards belsé abban az
értelemben, hogy a referencia komponenst kézvetleniil a mérendé mintahoz adjuk, és
egyuttal univerzdlis is, hiszen a mintaban jelenlevé tobb komponens mennyisége is
meghatarozhat6 az egyetlen referencia komponens valaszjele alapjan. lgazoltuk, hogy
a tioszulfat, mint belsé univerzalis standard jol alkalmazhatdé az olyan teljesen

4
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disszocialo6 komponensek mennyiségi meghatarozasara, amelyek elektroforetikus
mozgékonysaga legfeljebb 10%-ban kiilonbozik a kromofor hattérion (pl. kromation),
az ellenion (pl. kaliumion) és a bels6 univerzalis standard (pl. tioszulfation)
mozgékonysagatdl. Bizonyitottuk, hogy a javasolt kalibracids eljarassal meghatarozott
koncentracio értékek kevesebb, mint 5%-al térnek el a valddi koncentracio értékektol
még akkor is, ha mintaoldatok jelentds matrixanyagot tartalmaztak. Ellentétben a
hagyomanyos belsd standardos mennyiségi meghatarozasokkal, a kidolgozott modszer
esetében nincs sziikség a mintakomponenseknek a belsé standardra vonatkozé relativ
érzékenységének meghatarozasara, hiszen az indirekt detektdldas miatt a

e

kromofor ionja szolgaltatja. [2]

3.

Fémek kiilonboz6 specieszeinek meghatarozasara kapillaris zonaelektroforetikus
(CZE) és micellaris elektrokinetikus Kkapillaris kromatografias (MEKC)
modszereket fejlesztettiink Kki.

Hat szervetlen €s szerves arzénvegyiilet elvalasztasaval demonstraltuk, hogy az elemek
kiilonbozo ionos (szervetlen és szerves) vegyiileteinek meghatarozasara a CZE egy
egyszerl és gyors (akar 2 percen beliili) lehetdséget nyujt. [3]

Bar egy fémion kiillonb6z0, egymassal gyors dinamikus egyensulyban levé komplexei
elvalasztastechnikai modszerekkel nem hatarozhatok meg, bemutattuk, hogy a CZE az
inert Cr(l1l) komplexeinek, igy a CrCl; vizben valé oldasakor kapott 3 akvakomplex
([CrCly(H,0)4]*, [CrCI(H,0)s]** és [Cr(H,0)e]*")) elvalasztasira mar alkalmazhato.
Bar csak a két klorokomplex detektalhatdo UV spektrofotometriasan a foszfatpufferben,
igazoltuk, hogy az indirekt UV detektalas alkalmazasaval mindharom komponens
elemezhetd, az atalakulasok sebessége meghatarozhato. [4]

Abban az esetben, ha a szervetlen vegyliletek csak kevéssé ionosak és/vagy kevéssé
nyelnek el fényt, a vegyiiletek szarmazékképzése vagy a MEKC modszer alkalmazasa
lehet célravezeté. Négy higanyvegyiiletnek (Hg?*, metil-Hg, etil-Hg, fenil-Hg) négy
kiilonboz6 tiolvegyiilettel (cisztein, glutation, 2-merkapto-nikotinsav, merkapto-
ecetsav) torténd szarmazékképzését kovetéen mindegyik esetben sikeresen
demonstraltuk, hogy a komponensek elvalaszthatok ¢és UV spektrometriasan
detektalhatok. Igazoltuk, hogy a vizsgalt szarmazékképzék mindegyike megfeleld a
higanyvegyiiletek CZE elvalasztisahoz, és csak kis mértékl eltérések mutatkoztak az
egyes komponensek kimutatdsi hatdraiban, a meghatarozas idétartaméban, illetve az
elvalasztds hatékonysagaban. [5, 6] Hat ionos, illetve toltésnélkiili Gd tartalmu
kontrasztanyag elvalasztisara els6ként dolgoztunk ki MEKC modszert, ¢és
megmutattuk, hogy megfeleléen kivalasztott két belsé standard (dimetil-szulfoxid,
fahéjsav) egyidejii alkalmazasaval a komponensek migracios iddinek Kis relativ
szorasa (0,027-0,34 RSD% (c= 1 mM, N= 10)) érhet6 el. [7]
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4.
Kiilonbozo klinikai mintak elemzéseihez; CE modszereket fejlesztettiink ki és
igazoltuk, hogy komplex, jelentés mdtrixanyagot tartalmazo mintak is kozvetleniil

vagy csak minimadlis mintaelokészitést kovetoen beinjektilhatok a szepardcios
kapillarisba. [8-10]

4.1. 14  kefalosporin  antibiotikum elvalasztasira CZE  mdédszert
fejlesztettiink, mellyel a migracios idok 1,3 RSD%-nal kisebb relativ
szorasa és 0,42-1,62 pg/mL kimutatasi hatarok voltak elérhetok. A
kefalosporinok koncentracidjanak idObeni alakulasait CZE modszerrel
meghatarozva a betegektol szarmazod szérumban, Kivezetett sebvdladékban
(drain), agyvizben (liquor), vizeletben és bronchidlis valadékban (sputum)
megmutattuk, hogy mely esetekben marad el az egyes kefalosporinok
koncentracioszintje a baktériumok pusztulasahoz sziikséges (MIC) értékek
mogott. A kapillaris zonaelektroforézist eldszor mi alkalmaztuk viszkozus,
nagy slrliségli  bronchidlis véaladék mintdk elemzésére. Bar a
liofilizalasos/visszaoldasos mintakezelés nem eredményezett 1ényeges eltérést
az elektroferogramok csucsmintazatdban a kozvetlen mintainjektalassal
torténd elemzésekhez képest, a reprodukalhatébb elemzésekhez (0,52 RSD%
¢s 0,84 RSD% a migracios 1dok, illetve a jelteriiletek esetén (N= 10, c= 40
pg/mL) szikség van erre az egyszeri mintaelokészitési eljarasra.
Tanulmanyozva a kefalosporin antibiotikumok iddbeni stabilitdsat vizes
oldatokban, és kiillonbozé matrixokban, megallapitottuk, hogy a vizsgalt 14
kefalosporint vizben oldva 4 o6ra alatt a hatéanyagok 10-20%-a bomlott el.
[11-14]

4.2. A gyorsan bomlo temozolomid rakellenes szer vizsgalatara olyan MEKC
moédszert dolgoztunk ki, mellyel a hatéanyag és két bomlasterméke akar
1,2 percen beliill is elvalaszthaté. Demonstraltuk, hogy kozvetlen
mintainjektalassal a temozolomid terapias koncentracioi, valamint a
csucskoncentracio (8,2-10,1 pug/mL) és Tpax (44—65 min) érték a szérumban
UV detektalassal meghatarozhatok. A szilard halmazallapotd tumormintik
egyszerli mintakezelés (~1 g minta liofilizalast kovetd 500 uL sésav oldatba
torténd visszaolddsa) utan kapott nagy silirtiségli, de homogén oldatként
kozvetleniil injektalhatok voltak a CE kapillarisba. Etilacetatos extrakcios
eljarast dolgoztunk ki, mellyel 10 pL térfogatba dusitottuk ~1 g tumor minta
temozolomid tartalmat. A temozolomidot daganatos betegektdl szarmazo
agytumor mintakban is meghataroztuk (0,061 - 0,117 pg/g), igazolva, hogy a
temozolomid atjut a tumorba. [15-16]
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5.

Hat kefalosporin antibiotikum CZE modszerrel torténé savi dissziciacios
allanddinak (pK;) meghatarozasan keresztiil bemutattuk, hogy egyetlen mintabdl,
egyidejiileg tobb, akar bomlékony komponens pK; értéke is meghatarozhato.
Igazoltuk, hogy a jelentés matrixanyagot tartalmazo mintak (pl. sooldatok,
fermentlevek, szérum) komponensei bar a kefalosporinok csicsainak
torzulasahoz vezetnek, csak csekély mértékben modositjak azok migracios idéit,
igy az ilyen mintakbol és a tiszta vizes oldatokbol meghatarozott pK; értékek
megegyeznek. A CZE tovabbi el6nye a potenciometrias pK meghatarozasokhoz
képest, hogy akkor is alkalmazhato, ha csak kevés (<30 pulL) mintamennyiség all
rendelkezésre, vagy ha a komponenssel egylitt mas anyagok is jelen vannak. Igazoltuk,
hogy a CZE-vel meghatarozott pK, értékek jol egyeznek a potenciometrias modszerrel
kapott értékekkel, de azt is kimutattuk, hogy az egymdshoz kozeli pKg értékek
potenciometriasan nagyobb pontossaggal hatarozhatok meg. [14]

6.

Mikrocsipekben torténé elektroforézishez egy uj, folyadékmegosztas elvén alapulo,
nyomdssal torténd injektaldasi médszert dolgoztunk Ki a csatornak olyan mintazata
keresztez6dését kialakitva, ahol az egyik csatorna szélessége négyszer nagyobb,
mint a szeparacidos csatorna szélessége. Ellentétben az irodalomban taldlhato
tulnyomorészt elektrokinetikus elven torténd mikrocsip-injektalasi modszerrekkel, a
kidolgozott, nyomassal torténd injektalasi eljarasnal nem jelentkeznek az
elektrokinetikus injektalasokra jellemzd, a mennyiségi meghatarozadsok pontossagat
csokkento hibak. Igazoltuk, hogy ez az injektalasi modszer lehetové teszi 100-300 um
hosszusagih mintadugok (~200 pL) kialakitasat, de a csatorndk szélességének és
hosszainak valtoztatasaval kisebb vagy nagyobb mintadugok is 1étrehozhatok.
Megallapitottuk, hogy az injektalt mintadug6 térfogata a pumpalasi sebességtol nem,
csak a csatornak atmérdinek aranyatol és hosszatol, illetve az eredeti minta térfogatatol
fiigg. A csatorndk keresztezddésében kialakitott és a szepardcios csatorndba juttatott
~0,5 nL térfogati minta tobbszori injektalasakor a csticsmagassagok és csucsteriiletek
esetén 4,8, illetve 3,7 RSD% (N= 6) relativ szoras volt elérhetd. [17]

7.
Igazoltuk, hogy a folyadékmegosztas elvén alapuld, nyomassal torténé injektalas
alkalmazhato zonaelektroforetikus elvalasztasok végrehajtasara a

polidimetilsziloxanbél késziilt mikrocsipekben. Az ilyen modon végzett
clvalasztasok soran (bar az irodalomban ellentmondasos kozlések talalhatok a
kezeletlen PDMS feliileti toltését illetden) megallapitottuk, hogy a hidroféb PDMS-b6l
késziilt mikrocsipekben katddiranyu elektroozmotikus aramlés 1ép fel. A csatorna
egységes, allando toltésti és mindségli feliiletét kiillonbozé detergensek fali

7
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adszorpcigjaval alakitottuk ki. A detergensekkel csak a mintainjektalast megel6zden
oblitettiik at a csatornarendszert, a pufferelektrolit nem tartalmazta a detergenseket. A
legjobb zonaelektroforetikus elvalasztast akkor kaptuk, amikor az elektroozmotikus
aramlast csOkkentve a PDMS mikrocsip csatornai falat metilcellulézzal kezeltiik,
ekkor a két vizsgalt anionos vegyiilet 15 s-on beliil elvalaszthatd volt 1 cm-nyi
szeparacios tavolsagon. [17, 18]

8.

A feliileti plazmon rezonancia (SPR) spektroszképiat az irodalomban elséként
hasznaltuk arra, hogy az SPR szenzor lapkat egy 100 nm-nél vékonyabb PDMS
filmmel bevonva Kkiilonboz6 komponensek (kis méretii ionok, semleges
komponensek, gyogyszermolekulak, fehérjék, detergensek) PDMS feliiletre
torténo erosebb vagy gyengébb adszorpcios folyamatait valos idében,
jelolésmentesen vizsgaljuk. Ezekkel a vizsgalatokkal igazoltuk, hogy példaul a
PDMS feliiletére adszorbealodo SDS tobb percig jelen van a PDMS feliileten akkor is,
ha SDS-t nem tartalmazd oldatot aramoltatunk a feliilet folott, és ezzel a
szemipermanens réteggel jelentésen ndvelhetd az elektroozmotikus aramlas sebessége.
A neutralis detergens hidroxipropilmetil-celluloz (HPMC) nagyon erdsen
adszorbealodik a PDMS feliiletére. A kvazi irreverzibilis réteget folyamatos, 2 oras
vizzel vagy pufferrel torténé mosassal sem tudtuk eltavolitani, igy a HPMC-vel
statikus bevonatok kialakitasara nyilik lehet6ség. Bemutattuk, hogy ezek a vizsgalatok
jol hasznosithatok a PDMS mikrocsipekben jelentkezd elektroozmotikus aramlas
valtozasainak, illetve egyes komponensek adszorpcios jelenségeinek (elnyulo
csticsalakok) megértéséhez. [19, 20]

9.
Mikrocsip alapi miniatiirizalt kapillaris elektroforézis rendszert fejlesztettiink

ki, melyben a mintainjektalas egy PDMS mikrocsipben, az elektroforetikus
elvalasztas pedig egy rovid, 15 cm hosszu kvarckapillarisban torténik, melynek
végei a mikrocsiphez csatlakoztak. A néhany nL-nyi mintadugé kialakitdsdhoz a 6.
tézispontban ismertetett, kis nyomadssal torténd, folyadékmegosztas elvén alapulod
mintabevitelt alkalmaztuk, mig az UV fotometrids detektdlds - hasonldan a
hagyomanyos CE késziilékeknél ismert konstrukciohoz - kozvetleniil a
kvarckapillarison tortént. Demonstraltuk, hogy ebben a miniatiirizalt rendszerben hat
kefalosporin antibiotikum hasonl6 elvalasztasi hatékonysag (N= 5 000 - 15 000)
mellett valaszthatd el, mint a hagyomanyos CE késziilékekben (L= 15 cm). A
kifejlesztett rendszert miniatiirizalt, sajat fejlesztésti, akkumulatorrol miikodtethetd
nagyfesziiltségli tdpegységgel €s kis méretli szaloptikds spektrométerrel hasznaltuk,
igy nemcsak az elektroforetikus elvalasztast miniatiirizaltuk, de a komplett rendszer is
kis méretiivé, hordozhatova valt. [18]
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10.

Megoldottuk a kapillaris elektroforézis kapcsolasat feliileti plazmon rezonancia
spektroszkopiahoz két PDMS-bol késziilt mikrofluidikai platform segitségével. Az
egyik mikrocsipben néhany nanoliternyi mintadugoét alakitottunk ki €s tovabbitottunk a
szeparacios kvarckapillarisba a 6. tézispontban ismertetett, kis nyomadssal torténd,
folyadékmegosztas elvén alapuld mintabevitelt alkalmazva, a masik kapillarisvéghez
csatlakoztatott mikrocsip az 1 nanoliternél kisebb térfogatu atfolyocella szerepét
toltotte be. Azt talaltuk, hogy ha a szeparacios kapillaris végét az SPR szenzorra
helyezett PDMS platform nyilasaba toltuk egészen a szenzorlapkaig, akkor a
kapillarisban aramlo folyadék elérve a kapillaris végét onnan lassan, egyenletesen
szivargott a kapillaris koriil folfelé, a kisebb hidrodinamikai ellendllds felé. Az igy
kialakitott atfolydcellaban a detektalasi térfogat 1ényegében a PDMS lap nyildsaban a
kapillarisvég alatti vékony szivargd folyadékfilm. Demonstraltuk az SPR detektalas
univerzalis jellegét zonaelektroforetikus elvalasztasnal és ramutattunk a modszerrel
torténd detektalas elonyeire és korlataira. [21]

11.

Kifejlesztettiink egy mikrofluidikai csipekben alkalmazhaté magneses szelepet,
mely azon az elven miikodik, hogy a folyadékcsatorna vékony, rugalmas PDMS
fala 0sszenyomhato egy magnes és egy fémtest segitségével, igy egy csatornaban a
folyadék aramlasa reverzibilisen elzarhat6 vagy indithato. lgazoltuk, hogy a
rugalmas PDMS membran esetén elérhetd deformacié nagyban ndvekszik,
amennyiben a membran vastagsaga 100 um ala csokken. A szelep mikddtetése soran
egy 25 um vastagsagl, a mikrofluidikai csatornarendszer folott taldlhato, rugalmas
PDMS réteg deformaldsa torténik egy kis méretii dllandé méagnes felé mozdulo paranyi
fémtest altal. A szelepek megfelelé nyitasaval/zarasaval nanoliter nagysagrendi
mintadugok alakithatok ki a mikrocsipben. lgazoltuk, hogy a mikrofluidikai
rendszerekben tipikus 0,01-1 puL/min aramlasi sebességek alkalmazasakor a magneses
szeleppel teljes (szivargasmentes) zaras biztosithat6. Demonstraltuk, hogy a magneses
szeleppel részleges zaras is elérhetd, ¢és ilyenkor kromatografias részecskék
visszatartasara, igy mikrokromatografias toltetek kialakitasara van lehet6ség. [22, 23]

12.
Tobb mddszert fejlesztettiink ki a kromatogrdfias tolteteknek hagyomdnyos fritek
nélkiili kialakitasara mikrocsipekben.
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Demonstraltuk, hogy a kromatografias tolteteket 1étrehozo részecskéket
a csatorna barmely szakaszan visszatarthatjuk a rugalmas PDMS
mikrocsip csatornaja részleges Osszenyomasaval létrehozott ideiglenes
sziikiilet segitségével. Megmutattuk, hogy a kialakitott kromatografias
toltetek stabilitasat a mikrocsipekben altalunk elészor megfigyelt
zar0ko- és bilincshatas eredményezi. A mikrocsatorndban kialakitott
sziikiilet felé aramoltatott részecskek kozil az elilsd részecskék
megszorulnak a sziikiilet elején és ezek tartjdk vissza a mogottik jovo
részecskéket, egyfajta "zarokd" szerepét betoltve. Megfigyeltiik, hogy a
kromatografias részecskék szuszpenzidjanak és a folyadékoknak a sziikiilet
felé torténd pumpalasakor (kb. 2-3 bar nyomas hatasara) a csatorna fala
kiszelesedik, és ezt a megndvelt térfogatot a részecskek teljes mértékben
kitoltik, majd amikor a folyadék pumpalasat leallitjuk (vagy sebességét
jelentésen csokentjiik), a rugalmas fali csatorna Ujra 6sszehuzodik, a toltet
koriil egy folyamatos Osszeszoritd erd alakul ki (bilincs-hatas). A toltet
stabilitasahoz az apolaris toltetrészecskék és a hidrofob tulajdonsagt fal
kozott jelentkezd erds kolcsonhatasok is hozzajarulnak. A PDMS fal
kozvetlen kozelében 1évé kemény szilika kromatografids részecskék
deformaljdk a rugalmas fal alakjat, részlegesen behatolnak a falba és ezek,
mint valamiféle horgonyok rogzitik a toltetet a csatornaban (horgony-hatas).
Szilikaaerogél részecskékbol el6szor mi alakitottunk ki kromatografias
toltetet mikrocsipben. [24, 25]

Bizonyitottuk, hogy az 5-10 um méretii kromatografias részecskékbol
oly médon is kialakithaté toltet a mikrocsipben, ha a csatornamintazat
tervezése soran (litografias maszk rajzolatan, majd az ontéforman)
alakitjuk ki a megfelelo sziikiiletet a csatorna Kkivalasztott helyén.
Megallapitottuk, hogy a részecskék stabil visszatartdsdhoz az sziikséges,
hogy a sziikiilet optimalis szélessége, magassaga ne legyen nagyobb, mint a
visszatartandd részecske méretének haromszorosa, illetve, hogy a szikiilet
hosszanak (amennyiben legalabb kétszerese a részecske méretének) nincs
hatasa a toltetek kialakitasara. Ahhoz, hogy 10-20 pum szélességl
csatornasziikiileteket alakithassunk ki a mikrocsipben, kelléen nagy felbontas
elérésére érdekében a mikrofabrikaldsi eljarast részletesen optimaltuk. A
kiilonb6zé magassagu csatorndk olyan ontéformék segitségével alakithatok
ki, melyek készitése soran kiilonbozd vastagsagl fotoreziszt réteget visziink
fel a Si hordozora. A kiilonb6zd vastagsagl fotoreziszt azonos iddtartamu
besugarzasaval kiilonbozo szélességli szlkiilet nyerhetd, a vékonyabb
fotoreziszten szélesebb lesz a sziikiilet. [26]
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13.

Olyan 3, 10 vagy 12 kromatogridfids toltetet tartalmazo mikrocsipeket fejlesztettiink
ki, melyeknél a mikrocsipbe injektalt egyetlen minta oszlott szét tobb (azonos,
vagy kiilonbo6zo) toltet felé, de demonstraltuk, hogy lehetéség van egyidejiileg
injektalt tobb Kiilonb6z6é minta parhuzamos elemzésére is. A 12.2 tézispontban
bemutatott moédszert alkalmazva nagyszamu mikrotdltet alakithato Ki egyidejiileg, ha a
csatornaknak egyetlen k6z0s portja feldl aramoltatjuk a kromatografids részecskék
szuszpenzidjat a csatornak sziikiiletei felé. Megmutattuk, hogy egyetlen mikrocsipen
elhelyezhet6 elektroforetikus elvalasztasi csatornak/kromatografias toltetek szamat
nem maguk az elvalasztoegységek szama korlatozza, hanem az elektrodok és
pumpacsovek csatlakozo portjainak szdma.

Az egyetlen minta beinjektalasara alkalmas, k6zos kimeneti portl sokcsatornas
rendszerek parhuzamos csatorndiban a folyadék daramlasi sebessége fokozatosan
csOkken csatornarol csatornara, a 12 csatornas rendszerben a két sz€élso csatornaban az
aramlasi sebességek aranya 2,2. Igazoltuk, hogy EPANET szoftverrel szimuldlhato az
aramlési sebességek alakuldsa a komplex mikrofluidikai rendszerekben és a szoftver
segitségével olyan csatornamintazatokat terveztiink, amelyekben megvaldsithato, hogy
az aramlasi sebességek azonosak legyenek a parhuzamos csatornakban. [27, 28]

14.

Igazoltuk, hogy a mikrocsipben altalunk kialakitott kromatografias toltetek
alkalmasak komponensek (festékek, kefalosporinok) gyors és hatékony
elvalasztasara, dusitasara, matrixkomponensek eltavolitasara. Bemutattuk, hogy
egy mikrocsipben csupan 200 um hosszu toltetre 0,2 nL. mintat injektalva akar 7 s-nal
rovidebb ideji teljes elvalasztas is elérhetd. A kialakitott tolteten (5 um, C18) egy
festékkomponensre (Brillantkék FCF) vonatkozé visszatartasi kapacitas 7,510
mol/mm-nek adoédott, és kevesebb, mint 1 ulL mintaoldat felhasznalasaval 6tvenszeres
dusitas érhetd el. Kefalosporin antibiotikumok elvélasztdsan keresztiil demonstraltuk,
hogy ugyanazon a mikrotdlteten hatékonyabb elvalasztas érhetd el, ha fesziiltséggel
(CEC) és nem nyomassal (LC) aramoltatjuk a folyadékot.

Elészor mutattuk be annak lehet6ségét, hogy egyetlen mintaoldatot egy mikrocsipbe
injektalva a minta egyforma részletei hdrom kiilonbozo6 toltetre vihetdk és valaszthatok
el egyidejileg, igy az adott analitikai feladathoz gyorsan kivalaszthatdé az optimalis
allofazis.

Egy 12 mikrotoltetet (C18, 5 um) tartalmaz6é mikrocsippel elséként demonstraltuk a
mikrocsip alapu kromatografia langatomabszorpcios spektrometriaval (FAAS) valo
kapcsolasanak lehet0ségét elemspecieszek gyors elvalasztdsara/dusitasara ¢és
meghatarozasara. 80 uL térfogati mintaoldatnak a mikrocsip toltetén vald
ataramoltatasakor megkotott Cr(VI)-ot 30 uplL-nyi metanollal eluadlva és a

11
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langatomabszorpcios spektrométerbe porlasztva a Cr(VI) kimutatdsi hatara 0,0031
ug/mL-nek adodott. [24-28]

4. Az eredmények hasznositasanak lehetéségei

Ertekezésemben olyan hatékony kapillaris elektroforetikus elvalasztasokat mutattam
be, melyek természetszeriileg onmagukban hordozzak az alkalmazasi lehetdségeket.
fgy a kidolgozott CZE, MEKC moédszerek alkalmazasaval kiilonbozé jellegii,
els6ésorban klinikai mintdkban hataroztunk meg gyogyszervegyiileteket (kefalosporin
antibiotikumok, temozolomid, MRI kontrasztanyagok), illetve tanulmanyoztuk az
egyes hatdéanyagok bomléasat. E gyogyszeranalitikai vizsgalatok hasznosithatok
lehetnek a legkiilonbozoébb gyogyszeripari, orvosdiagnosztikai laboratoriumi
terileteken akdr onmagukban, akdr mas (pl. kromatografias) analitikai modszerrel
egyiitt hasznalva. Amint az az értekezésben is megjelenik, a kapillaris elektroforetikus
modszerek igen jol alkalmazhatok az egyes gydgyszervegyliletek fizikai-kémiai
paramétereinek meghatarozasara is.

Bar mikrofluidikai (lab-on-chip) analitikai kutatasaink leginkabb alapkutatas jellegiiek,
ezeket a munkainkat hosszabb tavon kifejezetten alkalmazas-orientaltnak gondoljuk,
hiszen tavlati célunk az, hogy az analitikai meghatarozasokat sokkal olcsobban,
gyorsabban, kevesebb minta/reagens felhasznalasaval és mégis kelléen hatékonyan
lehessen végrehajtani. Teljesen Ujszertinek szamit az a torekvésilink, hogy parhuzamos
csatornakban egyetlen mikrocsipen nagyszamu kromatografias toltetet alakitsunk ki,
ily médon gyors és Kifejezetten nagy elemzési sebességii eszk6zhoz juthassunk. A
kromatografias részecskékkel toltott PDMS mikrocsipek elkészitésének egyszerlisége
¢és csekély koltsége gyakorlatilag a mikrocsip egyszer hasznalatos jellegét is lehetové
teheti.

Mivel az analitikai vizsgalatok a vilagon mindeniitt jelentds Osszegeket emésztenek
fel, a jovoben az analitikai célu mikrofluidikai csipek széleskori elterjedése varhato. A
kidolgozott moddszerek hasznosithatosaga jol illusztralhatd azzal, hogy a
mikrocsipekben alkalmazhaté magneses Szelepet nemrégiben az USA-ban
szabadalmaztattuk.

12
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6. Tudomanymetriai adatok

Gaspar Attila tudomanyos €s oktatasi munkassaganak Osszefoglalasa az MTA VII. Kémiai
Tudomanyok Osztalya szabalyai szerint (2014.10.17)

A PhD fokozat
Tudomanyos kozlemények megszerzése Osszesen
ota (1997-)
Osszes kézleményeinek szama' (1.1-1.7 sorok osszege) 62 70
1.1 Kézlemények SCI referalt folydiratokban 52 60
1.2 K6zlemények magyar nyelvii folyéiratokban 2 2
1.3 Megadott alapszabadalmak szama 2 2
1.4 K6zlemény egyéb nemzetkozi folyoiratokban 0 0
1.5 Kézlemény egyéb magyar nyelvii folyodiratokban 0 0
1.6 Kongresszusi kiadvanyban (teljes munka, nem révid kivonat) 4 4
1.7 Osszefoglalé miivek 2 2
Osszefoglald cikk idegen nyelvii 0 0
Osszefoglald cikk magyar nyelv(i 1 1
Fels6oktatdsi tankdnyv 1 1
Tudomanymetriai adatok i,H
Osszes dolgozatanak idézettségez, Onhivatkozas nélkal (i) 823
Szabadalmainak idézettségez, Onhivatkozas nélkal (i) 0
Konyvfejezeteinek idézettségez, Onhivatkozas nélkil (i) 0
Kozleményeinek 6sszesitett hatasa (H) 122,9
Specialis adatok Adat Az 6:<,szes %
aban
Az utols6 tudomanyos fokozat (PhD) utani (1997- ) kbzlemények szama, 62
(Osszesitett impakt faktora) és ez utébbi részaranya a teljes 94,61 %
impaktfaktorosszeg szdzalékaban (116,3)
Il:/(ljaZIgey;ré?;eSI;/a(,e:alrgsagLealint kozlemények szama és részaranya az 0sszes 12 17,14 %
A legmagasabb impaktfaktorral rendelkezé 5 kézleményének IF-a 23,2 -
Az 6t legmagasabb fliggetlen idézettségli kozlemény idézettségi szamai’ 231 --
Hirsch index az 6sszidézettségre szamolva® 19 ---

! Teljes tudomanyos kézlemény az MTA doktori eljarasban
? Hivatkozasok (idézések) a disszertcié és egyéb tipusuak nélkdl
® A disszertacio és egyéb tipusu idézék nélkil szdmolva
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