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Dr. Sz6kd Eva egyetemi tanar
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Koszondm Szokd Eva professzornak értekezésem alapos attanulmdanyozasat és a hozza flizott
megjegyzéseket és kérdéseket.
El6szor a birdlatban szereplé megjegyzésekre, azok sorrendjében valaszolok.

Az arzénvegylletek elvalasztasara bemutatott mddszer 6 kiilonbdz6 arzén vegyllet elvalasztdsara
alkalmas, akar nagy matrixtartalmd mintdkbdl is. A 200 nm-en torténd UV detektalas alkalmazasakor 2-
131 puM-os kimutatasi hatarok voltak elérhet6k, amely értékek messze elmaradnak példaul az ivovizek
arzén tartalmara az EU-ban 2003-ban feldllitott 10 pg/L-es (0,13 puM) hatarértéktdl. A kidolgozott CE
elvalasztast érzékenyebb detektorral alkalmazva (pl. MS vagy ICP-MS) lehetne ivévizek, vagy mas valds
mintdk vizsgalatdra alkalmazni.

A nitrit, nitrat és tiocianat nyalmintdkban tortén6 meghatdrozasokat illeté hidnyossagok annak
koészonhetbk, hogy az értekezésben ezt a témat csupan masfél oldalban mutattam be a rendelkezésre
allo szlikds keretek miatt. A nitrit, nitrat és tiocianat validacids paramétereit az értekezésben nem,
hanem csak a kapcsolddo kozleménylinkben adtam meg (A. Gaspar, P.Juhdsz, K. Bagyi, J. Chromatogr. A,
2005, 1065, 327):

Table |
Analvtical parameters of mitrite and mtrate
Migration LOD Peak area Migration time
time (1) (pgmL) RSD (%) RSD (%)
Nitnte 143 0.14 1.63 0.84
Nitrate 5.14 0.21 1.81 0.89

* 3s(A=214nm)
" e=5Spg/'mL. #=10.

Table 2

Linearity regression data for mitrite and mitrate determuned by CZE
Regression equation  Correlation coefficient  Range (pg/mlL)

Nitnte v = 05049y + 0,331 0.9992 1-100

Nitrate 1v=02597y+(.39] (.999 1-100

A tiocianat kimutatasi hatara 0,35 ug/mL, a csucsteriletek, illetve a migracios id6k relativ szérasa 1,75 és
0,85 RSD%; a linearis kimutatasi tartomany pedig 1-100 pg/mL volt.

A vizsgdlt nydlmintdkban a nitrit és a nitrdt mennyisége gyorsan csokken, mivel a szdjiregben levé
kiilonbo6z6 baktériumok redukaljak a nitratot nitritté. 90 perccel a mintavételezést kbvetben a teljes nitrit
és nitrat eltlint a nyalmintakbdl, mig a tiocianat koncentracié viszonylag allandé maradt. Mindezek
alapjan a tisztelt Birdld jol gondolja, hogy ahhoz hogy a nydlmintdk mintavételezése pillanatdban a



mintdk nitrit/nitrat tartalmat elemezhessiik, ezen ionok mennyiségének gyors csokkenését valamilyen
mintakezeléssel kell kikiiszéboélni. A mintdkhoz annyi 1 M-os NaOH-ot adtunk, hogy azok pH-ja kb. 11-re
nGjon, ahol a baktériumok mikodése megsz(inik, majd 5 percnyi centrifugalds utdn h(itében, 4°C-on
taroltuk. A CE elemzések sordn tobbnyire molibdenat belsé standardot hasznaltunk. Az eljdrast
alkalmazva biztosithatd volt, hogy a 3 vizsgalt anion mennyisége a nyalmintakban allandé maradjon
legaldbb 7 napig. (Ezek az eredmények is sajnos csak a kapcsolodd kdzleményiinkben taldlhatok meg,

amiket lentebb mutatok be.)
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Fig. 4 Momtoring the changes of the amount of the mitnte, mbate and
thnocyanate content of saliva spiked with NaOH and stored at 4°C up

7 days. (Saliva sample was spuked with 10-10 pg'ml mitrite, mitrnte and
thioevanate and 20 pg'ml molybdenate)

Forras: A. Gaspar, P.Juhdsz, K. Bagyi, J. Chromatogr. A., 2005, 1065, 327

Ez a minimalis mintakezelési eljaras alkalmas redlis, bioldgiai mintak vizsgalatdra, a nyalmintak higitas

nélkali (kvazi direkt injektaldsos) CE elemzésére,

amit az értekezés 17. Aabrdjan bemutatott

elektroferogramok is igazolnak. A 214 nm-en torténé UV fotometrids detektaldas lehet6vé tette

nagyszamu human nydlminta elemzését, a

nyalmintak

nitrit, nitrat és tiocianat tartalma

hozzavetdlegesen 1,7 és 16 pg/ml korul alakult, de a bizonyos élelmiszerek fogyasztasat kovetGen ezek

az értékek nagyobbak is lehetnek:
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Nitrit, nitrat és tiocianat mennyiségének valtozdsa az id6ben, a két iont nagy mennyiségben tartalmazé
étel fogyasztasat kovetSen. Forrds: P.Juhdasz, diplomamunka, DE, 2005.
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Human nydlmintak CZE mddszerrel meghatarozott nitrit, nitrat és tiocianat tartalma
a,: egész napos mérés
b,: alacsony nitrat- és tiocianattartalmu étel fogyasztasat kovetd mérés
C,: magas nitrat- és tiocianattartalmu étel fogyasztdsat koveté mérés
d,: tizennégy egymast kévetd nap mérése nem stimulalt nyal esetén
e,: tizennégy egymast kovetd nap mérése stimulalt nydl esetén

a, b, c, d, e,
N 41 25 25 14 14
atlag koncentracio
(ng/ml)

NO, 1,03 1,69 2,50 1,02 1,1
NO;s 6,67 6,52 23,58 6,51 4,50
SCN” 14,95 25,10 27,96 16,99 14,56
NO5/SCN’ 0,45 0,27 0,85 0,37 0,31

RSD%

NO, 85,25 23,79 45,33 39,98 34,25
NO;s 76,22 31,10 30,08 33,98 22,62
SCN 57,78 22,27 25,58 28,39 20,41
NO;/SCN 38,91 32,78 19,39 22,32 23,17

Forrds: P.Juhdsz, diplomamunka, DE, 2005.

Annak érdekében, hogy a mérés alatt hatékonyan kompenzaljuk az elemzés koérilményeinek (pl. az eof
mértékének) valtozasait, az alkalmazott belsd standardnak a mintakomponenshez kozel kell vandorolnia.
Egyetlen belsé standarddal végezve a migracios id6k korrekciot, az (1) 6sszefliggést hasznalhatjuk:

E. Zn:t j
i,corr i n j=1 e
tx — tx . tli
IS (1)
ahol,
ti,corr
X : az X komponens korrigalt vandorlasi ideje a i-edik futtatds soran (min)
i
X :az X komponens vandorlasi ideje az i-edik futtatas soran (min)
i
1S : a belsé standard vandorlasi ideje i-edik futtatas soran (min)
n: az elektroforetikus futtatasok szama

Az értekezésben bemutattam, hogy egyidejlileg 2 olyan bels6 standardot érdemes hasznalni, mellyel
lefedhetjlik azt az id6tartomanyt, amiben a komponensek vandorolnak. 2 belsé standarddal toérténd

I
korrekcibhoz a ' paramétert a 2 bels6 standard vandorlasi id6inek mértani kozepével kell

helyettesitsik:



ti,corr :ti

X X

(2)

ahol,
i
ISk 3 k-dik belsé standard vandorlasi ideje az i-edik futtatas soran (min)
i
1Sk a k-dik bels6 standard vandorlasi ideje a j-dik futtatas soran (min)

n: az elektroforetikus futtatasok szama

m: az alkalmazott belsé standardok szama

Mivel a bels6 standardok migracids idejéhez kozel all6 komponensek esetében a legjobb a korrekcid, a

korrekcidhoz hasznalt a képletnek tekintettel kell lennie arra, hogy a belsé standard mennyire kdzel van
i

az adott komponenshez. Ezért az (1) képlet 's -dik tagjat kicserélhetjik a bels6é standardok vandorlasi

idGinek sulyozott szamtani kdzepével, ahol a sulyfaktor (w(X)) az adott komponensnek a belsé

standardoktdl valé relativ tdvolsagatol flgg:

p

=

13 V(1S
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w, (X)=| min{| 212 : nl L EEXIO(—IO'MZ'['X _Inzt:s,kJ
) tIISk 1 ti( I=1 =1
n = n =
(3a)
ahol p=0, és
) ZWK(X)'t:s,k
tIIS(X) = L m
2 W (X)
k=1 (3b)

ahol
w(X): az X komponensre vonatkozo k-dik belsé standard sulyfaktora

ts(X),

: a latszélagos belsé standard kiilonbozé bels6 standardoknak az X komponenstdl vald
tavolsagaval sulyozott vandorlasi ideje az i-dik futtatds soran (min)

A fenti Oszefliggések Ossszevondsaval kapjuk azt a képletet, amit Matlab szoftverrel hasznaltunk a
korrigdlt vandorlasi id6k meghatdrozdsahoz:



n Zexp —p~|nZtL—InZt{SYk L
l'z = = =
n ]:1 m _ ' n | _ n |
dexpl—p-in )t —In >t
1=1

ti,corr Iti . k=1 =1
ZeXp -p- InZt;( —In Ztlls,k : :S,k
k=1 1=1 1=1
iexp —p-ln Zn:t'x ~In Zn:t:syk
k=1 1=1 1=1

(3c)

Eszerint a képlet szerint a meghatarozandé komponenshez kozelebb levé belsé standard hozzajarulasa
nagyobb a korrekcié esetén.

Az 5.1.2.4 fejezetben a két bels6 standard alkalmazasakor a szamolas a (2) képlettel tortént. Az
értekezésben nem szerepeld, kozlésre nemrégiben elfogadott munkdankban (M.Andrdsi, L. Zékany, A.
Gaspar: Study on repeatibility of the determination of temozolomide by micellar electrokinetic capillary
chromatography using internal standards, J. Anal.Chem. 2015 koézlésre elfogadva) irtuk le és
tanulmanyoztuk a (3c) Osszefliggés alkalmazhatdsdgdt két vagy tobb belsé standard egyideji
hasznalatakor.

Az 5.1.3.3 fejezetben valéban nem adtam meg a kefalosporinok CZE elvalasztasara kidolgozott mddszer
esetében a mérés lineadris tartomdnyat és a torzitatlansagot. Ezeket a paramétereket csak a kapcsolédd
kozleményeinkben taldlhatjuk meg. Ezek alapjan itélhetjik ugy, hogy a mddszer alkalmas egyes klinikai
mintakban kefalosporinok meghatarozasara.



Table 3
Lmeanty regression data for cephalosporins

Cephalosporin~ Regression equation Comelation  Range
coefficient (pg/ ml)

CFD v =0.054y - 0.011 0.9989 2-150
CFL v =0.041y - 0.061 0.9955 5200
CFC vy =0.072y — 0.0466 09979 2-150
CFP v =0041x +0.028 0.9987 5-200
CTA v =0.097y +0.043 09979 2-150
cCC v = 0036y - 0.052 0.9992 5-200
CFM ¥y =00514y - 00106 09944 5-200
CcZ1 v =0.0647x — 0.022 09974 2-150
CFR v=0347x - 0.115 0.9989 1-100
CZO v =0.170x - 0.143 0.9986 2-150
COX y =0.056y - 0.010 0.9995 2-150
CTR v = 0289 - 0.012 0.9990 1-100
CIX v =0.187y — 0.462 09971 5-200
CFB v =0.101ly — 0205 09972 5-200

Forras: A.Gaspdr, M.Andrasi, Sz.Kardos, J. Chromatogr. B., 2002, 775, 239

Table |
Intra-day reproducibility of ceftriaxon (N= 10, ¢ =40 pg/mL) in water. serum
and sputum

RSD (%) Recovery (%)
Migration time Peak arca
Water 0.38 0.81]
Serum 0.77 1.41 103.1
Sputum 0.52 0.84 99.6
Sputum spiked® 0.76 1.78 97.8

4 2 g of sputum was spiked with 100 L. 1.2 mg/mL ceftriaxon. After homog-
enization the sample was divided into 10 parts and they were lyophilized. Each
residuc (9-10mg) was dissolved in 300 pl. methanol-water (1:1).

Forras: M.Andrasi, A.Gaspar, A.Klekner, J. Chromatogr. B, 2007, 846, 355.

A cefazolinnal kezelt beteg szérum mintdit a beadast megel6z6en, és a beadast kovets fél, egy, kettd,
harom, hat és tizenkét éraval késébb elemeztiik. Az értekezés 24. abrdjan bemutatott elektroferogramok
alapjan a cefazolin koncentracidit a szérumban a gydgyszer beadasat kévet6 kiilonboz6 id6pontokban az
aldbbi diagram tartalmazza:
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A cefazolin koncentracidjanak valtozasa a szérumban és a sebvaladékban idegsebészeti mitét alatt,
egyszeri 1 g cefazolin beadasat kovetSen

Az értekezésben szerepl6é 21. egyenlet indirekt UV detektdlds és elektrokinetikus injektalas
alkalmazasakor haszndlhatd, amennyiben ismert a vizsgdlt és a standard ion toltésének hanyadosa.
Tovabbi korlatozas, hogy a meghatarozandd ion mozgékonysidga a kromofor hattérion (kromat), az
ellenion (kdlium-ion) és a belsd univerzalis standard (tioszulfat-ion) mozgékonysagaitdl legfeljebb 10%-
ban térjen el. A vizsgalt anionok (bromid, klorid, szulfat, nitrit, nitrat) esetében ezek a feltételek
fennadlltak, ezért kaphattuk azt a vizsgdlataink soran, hogy a javasolt kalibrdacids eljarassal legfeljebb 5%-
os eltérés adddik az aktudlis valdos értékektél. A 2. tdblazatban bemutatott valds és szamitott
koncentracidértékek kozotti eltérés egyediil a foszfat esetében nagyobb a szovegben deklaralt legfeljebb
5%-nal. A foszfat ionndl mutatkozd nagyobb, 6%-os eltérés leginkabb abbdl adddik, hogy annak
mozgékonysaga lényegesen (tébb mint 30%-al) kisebb a tioszulfat mozgékonysaganal. Az eltérés
csokkentéséhez egy masik, a tioszulfathoz hasonlé mozgékonysagu univerzdlis bels6 standardot kellene
alkalmazni.

Valdban, a 4. tablazatban harom kontrasztanyag esetében a reprodukalhatdsagi vizsgalatot nem 1 mM-
os koncentraciéban, hanem a megadott linedris méréstartomanyba esé (példadul 0,1 mM)
koncentracidban kellett volna elvégezni. Az a — tablazat adataibdl is levonhaté — kovetkeztetés, hogy a
bels6 standard csak akkor javitia a reprodukalhatésagot, ha kelléen kozel vandorol a
mintakomponenshez az értekezés 47. oldala utolsé mondataban szerepel. Ehhez a biraléi megjegyzéshez
kapcsolodik a bels6 standardok megfelel6 alkalmazasaval kapcsolatos fenti valaszom egy része is.

Az 5. tablazatban a betegekt6l vett szérumban és sputumban megadott kefalosporin-koncentracidk
alapjan tobb esetben valdban nem lehet pontos kovetkeztetést levonni az egyes kefalosporinok



sputumba vald penetraciéjara, mivel a mintavétel 6 d6raval a kezelést kdvetSen tortént, az egyes
kefalosporinok felezési ideje pedig eltér6. Mivel azonban a szérum és a sputum mintdk vétele
ugyanakkor tortént, a kezelésnél valamenyi beteg egyforma mennyiségben kapta a kefalosporint, és ha
az adott kefalosporin felezési ideje hasonldnak tételezhet6 fel a szérumban és a sputumban, akkor az
megdllapithaté, hogy a ceftriaxon penetracidja a sputumba nagyobb, mint példdul a cefazoliné.
Erzékenyebb és pontosabb detektalds esetén — amennyiben a sputumbeli koncentracidk kimérhetdk
lennének — a szérumban és sputumban kapott koncentracidk aranyabdl a penetraciok mértéke
Osszehasonlithaté lenne.

A tablazatba foglalt eredmények alapjan leginkdbb az a kovetkeztetés vonhatd le, hogy a betegek
bronchusvdladékaban valamennyi vizsgalt kefalosporin szintje sajnos elmarad a baktériumok
pusztuldsahoz szikséges minimalis gatlé koncentraciotdl (MIC), ami 2 pug/mL.

A 32. és 33. abradk abraaldirdsaiban valéban azonos kisérleti korilmények szerepelnek. Az egyetlen
eltérés sajnos kimaradt, miszerint a 32. abrandl a detektorhoz kdzelebbi kapillarisvégnél injektaltunk (un.
"short-end injection"), mig a 33. dbranal a szokdasos mddon a detektortdl messzebb levs kapillarisvégnél.
Ez a magyardzat a kozel tizszeres kilonbségre a migracids id6kben.

Az agytumor mintdk extrakciojat etil-acetattal végeztik. A temozolomid agytumor mintdkban térténé
mérése soran visszanyerési vizsgalatot nem végeztiink, de az extrakcié alatti veszteséget ellenériztik. A
0,7-1 g tdmegl mintdkat liofilizalas és 50 pl 0.1 M HCl-be valé visszaoldas utdn 3 x 300 pL etil-acetattal
extrahdltuk, a harmadik extrakcié utdn a vizes fazisban a temozolomid mennyiségét, jelenlétét kapillaris
elektroforézissel ellenériztiik. Az etilacetatos extrakcié hatdsfokat 85%-nak hataroztuk meg temozolomid
standardoldatok felhaszndldsaval. Az etil-acetatos fazisokat 1 ml-es edénykébe gytjtottik, majd a
térfogat csokkenése utan atmostuk a 100 pl-es CE edénykébe. A szdrazra pdrolt temozolomid
visszaoldddasat 10 ul 0,1 M HCl oldatba a kis CE edénykében vortexszel és ultrahangos firdével is
segitettiik. Mivel az extrakcié masodik fele, az utolsé szarazra parolasok, a visszaoldas és az elemzés
ugyanabbdl a kis CE edénykébdl tortént, ezért valdszinlsithetd, hogy a veszteség nem jelentGs.
Optimalas soran végeztiink egy kisérletet arra vonatkozéan milyen etilacetdt térfogat sziikséges a
megfelel§ extrakcids hatékonysag eléréséhez. Az aldbbi dbra bizonyitja, hogy elegend6 a 3 x 300 pnl
etilacetattal vald extrakcid, mert a harmadik adag hozzdaddsa utdn mar nem ndé szamottevéen az
extrakcios hatékonysag.
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Forras: M.Andrasi, B.Torzsdk, A.Klekner, A.Gaspar, J.Chromatogr.B, 2011, 879, 2229.

Temodalt szed6 agydaganatos beteg vérmintdjat mintaelSkészités nélkil, majd etilacetatos extrakcid
utan detektdltuk. Az aldbbi dbra jol mutatja, hogy nagymértékl dusulds érheté el extrakcidval,
tizenharomszor nagyobb jelet kaptunk az elektroferogramon.
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Temodalt szed6 beteg vérmintaja mintaelGkészités nélkial 325 nm-en (a) és 200 nm-en (b), majd
extrakcio utan 325 nm-en (c) és 200 nm-en (d) (Kisérleti koriilmények: 7100 CE késziilék, puffer: 25 mM
foszfat + 45 mM SDS, pH= 6,8; hGmérséklet: 25°C, fesziiltség: +25 kV, injektalas: 50 mbar'4 sec). Forras:
M.Andrdési, B.Torzsok, A.Klekner, A.Gdspdr, J.Chromatogr.B, 2011, 879, 2229.



A tumormintdk esetén viszanyerési vizsgalat végzése azért nehézkes, mert nincs olyan tumorminta
amelynek a temozolomid tartalma ismert (bizonylatolt) lenne. A tumormintakhoz torténd ismert
mennyiségl temozolomid hozzdadasakor csak a tumorszévetek felliletére keriil a temozolomid és nem
pedig a szovetek, sejtek belsejébe. igy a standard hozzaaddssal ("spike"-oldssal) végzett visszanyerési
kisérletek nem teljesen korrektek, megbizhatdk.

A 127. oldalon, az Osszefoglaldsban valdban félreértelmezheté volt két allitds az agytumor mintak
elemzése kapcsan. Az a megallapitasunk igaz, hogy a szilard halmazallapoty tumormintak egy viszonylag
egyszer(i mintakezelés — a liofilizalt minta sésavoldatba valé visszaoldasa — utan nagy s(r(iségdl, de
homogén oldatként kdzvetlenil injektalhatdk voltak a CE kapillarisba, ahol sok komponens egymastél
elvdlaszthaté volt. UV fotometrids detektorunkkal azonban nem tudtuk a temozolomidot detektdlni
ezekben a mintakban. Az agytumor mintdkban a temozolomidot csak akkor lehet meghatdrozni a
rendelkezésiinkre all6 CE készilékkel, ha a tumor mintak temozolomid tartalmat extrakcidval dusitjuk (a
70. oldalon leirtak szerint). llyen mdédon tudtuk meghatérozni az Osszefoglalds részben megadott
temozolomid tartalmakat.

Mivel a vizeletiritések alkalmaval kapott vizelet mintdk komponenseinek koncentraciéja kilonbozd, a
meghatarozandd kontrasztanyag cslcsat a vizelet valamely egyéb ("természetes") Osszetevéjének
csucsahoz viszonyitva vizsgaltuk. E viszonyitdsi komponensnek a vizsgdlandd és kontroll vizeletmintakra
kapott elektroferogramokon nagy intenzitdsu, jellemz6 UV-spektrumot add, 14,132 perc vandorlasi ideju
csucsot valasztottuk. Mivel a CE készilékinkhoz nincs tomegspektrometrids detektor, ezért e
komponenst nem tudtuk azonositani.

A tisztelt Biralo felvetett kérdéseire azok sorrendjében a kovetkez6ket valaszolom:

1,

CZE mddszernél a két semleges Gd-tartalmu kontrasztanyag (a Gd(DTPA-BMA) és a Gd(HPDO3A)) az EOF-
el egyltt vandorolnak, és egyszerre — a legkisebb felbontddas nélkiil — érik el a detektort. A [Gd(DOTA)T,
[GA(AAZTA)], [GA(BOPTA)]* és [Gd(DTPA)]* nettd toltése negativ, de a kisérleti korilmények kozt a
vandorldsi sebességiik kisebb az EOF-énél, igy a katdd felé vandorolnak. A négy anionos Gd*'-tartalmu
kontrasztanyag esetében a vandorlasi id6k a vegyiletek tomeg/toltés aranyanak megfelel6en alakulnak.
Az egyszeresen negativ toltésd komplexek ([GA(DOTA)], [Gd(AAZTA)]) ugyan egyértelm(en
elvalasztédnak a neutrdlis komplexekt6l és a kétszeres toltésd kompexektél, csiucsaik azonban
egymassal atfed6dnek. Ennek oka egyrészt, hogy a két komplex tomeg/toltés ardnya nagyon hasonlé:
netté toltésik azonos, molekulatémegiikben csak 15%-os az eltérés. Mdsrészt a csucsok viszonylag
erdsen torzultak. (Bar a haromszogalakd csucsok utalhatnanak az elektrodiszperzid jelenségére, ez
azonban csak a kifejezetten nagy elektroforetikus mozgékonysagu anionok esetében lenne varhato,
amikor nagyon nagy a pufferion és az adott komponens elektroforetikus mozgékonysagai kozotti
kiilonbség.)

Mint ismeretes a MEKC mddszerrel a toltés nélkili komponensek is elvalaszthatok. A Gd(HPDO3A)
vandorlasi ideje azért lesz nagyobb, mint a szintén toltés nélkili Gd(DTPA-BMA)-é, mert kissé hidrofdb a
hidroxipropil csoport jelenléte miatt és igy tobb id6t tartdzkodik a micelldban, mint a pufferelektrolitban
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a masik neutralis komplexhez képest. A micelldkban a neutrdlis komponensek lassabban vandorolnak a
katéd felé, mint a micelldkon kivil, az elektrolitban. A kétszeresen negativ toltésli komplexek
(IGA(BOPTA)]?, [Gd(DTPA)]*) kdlcsdnhatasa a negativ toltési micelldk belsd terével elhanyagolhatd, igy
vandorlasukat gyakorlatilag nem befolyasoljak a micelldk, ezek a komponensek kizardlag méret/toltés
aranyuk szerint vandorolnak, a felbontas mértéke szinte teljesen megegyezik a CZE-nél tapasztalttal.

JLanion

Az, hogy az egyszeres toltésli Gd-komplexek elvdlasztasa is javul a MEKC mddszer esetén, nem teljesen
vildgos. Mivel a micelldk (u.) és az eof (Ueor) mozgékonysagai allanddk, a két komplex elektroforetikus
mozgékonysdagai (Uanon) Pedig nagyon hasonléak a CZE eredmények alapjan, a megoszlasuknak kell
kiilonboznilik a micelldk és az elektrolit kozott. Az egyszeres toltésli Gd-komplexek elvalasztasat igy az
segitheti, hogy a két komplex kis mértékben kdlcsonhatasba 1ép a micellak belsé hidroféb terével, és e
kolcsonhatasok eréssége kis mértékben eltér egymastdl; a [Gd(AAZTA)]" komplexnél erdsebb lehet a
kolcsdnhatds az exociklusos metilcsoportja miatt.

Macrocyclic Open<chain
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“ " ~ .. - " o=
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"o Y [
. ~ > ! 0
v wom Figure 1. The structure of the currently
prp— GEOTPA-DWA commercialized Gd-chelates used for MRI
— studied in this work.

Lot s L

forras: M.Andrasi, A.Gaspar, O.Kovécs, Zs.Baranyai, A.Klekner, E.Briicher, Electrophoresis, 2011, 32, 2223

11



2,

Az értekezésemben bemutattam, hogy a mikrofluidika altal nyujtott el6nyok egyik legfontosabbika, hogy
sok analitikai rendszer — példdul kromatografias toltet — helyezheté el egyetlen mikrocsipben, igy
egyidejlleg tobb kromatografias elvalasztas is végrehajthatd. A 63. dbran a parhuzamos kromatografias
toltetek kialakitdsdara alkalmas tobbcsatornds mikrocsipek készitésére hasznalhaté litografias
maszkmintazatok fGbb tipusai lathatok. A tisztelt Birdld altal emlitett 63.c abran olyan 3 parhuzamos
csatornat tartalmazd mikrocsip lathatd, ahol az egyetlen mintat egy keresztez6désbe aramoltatjuk, és
ahol a bejuttatott minta egyenletesen oszlik el a parhuzamos csatornak kozott. Ezt kisérletesen is
igazoltuk a 63.c dbran bemutatott csatornamintazatu mikrocsipben kialakitott 3 toltetre ravitt
festékminta injektdlasakor. Két mikrofluidikai rendszerben 6sszesen 6 egyforma kromatografias tolteten
végzett egyidejl elvdlasztas alapjan a kék festékkomponens ellcids idejének relativ standard deviacidja
3,6%-nak adddott.

Kétkomponensl( ételfesték keverék egyidejli elvalasztasa harom egyforma kromatografias (10 um, C18)
tolteten.

A mikrocsipen a parhuzamos csatorndk szama mindaddig noévelhet6, mig az elektrédok vagy
pumpacsovek csatlakozasahoz hasznalt portok megfelel§ (legaldbb 3-4 mm) tdvolsagban vannak
egymastodl. Terveztiink 12, 24, 36 illetve 60 parhuzamos csatorndt tartalmazo rendszereket is, amelyek
kozos kivezet6 porttal rendelkeznek, azonos kromatografias toltetek kialakitasara alkalmasak. Ezeknél a
mikrocsipeknél — legegyszerlibb esetként — az egyforma toltetekre egyetlen minta beinjektalasat
végezhetjik.
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Sokcsatornds mikrofluidikai rendszerek AutoCAD rajzai.
(24 parhuzamos csatornat (a,), 36 parhuzamos csatornat (b,) és 60 parhuzamos csatornat (c,) tartalmazo
rendszerek.)

Az értekezésben beszamoltam arrdl, hogy az ilyen soktéltetes mikrocsipek parhuzamos csatorndiban az
aramlasi sebességek kismértékben eltérnek, ami lehetdséget adhat a van Deemter diagram egyszerd,
gyors felvételéhez, de nyilvdnvaléan problémat jelent a parhuzamos kromatografids elvalasztasok
alkalmazhatdsaga és 6sszehasonlithatésaga miatt. A tisztelt Birald is feltehet6leg ezért kérdezi, hogyan
lehet nagyszamu csatorndban azonos sebességet elérni. Ezzel a problémaval az értekezésem megirdsa
ota foglalkoztam részletesebben. Ebben a munkaban a mikrocsipek csatornaiban fellépé aramlasi
viszonyok szimuladldsdra Dr. Ivan Kristoffal (PPKE, Informdaciés Technoldgiai és Bionikai Kar) vald
egyuttmiikodésben a COMSOL Multiphysics szoftvert alkalmaztuk.

A tizenkét parhuzamos csatornat tartalmazdé rendszert modellezve a nyomds- és sebességeloszlas
gorbéken éppen akkora kiilonbségek voltak megfigyelhetéek a parhuzamos csatorndkban (a
csatornakban szamitott legnagyobb és legkisebb dramlasi sebességek aranya valamivel tébb mint kettd),
mint amit a 72. abranal leirt kisérlet soran is tapasztaltunk. Ez a kiilonbség még inkabb lathato volt a
"konturvonalas" sebességeloszlas diagramon (a parhuzamos csatornadkat azokra merdlegesen egy
vizszintes vonallal elmetszettiik és e vonal mentén mértiik az dramldsi sebességeket a csatornakban).
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A tizenkét parhuzamos csatorndban szdmitott aramldsi sebességek.

A parhuzamos csatornak dramlasi sebességeinek kiegyenlitésére tobb mddszert is kiprébaltunk. Elzartuk,
illetve kinyitottuk a csatornarendszer egyes portjait, illetve nyomast vagy vakuumot alkalmaztunk a
csatornarendszer egyes pontjaindl. Ezekkel az elvi (szimuldcids) moédszerekkel ugyan képesek voltunk
kiegyenliteni a csatornabeli sebességeket, de ezek a mddositasok kisérletesen nehezen
megvaldsithatdak, reprodukalhatdak.

Egy masik lehetSség a csatornamintazat geometridjdnak médositasa lehet. igy a parhuzamos csatornak
el6tti csatornaszakasz alakjat trapéz-szerlivé modositottuk. A szimulacios vizsgalatok alapjan az aramlasi
sebességek 1%-ndl kisebb eltérését akkor kaptuk, amikor a trapéz parhuzamos oldalainak aranya 8:1 volt.
Ugyancsak a szimuldcidk vilagitottak ra arra, hogy a trapézalakd csatornarész csucsaban a folyadék
aramlasi sebessége szinte nulla, igy ez a rész a rendszer holttérfogatanak szamit. A holttérfogat
csokkentésének érdekében ezt a csatornarészt lekerekitettiik és szimuldcidkkal igazoltuk a mddositas
eredményességét.
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A 64.a dbran bemutatott csatornamintazat trapéz-alaku modositasat kovetd COMSOL szimulacidk
eredményei: nyomaseloszlas (a,) és sebességeloszlas (b,) diagramok, valamint a lekerekitett trapéz-alaku
maodositdst tartalmazo csatornarendszerben a sebességeloszlas diagram (c,).

Elkészitettlik e szimulacids kisérletek altal javasolt csatornamintazatu mikrocsipeket, majd a parhuzamos
csatornakban tolteteket hoztunk létre 10 um-es C18-as kromatografias részecskékbdl. A tolteteken
festékkeveréket valasztottunk el. Az dramlasi sebességek nagyon hasonldak voltak a parhuzamos
csatornakban, a csatorndkban mért legnagyobb és legkisebb aramlasi sebesség aranya 1,05 volt. Ezen
elvalasztas kivitelezésével bizonyitottuk, hogy a COMSOL szimuldcids szoftverek segitségével a

mikrocsipek tervezése nagymértékben egyszer(sithet6, gyorsithato.
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a, b,

1
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1

Etelfestékek elvalasztasa a médositott, szimuldcids kisérletek altal javasolt csatornamintazatu
mikrocsipben készitett kromatografids tolteteken (10 um, C18-as részecskék, zold ételfesték keverék,
olddszervaltas: vizrél metanol)

1
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Ezek a vizsgalataink az értekezés megirasat kévetSen szilettek és nemrégiben publikaltuk (A. Nagy, E.L.
Téth, K. Ivan, A. Gaspar: Design and modeling of microfluidic systems for multiple chromatographic
separations, Microchem.J., 2015, 123, 125-130.). Tudomasunk szerint jelenleg nincs mas irodalmi adat
nagyszamu parhuzamos csatorndju mikrocsipek olyan kialakitasardl, melyben a csatorndkban az dramlasi
sebesség azonos és minden csatornat egyidejlileg ér el a bejuttatott folyadék.

3,

A kapillarison és mikrocsipen végzett elvdlasztasok soran a detektdlds érzékenysége elvileg nagyon
hasonlé kellene legyen, amennyiben ugyanazt a detektdlé rendszert hasznaljuk. Hiszen a leggyakrabban
alkalmazott spektrofotometrids detektalasnal az érzékenységet alapvetéen meghatdrozd tényez6 az
optikai fényut hossza a mintaban. Ez a kapillarisokban és a mikrocsipek csatorndiban egyarant 50 um
koril van. Az dltalunk készitett mikrocsipek rdaddasul az Uvegnél is nagyobb fényateresztéssel
jellemezhet6 PDMS-bél késziilnek, és mind a két rendszernél a detektdlds lehetséges kozvetlendl a
kapillarison, illetve a mikrocsipen. Mindezek ellenére az altalunk konstrudlt miniatiirizalt rendszerekben
és mikrocsipekben jéval rosszabb kimutatdasi hatdrokat kaptunk, mintha a gyartok késziilékeivel végeztik
volna a meghatdrozasokat. Az értekezés 5.2.2 fejezében bemutatott miniatirizalt kapillaris
elektroforézisnél (UCE) az elérhet6 kimutatasi hatarok 110-276 mg/L kozott alakultak, amelyek kb. két
nagysagrenddel maradnak el az Agilent CE készilékekkel elérhet6 LOD értékekhez képest. Az
Osszeallitott uCE rendszerben tapasztalt gyenge detektalasi eré oka, hogy a fényforras felél érkez6 fény
széttart a szaloptikabdl kilépve, igy a fény egy része nem jut a kapillarisbeli folyadékra, illetve szordédik a
kapillaris falan, jelentGs hattérzajt okoz a detektdlds soran. (A modern CE késziilékekben a fénysugarat
pontosan a kapillaris belsejébe fokuszaljak.) Kisérleteink soran legaldbb 2 nagysagrenddel rosszabb
kimutatdsi hatdrokat kaptunk mikrocsipeken, mint a CE késziilékekkel. A megoldds természetesen az
lehet, ha — és a jov6ben mi is ezt tervezziik — a fényt megfelel6en fokuszaljuk és a csatorna kozvetlen
kozelében rést alkalmazunk. Az értekezésben UV fotometrids detektalast a mikrocsipen vald
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detektdlashoz nem alkalmaztam, hanem egyszerlien a mikroszkdppal kovettem a szines festékek
elvdlasztasait.

Hasonléképpen, a laborunkban daltalunk tervezett és egyszerl technoldgidval elkészitett mikrocsipen az
elérhet6 pontossag is elmarad a legjobb mdszergyarték dltal kifejlesztett és sokszor csucstechnikaval
legyartott mikrocsipekkel elérhetd értékektél (pl. az Agilent kemény poliimid miianyagban |ézerablacids
technikaval késziti el a csatornamintdzatot és az egyes rétegeket specidlis technikdval illeszti 0ssze).
Mind a kapilldrisban, mind a mikrocsipben a pontossag, az elemzések ismételhet&sége elsGsorban attdl
flgg, hogy mennyire azonos az elvalasztéegységbe bejuttatott mintazéndk nagysaga és alakja. Mivel a
kapillaris elektroforetikus rendszerekben a mintabevitel automatikusan torténik, a mikrocsipekben mi
pedig ezt manualisan végeztik, utébbi esetén nyilvanvaléan lényegesen rosszabb RSD%-ok érheték el
mind a csuUcsteriiletekben, mind vandorlasi vagy retencids id6kben. Mig ezek az értékek CE
késziilékekben legfeljebb 1-2 RSD%-ot tesznek ki, a mikrocsip rendszereknél 5-20 RSD%-ot értiink el, ami
tipikusnak szamit az irodalomban talalt hasonldképpen hazilagosan készitett mikrocsipekkel végzett
kutatasokban.

Meg kell még jegyezzem, hogy értekezésem mikrofluidikai részében az elvdlasztorendszerek fejlesztésére
és Uj mintabeviteli mddszerek kidolgozasara fokuszaltam, a detektalasi érzékenység és a meghatarozasok
pontossaganak sziikségszer( jelent6s javitdsa még sok kutatast igényel a mi résziinkrdl is, de a terileten
dolgozé tudomanyos kutatoktodl és készilékgyartoktdl is. E tekintetben Uj technolégiai felfedezések
kiilénosen fontosak lesznek.

Mikrocsipekben a kvantitativ meghatdrozas érzékenysége on-line dusité eljards vagy érzékeny detektdlas
alkalmazasaval javithatd. Akdr tébbszazszoros dusitast érhetlink el izotachoforézissel vagy izoelektromos
fokuszaldssal gy, hogy az elvalasztd csatorna felének mintdval vald feltdltéséhez kevesebb, mint 1 pl
szlikséges. Izotachoforézissel dusitottunk mar PDMS mikrocsipben szervetlen anionokat, festékeket, de
még baktériumokat is.

Mikrocsipekhez sokféle detektaldsi moddszert kiprébdltak mar ezidaig, mi az értekezésben fellleti
plazmon rezonancia spektroszkdpia és mikro-spektrofotométer alkalmazhatdsagat vizsgaltuk. Jelenleg
kiilonb6z6 atomspektrométereket, mint érzékeny elemszektiv detektorokat igyeksziink kapcsolni a
mikrocsipekhez. Kisérleteket végeztiink langatomabszorpcios (FAAS), lézer indukdlt plazma
spektrometrias (LIBS), grafitkemencés atomabszorpcids spektrometrids (GFAAS) mddszerekkel. Jelenleg
el6kisérleteket végziink a rendkiviil érzékeny ICP-MS-el vald kapcsoldssal is, azt kihasznalva, hogy a
mikrocsip csatorndjahoz kapcsolédd fémkapillarisra 10 kV fesziiltséget kapcsolva finom aeroszol
(elektrospray) képezhet8, ami optimalis lehet ICO/AES vagy ICP-MS rendszerekhez.

A legtobb hagyomdnyosan hasznalt érzékeny detektor azért nem alkalmazhaté kénnyen a mikrofluidikai
rendszerekkel, mert azok 1 pl-nél is [ényegesen kisebb térfogatli mintaoldatokat szolgaltatnak a detektor
szdmara, ami a legtobb esetben nem elegendd. Raadasul a mikrocsipekhez miniatiirizalhato, sét,
optimalis esetben kozvetleniil a mikrocsipre integralhaté detektor lenne elényds. Mindezek alapjan
jelenleg a mikrocsipekhez hasznalhato legérzékenyebb detektalas |ézerindukalt fluoreszcencia (LIF) elvén
alapul. Nem véletlen, hogy a kereskedelmi forgalomban levé mikrofluidikai rendszereknél is ezt
haszndljak (pl. Bioanalyzer, Agilent; Labchip, Perkin Elmer). LIF detektaldssal az irodalmi adatok alapjan
akar 50 ng/mL RNS vagy DNS is meghatarozhaté 1 ul mintaoldatbdl. (Ez nagyjabdl 3 nagysagrenddel jobb
kimutatasi hatar, mint ami UV fotometrias vagy vezet6képességméréses detektalassal elérhetd.) A masik
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alternativa a nagy érzékenység eléréséhez a témegspektrometria lehet, és itt is van mar kereskedelmi
forgalomban levé rendszer integralt elédusité oszloppal (HPLC-chip/MS, Agilent), amelyre a gyartd
kilonboz8 peptidekre 30 attomdl kimutatasi hatart ad meg 1 pl mintaoldat felhasznaldsaval. A chip-MS
rendszernél azonban sajnos elveszik a hordozhatdsag, olcsdsag és a parhuzamos elemzések lehetGsége.
Az is fontos igény lenne ugyanis, hogy a mikrocsip tobb (akar tobb szaz) kilonb6z6 pontjan lehessen
egymastdl fliggetlen detektalasokat végezni, hiszen egyetlen mikrocsipen — mint azt az értekezésben a
soktoltetes rendszereknél bemutattam — sok parhuzamos analizdlé rendszer is elhelyezhetd. Ebbél a
szempontbdl igéretes detektorként tiint fel néhany éve a fellleti plazmon rezonancias képalkotas (SPR
imaging), aminek nagy el6nye a mérések parhuzamositdsanak lehetdsége (egy vékony aranyrétegre
mikrofluidikai chip kdzvetleniil illeszthet6):

Analyte molecule

o T
BU ‘ 1 ‘ | L Probe molecule

White light '\/ . -

Processed image showing

analyte binding

Forras: N.Blow, Nature Methods, 2009, 6, 389.

Egy ilyen rendszerben akdr 100, egyenként 100 pum atméréjl terileten nM-os kimutatasi hatdrok
érhet6k el fehérjék, antitestek esetén [R.B.M.Schasfoort, A.J.Tudos, Handbook of Surface Plasmon
Resonance, RSC Publishing, 2008].

A kvantitativ meghatarozasok érzékenysége tehat jelentésen javithatd, és mivel a mikrofluidikai
rendszerekhez alkalmazhatd érzékeny, univerzalis, a mikrocsipekhez integralhaté és parhuzamosithato
detektorok kifejlesztésére nagy sziikség van, az ez iranyu kutatdsok jelenleg is intenzivek
kutatéintézetekben és készilékgyartd cégeknél.

Végezetll még egyszer koszondm a dolgozatom birdlatanak elkészitését és azt, hogy az értekezés
nyilvanos vitara valo bocsatasat javasolja.

Debrecen, 2015. szeptember 23.

Dr. Gaspar Attila
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