HIVATALOS BIRALAT
Dr. Gaspar Attila
~Elektroforetikus elvalasztasok fejlesztése kap#ldan és mikrocsipben”
cimmel elkészitett akadémiai doktori ertekezésér

Dr. Gaspar Attila, doktori értekezését 147 gepklalon készitette el, és azt 2014-ben
nyudjtotta be a Magyar Tudomanyos Akadémia Doktamdcsahoz az akadémiai doktori cim
elnyerése érdekében. A dolgozat felépitdsetalomjegyzeéR oldal, Roviditések jegyzélke
oldal, Bevezeté® oldal, Irodalmi dsszefoglaldl4 oldal, Célkitizés 1 oldal, Alkalmazott
készilékek és modszezbldal, Eredmények és diszkuss2® oldal, Osszefoglala® oldal,
Az értekezés alapjaul szolgal6 sajat kozlemeélystkja) 4 oldal,Tovabbi sajat kdzlemeények
kapillaris elektroforézis témakdrbdiistaja) 2 oldal Az értekezésben felhasznalt irodalBm
oldal. Az értekezés 84 abrat és 7 tablazatot aaal

A dolgozat formailag megfelel a doktori értekezésdmasztott kovetelményeknek. Az
egyes fejezetek aranya ugyanakkor érdekes tagottdéfgroz. A Bevezetéscéltudatosan
helyezi bele az olvasét a dolgozat témajaba, amealygbjeldlt kijelenti, hogy ,legfontosabb
feladatnak a mikrofluidika analitikai targya kutséak hazai meg#sitését és tovabbvitelét”
tartja. Azlrodalmi 6sszefoglal@lapveten megfeléd modon, nagy hozzaértéssel bemutatja a
kapillaris elektroforézis, és annak ,ujkori” formadjak, a mikrochip elektroforézisnek azon
terlleteit, amelyben munkajat végezte, azonbanzedsazefoglalas tébbszor kiegészul mas
fejezetek eitt talalhatd, az adott témahoz kapcsolodo rovidetdszabb attekintéssel. A
Célkitizésfejezet hat rovid pontban foglalja 6ssze az eleégieladatok terveit. A nagyon
tomor Alkalmazott készulékek és modszéegzet részben utal arra, hogy az értekezés &émaj
egyuttal eszkbz- és moddszerfejlesztés, amelyeksethen az eredményekhez sorolhatok
inkdbb. Az Eredmények és diszkussan értekezes leghosszabb része, amely szisztema-
tikusan, de eléggé tagoltan dsszegzi a kisérletireényeket, amelyeket helyenként irodalmi
eés elméleti hattérrel &etesen kiegészitett a jeldlt. A kisérleti munka #e terlletét, a
konvencionalis kapillaris elektroforézissel, illeta mikrochipekkel folytatott tanulmanyait
két, jOl elvalasztott alfejezetre bontja, ugyanak&okét fejezetben bemutatott alkamazasok
egymast jol kiegészitik. Meg kell jegyezni, hogysaat kdzleményekre tortérhivatkozas
szovegen bellli hianya a megeértést kissé korulmssgdyteszi, etsorban ott, ahol a széveg és
a megadott abra vagy tablazat nem tartalmazza te&gfeszletességgel az eredmények
megvilagitdsahoz szilkséges Osszes informaciot. Qsszefoglalasbanvégil nagyon
hatarozottan, didaktikusan vezeti az olvasot véamigelvégzett munkat egységbe foglald
terveken, az eredményeken, és a levonhato kovetkseken.

Az analitikai kémiai kutatasok terllete folyamatosa szakmai eértékelés és
elfogadottsag tizvonalaban talalhato. Nagyon érdekes azt hallanimégélni, hogy az



analitikai kémia igazabdl csak egy alkalmazott mdayteriilet, akar a szakmai alapelvek
tekintetében, akar a kapott eredmények tekintetébé&imonosen érdekes ez azokban az
esetekben, amelyeknél a vizsgalt szubsztancia niegése, annak jellemzése az analitikai
kémia kutatasi hattere nélkil lehetetlen lenneelalasztastechnika, mint tudomany ebben a
sajatos helyzetben van. A legfontosabb analitilkdadat egy-egy anyag mennyiségi és
minéségi meghatarozasa, jellemzése szempontjaboledz iéndszer elvalasztastechnikaval
végrehajtott elemzése. Eppen ezért, ezen a temidielgozni és kutatni alapwefontossagu.
Nagyon sok szempontbodl az analitikai kémia Uj itd@pott. A kdrnyezeti kérdések, az egyre
kisebb mennyiségekkel, egyre kisebb térfogatokba&grehajtandé analizisek ¢edrbe
helyeztéek a miniatirizalassal kapcsolatos felddatokdindenezen szempontok alapjan
megallapithato, hogy a jeldlt egy olyan teriletezzdett el dolgozni, amelynek fontossaga
tagadhatatlan, és amelyben az innovativ, 0] fagssdtletek, és kidolgozott alkalmazasok
folyamatosan szikségesek.

Gaspar Attila értekezésével, és kutatbmunkajavazadlja, hogy a kapillaris
elektroforézis, olyan tertlet, amelyben dolgoz\emesen lehet Uj célokat megfogalmazni, és
amelyen belil az alkalmazasok kidolgozasa szikeégsze (j eredmeéenyekhez vezet.

Mindezek alapjan a jelolt tétmavalasztasssuefinek tekintend, és alkalmas arra, hogy
a jeldlt, az elkészitett értekezés sikeres megéd@ébebizonyitsa kutatoi kvalitasait.

A jelolt az — altala is megfogalmazott — tizennégyalatt, a mikrofluidikai, etissorban
elvalasztastechnikai kutatasok hazai és nemzetdimnpontbol is elismert kutatojava valt.
Ezt jelzi a tobb mint 490 fuggetlen hivatkozas ézthtt, és az 6sszesen kapott tdbb mint 840
fuggetlen hivatkozas (az I1SI adatai alapjan). Aelézést kétféle szempontbdl lehet értékelni.
A modszerek kivalasztasa, €s alkalmazasanak tosgddiftése szempontjabdl milyen
eredményeket ért el a jeldlt, illetve a kifejlesztaddszerekkel, eszkdzokkel sikeresen tudott-
e felelni a feltett tudomanyos kérdésekre. Meg k#Hpitanom, hogy jelolt munkaja e két
szempontbdl megfelel a kdvetelményeknek.

Az értekezés sokagu, tartalmas munka eredménysit k& nehany megjegyzésem van
mind formai, mind tartalmi vonatkozasban. Ezekewmikikérdéseim lesznek a kisérletes
kutatdmunka eredményeivel kapcsolatban.

Néhany formai megjegyzes.

A gépelt értekezés gyakorlatilag hibamentes, osszésan csak 4 vagy 5 lietvagy
vessdhiba Utdtte meg a szememet, s remélem, nem vgb@anensre arnyékot, hogy tébbet
nem talalt (8. o. ,... segitségével egyfajta ...”, 89,... legalabb ...”, 39. o. ,,... eltérést ...”,
129. o. ,... éaramlads ...”). Az A&brakkal kapcsolatban yarmpkkor bizonyos
kovetkezetlenségeket talaltam, amelyeksdsban abbol adodhattak, hogy a magyar szdveget
nem egységesen hasznalta, valamint nem ragaszlegisttges logikahoz. Tébb esetben az
abraalairasok nem tartalmaztak korrekt kisérletilkiényeket, vagy hianyoztak, amely miatt
az adott abra esetleg nem is volt értelmezhBzekben az esetekben az adott fejezethez
megadott sajat hivatkozasokban (kozleményekben) tatédig abra segitette a pontos
ertelmezést. Az abrakon talalhaté jeldlések isexd@int (pl. 20. abra) csak a hozza tartozo
kozlemény alapjan volt egyértelisithebk. A biralat elkészitése kozben az egyik



legérdekesebb, s talan nem is egy&zereldontheét formai kérdés az volt, hogy a jelolt
milyen szakkifejezéseket hasznal. Ellentmondasogfiaik, hogy a chip — csip irasmod
~eréltetésével” szemben — legalabbis az opponens ezt drizonyos angol szakkifejezéseket
azok magyaritott valtozataban hasznéalja a tényegesagyarul is hasznalhaté fogalmak
helyett. igy a két, témahoz tartozé legfontosalfejézést:szeparacioés migracio, sokkal
jobb lett volna azelvalasztasés vandorlas szavakkal helyettesiteni. A ,dugo” kifejezés
hasznalata kétféle formaban issferdul az értekezésben. Egyrészt az EOF ,dug@5zer
profiljaval kapcsolatban (amely esetben a ,dugatteii” profil pontosabb lenne), masrészt,
eés ezt alapvéen cseréltem volna, a kapillarisba, illetve mikrpclesatornaba bejuttatott
mintazona helyett hasznalt ,mintadugd” kifejezésbé&mennyiben egydugo front- és
zarofelllete siknak inkabb tekintett, mint gorbiélilletnek, akkor a jelolt altal is bemutatott
mintazonak (pl. 38. és 45. abrakon) semmiképpen gemtadugd’-nak irhatok le. Ez a
hidrodinamikai aramlasokkal kapcsolatos kisérletsitén egyérteliten jobb lett volna.

A tartalommal kapcsolatos észrevételek.

A jelolt egyik 6 kutatasi terllete a mintainjektalassal kapcsolapospblémak
vizsgalata volt. Részletezi az EOF, valamint a &knimozgékonysagaban jelentkez
kiulonbségek miatt az elektrokinetikus injektalas raso bevitt anyagmennyiség
meghatarozhatésagat. Hasznos lett volna ugyanakkelenséget a pH fliggésében, illetve
EOF hianyaban is targyalni, hiszen a kapillarisktetdorézis soran nagyon sokszor éppen
fedett kapillarisban, vagy akar gélben dolgozutial @incs endozmazis.

Mi lehet a magyardzata a 10. abran lathaté vanmslodarrendnek, amelyben a
ciszteinnel képzett higany-Il komplexek részben medativ mozgékonysaggal jelentkeztek,
mint a tobbi komplexkégzesetén, az adott pH-n (pH=9.2)?

A 14. abran bemutatott micellaris elektrokinetilkiserlettel bemutatott Gd-komplexek
esetén nem teljesen tudok egyetérteni azzal, hod@deBOPTA)F, és a [Gd(DTPAJ
komplexek atlagos vandorlasi sebessége nem kildnbdymastdl SDS jelenlétében és anélkil, még
akkor sem, ha a két komplex sorrendje azonos iagnar

A mintaebkészités nélkili mintabevitel, bar nagyordmslds lenne, csak nagyon ritkan
valgsithatd meg. Ezért ezt a kérdést én csak dathdzeliteném meg, hiszen minta@lszitésnek
vehet mar egy egyszér higitas is, nem szolva arrél, ha barmilyen (akdy gegyszet” belss
standard) komponenst adagolunk a valdés mintadhogteBként egyenesen szikségesnek érzem a
mintaebkészitést, igy példaul hasznos lett volna az embesifolyadékokban tortén nitrat
meghatarozds esetén valamilyen baktériukédést gatld (a nitrat-redukciét megakadalyozo)
koralmeény biztositasa, ezzebségitve a mennyiségi meghatarozas pontossagazsgahat tényleges
végrehajtasanak idefétvalo flggetlenséget.

A kefalosprinokkal kapcsolatos vizsgalatokban a @i#Ben valoban relative nagy ezen
molekulak abszorpcios egyutthatoja, de épp a fékejjellems, hasonldé hullamhosszon
talalhatd elnyelési maximum esetenként zavaro lehet

A 23. és 33. abrak alairasaban egy-egy korabbnamegadott kisérleti korilményekre
hivatkozik. Ezen koérilmények pontositasa szukségeéstan a vandorlasi &k, ugyanazon
vegylletekre sokkal kisebbek (23. abra), illetvgywdbak (33. abra), mint a hivatkozott
korilmények kozott. Ugyanakkor a bemutatott elAlsok hatékonysagat és



hasznalhatésagat, vagyis kovetkeztetések levomashkt a kilonbségek természetesen nem
befolyasoljak.

A 27. abra kulonbdz pH-kon tortéd kisérletsorozata nyilvanvaléan nem térténhetett
csak egyféle (a jelzett szoveg alapjan: foszfatiepalkalmazasaval.

A mintaebkészités szikségtelenségét elegansan mutatta kefalexm (az egyik
kefalosporin) pK-janak meghatarozasa soran. Ez dsp&d ennek alapjan Iényeges kitekintést
nydjthat mas anyagok vizsgalatara is.

A mikrochipekben tortéh injektalassal kapcsolatosan a jelolt sikeresemlaléizta a
split injektalast. Bemutatta, hogy a sikeresen leheér al0 mm-es elvalasztasi hosszon
megfeleb felbontast elérni. Kérdésem ugyanakkor, a 48. rallvé@mutatott elvalasztasok
esetén, hogy hogyan magyaradzza az elvalasztastalésktavolsaganak hossz-névekedése
esetén azt, hogy az elvalasztott komponensek lessége kisebb, mint rovidebb
detektalasi tavolsag eseten.

Elegans, és hatékony miniatlrizalt kapillaris eleldrézis rendszerben sikeresen
bemutatta a kefalosporinok elvalasztasat, melyrletek tovabbfejlesztése sziikséges ugy a
detektalas, mint az elektroozmaozist befolyasoltlétkezelés teriletén.

A kromatografias, illetve elektrokromatografias tééék alkalmazasahoz, oszlop-
télteshez kifejlesztett, illetve tanulmanyozotteségek fontosak a homogén elvalaszto-
rendszerek hatékonysaga szempontjabol. Ugyanakjeddlaaltal megadott utalas a ,kemeény
fald” kapillarisokban (csatornakban) dan. ,lres @&rivéleményem szerint nem pontos. Nem
valOszirii, hogy ténylegesen ,Ures” tér jonne létre azokbaneaetekben, esetleg csak
nagyobb, az elvalasztas szempontjabdl csak hékérelitot (eluenst) tartalmazé térfogatokat
lehet tapasztalni a ,puha falt” PDMS csatornakkahsben.

A tbbb csatornat tartalmazé mikrochipek eseténdt jmegfeleben alkalmazta, illetve
részletesen (elméleti szamitasokkal is alatamasAtemnutatta, hogy egy tdbbcsatornas
elvalasztas soran egy kisérlettel meghatarozhatéroenatografias toltetet jelleizvan
Deemterosszefiiggés. Kérdésem ezzel kapcsolatban, miligekra vezeti vissza a zonak
vandorlasa soran tapasztalhato, viszonylég diszperzios hatast?

S idetartozik egy, az opponensnek korabbi tapadaiablapjan is ékertlt fogalmi
tisztazas. A kromatografias elvalasztasoknéteddkerll a ,kromatografias kolcsdnhatas”,
mint fogalom. A valésagban ez a fogalom, annaknélie, hogy — sajnalatosan — hasznalatban
van, definialhatatlan. A kémiai kélcsonhatasok bald fontosak a kromatografiaban, de ezek
attol nem lesznek ,kromatografias kdlcsénhatasok”.

Az értekezésben felsorolt hivatkozasokkal kapcbalatjavasolhaté lett volna, hogy
kevesebb review-szigresetleg tankdnyvi referenciat adjon meg a jel@amint az internetes
honlapok helyett, amelyek kénnyen valtoznak, szalaga hitelesithet referenciak
(kozlemények) legyenk megadva. Hianyoltam néhargpwedt hivatkozast, amelyek a
tartalomhoz szikségesek lehettek volna, mint példauEOF kikliszobéléesének alapvet
modszerére tortén hivatkozast, vagy a monolif-ok leirasanal az etkeént leirt
elvalasztérendszerre tortehivatkozast.



A jeldlt, kutatasai soran szerteagaz6, de megisségps képet mutatott be az
elvalasztastechnikak soran alkalmazhaté moderrékbay és miniatlrizalasra alkalmas
modszerekkel kapott munkgjardl. Bemutatta a techrtiérom legfontosabb tertletén, a
mintabevitel (mintainjektalas), az elvalasztas nadgsitasa, valamint a detektalasi médszerek
hasznalata soran U], elméleti alapokkal alatamtsetedmenyeit. Részletesen targyalta az
elektrokinetikus és a hidrodinamikus injektalas asorfelmerib problémakat, és azokra
megoldasokat dolgozott ki. A mikrochipekben végjitzo injektalas soran sikeresen
Otvozte a mechanikai zaras lebsgét Olyan Uj kisérleti kérulmeényeket dolgozoit k
amelyek alkalmasak voltak szervetlen és szerveyiletgk, egyuttal standard és valos
mintakban talalhaté anyagok elektroforetikus égriatografias elemzésére. Ezek a kisérleti
korilmények felhasznalhatok tovabbi anyagok eleérzes alkalmas korulmények
kidolgozasara. A jelolt bemutatta, hogy az altalkiejlesztett miniatirizalt készulék,
kombinalva megfelél detektalassal alkalmas fellleti adszorpcios viesgira.

A tudomanyos vitdban az alabbi kérdéseket teszeanjédltnek

1. Lehetséges-e hasznalni a 21-es egyenletet amfeggiiletekre, amelyek ugyanakkor
esetleg még meéretikben is lényegesen kilonbdznek?

2. Lehet-e asplit injektalast kombinalni az elektrokinetikus injeéssal? Elképzelhéte
az, hogy egy ilyen modszerrel azonos csatornanaédetyok, €s azonos mintatérfogat
mellett is lehet kulonbdz méreti mintazonat bejuttatni az elvalasztdo térbe?
Természetesen az EOF-nek a hatasat az elektrékiseinjektalasnal figyelembe
kellene venni, vagy ki kellene kiiszobdolni.

3. A monolitok alkalmazasa (melyeket az éelslyen elvalasztasi rendszert elkézit
Stellan Hjertén gontinuous bedként hatarozott meg) kikiszobdli a kulonboz
méreti és geometriaju kromatografias részecskék (gyorngyskiopba valo toltésekor
eléallé probléemakat. Milyen jeletisédinek latja a jeldlt azt, hogy az altala is hasznalt
kromatogréafias részecskék alkalmazasa helyett aostikpbencontinuous bedgkt,
azaz monolitokat alkalmazzon?

4. Méar megjelentek az éls 3D-nyomtatoval készitett mikrochipek. Latja-eeBijt annak
lehetségét, hogy az elektroforetikus, vagy kromatogsafidkrochipek készitése a 3D
nyomtatassal felvalthatja-e a jelenleg bonyoluipdtészitési technikat? Széteges
esetben akar a csatornakban talalhatd, nem folykdéiponensek 3D nyomtatassal
torterd elkészitése is lehetséges-e?

5. Milyen mintaebkészitési modszereket tud javasolni, illetve melpkészitési
lépéseket latja ,elfogadhatonak”, amelyek még nesheamitik meg lényegesen a
kapillaris elektroforézis soran a ,direkt mintaikj@las™t?

Megallapitom, hogy jeldlt az értekezésben leirt kdtilnmagas szinvonalon, atkabtt
céloknak megfeléen, és kovetkezetesen hajtotta végre. Munkajaéamlasztotta, hogy a
kapillaris elektroforézis modszerek alkalmazasars@imeéleti és gyakorlati médon sikeresen
kifejleszthebtk ) analitikai rendszerek.



A jel6lt tudomanyos eredményeinek ismerem el a #@&ket.

1. Elektrokinetikusan injektalt kilonbézvezebképesséfy mintak esetén megallapitotta,
hogy a meért aramésség értékek megfetekorrekcios tényaiket szolgaltatnakilsd
kalibracios eljaravoz, valamint egyelss univerzalis kalibraciés eljarasdolgozott
Ki.

2. Kulonbod szervetlen vegyuletek, elemek kilénBozspecieszeinek, valamint
komplexeinek meghatarozasara kapillaris zénaelktgtkus (CZE) és micellaris
elektrokinetikus kapillaris kromatografias (MEKCYudszereket fejlesztett ki.

3. Bioldgiai mintak vizsgalata soran kefalosporin higiikumok elvalasztasara nagy
pontossagu és alacsony kimutatasi hatart €lfE moddszert fejlesztett ki, valamint
gyorsan bomlé hatéanyagokeinozolomiyl elemzésére gyors MEKC maodszert
fejlesztett Ki.

4. Uj, folyadékmegosztas elvésp(it) alapuld, hidrodinamikus injektalast dolgozottaki
meghatarozott geometrigju csatornak alkalmazasaalochipeken, nl-es térfogatu
mintabevitelre. A modszert alkalmazta zonaelekuetflus elvalasztasokra.

5. Megoldotta a kapillaris elektroforézis és a fellilet plazmon rezonancia
spektroszkopiat (SPR) mikrochip alapl kapcsolagét,igy nl térfogati mintak
elemzését.

6. Mikrofluidikai csipekben alkalmazhaté magneseseyzet fejlesztett ki.

7. Kromatografias és elektrokromatografias elemzésekieigozott ki egy é€s
tébbcsatornas mikrochipekben, amellyel szerves kompsek elvalasztasat, dusitasat
es tisztitasat vegezte.

8. Bemutatta, a mikrochipek, kiléndsen a tébb, panmasaelvalasztasra leléseget ado
rendszerek esetén letigég van az elektroforetikus elvalasztas alatt i©zsdos
mintainjektalasra. Ez a konvencionalis kapillarlek&roforézis készilékekkel nem
lehetséges.

Osszefoglalva, megallapitasaim a kovetikez

A jelolt témavalasztasa kors#erA tudomanyos eredmények Ujak, ezeket nemzetkozi
foydiratokban kozolt publikacioiban jelolt részisetm bizonyitotta. A jeldlt értekezése
elfogadhat6, mint a palyazo, magas dgitidomanyos kutatasra valo alkalmassagat bizonyito
munka. Mindezek alapjan a Doktori Tanacsnak jawasphogy az értekezést nyilvanos vitara
bocsassa, a nyilvanos vitadmbntjat tizze ki.

Javasolom, hogy sikeres védés esetén a Magyar Taas Akadémia Doktori
Tanacsa jeldltnek az MTA doktora cimet itélje oda.

Pécs, 2015. augusztus 20.

Dr. Kilar Ferenc



