Valasz
Dr. Klebovich Imre egyetemi tanar opponensi véleményére

K6szondm Klebovich Imre professzor uUrnak értekezésem dattanulmanyozdsat és a hozzd flizott
megjegyzéseket és kérdéseket, valamint dicséré szavait. A felvetett kérdésekre azok sorrendjében a
kovetkez6ket valaszolom:
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Valéban, a kilonb6z6 gydgyszervegyiiletek, igy a kefalosporinok és a temozolomid
meghatarozasanak/vizsgalatanak analitikai mddszereinek ismertetetésekor kimaradtak az egészségigyi
hatésagok altal el6irt irdanyelvek. Ebben bizonydra szerepe van annak is, hogy az analitikus vegyész
viszonya a gydgyszerkonyvekhez kevésbé szoros, mint a gydgyszerész analitikusok esetén. A
gyogyszerkonyekbe akkor keriilnek be egyes analitikai eljardsok, moddszerek, amikor azok
megfelel6ségérdl teljes bizonyossadggal meggy6z6dott a szakma. Mivel a kapillaris elektroforézis egy 25
éves, viszonylag fiatal moddszer, valdszinlleg mostantél varhatd, hogy mind tobb elektroforetikus
madszer jelenik meg az egészségligyi hatdsagok ajanldsaiban.

A kefalosporinok meghatarozasat a VIII. Magyar Gyoégyszerkdnyv (Ph. Hg. VIII.), az Eurdpai
Gyodgyszerkonyv (Ph. Eur. 8.) és az Amerikai Gydgyszerkdnyv (USP) is folyadékkromatografiaval végezteti
C18-as oszlopon. A meghatdrozashoz izokratikus és gradiens ellcid alkalmazasat is leirjak, a detektalas
pedig 220-270 nm-en UV spektrofotometriasan javasolt.

A temozolomid hatdsag altal megszabott vizsgalatai az Amerikai Gydgyszerkdnyvben (USP 37-NF 32)
taldlhatok meg, itt is HPLC-t és 270 nm-en torténd spektrofotometrias detektalast alkalmaznak.

A kapillaris elektroforézis alkalmazasat elGird gyogyszerkonyvi cikkelyek viszonylag késén, az Eurdpai
Gyodgyszerkonyv 6. kiadasanak 6. pétkotetében (Ph. Eur. 6.6) 2010 janudr elsején lépett életbe. A
kapillaris elektroforézist elsGsorban immunglobulinok, radiofarmakolégiai készitmények, vakcindk,
géntechnoldgiai készitmények vizsgdlataihoz javasoljak. Az értekezésben vizsgalt gydgyszervegyiletek
esetén a kapillaris elektroforézis alkalmazhatdsagardl nem taldlunk adatokat.
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Valdban, kapillaris elektroforézis alkalmazdsdnal a legnagyobb korldt a detektdlaskor elérheté
érzékenység, mivel az elemzéshez hasznalhaté mintaoldat nagyon kis térfogatu (1-50 nL) és a kapillarison
torténd detektalas miatt rovid a detektalasi uthossz (pl. 50 um). A kapilldris gorbiilete miatt raadasul a
tényleges Uthossz kisebb, mint a kapillaris belsé atmérGje, hiszen a fénynek csak egy kis része halad at
pontosan a kapilldris kozepén. Az érzékenység és a linearis kimutatasi tartomany ugyan javithaté a
kapillaris bels6 atmér6jének novelésével, ennek alkalmazasi lehetGségét azonban korlatozza, hogy a
nagyobb daramerdsségek alkalmazdsa a kapillaris jelentés felmelegedését okozza. (A kapillaris
atméréjének megkétszerezése példaul a jelabszorbancia kétszeres, de az aramerGsség négyszeres
novekedéséhez vezet.) A tulzott dramfelhasznalas (és igy a tul nagy hGtermel6dés) elkertilése érdekében
olyan specidlis kapillarisokat allitottak el6, melyek atmérgjét csupan az optikai fényut helyén novelték
meg. igy sziillettek meg a "buborékcellds" és a "Z-cellds" kapillarisok. A "Z-celldkhoz" hasonld elven
m(ikdédnek az Un. nagyérzékenységli cellak is (a laborszlengben sokan ezeket a cellakat is "Z-cellaknak"
hivjuk), melyek végsé soron 3 kapillaris darab megfelel§ 6sszeillesztését teszi lehetévé.
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Habar a nagy-érzékenységl cellat forgalmazd Agilent a termék leirdsaban [Agilent, Technical Note, Nov.
1 2006, 5989-9808EN] a nagyobb érzékenység mellett nagyfoku felbontast igér, vizsgalataink szerint az
elérhetd felbontas csdkken. Ez elméletileg is konnyen beldthatd, hiszen a detektalds a nagyjdbdl 3 mm-
nyi hosszusagu kapillaris szakaszon torténik, igy csak azok a csucsok lehetneknek az elektroferogramon
teljes mértékben elvalasztva, amelyek tavolsaga a kapillarisban legaldbb 3 mm. A nagyérzékenységli cella
alkalmazasakor a tovabbi nehézség a 2 kapillaris darab szivargasmentes és minimalis holttérfogattal
jellemezhet6 Osszeillesztése.

Mindezek miatt a bemutatott kapillaris elektroforetikus elemzéseink soran a detektdlas érzékenységének
emeléséhez nem alkalmaztunk "Z-cellat". Nagyjabdl 10 évvel ezel6tt az egyik gydgyszergyartotdl kaptunk
ugyan egy ilyen eszkézt (merthogy 6k nem haszndltik), de néhany kisérlet utan, ugy talaltuk, hogy ez
nalunk sem valik be. Sokat mondo az is, hogy csak az Agilent forgalmaz ilyen "Z-cellat", a tobbi gyartd (pl.
az ugyancsak nagy hagyomanyokkal rendelkez6 és kivald konstrukcioju késziilékeket kifejleszett
Beckman) tudtommal nem.

A detektdlas érzékenységét szilkség esetén "Z-cella" helyett inkabb a buborékcellds kapillarissal
javitottuk. A buborékcellas kapillarisok éppen azért gyakrabban alkalmazott alternativak az érzékenység
emeléséhez (igaz csak 3-4x faktorral), mert bar Ggy novelik az optikai fényut hosszat, hogy a mintazéna
hossza ugyanilyen mértékben rovidil, ezzel parhuzamosan azonban az illeszt6egység (alignment
interface) résének szélességét is csokkentik. Igy az érzékenység javitdsa a felbontds romldsa nélkiil
érhetd el.

Egyébként a "Z-cella" kapillaris elektroforézisnél alkalmazott konstrukcidjdhoz nagyon hasonlé mddszer
haszndlataval tobben is probalkoztak a mikrofluidikai csipeknél is, ahol a Z-alaku csatornarész kénnyen,
zonaszélesedést okozd holttérfogat nélkil kialakithatd. Az ilyen rendszerek FIA (flow injection analysis,
mintabeinjektaldsos analizis) alkalmazdsokhoz - ahol hosszabb mintazéndakat kell detektalni - nagyon
elényosek lehetnek [pl. G.E.Collins és mtsa, Talanta, 2007; 72(1):301-4. ].
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A 2. tdblazatban a vizsgalt anionok valds és szdmitott koncentracidja tobbnyire valéban nem mutat
nagyobb eltérést, a tablazatot kiegészitve az eltérések szdzalékos értékével az allapithaté meg, hogy a
belsé univerzdlis standardként hasznalt tioszulfathoz hasonléan nagy mozgékonysagi komponensek
esetén (bromid, klorid, szulfat, nitrit, nitrat) az eltérések +/- 3%-on belll voltak. Az eltérések azért
lehetnek kicsik, mert a belsé standard alkalmazdsa az egyes hibdkat kompenzalja, masrészt a
komponensek elektroforetikus mozgékonysaga hasonld. Elvileg 0%-os eltérés akkor lenne vdrhatd, ha a
vizsgalt komponens és az univerzalis bels6 standard mozgékonysagai teljesen megegyeznének. A
tablazatban lathaté eltéréseket az oldatok készitésének vagy a csucsok integralasanak hibai is
eredményezhetik.

A foszfat ionnal mutatkozd nagyobb, 6%-os eltérés leginkabb abbdl adddik, hogy annak mozgékonysaga
lényegesen (tobb mint 30%-al) kisebb a tioszulfat mozgékonysaganal. Az eltérés csokkentéséhez egy
masik, a tioszulfathoz hasonlé mozgékonysagu univerzalis bels6 standardot kellene alkalmazni. A foszfat
esetén a csucstorzulas (elektrodiszperzid) jelensége is szamottevé (a futtatdpuffer hattérionja és a
foszfat mozgékonysagai kozotti nagyobb eltérés miatt), ami a jelintegralas hibajat is noveli.

crer

Bels6 univerzalis standardként (IUS) a tioszulfatot hasznaltuk.

anion
Csucsteriilet Valés koncentracio A (21) egyenlettel szamitott eltérés
(uM) koncentracio (uM) (%0)

tioszulfat* 3,271 240 -

bromid 0,674 100 98,0 -2

klorid 2,681 400 393 -2

szulfat 2,730 200 200 0

nitrit 2,641 400 387 +3

nitrat 5,470 800 802 +0,2

foszfat 1,443 100 106 +6
> |US

4.

Valdban, az értekezésben hivatkozott kozlemények 11%-a az elmult 10 évben, 5%-a az elmult 5 évben
jelent meg. Folytatva a statisztikat, a kozlemények tobb mint fele az elmult 15 évbdl szarmazik, ami jelzi a
tudomanyterilet Gjszerlségét. Az, hogy a kozleményeknek csak 5%-a szarmazik az elmult idGszakbdl,
annak egyik oka az, hogy a hivatkozott kozlemények nagyjabdl fele kapillaris elektroforézissel
kapcsolatos, ezek a hivatkozdsok pedig jellemz&en 10 évnél régebbiek, mivel egy régebbi technikardl van
sz8. Masrészt az értekezésben bemutatott kapillaris elektroforetikus munkaink jérésze is 5 évnél régebbi,
és igy természetesen a mas szerzdk kapcsolddd munkdi is. Az is igaz lehet, hogy az értekezés irdsa soran
nem torekedtem a hivatkozaslistanak a legfrissebb irodalmakkal vald frissitésére.



Kétségkivil, a mikrofluidikai teriileten intenziv szabadalmaztatds miatt a hivatkozhato koézlemények
szama is kisebb lehet, hiszen a mUiszergyarté cégek nem a kézlemények irdsaban, hanem a szabadalmak
kozlésében érdekeltek. Az aldbbi diagramokbdl jél lathatd, hogy 2004-ig a kozlemények szamdval
hasonldé nagysagrendd szabadalmat jelentettek meg, de mind a mai napig a szabadalmak szama jelentds,

a tudomanyos kdzlemények szamdanak 15-20%-a.
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Fig. 3 The number of patents granted in 2012 in developed and
developing economies as classified by applicant type.*”

forras: A.K. Yetisen, L.R. Volpatti, Lab Chip, 2014, 14, 2217

Mindazonaltal, az el6adasomban is be kivinom mutatni, hogy az elmult 2 évtizedben milyen nagy
mértékben nétt a mikrocsipek fejlesztésével és alkalmazasaval kapcsolatos kutatasok, kozlemények

szama és hogy az elbrejelzések szerint jelentésen tovabb emelkedik a mikrofluidikai eszk6zok piaca a

kozeljovGben.
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Microfuidic Device market and forecast from 2011 to 2018
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Mindezek alapjan valéban az analitikai kémidban a mikrocsipek, lab-on-a-chip-ek fejlesztése az egyik
legfontosabb, "legforrébb" irdnyzatnak tekinthet6 jelenleg és j6 eséllyel a jov6ben is, kilénbsen, ha a
jovébeni miszaki fejlesztésektdl Uj lendileteket kaphat (pl. Gjfajta miniat(ir, érzékeny detektorok, vagy
mikrocsip készitési technoldgia kifejlesztése kdvetkeztében). igy, a reményeink szerint kifejlesztésre
kerilé mikrocsipek paranyi mintak sokasagaval is képesek parhuzamosan kémiai reakcidkat lejatszatni és
komponenseket analizalni. Az egyik alomszerld cél példdul az lehet, ha a gydgyszergydrtd cégek
mikrofluidikai csipek parhuzamos elemzGegységeiben egyszerre ezernyi lehetséges gydgyszervegyiletet
szintetizdlhatnak és hatdrozhatnak meg biokémiai sajatsagokat oranként csupdn nanoliternyi
reagensoldatokat felhaszndlva, igy rendkivili mddon csdkkentve a koltségeket és fokozva az elemzési
sebességet.

Végezetll még egyszer k0szondm a dolgozatom birdlatanak elkészitését és azt, hogy az értekezés
nyilvanos vitara valé bocsatasat javasolja.

Debrecen, 2015. szeptember 23.

Dr. Gaspar Attila



