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Elektroforetikus elvalasztasok kapillarisban és mikrocsipben

GASPAR Attila* és ANDRASI Melinda

Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék, Debreceni Egyetem, 4032 Debrecen, Egyetem tér 1.

1. Bevezetés

A DE Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékén folyd
elektroforetikuselvalasztasokkalkapcsolatos kutatasok 1999-
ben indultak. Kezdetben a kutatdsok elsdsorban szervetlen

komponensek  meghatarozasara, az elektrokinetikus
injektalas alkalmazhatdsaganak tanulmanyozasara,
majd kiilonbozé  kornyezeti- és  gyogyszeranalitikai

alkalmazésokra iranyultak. 2006-td1 - igazodva az analitikai
kémia egyik jelenlegi fo iranyvonaldhoz - a tudomanyos
munkankban egyre meghatarozobba valtak a mikrocsipben
végzett analitikai kutatasok, elsdsorban az elektroforetikus
elvalasztasok.

Kutatdcsoportunk nagyban tamaszkodik hazai és kiilf6ldi
egylittmikodésekre és hallgatéink kozremikodésére. Jelen
kozleményben az elmult 6t évben elért eredményeinkrol
szdmolunk be.

2. Kapillaris elektroforézis

A kapillaris elektroforézis (CE) egy olyan nagyteljesito-
képességii analitikai mddszer, mely jol egyesiti a
nagy elvalasztasi hatékonysag, a gyors elemzés, kis
mennyiségli minta- ¢és vegyszerfelhasznalas, illetve
polaros ¢és nem-polaros anyagok elemzésének lehetségét.
A CE sokoldalusaga miatt alkalmas az egyes gyogyszer-
vegytiletek legkiilonb6zdbb  farmakokinetikai, fizikai-
kémiai  jellemzdéinek  meghatarozasara, gyogyaszati
hatékonysaganak vizsgalatara.! A viszonylag 0j CE jelenleg
anagyteljesitményii kromatografias modszerek legfontosabb
alternativaja, melynek alapkutatdsa még jelenleg is folyik.

2.1. Gyogyszervegyiiletek vizsgalata

14 kiilonboz6 kefalosporin és egyes bomkastermékeik
meghatarozasat ~ modelloldatokban  és  gyodgyaszati
termékekben kapillaris zonaelektroforézis (CZE) modszerrel
végeztiik.? A kefalosporinok pK meghatarozasainal a CZE
hasznalatanak elényei (pl. tobb komponens pK-janak
egyidejli meghatdrozasa, bomlékony vagy szennyezett
mintdk elemezhetdsége, kis térfogatu, viszonylag kis

automatizalt elemzések) jol
kihasznalhatok.* A CE-vel torténd pK meghatarozas
kulénosen hasznosnak bizonyulhat a gyogyszeriparban,
mert nem sziikséges a vizsgalandd komponens extrakcioja
és tisztitasa.

A gyogyszervegyliletek stabilitasa a gyogykészitményben,
oldatban, bioldgiai matrixokban, kilénbozd pH-kon és
hémérsékleteken eltérd, ennek vizsgalata CE modszerrel
viszonylag egyszerli és gyors. Példaul a temozolomid
(TMZ, daganatellenes gyogyszer) el6szor gyors kémiai
reakcioval monometil-triazénoimidazol-karboxamidda

(MTIC), majd ebbdl 5-amino-imidazol-4-karboxamidda
(AIC) alakul at. A kidolgozott micellaris elektrokinetikus
kapillaris kromatografias (MEKC) moddszerrel a TMZ
és bomlastermékei 1,4 percen beliil meghatarozhatok
voltak, igy a viszonylag gyors bomlds kovethetd volt
modelloldatokban és klinikai mintakban (1. bra).*
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1. Abra. TMZ vizben valo oldasét kovetéen (0,5-952 perc) kapott MEKC
elektroferogramok (Koriilmények: 25 mM foszfat, 45 mM SDS, pH: 6,8,
U=25kV, 1 ;: 8,5 cm, 100 mbars, A= 214 nm, ¢ : 180 pg/mL).4
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2.2. Klinikai és kornyezeti mintiak elemzése

A klinikai mintdk elemzésekor a cél az, hogy megadjuk
az egyes vegyiiletek oncentracidjat a  bioldgiai
mintadkban (pl. szérum, vizelet, liquor, nyal, konny)
és gyogykészitményekben, ¢és ezaltal a vegyiiletek
hatékonysagat, metabolizmusat tanulmanyozhassuk annak
érdekében, hogy megfeleldé modon ¢és mennyiségben
torténjen a gyogyszerek adagolasa. A CE mddszer elénye
mas elvalasztastechnikai médszerekkel szemben az, hogy
itt lehet6ség van a nagy fehérje- és szervesanyagtartalmu
klinikai mintdk kozvetlen (mintaelokészités nélkiili)
kapillarisba juttatasara és elemzésére.’ A nagy viszkozitasu,
inhomogén mintak (sputum, tumorok) minta-el6készités¢hez
liofilizalast alkalmaztunk.*

*G.A. Tel.: 52-512900 ; fax: 52-518660; e-mail: gaspar@science.unideb.hu; web: inorg.unideb.hu/gaspara
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A nyalban talalhatd nitrit- és nitrationok mennyiségének
ismerete nagy fontossagi az orvosdiagnosztikaban.
A kidolgozott CZE modszerrel kiilonb6zd betegektol,
dohanyos ¢és nem dohdnyos személyektdl, a szajiireg
kiilonbozé  helyeirdl, illetve nyalmirigyekbdl (pl. a
Wharton-vezetékbdl, illetve a Stenon-vezetékbdl) vett
mintakat elemeztiink.” A mddszer nemcsak gyors és olcso,
hanem a mintael6készités is minimalis, hiszen a nyalminta
kozvetleniil a kapillarisba injektalhatd. Dohanyos és nem
dohanyos személyektél vett nyalmintak elemzésekor azt
kaptuk, hogy a tiocianat koncentracidja atlagosan 5,4-szer
volt nagyobb a dohanyosokénal (dohanyosoknal atlagosan
63,1 pg/mL, nem dohanyosoknal atlagosan 11,7 pg/mL).
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2. Abra. A szajiiregbél (a), a fiilltSmirigybél (b), és a submandibularis
nyalmirigybdl (c) vett nyalmintak CZE elektroferogramjai. (Koriilmények:
50 mM foszfat puffer, pH: 6,8, -25 kV, 1 ;= 40 cm, A=214 nm).”

CZE ¢és MEKC modszert alkalmaztunk felszinivizek
vizvirdgzasaibol szarmazd cianobaktérium extraktumok
toxintartalmanak meghatarozasara. A kimutatasi hatarok
spektrofotometrias detektalast alkalmazva a mikrocisztin,
a cilindrospermopszin és az anatoxin esetében 1-4 pg/mL
kozott alakultak.®
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3. Abra. Az anatoxin-a (1), amikrocisztin-LR (2) és a cilindrospermopszin
(3) standardok keveréke (a), egy tavi vizviragzas minta (b) és 10 pg/mL
toxin standokkal adalékolt vizviragzas minta (c¢) MEKC elektroferogramjai
(Koriilmények: 25 mM borat, 100 mM SDS, pH: 9,3, A =230 nm).}*

3. Mikrocsip elektroforézis

Az utobbi években a ,lab-on-a-chip” technoldgia
forradalmasitani latszik a laboratoriumi kisérleteket és
analitikai vizsgalatokat. Az analitikai mérdrendszerek
miniatiirizalasa nem csupan a jelenlegi technoldgia
Osszenyomasat jelenti, de egyuttal egészen ujfajta
analitikai rendszerek megsziiletését is lehetové teszi. A
mikrocsipekben végzett vizsgalatok sokkal gyorsabbak,
pikoliternyi  mintaoldatot, illetve  szubmikroliternyi
reagens oldatot igényelnek. Ezek a kutatasok - elsdsorban
biotechnolodgiai, klinikai és analitikai kémiai tertileteken
- intenziven folynak a fejlett orszagok egyetemein ¢és a
kiilonb6z6 fejleszté cégekben.!

A mikrofluidikai kutatasainkhoz az alapvetd infrastruktarat
tanszékiinkon nemrégiben alakitottuk ki. A sajat tervezést
mikrocsipjeinket magunk készitjik polidimetilsziloxan
(PDMS) milanyagbdl egy un. lagy litografias eljaras’
segitségével (4. abra). Az elektroforetikus elvalasztasokhoz
ujfajta, hidrodinamikus elvli injektdlasi modszert
dolgoztunk ki. Munkank soran olyan mikrofluidikai

4. Abra. Mikrocsipek elballitasahoz készitett Sntéforma (Si lap, melybdl 30 um magasagban emelkedik ki a csatornamintazat) és az elekroforetikus

elvalasztasokhoz alkalmas, egy tiveglaphoz irreverzibilisen kotott PDMS csip.

csipek kifejlesztésérdl szamoltunk be, melybe forditott
fazisi kromatografids (C18-szilika) toltetet,'*!" illetve
poritott szilika aerogél monolitot'? egyszerli mddon
integraltunk. A kromatografias tolteteken a nanolitenyi

térfogatu mintaoldatot és a mobilfazist nyomassal (1-3
bar) vagy fesziiltséggel (0,5-2 kV) aramoltatjuk keresztiil,
igy ugyanazon csipen folyadékkromatografids (LC)
vagy elektrokromatografias (CEC) elvalasztasokat is
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végrehajthatunk. A komponenseknek az atlatszo csipen vald
detektalasat vagy a CCD kameraval ellatott mikroszkdp
segitségével (festékek, fluoreszcens anyagok esetében) vagy
szaloptikas spektrofotometriaval végeztiik.

3.1. Elektroforetikus elvalasztasok

A mikrofluidikai kutatasaink egyik célja az volt, hogy
injektalasi modszert dolgozzunk ki a néhanyszor szaz
pikoliternyi  térfogatd  folyadékmintdk csipbe vald
injektalasahoz, hogy ily moddon érhessiink el hatékony
zonaelektroforetikus elvalasztast. Ellentétben az
irodalomban talalhatdé nagyszamdu, elektrokinetikus elven
torténd injektalasi modszerrel (5. abra), munkank soran
olyan 1j, nyomassal torténd injektalasi eljaras kidolgozasat
tliztiik ki célul, melynél nem jelentkeznek az elektrokinetikus
injektalasokra jellemz6, mennyiségi meghatarozasok
pontossagat csokkentd hibak (sampling bias, injection
bias)."
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5. Abra. Két komponensii festékkeverék elektrokinetikus injektalasanak
és CZE elvalasztasanak lépései.

Az altalunk tervezett és elkészitett csipekben néhanyszor
szdz pikoliternyi minta szeparacids csatornaba torténd
bejuttatasara sikeresen alkalmaztuk a hidrodinamikus
megosztott  (split)  injektalast.  Tanulmanyoztuk a
csipekben torténd zonaelektroforetikus —elvalasztasokat
a hidrodinamikus megosztott injektalast kovetden. Az
eljarassal gyors meghatarozasra nyilik lehetéség, az
elektroforézis kevesebb, mint 15 masodpercet vesz igénybe
(6. abra).

3.2. Kromatografias toltetek kialakitasa csipben

A mikrofluidikai analitikai kutatasok egyik iranya a
kromatografids elvalasztasi technikdk miniatiirizdlasa, a
kulonféle kromatografids toltetek csipben vald kialakitasa
¢és alkalmazasa. Nemrégiben olyan eljarasrdl szamoltunk
be, ahol a hagyomanyos kromatografias allofazis (pl. C18)
PDMS-bél késziilt csipbe torténd integralasa frit kialakitasa
nélkiil lehetséges.'”
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6. Abra. PDMS mikrocsipben 10 mm (a,), és 45 mm (b,) szeparcios
hossztsagnal, illetve kapillaris elektroforézis késziilékben (,,short-end”
mod, 85 mm effektiv hossz) (c,) azonos elvalasztasi koriilmények mellett
(25 mM foszfat, pH: 6,8; E=200 V/cm) kapott elektroferogramok.

A kialakitott tolteten elektrokromatografids elvalasztasra
is lehetdség van.!' A toltés soran a csip felilletén torténd
nyomds hatdsara a csatornaban szikiilet alakul ki, emiatt
megakadnak a részecskék a csatornaban. Az elkésziilt toltet
esetén kiilonb6zd stabilizalé hatasokat figyelhetiink meg
(pl. az un. zardko-hatast, ahol a sziikiilet felé aramoltatott
részecskék koziil az eliilsd részecskék megszorulnak
a csatorndban ¢és ezek tartjak vissza a mogottik jovo
részecskéket). A késObbiekben az oOntéforma specidlis
kialakitasaval értink el megfeleld, alland6 szikiiletet, az
igy elkészitett csipbe poritott aerogélt toltottiink.'> A csip
csatornajaban kialakult szlkiilet esetén nem csak a csatorna
szélessége, de a mélysége is csokkent. Ez a szikiilet
egyaltalan nem engedte at a részecskéket, de a folyadék
konnyedén at tudott rajta jutni. Ezen sziikiiletek segitségével
egy csipben akar tobb aerogéltsltet is kialakithatd volt (7.
abra).
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7. Abra. Héarom, egymassal kapcsolatban 1év0, parhuzamos csatornabodl
allé mintazatot tartalmazé 6ntéforma fényképe (felsd kép), és az 6ntdforma
segitségével készitett PDMS mikrocsip csatornaiban kialakitott kiilonb6zo
kromatografias toltetek egy részletének mikroszkopos felvétele (a csatornak
szélessége 100 pum) (also kép). Az 1 nL-nyi térfogata mintadugé kialakitasa
a baloldali keresztez6désben torténik, mely a téltetek felé aramoltatva 3
kisebb mintadugoéra oszlik, ezek jutnak a toltetekre. Az elvaldé komponensek
detektalasa magan a télteten vagy a toltet utan a csatornaban lehetséges.
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Electrophoretic separations in capillary and microchip

The capillary electrophoresis is a high performance analytical
method, which combines the high separation efficiency, the rapid
analysis, the small consumption of samples/reagents with the
possibility to analyze polar and non-polar compounds. Due to the
versatility of the method it can be useful for the determination of
the different (physiological, pharmacokinetic and physicochemical)
parameters of pharmaceuticals and the study of their effectiveness.
In the Department of Inorganic and Analytical Chemistry at
University of Debrecen the research of electrophoretic separations
started in 1999. At the beginning the research topics were focused
on the separation of inorganic components (nitrite,” nitrate,’
thiocyanate,’” different arsenic and mercury compounds), the study
of the applicability of electrokinetic injection, then the analysis of
environmental and pharmaceutical components (cyanobacterial
toxins,® cephalosporins,? benzodiazepines, temozolomide).*

The capillary electrophoresis was applied to determine the
dissociation constant of several antibiotics.> Since CZE is a
separation method, it is not necessary for the samples to be of
high purity and known concentration because only the mobilities
are measured. The applicability of CZE for the analysis of
cephalosporin antibiotics has been studied in bronchial secretion as
highly viscous, thick and non-homogeneous samples® and in other
clinical samples such as serum, wound drainage, cerebrospinal
fluid, urine or serum. The obtained results offer possibility for
evaluating actual effectiveness of antibiotics that can promote
optimization of individual drug therapy.

From 2006, following one of the main trend in analytical chemistry,
the separation systems have been designed, constructed and studied
in a microchip more and more often. For the electrophoretic
separations the subnanoliter volume of samples were transported
to the separation channel by a new hydrodynamic sample
injection: split-injection mode. This injection method based
on a simple patterning of the crossing of channels that does
not require sophisticated instrumentation. The sample volume
injected into the separation channel is dependent on the ratio of
the widths of the crossing channels. This injection technique is
tested for zone electrophoresis in native and surface modified
poly(dimethylsiloxane) (PDMS) chips.

Chromatographic packings created from conventional C18
modified silica particles'™" and grounded silica aerogel'?
have been integrated into the microscopic channels without
the use of frits. The packing of the chromatographic
particles into the microfluidic channels is made possible
by the hydrophobic nature and excellent elasticity of
PDMS. Keystone-, clamping-, and anchor-effects provide
the stability and the compactness of the packing and the
attenuated wall-effects were observed.!%!12
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