Bevezetés

A ,Mikroelektroforetikus eszkozok fejlesztése bioanalitikai alkalmazésokhoz” cimit NN127062
azonositd sz&mu projekt célja nagy felbontast hidrofil kolcsdnhatés elektrokromatogréfias
(HICEC) elvalasztasi modszerek kifejlesztése €s kiilonbozd célu bioanalitikai alkalmazasa volt. A
kutatasi tervnek megfelelden 1j, nagy felbontasti hidrofil kolcsonhatas elektrokromatografias
(HICEC) modszerek és mintaeldkészitési eljarasok keriiltek kifejlesztésre. A projekt
megvalositasa soran megtortéent a HICEC technoldgia integréldsa a nagyfelbontasu kapillaris
elektroforézis elvalasztasok folyamatéaba offline és online modon egyarant. Az elvégzett munka
soran harom, kiilonb6z6 tipust HICEC eljarast dolgoztunk ki és vizsgaltunk meg: A) polimer
pszeudo alléfazis (HICEC-PSP); B) porozus réteggel bevont kapillaris (HICEC-PLOT), és C)
monolit all6fazissal kitoltott kapillaris (HICEC-MONO). A HICEC technoldgia fejlesztésénél
fontos szempont volt az Gj mddszerek integralhatésaganak biztositasa a palyazat tébbi partnere
altal kifejlesztett mikroelektroforetikus bioanalitikai platformba, kezdve a bioldgiai mintak
mintaelOkészitéstdl (koreai, szlovak ¢és lengyel kutatocsoportok) az ultranagy érzékeny
detektalasig (cseh kutatdcsoport). Az elvégzett szakmai munka tartalmi szempontbol a benyujtott
és elfogadott kutatasi terv szerint kerllt megvalositasra, ugyanakkor a COVID19 jarvany
csuszasokat okozott az litemtervben, melyeket szerzodésmodositassal kezelni tudtunk.

Polimer pszeudo alléfazisok

A nem-ionos polimer pszeudo alléfazisok (PSP) az elektrokromatografias elvalasztasok egyik
legigéretesebb képviseldje. PSP esetén a nem-ionos hidrofil polimer az elvalasztd pufferben kerl
feloldasra. A leggyakrabban alkalmazott polimerek a polietilén oxid, a polivinil alkohol, a linearis
poliakrilamid és ezek kiilonbozé aranyl keveréke. A projekt soran megvizsgaltuk kiilonb6zo
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viszkozitas noveld adalékanyagok elvalasztasra gyakorolt hatdsat.

Komplex cukrok hidrofil interakcids elektrokromatografias folyamatanak megértése érdekében
kiilonb6z6 homérsékleteken vizsgaltuk az  aktivalasi energia hatdsdt szénhidratok
végeztiink 20, 30, 40 és 50 °C-on, kiillénbdz6 mennyiségii polietilén-oxidot (PEO) tartalmazé PSP
rendszerekben. Az elvéalasztds soran fontos szerepet jatszd kiilonb6zé mechanizmusok
megkiilonboztethetdségének érdekében a polimer adalékon kiviil megvizsgaltuk az etilén glikol,
mint viszkozitas noveld adalék hatésat illetve a merésket elvégeztik novekvd koncentracioju
szerves komponenst (acetonitril) tartalmazo hattér elektrolitban is. Teszt molekulaként linearis
cukorstrukturak homolog sorat (a1-4 kotési gliikkoz oligomerek) valamint human immunoglobulin

glikoproteinrél enzmisen lehasitott elagazo lancu oligoszaharidok elegyét alkalmaztuk.

A sorozatmérések soran meghatarozott mobilitds értékek logaritmusat a homérséklet
reciprokaként abrazolva az Un. Arrhenius diagrammokat kapjuk. Az Arrhenius diagram
egyeneseinek meredekségébdl az aktivalasi energia kozvetleniil szamolhatd. Szénhidratok
elektromigracidja soran az aktivalasi energiat ugy lehet értelmezni, mint ami a surlodasi erd
valamint a cukormolekula és az elvalasztd kozeg kozott fellépd intermolekularis kdlcsonhatasok
leklizdesehez szilkseges energia 6sszege. A Kisérleti adatok kiértékelése soran az adalékok



koncentracigjatol fiiggéen aktivalasi energia valtozast tapasztaltunk linearis maltooligoszaharidok
esetén, mely a molekularis konformécid valtozasokhoz volt koéthet6. A mobilitas értékek
logaritmusat a hattérelektrolit PEO tartalmanak fuggvényében abrazolva az an. Ferguson abrat
kapjuk, melyb6l a retardacios koefficiensek kozvetleniil szamithatoak. Méréseink alapjan
megallapitottuk a szamitott retardacios koefficiensrél, hogy a viszkozitasra jellemz6 komponens
¢s a szénhidrat minta adalék polimerrel vald kolcsonhatasara jellemz6 komponens 6sszegének
tekinthetd.

Az igy kifejlesztett PSP elektrokromatografids madszert sikeresen alkalmaztuk alacsony energiju
protonnyaldbbal  besugérzott human immunoglobulinok  N-glikozilaciés  profiljanak
meghatarozasara, abbol a célbol, hogy hosszas {irutazds soran (Pl. Mars utazds) a galaktikus
kozmikus sugarzads és naptevékenység hatasra esetlegesen kialakul6 betegségeket idejekoran
lehessen diagagnosztizalni. Besugarzasra Van de Graaff generatort és Tandetron gyorsitot
alkalmaztunk. A novekvd besugarzas hatasa jol megfigyelhetd Tandetronbol szarmazd 36000,
54000 és 180000 Gy dozisu protonnyalabbal kezelt human immunoglobolinok és kezeletlen
kontrol minta dsszehasonlitasnak esetében.

Porozus réteggel bevont kapillarisok

A HICEC-PLOT esetében, az oszlopok belsd falan funkcionalizalhato, viszonylag vastag pordzus
hordozoréteg van, amely minden esetben egy nagyon kis atmérdjli szabadon atjarhatd térrészt
biztosit koaxialisan az oszlop tengelyében. A polimer alapti monolit alléfazisok rendelkeznek a
polimerek elényds tulajdonsdgaikkal, azaz nagy pH stabilitast és kiemelkedd mechanikai
szilardsagot mutatnak. A porozus polimerekben a diffiiziés anyagatadas masodlagos jelentdségi,
igy a konvektiv anyagatadas a jellemzd transzportmechanizmus, mely kiemelt szereppel bir
elektrokromatografids elvalasztdsok soran, ahol az elektroozmotikus 4ramlds miatt dugdszerii
aramlasi profillal rendelkezé kényszeraramlas biztositja a komponens transzportot.

A projekt soran kidolgoztott Uj, nagyfelbontasi HICEC-PLOT elektrokromatografias elvalasztasi
modszer lehetéséget biztosit a fluorofér jeldlt glikanok eddiginél nagyobb felbontasa kvalitativ és
kvantitativ analizisére. Mig a lézer indukalt fluoreszcens detektalasu kapillaris elektroforézis (LIF-
CE) esetében minden egyes glikan ugyan olyan érzékenységgel detektalhatd (hiszen mindegyik
eltéré cukor molekulat ugyan olyan modon és csak egy pozicioban jel0lunk) addig a kapillaris
elektroforézis tomegspektrometeres detektalasa (CE-MS) esetében a kiilonb6z6 cukrok eltérd
modon ionizalodhatnak. A CE-MS mennyiségi meghatarozas soran fellépé Gn. rendszeres hiba
kikuszobolésének érdekében kifejlesztettiink egy olyan (j modszert, ahol a CE-MS interfész
Taylor-kup részében a tomegspektrometrias meghatarozassal (kvalitativ) parhuzamosan lehetdség
van LIF jel (kvantitativ) detektalasra is. A Taylor-kup a folyadék fazisu elvalasztas legutolsod
szegmense, azaz az a pont, ami éppen kilép a kapillarisbol. Ez a pont térben és iddben optimalis
lehetdséget biztosit az optikai jel detektalasara. Az optikai és tomegspektrometrids jelek
Osszevetésébol minden eddigieknél pontosabb, szimultan kvalitativ és kvantitativ analizis valik
lehetvé, hiszen a jelek egyazon elvéalasztosbol szdrmaznak igy nem 1ép fel a reprodukalasbol
szarmaz6 migraciés idoben tapasztalhat6 eltérés.

Monolit all6fazisok



A HICEC-MONO esetében in situ polimerizaciot alkalmaztunk pordzus monolit oszloptoltet
kialakitasara, amely a kapillaris teljes belsé atmérdjét kitolti. A kapillaris bels6 falan talalhato
szilanol csoportok (Si-OH) szilanizald szerrel torténé kezelése kulondsen fontos a monolit
rogzitéséhez. A porogén rendszer megfeleld6 megvalasztasa megkonnyitette az optimalis
pérusszerkezetli és megfelelé anyagatadasi HICEC-MONO oszlopok kialakitasat. A HICEC
szeparacios eszkozok fejlesztése jelentés szerepet jatszott a projekt megvalositasaban, mivel a
monolit all6fazisok nem csak offline hanem online madon is integralhatéak az elvalasztasi
rendszerbe, igy minta pre-koncentralasi feladatokat is el tudtak latni.

A HICEC-MONO Kkapillérisokat in situ polimerizacioval allitottuk elé6 az aldbbi eljaras
segitségével: elsé lépésként UV transzparens szilicium-dioxid kapillaris belsé feliiletét
elékezeltiik. Ehhez 1 M NaOH, 0,1 M HCI és vizes mosasokat alkalmaztunk, ezutan acetonnal
eltavolitottuk a maradék vizet a kapillaris belsejéb6l és nitrogéngaz atfuvatassal 120°C-on
Kiszaritottuk. Ezt kovetéen Metakril-oxi-propil-trimetoxi-szilan  (MAPS)  segitsegével
funkcionalizaltuk a kapillaris bels6 falat. Enhez a MAPS 50%-0s acetonos oldataval feltoltottik a
kapillarist, szilikon szeptum dugoval lezartuk a kapillaris mindkét végét, majd 100°C-on
inkubaltuk 2 dra keresztil. A reakcio lejatszédasa utdn metanol-viz 1:1 ardnyd keverékével és
metanollal mostuk a kapillarist majd nitrogéngazzal Gjra kiszaritottuk.

Az igy kapott funkcionalizalt kapillarisban mar kialakithaté volt a monolit ll6fazis. Ehhez
Etilénglikol-metakrilat-foszfat (EGMP) monomert hasznaltunk, amihez Akrilamid - Biszakrilamid
(19:1) keveréket adtunk. Gyokos inicidtornak 2,2-azobiszizobutilnitrilt (AIBN), a porusméret
beallitasdhoz Dodekanolt, olddszernek pedig Dimetil-szulfoxid-ot (DMSO) és Dimetilformamid-
ot (DMF) hasznaltunk. Az igy kapott reakcidelegyet keverés utdn 20 percig ultrahanggal
szonikaltuk, majd nitrogén gazt buborékoltattunk at rajta, hogy a reakcibkomponensek
hidnytalanul feloldddjanak és eltavolitsak a levegd oldott oxigénjét az oldatbol. A MAPS
kezeléshez hasonl6an feltoltottik a kapillarist a reakcideleggyel, a végeit lezartuk és a monolit
vegil pedig UV kemencében 15 perc alatt lejatszattuk a polimerizacios reakciot. Végul az
elkészilt monolitot metanollal mostuk. A kész monolit foszfat funkcids csoportjaihoz cirkonium
ionokat rogzitve kaptunk funkcionalizalt IMAC-Zr monolitot (angol terminolédgia szerint
roviditve: ,,immobilized metal affinity chromatography”). Ehhez a kapillarist feltoltottik ZrOCl;
oldattal és a végeit lezarva tartva egy éjszakan at, szobahdmérsékleten lejatszodott a reakcio. Az
igy kapott Zr modositott monolitbdl vizes mosassal tavolitottuk el a nem reagalt reakcid
komponenseket.

Monolit all6fazis alkalmazasa offline és online prekoncentralasnal

A Zr modositott IMAC monolitok képesek ionos és koordinacios kotések segitségével megkotni a
szulfat csoportokat, igy alkalmasak APTS jel6lt cukrok immobilizalasara és prekoncentralasara,
mely a beszamolasi iddszak legfontosabb alkalmazastechnikai feladata volt. Amennyiben
ataramoltatunk egy, a kapillaris térfogatahoz képest relative nagy térfogatu, de kiskoncentracioju
APTS jel6lt komplex cukor mintat az igy kialakitott monolit oszlopon, majd elualjuk a kikotott
mintat a kiinduléasinal kisebb térfogatban, a minta nagyfoku dusulasat érjik el. A minta (~100-200
ul) felkdtéséhez savas kortlmeények sziikségesek, ezért 0,5% hangyasavat adtunk a mintahoz. A



felkotesi 1épés kozben a kapillaris elektroforézis berendezés lézer indukalt fluoreszcens (LIF)
detektoraval ellendriztiik, hogy a monolit valoban megkototte a jeldlt cukrokat. A felkdtést
kovetden 0,5% vizes hangyasav oldattal mostuk az oszlopot. Az dsszeallitott rendszert megbontva
fluoreszcens mikroszkoppal is ellendriztiik, hogy a minta valoban Kikotott-e a monolit all6fazisra.
Az eluélashoz bazikus kémhatas szlikséges, amihez 3 M NH4OH oldatot hasznaltunk. Az LIF
detektor megfelelGen regisztralta, hogy a betéményitett minta, keskeny zénaban (~1 perc) és kis
térfogatban (~1 ul) elualodott.

Nemzetkozi egyiittmiikodés

A fent réviden bemutatott eredményeinket a projekt megvalositas harom és fél éve soran
folyamatosan megosztottuk a nemzetkdzi konzorcium tagjaival (Korea, Csehorszag, Szlovakia és
Lengyelorszag), akik integraltdk illetve sajat rendszereikhez adaptaltdk az (j kapillaris
elektrokromatogréfias eljarasokat az altaluk fejlesztett online mintael6készitési és
prekoncentracios technikakhoz, tébbek kodzott az csepp-mikroextrakciohoz (SDME), in-tube
mikroextrakciéhoz (ITME) valamint a folyadék-extrakcids fellilet analizishez (LESA). Az igy
kialakitott kapcsolt eljarasok jelent6sen hozzajarulnak a nagyhatékonysagl és nagy
felbontoképességli 11j bioanaltitikai modszerek elterjedéséhez mind ipari mind akadémiai
kornyezetben.
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