Uj tipust mikrofluidikai eszk6zok elGallitasa és vizsgalata elektroforetikus, elektrokromatografias,
illetve folyadékkromatografias elvalasztasokhoz

OTKA projekt zaré beszamolé (K75286, 2008.10-2013.10)

Mikrofluidikai laboratérium kialakitasa

A rendelkezésre allo csekély koltségvetés ellenére, laboratériumunkban fontos fejlesztések torténtek
(Zeiss gyartmanyu inverz mikroszkép nagyfelbontasu Zeiss digitalis kameraval, pontosan szabdlyozhaté
perisztaltikus és fecskend6 pumpak, programozhaté nagyfesziiltségli tapegységek, spincoater,
szaloptikds spektrométer, plasma treater) az OTKA tdmogatds, illetve a Cetox Kft. tdmogatdsa révén.
Mindezek segitségével nagyszdmu PDMS-b4l készilt mikrofluidikai csipet terveztiink és készitettiink.
Tanulmanyoztuk az 6nt6forma és a chip el6éllitdsanak optimalizdlasat (UV lampdval valé besugarzas
id6tartama és intenzitdsa, a PDMS keverési aranya, flitési hémérséklet és id6tartama, a spincoater
fordulatszama, a mikrofluidikai csatorna mélysége, szélessége, stb.). A laboratériumunk
(http://inorg.unideb.hu/gaspar_labor ) alkalmassa valt a legkllénb6z6bb mintazatd PDMS mikrocsipek
el6allitasara.

Elektroforetikus elvalasztasok mikrocsipben folyadékmegosztasos mintainjektalas alkalmazasaval [1]

A mikrofluidikai kutatasaink egyik célja az volt, hogy injektalasi mddszert dolgozzunk ki a néhanyszor szaz
pikoliternyi térfogatu folyadékmintak csipbe vald injektalasahoz, hogy ily médon érhessiink el hatékony
z6naelektroforetikus elvdlasztast. Ellentétben az irodalomban taldalhaté nagyszamu, elektrokinetikus
elven torténé injektalasi mddszerrel, munkank sordn olyan Uj, nyomadssal torténd injektdlasi eljaras
kidolgozasat tlztiik ki célul, melynél nem jelentkeznek az elektrokinetikus injektaldasokra jellemzd,
mennyiségi meghatdrozasok pontossagat csokkentd hibak.

Az altalunk kidolgozott folyadékmegosztasos mintainjektdlds a Hagen-Poiseuille térvényen alapul, mely
szamszerlen jellemzi az aramldsi viszonyokat a mikrofluidikai csipben (vizszintes csatorna, laminaris
aramlas). A torvénybdl kévetkezik, hogy a csatorna szélességétél rendkivil nagymértékben (d a negyedik
hatvanyon szerepel) fligg a csatornaba injektalt minta térfogatanak (térfogati aramlasi sebességének)
eloszldsa a kiilonboz6 szélességli csatorndk kozott. Amennyiben a mikrocsipben a szélesebb csatorna
szélessége négyszer nagyobb a tobbihez (keskenyebbekéhez) képest, a szeparacids csatorna hossza pedig
tizszerese a tobbi csatornaénak, akkor mindezekbdl kévetkezik, hogy ha a csatornaba beinjektdlt minta
térfogata 1 ul, akkor a szepardcids csatorndba jutott minta mennyisége csupdn 0,39 nL, amely a 10 cm
hosszlsagu csatorna térfogatanak 0,26 %-a (260 um hosszusagl mintadugd, a csatorna mélysége

mindenitt 30 um), ami optimalis térfogat a kapillaris elektroforetikus elemzések tapasztalatai alapjan.



Miniatiirizalt kapillaris elektroforetikus rendszer kialakitasa [2, 3]

Munkank soran egy olyan mikrocsip alapu kapillaris elektroforézis rendszert fejlesztettlink ki, melynél a
mintainjektalds a mikrocsipben, az elektroforetikus elvalasztds pedig - hasonléan, mint a hagyomanyos
CE készilékekben - egy kvarckapillarisban torténik (1. dbra). Célunk az volt, hogy ne csak az
elektroforetikus elvalasztast miniatiirizdljuk, de a komplett rendszer hordozhaté, kis méretl legyen
(attdl, hogy egy elektroforetikus elvalasztas paranyi mikrocsipben torténik, maga a teljes berendezés
még sokszor sulyos, nagyméret).
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1. dbra A miniatirizalt kapillaris elektroforetikus rendszer felépitése (a,). A PDMS mikrocsipben (b,) térténik a
folyadékmegosztas elvén (c,) alapulé mintainjektalas. A CE kapillaris végén egy PEEK adapterben, szaloptikak
segitségével torténik a detektalas (d,). A CE kapillaris, pumpacsovek, elektrédok csatlakoztatdsa kozvetlendl a
rugalmas miianyag portjaiba torténik (a,).

A nCE rendszerben a kefalosporinokat 8,5 perc alatt alapvonalon sikerilt egymastdl elvalasztani. A rovid
effektiv kapillarishosszak ellenére az elméleti tanyérszamok mindkét rendszerben 5 000-15 000 kozott
valtoztak.

Kromatografias toltetek kialakitasa mikrofluidikai csipekben [4-6]

Kromatografids toltetet tartalmazé mikrocsipeket terveztiink, el6allitottunk és tanulmdanyoztunk.
Kromatografias toltet kialakitdsahoz a hagyomanyos szilikat és C18 lancokkal mdédositott szilikat toltetek
mellett finoman poritott aerogél is hasznaltunk. Mindezen toltetek kromatografids és
elektrokromatografids sajatsagait teszteltiik és jelenleg is vizsgdljuk. A kromatografids részecskéket nem
egy ideiglenes, hanem egy maradandd kialakitasu szlikilet segitségével tartottuk vissza. A szlkiilet a



fotolitografias maszkra rajzolt vonal hatdsara jott létre. (A szlkiilet a maszkon létrehozott vonal miatt
alakul ki az ont6forma készitése soran.) A szlkiilet helyén a csatorna atmérdje kb. 20 um szélesre
sz(ikilt, mikdzben a csatorna magassdaga is jelentésen csokkent. Ez a szlkiilet a folyadék szempontjabdl
szintén atjarhato volt, de az aprd részecskék megragadtak benne, igy tartva vissza az egész toltetet. A
kiilonb6z6 magassagu csatorndk olyan ontéformdk segitségével alakithatok ki, melyek készitése sordn
kiilénb6z6 vastagsagu fotoreziszt réteget visziink fel a Si hordozéra (kiilénb6z6 forgatasi sebességet és
id6t hasznalva). A kiilonb6z6 vastagsdgu fotoreziszt azonos id6tartamu besugarzasaval kilonbozé
szélességl szlikilet nyerhetd, a vékonyabb fotoreziszten szélesebb lesz a szlkilet. Természetesen minél
szélesebb a szlikilet, anndl kisebb a toltet stabilitdsa. Ha a szlkilet nagyobb, mint a visszatartandé
részecske négyszerese, az igy kapott toltet nem lesz elég stabil, nagyobb nyomas alkalmazasa esetén a
toltet 6sszeomlik. 5 um-os részecskék esetén, ha a sziikiilet hossza legalabb 10 um, a sz(kilet hosszanak
nincs hatasa a toltet kialakitasara.

Az elkészilt toltet kromatografids tulajdonsagainak tanulmanyozasat festék komponensek tolteten vald
elvalasztdsanak, dusitdsdnak vizsgalatdval végeztiik. A kék és sarga ételfesték keveréket injektalva a
toltetre a kék komponenst megkot6dott, mig a sdrga komponens szabadon athaladt rajta. A két festék
izokratikus koriilmények kozott is elvalaszthatd volt, 35% metanol-viz eleggyel a festékek egymasutan
eludlhatdk a toltetrdl. A toltet 0,5 mm hosszu szakasza mar elegendé volt az 1 nL térfogatu (250 pum
hosszlsagu) minta elvdlasztasahoz. 3 bar nyomast alkalmazva nagyon gyors, 7 s-nal gyorsabb elvalasztast
akkor értik el, amikor kozvetlenil a toltet legvégén detektdltunk. Mivel a toltet vastagsaga az atlatszo
PDMS mikrocsipben csupan 35 um, igy a toltet maga is viszonylag atlatszd, a festékek a tolteten is
vizualisan megfigyelhetdk, szinintenzitasuk detektalhaté (2. abra).
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2. abra Mikroszképos fényképek kék és sarga ételfestékek C18 szilikaaerogél tolteten torténd elvalasztasardl, 35%
metanol-viz mobilfazist alkalmazva. (Az a és d felvételek kozotti id6tartam 8 s, az dramlasi sebesség 2 nL/s volt.) Az
elvédlasztas kromatogramjait a toltet elejétsl mért kiilonboz6 (0,2; 0,3; 0,5 és 1 mm) tavolsagokra a szinintenzitasok
regisztralasaval kaptuk (e).



Tobbcsatornds kromatografias téltetek kialakitasa mikrofluidikai csipekben [7, 8]

Olyan parhuzamosan folyd, szimultan elemzéseket lehetévé tevé mikrocsipeket fejlesztettiink ki,
melyekben 3 vagy 12 szeparacids csatorndban azonos tipusu (C18) tolteket alakitottunk ki a csatornabeli
szlikiiletek segitségével. A sz(ikiletet (azaz egy csupan 8-10 mikrométer széles, 50 um hosszu csatornat)
eleve megrajzoltuk a litografidas maszkon az ont6forma készitéséhez. A mikrocsipben igy kialakitott
szlikiilet a folyadék szempontjabdl atjarhatd, de a kromatografids részecskéket visszatartja. Ezen
rendszerek egyik legnagyobb elénye a parhuzamos mérések végrehajtdsanak lehetGsége. Ha a
parhuzamos csatornakban azonos kromatografids tolteteket hozunk létre, kilonb6z6 mintakat
elemezhetlink egyszerre. Azonban egyetlen mintat tobb télteten is elemezhetiink egyidejlileg, ha a
csatornakba kiilonb6z6 tipusu kromatografias tolteteket integralunk.
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3. abra Mikroszkdpos fényképek kék és sarga festékek keverékének elvalasztasardl 12 parhuzamos C18-as tolteten
(p: 0.5 bar, V: 0.5 uL). A mikrocsipbe injektalt egyetlen minta 12 egyenld részre oszlik a toltetek elétt (a). Mig a kék
festék teljesen megkotSdik a toltet elején, a sarga festéket a vizes mobilfazis széllitja (b). A mobilfazist metanolra
cserélve a kék festék is elualddik (c). A kromatogramokat a toltet elejétél 0,5 mm-re (nyillal jelolve), a
szinintenzitasok mérésével kaptuk (d). Az elméleti tdnyérmagassagnak a linedris dramlasi sebességtdl valo fliggését
bemutaté (van Deemter) diagram, melyet a kék festéknek a parhuzamos tolteteken valé ellcidi alapjan hataroztunk

meg (e).



Legujabban [8] a tobb kromatografids toltetet tartalmazé PDMS mikrocsipet az irodalomban el&szor
alkalmaztuk on-line kapcsolasos langspektrometrias detektaldssal Cr(VI) dusitasara és meghatarozasara
(4. abra).
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4. dbra C18 kromatografias tolteteket tartalmazé PDMS mikrocsip sematikus (nem méreth) rajza (a,) és fényképe
(b,) (20 mm x 1 mm x 0.1 mm, 5-um részecskék, az S port a minta bejuttdsara és az effluens kivezetésére; az E port
pedig az eluens bevezetésére szolgal). (c,) A mintak parhuzamosan injektalhatok a mikrotoltetekre az S porton
keresztll, majd az adszorbealt Cr(VI) a kdzos E port fel6l elualhatd. (d,) A Cr(VI) kromatografias tolteten torténé
dusitasardl késziilt fénykép. Az effluens tartalybdl kdzvetlenil szivja fel a mintat a FAA spektrométer porlasztd
kapilldrisa (e,) A FAA spektrométerhez kapcsolt mikrocsip elrendezése.

Feliileti plazmon rezonancia spektroszkopia alkalmazasa elektroforetikus rendszerekben egyes
komponensek detektaldsahoz, illetve feliileti adszorpcids vizsgalatokhoz [9, 10]

Egy miniatdrizalt kapillaris elektroforézis rendszert fellileti plazmon rezonancia (SPR) spektroszkdpias
detektdlassal kapcsoltunk 6ssze. A CE-SPR rendszerben a szeparaciés 20 cm hosszu kvarckapillaris végeit
PDMS mikrocsipekhez csatlakoztattuk. Az egyik mikrocsipben spit-flow injektalast alkalmaztunk a kb. 1 nL



mintatérfogat kialakitasara, a masik mikrocsipet kozvetlenil az SPR készilék aranyfilmmel bevont
szenzorara helyeztiik, és ebben alakitottunk ki egy csupan 1 nL térfogatu detektorcellat. Az SPR
univerzalis detektalast biztosit, igy nem-UV aktiv komponenseket (pl. glikolt) is meghatdrozhattunk (LOD:
1-10 pmol).
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5. dbra PDMS mikrocsip a mintadugd kialakitasahoz és CE kvarckapillarisba valo bejuttatasa a folyadékmegosztas
elvén alapulé injektalasi mddszerrel (a,). Az SPR szenzor felliletére helyezett, a CE kimeneti kapillarisat fogadd
PDMS platform, ami magaba foglalja az SPR detektalashoz szlikséges atfolydcellat is (b,). A miniatdrizalt CE-SPR
rendszer elrendezése (c,)

Az SPR spektroszkdpiat alkalmazhattuk a legkilonb6z6bb anyagok (szervetlen ionok, kisebb neutralis
poldris és apoldaris vegyiletek, detergensek, fehérjék) PDMS fellletén térténd adszorpcidjanak kozvetlen
vizsgdlatara is, amennyiben az aranybevonatu szenzor fellletét 100 nm-nél vékonyabb PDMS réteggel
vontuk be (a PDMS-t 300-szorosan higitottuk hexdnban, majd spincoater-t alkalmaztunk). Azt taldltuk,
hogy a nagymolekuldk (fehérjék, celluldéz) gyakorlatilag irreverzibilisen koétédtek nem-specifikus
adszorpcidval a pordzus, hidroféb PDMS feliiletére, de a tobb aromas csoportot tartalmazé molekuldk,
vagy kisebb detergensek (pl. CTAB, SDS) adszorpcidja is jelentds. Ez utdbbi tapasztalatunk alapjan
igazoltuk, hogy a PDMS-el bevont kvarckapillarisban dinamikus réteg alakithatdé ki a detergensek
segitségével.

Egyéb, az OTKA kutatasi témahoz kapcsolodé mikrofluidikai vagy elektroforetikus vizsgalataink

Bizonyitottuk, hogy az atomspektrometrids kiértékeléshez haszndlatos mikrofotométerek kivaléan
alkalmazhatdk mikrocsipeken a mikrofluidikai csatornak apré szakaszain a nanoliternyi térfogatu aramlo



folyadékszegmensek, illetve a csatornavégeken kialakitott portokban nagyobb térfogati mintarészletek
nagyobb érzékenységl spektrofotometrias detektalasara [11].

Kifejlesztettlink egy Uj, PDMS alapu, miniatirizalt, kényszerdramoltatott papirkromatografids modszert,
melyet jelenleg mikrofluidikai eszkozokkel kombinalunk, illetve elektroforetikus elvalasztasokhoz
alkalmazunk [12].

Elektroforetikus elvalasztasi modszerek kidolgozasa gyogyszervegyiiletek (temozolomid, kefalosporinok)
és MRI kontrasztanyagok meghatarozasahoz klinikai mintdkban (szérum, vizelet, tumor). A CZE és MEKC
elemzések precizitasanak vizsgdlata, és javitasa tobb bels6 standard egyidejli alkalmazasaval [13].

Az Un. peptidtérkép vizsgalatoknal a tripszin dnemésztését kikiliszobolhetjik, ha valamilyen felileten
immobilizaljuk, igy nagyobb koncentrdciéban alkalmazhatjuk, tehat gyorsabb emésztést érhetlink el. A
PDMS attetsz8, pordzus, nagy fajlagos fellletl, hidroféb polimer, kdzismert, hogy szamos anyag,
kilonosen a nagy makromolekuldk kivdléan adszorbedlddnak fellletére, ezért alkalmas alapanyag lehet
tripszin immobilizdlasahoz. Nemcsak PDMS mikrocsipek csatornaiban, de PDMS-sel bevont CE
kapillarisokban vizsgaltuk a tripszin PDMS-en torténd adszorpcidjat. A tripszin adszorpcidjanak erGsségét
a PDMS feliletére AFM, UV ill. SPR spektroszkdpias technikakkal vizsgdltuk. Miutdn megallapitottuk,
hogy az adszorpcid gyakorlatilag irreverzibilis, az enzim aktivitasat vizsgaltuk UV spektrometrids és CE
mérésekkel. Ezen eredmények alapjan a rendszer alkalmas lehet mikrofluidikai csipben torténé gyors
fehérjebontasra peptidtérkép vizsgalatokhoz (CE vagy MALDI-MS), jelenleg ebbe az irdnyba folytatjuk
munkankat.

Micellaris elektrokinetikus kapillariskromatografias (MEKC) mddszert dolgoztunk ki a semleges és ionos
Gd3+-tartalmu kontrasztanyagok (klinikai vizsgalatokban mar hasznalt illetve bevezetés alatt all6 Gd3+-
tartalmi  MRI kontrasztanyagot [Gd-DTPA-BMA (Omniscan), Gd-HPDO3A (ProHance), Gd-DOTA
(Dotarem), Gd-AAZTA, Gd-BOPTA (Multihance) és Gd-DTPA (Magnevist)]) egyideji meghatarozasara
spektrometrias detektdldssal. Az alkalmazott MEKC technika UV spektrofotometrids detektdlassal
lehet6vé tette az MRI vizsgalatokhoz haszndlt kontrasztanyag, a Gd(DTPA-BMA) tartalom koézvetlen in
vivo meghatarozasat betegek vizelet- és szérummintdiban [14].

MEKC mddszerrel meghatdroztuk a temozolomidot (daganatellenes gydgyszer) és azok bomlastermékeit
(MTIC, AIC), és kovethet6 volt a viszonylag gyors (ti/, szérumban: 33 perc) atalakulds modell oldatokban
és szérumban. Betegektdl vett szérummintakbdl mind a temozolomid, mind az AIC, agydaganatokbdl
pedig a temozolomid volt kimutathatd. A MEKC-el rugalmasan valtoztathatod kisérleti koriilményekkel
lehetdség van akar 1 percen beliili gyors elvalasztdsokra, akdar a mérendé komponensek egymastdl,
illetve a komplex matrixtartalmu minta sokfajta komponensétél vald nagyfelbontasu elvalasztasara [15,
16].

Az OTKA projektet 1 évre sziineteltettlik, mivel a témavezet6 egy HAESF Gsztondijjal az OTKA kutatasi
témamhoz kapcsoléddé témaban dolgozhatott Prof. Frank A. Gomez laboratériumaban (Miniatirizalt
fellileti plazmon rezonancia szenzor kifejlesztése, Department of Chemistry, California State University,
Los Angeles) az OTKA palyazat kutatasi céljainak sikeres teljesitése érdekében.
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