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Zebron ZB-624Plus -
illékony amin vegyiiletek

Drasztikusan csokken a komponensek
adszorpciéja, kivalé csicsszimmetria

elemzése

Ramkumar Dhandapan, Yuri Belov
és Rola El abaji

Phenomenex, Inc.

Forditotta: Szasz-VVadasz Tas
Gen-lab Kft.

Bevezetés

A szerves szintézisek soran, kiilénésen a gyogyszer-
iparban, jelent6s szerepet jatszanak az illékony amin
vegylletek (pl. trietilamin). Amennyiben egy gydgyszer
hatéanyag szintézise soran felhaszndlasra kerll egy
vegyllet, legyen az koztitermék, reakciopartner
vagy oldészer, a hatdanyagban be kell bizonyitani,
hogy a mennyisége a limit szint alatt van. Az illékony
vegylletekre vonatkozé limiteket az ICH Q3C(R6)
guideline tartalmazza.

Az amin vegylletek aktiv funkcids csoportja masodlagos
polaros kolcsonhatas eredményeképp adszorbedlédnak
a GC fazis fellletére, ami kromatografiasan kihivast
jelent. A tiszta olddszerbdl torténé injektalas, vagy un.
headspace injektalas ellenére elkenéd6é (,tailinges”)
csucsokat kaphatunk. A maradék oldészer vizsgalatokhoz
az USP a G43 kolonna tipust irja el6, melyen egyarant
elvalaszthatdak az alacsony és magas forrpontd, illetve
polaros és nem polaros olddszerek. Az ilyen tipusu
kolonnan az illékony amin vegytlletek a masodlagos
kolcsonhatasok miatt nem szimmetrikus cslcsalakkal
elemezhetéek. A Phenomenex Uj Zebron ZB-624PLUS
GC all6fazisa lehetévé teszi, hogy ezen vegylletek
megfeleléen szimmetrikus cslcsalakot adjanak, ezt
mutatjuk be az alabbi abrakon.

GC-FID mérési
koriilmények

Kolonna: Zebron ZB-624 PLUS

Méretek: 30meter x 0.32 mm x 1.80um
Cikkszdm: 7HM-G040-31

Injektalas: Split 20:1, 200°C, 1 pL
Javasolt liner: Zebron PLUS Straight

240 Z-Liner™

y Liner cikkszédma: AG2-0A03-05
Viv6gaz: Helium, 1.8ml/perc (dllandd)

200 Felf(itési program: 50°C 1 percig, majd
200°C, 20 °C /perc, majd 200 °C
e 5 percig
160 Detektor: FID, 250°C
Minta: 1. Isopropylamine
. e 2. Diethylamine
20 3. Triethylamine

1|

20 25 a0 as a0 as 50

51 AppID 24778

El

1. abra Illékony amin vegytletek vizsgalata
Zebron ZB-624Plus kolonnan

Megfelelé polaros és nem polaros,
alacsony és magas forrasponti
oldészerek elvalasztasara, az ESC™
technoldgianak készénhetéen
magasabb homérséklet stabilitas és
alacsony vérzés jellemzi az alléfazist

Magas hémérsékleten is hasznalhaté
(300/320°C)

2. abra Zebron ZB-624Plus elényos tulajdonsagai

Eredmények és kiértékelés

Az 1. abran isopropil-amin, dietilamin és trietilamin
analizise lathatd az Uj Zebron ZB-624PLUS kolonnan.
A komponensek koncentracidja 500ppm. A modern
deaktivalasi technoldgianak kodszonhetéen (2. abra)
a Zebron ZB-624PLUS alléfazison az illékony amin
vegylletekre is szimmetrikus kromatografias cstcsokat
kapunk. A cslcs asszimetria érték 0,8 és 1,5 kozott
elfogadhatd, ahogy az az 1. tablazatban is lathatd,
mindharom vegylletre teljesil a feltétel a mérés soran.

Harom modern fazist hasonlitottunk ¢ssze (Zebron ZB-
624PLUS, Restek Rxi-624Sil MS, Agilent DB-624-UI)
illékony amin vegylletek analizisére, a mérési eredményt
a 3. abran és a 2. tabladzaton mutatjuk be. A kromatogram
szerint a Zebron ZB-624PLUS kolonnan a jobb
csucsszimmetria mellett az oszlop nagyobb érzékenysége
is lathatd. A Zebron deaktivalasi technoldgidja nagyobb
hatékonysagot eredményezett, mig az Agilent DB-624 UI
fazison a legnagyobb a cslcsasszimetria.

GC-FID mérési
koriilmények

Kolonna: Zebron ZB-624 PLUS,

Restek Rxi-624Sil MS,

Agilent DB-624UI Ultra Inert

Méretek: 30meter x 0.32 mm x 1.80pm
.2 Injektalas: Split 20:1, 200°C, 1 uL
Javasolt liner: Zebron PLUS Straight
Z-Liner™

Liner cikkszama: AG2-0A03-05
Viv6gaz: Helium, 1.8ml/perc (dllandd)
Felfiitési program: 50°C 1 percig, majd
200°C, 20 °C /perc, majd 200 °C

Zebron™ ZB-624pLus - 500 ppm
Restek® Rxi®-624Sil MS - 500 ppm
Agilent® DB®-624UI Ultra Inert - 500 ppm

2604

240

220 1 ‘
2004 ‘

180 '
5 percig
1604 ‘ Detektor: FID, 250°C
Minta: 1. Isopropylamine

PA

2. Diethylamine
‘ H 3. Triethylamine

Arossz csticsalak oka
80 4 ‘ akomponensek adszorp-

cidja afellleten

3. abra Illékony amin vegylletek 6sszehasonlité mérése
kilonboz6 624 tipusu alléfazisokon
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ZB-624 pLus™ @ 50 ppm (App ID 24786)

604

koncentracié esetén is

3 Kivalé cstcsalak alacsony
a
50 4 |
|

— IPA

404 ‘w

pA

304 |
204 ‘

| |
104 | |

4. abra Illékony amin vegyiiletek vizsgalata 50ppm

App ID 24786-87
g [l Aop

kevésbé jelentkezik. A deaktivalasi folyamat utan minden
Zebron ZB-624Plus kolonna egyedi minGségbiztositasi
folyamaton megy keresztll. Vizsgaljak az allofazist
savas és bazikus karakterisztikaju vegyuletekkel
egyarant, annak érdekében, hogy az On laborjdban és
mérései soran a legmedfelelébb kromatografids képet,
szimmetrikus cslcsokat kapjon.

2. téblézat Illékony amin vegyUIetek csucsszimmetria

koncentracioban 00 pp ZB-624pLUs Rxi-624SilMS DB-624UlI
1 Isopropylamine 1.3 1.6 41
2 Diethylamine 1.2 1.3 7.9
1. tablazat Illékony amin vegyilletek csucsszimmetria értékei 3 Triethylamine 10 10 5.1
Zebron ZB-624Plus kolonnan
Cslcs ‘ Komponens ‘ Csucsszimmetria . ;
1 Isopropylamine 1.3 Osszefoglalas
2 Diethylamine 1.2
3 Triethylamine 1.0
A Zebron ZB-624PLUS oszlopok illékony amin

vegylletekre is szimmetrikus kromatografias cslicsokat
adnak mar kis koncentracioban is, e mellett a modern
deaktivalasi  technoldgianak  koszonhetéen  nagy
hatékonysaggal elemezhetéek. Minden oszlop egyedileg
tesztelt, készen arra, hogy a legjobb megoldast nyujtsa
Onnek.

A 4. dbran a fent nevezett illékony amin vegylletek
mérése lathaté, 50ppm és 100ppm koncentracioban.
Altalanossagban elmondhatd, hogy a kis koncentracidéban
az amin vegylletek cslcsalakja ,tailinges”, ugyanakkor
lathatd, hogy a ZebronZB- 624PLUS alléfazison ez a hatas

d
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FALCON 2 PN™ TECHNOLOGIES

Uttéré a GC-k kozétt: ) )
CALIDUS MIKRO GAZKROMATOGRAF

Bizonydra mdr On is eljdtszott a gondolattal, hogy milyen jé lenne mérését 20 perc helyett 5 perc alatt
befejezni. A Calidus mikro GC ebben segitségére leheft!

Elégedett lesz ezzel a készUlékkel, ha szeretné:

- hogy GC késziléeke tizedakkora helyet foglaljon
- gdzkromatogrdfidnak fogyasztdsa tizedére csékkenjen
- hogy eszkéze pontosabban és sokkal gyorsabban mérjen, mint egy hagyomdnyos GC

h_-_l

Mindez ma mdr megvaldsulhat az On laborjdban is
a Teledyne - Falcon mikro GC segitségevel!

Lﬁ.lJul..‘.r
” .. ’ . s e 7 7 yaRxy #
Ellendrzott alkalmazasok listgjaert kerjuk keresse fel a
kévetkezd honlapot: falconfast.net
Kérdése van? Forduljon hozzank bizalommal! ||m”" ““Uu

Kapcsolattarto: dr. Kérpati Péter
E-mail: karpati.peter@labex.hu Tel.:

TR LU
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Your lab solution partner
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Terazosin
Gyogyszerkonyvi
maodszer aktualizalasa

Kormany Robert, Enesei Daniel
Egis Gydgyszergyar Zrt.

Bevezetés

Az Eurdpai Gyodgyszerkonyv (Ph. Eur) terazosin
gyogyszerhatdéanyag esetében 15 terazosin szennyezG6t
hataroz meg, melybdl 10 specifikalt (1. dbra). A terazosin
szennyezésprofil vizsgalatdt a monografia szerint két
kiilonb6zé folyadékkromatografids moddszerrel kell
elvégezni, melyek mérési ideje 40 perc és 45 perc [1].
A kétféle mddszert a vizsgalandé komponensek kozotti
nagy szerkezetbéli eltérés indokolja (altaldnos ellcids
probléma). A mddszerek hatranya a hosszu elemzési id6
mellett, hogy egy mddszerrel nem oldhaté meg az 6sszes
szennyezO elvalasztasa, ezért vagy két késziléket kell
parhuzamosan Uzemeltetni, vagy a méréseket egymas
utan ugyanazon a készlléken kell elvégezni, ami az
elemzés idGszlikségletét még jobban megndvelné.
Eurdpai GyodgyszerminGségi Igazgatésag (European
Directorate for the Quality of Medicines, EDQM) ezen
okok miatt Uj mddszert szeretne a Ph. Eur. monografiaba,
melyben egy modszerrel vizsgalhaté a hatéanyag mellett
a az Osszes szennyez6 komponens (az elvalasztas
hatékony és szelektiv), valamint a mai kor igényeinek
megfeleléen kell6en rovid.

o8

ey

i,

Munkank soran célunk egy olyan modszer kidolgozasa
volt, amely megfelel az EDQM a&ltal megfogalmazott
kritériumoknak.

El6kisérletek

A modszerfejlesztés soran szamos korlatot kellett
figyelembe vennink. Ahhoz, hogy magas pH
tartomanyban, az oszlop élettartamanak jelentls
csOkkenése nélkual tudjunk mérni, pH tlro, forditott
fazisi hibrid toltetet kell alkalmazni. Mivel az Imp
N és Imp L polaris jellegliek, ezért forditott fazisu
korilmények kozétt nincs megfelel6 visszatartasuk, igy
nagy viztartalma kiindulasi mozgéfazis 6sszetételt kell
alkalmazni (5% MeOH). Az 6sszes komponens nem oldédik
kelléen ,gyenge”, nagy viztartalmu olddszerben, ezért
a gradiens ellcié végén magas szerves olddszertartalom
szlikséges az 6sszes komponens eludldsdhoz. A magas
szerves olddszer tartalom miatt azonban kis térfogatu
injektalast kell alkalmazni, hogy ne torzuljon a koran
elualédé komponensek cslcsalakja. Az Imp N-nek és
az Imp O-nak nincs megfelel6 UV aktivitasa, ezért
alacsony detektalasi hulldmhosszt kell valasztani, ami
szUkiti a pH-tompitd anyagok alkalmazhatdésagat.
Az elvalasztandd komponenesek kozott talalhatd
szerkezetileg nagyon hasonld (pl. Imp I és Imp K) és
nagyon eltérd (pl. Imp L és Imp E) is, ezért a megfeleld
szelektivitas eléréséhez alternativ mozgoéfazis és/vagy
alternativ alléfazis szilkséges. Szem el6tt kell tartani,
hogy a mddszer széleskor(i felhasznalasra készil, mivel
a felhasznaldk vélhet6en széleskorl készilékparkokkal
rendelkeznek.

Kordbbi munkank soran a terazosin és specifikalt
szennyezlinek elvalasztasat vizsgaltuk, aj
megkozelitésben, 5 perc alatti elemzési id6vel [2].
Ennek alapjan, illetve a modszerrel szembeni korlatoknak
és elvarasoknak megfeleléen detektalasi hulldam-

e s ImpL

1. abra Terazosin és Ph. Eur. szennyezbinek szerkezeti képlete, specifikalt szennyez6k:
ImpA, ImpB, ImpC, ImpE, ImpJ, ImpK, ImpL, ImpM, ImpN, ImpO [1]
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hossznak 220 nm-t, kiinduldsi szerves olddszer-
tartalomnak 5 % MeOH-t, injektalasi térfogatnak
pedig 1 pL-t llitottunk be. Alléfazisnak a Kinetex EVO
C18-as toltetet valasztottuk, mely 6tvoézi a Cl18-as
alléfazisok tulajdonsagait a hibrid allofazisok elényeivel.
Tovabba a széleskorl felhasznalas, valamint az eltérd
készlilékparkok miatt a 100 mm hosszl, 3,0 mm
atmérgjl és 2,6 pm szemcseatmérdjli kolonnadimenzid
mellett dontottink.

A modszer ugyan kikliszobéli az emlitett hatréanyokat,
de nem alkalmazhaté szennyezésprofil vizsgalatra, mert
a magas mozgofazis pH miatt bomlik a hatéanyag (pH
> 10). A bazikus vegylletek elvalasztasanak kévetkezd
lehetésége, hogy azokat protonalt formajukba hozzuk.
Ekkor a mozgodfazis pH-nak az adott Gsszetétell
mozgofazisban mért legnagyobb pKa érték(i bazishoz
viszonyitva 2 egységgel kisebbnek kell lenni.
Az elvalasztasok ebben az esetben olyan pH
értékeken torténnek, ahol a nem reagalt, de a vizsgalt
vegylilet szamara hozzaférheté szilanolok ionizacidja
visszaszoritott. Ezen  korllmények biztositasahoz
kiindulasi mozgofazisnak pH = 2-es, 0,1 V/V %-os
vizes HCIO,-oldatot alkalmaztunk. Ebben az esetben
a komponensek ugyan szelektiven elvaltak egymastol,
de az Imp N és Imp L komponensek visszatartdsa nem
volt megfeleld.

Médszeroptimalizalas

Kis visszatartdsi komponensek esetén a retencio
novelheté, ha alternativ  all6fazist alkalmazunk
az elvalasztas soran. Erre egy specialis felliletmodositasu,
pentafluorozott-fenil (PFP) alléfazist, a Kinetex F5-
ot valasztottuk. Ebben az esetben mar megdfeleld
a visszatartdsa minden komponensnek, szelektiven
elvalaszthatd az 6sszes szennyezg, valamint az elemzési
id6 viszonylag rovid, 20 percen beltli. Ugyanakkor a nagy
MeOH-tartalmd mozgoéfazis miatt viszonylag szélesek
a zonak, nem egyenletes az alapvonal, valamint nagy
arendszer nyomasesése. Ezen hatranyok kikliszobolésére
megvizsgaltuk, hogyan viselkedik a rendszer, ha terner
mozgofazis 6sszetételt alkalmazunk az elvalasztas soran.

A terner mozgofazis elvalasztasra gyakorolt hatdsat
DryLab haromdimenzids modellezéssel végeztik el,
olyan mddon, hogy - allando, pH = 2-es érték mellett
- harmadik dimenziénak a terner mozgdfazis Gsszetételt
valasztottuk. Az alkalmazott rendszerben a mozgdfazis
»~A” komponense 0,1 V/V %-ban HCIO,-at tartalmazo, pH
= 2-es vizes oldat, mig a mozgoéfazis ,B” komponense
tiszta ACN, tiszta MeOH, illetve ezek kilonb6zd aranyu
elegyei voltak. A kisérletek megkezdése el6tt elsd
Iépésében ki kell jel6Ini a vizsgalt faktorokat, és fel kell
épiteni a kisérlettervet. A faktorok a gradiens id6 (t,),
a h6mérséklet (T) és a terner mozgofazis Osszetétel
(t.). A haromdimenziés modell felépitéséhez az dsszes
komponenst tartalmazé mintaoldatot injektaltuk,
12 kiilénboz6 faktorszint bedllitdssal. Az egyes kisérleti
pontokban a mozgdéfazis térfogati aramlasi sebessége

www.gen-lab.hu

0,5 ml/perc, az injektalasi térfogat 0,5 uL, a detektalas
hulldmhossza pedig 220 nm volt. Ezt kovetden
a 12 alapkisérletbél kapott kromatogramok segitségével
fel lehet épiteni a haromdimenziés DrylLab ,kockat”
[3], melynek segitségével egy olyan tervezési teret
(Design Space, DS) kapunk, ahol az Ry ., > 1,5 feltétel
teljesul Az emlitett piros szin(i tertleten belul jel6ltik ki
a munkapontot, melynek koordinatai a ko&vetkezdk:
T =25 °C, t, = 50 perc és t.=? ACN/MeOH = 90/10.
A gradiens meredekség 1,5 %B/perc, mig az utoljara
eludlédd komponens retenciés ideje 17,5 perc, vagyis
ezzel a |épéskozzel 5-35 % szerves olddszertartalomig
eljutva, az elemzési id6 20 perc ald csokkenthetd.
Haromdimenzids Drylab modell és a végleges modszer

A kromatografids modellezés, beleértve szimulalt
kromatogramok kiszamitadsanak lehetségét, megkoveteli
a megdfeleld cslcsazonositast, illetve cslcskovetést.
Ezt azt jelenti, hogy a kllonb6z6 kisérleti beallitdsokhoz
tartozd futtatasok soran tudnunk kell, hol elualédnak
az egyes komponensek a kromatogramon. Ez kénnyen
kivitelezhetd a cslcsterliletek 06sszehasonlitasaval,
mivel a csUcsteriletek varhatéan allandéak maradnak
egy t, - T-modellben, igy a minta, az injektalt minta
mennyisége, az aramldsi sebesség és a detektalasi
hulldmhossz is allandé marad. Ezen megallapitasokat
felhasznalva tudjuk felépiteni a haromdimenzids
~kockat”, amivel az elvalasztast modellezzlk.

A 2. abran az optimalis, ACN/MeOH = 90/10 értéknél
léve t. - T sik mellett (2. b), a modell két tisztan szerves
oldészer osszetevét (ACN vagy MeOH) tartalmazé
t, - T sikjait abrazoltuk. Lathatd, hogy ugyan az a)
esetben is taldlhatnank megfelel6 munkapontot, viszont
ennél a piros szinnel jelzett, robusztus tartomany (DS)
joval kisebb, mint a b) esetben. Ha a munkapont a 100 %
ACN-hez tartozé sikban lenne kijelolve, akkor
sokkal nagyobb lenne a koellcié esélye, mivel
a bedllitdsok kismérték(i megvaltozésaval konnyen
a modszeralkalmazhatdsagi hatarhoz (Method Operable
Design Region, MODR), vagy azon kivll kerllnénk.
Az abran tovabba lathatd, hogy a c) esetben egyértelmien
romlik az elvalasztdas. Tiszta MeOH-t tartalmazo
kockaban a piros szinli tartomanyok szlkebbek,
valamint a korabban emlitett hatranyok (alapvonal
emelkedés, zénaszélesedés, nagy nyomaskilonbség) is
kozrejatszanak. Kovetkezésképpen elmondhatd, hogy
a t. alkalmazasa (2. b) abra) kedvez az elvalasztasnak,
vagyis a kockaban kiterjedtebb a DS.

2. abra 3 dimenzids DryLab modellek kiilénb6zd t_ értékeknél
Kinetex F5 allofazist alkalmazva: a) 100 % ACN, b) ACN/MeOH
= 90/10, c) 100 % MeOH

~



Az ilyen korilmények kozott elvégzett szimulacid és
a kisérleti kromatogram j6 egyezést mutatnak
(3. abra). A szimulalt és mért felbontas értékek is nagyon
hasonléak. Az R, . €értéke Imp I ésImp J koz6tti kritikus
csucsparra szimulalt kromatogram esetén 1,65-nek,
mig a mért kromatogram esetén 1,61-nek adddott, ami
azt jelenti, hogy a mddszerrel mind a 16 komponensre
alapvonalas elvalasztast kapunk.

Tine {min

3. abra Terazosin és szennyezG8inek szimuldlt a) és mért b)
kromatogramja.

Szamozas: 1: Imp N, 2: Imp L, 3: Imp O, 4: Imp C, 5: Imp A,
6:ImpB,7: ImpG, 8 ImpD, 9: Imp H, 10: Imp M, 11: Imp
F, 12: Terazosin, 13: Imp I, 14: Imp J, 15: Imp K, 16: Imp E

A végleges mobdszer paramétereit a 1. tablazat
tartalmazza. Az UHPLC készlilékek kialakitasbéli
kiilonbségeinek koszénhetéen a gradiens tablazatban
szamolni kell a késleltetési idével (t,), ami az egyes
készilékek gradiens késleltetési térfogatatdl (V,),
valamint a bedllitott aramlasi sebességtdl (F) flgg.

1. tablazat A végleges mddszer kériilményei

Késziilek UHPLC rendszer
Kolonna Kinetex 2,6 pn F5, 100 x 3,0 mm
Oldoszer MeOH/H,0 = 70:30 (V/V %)
Minta koncentracié 2,0 mg/ml
Mozgofazis
“Eluens A” 0,1 V/V %-o0s HCIO,-oldat
HCIO,-oldat készitése: 1,0 ml cc. HCIO, / 1,0 L H,0O
“Eluens B” ACN/MeOH = 90/10 (V/V %)
Modszer Gradiens elticio
Gradiens tablazat t (perc) Eluens A (%) EILEOe/?)S B
0 95 5
1t * 95 5
20+ (1-t,%) 65 35
Ekvilibralasi idé 4 perc

Aramlasi sebesség 0,5 ml/perc
Kolonna hémérséklet 25 °C

Minta hémérséklet 20°C

Detektalas 220 nm
Injektalt térfogat 0,5 uL
* =
t,=V, /F

Késleltetési térfogat hatasa

Kromatografidls moddszerek atadasakor sokszor okoz
gondot a kulénb6z6 rendszerek és kolonnak kozotti
modszertranszfer. Gyakori probléma, hogy régebbi,
meglévo konvencionalis HPLC mddszereket transzferalunk
UHPLC moddszerré vagy éppen az ellenkezbje, hogy
az UHPLC moddszereket kell hagyomanyos oszlopra/
késziilékre atdolgozni, mert az atvevé laboratériumban
csak az all a rendelkezésre. Gyakorlati szempontbol
fontos, hogy az eltérd tipusu késziilékeknél és kolonnaknal
a modszertranszfer hogyan oldhaté meg.

A készilékek kozotti atjarhatdosag vizsgalatdra harom
kulénb6z6 UHPLC rendszert hasznaltunk (Acquity UPLC
I-Class, Acquity UPLC H-Class és Agilent 1290 Infinity
II). Kialakitasukat tekintve az I-Class binaris az H-Class
és Infinity II kvaterner pumparendszerrel rendelkezik.

A binaris pumparendszerrel felszerelt készlilékek kisebb,
mig a kvaterner pumparendszer( készlilékek nagyobb
késleltetési térfogattal (V,) rendelkeznek. A kialakitasbeli
kllonbségeknek kdszonhet6en a folyadékkromatografias
modszerek jellemz&en elbirnak egy izokratikus szakaszt,
amely megel6zi a gradiens program inditédsat; ezaltal
ugy modosithatjuk a gradiens program idépontjait,
hogy figyelembe tudjuk venni a mddszer kidolgozasara
alkalmazott rendszer és az altalunk hasznalt rendszer
V,-jeinek kildénbségét. Ebbdl kifolydlag ahhoz, hogy
transzferalhaté mddszert kapjunk, minimalis V, -re
szlikség van. A kifejlesztett mdodszernek tartalmaznia kell
0,5 ml V-t, a 0,5 mi/perc térfogat aramlasi sebesség
(F) mellett. Ez Ugy oldhaté meg, ha t = 1 perc hosszu
izokratikus szakaszt iktatunk be a gradiens program
elé. A beiktatott V, nagysaga készllékfliggé. Abban
az esetben, ha V= 0,1 ml (Acquity UPLC I-Class), akkor
0,4 ml plusz térfogat sziikséges. Ha V= 0,4 ml (Acquity
UPLC H-Class), akkor 0,1 ml plusz térfogat sziikséges.
Ha pedig V,= 0,5 ml (Agilent 1290 Infinity II), akkor
nincs szlikség plusz térfogatra.

Kolonna felcserélhetGség

Napjainkban  minden  kolonna forgalmazé cég
szamtalan eltér6é tipusu alléfazist kinal a kiilonb6zd
analitikai feladatok megolddsara. Ezen toltetek eltérd
szelektivitdsabdl kovetkezik, hogy egy kifejlesztett
modszert nem mindig lehet egyik oszloprdél a masikra
valtozatlanul atvinni. Kiilon kiemelend6, hogy az eltér6
gyartasi helyrél szarmazdé, de a hivatalos besorolas
alapjan azonos kategdridba tartozé alléfazisoknal
is problémat jelent a kolonnarél-kolonnéra térténé
adaptalas. Ennek oka, hogy a folyadékkromatografiaban
az elvalasztas sok paramétertdl fligg. A szelektivitast,
amely dont6éen befolyasolja az elvalasztast, megszabjak
az alléfazis fellleti fizikai-kémiai tulajdonsagai. Az ICH
guideline-ok javasoljak, hogy a robusztussag vizsgalat
soran ne csak az azonos gyartétol szarmazd, eltéré
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gyartasi szamu allofazissal végezziink méréseket, hanem
keresslink Un. alternativ alléfazist (masik gyartd hasonlo
besorolasu kolonnaja) [4, 5].

Munkank soran harom PFP-alléfazist (Kinetex F5,
SpeedCore PFP, Poroshell 120 PFP) hasonlitottunk 6ssze.
A referencia oszlop a Kinetex F5 volt, és célként azt tlztiik
ki, hogy megtalédljuk a megfeleld helyettesité oszlopot.
Mind a harom oszloppal elkészitettiik az 3. pontban leirt
DryLab modellt.

A 4. abran lathatd, hogy mindharom allofazis esetén
sikerlilt megoldani az alapvonalas elvalasztast az Gsszes
komponense nézve, de mas mérési kérilmények kozott.
A Kinetex F5 kolonnan beallitott mérési paramétereken
(1. tablazat) kapott kromatogramok lathaték az 5.
abran. A komponensek retencids sorrendeje mindharom
kolonna esetén kulénbozik, tehat eltérd a szelektivitas.
Ugyanakkor az EDQM szerint a validalas soran csak a
specifikalt szennyezbéket (Imp A, Imp B, Imp C, Imp E,
ImpJ, ImpK,ImpL, ImpM,ImpN, ImpO)kell figyelembe
venni. Ezen komponensek retencios sorrendje a Kinetex
F5 és a SpeedCore PFP kolonnak esetén megegyezik, mig
a Poroshell 120 PFP oszlop esetén klilonb6z6. Emellett az
utobbinal az Imp N és az Imp L komponenseknek nincs
megfeleld visszatartdasa sem. Kévetkezésképpen ebben
az esetben a SpeedCore PFP alkalmazhatdé alternativ
alléfazisként a specifikalt szennyez6k vizsgalatara.
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4. abra 0,1 %-os szinten szpajkolt terazosin oldatrél felvett
kromatogramok a legjobb munkapontokon: a) Kinetex F5,

b) SpeedCore PFP, c) Poroshell 120 PFP.

Szamozas: 1: Imp N, 2: Imp L, 3: Imp O, 4: Imp C, 5: Imp A,
6:ImpB,7: Imp G, 8 ImpD, 9: Imp H, 10: Imp M, 11: Imp
F, 12: Terazosin, 13: Imp I, 14: Imp J, 15: Imp K, 16: Imp E

Osszefoglalas

A 12 kisérleten alapulé folyadékkromatografias
moddszeroptimalizalds (DryLab) megbizhaté eljaras
az optimalis elemzési id6, felbontds és munkapont
meghatarozasara, illetve 6sszehasonlitdsara. Alapvetden
a 100 x 3 mm-es dimenzidju oszlopok alkalmazasaval
kb. 5-6 oranyi kisérleti munka szlikséges egy adott

www.gen-lab.hu

alléfazishoz tartozé munkapont meghatarozasahoz, de
ezzel a megkozelitéssel egy kolonna - adott alkalmazashoz
valé - alkalmassagat, illetve felcserélhetdségét
a modszerfejlesztés nagyon korai szakaszaban lehet
értékelni. Elmondhaté, hogy ez a megkézelités egy
igéretes modszerfejlesztési  stratégia is egyben,
mivel tartalmazza a kezdeti futdsok végrehajtasat,
és a haromdimenziésdimenziéos modellek kiilonb6z6
oszlopokkal torténé felépitését a moddszerfejlesztés
korai szakaszdban. A legmegfelel6bb alternativ oszlop
kivalasztdsdhoz az optimalizdld szoftver Uj verzidja
(DryLab4 v.4.3.1) lehet6vé teszi, hogy a felhasznald
Osszehasonlitsa a haromdimenzids felbontasi térképek
azon részeit, ahol az alapvonalas elvalasztas (R, ., >
1,5) kritériuma teljesul.

Az optimalizalasi stratégianak készénhetben, a terazosin
szennyezésprofil vizsgalatdra sikerilt a ~85 perc
id6tartamu, eredeti két modszer helyett egyetlen,
20 perc alatti elemzési idejli mddszert fejlesztenlink,
melyhez két kulon gyartéd pentafluorozott-fenil (PFP)
kolonnait egyarant lehet alkalmazni.
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5. abra 0,1 %-os szinten szpdjkolt terazosin oldatrdl felvett
kromatogramok a Kinetex F5 munkapontjén: a) Kinetex F5,
b) SpeedCore PFP, c) Poroshell 120 PFP.

Szdmozas: 1: Imp N, 2: Imp L, 3: Imp O, 4: Imp C, 5: Imp A,
6:ImpB,7: Imp G, 8 ImpD, 9: Imp H, 10: Imp M, 11: Imp
F, 12: Terazosin, 13: Imp I, 14: Imp J, 15: Imp K, 16: Imp

Irodalomjegyzék

[1] European Pharmacopeia (Ph. Eur.) 10.0, Terazosin
Hydrochloride Dihydrate 01/2017:2021, 3976-3978.
[2] R. Kormany, I. Molnar, J. Fekete, Renewal of an old
European Pharmacopoeia method for Terazosin using
modeling with mass spectrometric peak tracking, J.
Pharm. Biomed. Anal., 135 (2017) 8-15.

[3] J. Fekete, R. Kormany, Sz. Fekete,

A folyadékkromatografia fejlesztési iranyai, Gyors
folyadékkromatografia, Merck Kft. (2014).

[4] ICH Q2 (R1) / Validation of Analytical Procedures:
Text and Methology, 2005.

[5] ICH Q8 (R2) / Guidance for industry.
Pharmaceutical Development, 2009.



A Strata-X PRO és a
hagyomanyos szilard
fazisu extrakcio (SPE)
osszehasonlitasa savak,
bazisok és semleges
vegyluletek plazma
mintakbol torténo
elvalasztasa esetében

Matthew Brusius és James Turner
Phenomenex, Inc.

Forditotta: Szabo Géza

Gen-Lab Kft.

Attekintés

A szildrd fazisi extrakcid (SPE) egy széleskér(ien
hasznalt mintaelGkészitési mdédszer, melyet elészeretettel
haszndlnak kromatografids elemzések el6tt is.
Ezt az eljérast legtobbszor Osszetett minta matrixok
esetén alkalmazzak, segitségével eltavolithatjuk azon
komponenseket, amelyek jelenléte késébb jelent6s
probléméakat okozhat a kromatografidls mérésnél.
Gyakran hasznaljak kismolekulas gyodgyszerek bioldgiai
mintakbol toérténd tisztitdsahoz, uUgymint szérumbdl,
plazabol, vizeletbdl, vagy gerincvel6i folyadékbol.
A mintdink tisztitdsan kivil az SPE alkalmas még
dusitasra, valamint olddszer cserét (pl. NP - RP) is el
lehet rajta végezni.

Az SPE nagyon el6ny0s lehet az analitikusok szamara,
meégis gyakran bonyolultnak és idéigényesnek tartjak,
ami miatt sajnos sokan tartézkodnak a technika
alkalmazasatal.

Hagyomanyosan minimum 5 |épésbdl all az SPE minta-
el6készités:

e szilard fazis kondicionalasa
e szilard fazis ekvilibralasa
e minta felvitele

¢ mosas, melynek soran eltavolitjuk a kevésbé
kotodo szennyezoket

e szaritas (ettél néhany modszer esetében el
lehet tekinteni)

e mérendo frakcié elualasa

Jelen cikkben egy gyors és hatékony SPE allofazissal,
a Strata-X PRO segitségével valasztottunk el kiilonb6z6
savas, bazikus és semleges vegylleteket plazma
mintakbol. A Strata-X PRO  egy matrix eltavolito
adalékkal kombinalt forditott fazisi SPE all6fazis,
melynek hasznalataval tobb Iépést is atugorhatunk,
mégis nagy visszanyerést, jo reprodukalhatésagot és
tisztabb mintakat kaphatunk, ezzel egyltt elkerllhetjik
a hagyomanyos SPE moddszereknél megszokott hosszas,
bonyolult fejlesztést, kiklszébolhetjik a matrixhatast,
és jelentOs visszanyerést érhetliink el nagyon polaros
vegylletek esetében is.

Strata-X PRO protokoll

96-Well Plate: Strata-X PRO, 30 mg

Cikkszam.: 8E-S536-TGA

Mintafelvitel: 400 pL plazma / viz + 0,1% HCOOH
=1/1(V/V%)

Mosas: 1 ml 5 % metanol tartalmu viz

Szaritas: 1 perc

Eludlds: 1 ml ACN / MeOH = 90/ 10 (V/V%)

+ 0,1% HCOOH

Szaritas: 1 perc

Regeneralas: 200 uL 5 % metanol tartalmu viz

Polimer alapu SPE protokoll

Kondicionalds: 1 ml metanol

Ekvilibralas: 1 ml viz

Mintafelvitel: 400 ulL plazma / viz + 0,1% HCOOH
=1/1(V/V%)

Mosas: 1 ml viz / MeOH = 95/ 5 (V/V%)
Szaritas: 1 perc

Elualas: 1 ml ACN / MeOH = 90 / 10 (V/V%)

+ 0,1% HCOOH

Szaritas: 1 perc

Regeneralas: 200 pL 5 % metanol tartalmu viz
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LC feltételek
, . , Oszlop: Kinetex® 2.6 ym C18
Hegyoményos Polimer alapd SPE Méret: 50x2.1 mm
Cikkszam: 00B-4462-AN
6 AJ0-8782
Elstétoszlop tartd: AJO-9000
Mozgo fazis: A:0.1% hangyasav tartalmd viz

I Strata-X PRO

Gradiens: 1d6 (perc) %B
0 5
3 95
4 95
4.01 5
6.76 5

Aramlasi sebesség: 0.4 mL/min
Homérséklet 40 °C
Detektor: SCIEX™ API 4000™
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1. abra Savak, bazisok és semleges vegyiiletek visszanyerése
Strata X- PRO, illetve hagyomanyos Polimer alapu SPE
oszlopon

Il Strata®-X PRO
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2. dbra A métrixhatas Strata-X PRO, illetve Polimer alapu SPE
oszlopokon

Eredmények

Amig a hagyomanyos SPE toltetek esetében szlikségik
van egy kiinduldsi kondiciondlasi és egy ekvilibralasi
|épésre, addig a Strata-X PRO hasznalata esetében
ezektdl eltekinthetiink. Az el6készitett mintakat akar
azonnal felvihetjik az SPE oszlopra. Ezen két lépés
kihagyasaval nemcsak, hogy egyszerUsithetjik és
rovidithetjik modszeriinket, hanem még olddszer
felhasznalasunkat is csokkenthetjik. Az 1. tablazatban
lathatd, hogy a visszanyerést nem befolyasolja az eljaras,
s6t metoprolol, paracetamol és ranitidin esetében,
amelyek a mintasorozat legpolarisabb vegyliletei, még
javul is.

A moso eluens meghatarozo lehet a visszanyerés és
a tisztasag szempontjabdl, az idedlis kondicidk
megtaldldsa magas visszanyerési értéket biztosithat.
Strata-X PRO esetében az altaldnos 5% metanol tartalmu
vizes mosas jobb matrixhatas-értékeket eredményezett
a legtébb altalunk vizsgalt minta esetében, vagyis
ugyanazon modszert alkalmazva a plazma mintak

www.gen-lab.hu

B: 0.1 % hangyasav tartalmi metanol

tisztabbak lettek, mint a hagyomanyos polimer alapu
SPE oszlopok hasznalataval (2. éabra). Ezen kivil az 5%
metanol tartalmu vizes moso eluens nem befolyasolta
a visszanyerést, sét javitotta is azt egyes esetekben.

1. tablazat Visszanyerési eredmények

Vegyiilet visszanyerés Strata-X PRO-n (%) visszanyerés polimer SPE-n (%)
Amitripilin 102 97
Metoprolol 100 94
Paracetamol 92 54
Prednizon 101 104
Nortriptilin 90 98
Kortikoszteron 91 86
Betametazon 920 73
Kortizon 97 106
Kortizon-acetéat 99 85
17-hidroxiprogeszteron 920 81
Ranitidin 88 44

A visszanyerésben mutatott klloénbség (1. tablazat)
a paracetamol és a ranitidin esetében volt a leglatva-
nyosabb. Hagyomanyos SPE toltetrél Strata-X PRO-ra
torténd valtast kovetben jelentésen nétt a vissza-
nyerés. Ez a két vegylilet volt a legpolarosabb
a mért komponensek kozétt, vagyis ezek jelentik
a legnagyobb kihivast a forditott fazisu elvalasztas soran.
Ez azt bizonyitja, hogy a polarosabb anyagok
er6sebben kotédnek mintafelvitel és mosdsi 1épés
alatt, ahol korabban a hagyomanyos SPE toltetek
hasznalatanal a legnagyobb volt a veszteség.
A paracetamol a leggyengébb sav, a ranitidin pedig
egy gyengébb bazis a vizsgalt vegylletek kozott.
Mindkett6 visszatartdsa esetében a Strata-x PRO
hatékonyabbnak bizonyult ugyanazon mintafelviteli
kondiciok mellett és a 0,1 % hangyasavas ACN/MeOH
(90:10) eluald oldészer hasznalata is elegendének
bizonyult a leoldashoz.

A 2. abra adatai szerint a legtébb vizsgalt anyag eseté-
ben a matrixhatas kevésbé volt befolyassal a Starta-X
PRO hasznalatakor, ami azt jelenti, hogy tobb matrix
tavolithatd el a mosasi lépésnél, vagy szeletivebben
tarthatjuk vissza azt az ellcids lépésnél. A Strata-X
PRO tovabbfejlesztett matrix eltavolité technoldgiajanak
k6szonhetéen a matrix hatas nagyban csokkenthet6,
hasznélatdval a foszfolipidek is hatékonyabban
eltavolithatdk és joval érzékenyebb analizist végezetlink.

Konklazié

A hagyomanyos SPE toltethez képest a Strata-X PRO
segitségével egyszerlsithetjiuk és lerovidithetjiik a minta
el6készitéslink folyamatat, ezzel egyutt noévelhetjik
a visszanyerést, rdadasul csokkenthetjik a matrix

hatast is.



Kedves Kollegak!

2020. aprilis 15-29. ko6zott harmadik alkalommal kertl
megrendezésre a KromKorm Kft. és a Gen-Lab Kft. kromatografids
tanfolyama (LC/GC tanfolyam), melynek tematikdjan az el6z6
tanfolyamok tapasztalatait és a felmertld igényeket figyelembe
véve némileg valtoztattunk.

Ezuttal is gyakorlatorientalt elméleti képzést terveziink, de
a tanfolyam résztvev6i a képzést kovetben jelentkezhetnek
két napos laboratériumi gyakorlatra (a gyakorlatrél tovabbi
informacio kérhetd a info@kromkorm.hu e-mail cimen).

Az elméleti képzés kozel 50 6ra (33 x 90perc)
tematikusan felépitett el6adasbdl és 11 6ra

(11 x 60perc) diszkussziébdl all, ehhez valaszthaté
modulonként kétnapos laborgyakorlat.

Id6beosztas: GC - 3 nap/ LC - 5 nap/ MS - 3 nap

A tanfolyam nem tartozik a 2013. évi LXXVII. felnGttképzési tor-
vény hatdlya ala, de a részvételrdl igazolast allitunk ki.

A tanfolyam minden résztvevdje megkapja az altala hallgatott
el6adasok diasorait nyomtatott formaban, tovabba a legaldbb 6t
képzési napra regisztralok kapnak egy példanyt a

~Fekete J., Kormany R., Fekete Sz. (szerk.):
Modern folyadékkromatografia”cimii konyvbadl.

Kinek ajanljuk?

- A tanfolyamot ajanljuk mindazoknak, akik napi munkdajuk soran
folyadék- vagy gdzkromatografidval foglalkoznak, legyenek
kezd6 vagy haladd szinten. Az el6adasok tematikaja ugy lett
megszerkesztve, hogy a kezd6k szamara is érthetd/kdvethetd
legyen, de egy nagyobb gyakorlattal rendelkez6 kromatografus
is talaljon benne Ujdonsagot.

- Emellett ajanljuk azoknak is, akik csak a kromatografia
eredményeit hasznaljak munkajuk soran (pl. szerves preparativ
vegyészek, mindségiranyitasi szakemberek... ), hogy nagyobb

ralatdsuk legyen a kapott adatok valésagtartalmanak
megitélésére.

A tanfolyam oktatoi:
Dr. Drahos Laszl6 (MS)
Dr. Fekete Szabolcs (LC)
Dr. Gorocs Noémi (GC)
Dr. Horvath Krisztian (LC)

Dr. Kormany Rébert (LC)

Helyszin: Budapest XIII.kerllet,
Radnoti Mikldés utca 2.
VI.emelet MKVKOK Oktatasi bazisa (Vizsgaterem)

A tanfolyam dija (AFA-mentes):

Teljes tanfolyam (LC-GC-MS) 11 nap 280 000Ft
{fgzdcé)kkromatogra’ﬁa—ga’zkromatogréﬁa B6ER 225 000Ft
b e
(G;éE'r\(A);r;atogra’ﬁa—tbmegspektrometria BieR 180 00OFt
Folyadékkromatografia (LC) 5 nap 160 000Ft
Gazkromatogréfia (GC) 3 nap 110 000Ft
Tomegspektrometria (MS) 3 nap 110 000Ft
Jelentkezni az info@kromkorm.hu e-mail cimen lehet

2020.04.14-ig, a kitoltott jelentkezési lap visszakildésével.

A 2020. marcius 15-ig jelentkezé6k 10% engedményt
kapnak a részvételi dijbol!

Jelentkezési feltételek:

- A tanfolyamokat minimum 10 f6/nap jelentkezés esetén
inditjuk, maximalis létszam 25 f6/nap (a jelentkezéseket
a jelentkezési lapok beérkezési sorrendjében fogadjuk).

- Amennyiben a létszam a jelentkezési hatarid6ig nem éri el
a minimalis (10 f6/nap) szintet, a jelentkezdket értesitjik
a tanfolyam elmaradasarol.

- Amennyiben a létszam eléri a maximalis (25 f6/nap) szintet,
hirlevelet kuldiink ki, miszerint az adott kurzusra nem tudunk
tobb jelentkez6t fogadni.

- A tanfolyamra jelentkezni a kitoltott és aldirva visszakuldott
jelentkezési lappal lehet, mely megrendelésnek mindstil.

- A tanfolyam nem mondhaté le a jelentkezd részvételben vald
akadalyoztatdsa esetén sem, de a Koltségvisel6 a tanfolyam
kezdete el6tt a részvételi jogot masra atruhdzhatja. Errdl
a szervezOt irdsban koteles értesiteni legkésébb egy nappal
a tanfolyam kezdete el6tt.

- A részvételi dij szamlazasa a tanfolyamot kévetéen torténik.



LC/GC tanfolyam 2020 rovid szakmai program

(bévebben: www.kromkorm.hu)

A gazkromatografia (GC) alapjai, miiszerezettség
(Gorocs Noémi)

GC mozgo- és allofazisok, goztéranalizis (HS), mindségi és mennyiségi elemzés
(Gorocs Noémi)

Gyakorlati tippek, trikkkok, mintael6készités, a GC alkalmazasi teriiletei
(Gorocs Noémi)

A folyadékkromatografia (HPLC) alapjai, mérési adatok értékelése
(Horvath Krisztian)

HPLC-s technikak (NP, RP, HILIC, optikai izomerek elvalasztasa)
(Kormany Rébert)

Miiszerezettség, gyorsfolyadékkromatografia, 2D-LC, ionkromatografia (IC)
(Kormany Rébert, Horvath Krisztian)

Kisérlet tervezés
(Fekete Szabolcs, Kormany Rébert)

Fehérje vizsgalati médszerek (RP, HIC, HILIC, SEC, IEX)
(Fekete Szabolcs)

A tomegspektrometria (MS) alapjai, GC/MS, spektrumelemzés
(Drahos Laszl6)

LC/MS, spektrumelemzés
(Drahos Laszl6)

Spektrumelemzés, proteomika
(Drahos Laszl6)

Kedves Kollégak!

Ev végéig megrendelhetik

a Modern folyadékkromatografia c.
kdonyvet 9900 forint helyett csupan
4200 forintért,

csak a Gen-Lab Kft.-nél!




Analitikai céla
laboratoriumi muszerek

kapacitaskihasznalasanak

vizsgalata hazai
szervezeteknél

Tolnay Anita, Dr Koris Andras
LabEx Kft.

Ajelen cikkben egy olyan modszer keriil bemutatasra, ami
a kromatografids ml(iszerek kapacitaskihasznalasanak
mérésére és értékelésére iranyul a két f6 agazatban,
a nonprofit és a profit szektorban. A koltségvetési
intézményi laboratériumokban, féként az Eurdpai Unio
Operativ Programja altal finanszirozott beszerzéseket
vizsgaltuk. A felmérés elsédleges célja a megfeleld
laboratériumi kapacitaskihasznalas, valamint
a teljesitménymérés meghatarozdsa a két szektorban.
A kutatds igyekszik ravilagitani a szektorok kozotti
mUikodésbeli eltérésekre és vizsgalja azok kivalto okait.
A laboratériumi eszk6zok kapacitaskihasznalasanak (CU
- Capacity Utilisation) klilonbségei az egyes szektorok
kozotti eltérésbdl fakadnak, foként olyan kutatasi célu
tevékenységekbsl, mint példaul az egyetemi vagy
tudomanyos alapkutatads, szemben a sajat laboratoriumi
sajat alkalmazott kutatasokkal vagy a szerzOdéses
laboratériumok klilsGs mérési megbizasaival.
A méréseket kérdbives felmérés segitségével, holtidd
indikatorok alkalmazasaval végeztik 12 hénap / év
id6szakra vetitve 2018-ban.

Az elemzés soran meghatarozzuk a mdszerhasznalat
laboratériumi id6hatékonysagi mutatdjat a fel nem
hasznalt kapacitdas és az esetleges tartalékkapacitast
meghatarozé egyéb id6beli tényezdk feltarasaval.
Célunk az agazati laboratoriumi kutatasi teljesitmény
atlathatdésaganak novelése, valamint a felmeruld
akadalyok azonositdsa a fenntarthaté gazdasagi
novekedés elérése érdekében az EU altal finanszirozott
hosszu tavu K+F tevékenység soran.

A kapacitasfelhasznalas kapacitasanak és modelljeinek
meghatarozasa

A szakirodalom szerint a kapacitaskihasznalas mértékét
(CU) sok éven at hasznaltdk a gazdasag jelenlegi
sallapotara” és a létezd kontrakcidés er6k elemzésére
(Segerson, 1990). A koOzgazdasagi szakirodalomban
a kapacitasmérés két fécsoportra oszthatd, nevezetesen
a Gold kapacitdsanak fizikai meghatdrozdsa 1955-
ben, pusztdn a termelési fliggvény fogalmanak
felhasznaldsaval, amelyet Johansen 1968-ban tovabb
fejlesztett csak egyetlen kimeneti technoldgiara,
amely meghatarozta az egység maximalis termelhetd
mennyiségét idében. Mikézben az elmult évtizedekben
a ,gazdasagi kapacitds meghatarozasa” alatt
gazdasagosabb jelent6ségli mérészamokat értettek,
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olyanokat, amelyek szorosan kapcsoldédtak a szilard
magatartas gazdasagi elméletéhez (Coelli et al., 2000).
Szamos alternativ CU javaslatot fogalmaztak meg,
de altaldnosan elfogadott modszer a mai napig nem
szlletett a CU mérésére. Prior és Filimon (2002) szerint
a CU arany egyik legelterjedtebb definicidja a tényleges
kimenet és a potencidlis kimenet ardnya. A kimenet
barmely technikai megkozelitéssel meghatarozhatd,
amelyre a potencialis kimenet a rovidtavon el&allitott
maximalis kimeneti mennyiséget képviseli (Vestergaard
et al., 2003).

Vestergaard (2003) szerint, a kapacitast ugy lehet
meghatdrozni, mint egy vallalkozas vagy iparag azon
képességét, hogy potencidlis kimenetet allitson eld.
A kapacitdsnak két kulénb6z6 mérbeszkéze van:
az egyik mdlszaki-gazdasagi moddszeren alapszik, mig
a masik szigoruan gazdasdagi elven nyugszik (Morrison,
1985). A technoldgiai-gazdasdgi intézkedés a Johansen
(1968) altal kinalt kapacitds fogalma, mely szerint
».. Az id6egységre jutd maximalis mennyiséget
a meglévé felszerelésekkel vagy berendezésekkel lehet
meghatarozni, feltéve, hogy a valtozo termelési tényez6k
rendelkezésre alldsa nem korlatozott”. Segerson (1990)
szerint a CU intézkedések elméleti és empirikus elmélete
egy termékre korlatozodik, mig a valésagban a legtébb
vallalat tobb terméket allit eld.

Szamos kapacitaskihasznalasi modell és koltségmérés
tortént a kapacitas kihasznaltsaganak és koltségének
mérésére. Ezeket a modelleket a kapacitasmérések
szerint csoportositjak:

- Elméleti kapacitas: az optimalis munka
mennyisége, melyet 24 éraban lehet elvégezni nulla
hulladék nélkdl.

- Gyakorlati kapacitas: elméleti kapacitas
minusz elkerllhetetlen termelési id6 (eszkdzkészités,
karbantartas, bontasok).

- Normal kapacitas: egy laboratériumi eszk6z
atlagos kihasznaltsaga

A kapacitaskihasznalas mérésekor egy masik fontos
tényez6 az elemzés idGkeretének megfontolasa. A kapa-
citaskihasznalasi id6 fliggvénye harom f6 kategoériaba
sorolhaté: holtidé kapacitas; nem termelési kapacitas;
kiemelte, hogy ezek a kategoriak osszeadddnak, igy
a berendezés teljes névleges kapacitasat adjak meg.

Modszertan

A vizsgalat 20 db HPLC miszert lizemeltetd laboratdrium
egy éves mi(ikodési idejére terjed ki. A felmérést
a 2018-as évben végeztiik el. A kutatdsban részt vevd
laboratériumok fele a for-profit (FP) szférédbdl szarmazo,
magan, kontrakt és gyogyszeripari laboratérium. Masik
fele az allami (NP) szférahoz tartozd, féként egyetemi
laboratériumok voltak. A kutatdsba bevont HPLC
mUszerek nagy része, féként a kozponti koltségvetési
szervekhez tartozé laboratériumoknal palyazati forrasbal
szarmazik, mig a magankézben 1évé laboratériumok
altaldban sajat forrdsbdl szerzik be mdszereiket.
Az elemzett adatokat kérdGives és személyes
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interju formajaban hajtottuk végre a laboratoriumi
vezetOkkel a HPLC készllékik produktiv és nem
produktiv m(kodési idejének meghatarozésa céljabdl.
A megkérdezett laboratériumok kiilonb6zd tevékenységi
terlileteken végeztek feladatokat, ennek kdszénhetben
eltér6 meghatarozasi szamokkal. Az egyetemi NP
laboratériumok jobban foglalkoznak az oktatassal és
a kutatassal, mig az FP laboratériumok tdmogatjak a kiils6
vagy Ugyfélszolgalatat.

Az ipari termelés kapacitaskihasznalasi indexe (CUI -
Capacity Utilisation Index vagy n) Bona és munkatarsai
munkajaban (2012) a kovetkez6 egyenlet alapjan kertil
kiszamitasra:

N
n = ﬁ-loO(%)
(1)

ahol N, a readlis atviteli teljesitmény (az el8allitott
termékek szama), N az elméleti (maximalis) teljesitmény
(darabokban).

A fentiekben bemutatott CUI egyenlet a termelt
mennyiség/ora alapon kerilt meghatarozasra, azonban
a kutatds-fejlesztés nem termelési tevékenység.
Majdnem lehetetlen meghatarozni a kimenet mértékét,
mely az esetek tobbségében nem éallandé. A laboratériumi
|étesitmények CU mérésének sikeressége szempontjabdl
dont6 fontossagy a mutatdk jelentés tényezdbinek
meghatarozasa.

Az agazati specifikacionak kdészonhetéen nehéz a CU-t
a termékek mennyiségében kifejezni egy bizonyos id6
alatt (pl. db / éra) - ezért a szerz6k modositott egyenletet
hataroztak meg az idGkeretben (6ra / év), beleértve
az Uzemorakat és az idGveszteséget a mliszerekre
(2. egyenlet).

T ,
CUIlab — p]:uductlve 100 (%)
total
(2)

Ahol a CUI_, az analitikai laboratériumi eszkédz
kapacitaskihasznalasi indexe, a T, az adott eszkéz
elméleti maximalis éves munkaideje, a T
az évenkénti gyakorlati mérési 6rakra vonatkozik.
Az elemzési id6keret fontos tényezé a laboratériumi
szegmensben, ahol a K+F laboratériumok szdmos
kiilonb6z6 projektet végeznek, amelyek, ciklikusak és
nem rendelkeznek szabvanyos idGtartammal. Ezért
a mérbeszkoz CU mérése kizardlag az id6 hasznalatat
teszilehet6vé, igy a tanulmanyban bemutatott médositott
egyenlet a laboratériumi piacon hasznalt mdlszerek,
eszkozok teljes kapacitaskihaszndldas mutatojaként
alkalmazhatok.

productive

Eredmények

A valaszadék a kérdbivben el6szér megbecstlték
az atlagos éves munkanapokat, és az atlagolt eredmények
csaknem 38,5%-kal magasabb munkanap szamokat
mutattak a profitorientalt szervezetek esetén, a non-
profit laboratériumokkal szemben, ami természetesen

www.gen-lab.hu

a profitorientalt tudomanyos életben mutatkozd
kllonbségnek tudhatdé be; az egyetemek esetében
els6sorban az oktatas a f6 tevékenység.

Jelent6s kulénbségeket talaltunk az atlagos mérési
id6kben, amint azt a 1. abran lathatjuk. Az eltérés
meértéke az alkalmazott modszertdl fligg nagymértékben,
mely, természetesen kilonb6z6 eredményeket is hoz
létre. Bar a mérési id6 egyértelmlien hosszabb volt
az NP intézeteknél, mint az FP szervezeteknél; jol
lathatd, hogy a nyereségérdekelt szervezetek rovidebb
meérési idokkel mlikodnek, atlagosan 20 perccel. Ezzel
szemben a nonprofit intézmények atlagos mérési ideje
az FP cégek idejének kicsit tobb mint a duplaja (37 perc).
A 2. abran a kromatografidas muiszerek nem produktiv
teljesitménye lathaté a két vizsgalt szektorban, a kapott
eredmények nagyon hasonléak a mérési id6khoz.
Az NP szervezetek esetében a fel nem hasznalt id6
meglehetésen magas az FP-khez képest.
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1. abra Egy HPLC mérés megkozelité idétartamanak
Osszehasonlitdsa az NP és FP szervezeteknél

Forras: Sajat kutatasi adatok

A kUlénb6z6 okok, mint példaul a miliszerhibak vagy
a vegyi anyagok hidnya miatt elvesztett atlagos idg,
azNPintézetek esetében910dra, migaz FP cégek esetében
csak 72 ora volt, ami egy nagysagrendbeli kilénbséget
jelent. A viszonylag magas termelékenység hidnyanak
f6 okaira egyértelmlen ramutattak a valaszaddk:
a megrendelés hidnya okozta a legtobb kiesést, ezen ok
utén csokkend mértékben, de a mlszer javitasi ideje, az
operator hidnya és a vegyi anyagok nélkiil6zése is okozott
nem kivant, de jelentds, tobb hétig tartd szlinetet.
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2. abra A két szektor felmérésben résztvevl szervezeteinek
Osszes produktiv id0szaka

Forras: Sajat kutatasi adatok



A CU index HPLC mlszerekre tortén6 (CUI) kalkulalasa
a (2) egyenlet szerint tortént. Az eredmények a 3.
abran lathatéak. A profitorientalt szektorban talalhatd
laboratériumok kivalé CUI-vel rendelkeznek, atlagosan
96%-0s eredményt értek el. Ezzel szemben az allami
koltségvetési szervek (NP) atlagos CUI kizardlag 36%-ot
értek el.
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3. abra Az egyes szervezetek szamitott kapacitaskihasznalasi
indexei

Forras: Sajat kutatasi adatok

Az NP intézetek laboratéoriumai kozott jelentGs
kiilonbségek mutatkoznak a CUI eredményeit illetéen.
A legalacsonyabb eredmény 8%, mig a legmagasabb
58%. Az eredmény 50%-os eltérést reprezental, mely
magas szorast takar. Ezzel szemben az FP vallalatok
CU indexei nagyon koézel allnak egyméashoz 90%-os
megbizhatésagi szinten, a kilonbség minddssze 8%, ami
azt jelenti, hogy nem talaltak szignifikans kllonbséget
k6zottik 10%-os szignifikancia szinten, p=0,1.

A CUI analitikai laboratériumi mdszerekre modositott
szamitasi moddszere, a kapott eredmények alapjan
indokoltnak bizonyult egy adott eszkoz értékelésében;
azonban nem szabad elfelejteni, hogy a mddszer még
a fejlesztés korai szakaszaban van. Nyilvanvaléan képes
az eszkOzoket naplozas alapjan osztalyozni, azonban
a még pontosabb eredmény érdekében szlikséges az
egységes adatrogzitést szervezetenként megszervezni,
valamint a mintaelem szam ndévelése is elengedhetetlen

a vizsgalat folytatasa soran. A tanulmanyban bemutatott
modszer segithet az analitikai laboratériumi szektor sz(ik
keresztmetszeteinek feltarasaban, klilonésen a nonprofit
szektor tagjai szamara.

Kovetkeztetések

Az elImult években nétt a kutatas-fejlesztés tdamogatasa,
az eszk0zOk palyazatokon keresztlli beszerzése.
Ez a tendencia lehet6vé tette a kulénb6z6 kutatasi
szervezeteknek a régi készlilékeik cseréjét, vagy Uj
m(iszerek beszerzését a meglévék mellé. A palyazati Gton
beszerzett mliszerek késdbbi, a beszamolasi szakasz
utani, laboratériumi kihasznaltsagat az ellen6rz6 szervek
mar nem vizsgaljak, ez a fenntarté hataskorébe tartozik.
Napjainkban a nonprofit szervezetek, mint példaul
az egyetemek egyre inkabb a sajat koltségvetésiik
megszerzésére szorulnak a nem megfeleld szintd
Eurdpai Unids, allami és privat pénzligyi tdmogatas
miatt. Az analitikai eszk6z6k rejtett kapacitasanak
kihasznaldsa igéretes mddja a jovedelem novelésének
és egy intézmény pozicidjdnak megerdsitésének.
A jobb eredmények elérése érdekében a magan és allami
szervek koOzoOtt er6s egylttmiikédésre lenne sziikség,
mely segitené az alacsony koltségvetéssel rendelkezd
NP szektor laboratériumainak hatékonyabb miikodését
és ezen keresztil a magasabb miszerkihasznaltsagot.
Az analitikai laboratériumok zart, bizalmi alapon nyugvéd
szegmens, és ennek koszonhetéen az adatgydjtés
nehezebb, mint pl. a fogyasztdi felmérések (consumer
technical insights - CTI) tesztjeinél. Az eredmény,
az elvarasok szerint, kivalé CUI-t mutatott az FP
vallalatok széamara, de az NP intézményeknél, az
egyetemi tanszékek, a kormanyzati- és az akadémiai
laborok  esetében gyenge kihasznaltsag volt
tapasztalhaté. A felmérés szamos akadalyra vildgitott ra,
példaul a megbizasok hidnya, a mlszer javitasi ideje,
az emberhidny vagy a vegyi anyagok hidnya okozott
gondot, mely féként az NP szervezeteknél jelentkezett,
és melyek nagymértékben felelések egy adott
eszk6z alacsony kapacitaskihasznaltsagaért. A jelen
kutatds eredményei alacsony szamu laboratériumi
egylttm(kodést tiukroz, igy a jovében javasoljuk
a kutatds szélesebb korben torténd kiblvitését, mely
mélyebb adatfelvételt kévetel meg.
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Excellence in Science

Az uj etalon

A Nexera UHPLC-sorozat — utt6r6 technoldégia Hatékony folyamatautomatizalas, valamint
az intelligencia, hatékonysag és tervezés szem- gyors, megbizhato teljesitmény

pontjabol. A fejlett mesterséges intelligencia az inditastol a leallitasig, biztositva az auto-
képességével és laboratériumi menedzsment- matikus munkafolyamatot, a maximalis telje-
tel a dolgok internete (loT) elvét felhasznalva sitményt és a drasztikusan megnovekedett
ellendrzi a teljesitményt és az eré6forrasok elemzési kapacitast

elosztasat, melyek segitségével az Uj Nexera

rendszerek élenjard és felhasznalobarat megol- Kompakt kialakitas

dasokat kindlnak a sokoldalu iparagak szama- konnyl kezelhetdséget kinal csokkentett
ra, uj etalont teremtve az UHPLC-k vilagaban. okoldgiai labnyom mellett

Intelligens automatikus diagnosztika és
onhelyreallitasi funkcidk

pl. valés idejii mozgofazis (folyadék)szint (=l 3% = N
ellendrzés, automatikus buborékmentesités, exe ra
(=] |

fogydeszkozok kezelése series

www.shimadzu.eu/new-benchmarks



A fehérje-kromatografia
alapveto problémai

Fekete Szabolcs

Genfi Egyetem, Gyodgyszerészeti Tudomanyok
Tanszék, 1211 Genéve, Rue Michel Servet 1.

A fehérjék kromatografids jellemzésének kiemelkeds
jelentGségevanaproteomikaban,afehérjékszerkezetével,
koncentracidjaval, valamint ezek szervezeten belili
idébeni és térbeni eloszlasaval foglalkoz6 tudomanyban.
A proteomikai kutatdsok eredményei segithetnek
megérteni a fehérjék szerkezet-funkcié kapcsolatat,
ezen keresztll pedig a szabalyozasban és bizonyos
korképekben betoltétt  szerepiiket. Kiemelked6
fontossagu terlilet a terdpias fehérjék minGségi és
mennyiségi analizise [1]. A gydgyszeripar az utdbbi
két évtized alatt jelentds valtozason ment keresztil.
A klasszikus kismolekulas terapias készitmények mellett
fokozatosan megjelentek a fehérjealapu készitmények.
Az Uj fehérjealapl készitmények célzott és hatékony
terapiat igérnek a kismolekulakkal nehezen kezelhetd
betegségek esetében. A fehérjealapl gyogyszereket
(biologikumokat) biotechnoldgiai uton allitjdk eld, leg-
jelentGsebb képvisel6ik az emldssejtek altal el6allitott
monoklonalis antitestek (mAb). Ezek a molekulak 150 kDa
koruli moltomegl, jellemz6 alapszerkezet(l, de nagyfoku
variabilitdst mutaté immunglobulinok. A molekulat
felépité aminosavak a gyartas, tisztitas és tarolas
soran fellépsé kornyezeti hatdsokra moddosulhatnak.
Az igy megvaltozo fehérjeldnc terapias hatékonysaga és
immunogenicitasa valtozhat, alapos analitikai jellemzést
kell tehat adni a fehérje variansok mindségét és
mennyiségét illetéen.

A biologikumok mérete és komplexitasa miatt lehetetlen
az egzakt analitikai jellemzés. Elvarhatd viszont, hogy
a gyarté a leheté legnagyobb mélységl, koherens
informaciéval rendelkezzen a készitményérdl. Ennek
érdekében széles analitikai ,fegyvertarat” vetnek be
a jellemzéshez, melyben a tomegspektrometria, valamint
az egyéb spektroszkdpiai és elvalasztastechnikai
moddszerek mellett kiemelt szerepe van
a folyadékkromatografids modszereknek. A legfontosabb
technikak a forditott fazisi (RPLC), ioncserés (IEX),
méretkizarasos (SEC), hidrofob kolcsénhatason alapuld
(HIC), valamint a hidrofil kélcsénhatason alapuld (HILIC)
kromatografia. Aktiv formaban frakcionaljuk, és tovabbi
fizikai- kémiai, vagy bioldgiai vizsgalatokhoz hasznaljuk
fel.

A makromolekulak folyadékkromatografias tulajdonsagai
alapvetéen eltérnek a kismolekuldk (<1000 Da)
tulajdonsagaitol [1]. Az eltérések féként szerkezeti és
méretbeli klilonbségekbdl, valamint az alléfazissal vald

kélcsbnhatdsi lehet6ségek (szorbcids tulajdonsagok)
kulonbségeibdl addédnak. Az 1. tdblazatban néhany olyan
fizikokémia tulajdonsdgot foglaltunk 06ssze, amelyek
eltéréseket okoznak a folyadékkromatografidsan Kkis
és nagy molekulatomegl anyagok viselkedésében.

1. tablazat Kulonbségek folyadékkromatografidsan kis
és nagy molekulatdmegl anyagok kozoétt [1].

kismolekula kdzepes méretl makromolekula
molekula (peptid) (fehérje)
MW (Da) 100-1000 ~1000-5000 >5000
Dn (A) 5-10 10-15 >15
Dm (cm?/s) 10 10 107
konformacio allandé véltozhat valtozik

A molekulamérettel kapcsolatos probléma

A fehérjék mérete megneheziti az analitikai informacio
kinyerését. A fehérjék hidrodinamikai atméréje (D,)
flgg a kromatografids elvalasztasnal alkalmazott
mozgofazistol (Gsszetétel, hémérséklet, stb.).
A molekulatdmeg és atmérd kozott kozvetlen kapcsolat
van. A folyadékkromatografidsan kis molekulatomegu
anyaghoz képest egy nagysagrenddel nagyobb
lehet a makromolekuldk atméréje. Ez meghatarozza
az alkalmazott toltet pdrusatmérdjét. A pdrusok
atmérdjének legaldbb 10-szer nagyobbnak kell lennie
a molekula hidrodinamikai atmérdéjénél, kulénben
a porusdiffGzio gatolt. Nagyobb méretli fehérjék
elvalasztasahoz legaldbb 200-300 A pdérusatmérdili
toltetek javasoltak. A molekularis diffuzidés egyutthatd
(D,) négyzetgyokosen valtozik a molekulatdmeggel.
Ennek eredményeként a van- Deemter egyenletben
(a kromatografids tanyérmagassagot leird 6sszefiiggés)
szerepl6 B-tag (hossziranyu diffazié okozta
zonaszélesedés) elhanyagolhaté nagyobb  méreti
fehérjék esetében, ugyanakkor a C-tag (anyagatadasi
ellenallas okozta zonaszélesedés) jelentésen
megn6. Az anyagatadasi ellendllds novekedése
a kinetikai hatékonysadg csokkenést eredményezi, igy
a molekulaméret novekedésével mindig szélesebb
csucsokra kell szamitanunk. Az 1. abran egy intakt
antitest-drog-konjugatum (ADC) HIC, illetve IEX
modban  felvett kromatogramjat mutatjuk be.
Jol latszik, hogy a széles cslccsal eludlédd intakt
variansok  kozotti  elvalasztas nem  megfeleld.
A kromatogramok alapjan nem sokat tudunk mondani
a fehérje heterogenitdsardol vagy tisztasagarol.
Az ugyan latszik, hogy a minta nem homogén,
de hogy hany varianst tartalmaz, illetve hogy
azoknak mi az aranya, arrél nem ad informaciot
az intakt fehérje kromatogramja. Ezért el6nyOsebb,
ha a nagy fehérjéket nem intakt formaban, hanem un.
fragmens szinten (sub-units) vizsgaljuk. Ha csokkentjik
a molekulaméretet, az mind kromatografias, mind
detektdlas (pl. tomegspektrometrids) szempontbdl
kedvezd. Kromatografidas szempontbdl a molekulaméret
csokkentésével n6 a diffuzidos allandd, igy csokken
az anyagatadasi ellenallas, ami a kinetika hatékonysag
novekedéséhez vezet. Néhany specifikus enzim és
redukaldszer segitségével 25 - 50 kDa-os fragmensekre
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HIC ™ IEX |

1. abra Intakt ADC hidroféb kodlcsénhatasi kromatografids
(HIC), illetve ioncserés (IEX) mddban felvett kromatogramja.

hasithaték a mAb-ok (és mAb szarmazékok), amelyek
sokkal kedvez6bbek kromatografids szempontbdl (éles
cslcsban eludlhatdk).

A konformacié-valtozassal kapcsolatos probléma

Kismolekuldknal a konformacid, igy a visszatartds nem
mutat jelentds fliggést akromatografias korilményektdl.
Fehérjék esetében a kromatografias kortlmények,
mint hémérséklet, nyomas, olddszer tipusa, vagy az
allofazis felllete, mind befolydsolhatjdk a molekula
konformécidjat. A konformacié-valtozasaval egyltt
valtozik a kolcsénhatd fellilet mindsége (pl. jobban
hozzaférhetévé valnak a hidrofob csoportok), ezen
keresztil pedig a \visszatartas. A konformacio
kromatografias  kortlmények  kozétti  irreverzibilis
megvaltozasat lehetbleg el kell kerlini, ha a vizsgalt
makromolekulat bioldgiailag aktiv formaban szeretnénk
izolalni. A szakirodalomban bdéven talalunk példat mind
reverzibilis, mind irreverzibilis konformacié-valtozasra,
amelyet a kromatografidas korilmények idéztek elG.
Annak érdekében, hogy az elvalasztdas mindségét
javitsuk, sok esetben szandékosan torekszlink arra,
hogy konformacié-valtozast okozzunk (pl. sé, ill. szerves
oldészer hozzdadasaval, vagy akar a hoOmérséklet
emelésével). A 2. abran reverzibilis konformacio-
valtozasra lathatunk példat. Ez esetben a mozgodfazis
pH-janak valtoztatasaval sikerlilt olyan mértékben
modositani a fehérje (rekombinans human noévekedési
szerkezetl izoformak jol elvalaszthatdk legyenek [2].
A 3. dbran hOmeérséklet fliggd irreverzibilis konformacio-
valtozast figyelhetink meg [3]. Az inzulin ilyen
szempontbol kivald példa. Jél ismert, hogy a hOmérséklet
emeléssel egyre jobban ,kitekeredik” (unfold) és igy
valtozik az alléfazis szamara hozzaférhet6 hidrofob/
hidrofil felllet ardany. Néhany nagy boritottsagl RPLC
fazison még az is el6fordul, hogy a hGmérséklet emeléssel
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nd az inzulin retencidja (altaldban a hémérséklet emelés
hatasara a retencié csdkken). Osszességében tehat nem
kell félnlink a fehérjék konformacié-valtozasatdl, sot
sok esetben - ez a tulajdonsag - jol ki is hasznalhaté
a szelektivitds kedvez6 befolyasolasara.

2. abra Rekombinans human névekedési hormon (rhGh)
forditott fazisi kromatografids médban (RPLC) felvett
kromatogramja, kiilénb6z6 mozgdéfazis pH-t alkalmazva.

A szerzOk szerint, a pH mddositdsa reverzibilis konformacio-
valtozast idézett eld [2].
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3. abra Inzulin forditott fazisu kromatografids mdédban (RPLC)
felvett kromatogramja, kiilonb6z6 mozgoéfazis hdmérséklet
bedllitdsok mellett (két kilonbozd alléfazison: C18 és C4).

A hémérséklettdl fliggben egy vagy két kromatografids csucs
figyelheté meg, amelyek két eltéré konformacios allapotnak
felelnek meg [3].

A fehérjék nem-kivanatos megkétédésével
(,ragadassal”) kapcsolatos probléma

A terdpids fehérjék jelentGs részének (pl. mAb-ok)
az a bioldgiai szerepe, hogy felismerje és kotddjon
a szervezetbe kerllt idegen anyagokhoz, tehat
természetiikbdl fakaddan un. fellilet- aktiv anyagok. Ez
az erGs kotédésre vald hajlam gyakran megnyilvanul
a kromatografids mérések soran is. Mivel egy fehérje
igen nagy és sokféle funkcids (reaktiv) csoportot
tartalmaz, ezért hajlamos hidroféb, hidrofil, H-hidas
és elektrosztatikus (pl. ioncserés) koélcsonhatasok
kialakitasara is. Azaz barmilyen koélcsbnhatasra képes
attdl figgben, hogy az alkalmazott kérilmények minek
kedveznek. A kromatografias gyakorlatban ezért sokszor
megneheziti az életinket a fehérjék nemkivanatos
kotédése, tapadasa. Alapvetéen megkllonboztetjlik
a kromatografias oszlopon és a kromatografias
rendszerben el6forduld (ki)tapadasokat [4].



Gyakori az injektor, az Osszek6té0 vezetékek,
a detektor celldk és a mintatartd tivegek belsé fellletén
lejatsz6dé6 megkotédés. Ezek a  kromatografias
rendszerben eléfordulé megkotédések a cslcsteriletek
bizonytalansdgadhoz (nagy széras), cslcstorzuldshoz
vagy akar athordasi problémahoz (kereszt-szennyezés)
vezetnek. Kiklsz6ébolésik vagy legalabb a csokkentésiik
céljabol, fehérje mérésekhez specialis inert készlilékek
hasznalata javasolt. Ma az ilyen készllékeket ,bioinert”
vagy ,fém-mentes” (metal-free) névvel illetik. Ezekben
arendszerekben, az daramlasi Utvonalat (amelyben a minta
végig halad) a hagyomanyos rozsdamentes acél felliletek
helyett elsGsorban titan, poliéter-éterketon (PEEK) vagy
teflon (PTFE) fellletekkel helyettesitik. A teflon felllet
azért is kedvezd, mert a fehérje kromatografidaban
gyakran alkalmazott aggressziv koérilményeknek (pl.
magas homérséklet, alacsony pH,..) is jol ellenall.
Ma mar a legtobb készllékgyarté forgalmaz Un. bioinert
rendszereket a fehérje elvalasztasokhoz. A 4. abran
pédat lathatunk arra, hogy az oszlop és a detektor cella
kozotti 6sszekot6 vezeték anyaga hogyan befolyasolja
a fehérje cslicsok szélességét egy méretkizarasos mérés
soran. Ugyanazt az oszlopot és készlléket hasznaltuk
a mérésekhez. Az egyetlen kilénbség az volt, hogy
arozsdamentesacélvezetéket (SS) kicseréltiik egy azonos
méret(i PEEK vezetékre. Ennek kovetkeztében jelentls
kulénbség volt megfigyelhetd a cslcsszélességben.
Az SS vezetékkel mért szélesebb cslUcsok a vezeték
bels6 falan lejatszodo fehérje tapadas kovetkezményei.
A  méréseket azonos oszloppal és mozgofazissal
végeztik, ugyanazon a készlléken. A kiulénbség
az 0sszekotd vezetékek anyaga. A narancs kromatogram
a rozsdamentes acél- (SS), a kék kromatogram a PEEK
Osszekotd vezetékkel ellatot kromatografias rendszerrel
lett mérve. N a latszdlagos tanyérszamot jelenti [5].

(A) (B)

N = 1614
W= 11296

R T

4. abra Albumin (A) és egy IgG1 mAb (B) méretkizarasos
kromatografids médban (SEC) felvett kromatogramja.

Az oszlop fala és a bemeneti frit is kritikus lehet
a nemkivanatos adszorbci6 szempontjabol. Ezért
az oszlopgyartdk - hasonléan a készilékekhez - titan
vagy PEEK felllettel boritott oszlophazat és frit-et
javasolnak (pl. BioZen vagy a ProteCol oszlop-csaladok).

Természetesen az eddig targyalt erds és kevert
mechanizmusu fehérjeadszorbcié a kromatografias
alléfazison is végbemegy. Ez leggyakrabban nem
medfeleld cslcs visszanyerésben vagy csuUcsalak
torzuldsban nyilvanul meg. A fehérjék az 0Osszes
kromatografias modban  Un. kevert  retencids
mechanizmussal (mixed-mode retention) elualédnak.
Ez lehet hatranyos, de akar el6nyds is. Hogy egy
példat emlitslink az elényokrél, RPLC-s mérések soran
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a szilika alapu alléfazisok szinte minden esetben jobb
szelektivitast mutatnak mint a szerves polimer vagy hibrid
(pl. BEH) alapu téltetek. Ennek oka, hogy az egyébként
nem kedvelt szilanolos kodlcs6nhatdasok jelentGsen
hozzajarulnak a retencidhoz (javitjak a szelektivitast).
Ezzel szemben egy szerves vagy hibrid fazison ez
a plusz koélcsénhatas nem Iép fel, a retenciot elsGsorban
csak a hidroféb kolcs6nhatas hatarozza meg. Hogy
hatranyt is emlitsink, ez az er6s masodlagos kotddés
viszont azt ereményezi, hogy szobah6mérékleten (vagy
kevéssel felette, 20 - 40 °C-on) tul erdésen kotédnek
a fehérjék az allofazishoz, ezért el6fordulhat, hogy
egyaltalan nem is elualddik az oszloprol. Ezt a ,karos”
hatast magas mozgofazis hémérséklettel (70 - 90 °C)
és ionparképz6 hozzaadasaval (0,05 - 0,1% TFA) lehet
csokkenteni. Esetleg kis mennyiségl alkil-alkoholt (pl.
1-2 % n-butanol) is adhatunk a mozgdfazisba, ami jol
maszkirozza a szabad szilanol csoportokat és a fellileten
megkotott vizet, igy javitja a fehérje visszanyerést. [6].
Erre lathatunk példat az 5. abran.

5. dbra IgG1 mAb visszanyerése forditott fazisé (RPLC)
oszloprdl 0, 1 és 3% n-butanol tartalmd mozgéfazissal [6].

Oszlop-kondicionalas, "etetés” (feeding), deaktivalas

Gyakori probléma szokott lenni, hogy kisebb mennyiségi
fehérje minta injektalasakor lényegesen alacsonyabb
a visszanyerés ahhoz képest, mint amikor nagyobb
mennyiséget injektalunk. Ennek oka, hogy un. aktiv
felliletek (aktivabb, mint az allo6fazis fellilet nagyobb
része) taldlhatdk az allofazison. Egy alléfazis felllete
sosem teljesen homogén. Ezért, ezeket a ,tul aktiv”
fellleteket deaktivalni kell. Ezt a kovetkezdképpen
tehetjik meg: (1) Nagy mennyiség(i fehérje mintat
injektalunk egymas utédn tobszor, hogy telitsiik ezeket
az aktiv kot6- fellleteket. Néhany oszlopgyarté BSA
triptikus emésztményt javasol erre a célra, de van
olyan gyarté is akinek sajat receptje van (pl. Waters,
~glycoprotein performance test standard” a nagy porusu
HILIC fazisok kondicionaldsahoz). Masik lehet6ség (2),
hogy erdsen denaturald koérilményeket allitunk eld,
mert ekkor altaldban javul a fehérjék visszanyerése.
Ezt megtehetjik magas mozgodfazis hémérséklet
alkalmazasaval, savas mozgofazissal vagy kaotrép
mozgodfazis additivakkal (pl. urea, guanidin). Az alléfazis
megfeleld deaktivaldasa kulénoésen fontos, ha egy Uj
oszlopot hasznalunk. Gyakran tapasztaljuk Uj oszlopok
esetén, hogy az egymast kévet6 injektalasokbdl szarmazd
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csucsteriletek szisztematikusan ndének, s6t e mellett
gyakran még retencié csokkenést is megfigyelhetlink.
Erre lathatunk példat a 6. abran, ahol egy Uj HILIC
oszlopra injektaltunk egy IgG antitestet egymas utén
nyolcszor. A csucsteriilet drasztikusan ndé, ami arra
utal hogy a korai injektalasokbdl az alléfazisra jutott
fehérje nagy részét az oszlop aktiv helyei megkototték.
Ennél a példanal 10-15 injektalast kellet végezni az
Uj oszlopon annak érdekében, hogy jol ismételhetd
csucsterileteket kapjunk.

nyolcadik injektalas -« e

elsginjektalas -

6. abra IgG1 mAb fragmens nyolc egymast kévetd
injektalasbol szarmazé kromatogramja egy Uj, nagy porusu
HILIC fazison.

Az oszlop megfelelé kondicionaldsa kiilénésen fontos
a nem-denaturalé kromatografids moédok esetén (SEC,
HIC, IEX).

A fehérjék oszlopon lejatszédd bomlasa/valtozésa

Sajnos a fehérje mintdk érzékenyek, igy a mérés soran is
valtozhatnak, bomolhatnak. Ez nagy problémat okozhat,
hiszen a méréssel mi magunk - szandékossag nélkiil
is — befolyasolhatjuk a mérési eredményt. Denaturalo
kromatografias kortlmények koézétt, ha a mintank elég
sok id6t tolt az oszlopon (pl. magas hGmérsékleten, nagy
nyomason, erésen savas mozgofazisban), akkor sajnos
jelentés mértékben bomolhat. Ez gyakran megfigyelhetd
RPLC-s korlilmények kozott. A 7. abran azt lathatjuk,
hogy egy mAb konny(l- (LC) és nehéz- (HC) lancanak
az RPLC-s mérése soran, a kromatografias profil nagyban
fligg a gradiensid6tdl (t,). Ha elég hosszi a mérési
id6 (pl. t, > 20 perc), akkor olyan csicsok jelennek
meg a kromatogramon, amik a rovidebb gradiensidé
alkalmazasaval nem voltak lathatéak [7]. Tovabba,
a két fécsucs aradnya is nagyban megvaltozik ahogy
egyre noveljlik a mérési idét.

Sajnos nem-denaturald korilmények kozott is lejatszod-
hat fehérje bomlas (valtozas). Egyik legjellegzetesebb
ilyen valtozds, hogy méretkizardsos kromatografiaban
(SEC) a mértaggregatumok mennyisége nagybanfiigghet
az oszlopon esdé nyomastdl, illetve az alkalmazott
mozgofazis hémérséklettél [8]. Ez kulénésen nagy
probléma lehet modszer-transzfer soran amikor
egy konvenciondlis HPLC SEC modszert szeretnénk
atdolgozni UHPLC moddszerre. A nyomast és
a hémérsékletet lehetéség szerint alacsony értéken kell
tartani. El6fordulhat Un. részleges minta denaturacio is.
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SEC koriulmények kozoétt ez ugy nyilvanul meg, hogy
monomer ellcios ideje csokken, hiszen a latszélagos
mérete a kitekeredés miatt megné [9]. Ezek
a részlegesen denaturalédott monomerek sokszor bal
vallként elualédnak a f6-monomer cslicson, hasonldan
mintha aggregatumok lennének, ami ahhoz vezethet,
hogy folébecslljiik a minta valédi aggregatum tartalmat.
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tG = 10 perc £ tG = 30 perc tG = 60 perc

7. abra Redukalt IgG1 mAb fragmensek és varidnsainak
RPLC-s elvdlasztasa er6sen denaturald korilmények kozott
(T =90 °C, pH ~ 2), kiilonb6z6 gradiensidék (mérési idék)
mellett. Ha hosszabb az oszlopon tartézkodasi idé, n6 a
bomlastermékek mennyisége (oszlopon lejétszédé minta
bomlas) [7].

Osszefoglalas

Altalanossagban elmondhaté, hogy a fehérjék ,tul
nagyok”, ,tul heterogének”, ,tulzottan ragadnak”
és ,tul érzékenyek”. Ugyis mondhatnank, hogy a nagy
fehérjék - természetiiktél fogva - nem kompatibilisek
egy kromatografidls méréssel/rendszerrel.  Ennek
ellenére, mégis alkalmaznunk kell a kulénb6z6
folyadékkromatografias modokat, hiszen még mindig
ez a legjobb mddszer arra, hogy egyes tulajdonsagokat
(pl. méret varidnsok, toltés variansok) megmeérjink
vagy legaldbbis, hogy legyen rdla elképzelésunk.
Valé6 igaz, hogy egy fehérje- kromatografias
mérésben sok bizonytalansag lehet, ezért kell mindig
koriltekintben megvalasztani a mérési korilményeket
és megbizonyosodni arrdl, hogy a kromatografids mérés
tényleg a valds eredményt nyujtja.
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Szerves savak és bazisok
meghatarozasa
gazkromatografiasan

Go6récs Noémi
Egis Gydgyszergyar Zrt.

Egy analitikai feladat kapcsan az els6dleges kérdés,
hogy milyen technikaval fogjunk hozza a méréshez.
Bizonyos feladatok egyértelm(ien, szinte talcan kindljak
a megoldast, azonban léteznek specialis esetek, ahol
el6fordulhat, hogy a folyadék-, illetve gazkromatografias
technika is hozhat medgdfeleld eredményt. Ez utdbbi
esetben mérlegelhetiink a kimutatasi hatar, a szlikséges
mintaelGkészitési igény, az elemzés hossza, stb. alapjan.

Egy adott komponens mérése el6tt altaldban a légkori
nyomason mért forrashémérséklete, azaz a forraspontja
alapjan tajékozodhatunk arrdl, hogy érdemes-e
gazkromatografias analizissel prébalkozni. Mar az is nagy
segitség, ha egyaltalan van Iégkori adat az irodalomban, s
nem csak vakuum alatt mért értéket talalunk. Semleges,
apolaris karakterli molekulak esetén viszonylag kénny(
dontést hozni, nagy valdszinliséggel nem fog problémat
okozni a meghatérozas. Polaris, savas vagy bazikus
komponensek elparologtatasa azonban bonyolultabb
lehet, a forraspont 6nmagaban keveset jelent az analizis
szempontjabdl, amit egy alacsony kimutatasi hatar
igény csak még tovabb ronthat. Az apolaris tulajdonsagu
benzol forraspontja 80 °C. Cseréljiik le egy hidrogénjét
metil csoportra, amivel 111°C-os forraspontl toluolt
kapunk. Azonban, ha a hidrogént egy szintén kis méret(,
de polaris hidroxid csoportra cseréljik (1. abra), mar
182°C-rdl van szd!

CHa OH

1. abra A benzol (fp. 80°C), a toluol (fp. 111°C) és
a fenol (fp. 182°C) szerkezete.
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Bizonyos molekuldak nagyon magas vagy nem
kimérhet6 forraspontjuk ellenére gazkromatografiasan
meghatarozhatok. Ilyen példaul az antracén, mely
a ,rossz hirl” policiklusos aromas szénhidrogének
egyik tagja, 340 °C-os forrasponttal rendelkezik, de ide
tartozik a pillanatragaszték ,sztarja”, az etil-cianoakrilat
is, melynek rédadasul Iégkéri forrdspontja nem mérhet6 ki
(2. abra). Ezek a vegylletek méréskor altalaban hig oldat
formajaban keriilnek az injektortérbe, ahol az olddszer
illékonysaga és a bejutatott kis mennyiségl oldat miatt
olyan anyagokat is mérhetlink reprodukalhaté csucs
alatti tertletekkel, melyeknek a forraspontja az injektor
hémérséklete felett van.
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2. abra A fenantrén (fp. 340°C) és az etil-cianoakrilat
(fp. 55°C/3 Hgmm) szerkezete.

Bazikus vagy savas vegylletek esetén szintén megtévesz-
t6 lehet, ha csak azalacsony forraspontalapjan szeretnénk
tajékozodni. Ezekben az esetekben el6fordulhat, hogy
az alacsony forraspontnak megérilink, majd -kilonb6zo
okok miatt- azt tapasztaljuk, hogy a csucs alatti terlletek
ismételhet6sége nem megfelel6, vagy akar meg sem
jelenik a kromatogramon az adott csucs. Erre jo példa
a dimetil- és trimetil-amin (3. &bra).
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3. abra A dimetilamin (fp. ~9 °C) és trietilamin (fp. ~5 °C)
szerkezete.

Ha a molekula erGsen polaris, a megosztd folyadékban
végbemend abszorpcids-deszorpcios folyamatoknak
koszbnhetéen a cslcsalak erésen torzult lehet. Ez még
akkor is bekovetkezhet, ha igyeksziink megfelelen
polaris alléfazist valasztani a meghatarozashoz. S6t, ha
a kolonna készitésekor az alléfazis térhaldsitédsa savas
el6fordulhat, hogy az adott molekuldra egyaltaldn nem
kapunk jelet. Emiatt a megfelel6 kolonna kivalasztasa
nagy korultekintést igényel ezekben az esetekben.
Erdemes ilyen meghatédrozasokhoz specidlisan bazikus
vagy savas komponensek analizisére alkalmas kolonnakat
beszerezni. Az 1. és 2. tablazatban taldlhaté néhany
allofazis tipus bazikus és savas jellegd komponensek
gazkromatografias vizsgalatahoz.
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1. tablazat Kereskedelemben kaphaté kolonnatipus
a bazikus jellegl anyagok elvalasztasdhoz.

Allofazis alapja Megjegyzés

kitiing inertség és cstcsalak,

CP-Volamine dezaktivalt polisziloxan vaz vizes mintak esetén is
alkalmazhato

PoraPLOT

. szerves adszorbens
Amine
Rtx-35 Amine 35% fenil — metil-polisziloxan kiting inertség és csucsalak
Rtx-5 Amine 5% fenil — 95% metil-polisziloxdn ~ magas maximum hémérséklet
Stabilwax-DB polietilén-glikol

2. tablazat A két leggyakoribb kereskedelmi forgalomban 1évd
kolonnatipus savas jelleg(i anyagok elvédlasztédsahoz.

Allofazis alapja Megjegyzés
FFAP allo- nitro-tereftalsavval modositott
fazis polietilén-glikol
Stabilwax-DA polietilén-glikol néhany szervetlen sav

analizisére is alkalmas

A megfelelé alléfazis kivalasztdsa sorédn érdemes
tobbfélét kiprobalni, megfigyelni, hogy melyik all6fazison
hogyan viselkedik a meghatarozandé molekula. Ha nem
vagyunk olyan szerencsés helyzetben, hogy egymas
utan sorakoznak a polcainkon ezek a kolonnak, kiindulasi
pontként jo valasztds a CP-Volamine. Ez a tipusu allo-
fazis kilénlegesen inert, az erfsen bazikus aminok
is szép szimmetrikus csUcsalakkal eludléodnak, s akar
vizes mintak analizisére is alkalmas, robusztus kolonna.
A két téblazatban taldlhatd kolonndk maximum
hémérséklet értékei sajnos alapvetéen alacsonyak,
jellemz6en 220 °C koril vannak (kivéve Rtx-5 Amine,
315°C). A CP-Volamine esetében 265 °C-ra melegithetjlk
a kolonnateret izoterm koérilmények kozott, és igy
a nagyobb molekulatémeg(i szennyez6 anyagoktol is meg
tudunk szabadulni, melyek esetleg alapvonal emelkedést
okozhatnak.

Savak meghatarozasa esetén kevesebb kolonna valasztasi
lehetdséglink van. Ennek egyik oka, hogy a szerves savak
nagy része egy viszonylag konnyl szarmazékképzési
technikaval kevésbé polaris, kellemesen illékony
anyagga varazsolhato, melyek nem igényelnek specialis
elvalasztasi korulményeket. A karbonsavak metilészterré
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valo alakitdsa kénsav katalizdtor mellett rutinfeladat.
Ha az adott karbonsav szénlanc érzékeny az oxidaciora,
kiméletesebb kérilmények kozott, Lewis sav katalizator
mellett is elvégezhet6 az észterképzés. Ide tartoznak
az egészségligyi szempontbdol kiemelt figyelmet
érdeml6 EPA és DHA omega zsirsavak. A természetben
a zsirsavak altalaban triglicerid formaban fordulnak
el6, melyeket sokszor fontos atészterezési eljarassal
metilészterré alakitani. Ha erre nincs szikség, akkor
egy magas maximalis hdmérsékletd, kis filmvastagsagu
és alacsony vérzéssel rendelkez6 kolonnan érdemes
az analizist végezni (pl. Rxi-65 TG, ZB-50). Zsirsavak,
zsirsavészterek mérése soran mas jellegld problémakra
szamithatunk, mint a polaris vegylletek esetén, mert
a hosszl, inert apolaris lanc miatt az adszorpciotol
kevésbé kell tartanunk.

A polaritdas a kiulénb6z6 komponensek adszorpcios
képességét befolyasolja a készilék klilonféle pontjain.
Ezek kozul f6ként az injektor aktiv kotGhelyei, illetve
gG6ztéranalizis esetén a headspace mintaadagold egységei
okozhatnak gondot. Ezekben az esetekben érdemes
a feladatra dedikalt felszereléseket, példaul specialis
linereket és kvarcgyapotot beszerezni. A kvarcgyapot
anyagi min0sége miatt hajlamos rontani a bazikus
komponensek mérésekor az ismételhetdséget, ilyenkor
probalkozhatunk kifejezetten bazikus komponensek
analiziséhez dezaktivalt kvarcgyapot hasznalataval.
Gazdasagossagi szempontokat figyelembe véve a hazi
kvarcgyapot csere elénydsebb a gyari, el6re toltott
liner valtozatokndl. Er6sen poldris anyagok esetén
mégis érdemes megfontolni a hasznalatra kész liner-ek
hasznalatat, mert az inertizaldst a mar beto6ltott liner-en
végzik el, igy a gyapot toredez6désébdl keletkez6 aktiv
helyek megjelenése kikliszobdlhetd. A linerek felliletét
specialis kezelésnek alavetve az intertség foka javithato,
a siltek liner bevonatok ellenallébbak, mint az altalanos
szililezési Uton kapott rétegek.

A mintahurokkal ellatott headspace 6sszekot6 kapillarisa,
az un. transfer line késziilhet kvarciivegbdl és fémbdl
is, melyek bar minden esetben inertizalt felllettel
rendelkeznek, el6fordulhat anomalia. Headspace
mintael6készitd egység vasarldskor szem el6tt kell
tartani a maximalis headspace hdmérsékleteket
(inkubalasi, transfer line, mintahurok és/vagy fecskend6
hémérséklet), mert altaldban a mintahurkos Kkivitel
magasabb maximalis hémérsékleteket bir el, mint
a fecskendds megoldas. Az adszorpcié pedig nagyobb
hémérsékleten kisebb mértékli, s a meghatarozasi
mddszer robusztusabb lesz.
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Tomegspektrométer-
barat mozgofazis
alkalmazasa terapias
fehérjék ioncserés
elvalasztasahoz

Farsang Evelin?, Fekete Szabolcs?, Horvath
Krisztian?

Ppannon Egyetem, Analitikai Kémia Intézeti
Tanszék

2Genfi Egyetem, Gydgyszerészeti Tudomanyok
Tanszék

Bevezetés

A cikkben az ioncsere-kromatografa kozvetlen
tomegspektrometrias detektorhoz torténd
kapcsolasanak nehézségeit és lehet6ségeit targyaljuk.
Jelen kozlemény az LCGC szakfolydiratban nemrég
megjelent publikacié [1] magyar nyelv{ 6sszefoglaldja.

A monoklonalis antitestek (mAb-ok) a terapias fehérjék
egyik legsikeresebb csoportjat képviselik. El6allitasuk
soran, majd a késébb lejatszéd6 uUn. poszttranszlacios
folyamatok (PTM) kovetkeztében kildnb6z6 mdédosuladsok
Iéphetnek fel a szerkezetlikben (pl. glikozilacid, oxidacio,
deamidacié, fragmentacié). Ezek eredményeként
toltésvariansok is kialakulhatnak, melyek nagyban
befolyasolhatjak bioldgiai aktivitasukat és toxicitasukat,
ezért elengedhetetlen a megfeleld vizsgalati modszerek
kidolgozdsa és alkalmazasa. A toltésvariansok
meghatarozasara leggyakrabban kapillaris elektroforézist
(CE) vagy ioncsere-kromatografiat (IEX) alkalmaznak.
Az IEX moddszerek kozul kationcsere-kromatografia
(CEX) a legelterjedtebb, hiszen a legtobb mAb bazikus
karakter(i. CEX modszerekkel a kilonb6zd savas
és bazikus varidnsok altaldban jol elvalaszthatok
a fOcsucstdl (fé izoforma) [2-4]. A komponensek
kromatografias oszlopral torténd eludlasara
hasznalhatunk an. pH-gradienst [5-7], sogradienst [4,
8-10] vagy a kombinalt pH- és ségradiens mdédokat [11].
Mivel a leggyakrabban alkalmazott pufferkomponensek
(2-(N-morfolino)etanszulfonsav, MES és foszfat sok),
valamint a sogradienshez hasznalt NaCl és KCI nem
illékonyak, tomegspektrometrias (MS) detektalashoz

2

nem haszndlhaték. Jelenleg az ammaoniumion-
alapl mozgdéfazis rendszerek (pl. ammédnium-acetat,
ammonium-bikarbonat) igéretesnek tlinnek ko6zvetlen
MS detektalashoz. Sok esetben megfeleld csucsalakot
és retencidt biztositanak a mAb-ok elvalasztasara,
rdadasul széles izoelektromos pont (pI) tartomanyban
is alkalmazhatdk. Ezekben a mozgdfazis rendszerekben
az ellcidét elsGsorban az ammonium-ion koncentracié
valtoztatasaval, vagy ammonium-hidroxid adagolasaval
kontrollalhatjuk. Az egyik legigéretesebb eluens rendszer
Jan és munkatarsai nevéhez kothetd, akik egyidejd
ioner6sség (40-150 mM) és pH-gradiens (5.6-7.4)
alkalmazasaval egy altalanos atfogdé maddszert dolgoztak
ki [12]. Szamos munkdaban viszont ellentmondasos
korilményeket kozoltek és figyelmen kivil hagytak
a mozgofazis pufferkapacitdsanak és ionerdsségének
a valtozasat a gradiens fejlesztése soran. Sokszor a pH
gradiens meredeksége és a valaszfliggvény alakja nem
jOl reprodukalhatd. Célunk a pH- és ionerdsség gradiens
mAb-ok elvalasztdsara gyakorolt egylittes hatasanak
a vizsgalata volt. Ammodnium-acetdat és ammoédnium-
karbonat tartalmu mozgofazis rendszerek Osszetételét
optimalizaltuk, azzal a céllal, hogy megfelelé (kozel
linearis) pH valaszt, ioner6sséget és pufferkapacitast
biztositsunkésezaltaljavitsukamérésekismételhet6ségét
és lehetdvé tegylik a kozvetlen MS detektalast.

Az optimalis illékony pufferrendszerek nyomaban

A pufferkapacitdis és a pH-valasz meghatarozasa
céljabdl szamitasokat végeztiink ammodnium-acetatot,
ecetsavat és ammoénium-karbondtot  tartalmazé
pufferrendszerekre, mivel ezek a komponensek
megfelelének tlintek az el6zetes vizsgalatok alapjan.
Az A eluens ammodnium-acetatot és esetsavat, mig
a B eluens ammodnium-acetatot és ammodnium-
karbonatot tartalmazott. Ezzel a mozgoéfazis rendszerrel
széles pH tartomany lefedhetd. Az egyes komponensek
koncentraciéjat a  10-100 mM  tartomanyban
valtoztattuk (magasabb puffer koncentracid mar
megnehezitené az MS detektaldst). Harom intakt
fehérje retencidjat, cslcsalakjat és szelektivitasat
vizsgaltuk 16 kulonboz6 eluens Gsszetétel mellett.
Ilyen korilmények kozott a legtobb mAb megfeleld
retencioval eludlhaté az 5.5 < pH < 7.5 tartomanyban.
Emellett a megfelel6 MS-érzékenység eléréséhez az
ionerGsséget a lehetd legkisebb értéken célszer( tartani.

Célunk egy szimultdn pH- és sogradiens modszer
kidolgozasa volt, amelyben a pH-gradiens szelektivitasra
gyakorolt hatdsa és a sogradiens cslcs-fokuszald hatasa
egyszerre érvényesll. Ilyen rendszerben az ellciot
mind a fehérje toltésének megvaltozasa, mind pedig
a soval torténd leszoritas egyittesen befolyasolja. Ezekre
a célokra ammonium-acetat/ecetsav megfelel6nek
bizonyult. Az 1. abra egy olyan pufferrendszer pH
valaszat és pufferkapacitdsat mutatja, ahol az A eluens
ammonium-acetatot és ecetsavat, a B eluens pedig
ammonium-acetat és ammodnium-karbonat sdkat
tartalmaz.
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1. abra pH-valasz (z6ld) és pufferkapacitas (szlrke) valtozasa
az eluens Osszetétel fiiggvényében 10 mM amménium-acetat és
10 mM ecetsav (A eluens), valamint 50 mM ammaédnium-acetat
és 50 mM ammaédnium-karbonat (B eluens) esetében.

Az ioner0sség retencidéra gyakorolt hatasat a 2. abra
szemlélteti, ahol a bevacizumab latszdlagos retencio

tényezdjet (k, ) abrazoltuk a B eluens ammonium-acetat
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2. abra A bevacizumab latszélagos retencids tényezdje

a B eluens ammodnium-karbonat és ammonium-acetat
altaldnos linearis 10 perces gradiens program (0-100 % B)

0.3 ml/perc térfogatdrammal 50x2 mm kationcserélé oszlopon.
Az A eluens Gsszetétele: 10 mM ammonium-acetat és 10 mM
ecetsav.

A varakozasoknak megfeleléen az ammdnium-karbonat
koncentracionak jelent6sebb hatdsa van a retencidra,
mint az ammodnium-acetatnak. Ennek oka, hogy
az ammonium-karbonat kétszer annyi, ellenionként
viselkedé6 ammoniumiont tartalmaz, mint az ammaonium-
acetat. Példaul a 10 mM ammodnium-acetat és 100 mM
ammonium-karbonat esetében a k.= 12.6, mig forditott

app
esetben, vagyis 100 mM ammodnium-acetat és 10 mM

www.gen-labhu

BTz
5D m\] ammanium-aceldts
100 mM] amonium karbonit

=g
20 mM ammonium-aceisi=
50 mM] aminium-Karbonit

N

g
S0 mA L a3 AL+
10 mAl amdaiem-karboadi

L] F 4 1] 2 10 1F
Retencida ida (perc)

3. abra A bevacizumab kationcserés kromatografias profilja
kilonb6zé B eluens dsszetételeknél. Mérési korilmények:
altaldanos 10 perces gradiens (0-100 % B) 0.3 ml/perc
térfogatdrammal 50x2 mm kationcserél6 oszlopon.

Az A eluens 10 mM ammonium-acetatot és 10 mM ecetsavat
tartalmazott.

ammonium-karbonat  Osszetételnél csaknem  két-
szer akkora retencié figyelhetd meg (k,, =24.1).
A 3. abran lathatd, hogy az ammodnium-karbonat
koncentrdci6 nem csak a retenciéra, hanem
a szelektivitdsra is hatdssal van. Erdekesség, hogy
a legnagyobb szelektivitdas 50 mM sodkoncentraciénal
figyelhet6 meg, mig kis (10 mM) és nagy (100
mM) koncentraciéndl a szelektivitds kisebb. 50 mM
ammonium-karbonat alkalmazasaval a f6 cstcs mellett
két bazikus és néhany savas karakter( toltésvarians is
megkulonboztetheté, mig alacsony sdkoncentraciénal
csak egy éles fécsucs figyelhetd meg. A legnagyobb
pH valasz meredekség 10 mM ammonium-karbonat
koncentracio esetén jelentkezett, amikor a bevacizumab
egy éles cslUcsban eludlédott. Utdbbi  esetben
a nagy molekuldk an. ,on/off” tipusu retencidja miatt
a szelektivitdst nagy mértékben lecsokkentette
a meredek pH-gradiens.

Univerzalis MS-bardt IEX kortlmények mAb-ok

elvalasztasara

A kidolgozott mozgodfazis rendszert tébb monoklonalis
antitesttel (6.1<pI<9.4) is kiprobaltuk. Mindegyik
esetben megfeleld retencid, cslcsalak és szelektivitas
mutatkozott (4. abra). A koézel linearis pH valasznak
koszonhetéen a mAb-ok plI értékeiknek megfeleld
sorrendben elualédnak, igy a relativ retenciéjukbdl
a relativ izoelektromos pontjuk meghatarozhato.
A szelektivitas tekintetében elmondhatd, hogy mind
savas, mind bazikus toéltésvariansok elvalaszthatok
a f6csucstol, igy ez az MS-barat, kombinalt sé- és pH
gradiens modszer toltésérzékeny elvalasztast biztosit
szamos monoklonalis antitesthez.
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4. abra Intakt mAb-ok CEX kromatogramjai (altalanos
gradiens moddszer). 10 mM ammédnium-acetat és 10 mM
ecetsav (A eluens), 50 mM ammoénium-acetat és 50 mM
ammoénium-karbonat (B eluens). Gradiens: 10-70 % B 8
perc alatt, térfogatdram: 0.3 ml/perc, 50x2 mm gyenge
kationcserés oszlop. Csucsok: (1) bevacizumab, (2)
panitumumab, (3) reslizumab, (4) pembrolizumab, (5)
atezolizumab, (6) adalimumab és (7) rituximab.

Optimalizalt MS-barat IEX koriilmények mAb-ok
elvélasztasara

A terapids készitmények hatékonysdga a kulonboz6
Példaul az ipilimumab és a nivolumab, valamint
a cetuximab és a panitumumab keverékek hatékonynak
bizonyultak bizonyos esetekben. Ezen kombinacidk
modellezésére megfelel6 komponensparokat tartalmazo
mintakat készitettiink, majd gyors, illetve nagy felbontasu
modszereket optimalizaltunk. pH- és sdgradiens egylittes
alkalmazasaval a moddszerfejlesztés paramétereinek
szama bdvithetd, azaz tobb lehet6ségink nyilik
a szelektivitas befolyasolasara, igy vizsgalhato példaul
a gradiens meredekség (aranyos a gradiens iddvel - t.)
soran harom t_ értéknél (6, 10 és 18 perc) végeztiink
meéréseket 0,3 ml/perc térfogatarammal egy 50x2 mm
oszlopon. Az igy kapott felbontastérképet felhasznalva
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és ipilimumab (2.cslcs) gyors elvalasztasa, (B) panitumumab
(3.csucs) és cetuximab (4.cslcs) nagy felbontdsu elvalasztasa.

az elvalasztas optimalis paraméterei meghatarozhatok.
Nivolumab és ipilimumab esetében egy hosszabb
elvélasztas adott megfeleld szelektivitast (5.A abra), mig
a panitumumab és cetuximab keverékre egy gyorsabb
elvélasztds bizonyult jobbnak, amikor mindkét f6-
izoform mellett nagyszamu toltésvaridns valaszthatd el
(5.B abra).

Osszefoglalas

Munkank sordn egy olyan ioncserés pufferrendszert
dolgoztunk ki monoklonalis antitestek toltésvariansainak
elvalasztasara, ami illékony 6sszeteviinek készénhetben
MS detektaldssal kompatibilis. A legjobb eredmény
10 mM ammoénium-acetdt és 10 mM ecetsav Ossze-
tételi A eluens és 50 mM ammoénium-acetat és
50 mM ammonium-karbonat Osszetételli B eluens
alkalmazasaval érhet6 el. Ezeket a kortulményeket
sikeresen alkalmaztuk mAb-ok elvalasztasara széles pl-
tartomanyban (6.1<pI<9.4) és mAb keverékekhez is.
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Mintatarto livegek
elovagott- és teli
szeptumainak
osszehasonlitasa
oldoszer veszteség
szempontjabol

Balint Balazs, Imrik Péter
Gen-Lab Kft.

Munkank sordn szamtalan alkalommal talalkoztunk
a problémaval, mely a terlleten dolgozé6 megannyi
kollégat is megosztja. Vajon kell-e szamolni HPLC mintak
esetén az elkészitett minta olddszerének parolga-
saval, kilénosen illékony olddszerek hasznalataval?
A kérdés rég ota foglalkoztat nemcsak minket, hanem
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az érintettek jelent6s részét. A rendelkezésre allo
forrasokat kutatva nem taldltunk olyan vizsgalati
eredményt, vagy adatot mely megnyugtatdé moddon
valaszt adna a kérdésre. Attekintve a partnereink
altal haszndlt mintatartd (vegeket és kupakokat
jutottunk arra az elhatdrozasra, hogy egy egyszer( és
gyors vizsgalattal megprébalunk pontot tenni a dolog
végére. A mérést elvégezhettiik volna pontosabban,
reprodukalhatébban, de nem volt célunk kvantitativ

adatokat generalni mérésunkkel, egyszerlien
megelégedtiink tajékoztatd jellegl adatokkal.

Taldn gondolatot ébresztiink ez altal az olvasdban.

Vizsgalatunk soran a leggyakrabban hasznalt 1.5 ml-es
mintatartd lvegeket és hozzajuk tartozo vagatlan és
el6vagott szeptummal ellatott kupakokat hasznaltuk.
Az altalunk kivalasztott Uvegeket korilbelil 1 ml
olddszerrel toltottik fel, majd a megfeleld szeptummal
ellatottkupakkalzartuk. Azigy el6készitettmintak tomegét
t, iddpillanatban megmértik és megfeleld id6kdzonként
a toémegmérést megismételtik. Vizsgalatunkhoz
harom kilonb6zé olddszert hasznaltunk, melyek
illékonysagban jelentésen kllénbdznek egymastol.
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A felhasznalt olddszerek rendre az normal heptan
(39.97 mm Hg( 20.0 °C)), acetonitril (72.8 mm Hg
(20°Q)) és a dietil-éter (379.6 mm Hg (20.0 °C)) voltak.
A mérés soran Uvegtipusonként, szeptum tipusonként
és oldoszerenként harom parhuzamos mérést végez-
tlink, a kapott eredményeket atlagoltuk és abrazoltuk,
mind tablazatos, mind grafikus formaban.

Kovetkeztetések

Amint a fenti dbrakon is jol lathatd, kovetkezésképpen
levonhaté lenne, hogy a nem el6vagott (sliccelt)
szeptumos kupakkal lezart edényzetekbdl nem,
illetve nagyon kis mértékben parolog csak olddszer
a vizsgalt idétartamon belll. Ami meglepd volt, hogy
a menetes kupakkal szerelt edénybdl a lezaras ellenére
kis mértékben fogyott az olddszer. Ennek az okat
a meghuzas er6sségében kereshetjlk. Feltételezve, hogy
kézzel is jelent6sen tul lehet hidzni a mintatartd lveg
kupakjat - ezaltal deformalva a szeptumot-, mely igy
utat nyithat az olddszernek. Ugyan ez a jelenség adhat
okot a krimpelhetd lezardonal tapasztalhatdé minimalis

www.gen-labhu
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oldészerfogyasra is. Az elGsliccelt kupaktipusoknal
sokkal inkabb medfi-gyelheté az olddszer elparolgasa,
ugyanakkor szeretném megjegyezni, hogy az atlagos
hasznalati id6 (szekvenciara varakozas, mintael6készités
miatti varakozas) alatt nagyon minimalis. A korabban
megemlitett jelenség adhat magyarazatot az el6vagott
kupakokké6zottiolddszerfogyaskiilonbségreis. Akupaknak
a szeptumra hatd leszorito ereje altal okozott deformacio
kinyithatjaazel6vagottrészt, ezaltal névelve arést ésezzel
elGsegitve a parolgast. A zart szeptumokhoz hasonldan,
az elévagott szeptumok esetén is azon kupaktipusoknal
talaltuk jelentGsebbnek a parolgast, ahol a kupak
rogzitése lehet6séget ad a szeptum deformaldsara.
Végkovetkeztetésként nem szeretnénk egyik kupak,
vagy szeptum tipust sem javasolni, el6térbe helyezni,
vagy akar kizarni. Mindenkinek megvan a készllékéhez,
szokasaihoz és f6képpen szivéhez legkozelebb allo,
legalkalmasabb tipus. Bizom benne, hogy munkank
elérte céljat és gondolatokat ébresztett a kedves
felhasznaléban, ha masban nem akkor abban, néha
mennyire trividlis és napi szinten végzett dolgokon
is mennyi mulhat, mint egy megfelel6 kupak helyes
feltekerése.
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SecuribyGuard”
ULTRA Cartridges*

3/pk
AJ0-8951
for 21mm ID

SecurityGuard
ULTRA Cartridges*

3/pk
AJ0-8950
for 30mm ID

SecurityGuard
ULTRA Cartridges*

2.6 pm Minibore Columns (mm)
Phases 50x21 100x21 150 x 21
PSCI8  00B-4780-AN 00D-4780-AN 00F-4780-AN \

2.6 pm MidBore™ Columns (mm)

Phases 50x30 100x30 150x 30
PSCI8  00B-4780-YO 00D-4780-YO OOF-4780-YO \

2.6 pm Analytical Columns (mm)

Phases 50x46 100x46 150x46 250 x 4.6 3/pk
PSCI8  00B-4780-E0 00D-4780-E0 O00F-4780-E0 00G-4780-E0 AJ0-8949
for 46mm ID

* SecurityGuard ULTRA Cartridges require holder, Part No.: AJO-9000.
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Visit www.phenomenex.com/Kinetex to see our entire Kinetex column portfolio.
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