SAJAT TOLTESU KAPILLARIS HPLC OSZLOPOK KESZITESE
PROTEOMIKAI VIZSGALATOKHOZ
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Napjainkban egyre clterjedtebb a sajat toltésii kapillaris HPLC kolonndk hasznalata.
Egyszerlisége, gazdasigossaga, és a toltetek széleskorii varidlasi lehetéségei miatt szinte
elengedhetetlen a protcomikdban vizsgalt komplex mintakhoz. Ennck segitségével a
kereskedelmi forgalomban nem elérheté méreti vagy toltetli oszlopok haszndlatara is
lehet&ség nyilik.

Munkam sordn célul tliztem ki proteomikai elvadlasztidsokra alkalmas forditott fazisu
kapillaris kolonndk készitését, a t6ltési paraméterck széleskorii optimaldsdval, valamint
élettartam vizsgdlattal. A vizsgilatok soran kifejlesztettiink egy protokollt 2.6 pum
szemcseatmérdjii XB-C18 toltetek 100 pum belsé atmérdji  kapillarisba toltésére.
Optimaltuk a kapilldrist lezard frit elkészitésének idejét és a kolonna t6ltés kivalasztott
paramétercit. Fontos paraméternck tekintettiik a toltetszuszpenzid —striségét, ezzel
Osszefiiggésben a t6ltési id6t is, emelett vizsgaltuk a toltéshez hasznalt gdz nyomasat is.

Az alabbi optimdlis paramétereket hataroztam meg: 1000 perc feletti t6ltési id6, 30
percig tartd 6000 psi tomorités, 0.4 mg/ml t6ltetszuszpenzid tdménység. Az igy kapott
kapillaris kolonnak kromatografids paraméterei kiemelkedden jo reprodukalhatésiggal
jellemezhetéek: a kolonnak jo mindséglick, keskeny csucsokat, és jo elvalast lehet rajtuk
elérni. Emellett a retencios idékben nem mutatkozik szamottevd atlagos csuszas (<0.075
perc), igy a méréseink jol reprodukalhatbak (RSD<1.1%). Fontos kiemelni, hogy a toltet
szabadon valaszthaté meg, szdmos HPLC, UHPLC vagy egyéb toltetet &s ezek tetszéleges
aranyu keveréke haszndlhat6 fel, igy nagyon nagyfoku valtozatossagot mutatnak a sajat
toltésti oszlopok, ezaltal igen specifikus elvalasztas érhetd el. Munkdnk soran a forditott
fazist elvalasztisra koncentraltunk, mivel igy lehetdség nyilt a kereskedelemben kaphat6
megoldasokkal to6rténd osszehasonlitasra.

Az altalunk készitett kolonnak reprodukalhatésidganak vizsgalatat enolaz standard
triptikus emésztményének elvalasztasaval végeztiik. Emellett elvégeztik a kolonnak
Osszehasonlitdsdt hasonld tipusi gyari oszloppal. Emellett alfa savas glikoprotein
elvalasztasaval vizsgalatokat végeztiink a kolonndkon vald csucsszelesedés jellemzésére is.

A moédszer hasznalhatésaganak jellemzésére két gazdasagossagi paramétert
haszndlhatunk: a kolonndk élettartamat, valamint a kéltséghatékonysagot. Hozzavetbleges
szamitasokat végeztem, melyek soran az egy oszlopra esé fajlagos koltséget hasonlitom
Ossze hasonlé tipust gyari kolonna beszerzési koltségével.

Osszefoglalva sajat kolonnatoltési protokollt dolgoztam ki forditott fazisi kapill4ris
kolonnak készitéséhez, ennck teljesitéképességét két kiillonb6z6 moédon vizsgaltam. Enoldz
mintdk triptikus emésztményével az elvalasztids hatékonysagat, ¢s a kromatografias
paramétereket hatiroztam meg, mig AGP mintdk mérésével vizsgaltam a bekovetkezd
csucstorzuldst. Az oszlopok élettartamara vizsgalatokat, gazdasdgossidgara szamitdsokat
végeztem.
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