1. BEVEZETES

A mai kor emberének életében fontos szerepet toltenek be a gydgyszerek,
ennek az egyre fokozodo igénynek probal megfelelni a dinamikusan fejlodo
gyogyszeripar. A gyogyszerek analitikaja soran célunk az, hogy elésegitsiik a
gyogyszerek biztonsagos hasznalatat és terapias hatékonysagat. A gyogyszer-
ellendrzo hatosagok folyamatosan emelik a gyogyszerek mindségével szem-
ben tamasztott kovetelményeket, melyek a gyogyszeranalitika szamara nagy
kihivast jelentenek.
A kefalosporinok a jelenleg leggyakrabban hasznalt antibiotikumok, amit
széles antibakterialis spektrumuknak ¢és atoxicitasuknak koszonhetnek. A
kutatasok az egyre novekvd antibiotikum rezisztencia miatt Gjabb és Ujabb
kefalosporin antibiotikumok kifejlesztésére iranyulnak, ami sziikségessé teszi
nagyhatékonysagu, gyors analitikai modszerek kidolgozasat.
Jelenleg, az eclméletileg leghatékonyabb elvalasztasi technikdk az
elektroforézis elvén alapulnak. A kapillaris elektroforézis (CE) mara a
nagyteljesitoképességli kromatografids modszerek mellett a legfontosabb
alternativ analitikai technika. A CE egy rendkiviil univerzalisan alkalmazhato
moddszer, hiszen a kis méretli szervetlen ionoktoél a nagy molekulatomegl
nukleinsavakig sokféle anyag elvalasztasat leirtdk mar, kiilondsen alkalmas
biologiai és gyogyaszati szempontbodl fontos vegyiiletek hatékony elvalaszta-
sahoz. A kefalosporinok kapillaris elektroforézissel torténd vizsgalata soran a
moddszer tobb eldnye is kihasznalhato:

- Nagy elvalasztasi hatékonysag: a vizsgalt komponens a bomlastermé-

kektol, szennyezoktdl és a kiilonbozé matrixanyagoktol nagy hatékony-

saggal (>10° tanyérszam) elvalaszthato.

- Gyors: a meghatarozasok altalaban tiz percen beliil elvégezhetdk.

- Kis mintaigény: csupan néhany nl-nyi mintat kell a kapillarisba juttat-

ni.



- Matrixtirés:  nagy  matrixtartalmi  mintdk  kozvetleniil,

mintaelGkészités nélkiil is a kapillarisba vihetok.

Gyogyszerész hallgatoként mar 2000-ben csatlakoztam a Szervetlen és Anali-
tikai Kémiai Tanszéken folyo elektroforetikus és gyogyszeranalitikai kutata-
sokhoz, itt készitettem el TDK- ¢és diplomamunkamat, 2005-t6l pedig PhD
hallgatoként folytattam tovabb a kutatdmunkamat.

Munkank soran célunk az volt, hogy a kefalosporinokat tesztvegyiiletekként
hasznalva megvizsgaljuk a kapillaris és a csip elektroforézis kiillonb6z6 para-
métereinek hatasat az elvalasztasra. A CE moddszert nem csupan a
kefalosporinok mennyiségi meghatarozasara, de e gyogyszervegyiiletek egyes
sajatsagainak (stabilitas, fizikai-kémiai paraméterek) tanulmanyozasara is
alkalmazni kivantuk. A kifejlesztett modszer segitségével orvosdiagnosztikai

célu vizsgalatokat is terveztiink.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Kefalosporinok és jelentoségiik a gyogydszatban

A kefalosporinok félszintetikus antibiotikumok, melyek a Cefalosporium
acremonium gombafaj altal termelt kefalosporin C (1. tablazat) vegyiiletbol
szarmaztathatok. Brotzu altal 1948-ban izolalt gomba tobbféle antibiotikus
hatast anyagot termel. Ezek koziil a kefalosporin C a legjelentdsebb, melynek
szerkezetét 1953-ban deritették fel. A kefalosporinok Gram-pozitiv és Gram-
negativ korokozokra egyarant hato, széles spektrumu, baktericid hatasf, jo
farmakokinetikaju, nem toxikus gyogyszerek [1]. A penicillinnél kevésbé
allergizalnak.

A kefalosporin C ipari kinyerésére csapadékos, adszorpcids, ioncserélé kro-
matografias, valamint extrakcios modszereket dolgoztak ki. A kefalosporin C
7-es helyzetii oldallancanak kémiai Uton torténd eltadvolitisa a 7-amino-
kefalosporansavat (7-ACS) eredményezi. A félszintetikus kefalosporinok
eléallitasa a 7-ACS, valamint a 7-amino-3-dezacetoxi-kefalosporansav (7-
ADCS) vegyiiletekbdl torténik. A 7-ADCS-t a G-penicillin-szulfoxid gytir(-
bovitési reakcidjaval nyerik. A kefalosporinok alapvaza a kefem vaz, melyben
a P-laktdm gyiirG egy dihidrotiazin gyiiriivel van kondenzalva. Az egyes
kefalosporinok a dihidrotiazin gyiirti 3. és 7. szénatomjahoz kapcsolodo oldal-
lancokban kiilonboznek egymastol (1. tablazat). A dihidrotiazin gyiirGi harma-
dik szénatomjahoz kapcsolodo oldallanc a gyogyszer farmakokinetikai visel-
kedését hatarozza meg. A C-3 helyzetli acetoxi csoport helyettesitése elo-
nyoOsnek bizonyult, mert in vivo acilészteraz enzimek nem képesek a moleku-
lat hidrolizalni, kedvezébb a gydgyszer farmakokinetikai tulajdonsaga. A C-3
helyzetben 1év0 elektronegativ szubsztituens ndveli a molekula savstabilitasat
(cefaklor). Tobb készitményben (cefamandol, cefoperazon) N-metil-tetrazolil-
tiometil oldallancot alakitottak ki, amelynek metabolitja alkohol-intoleranciat

¢s véralvadasi zavarokat okozhat. A gylirli 7. szénatomjahoz kapcsolodo



szubsztituens az antibiotikus hatasspektrumért, béta-laktamaz stabilitasért
felelés. A C-7 helyzetben 1év6 D-a-amino-fenil-acetil-csoport (cefalexin,
cefaklor), illetve ennek aromas gytiriiben modositott szarmazéka (cefadroxil)
antibakterialis spektrumszélesedést adott a molekulanak, ugyanakkor béta-
laktamazzal szemben érzékeny maradt. A C-7 helyzetben beépitett mandula-
sav (cefamandol), és amino-tiazolil (cefotaxim, ceftriaxon) oldallancok mar
béta-laktamaz stabilitast eredményeztek. A cefoxitin kiemelkedd béta-
laktamaz stabilitasa, és anaerob koérokozok altal kivaltott fertézésekkel szem-
beni hatékonysaga a béta-laktam gytirii C-7 atomjan 1évo a- térallasu metoxi
csoport jelenlétével magyarazhato. A dihidrotiazin gytrii negyedik szénatom-
jan 1évé karboxil csoport észterifikalasaval farmakologiailag inaktiv, prodrog
molekulat allitottak eld, melynek oka a gyogyszer oralis formaban torténd
adagolhatdsaganak kialakitasa [1].

A kefalosporinok a baktériumsejtfal felépitését akadalyozzak a penicillinkotd
fehérjéhez (PBP) wvalo kotodésiikkel ¢és a sejtfal peptidoglikan
transzpeptidacidjanak gatlasaval. A kefalosporinokat meghataroz¢ tulajdon-
sagaik szerint generaciokba soroljak. A generacids osztalyozas a terapias
szempontbol fontos mikrobiologiai (szilk vagy széles spektrumu, béta-
laktamaz érzékeny vagy stabil), farmakokinetikai tulajdonsagokra, valamint
az adagolas modjara (oralis, parenteralis) utal. Az els6 generacids szarmazé-
kok (pl. cefazolin, cephalexin, cefadroxil) legerésebben a Staphylococcusok
PBP-jeihez kotodnek. A masodik generacios antibiotikumok (pl. cefaklor,
cefamandol, cefuroxim, cefoxitin) a Gram-negativ palcak PBP-je iranti affini-
tassal tlinnek ki. A harmadik generacio tagjai (pl. cefoperazon, cefotaxim,
ceftriaxon, ceftazidim) injekcioként alkalmazott készitmények, melyeknél
tovabb boviil a Gram-negativ baktériumokra a hatas. A negyedik generacios
antibiotikumoknal (pl. ceftibuten) a hatds spektruma valtozatlan a harmad
generaciosokhoz képest, de a veliik valo terapiat korhazon kiviil lehet folytat-

ni, mert szajon at adagolhatok [1].



A készitmények szoveti penetracidja generaciordl generaciora fokozodik. A
masodik generacié tagjaié megfeleld, a harmadik generacids készitmények
pedig terapias szintet érhetnek el beadasuk utan a légutakban, a borben, a
lagyrészekben, a csontban is. Az epében valamennyi parenteralis szer szintje
elegendd a terapias hatds eléréséhez. A szajon at adhatd készitmények jol
felszivodnak, a szérumban, a légutakban, a vizeletben terapias szintet érnek
el. A parenteralis készitményeket altalaban intravénasan alkalmazzak, az alta-
laban szokasos 1 g beadasa utan elérhet6 szérumszint meghaladja az érzékeny
kérokozok gatlasahoz sziikséges szintet. A kefalosporinokat farmakokinetikai
tulajdonsagaik szerint adagoljuk. A kefalosporinok kiiiriilési félideje altalaban
1-3 o6ra kozott van, ami lehetové teszi a 8-12 orankénti adagolast. A
ceftriaxonnak kivételesen hosszu a felezési ideje, 6-8 ora, ami 24 6ras adago-
last tesz lehetvé. A kefalosporinok tobbsége a vesén at, filtracio és szekrécio
utjan irdl ki. A beadott ceftriaxon fele, a cefoperazon kétharmada az epén at
valasztodik ki. Az egyes kefalosporinok kiilonb6z6 mértékben, reverzibilisen
kotédnek a szérumfehérjékhez, ezért az aktiv, szabadon keringd frakcio mér-
téke is valtozo6. A cefamandol, cefoxitin, ceftriaxon, cefoperazon erésen ko-
tédnek (70-96 %) a szérumfehérjéhez, szérumszintjitknek 4-30 %-a aktiv. A
cefotaxim, ceftazidim gyengébben kdtodnek (17-30 %) a szérumfehérjékhez,
70-80 %-uk kering szabadon a vérben. A kefalosporinok koziil a cefotaxim
részben metabolizalodik, a metabolit (dezacetil-cefotaxim) antimikrobialisan
aktiv, ennek eredményeképpen meghosszabitja a cefotaxim hatasat [1].

A kefalosporinok széles antimikrobidlis hatasspektrumuk és atoxicitasuk ko-
vetkeztében mind korhazi, mind a jarObeteg-ellatasban a legelterjettebben

hasznalt antibiotikumok.



1. tablazat.
A kefalosporin antibiotikumok szerkezeti képletei és altalunk hasznalt roviditései
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2.2. Kefalosporinok meghatdrozdsdnak lehetdségei

2.2.1. Hagyomanyos analitikai modszerek

A kefalosporinok fehér, kristalyos porok, soik vizben jol oldodnak. Kémiai
sajatsagaik a penicillinekéhez hasonloak. A négytagi B-laktam gytiriiben fog-
lalt savamidkotés reakcioképes és nukleofil reagens (aminok, alkoholok, cuk-
rok) hatasara a penicillosavval analog inaktiv vegyiiletre bomlik. A
kefalosporinok dihidrotiazin gyiiriijében 1évé A’- helyzetii kettés kotés lugos
kozegben A’- helyzetbe izomerizalédik, amely az antibiotikus hatas elveszté-
sével jar. Savval szemben (elektrofil reagens) stabilabbak mint a penicillinek
(hianyzik a penicillinekre jellemzd atrendez6dés, nem keletkeznek a
penicillénsavhoz, illetve penillsavhoz hasonld vegyiiletek). A laktam-gyUlri
hasitasat enzimek (B-laktamazok) és fémek (pl. réz, nikkel) katalizaljak. A
gylirtin kiviili savamidkotés ehhez képest stabilnak mondhato.

A kefalosporinok analitikajaban a B-laktamok szamos reakcidjat hasznositjak
[2]. A kefalosporinok hidroxil-aminnal a [-laktdm-gy(irQi nyitasaval
hidroxamsavva alakulnak, melyek vas(Ill)-sokkal voros szinezddést adnak. A
keletkez6 hidroxamsav-vas(Ill)-kefalosporin komplex fényelnyelését UV
spektrofotometriasan 480 nm-nél végzik [3-7]. A Ni(II)-ionok bevitele a reak-
cidelegybe katalizalja a reakciot [8]. Az Amerikai Gyogyszerkonyv (USP
XXIL) a hidroxilamonolizist kefalosporinok mérésére hasznalja [9].
Sakaguchi [10] a cefalexint azon az alapon hatarozta meg, hogy a vegyiilet
kénatomja csokkenti az o-hidroxi-hidrokinonftalein-Pd(II) komplex 630 nm-
es maximumnal mért elnyelését. A kefalosporionok meghatarozasara leirtak
imidazollal [11-13], ammonias eziist-szulfattal [14], ammoénium-vanadattal
[15], illetve dihidro-lutidinnal [16] torténd modszereket. Kozoltek még
molibdénkék képzodésén alapuld kiilonb6zé oxidaloszereket felhasznalo
modszereket is [17-22]. A klasszikus mddszerek alkalmazasai kozott megem-

litend6 még a nitroprusszid-natriummal [23], natrium-nitrittel [24, 25],



Ellman-reagenssel [26], és a higany(II)-klorid-molibdo-arzénsavval [27] lejat-

sz0do reakciok, melyek kefalosporinok meghatarozasara alkalmasak.

2.2.2. Kromatografias médszerek

A vékonyréteg kromatografia (VRK, TLC) a legrégebbi kromatografias tech-
nika, amelyet a kefalosporin C és félszintetikus kefalosporin vegyiiletek ki-
mutatasara, az egyes anyagok tisztasaganak az ellendrzésére alkalmaznak
[28]. Az Eurépai Gyogyszerkonyv (Ph. Eur. 4) [29] és a VIII. Magyar Gyogy-
szerkonyv (Ph. Hg. VIIL) [30] a cefaklor, cefadroxil, cefixim, cefotaxim
ceftazidim azonossagi vizsgalatara eldirja a TLC alkalmazasat. Valamennyi
felsorolt kefalosporin esetében az allofazis szilanizalt szilikagél, és a detekta-
las UV fény alatt (254 nm-en) torténik. Az eluensként hasznalt olddszerele-
gyek az egyes kefalosporinok esetében csak kissé kiilonboznek (az eluens 154
g/1, ammonium-acetat (pH 6,2) oldatot tartalmaz metanolban, metil-acetatban,
vagy acetonban 90:10 (V/V)). A mintaoldatok 1 pl-ét cseppentették fel és 15
cm magassagig futtattak az eluenst [30].

Tobb kefalosporin VRK-val térténé meghatarozasat leirtak szilikagél rétegen,
a detektalast ninhidrinnel torténd eléhivas és 105°C-on 15 percig valo szaritast
kovetden végezték [31]. Néhany kefalosporin elvalasztasat 0,1 % EDTA ol-
dattal atitatott szilikagél rétegen végezték, az elohivas jodgdzben tortént [32].
A cefaklor, cefalexin és a cefadroxil detektalasat fluorescaminnal végezték, a
kimutatasi hatar 2 ng volt [33]. Shabadi és munkatarsai [34] a cefalexint és
cefadroxilt egyszerre hatarozta meg gyogyszerszintézis soran keletkez6 kozti-
termékbol szilikagél rétegen, a detektalas UV fény alkalmazasaval 254 nm-en
tortént. Ugyanezt a modszert alkalmaztak a félszintetikus kefalosporinok eld-
allitasahoz sziikséges kefalosporin C meghatarozasahoz [35]. A ceftriaxon,
cefixim, cefotaxim, cefakldr, cefalexin  meghatarozasat  leirtak
nagyteljesitoképességli vékonyréteg kromatografias modszer (HPTLC) alkal-

mazasaval [36, 37].



A kefalosporinok  kromatografias  analizisét jelenleg els6sorban
nagyteljesitoképességli folyadékkromatografiaval (HPLC) végzik. Mivel a
kefalosporinok hidrofilek, meghatarozasukra nem hasznalnak normal fazisu
folyadékkromatografias technikat. A kefalosporinokat legtobb esetben C18
forditott fazisi oszlopon hatarozzak meg [38-43]. A kefalosporinok meghata-
rozasahoz izokratikus moédszer [40, 41] és gradiens elicio [42] alkalmazasat is
leirtak. A kefalosporinok HPLC-vel torténd kiillonb6z6 meghatarozasi
moddszerer6l Osszefoglald kozlemény jelent meg [43]. A Britt Gyogyszer-
kényv (BP), az Amerikai Gyogyszerkonyv (USP XXV.), az Eurdpai Gyogy-
szerkdnyv (PH. Eur. 4.) és a VIII. Magyar Gyogyszerkonyv (PH. Hg. VIIL) is
HPLC-vel végezteti a kefalosporinok azonositasat, tisztasagi vizsgalatat és
tartalmi meghatarozasat. Az 2. tablazat dsszefoglalja a kefalosporinok Ph. Hg

VIII. és Ph. Eur. 4. szerinti HPLC-vel torténd vizsgalati mddszereit.



2. tablazat

Kefalosporinok HPLC-vel torténé meghatarozasa [29, 30]

Kefalosporinok Allofazis Mozgofazis A (nm)
Cefaclor A/‘\:01)1étﬁum-dihidrogén-foszfét-dihidrét oldat (pH
tl'szta’slagtl 0,25 mx 4,6 mm B: 450 ml acetonitril 550 ml A-val elegyitiink 220
vizsgala oktadecilszililezett B fazis 25 %V/V—100 %V/V gradiens eliicio
Cefacl szilikagéllel (5 pm) 780 ml viz, 10 ml trietilamin és 1g nétrium
¢ etai or t61tott oszlop pentaszulfonat keverékének pH-jat tomény 265
ar 1":‘ . foszforsavval 2,5-re allitjuk be, és az igy nyert
meghatarozas oldathoz 220 ml metanolt elegyitiink
Cefadroxil . A: foszfat-tompitooldat pH 5,0
tisztasagi 0,25 mlhf’s,szu,ef 46 B: metanol, A fizis 98 %V/V—70 %V/V—98 220
izsgilat mm bels? dtmerdji %V/V gradiens elicié
% oktadecilszililezett g
cartalmt szilikagéllel (5 pm) Acetonitril és kalium dihidrogén foszfat 2,72 g/l )54
arta ml, ; toltott oszlop toménységii oldata (4+96 V/V
yscg
meghatirozas
Cefalexin &:ﬁbﬁlzgiﬁéz .1’6 A: foszfat-tompitooldat pH 5,0
tisztasagi K 50 atmero) B: metanol, A fazis 98 %V/V—70 %V/V—98 2
iszgalat oktadecilszililezett %V/V gradiens elucid 0
viszgd szilikagéllel (5 pm)
toltott oszlop
0,25 m hosszu és 4,6
Cefalexin mklgselsif ;tll;ezojt? Metanol, acetonitril, kalium-dihidrogén-foszfat
tartalmi oxtadect sziireze 13,6 g/l toménységii oldata és viz (2+5+10+83 254
hatdrozs szilikagéllel (5 pm) VIV)
meghatarozas t61tbtt oszlop
trietil-amin-foszfat-oldat: 2,0 g natrium-pentan
szulfonatot 350 ml vizben oldunk. Az oldathoz
40 ml trietil-amint elegyitiink, a pH-t tomény
Cef: dol foszforsavval 2,5 értékre allitjuk, majd az elegy
t'e :m'an' 0 0.25 m hosszd &s 4.6 térfogatat vizzel 770 ml-re egészitjiik ki 254
l'SZ a’sagl > PR A: 1 térfogatrész trietil-amin-foszfat oldatot 2
vizsgalat mm belsd atmérdji h 3 , L
oktadecilszililezett térfogatrész vizzel elegyitiink
NS B: trietil-amin-foszfat oldat, metanol és
szilikagéllel (5 pm) o P . e -
51ttt oszlo acetonitril egyenl6 térfogatait elegyitjiik, A fazis
P 100 %V/V—0 %V/V gradiens elucié
Cef: dol 25 térfogatrész acetonitrilt trietil-amin elézetesen
¢ etallna'n 0 tomény foszforsavval pH 2,5 értékre beallitott 10 254
artatmi % V/V-os oldatanak 75 térfogatrészével
meghatirozas clegyitiink
2’525 mbh‘JIS§Zu s A: 14,54 g/l dinatrium-hidrogén-foszfat-
Cefazolin T mm belso dodekahidrat és 3,53 g/l kalium-dihidrogén-
tisztasdgi atmérdji foszfat 210-
vizsgalat oktadecilszililezett B: acetonitril, A fizis 98 %V/V—35 %V/V-98 24
szilikagéllel (3 pm) %V/V gradiens elicié
t61t6tt oszlop ovive
. 0,25 m h'tv)s’szu’e? 4,,’6 10 térfogatrész acetonitril és 90 térfogatrész 2,77
Cefazolin mm belsd atmérdji Ll . . [
. O g/l dinatrium-hidrogén-foszfat-dodekahidratot és
tartalmi oktadecilszililezett R s . 270
. . e 1,86 g/l citromsav-monohidratot tartalmazo
meghatirozas szilikagéllel (5 pm) tompitéoldat elegye
51ttt oszlop P £y
o Acetonitril (250 térfogatrész) és
Cefixim 0,125 m hosizu cs tetrabutilammonium-hidroxid oldat (750
. . 4,0 mm bels6 . . . Y
tisztasagi Atmerdit térfogatrész) elegye (Tetrabutilammoénium-
vizsgélat és ue hidroxid oldat készitése:8,2 g 254
. oktadecilszililezett X s N ! .
tartalmi silikagellel (5 pm) tetrabutilammonium-hidroxidot vizzel 800 ml-re
meghatarozas sz Xagerel (> 1 oldunk. Az oldat pH-jat higitott foszforsavval
toltott oszlop

6,5-re allitjuk, majd térfogatat vizzel 1000 ml-re
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2.2.3. Kapillaris elektroforézis

A legnagyobb felbontoképességii elvalasztasi technikak az elektroforézis el-
vén alapulnak. Elészor Tiselius alkalmazta az elektroforézist elvalasztasi
technikaként, kiilonbozoé fehérjéket tartalmazo cso két végét pufferoldatokba
meritette, majd elektromos fesziiltséget kapcsolt a csévégekre [44]. Munkaja-
ért Tiselius 1948-ban Nobel-dijat kapott. 1967-ben Hjertén 1-3 mm belsé
atmérdji kvarcecsoveket hasznalt, melyek metilcelluloz belsé bevonattal ren-
delkeztek az elektroozmozis kikiiszobolésére [45]. A hétermelddés csokken-
tése érdekében az elkdvetkezendd években egyre kisebb belsé atmérdji cso-
veket kezdtek alkalmazni az elvalasztashoz [46, 47]. Jorgenson és Lukacs
hasznalta ki el6szor az elektroozmotikus aramlas (electroosmotic flow: EOF)
dugdszerii aramlasi profiljanak eldnyeit, ugyanis a nagyon kis belsé atmérdjt
kvarckapillarisokban kialakulé EOF a részecskéket minimalis diffuzidval,
diszperzidval szallitja a kapillarisban [48, 49]. Az EOF a CE miikddésének
egyik fontos eleme, fontos jellemzdje a lapos aramlasi profil, ennek kdvetkez-
tében a részecskék zonainak diszperzidja kis mértékii. Az EOF masik fontos
jellemzdje, hogy az Osszes részecskét, fliggetleniil azok toltésétdl, azonos
iranyban tarthatja.

A Kkapillaris elektroforézis modszer a kovetkez6 elvalasztasi technikakat fog-
lalja magaban: kapillaris zonaelektroforézis (CZE), micellaris elektrokinetikus
kromatografia (MEKC), kapillaris gélelektroforézis (CGE), kapillaris izo-
elektromos fokuszalas (CIEF), kapillaris elektrokromatografia (CEC), és ka-
pillaris  izotachoforézis (CITP). E technikdk koziil a kapillaris
zonaelektroforézis a legegyszeriibb és leggyakrabban alkalmazott modszer,
mely a részecskék eltérd elektroforetikus mozgékonysagan alapszik.

A kapillaris alkalmazasanak tobb eldnye van, igy példaul az, hogy a kapillaris
nagy elektromos ellenallasanal fogva a rendkiviil nagy térerd (100-500 V/cm)
alkalmazasat csekély hofejlodés mellett teszi lehetévé. Ezen kiviil a fejlodott
hé (Joule-ho) a kapillaris nagy feliilet/térfogat aranya miatt jol eloszlik. A

nagy elektromos téreré hasznalata révid mérési id6t, valamint nagy elvalasz-
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tasi hatékonysagot és felbontast biztosit. Az elméleti tanyérszam a kapillari-
son beliili elektroozmotikus aramlas dugoszert profiljanak koszonhetden sok
esetben meghaladja a 10° értéket. A CE modszert leggyakrabban UV-lathat6
spektrofotometrias, 1ézer indukalt fluoreszcens (LIF), amperometrias, vagy
vezetOképességi detektalassal alkalmazzak. A CE gyors fejlodésének kdszon-
hetden alkalmassa valt gyogyszeripari analitikai munkakhoz, mint példaul
fokomponens, szennyezok elvalasztasa, azok kvalitativ és kvantitativ vizsga-
lata [50].

Mrestani és munkatarsai alkalmaztak elészor a CZE-t kefalosporiok meghata-
rozasahoz 1997-ben [51]. Mivel a kefalosporinok hidrofil, vizoldhat6 vegyii-
letek, ezért megvizsgaltak a CZE technika alkalmazhatosagat kefalosporinok
meghatarozasahoz. Kisérleteikhez négy kiilonb6z6 kefalosporint (cefpirom,
cefuroxim, cefotaxim, cefodizim) alkalmaztak. A detektalast UV spektrofo-
tometriasan 200 és 270 nm-en végezték. Megvizsgaltak a pH hatasat a négy
kefalosporin elvalasztasara, az injektalasi paraméterek valtoztatdsanak hatasat
a csucsmagassagra. Még ugyanebben az évben ez a szerz6 a kidolgozott CZE
modszert alkalmazta kilenc kiilonb6z6 kefalosporin (cefalexin, cefadroxil,
cefaklor, ceftazidim, cefsulodin, cefotaxim, cefamandol, cefuroxim,
cefodizim) vizeletben és epében torténd meghatarozasahoz [52]. Lin és mun-
katarsai kefalosporinok meghatarozasat harom kiilonboz6 tipusu puffer (fosz-
fat, citrat és 2-(N-morpholino-)etanszulfonat (MES)) alkalmazasaval végezték
[53]. Citrat (35-40 mM, pH 6) és MES (260-300 mM, pH 6) puffer alkalma-
zasaval jobb elvalasztast értek el tizenkét kefalosporin esetében, mint foszfat
pufferrel. Pajchel és Tyski 6t kefalosporint (ceftazidim, cefoperazon,
cefotaxim, cefuroxim, cefazolin) tartalmazoé oldatot foszfat-borat puffer (pH
6,5) felhasznalasaval elemeztek [54]. Két komponens esetében (cefuroxim,
cefazolin) nem értek el teljes elvalasztast.

A kefalosporinok meghatarozasahoz a MEKC technikat is alkalmaztak [55-
60]. A micellaris elektrokinetikus kromatografia elsésorban a kis toltésti vagy

toltéssel nem rendelkezd részecskék elvalasztasara alkalmas moédszer, ahol az

12



elvalasztas alapja, hogy a részecskék hidrofob jellegiiknek megfeleléen oszla-
nak meg az elektrolit fazis és a kapillarisban képzett micellak hidrofob belsd
tere kozott. Abban az esetben, ha anionos feliiletaktiv anyagokat (pl. natrium-
dodecil-szulfat (SDS)) a kritikus micella koncentracid folotti mennyiségben
adagolunk az elektrolithoz olyan micellak képzddnek, melyek feliilete negativ
toltésli, mig belso teriik hidrofob. Ezek akkor vandorolnak a katod felé, ha
mozgékonysaguk kisebb, mint az EOF mozgékonysaga. Amikor a részecske a
micellaban helyezkedik el, a micella mozgékonysagaval, ha azon kiviil van,
sajat effektiv mozgékonysagaval vandorol. Ezért a detektort a hidrofilebb
jellegli anyagok érik el hamarabb, majd azokat az egyre hidrofob molekulak
kovetik. A MEKC elénye, hogy egyszerre vizsgalhatok a toltés nélkiili és
toltéssel rendelkezd molekulak.

Kilenc kefalosporin MEKC-el torténd meghatarozasahoz Terabe nemcsak
SDS-t, hanem mas feliiletaktiv anyagot, N-lauril-N-metiltauratot (LMT) is
hasznalt, tovabba megvizsgaltak ionparképz6 adalékanyag, pentanszulfonat
(Cs) hatasat az elvalasztasra [55]. MEKC esetében az ionparképzo reagens
nagymértékben elésegitette az SDS-kefalosporin micellak képzddését, mivel a
Cs elfedte a kefaloporinok toltését, ezzel magyarazhato a kefalosporinok mig-
racios viselkedésének nagymértékii valtozasa Cs tartalmi SDS-es pufferben.
Pajchel 6t kefalosporint (ceftazidim, cefoperazon, cefotaxim, cefuroxim,
cefazolin) tartalmazo oldatra nézve teljes felbontast akkor ért el, amikor az
SDS tartalmt pufferhez (10 g/1, pH 6,5) pentanszulfonsavat (17,4 g/l) adagolt
[54].

A kefalosporinok meghatarozasara a CE egy viszonylag Uj technikajat a
mikroemulzios elektrokinetikus kromatografiat (MEEKC) is leirtak [61]. A
MEEKC technikaban alkalmazott puffer tulajdonképpen egy emulzid, mely-
ben a szerves olddszercseppecskék (olajos fazis) a vizes kdzegben vannak
diszpergalva, az emulzi6 stabilitasat a feliileti fesziiltséget csokkentd feliilet-
aktiv anyag jelenléte biztositja. A cefazolin, cefoperazon, cefalexin MEEKC-

el torténd elvalasztasat 0,81 % n-oktan, 6,61 % 1-butanol, 3,31 % SDS és
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89,27 % vizes puffer 0sszetételli emilzios rendszerben végezték. Vizes fazis-
ként kiillonbo6z6 tipusu (foszfat, borat, Tris) és pH-ju puffereket hasznaltak. A
kefalosporinok CE-vel valé meghatarozasait egy nemrég megjelent dsszefog-
lal6 kézlemény targyalja részletesen [62].

A gyogyszerkutatas soran a gyogyszerjelolt vegyiiletek fizikai-kémiai tulaj-
donsagainak a jellemzése nagyon fontos, mivel ezek meghatarozzak a gyogy-
szer szervezettel vald kolcsonhatasat (farmakokinetika), és elére jelezhetik
varhato biologiai hatasat (farmakodinamia). Mivel egy originalis készitmény
kutatasa soran tobb szazezer gyogyszerjelolt vegyiiletet kell fizikai-kémiai
szempontbol jellemezni, ezért eldtérbe keriiltek a gyors, kis anyagigényt,
automatizalt un. nagy ateresztéképességii technikak [63]. A CE megfelel
ezeknek a kovetelményeknek, és alkalmas fizikai-kémiai paraméterek (oldha-
tosag, savi disszociacios allando (pK,), megoszlasi hanyados (logP), fehérje
kotodési allando, izoelektromos pont) meghatarozasara. A pK, meghatarozza,
hogy a gyogyszer a kiilonb6z6 szoveti pH-kon milyen ionizaltsagi allapotban
van, ez pedig befolyasolja a gydgyszer szervezeten beliili sorsat. A felszivo-
das soran a lipidmembranokon a toltés nélkiili forma tud atjutni, mig a célmo-
lekulahoz az ionos forma tud k&tédni. Mivel a gyogyszer toltése pH fliggo,
ezért CE mérés soran az eltéré pH-ju pufferben szamolt elektroforetikus mo-
bilitasi adatok felhasznalasdval megadhaté a vegyiilet pK,-ja [64-68].
Mrestani és munkatarsai [69] kilenc kefalosporin, Aleksic és munkatarsai a

cefotaxim és ceftriaxon [70] pK,-jat hataroztak meg CZE-vel.

2.3. Kefalosporinok meghatdrozdsa klinikai mintikban

A kefalosporinok klinikai mintakban kromatografias technikaval (HPLC)
torténd meghatarozasahoz mintael6készités sziikséges. A hagyomanyos
mintaelGkészités harom csoportra bonthato: (i) higitas megfelelé oldoszerben
vagy pufferben, (ii) fehérjementesités (precipitacioval, folyadék-folyadék
extrakcioval), (iii) off-line szilard fazist extrakcio (SPE) [71-74]. A kis fehér-
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jetartalmu mintak esetében (vizelet, epe, liquor) elegendd a mintak higitasa
[75]. Nagy fehérjetartalml mintak (plazma, vér, szervek, szovetek) elemzése
esetén sziikséges a fehérjék eltavolitasa. A mintak savas kozegben torténd
fehérjementesitése (pl.: triklorecetsav vagy perklérsav-metanol vagy
acetonitril) [76-78] elonydsebb, mert inaktivalja az enzimeket, mig a lugos
kozeg a csucs kiszélesedéséhez valamint a minta szerkezetének megvaltoza-
sahoz vezethet [77]. Plazmabdl valdo meghatarozas soran a fehérjementesito
rendszer cefotaxim esetén H;PO,-MeOH [79], ceftazidim esetén CH;COOH-
MeOH [77], illetve SPE [80] volt. Kefalosporinok kiilonb6z6 klinikai mintak-
bol torténd meghatarozasahoz sziikséges mintaelokészitési modszereket egy
tanulmany foglalja 6ssze [80].

A hagyomanyos mintael6készitési modszerek iddigényes, tobb 1épcsds fo-
lyamatok, melyek soran altaldban szamolnunk kell a minta veszteségével,
kontaminaciojaval. Ezeket a hatranyokat kiiszoboli ki az el6tétkolonna
(extrakcios kolonna) hasznalata [81]. Az Un. ,,column-switching” technikanak
az alkalmazasaval nagyban csokkenthetd, illetve teljesen elhagyhat6é a manua-
lis mintael6készitési eljaras, mivel lehetdvé teszi a minta direkt injektalasat
kévetd on-line mintatisztitasi eljarast [82]. Tobben leirtak kefalosporinok
esetében az eldtétkolonna hasznalatat, mint on-line tisztitasi modszert [83-85].
Bompadre és munkatarsai tiz kiilonbozé kefalosporint tartalmazd szérum
mintat a vizzel valo higitast leszamitva direkt injektaltak alkilamino-toltetet
tartalmazo el6tét kolonnara, ahol eltavolitottak a biologiai matrix komponen-
seit, majd azt kovetden forditott fazisi C18 analitikai kolonnan elemezték
[81].

A CE elonye a kromatografias technikakkal szemben, hogy altaldban nem
igényel komolyabb mintael6készitési miiveletet (pl. fehérjementesitést), gyors
elemzést (1-5 perc) tesz lehet6vé, kis mintamennyiséget (10-50 nl) igényel, az
elvalasztast elegendd a kérdéses csucsig folytatni, ezutan a bioldgiai matrix
komponensei posztkondicionalassal eltavolithatok a kapillarisbol. Ezek az

elényodk koltséget takaritanak meg az elemzonek. A CE alkalmazhatosagat
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biologiai mintakban tobb Gsszefoglalo kozleményben is attekintették [86, 87].
CE esetén a fehérjetartalmi mintdk direkt injektalasa a kapillarisba, és azt
kovetd elemzése lehetséges; de a nagyobb fehérjetartalmi mintak CZE-vel
torténd elemzése esetén kisebb precizitas érhetd el. A kis fehérjetartalmu min-
tak esetében (vizelet, epe, liquor, nyal) a CZE [52], nagy fehérjetartalmi min-
tak (plazma, vér, kopet, sebvaladék, szervek, szovetek) elemzése esetében
pedig a MEKC technika [88] hasznalata elonyds. MEKC esetén a feliiletaktiv
anyag jelenléte csokkenti a matrix zavard hatasait, igy lehetséges a
mintaelOkészités nélkiili direkt injektalas alkalmazasa. A cefuroxim koncent-
[89]. A szérummintak direkt injektalasa soran azonban a csucsok alakja tor-
zulhat a gyogyszer és a szérumfehérjék kozotti kolcsonhatas miatt [88, 90].

Néhany minta esetében nem a fehérjék, hanem a szervetlen ionok magas kon-
centracioban valo jelenléte eredményez zavard hatast (pl.: vizelet). A magas
sotartalom a cstics alakjanak torzulasat és a migracios idok csuszasat okozza.
Ebben az esetben higithatjuk a mintat [91], vagy SPE-vel eltavolithatjuk a
sotartalmat (a sotartalom atfolyik a kolonnan, mig a gyogyszervegyiilet rajta

marad, mely a megfelelé oldoszerrel elualhatd az SPE oszloprol) [92].

2.4. Mikrofluidikai csipek

Napjainkban a tudomanyos kutatasok egyik legfontosabb iranya a kiilonb6z6
analitikai miiszerek méretének csokkentése tigy, hogy ezzel egyiitt a hagyo-
manyos berendezésekhez képest nagyobb mintaatviteli sebesség, kevesebb
felhasznalt minta és vegyszer mennyiség, rovid elemzési id6 legyen elérhetd.
A miniatiirizacié eredményeként az elektroforetikus technikak csipen is vég-
rehajthatok [93].

A csipeket altalaban néhany cm hosszusagi téglalap alaki lapkan alakitjak ki
ugy, hogy megfeleld mikromegmunkalasi eljarassal feliileti mikrostruktarakat

(csatornakat) hoznak 1étre. A csipek tobbféle anyagbo6l késziilhetnek. Korab-
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ban iiveget, és kvarcot hasznaltak, melyek feliiletének megmunkalasara jol
alkalmazhatok a mikroelektronikdban hasznalt fotolitografias, illetve szaraz
vagy nedves maratasi eljarasok. Az iiveg feliiletén 1évé szilanol csoportok
konnyen ionizalhatok, ezért alkalmas elektroozmotikus aramlas létrehozasara,
tovabba jo fénytani tulajdonsagai miatt sszeegyeztethetd kiillonbozo detekta-
lasi modszerekkel. Hatranyuk viszont, hogy viszonylag nehézkes és hossza-
dalmas az eldallitasuk. Emiatt az utobbi években polimereket kezdtek alkal-
mazni a csipek kialakitasara [94]. A polimer alapu csipek hasznalatanak eld-
nye, hogy eléallitasuk gyorsabb, olcsobb, mint az livegb6l késziilteké, ezért
akar egy mérésre szant, eldobhato csipek alkalmazasa is lehetséges. A csipek
készitéséhez tobbfajta polimer hasznalhaté (polidimetilsziloxan (PDMS),
poli-metil-metakrilat (PMMA), poli-tetrafluor-etilén). A polimerrel szemben
tamasztott kovetelmény, hogy jol megmunkalhat6 legyen, jo fénytani tulaj-
donsagokkal rendelkezzen, a mérés soran maradjon inert (ne oldodjon szerves
oldoszerben), feliiletét lehessen moddositani. Erre azért van sziikség, mert a
polimerek csak kis elektroozmotikus aramlasi sebességet képesek 1étrehozni.
A csip feliiletén kialakitott csatornak mintazata is valtozott az évek soran, az
elsé csipeken az analiziscsatorndk egyenesek voltak, majd kanyarulatokat
alakitottak ki benne, ugyanis a csatornahossz novelésével lehet a felbontast
ndvelni.

Az analitikai csipeket legelterjedtebben biologiai mintak, ezen beliil DNS, és
fehérjék elemzésére hasznaljak. Annak ellenére, hogy szamos mikrofluidikai
kozleményt talalunk, ezek koziil viszonylag kevés cikk foglalkozik gyogy-
szervegyliletek meghatarozasaval. A kefalosporinokat eddig még nem vizs-
galtak csipen. Ennek valosziniileg a detektalas nehézkessége és kis érzékeny-
sége az oka. A rendkiviil kis térfogatii mintak érzékeny elemzéséhez tobbnyi-
re lézer indukalt fluoreszcens (LIF) vagy elektrokémiai detektalast hasznal-
nak. E modszerek korlatait jelentik, hogy a LIF csipen vald alkalmazasahoz
fluoreszkald anyaggal (fluoreszcein, rodamin, FITC) megjeldlt vegyiilet sziik-

séges [95-97], mig az elektrokémiai detektor [98] nem alkalmazhatd univerza-
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lis jelleggel, raadasul specialis kialakitasa csipeket kivannak meg. A PDMS
alapu csipek legfobb érdeme, hogy egyszerii, olcsd, eldobhatd, miniatiirizalt
berendezések [99]. A LIF és elektrokémiai detektorral felszerelt csipek nagy-
mértékben ndvelik a csip bonyolultsagat és arat, mivel a komplett rendszer
olcsdsaga, vagy a csip eldobhato, egyszer hasznalatos jellege elvész. Az UV
spektrofotometrias detektalas egyszeriien megoldhatatdé a PDMS csip felszi-
nén, tovabba szamos miniatiirizalt spektrofotométer van kereskedelmi forga-
lomban. Az egyediili hatranya, hogy a kimutatasi hatar a csatorna keresztmet-

szetén athalado rovid optikai Gthossz miatt nem elég kicsi.
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3. KISERLETI KORULMENYEK

3.1. Felhasznalt vegyszerek és mintdik
Az analitikai tisztasagu vegyszerek kiilonb6zo gyartoktol szarmaznak. Az

egyes antibiotikumokat (kefalosporin C (Fluka), cefoxitin (MSD, Hollandia),
cefazolin, cefadroxil (Bristol-Myers, Olaszorszag), cefoperazon (Pfizer,
Olaszorszag), cefamandol (Human, Magyarorszag), cefaklor (Lilly, Olaszor-
szag), cefalexin (Chinoin, Magyarorszag), cefixim (Richter Gedeon, Magyar-
orszag) ceftibuten (SIFI, Olaszorszag), cefuroxim, ceftazidim (Glaxo, Egye-
siilt Kiralysag), cefotaxim (Lek, Szlovénia) és ceftriaxon (Roche, Svéjc))
kiilonb6z6 gyartoktol szereztiik be. A 0,15 mg/ml koncentracioju térzsoldato-
kat kozvetleniil az elemzés elbtt az egyes antibiotikumok szilard soinak viz-
ben vald feloldasaval készitettik el. Az 1. tablazatban a vizsgalt
kefalosporinok szerkezeti képleteit és az altalunk alkalmazott réviditéseiket
foglaltuk dssze.

Az EOF migracios idejének meghatarozasara benzil-alkoholt (Spektrum-3D
Kft.) hasznaltuk, melynek koncentracioja a minta oldatban 0,01 % volt. A
kefalosporinok elvalasztasahoz hasznalt puffereket H;PO,, NaH,PO,,
Na,HPO, és NaOH (Reanal) felhasznalasaval készitettiik el. Biologiai mintak
elemzéséhez 9,1-es pH-ji, 25 mM borat-50 mM SDS (Spektrum-3D Kft.)
tartalmu puffert alkalmaztunk. A CE-MS mérések pH 9,8, 50 mM koncentra-
cioju ammoénium-acetat (Spektrum-3D Kft.) puffer alkalmazasa mellett tor-
téntek. Az elektroforézis megkezdése elott a kapillaris feliiletét puffer oldattal
prekondicionaltuk (5 perc) a megfelel6 fali toltés kialakitasa végett. A sputum
(tracheobronchialis valadék) elfolyositasahoz sputolysint (Calbiochem, La
Jolla) hasznaltunk. A liofilizalt kopet feloldasat metanol (Spektrum-3D Kft.)-
viz olddészerelegyben végeztiikk. A jo mérési reprodukalhatosag elérése érde-
kében az egyes mérések végén, a biologiai mintak elemzésekor a kapillarist 1
M NaOH-oldattal (5 perc), 0,1 M SDS oldattal (5 perc), és pufferrel (5 perc)

mostuk.
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A pK, meghatarozasokhoz a 2,0-9,7 pH érték kozotti, de azonos, 50 mM ion-
erésségli puffereket H;PO4, NaH,PO4, Na,HPO,, CH;COOH, CH;COONa,
H;BO;, HCOOH, HCOONa, NaOH (Spektrum-3D Kft, Magyarorszag) vegy-
szerek felhasznalasaval készitettiik el [68]. A puffer oldatokhoz NaCl-ot
(Spektrum-3D Kft., Magyarorszag) adtunk az allandd ionerdsség biztositasa-
hoz, a sziikséges mennyiségeket PeakMaster 5.1 program [100] segitségével
szamoltuk ki. Az elkészitett puffereket, kondicionald oldatokat hiitében tarol-
tuk, az elemzés eldtt 0,45 um-es fecskendésziirén atszirtik.

A pH-metrias titralasokat allando ionerdsségii 0,2 M KCl1 (Merck) oldatban 25
+ 0,1 °C-on végeztiikk 0,20 M koncentracioja KOH (Merck) oldattal. A min-
takba a titralas megkezdése el6tt 20 percig, és a titralds soran argon gazt
(Spektrum-3D Kft.) vezettiink, hogy a CO, gaz beoldddasat megakadalyoz-
zuk. A mintaba vezetett argon gaz biztositotta az oldat homogenitasat, ezaltal
segitve az egyensuly beallasat. A mérés soran felhasznalt 0,2 M HCI oldatot
higitassal tdémény HCl (Merck) felhasznalasaval készitettiik, melynek pontos
koncentracidjat Gran moédszer szerint [101] szamoltuk ki. Az elektrod puffe-
relését 0,05 M koncentracioju (pH 4,005) kalium-hidrogén-ftalat oldattal
(Merck) 20 percen at 25 °C-on végeztiik.

3.2. Alkalmazott berendezések

3.2.1. Kapillaris elektroforézis

Kisérleteinkhez egy HP 3DCE (Agilent) kapillaris elektroforézis késziiléket
hasznaltunk. A mintakat hidrodinamikus injektalassal (100 mbars) juttattuk a
kapillaris anddos végébe. Az elvalasztashoz tobbnyire 64,5 cm (effektiv
hossz: 56 cm) hosszi 50 um belsé atméréjii poliimid kiilsé bevonata
kvarckapillarist (Polymicro Technology) hasznaltunk. A kapillarison 1évo
optikai ablak (detektor ablak) 4-5 mm hosszi szakaszanak kialakitasahoz

eltavolitottuk a kvarckapillaris kiilsé poliimid boritasat. Minden 0j kapillarist
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pedig desztillalt vizzel (5 perc) mostunk. Ily mddon eltavolitottuk a feliiletre
adszorbealt anyagokat, és a szilanolcsoportokat is deprotonaltuk. A napi mé-
rések befejeztével a kapillarist desztillalt vizzel mostuk at, majd levegdvel
favattuk at, mert a pufferoldat olddszerének elparolgasakor keletkez6 krista-
lyok eltomhetik a kapillarist. Az alkalmazott fesziiltség +25 kV volt, a kapil-
laristarto kazettat 25 °C-on termosztaltuk. A detektalas 270 nm-en spektrofo-
tometriasan tortént, és a diddasoros detektor alkalmazasa miatt lehet6ség volt
190-600 nm kozott spektrum felvételére is. Az elektroferogramokat
ChemStation 7.01 programmal (Agilent) értékeltiik ki. A klinikai mintak

elemzése soran a késziilék mintatartojat (Julabo F12) +10°C-on termosztaltuk.

3.2.2. Tomegspektrométer

A CE-MS méréseket CE’P-MSD-TRAP-XCT késziiléken (Agilent Technolo-
gies, USA) végeztiik, amely elektrospray ionforrassal (ESI) és ioncsapdas
tomeganalizatorral van felszerelve. A CE késziilék és az ionforras kozott egy
specialis, harom koaxialis kapillarisbol allo CE-ESI-MS interfész helyezkedik
el, melyben a vizsgalandd oldat, a segédfolyadék (sheat flow, mely az ESI
altal megkivant optimalis aramlasi sebesség megtartasahoz sziikséges), ¢s a
porlasztd gaz (N,) aramlik. A segédfolyadék CH;OH:H,O (1:1) aramlasi se-
bessége 10 pl/perc volt (1100 Series Isocratic Pump, Agilent). A nitrogén gaz
hémérséklete 300 °C, aramlasi sebessége 5,00 1/perc volt, a porlasztas 0,7 bar
nyomas alkalmazasaval tortént. Az ionizacio 3 kV fesziiltség felhasznalasaval
negativ modban tortént (-MS). A CE-MS mérés soran a kapillaris hossza 76
cm volt, az alkalmazott fesziiltség 30 kV, az injektalas 100 mbar-sec-mal tor-
tént. A tomegspektrumokat ChemStation LC/MSD Trap Software 5.3
(Agilent) programmal értékeltiik ki.
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3.2.3. Potenciometrias titralo berendezés

A potenciometrias titralasokat egy Radiometer pHM 93 késziilékkel végeztiik,
melyhez egy Metrohm kombinalt tivegelektrod (tipus: 6.0234.100) és egy
Metrohm 715 Dosimat biiretta tartozik. A titralasok megkezdése elott az
elektrodot 20 percen at 0,05 M kalium-hidrogén-ftalat oldattal puffereltiik 25
°C-on. Az elektrodot Irving szerint kalibraltuk, pH-metrias mérések eredmé-
nyeit korrigaltuk az Irving faktorral [102]. A viz ionizacids konstansa pK,=

13,76+0,01 volt.

3.2.4. Egyéb berendezések

Az elkészitett puffer oldatokat ultrahangos késziilék (Branson 2510) segitsé-
gével gazmentesitettiik (15 perc). A sputum mintakat (tracheobroncialis vala-
dék) CE-vel torténd elemzés eldtt liofilizaltuk, mert nagy viszkozitasuk nem
tette lehetové a direkt injektalast kovetd reprodukalhato elemzésiiket. A
sputum mintak liofilizalasa -18°C-on vdkuumban 12 6ran keresztiil tartott
(Lyovac GT2, Leybold). A liofilizalast kdvetden visszamaradt porézus anya-
got iivegbot segitségével Osszetortilk, és annyi metanol:viz (1:1) olddszer-
elegyben oldottuk fel, amennyiben még éppen feloldodott a minta. 0,01 g
liofilizatum feloldasahoz 300 ul oldoszerelegy volt sziikséges. A minta felol-
dasahoz polaros oldoszert hasznaltunk, mert a kefalosporinok hidrofil karakte-
riiek. A liofilizatum feloldasat vortex (Stuart SA 7) segitségél ot percig végez-
tiik. A kapott oldatot 20 percen at 9000 fordulatszimmal +4 °C-on centrifugal-
tuk (Digicen-R, Orto Alresa), és a feliiluszot elemeztiik.

A mikrofluidikai csipeken a kromatografias toltet kialakitasat, és a hidrodi-
namikus mintainjektalast perisztaltikus pumpa (IPC, Ismatec) segitségével
végeztiik. A csipen valo elektroforézishez nagyfesziiltségli tapegységet (0,5-
2,5 kV, Microply-30, Cetox Kft.) hasznaltunk. A platinaelektrodokat a megfe-
lel6 portokhoz kdzel a PDMS-be szurtuk (azért nem helyeztiik kozvetleniil a
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portba, hogy a képz6do buborékok ne jussanak a csatornaba, és ne zavarjak az
elektroforézist).

A csipen a detektalast UV spektrofotometridsan 270 nm-en, a csatorna falan
keresztiil két szaloptika segitségével végeztik, melyek egy miniatiirizalt
spektrofotométerhez kapcsolodtak (Avaspec-2048-2, Avantes, Hollandia)
(1.B abra). A két optikai szalat a csip elvékonyitott részén alulrdl és feliilrdl a
csatorna falara merdlegesen pozicionaltuk két allvany segitségével. Mivel a
detektalas kiils6leg tortént a csip felszinén, igy az elvékonyitott régidoban tobb
helyen lehetséges volt a detektalas. A mért jeleket Avasoft szoftver rogzitette

(Avantes, Eerbeek, Hollandia).

3.3. Klinikai mintavételezés és tarolds

A szérum, vizelet, sebvaladék, liquor mintakat a Debreceni Egyetem-Orvos és
Egészségtudomanyi Centrum (DE-OEC) Idegsebészeti Klinikajarol szereztiik
be az egyetem orvos etikai eldirasainak megfeleléen. A mintaoldatokat el6ze-
tes mintakezelés nélkiil elemeztiik. A sputummal valo kisérleteinkbe kiillonbo-
z6 generacidkba tartozo, hat kefalosporin antibiotikumot vontunk be. A szé-
rum és kopetmintakat a DE-OEC Idegsebészeti Klinika Intenziv Osztalyan
fekvo 38 (27 n6, 11 férfi) intubalt, bronchopneumoniaban szenvedo,
kefalosporinokkal kezelt betegekbdl vették. A betegek 44-68 év kozotti, 53-82
kg stlynak voltak. Ot beteg cefuroximot (65 mg/kg/24h), hat beteg ceftriaxont
(60 mg/kg/24h), négy beteg ceftazidimet (60 mg/kg/24h), 6t beteg cefepimet
(85 mg/kg/24h), 14 beteg cefazolint (65 mg/kg/24h), és négy beteg
cefamandolt (45 mg/kg/24h) kapott intravénasan harom egyenlé ddzisban
naponta. A szérum és a kopet mintak a kezelés masodik napjan az utolsé anti-
biotikum dozis beadasat kovetéen hat oraval késébb lettek levéve. A kopet
mintakat az endotrachealis tubus leszivasaval nyerték. A klinikai mintak az
elemzésig -18°C-on voltak tarolva, kdzvetleniil elemzés elétt keriiltek felol-

vasztasra.
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3.4. Mikrofliuidikai csipek készitése

A PDMS csip készitéséhez lagy litografias technikat [99] hasznaltunk. A csip
100 um széles csatornamintazatait AutoCAD szoftver segitségével rajzoltuk
meg. A csatorna hossza és alakja tobbféle volt (kereszt alaka egyenes, illetve
szerpentines szeparacios csatornaval). A csatornamintazatot nagyfelbontassal
(10000 dpi) egy atlatszo foliara (fotografias maszk) nyomtattuk. A szilicium
lapkara (Silicon Quest, Santa Clara, CA) 35 mm vastag fényérzékeny réteget
(SU-8 2025 negativ-tipusu fotoreziszt, Microchem, Newton, MA) vittiink fel
spincoater segitségével (3000 fordulat/perc), ezt kovetden 15 percre 95°C-os
kemencébe (Memmert) tettiik. A fotografias maszkot ezutan a sziliciumlapon
megszilardult bevonatra helyeztiik, majd a réteget UV fénnyel 1 percen at
besugaroztuk a maszkon keresztiil. A besugarzott lapot 5 percre a 95°C-os
kemencébe helyeztiik, ezutan SU-8 el6hivoszerrel (Microchem, Newton, MA)
a nem besugarzott teriileteket eltavolittottuk, igy megkaptuk a kész ont6for-
mat. A PDMS oligomert és a térhalositot (Sylgard 184, Dow Corning,
Midland, MI) 10:1 aranyban &sszekevertiik, és vakuum segitségével gazmen-
tesitettilk. Ezt a keveréket az ont6éformara ontéttiik, majd egy oérara 65°C-os
kemencébe tettiik, ahol megkeményedett. A csip kdzépso részére a még meg
nem kotott PDMS keverékbe egy 2 mm vastagsagi milanyag lapot siillyesz-
tettlink azzal a céllal, hogy az UV detektalas helyén a csip vastagsagat csok-
kentsiik, minimalizalva ezaltal a detektalas soran fellépd zavard hatasokat
(1.A abra). A kész PDMS réteget ovatosan lehuztuk a szilicium laprol, meg-
kapva az ont6forma lenyomatat a PDMS feliiletén. Ezt a mianyagot megfele-
16 méretre vagtuk, és a csatornak végeinél lyukasztassal kialakitottuk a 300
um atmérdji portokat. A csip alja nagyon vékony, 1 mm vastagsagi PDMS
lap volt, mely PDMS oligomer ¢és a térhalosito 5:1 aranyu keverékébdl ké-
sziilt. A nagyobb aranyu térhaldsitonak koszonhetden a csip alja keményebb
volt, mint a felsé része. A csip also és felsé részének megfeleld feliileteit 2
percig levegd plazmaban (PDC-32G, Harrick) torténd aktivalas utan egymasra

helyeztiik, melyek igy pillanatokon beliil irreverzibilisen egymashoz kotddtek.
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A PDMS csipeknek szadmos elényds tulajdonsaguk van. Mivel atlatszo, ezért
lehetséges a benne aramoltatott folyadék szabad szemmel, vagy mikroszkop-
pal torténd kovetése, és UV spektrofotometrias detektdlasa. A PDMS
oligomer és térhalositd aranyanak valtoztatasaval a mianyag flexibilitasa
valtoztathatd. Irreverzibilisen ragaszthato tiveghez, kvarchoz, milanyaghoz.

A kész csip analiziscsatornajanak a végébe kb. 1 cm hosszisagban, 5 um
szemcseatmérdjii C18-as kromatografids részecskékbdl (Microsorb 100-5
Varian) egy tomor toltetet alakitottunk ki, hogy hidrodinamikus injektalast
tudjunk végezni (1.B abra). A to6ltési eljarast és a toltet allanddsaganak ma-
gyarazatat nemrégiben részletesen leirtak [103]. A csip csatornajat eldszor
metanollal mostuk at, hogy letisztitsuk a falrdl a szennyezddéseket, és eltavo-
litsuk a viznyomokat. A C18-as toltet metanollal elkészitett szuszpenziojat
hasznalat el6tt alaposan homogenizaltuk vortex segitségével, ebbdl a szusz-
penziobol kis nyomas alkalmazasaval a sziikséges mennyiséget (kb. 0,5 ul) az
outlet porton keresztill a szeparacios csatornaba vezettiik perisztaltikus pumpa
alkalmazasaval ugy, hogy a csatorna magassagat kiils6 nyomas alkalmazasa-
val lecsokkentettiik, ahol a toltet elejét szerettiik volna kialakitani. Ezutan par
masodpercig 2 bar nyomassal tomoritettiikk a toltetet, ezalatt a csatorna fala
elasztikussaganak koszonhetoen kiszélesedett, és a toltet részecskéi a csator-
nanak ezt a kitagult részét kitoltotték. A nyomas megsziintetésével a csatorna
fala visszahtizodva beszoritotta a toltetet a csatornaba (clamping hatas [103]).
A toltet ennek az un. clamping hatasnak és a horgony-hatasnak [103] kdszon-
hetéen marad stabilan a PDMS csatornaban. A toltet hosszsagat a csatornaba
vezetett részecskék mennyisége (a szuszpenzié térfogata) szabja meg. A toltet
kialakitasa utan a csipet megfeleld pufferrel atmostuk, és az elektrodok, a
perisztaltikus pumpacsé csatlakoztatdsaval, valamint az optikai szalak pozici-

onalasaval elkésziilt a mikrofluidikai csip az analitikai munkahoz.
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csatornamintazatot
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szaloptika

1. abra
PDMS alapt mikrofuidikai csip vazlatos és fényképes illusztracidja. A mintat nyo-
massal juttattuk az inlet porton keresztiil a szeparacios csatornaba, a két elektrod az
inlet és az outlet portokhoz kozel volt elhelyezve, az UV spektrofotometrias detekta-
lashoz sziikséges optikai szalak a szeparacios csatorna falara merdlegesen a csip elvé-
konyitott részében (alul és feliil) vannak régzitve. Az outlet porthoz kdzel révid C18-
as kromatografias toltet van kialakitva, mely lehetové teszi kis térfogata (< 1 nl) min-
ta szeparacids csatornaba valo juttatasat.
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4. KISERLETI EREDMENYEK

4.1. CZE mdodszer kifejlesztése kefalosporinok meghatarozdsdahoz

A kapillaris elektroforézis modszerei koziil a legegyszeriibb a kapillaris
zonaelektroforézis (CZE). A pufterelektrolittal tolttt kapillarisban a minta
kiilonb6z6 tomeg/toltés arannyal rendelkezd részecskéi elektromos erétér
hatasara elmozdulnak, zénakat alkotnak, melyek egymastol elkiiloniilve érik
el a detektort. Munkank soran a CZE elemzés kisérleti paramétereinek kiva-
lasztasdhoz megvizsgaltuk, hogy a mérési koriilmények valtoztatasa, hogyan
befolyasolja a kefalosporinok elemezhetéségét. Amellett, hogy nagyszamu
(14) kefalosporin egyidejii elemzésére alkalmas modszert akartunk kidolgoz-
ni, bizonyitva ezzel a kidolgozott modszer kefalosporinokra torténd altalanos
alkalmazhatosagat; a kefalosporinokat tesztvegyiiletként hasznalva megvizs-
galtuk az egyes mérési paraméterek hatasat a CZE meghatarozasra. A vizsgalt
paraméterek a pufferelektrolit pH-ja, koncentracidja, feliiletaktiv anyag al-
kalmazhatosaga, kapillaris hossza, injektalt minta mennyisége és az elvalasz-

tas soran alkalmazott fesziiltség voltak.

4.1.1. A puffer pH-janak hatasa

A vizsgalt paraméterek koziil a puffer hatasanak kiemelkeddé szerepe van a
zonaelektroforetikus elvalasztasra. A hattérelektrolit nem csupan a sziikséges
aramvezetést biztositja, de pH-ja, koncentracioja megszabja az EOF nagysa-
gat, illetve a meghatarozando részecske toltését (elektroforetikus mozgékony-
sagat), vandorlasanak iranyat. Reprodukalhatdo mérésekhez az EOF nagymér-
tékii pH fliiggése miatt nagy pufferkapacitast, allanddé pH értékii puffereket
kell alkalmazni.

Munkank soran nagy pufferkapacitasu foszfat- és borat puffereket hasznal-
tunk, melyeknek a detektalas hullamhosszan gyakorlatilag nincs elnyelésiik,

¢s kis aramerdsséget eredményeznek. Elektromos vezetésiik nem tér el sza-
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mottevéen a kefalosporinok elektromos vezetésétol, ezért az elvalasztas soran
a csucsok alakja nem torzul. A kefalosporinok elektromos toltését a
protonalhatd, illetve deprotonalhat6 funkcios csoportok adott pH-n lejatszodo
abszolut elektroforetikus mozgékonysaguk kisebb, mint az ellentétes iranyq,
EOF mozgékonysaga, ezért elérik a kapillaris katodos végénél elhelyezkedd
detektort. El6szor megvizsgaltuk a pH hatasat a kefalosporinok migracios

idejére pH 2,5-10 tartomanyban (2. abra).
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2. abra

A puffer pH-janak hatasa a kefalosporinok migracios idejére
(Kortilmények: 64,5 cm (56 cm a detektorig) x 50 pm-es kapillaris, 25 mM foszfat
puffer, +25 kV, 100 mbar-sec, A= 270 nm.)

pH 6 alatt a pH csokkentésével a migraciés idok nagymértékben nének, nagy

rrrrr

komponensek migracios ideje tobb, mint 50 perc). Ugyanakkor pH 8 felett

rovid volt az elemzési id6, de nem értiink el megfeleld elvalasztast tobb kom-
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ponens esetében (pl. CFP és CFD, vagy CFL és CFC). Optimalis pH-nak a 7
Ezen a pH-n a vizsgalt kefalosporinok koziil tizenegynek az elektroforetikus
mozgékonysagi értékei kis mértékben kiillonbdznek egymastol, de ez elegen-
doének bizonyult a megfeleld elvalasztas elérésé¢hez. Harom antibiotikum, a
ceftriaxon, cefixim, és a ceftibuten nagyobb negativ elektroforetikus mozgé-
konysaggal rendelkezik, ezért nagyobb migracios idoknél jelennek meg az

elektroferogramon.

srer

crer

jénak allandosagat, ugyanakkor kicsi aramerdsséget eredményezzen (<100
pA), és igy ne alakuljon ki talzott Joule-hd termel6dés.

Megvizsgaltuk a foszfat puffer koncentracio valtoztatdsanak hatasat 20-100
mM koncentraciotartomanyban az antibiotikumok migracios idejére. A fosz-
fat koncentracio novekedésével novekedtek a migracios idok, aminek az az
oka, hogy a pufferelektrolit koncentracio novekedésével nott a kozeg ionerds-
sége, s ily modon csokkent az elektroozmotikus aramlds sebessége. A na-
gyobb migraciés idoknél megjelend komponensek szélesebb cstcsot adnak,
mert a lassabb komponensek hosszabb id6t toltenek a detektalo ablakban (3.
abra).

80 mM koncentracioig egyenes aranyban novekedett, nagyobb koncentraci-
oknal pedig még fokozottabb az aramer6sség novekedése, mivel magasabb
hémérsékletii oldatban n6 az elektromos vezetés (4.abra). Mindezek miatt 25

crer

rendszeriinkben altalaban 39 pA koriili aramerdsséget eredményezett.
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A puffer koncentraciojanak hatasa a kefalosporinok migracios idejére
(Koriilmények: ugyanaz, mint a 2. abranal)
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4. abra
A puffer koncentraciojanak hatasa az aramerGsségre
(Koriilmények: ugyanaz, mint a 2. abranal)
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4.1.3. A pufferhez adott feliiletaktiv anyag hatasa

Kapillaris elektroforetikus elvalasztasnal a pufferhez adott feliiletaktiv anyag
megvaltoztathatja az elvalasztas hatékonysagat, mechanizmusat. A puffer
SDS tartalma ugyanis kiilonb6z0, az elvalasztas szempontjabol fontos ténye-
zOkre lehet hatassal. Az SDS, illetve az ebbdl felépiilo micellak hidrofob része
masodlagos kotderdk révén kdlcsonhatast alakitanak ki apolaros molekularé-
szekkel, igy megvaltoztatva azok elektroforetikus mozgékonysagat, és igy
akar az elvalasztas mechanizmusa is teljesen megvaltozhat (CZE—>MEKC).
300 mM SDS), milyen hatasa van a vizsgalt kefalosporinok migracios idejére
(5. abra).

Migracios idé (perc)

0+ T T 1

0 100 200 300
SDS-koncentracié (mM)

5. 4bra

s

(Koriilmények: ugyanaz, mint a 2. abranal)

Azt tapasztaltuk, hogy a kefalosporinok migracios id6i kis mértékben nove-

kedtek az SDS koncentracio novelésével, ugyanakkor a komponensek migra-
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ciés sorrendjében valtozast nem tapasztaltunk, nem valtozott az elvalasztas
mechanizmusa. Az SDS tartalom jelenléte gyakorlatilag azonos hatassal volt
az 0sszes komponens migracios sebességére, azaz az SDS tartalom csupan az
ionerdsség megvaltoztatasan keresztiil volt hatassal a komponensek migracios
idejére. Ennek egyik oka az lehet, hogy a kefalosporinok hidrofil tulajdonsa-
guak, ezért a micellak bels6 hidrofob terével csak jelentéktelen kolcsonhatas-
ok alakulhatnak ki. Masfeldl mivel a kefalosporinok anionosak, az ugyancsak
negativ toltésti SDS micellakkal nem lépnek kdlcsonhatasba.

Bar az SDS pufferelektrolithoz ad4dsa nem eredményezett nagyobb felbonto-
képességet, az SDS tartalmi elektrolit vizsgalata azért is volt fontos, mert
fehérjetartalmi mintak kozvetlen elemezhetdségét segiti a feliiletaktiv anyag

jelenléte az elektrolit oldatban.

4.1.4. A fesziiltség hatasa

Fesziiltség hatasara a kapillarisban 1évé hattérelektroliton keresztiil elektro-
mos aram folyik az elektrodok kozott, ennek nagysagat az alkalmazott térerén
tul tobbek kozott a puffer koncentracioja, fajlagos vezetoképessége, illetve a
kapillaris hossza és atmérdje is meghatarozza (6. abra).

Megvizsgaltuk az alkalmazott fesziiltség nagysaganak (10-30 kV) hatasat az
egyes komponensek migracios idejére. Azt tapasztaltuk, hogy 25 kV fesziilt-
séget alkalmazva gyors elvalasztast érhetiink el és még a csucsalakok sem
torzulnak szamottevéen. 30 kV alkalmazasakor a csticsalakok torzuldsa mar
megfigyelhetd a kapillarisban kialakuldé fokozottabb hémérsékletgradiens

miatt.
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6. abra
Az alkalmazott fesziiltség hatasa a kefalosporinok migracios idejére (Koriilmények:
ugyanaz, mint a 2. abranal)

4.1.5. A kapillaris hosszusaga

Megvizsgaltuk, hogy a kapillaris hosszanak valtoztatasa milyen hatassal van
az elvalasztas hatékonysagara. A 7. abran az altalunk optimalt koriilmények
alkalmazasaval, 56 cm effektiv hosszusagu kapillarist hasznalva a tizennégy
kefalosporin CZE elvalasztasara kapott elektroferogramot mutatjuk be, a jobb
attekinthetdség érdekében két kiilonb6zo idoskalan.

Valamennyi kefalosporin 20 percen beliil meghatarozhato volt. Mivel az elsd
tizenegy antibiotikumnak hasonldé az elektroforetikus mozgékonysaga, igy
ennél az idGskalanal nehezen szemléltethetd, hogy az elvalasztas megfelel
volt valamennyi komponens esetén, ezért az abran az elsd tizenegy antibioti-
kumnak egy sziikebb idéskalan (6,3-9,5 perc) felvett elektroferogramja is
lathato. Hat komponens esetében (CTA, CCC, CFM, CFR, CZO és COX)

nem tudtunk alapvonal szerinti elvalasztast elérni, de ezek a csticsok is mind
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kvalitativan és kvantitativan még kiértékelhetok. A hosszabb, 112 cm hosszu-
sagu kapillaris alkalmazasa (7/C abra) nem eredményezett jobb felbontast a
hat komponens esetében. Mivel a hosszabb kapillaris alkalmazasa esetén a
migracios idok jelentdsen néttek, ezért a rovidebb, 56 cm-es kapillarist hasz-

naltuk késdbbi munkank soran.
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7. abra

A vizsgalt 14 kefalosporin elvalasztasa
A ¢és B: kapillaris hossza: 64,5 cm, C: 112 cm hosszu kapillaris, (Koriilmények:
ugyanaz, mint a 2. abranal, a kefalosporinok koncentracioja a keverékben 30 pg/ml)
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4.2. Analitikai teljesitoképességi adatok

Az 4.1 fejezetben optimalt CZE modszernek meghataroztuk az analitikai tel-
jesitéképességi adatait a vizsgalt 14 kefalosporinra. A kefalosporinoknak jel-
lemz6 UV spektrumuk van, ami megkonnyiti azonositasukat a mérések soran.
A komponensek 200 nm-nél tapasztalt erds elnyelése mellett, mindegyiknek
van még egy elnyelési maximuma 240-280 nm kozott (8. abra). Modellolda-
tokban €s egyszerli matrixi mintdknal a 200 nm-en, az Gsszetettebb matrixt

mintakban a 270 nm-en torténd detektalast tekintettiik optimalisnak.
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8. abra
A kefalosporinok haromdimenzios adatanalizise diddasoros detektorral
(Koriilmények: ugyanaz, mint a 2. abranal)

Ugyanazt a mintaoldatot tizszer injektalva azonos mérési paramétereket al-
kalmazva meghataroztuk a migracios idok és a jelteriiletek szorasat (9. abra,
3. tablazat). A migracios idok szdrasa az antibiotikumok tobbségénél 1 RSD%
alatti volt. A jelteriiletek szoérdasa nagyobbnak mutatkozott, 1,31 és 2,86
RSD% kozatt volt, ami a kapillaris elektroforézisnél altalaban elérheté mérési
reprodukalhatosagnak felel meg (9. abra). A kidolgozott CZE moédszer preci-

zitasa hasonlo, mint a mas nagyteljesitményii elvalasztastechnikai modszerrel
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(pl. HPLC, GC) elérheté6 megfeleld paraméterek. A jelteriiletek migracios
idokkel valé korrekcidja esetiinkben nem eredményezett jobb precizitast. A
csucstertiletek szorasanak egyik forrasa (a mérdérendszer miikodésének repro-
dukalhatosaga mellett) lehet a kefalosporinok vizes kdzegben torténé bomlasa

is (lasd 4.4.3. fejezet).
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9.abra,

A moadszer reprodukalhatosaganak vizsgalata
(Koriilmények: 49 cm (41,5 cm a detektorig) x 50 um-es kapillaris, a tobbi koriilmény
ugyanaz, mint a 2. abranal, a kefalosporinok koncentracioja a keverékben 100 pg/ml)

Az optimalt elvalasztasi modszernél 270 nm-es detektalasi hullamhoszt al-
kalmazva a kimutatasi hatarok (jel/zaj viszony, S/N=3) 0,42 és 1,62 pg/ml
kozott alakultak (3. tablazat). Ezek a kimutatasi hatar értékek megfeleld érzé-
kenységet biztositanak gyogyszeripari mintak (fermentlevek, gyartasi termé-
kek), és a gyakoribb klinikai mintak (szérum, vizelet) kefalosporin tartalma-

nak meghatarozasahoz.
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3. tablazat
A kefalosporinok meghatarozasanak analitikai teljesitOképességi adatai vizes oldatban
(Koriilmények: ugyanaz, mint a 2.abranal)

Migracios LOD’ RSD, %" RSD, %"
idé (ng/ml) jelteriilet migr.ido
(min)

CFD 6,465 0,99 1,51 0,51
CFL 6,791 1,62 1,50 0,30
CFC 6,901 0,70 1,31 0,37
CFP 7,876 0,98 2,13 0,85
CTA 8,174 0,50 1,86 0,87
CCC 8,701 0,53 1,72 0,89
CFM 8,787 1,61 2,86 0,98
CzZ1 8,844 0,84 1,67 0,90
CFR 9,041 0,42 1,26 0,90
CZ0O 9,107 0,53 2,08 0,91
COX 9,178 0,71 1,93 0,92
CTR 13,844 0,42 1,56 0,98
CIX 17,441 0,89 1,72 1,16
CFB 19,893 1,36 1,63 1,26

o

**35
¢=100 pg/ml, n=10

A mennyiségi elemzés linearis meghatarozasi tartomanyanak megadasahoz a
tizennégy kefalosporin esetében elkészitettilk az Osszehasonlité kalibracios
gorbéket (10. abra). Megallapitottuk, hogy a jelteriiletek és a megfelelé kon-
centraciok kozott 2-200 pg/ml tartomanyban linearis volt a kapcsolat

(R*>0,994) (4.tablazat).
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10. abra
A vizsgalt 14 kefalosporin kalibracios gorbéi
(Koriilmények: ugyanaz, mint a 2. abranal)

Megvizsgaltuk belsé standard hasznalatanak hatasat a mennyiségi meghataro-
zasok pontossagara, mivel igy kompenzalhat6 a késziilék injektald rendszeré-
ben esetleg jelentkezd valtozas. Belsé standardként fahéjsavat hasznaltunk,
mert konnyen elvalaszthato a vizsgalt kefalosporinoktdl és jo elnyelése van a
kefalosporinok detektalasanak hullamhosszan. Vizsgalataink soran megallapi-
tottuk, hogy a kvantitativ elemzésekkor bels6 standard hasznalata nem hozott
pontosabb eredményeket.

A kefalosporinok klinikai mintakban torténé meghatarozasakor megvizsgal-
tuk e mintdk matrixanyaganak hatasat az elemzések analitikai teljesitoképes-
ségére. A biologiai mintak f6 Osszetevoi (fehérjék, sok) rendszerint csak 240
nm alatt nyelnek el, ezen a hullamhosszon végezve a detektalast a nagy meny-
kefalosporinok jeléhez képest, 270 nm-en detektdlva azonban, a
kefalosporinok csucsai sokkal intenzivebbek, és a fehérjék elnyelése itt elha-

nyagolhat6 (11. abra).
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4. tablazat
A linedris elemzési tartomanyok adatai (Koriilmények: ugyanaz, mint a 2. abranal)

Kefalo- ol Regresszios Lin. tarto-
sporinok Regresszios egyenlet egyiitthato many
(ng/ml)
CFD y=0,054x - 0,011 0,9989 2-150
CFL y=0,041x - 0,061 0,9955 5-200
CFC y=0,072x - 0,0466 0,9979 2-150
CFP y=0,041x + 0,028 0,9987 5-200
CTA y=0,097x + 0,043 0,9979 2-150
CCC y=0,036x - 0,052 0,9992 5-200
CFM y=0,0514x - 0,0106 0,9944 5-200
CZ1 y=0,0647x - 0,022 0,9974 2-150
CFR y=0,347x - 0,115 0,9989 1-100
CZ0 y=0,170x - 0,143 0,9986 2-150
(6(0).¢ y=0,056x - 0,010 0,9995 2-150
CTR y=0,289x - 0,012 0,9990 1-100
CIX y=0,187x - 0,462 0,9971 5-200
CFB y=0,101x - 0,205 0,9972 5-200

Klinikai mintak elemzése esetén a kefalosporinok 270 nm-en torténd megha-
tarozasat jelent0sen javitja az SDS-t tartalmazé puffer hasznalata. Az SDS
fehérjék feliiletére torténd adszorpcidjanak kdszonhetdéen a fehérjék netto
negativ toltésre tesznek szert, igy kisebb sebességgel vandorolnak a detektor
(katod) felé, mint a kefalosporinok. Mivel igy a kefalosporin a fehérjéktdl jol
elkiiloniilo jelet ad, az elvalasztasi modszeriink szelektivitasa jobb lett (12.

abra).
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2=200 nm

200 mAU

Idé6 (perc)

11. abra
Human szérum minta elemzése 200 nm (A) és 270 nm (B) hullamhosszon detektalva
(Koriilmények: 48,5 cm (41 cm a detektorig) x 50pum-es kapillaris, 25mM borat puf-
fer, pH= 9,2, +25 kV, 100mbar-sec, kefalosporinok koncentracidja: 30 pg/ml.)

™1 200 nm
CZ0O
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mAU
.41 270 nm
154
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104
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§
254
-
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12. abra
Human szérum minta elemzése SDS tartalmu pufferben két kiilonb6z6 hullamhosszon
(Koriilmények: ugyanaz, mint a 11. abranal, de a puffer 100 mM SDS-t is tartalma-
zott, a cefazolin koncentracioja 45 pg/ml.)
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Négy kefalosporin (ceftazidim, cefotaxim, cefuroxim, ceftriaxon) bioldgiai

mintaban mért kimutatasi hatara (S/N = 3) 0,42-0,84 pg/ml koncentraciotar-

tomanyba esik, ez nem mutat szamottevo eltérést a vizes oldatban mért érté-

kekhez képest. A ceftriaxont tartalmazo szérum és sputum mintak elemzései-

nek precizitas vizsgalatakor a migracids idok, €s a csucsteriiletek szorasa a

klinikai mintakban kissé nagyobbnak adodott mint vizes oldatban val6 elem-

zések esetén (5. tablazat).

5. tablazat

A kefalosporinok meghatarozasanak analitikai teljesitOképességi adatai biologiai
mintakban, egy napon beliili reprodukalhatosagi vizsgalatok, vizben, szérumban,

kdpetben, (N=10, c= 40pg/ml)

RSD (%) Visszanyerés
Migracios ido Jelteriilet (%)
Viz 0,38 0,81
Szérum 0,77 1,41 103,1
Sputum 0,52 0,84 99,6
Sputum’ 0,76 1,78 97,8

*2 g sputumhoz 100 pl 1,2 mg/ml ceftriaxon standard oldatot tettiink, homogenizal-
tuk, majd 10 részre osztottuk, liofilizaltuk. Mindegyik liofilizatumot (9-10 mg) 300 ul

metanol:viz (1:1) oldoszerelegyben oldottuk fel.

42



4.3. Kefalosporinok meghatdrozdsa biologiai mintikban

4.3.1. Direkt injektalas alkalmazhatosaganak vizsgalata

Biologiai mintak CE-vel torténd elemzése soran néhany olyan specialis prob-
1éma meriil fel, mellyel nem talalkozunk a tiszta, vizes oldatokkal vald anali-
tikai munka soran. A redlmintakban valo elemzés soran figyelembe kell venni
a tarolas koriilményeit, a mintaelokészitési miiveleteket, a bomlast, és a biolo-
giai mintdk matrixanyagainak zavard hatasait. A bioldgiai matrix magas fe-
hérje- és sotartalmanak, valamint nagy viszkozitasanak van jelentésebb hatasa
az elvalasztasra. Munkank soran az egyes kefalosporinok elemezhetdségét
szérum, vizelet, liquor, sebvaladék, és kopet mintakban vizsgaltuk meg. Az
volt a cél, hogy egy olyan CE moédszert dolgozzunk ki biologiai mintakra,
mellyel egyszeriien, hosszadalmas mintael6készités nélkiil tudunk elemezni.
A bioldgiai mintak vizsgalatanak sorat egyszeriibb osszetételii, fehérjementes
mintakkal kezdtiik, mivel fehérjék CZE elemzésénél specialis problémakat
kell megoldani. A vizelet normal esetben fehérjementes, vagy bizonyos ese-
tekben (pl. gyulladas) csak kevés, elhanyagolhaté mennyiségii fehérjét tartal-
mazhat. A vizeletmintak elemzése esetén a magas sotartalom a csucsok alak-
a minta és a puffer elektromos vezetése kdzott nagy a kiillonbség. Mindezek a
hatasok a vizelet higitasaval mérséklddtek (13. abra). Egy masik megoldast
jelenthetne a puffer ionerésségének novelése, de ennek a Joule hé temelddése

szab gatat.
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13. abra

Otszorosére higitott human vizeletminta elemzése, A: vizelet, B: vizelet
kefalosporinok hozzaadasa utan, c= 10pg/ml, C: vizelet kefalosporinok hozzaadasa
utan, c= 25 pg/ml (Koriilmények: ugyanaz, mint a 11. abranal.)
Sebvaladék és liquor mintak elemzése CZE-vel higitas, mintakezelés nélkiil is
lehetséges, tovabba a pufferhez sem sziikséges semmilyen adalékot tenni,
mivel a sebvaladék, és a liquor viszonylag kevés fehérjét, valamint sot tartal-
maz (14. és 15. abra). Fehérjetartalmu biologiai mintak elemzésekor a kapilla-
rist 1 M NaOH-dal 6t percig, majd 0,1 M SDS oldattal 6t percig, végiil puffer-
rel 6t percig posztkondicionaltuk. A posztkondicionalasi Iépésekkel a mérések
soran a kapillaris falara erésen adszorbealodott anyagokat (fehérjéket, sokat)
lehet eltavolitani, és igy a mérések reprodukalhatosagat javitani. A 15. abran
hosszabb migracios idoknél megjelend nagy cstucsok a vérbdl szarmazo fehér-

jéktdl erednek, mivel a sebvaladék gyakran tartalmazhat vért is.
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5 mAU

Id6 (min)

14. abra
Human liquor elemzése, A. liquor, B: liquor kefalosporinok hozzaadasa utan, c=25
pg/ml, C: liquor kefalosporinok hozzaadasa utan, c= 50 pg/ml, (Koriilmények:
ugyanaz, mint a 11. abranal.)

A szérum, mint nagy mennyiségli fehérjét tartalmaz6 minta kromatografias
(HPLC, GC) elemzésekor elengedhetetlen a mintak el6zetes fehérjementesité-
se. Négy antibiotikumot (ceftazidim, ceftriaxon, cefotaxim, cefuroxim) tar-
talmazo szérum elemzése esetén, a ceftriaxon a szérum legnagyobb csucsa, az
albumint kovetden jelenik meg az elektroferogramon, mig a tobbi harom
kefalosporin a kiilonb6zé szérumfehérjék (y, B, oy, o), széles zonajaban
elualodik (16. abra). A négy kiilonb6z6 kefalosporin jol azonosithato az
elektroferogramon, de a jelek kiszélesedtek, a csucsok magassaga alul maradt
higitasa desztillalt vizzel (1:5) javitott mind a cstucsok alakjan és a modszer
érzékenységén. A higitott szérumban a kefalosporinok kisebb migracios id6-
vel jelennek meg az elektroferogramon, mivel a kefalosporinok és fehérjék

kozotti kolesonhatasok mérséklddtek, masrészt a kisebb fehérjetartalmi min-
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takbol kevesebb fehérje adszorbealddik a kapillaris falra, és ezért az EOF-et

moddositod hatas is csekélyebb.

»
A ¥ A

B cTat CTR

‘]{(\/‘\chim.l—-“»‘ﬂb\’\
CTR
CFR
CTA

C CZI

2 4 6 8
1dé (perc)
15. abra

Human sebvaladék elemzése, A: sebvaladék, B: sebvaladék kefalosporinok hozzaada-
sa utan, c= 10 pg/ml, C: sebvaladék kefalosporinok hozzaadasa utan, c=25 pg/ml,
(Koriilmények: ugyanaz, mint a 11. abranal.)

46



10 mAU

A
CFR
B czICTA CTR
2 3 4 5
1dé (perc)
2 mAU
C
CFR CTR
CTA
CZ1
D
2 3 4 5
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16. abra

Human szérum minték elemzése, A: nem higitott szérum, B: nem higitott szérum
kefalosporinok hozzaadasa utan, C: 6tszordsére higitott szérum, D: 6tszordsére higi-
tott szérum kefalosporinok hozzaadasa utan, kefalosporinok koncentracioéi B, D eset-

ben: 50 pg/ml (Koriilmények: ugyanaz, mint a 11. abranal.)
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Klinikai mintak elemzésekor a higitas tobbnyire nem célravezetd megoldas,
mert a meghatarozando gyogyszer koncentracioja a kimutathatdsagi hatar ala
csokkenhet. Amennyiben azonban anionos feliiletaktiv anyagot, SDS-t
adalékoltunk a puffer elektrolithoz, az SDS a fehérjék feliiletére torténd ad-
szorpcidjanak koszonhetden a fehérjék nettod negativ toltésre tesznek szert, igy
késdbb, az  antibiotikumoktol elkiiloniilten  jelennek meg az
elektroferogramon, és nem zavarjak az antibiotikumok meghatarozasat (17.
abra). Az SDS hasznalatanak tovabbi elénye, hogy a fehérje-SDS asszocidtum

nem adszorbealodik a kapillaris falara.

1 mAU
A

CTR
CFR
B
cz1 €T k
2 3 4 5
1d6 (perc)
17. 4bra

Human szérum minték elemzése SDS tartalm pufferben, A: nem higitott szérum, B:
nem higitott szérum kefalosporinok hozzaadasa utan, c= 10 pg/ml, (Korilmények:
ugyanaz, mint a 12. abranal.)
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4.3.2. Nagy viszkozitasu klinikai mintak injektalasa

Mig a szérum-, liquor-, sebvaladék- és vizeletmintak mintaeldkészités nélkiil
a kapillarisba injektalhatok és elemezhetdk, addig a sputum és mas nagy strii-
ségli klinikai minta direkt injektalasa nem eredményezett reprodukalhatd mé-
réseket nagy viszkozitasa és inhomogenitasa miatt (migracios idok csusztak,
kapillaris eltomodott). A hidrodinamikus injektalas (100 mbarsec) mellett
kiprobaltuk az elektrokinetikus (20 kV's) injektalast is, de mindkét mintain-
jektalasi modszer esetén gyakran eldugult a kapillaris. A direkt injektalasok
nehézségei miatt ezért ezen mintaknal elézetes mintaeldkészitést kellett al-
kalmaznunk.

A sputum mintadk metanolban és vizben nem oldodtak fel, inhomogének ma-
radtak. A sputum viszkozitasat csokkentd oldoszerként a sputolysint (1,4-
bisz-szulfanilbutan-2,3-diol) [104] prébaltuk ki. Az oldas soran a sputum:
sputolysin arany 1:1 volt, vortex segitségével 3 percig kevertettiik. Bar az igy
kapott homogén mintak injektalasa reprodukalhatdo volt, a sputolysin a
kefalosporinok detektalasi hullamhosszan erés elnyelést mutatott, zavarva
azok meghatarozasat. A viszkozitast csokkenté probalkozasok sikertelensége
vezetett el a liofilizalas alkalmazasahoz, mely egyszer(i, hatékony, reprodu-
kalhatd6 modja annak, hogy viszkézus mintat CZE-vel elemezziink. A liofili-
zalt és a nem liofilizalt minta elektroferogramjai k6zott nem volt 1ényeges

kiilonbség (18. abra).
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CTR
{ 5 mAU

CTR
B
2 3 4 5 6
1dé6 (perc)
18. abra

Sputum elemzése, A: direkt injektalast kdvetden, B: liofilizalast kovetden, (Koriilmeé-
nyek: 48,5 cm (41 cm a detektorig) x 50 pm-es kapillaris, 25 mM foszfat, 50 mM
SDS puffer, pH= 9,1, +20 kV, 100 mbar-sec, A= 270 nm ceftriaxon koncentracioja: 40

pg/ml.)

A kidolgozott mintakezelési mddszeriink helyességérél a nagyviszkozitasu
mintakban visszanyerési vizsgalattal gy6zodtiink meg. Az egyik mintacsoport
esetében a ceftriaxont liofilizalas eldtt tettiik a sputumhoz, mig a masik min-
tacsoportnal a liofilizalast kovetden adalékoltuk a ceftriaxont a sputum feliil-
uszojahoz. A liofilizalas elétt 2 g sputumhoz tettiink 100 ul, 1,2 mg/ml kon-
osztottuk, egyenként liofilizaltuk. A kétféleképpen adalékolt sputum mintakat
egymas utan elemeztiikk meghatarozva a mintacldkészités és a mérés precizita-
sat. A migracios idok és a csucsteriiletek szorasa is nagyobb volt sputumban,
mint vizes oldatban vald elemzés esetén. A liofilizalas eldtt és utan adalékolt
sputum mintak elemzése soran kapott precizitasi értékek alig kiilonbdztek (5.

tablazat). Ez a tény és a jo visszanyerési adatok igazoljak, hogy a sputum
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minta liofilizalasa, majd azt kovetd feloldasa lehetové teszi kefalosporinok
meghatarozasat sputumban és valosziniileg mas nagy viszkozitast folyadék,
vagy szilard klinikai mintaban is.

Osszehasonlitva az oldatban, valamint, a sputumban meghatarozott kalibraci-
6s egyeneseket (19. abra), azok menete alig kiilonbozott egymastol (y =
0,307x+0,011 vizes oldatra, illetve y = 0,296x+0,016 sputum matrixra). A
liofilizalt sputum elemzése esetén a csUcsteriilet és a koncentracio kozotti
kapcsolat ugyanolyan, mint vizes oldatban, ezért a sputum mintak antibioti-
kum tartalmanak meghatarozasa a vizes kdzegben felvett kalibracios egyenes

alapjan is lehetséges.
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Koncentracié (mg/L)

19. abra
Ceftriaxon kalibracids mérési pontjai vizben (o), sputumban (x)
Koriilmények ugyanaz, mint a 18. abranal
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4.3.3. Mintainjektalas mikrofluidikai csipen

A csipen valo elemzés legkritikusabb 1épése a minta bejuttatasa a szeparacios
csatornaba. Az injektalasi technikaval megbizhaton, ismételhetéen kell 100-
500 pikoliternyi mintat injektalni. A hidrodinamikus injektalast azért hasznal-
jak ritkan, mert a nyomasszabalyozo6 egységek, mikrocsapok kialakitasa a csip
feliiletén nehézségekbe iitkozik. A legelterjettebb mintainjektalasi médszer az
elektrokinetikus injektalas.

A csipeknél imeretes injektalasi problémakat [105] a szeparacids csatorna
végébe eclhelyezett kromatografias toltettel probaltuk megoldani [103, 106].
Munkank soran a hidrodinamikus injektalas végrehajtasahoz perisztaltikus
pumpat hasznaltunk. A perisztaltikus pumpacsé végébe (belsé atmérd: 0,3
mm) kb. 0,1-2 pl mintat szivtunk fel, majd ezt a mintamennyiséget az egyik
porthoz csatlakoztatva beinjektaltuk. Innen a minta az egyes csatornak hidro-
dinamikus ellenallasanak a fliggvényében kiillonb6z6 mértékben aramlott a
masik harom port felé. A szeparacios csatornaban 1évo toltet nagy ellenallasa
miatt a szeparacios csatorna felé csak nagyon kicsi mintamennyiség, kevesebb
mint 1 nl aramlott. A szeparaciés csatorna ellenallasa kb. 1000-szer nagyobb,
mint a masik két csatornaé, ezért a perisztaltikus pumpaba felszivott 1 pl min-
tabol csak kb. 1 nl tud a szeparaciés csatorna felé aramolni, a minta nagyobb
része a kereszt masik két portja felé folyt. Miutan a minta elhagyta a rovid, kis
hidrodinamikai ellenallasa csatornarészeket, és kialakult a megfelel6 térfogata
mintadugd (0,1-2 nl) a szeparacios csatorna legelején, leallitottuk a pumpat, és
elinditottuk az elektroforézist. Az injektalasi folyamat nyomon kovetésére,
valamint a megfelelé mintadugd kialakitasahoz z6ld szinti ételfestéket (E 133)

hasznaltunk.
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4.4. Kefalosporinok fizikai-kémiai paramétereinek maghatdrozdsa

A gyogyszerek fizikai-kémiai tulajdonsagainak jellemzése hasznos informa-
cioval szolgal a varhato bioldgiai hatas és a farmakokinetikai paraméterck
elorejelzésére. A leggyakrabban hasznalt fizikai-kémiai paraméterek az ioni-
zacio, oldhatosag, lipofilitas, de a gyogyszerészeti jellemzéshez mar a vegyii-
letek azonossaganak és tisztasaganak, valamint metabolikus és kémiai stabili-

tasanak a jellemzése is hozzatartozik.

4.4.1. Elektroforetikus mozgékonysag

Elektromos térben az ionok vandorlasanak sebessége aranyos az alkalmazott
fesziiltséggel, ez az aranyossagi tényez6 az adott ion abszolut elektroforetikus
mozgékonysaga ().

VO z -€e

0
== 1
a E 6-7-n-r W

v'= az ion vandorlasi sebessége végtelen hig oldatban [cm/s]
E= az elektromos térerésség [V/cm]

7= az ion toltésszama

e= elemi t5ltés [1,602:10"°C]

n= az oldat viszkozitasa [Pa's]

r= az ion hidrodinamikai sugara [cm]

A gyakorlatban nem dolgozunk végtelen hig oldatokkal, az elektrolitban tobb-
fajta ion van, melyek hatassal vannak a mozgékonysagra. A kiilonb6z6 kol-
csOnhatasok mozgékonysagra gyakorolt hatasa miatt vezették be az effektiv
elektroforetikus mozgékonysag (i) fogalmat, melyben vizsgalt ion hidrodi-
namikai sugara helyett az ion szolvatalt, ellenionjaival egyiitt kialakitott alak-

janak a sugarat értjiik, és az elméleti toltés helyett az effektiv toltés szerepel.
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Q.

- <e 2
6-m-mn-R @

L.
Q.= az ion effektiv toltése [C]

R=az ion teljes sugara [cm]

Kisérletileg egy komponens effektiv elektroforetikus mozgékonysagat a ko-

vetkezd egyenlet alapjan lehet meghatarozni [107].

po= [ L1 ®
U \t, t

L:: kapillaris teljes hossza [cm]
L.s: kapillaris effektiv hossza [cm]
U: alkalmazott fesziiltség [V]

tm: komponens migracios ideje [s]

to: toltés nélkiili molekula (EOF marker) migracios ideje [s]

A vizsgalt kefalosporinok effektiv elektoforetikus mozgékonysagi értékeit a
7. abra elektroferogramja alapjan a 3. egyenlet segitségével szamoltuk ki (6.
tablazat). Az EOF jelzésére benzil alkoholt hasznaltunk. Mivel a
kefalosporinok migracios id6i nagyobbak, mint EOF migracios ideje, ezért a
szamolt effektiv elektroforetikus mozgékonysag értékek negativ eldjeliiek. Az

elgjel is mutatja, hogy a kefalosporinok anionosak a vizsgalt pH-n.
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6. tablazat
A vizsgalt 14 kefalosporin elektroforetikus mozgékonysagi adatai

Kefalo- Mozgékonysag
sporinok  (cm’/kV perc)

CFD - 3,49
CFL -4,56
CFC -4,90
CFP - 7,49
CTA - 8,16
CcCcC -9,23
CFM -9,39
Cz1 -9,50
CFR - 9,85
Cz0 -9,97
COX - 10,09
CTR - 15,40
CIX - 17,55
CFB - 18,57

4.4.2. Protonalodasi allandok meghatarozasa

Az ionizaciora képes vegylileteknél a pK, érték (savi disszociacios allando,
ionizacioés allandé) meghatarozasa a gyogyszerkutatasban alapvetd, a
LADMER paraméterek (hatéanyag felszabadulasa, abszorpcidja, szovetek
kozotti megoszlasa, metabolizacidja, kiiiriilése) mindegyike fligg a molekula
pK értékétol. Ez a fizikai-kémiai paraméter hatarozza meg, hogy a molekula
milyen ionizaltsagi allapotban van kiillonb6z6 szoveti pH értéken. A
protonalodasi allandok meghatarozasara olyan modszerek alkalmazhatok,

amelyekben a mért paraméter pH fliggé valtozdsa a molekula
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protonalodasaval, illetve deprotonaldédasaval kapcsolatba hozhatd. A leggya-
koribb eljaras pK, meghatarozasara a pH-metria, tovabbi alternativ modszerek
az UV spektrofotometrias titralas, NMR titralas, és Gjabb lehetoség a kapilla-
ris elektroforézis. Hat kefalosporin, cefalexin, cefaclor, cefadroxil, cefotaxim,
cefoperazon és cefoxitin pK, értékeit hataroztuk meg pH-metriasan é¢s CZE-
vel. Osszehasonlitottuk a két kiilonbdz6é modszerrel meghatarozott értékeket,

valamint az altalunk mért értékeket az irodalomban 1évokkel.

4.4.2.1. pK, meghatarozasa pH-metriaval

A pH-metrias titralasok soran a titralt minta pH valtozasat kovetjiik a titralo
oldat térfogatanak fliggvényében. A potenciometrias titralas feltétele, hogy a
vizsgalando6 anyag tiszta legyen, és legalabb 0,5 mM koncentracioban oldod-
jon a titralas teljes tartomanyaban. (A pH-metrias titralasokat alland6 ionerds-
ségii 0,2 M KCI oldatban végeztiik 0,20 M koncentraciéju KOH oldattal. A
mintakba a titralas megkezdése eldtt 20 percig, €s a titralas soran argon gazt
vezettiink, hogy a CO, gaz beoldddasat megakadalyozzuk.) A ligandumok
(kefalosporinok) koncentracidja 0,002-0,004 M ko6zotti tartomanyba esett,
ekvimolaris mennyiségéhez képest 20 %-kal tobb HCI oldatot adtunk, hogy a
karboxilat csoportok protonalodjanak. A mintak kezdeti térfogata 10,00 ml
volt. A titrdlasokat pH 2.0-11.0 kozotti tartomanyban végeztik. A
cefoperazon esetében savas kozegben csapadékkivalast tapasztaltunk, igy a
titralast pH 11,0-r6l indulva 0,2 M HCI oldattal a csapadék megjelenéséig
folytattuk. A titralasi gorbékbo6l a savi disszociacios konstans értékeket
SUPERQUAD program [108] segitségével szamoltuk ki (7. tablazat). Az
egyes komponensek pH-potenciometrias titralasi gorbéit az elektroforetikus

mobilitasi gorbék megadasakor targyaljuk részletesen (4.4.2.2 fejezet).
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4.4.2.2. pK, meghatarozasa CZE-vel

A kapillaris elektroforézis modszer hasznalatanak alapja pK, meghatarozasa-
nal az, hogy az elektroforetikus mobilitas fiigg a komponens ionizaltsagi alla-
potatdl. A CE hasznalatanak pH-potenciometridval szembeni elénye, hogy a
pontos ismerete. CZE-vel torténd pK, meghatarozashoz két faktor allando
értéken valo tartdsa fontos, az ionerdsség, és a hémérséklet, mivel mindkettd
befolyasolja az effektiv elektroforetikus mozgékonysagot. Az EOF, és a kom-
ponens migraciés idejébdl a 3. egyenlet felhasznalasaval szamoltuk ki az
elektroforetikus mozgékonysagi értékeket. A pK érték megadja, hogy a kom-
ponensnek az adott pH értéken milyen lesz a toltése. Egy amfolit a pK értéké-
nél magasabb pH-n negativ toltésli, ezért az EOF utan jelenik meg az
elektroferogramon, mig a pK értékénél alacsonyabb pH-n pozitivan toltott
lesz, és igy az EOF el6tt vandorol az elektroforézis soran. Példaul ligos pH-n
a cefalexin karboxil csoportja deprotonalodik, és anionos karakterének ko-
szonhetéen a toltés nélkiilli marker, az EOF utan jelenik meg az
elektroferogramon. A pH csokkentésével a cefalexin effektiv mozgékonysaga
no, 4,5-0s pH-n ikerionos lesz, a toltés nélkiili markerrel egyiitt egy csticsként
eludlodik. A pH tovabbi csokkentésével a cefalexin aminocsoportja
protonalodik, pozitiv értékii lesz effektiv mozgékonysaga, és az EOF elott

jelenik meg az elektroferogramon (20. abra).
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20. abra
A cefalexin elektroforetikus mozgékonysaga, a puffer pH valtoztatasanak hatasa a
cefalexin migracios idejére (Koriilmények: 48,5 cm (41 cm a detektorig) x 50pum-es
kapillaris, 50 mM foszfat puffer, +25 kV, 100mbar-sec, 25 °C, A= 270 nm, cefalexin
koncentracioja: 0,1 mg/ml, EOF marker: benzil alkohol)

A szamolt effektiv mozgékonysagi adatokat abrazolva a pH fiiggvényében
megkaptuk a cefalexin mozgékonysagi gorbéjét, melybol Matlab program
segitségével kiszamoltuk a pK, értékeket (21. abra). Az els6 pK, érték (2,93) a
karboxil csoport, a masodik pK, érték (7,18) az amino csoport
deprotonalodasahoz tartozik. Ezek az értékek megfelelnek a vegyiilet szerke-
zetébol adodo sav-bazis tulajdonsagnak, valamint egyezést mutatnak korabbi

irodalmi adatokkal [69].
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21. abra
A cefalexin effektiv elektroforetikus mobilitasa a pH fiiggvényében (Matlab)

0.015
0

A CE alkalmazasanak tovabbi elonye, hogy nemcsak tiszta, vizes oldatban,
hanem tobb komponensii biologiai mintakban, gyogyszeripari termékekben,
¢s szerves oldoszerben is lehetséges a pK, meghatarozasa. Mindezek mellett
bomlékony, szennyezett anyagok pK,-ja is meghatarozhat6. Kiilonb6z6 mat-
rixokban val6 vizsgalatok azért lehetnek fontosak, mert gydgyszerészeti kuta-
tasok, farmakokinetikai vizsgalatok soran gyakran nem tiszta vizes oldatokat
hasznalunk. A pK,-nak CE-vel torténé meghatarozasakor nem sziikséges a
vizsgalando komponens extrakcioja és tisztitasa. A cefalexin elektroforetikus
vandorlasat 0sszehasonlitottuk 0,9 %-os NaCl-oldatban, fermentlében és szé-
rumban (22. abra). Azt tapasztaltuk, hogy a matrix kiillonféle komponenseinek
nincs jelentds hatasa a cefalexin migracios idejére, csak a csucs alakja torzult.
A sooldat esetében a klorid ion nagy elektroforetikus mobilitasa miatt torzult

a cefalexin csticsanak alakja (leading). A szérum ¢s fermentlé esetén a fehér-
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jék és egyéb szerves komponensek kapillaris falara val6 adszorpcioja okozta a
cefalexin csucs alakjanak valtozasat. A cefalexin kiilonb6z6 matrixokban
felvett elektroforetikus mobilitasi gorbéi hasonldak a tiszta vizes oldatban
meghatarozott mobilitasi gorbéhez, tehat a szamolt pK, értékek sem kiilon-

boznek szamottevoen (23. abra).

AU
F EOF crL desazt. viz
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A
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E
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22. abra
A cefalexin elektroforetikus meghatarozasa kiilonb6zé matrixokban, (Koriilmények:
ugyanaz, mint a 20. abranal.)
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23. abra
A cefalexin effektiv elektroforetikus mobilitasa a pH fliggvényében kiilonbozo
matrixokban (Koériilmények: ugyanaz, mint a 20. abranal.)

A CE nagy hatékonysagu elvalasztasi képességét kihasznalva 6t kiillonbozo
kefalosporin (cefakloor, cefadroxil, cefoperazon, cefotaxim, cefoxitin) pK,-jat
egyszerre hataroztuk meg. (24. abra). A pH valtoztatasa kiilonb6z6 hatassal
van az Otféle kefalosporin mozgékonysagara, a migracios sorrend is valtozott,
hiszen a pK, értékek kiilonboznek. Az egyes kefalosporinok azonositasaban a
kiilonb6zé UV spektrumok segitettek. A puffer pH-jat novelve a felbontas
még éppen elegendé ahhoz, hogy megkapjuk az egyes komponensek migraci-
6s idejét. A pH-t csokkentve javul az elvalasztas, de megndvekedett az
elektroforézis idétartalma. pH 2-n a cefoperazon és cefoxitin az EOF utan
jelenik meg az elektroferogramon. A cefalexin, cefaklor, cefadroxil egyarant
4,5 koriili pH-n toltés nélkiiliek, ez alatt kationosak, mig a cefotaxim csak 2,8

koriili pH-n valik pozitiv toltéstivé.
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24, abra
A pH valtoztatasanak hatasa &t kefalosporin elektroforetikus elvalasztasara,
1: cefoperazon, 2: cefotaxim, 3: cefoxitin, 4: cefadroxil, 5: cefaclor, (Koriilmények:
ugyanaz, mint a 20. abranal.)

Az otféle kefalosporint tartalmazé oldat kiilonb6z6 pH-n  késziilt
elektroferogramjai alapjan szamolt effektiv mozgékonysagi adatokat felhasz-
nalva szamoltuk ki a pK, értékeket, és Osszevetettiik a pH-potenciometriaval
meghatarozott értékekkel, valamint az irodalmi adatokkal (7. tablazat). A
cefadroxil elektroforetikus mobilitasi gorbéjén kettd, mig pH-potenciometrias
titralasi gorbéjén harom lépcsé talalhatod (25. abra). Savas tartomanyban meg-
hatarozott pK, a karboxil csoporthoz tartozik. pH 7 felett két deprotonalodas
jatszodik le, az egyik disszociacios allando az aminocsoporthoz (pK, = 7,37),
a masik a fenolos OH csoporthoz (pK, = 9,64) kapcsolhatd. A cefadroxil li-
gos tartomanyban jelentkez6 masodik disszociacios allandojardl korabbi koz-
lemények [69] nem tesznek emlitést. A fenolos hidroxilcsoporthoz tartozo
pK, értéket csak pH-potenciometrikusan tudtuk meghatarozni: a pH-
potenciometrikus gorbe sokkal tobb adatparbdl késziil el, mint a mobilitasi
gorbe, igy az egymashoz kozellévé deprotonalodasi folyamatokat CZE-vel

nem lehet meghatarozni.
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25. abra
A cefadroxil elektroforetikus mobilitasi és pH potenciometrikus gorbéjének 6sszeha-
sonlitasa
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A cefalexin és cefaklér molekulak oldallancaiban kicsi a kiilonbség. A
cefalexin és a cefaklor esetében két pK, értéket hataroztunk meg mindkét
modszerrel. Az alacsonyabb pK, érték a karboxil, a magasabb az
aminocsoporthoz tartozo pK, érték. A cefaklor esetében a klor szubsztituens
elektronszivd hatasa megnoveli a karboxil csoport savassagat, ezért pK,-ja
kisebb, mint 1,5, amit pH-potenciometriaval pontosan nem lehet meghataroz-
ni.

A cefotaximnak savas tartomanyban a karboxil- és aminotiazol csoportjanak
pKa-ja egymashoz kozel van, ezért CZE-vel egy deprotonalodasi értéket tud-
tunk megadni. pH-potenciometriaval a karboxilcsoport pK, értéke (2,30) mel-
lett, az aminotiazol csoport pK,-jat (3,37) is meg tudtuk hatarozni. A titralasi
gorbén lugos tartomanyban nincs pH-1épcsd, mely tovabbi deprotonalodasi
folyamathoz lenne rendelhetd. Az irodalomban talalt adattal ellentétben [70],
megitélésiink szerint az amidcsoporthoz nem rendelheté pK, érték, mert az
amid csoport nem tud deprotonalodni a mérés 2,0-11,0 pH-tartomanyaban. Az
amid csoport pK,-ja kb. 15 koriili érték [109], tehat pH-potenciometriaval
nem mérheto.

A cefoperazon ¢és cefoxitin esetében nem talaltunk az irodalomban pK, adato-
kat. A cefoperazonnak CZE-vel két pK, értékét hataroztuk meg, melyek a
karboxil csoporthoz és fenolos hidroxil csoporthoz rendelheték. Mivel a
cefoperazon natrium soként volt jelen, hogy protonalt formara hozzuk savat
kellett hozzaadni, de mivel sav hatasara csapadékkivalas tortént, a karboxil
csoport pK,-jat csak CZE-vel tudtuk meghatarozni. A pH-potenciometrias
mérésnél 4-12  pH-tartomanyaban (ahol megfelelé a komponens
oldékonysaga) egy deprotonalddas jatszodik le, ez a fenolos hidroxid
deprotonalddasa, melyhez 9,15-6s pK, érték rendelhetd.

Cefoxitin esetében CZE-vel és pH-potenciometriaval is egy pK, értéket hata-

roztunk meg, mely a karboxil csoporthoz rendelhetd.
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7. tablazat
Kefalosporinok CZE-vel és pH-potenciometrikusan meghatarozott pK, értékeinek

Osszehasonlitasa
Irodalmi adatok Sajat mérések
CZE* potenciometria® CZE potenciometria
cefalexin 3,11+0,16° 2,34+0,09 2,93+0,11 2,53+0,01
6,79 + (),27b 7,08 + 0,06 7,18+ 0,07 7,13 +£0,01
cefaklor 2,69 +0,09° - 1,74+ 0,38 <1,5
7,38 + (),66b 7,19+ 0,06 7,19 £ 0,03 7,07 +£0,02
cefadroxil 2,86+ 0,18° 2,65+ 0,05 2,52+0,14 2,48 +£ 0,03
7,14 + 0,20 7,59+0,18 7,65+0,07 7,37 £0,02
- - 9,64+0,01
cefotaxim  2,09+0,21 2,09+0,21°% 2,93° - 2,30+ 0,01
3,07° 3,20+ 0,19 3,37 +£0,03
10,87° - -
cefoperazon - - 3,13+£0,27 -
- - 8,99 + 0,44 9,15+ 0,02
cefoxitin - - 3,15+ 0,24 2,75+0,04

Y, Mrestani et al, [69]
®Y, Ishihama et al, [65]
‘M, Aleksic et al, [70]

Eredményeink azt mutatjak, hogy a CZE jol alkalmazhaté pK, meghataroza-
sahoz. A CZE hasznalatanak legfontosabb elonye a modszer nagy szelektivi-
tasa, ami lehetové teszi tobb komponens pK,-janak egyidejii meghatarozasat,
real mintadkban torténd elemzését, bomlékony, vagy szennyezett anyagok

vizsgalatat. Mindezek mellett a CE ismert eldnyei (pl. kis térfogatu, viszony-

s
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4.4.3. Oldatstabilitasi vizsgalatok

A kefalosporinok szilard sok formajaban stabilak, de vizes oldatban kiilonbo-
z0 mértékben bomlanak, ezért megvizsgaltuk stabilitasukat vizes oldatban.
Az egyes antibiotikumok oldatait vizben vald feloldasukat kdvetéen CZE
modszerrel tobbszor analizaltuk, hogy kdvessiik az egyes kefalosporinok
mennyiségének valtozasat. A kefalosporinok bomlasat eldszor szobahdmér-
sékleten (25 °C) vizsgaltuk meg. Az egyes kefalosporinok koncentracioja az
id6 fliggvényében csokkent (26. abra). A legtobb vizsgalt antibiotikum eseté-
ben 5 draval a feloldast kovetden a vegyliletek 8-15 %-a alakult at. Az elem-
zési id6tartamot négy kefalosporin esetében (cefuroxim, ceftriaxon,
cefotaxim, ceftazidim) meghosszabbitottuk 260 o6raig, ekkorra a mennyiségiik

a kimutathatdsag ala csokkent (27. abra).

100 13X

=———X X CFD CZI CFL
— & ————za CFM CFC

75 ] K CFB CCC

Jelteriilet (%)
(|
g
>

50 T

1dé (6ra)

26.4bra
Kefalosporinok oldatstabilitasanak vizsgalata vizben valo feloldasukat kovetd 15
oraig (Az elso injektalasok az oldatkészitést kdvetd 20 percen beliil megtorténtek, az
igy kapott jelteriilet nagysagat vettiik 100 %-nak.) (Koriilmények: ugyanaz, mint a 2.
abranal.)

66



—>—CZI

100

75

50

Jelteriilet (%)

25 A

0 50 100 150 200 250
1dé (6ra)

Négy kefalosporin oldatstabilitasanak \%i7zéagtzirlaata vizben val¢ feloldasukat kdveto 260

oraig (Az elso injektalasok az oldatkészitést kdvetd 20 percen beliil megtorténtek, az

igy kapott jelteriilet nagysagat vettiik 100 %-nak.) (Koriilmények: ugyanaz, mint a 2.

abranal.)

Az egyes komponensek bomlasa fligg a kdzeg homérsékletétdl is. Nyilvanva-
16, hogy magasabb homérsékleten sokkal intenzivebb a kefalosporinok bom-
lasa, mint alacsonyabb héfokon. Vizsgalataink soran a fent emlitett négy anti-
(+25 °C-on szobahémérsékleten, +4 °C-on hiitészekrényben, -18 °C-on fa-
gyasztoban) és csak kozvetleniil injektalas elott helyeztiik be a CE késziilék-
be. A +4 °C-on tarolt mintakban jelent6sen csokkent a bomlas sebessége (a
szobahémérsékleten tarolt oldattal Gsszehasonlitva) és a komponensek stabili-
tasa hasonl6 a fagyasztoban (-18 °C-on) tarolt mintak stabilitasahoz (28. ab-
ra). Fagyasztassal ugyan nem lehet nagyobb antibiotikum stabilitast elérni, de
biologiai mintak -18 °C-on vald tarolasa fontos az allandd matrixdsszetétel

megtartasa miatt.
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A kefalosporinok stabilitasi diagramjai kiilonb6z6 homérsékleten, A: +25°C, B: +4°C,
C: -18°C (Az elsé injektalasok az oldatkészitést kdvetd 20 percen beliil torténtek, az
igy kapott jel nagysagat vettiik 100 %-nak, koriilmények: ugyanaz, mint a 2. abranal.)
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Az antibiotikumok a vizes oldatokban kiilonb6z6 bomlastermékekké alakul-
nak at. Cefuroxim esetében az oldatkészitést kdvetden 150 oraig kovettiik a
sékleten. A cefuroxim bomlasa soran négy ismeretlen bomlastermék keletke-
zett (D1, D2, D3 és D4). Mig az eredeti antibiotikum mennyisége csokkent,
addig a bomlastermékek mennyisége novekedett. Amikor az eredeti kompo-
nens teljesen elbomlik a D1 (9,209 perc) bomlastermék is eltiinik az oldatbodl.
A D2 (14,916 perc) bomlastermék az antibiotikum feloldasat kovetden tiz ora
mulva jelenik meg, a D3 (11,949 perc) és D4 (10,665 perc) bomlastermékek
egyszerre, a feloldast kovetéen otven o6ra mulva képzddnek (29. abra). A
bomlastermékek azonositdsa az alkalmazott spektrofotometrias detektalassal

nem volt lehetséges.
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29. abra
A cefuroxim bomlasa szobahémérsékleten, D1, D2, D3, D4: bomlastermékek (Az
els6 injektalasok az oldatkészitést kovetd 20 percen beliil megtdrténtek, az igy kapott
jelteriilet nagysagat vettiik 100 %-nak.) (Koriilmények: ugyanaz, mint a 2. abranal.)
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A CE kombinalhaté tomegspektrometrias detektorral, melynek elénye, hogy
szerkezeti informaciot nyujt a vizsgalt komponensrél. Munkank sordn nem
hidrolizalt (kozvetlenill az elemzés el6tt készitett), és bomlott (az elemzés
elott 168 oraval készitett) cefuroxim oldatokat elemeztiink CE-MS technika-
val. A cefuroxim koncentracidja 1 mg/ml volt. Az elektroforézis folyaman
korabbi munkankkal ellentétben 50 mM koncentracioju (pH 9,8)
ammoniumacetat puffert hasznaltunk, mivel a tomegspektrometrias mérések-
hez csak illékony puffert hasznalhatunk.

A friss oldat totalion (TIC, total ion current) elektroferogramjan két jel jelenik
meg (30/A abra). A 2,4 percnél jelentkezé jel a hattértdl szarmazik. A
cefuroxim 5,7 percnél egy nagy intenzitdsu csucsként jelentkezik az
megspektrumon hat kiillonb6z6 m/z értékii csucs jelent meg (30/B abra). A
tomegspektrumon a legnagyobb tomegszamu (423) jel a cefuroxim molekula-
csucsa (molekulatdmege natrium nélkiil). A cefuroxim fragmentalasakor a
362, 318 és 209 tomegszamu csicsok intenzitdsa nagy, mig a 380 és 336 to-
megszamu jelek intenzitasa kicsi, tehat a 380-as és 336-0s csucsok nagyobb
valdszintiséggel keletkeznek a fragmentacio soran. (30/B abra).

A bomlott minta elemzése esetén a totalion elektroferogramon négy cstcs
jelenik meg (a hattér 2,4 percnél jelentkez6 csucsan kiviil) (30/A abra). Ezek
koziil egy a fétermék (a nem hidrolizalt cefuroxim), a tdbbi harom jel (4,2
perc, 5,8 perc, 8,1 perc) a cefuroxim D1, D3, illetve D2 bomlastermékeitdl
szarmazik, mivel ezek nincsenek jelen a bomlatlan cefuroxim elemzésére
tilk, a bomlastermékek molekulatomegei igy 209 (D1), 380 (D3), 336 (D2)
g/mol (30/C, D, E abra) értéknek adodtak. E molekulatomegek ismeretében,
illetve a friss és a bomlott cefuroxim oldat CE-MS elemzésére kapott tomeg-
spektrum alapjan a bomlastermékek feltételezett szerkezeti képleteit a tomeg-

spektrumon tiintettiik fel.

70



Instrume LC-MSD-Trap-XCT_plus

Print Da12/19/2 5:35:16
005 PM

bomlott cefuroxim

1

30. abra

2 3 4 5 [ 7 8 9 " Time [min]
Intens, 2231 “MS, 5.9-6.0min #(187-199)|
x108
25 O, H s.
) C——C—HN
3181 555 \ / i
20 N\ NG~ O
B 15 o d CHz
207.0
(‘)H Ccoo
1.0 s
05 3361 23800 491.0
) . 2553 2841 l - 4451 467.1 513.1 5811 6206
00 s, 3 o
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600  miz
Intens. 209.0 MS, 4.2min #129)
x109
|
6
4
2 2552
5505 419.1
VAL K Y P 3949 | 45804813 509.0 54495671 6048
o s bt
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600  mz
Intens. 380.1 -MS, 5.8min #18!
x10 R o . 9
@ C—‘C‘*HN * Ci! HN- ¢
\ / ” - \ / M N /o\ AN
6 \o d CHZOH \0 & CHa. C‘
o
D | Lo L L
336.1
2
2553 448.1
181.0 206.9 318.1 L j 2 5949
L " eodhta s o oA A 2337 5038 5672 SO080 il
“150 200 250 300 350 400 450 500 550 600  miz
In::noss 336.1 -MS, 8.1min #257|
o
. ° H :
Oan.
3
E " N~
° d CH,0H
2 202.1 — (\:HS
354.1
1
486.9
4241
1749 2071 2412 380.0 64.0
o0 n i, okl A 863.0 586.0 6201
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600  miz

A cefuroxim tdmegspektrometrias elemzése, A: friss €s a bomlott cefuroxim oldatok
totalion elektroferogramjai, B: cefuroxim tomegspektruma, C, D, E: bomlastermékek

tomegspektrumai
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A friss oldatban a cefuroxim fragmentalasakor keletkez6 380 és 336 g/mol
tomegli molekularészek a cefuroxim vizes oldatban torténé bomlasakor is
keletkeznek. A 380 g/mol tomegii bomlastermék az eredeti molekula hidroli-
zise, vagy dekarboxilezddése révén jon létre. A 336 g/mol tomegli bomlas-
termék esetén a hidrolizis és a dekarboxilezddés is lejatszodik. A 209 g/mol
tomegli fragmens viszont olyan bomlastermék, melyet csak a bomlott
cefuroxim oldatanak elemzésekor kaptunk, ennek a molekulanak a szerkezeti
képletét nem sikeriilt meghatarozzuk. A CE-MS elemzések lehetové tették
ismeretlen komponensek (bomlastermékek) tobbségének szerkezeti azonosita-
sat, a tomegspektrometrias detektalassal kapott kimutatasi hataraink ugyanak-
kor nem voltak jobbak, mint az UV- spektrofotometrias detektalassal kapott

hasonld értékek.

Eredményeink azt igazoltak, hogy a kefalosporinok bomlasanak sebessége
nagymértékben fliigg attdl, hogy milyen koriilmények kozott és mennyi ideig
taroljuk az antibiotikum oldatokat. Megallapitottuk, hogy 48 oran beliil +4 °C-
on csak kismértékii volt a kefalosporinok bomlasa, ezért a mintavétel utan a

mintakat hiitészekrényben kell tarolni és 48 oran beliil a kefalosporin kon-

crer

4.5. Diasztereomerek vizsgdlata

A disztereomerek olyan sztereoizomerek, melyek nem enantiomerek, nem
tilkorképei egymasnak. A tobb kiralitdscentrummal rendelkezé molekulak
akkor diasztereomerek, ha legalabb egy kiralitascentrum konfiguracioja meg-
egyezd, ugyanakkor legalabb egy kiralitascentrum konfiguracioja kiilonb6zo.
A diasztereomerek fizikai és kémiai tulajdonsagai kiillonboznek egymastol.

A cefuroxim dihidrotiazin gytiriijén 1év6 karboxil-csoporton modositasokat
végeztek, ezzel egy uj vegyiiletet a cefuroxim-axetilt allitottak eld, ennek

gyakorlati jelentésége, hogy a cefuroxim csak parenteralisan, injekcid forma-
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jaban adhat6, mig cefuroxim-axetil per os tablettaban, szuszpenzidban is. (A
cefuroxim-axetil egyébként egy farmakologiailag inaktiv vegyiilet, Un.
prodrog, amelyet az anyagcsere enzimjei alakitanak at aktiv hatoanyagga.)
Gyogyszerként a (Z)-cefuroxim-axetil-t (Zinnat) alkalmazzak, mert csak en-
nek van gydgyaszati hatasa. A (Z)-cefuroxim-axetil két diasztereomer vegyii-

letbdl all. A cefuroxim axetilnek harom kiralitascentruma van (C6, C7, C3’), a

crer

crer

A cefuroxim-axetil diasztereomer parok elvalasztasat korabban leirtak kapilla-
ris elektrokromatografia (CEC) [110], és mikroemulzios elektrokinetikus
kromatografia MEEKC [111] alkalmazasaval.

A (Z)-cefuroxim-axetil zonaelektroforetikus elemzésénél (25 mM foszfat
pufferben) egy cstcsot kaptunk (32/A abra), mivel a diaszetereomerek tol-
tés/méret aranyaban nincs kiilonbség. Micellaris elektrokromatografias elva-
lasztast (100 mM SDS-t is tartalmazo foszfatpuffert) alkalmazva azonban a
disztereomer parok [(3’R,6R,7R) és (3°S,6R,7R)] elvaltak egymastol (32/B
abra). Ezek a diasztereomerek az SDS-bol felépiild micelldk és a
diasztereomerek kozotti kiilonb6zé mértékii hidrofob kolesonhatas eredmé-
nyeképpen elvalaszthatok egymastol. A hidrofob diasztereomer késobb jele-
nik meg az elektroferogramon, mert nagyobb a tartozkodasi ideje a negativ
toltésti micellakban.

A cefuroxim egy csucsként jelenkezett SDS tartalmazo pufferben, mivel
cefuroxim esetében nem 1ép fel diasztereoméria. A cefuroxim migracios ideje
nagyban kiilonbo6zott a cefuroxim-axetilétdl (32/C abra), mivel a cefuroxim

karboxilat-csoportjanak modositasaval a molekula toltése jelentdsen csokkent.
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32. abra
A: cefuroxim-axetil elemzése CZE-vel, (Koriilmények: 48,5 cm (40 cm a detektorig)
x 50 pm-es kapillaris, 25 mM foszfat puffer, pH= 6,8, +25 kV, 100 mbar-sec, A= 270
nm.), B: cefuroxim-axetil elemzése MEKC technikaval, (Koriilmények: ugyanaz,
mint az 32/A elektroferogram esetében, de a puffer tartalmazott még 100 mM SDS-t.)
C: cefuroxim elemzése SDS tartalmu pufferben, (Koériilmények: Ugyanaz, mint a
32/B abra esetében.)

A cefuroxim-axetil diasztereomerjeinek CE meghatarozasaval jol demonstral-
hatjuk a CE univerzalis alkalmazhatdsagat, egyszertien SDS pufferhez valo
adalékolasaval teljesen megvaltoztathatjuk az elvalasztds mechanizmusat,
olyan valtozast tudunk egyszertien, olcson, gyorsan elérni, mintha kromatog-
rafias technikaknal a normal fazisu elvalasztasrol forditott fazisu elvalasztasra

valtanank.
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4.6. A kidolgozott modszerek orvosdiagnosztikai alkalmazdsai

A CE alkalmas kefalosporinok kvalitativ és kvantitativ meghatarozasara kli-
nikai mintakban, mely az orvosi gyakorlatban segitséget nytjthat a racionalis
gyogyszerterapia  megtervezésében. Az  idegsebészeti  gyakorlatban
profilaktikusan adott antibiotikum terapiaval a posztoperativ fertézéseket
kivanjak megelézni. Munkank soran profilaktikusan cefazolinnal kezelt, ge-
rinc- és agymiitéten atesett beteg szérumaban, kivezetett sebvaladékaban, és
agyvizében (liquor) hataroztuk meg a cefazolin koncentracidjat, hogy meg-
gy06z6djiink arrél, az egyes testfolyadékokban az antibiotikum szintje elérte-e
az eredményes terapiahoz sziikséges MIC (baktérium pusztulasahoz sziiksé-
ges legkisebb antibiotikum mennyiség, minimalis gatlé koncentracio) értéket.

A cefazolinnal kezelt beteg szérum mintait a beadast megel6zben, és a be-
adast kovetd fél, egy, kettd, harom, hat és tizenkét draval késobb elemeztiik.
A kiilonb6z6 idépontokban levett vérben a cefazolin koncentracidja csokkent,
tizenkét oraval a beadas utan nem volt kimutathaté (33. abra). A cefazolin
csucsa melletti komponens a cefazolin bomlasa soran keletkezhet. Ez a csucs
az antibiotikum beadasat megelézden levett szérum mintaban is lathato, ami a
csokkenésével parhuzamosan a bomlastermék koncentracidja fokozatosan

emelkedik.
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33. 4bra
A cefazolin koncentraciojanak valtozasa a szérumban, (Koriilmények: ugyanaz, mint
a 12. abranal.)

Idegsebészeti miitétek soran gyakran van sziikség kiilonb6zo kivezetd csdvek
(seb-drain, agykamra-drain) behelyezésére, melyek tobb nap mulva keriilnek
eltavolitasra, igy a mitét soran sériilt szovetek atmenetileg csokkent
mikrocirkulacioju kozegében a behelyezett idegen anyag felszinén a koroko-
z0k fertézési forrast jelentenek, ezért a szérumszint monitorozasahoz hasonlo-
an sziikséges az antibiotikum koncentraciéjanak meghatarozasa a fert6zésnek
kitett teriileteken.

Gerincmiitét elott beadott 1 g cefazolin koncentraciojanak a valtozasat kovet-

tik szérumban és drainben. Kiilonboz6 korokozokra nézve a cefazolin kon-
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centracioja a beadast kovetden 4-12 ora elteltével csokken a MIC érték (0,25-

16 pg/ml) alé [112] (34. abra).
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szeti mitét alatt, egyszeri | g cefazolin beadasat kovetoen

Az agymiitét hosszabb id6t vesz igénybe, mint a gerincmiitét, ezért agymiitét
soran egyszer adott antibiotikum nem biztosit védelmet a baktérium koloniza-
ci6 kialakulasa ellen. Kozvetleniil a mutét kezdetén, és a miitét harmadik ora-
jaban adott 1 g intravénas cefazolin viszont kikiiszobdli a fertézésveszélyt,
mert antibiotikum szintje nem csokken MIC érték ala a szérumban, liquorban,
drainben (35. abra) a miitét kb. 8-10 6ranyi id6tartalma alatt. Ezen mintakban
a meghatarozott kefalosporin koncentracié a klinikai gyakorlatban segit a
hatékony gyogyszeres terapia kialakitasahoz, mert mint azt eredményeink
alatamasztjak, a megfeleld szérumszint elérése nem feltétleniil biztosit a

kdzponzi idegrendszerbe keriilé baktériumok ellen is védelmet.
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s

szeti miitét kezdetén és a miitét harmadik ordjaban adott 1 g cefazolin beadasat kove-
téen

Az idegsebészeti korkép (agydaganat, aneurizma, stb.) miitéti ellatasa tobb
orat (2-10 ora) vesz igénybe. Ez alatt az id6szak alatt az intratrachealis narko-
zisban 1év0, hanyattfekvd beteg garatvaladéka (sputum) a tubus mandzsettaja
folott Gsszegylilik, amit az ébredez beteg renyhe garatreflexei miatt aspiral.”

Egy agymitéten atesett, posztoperativ labadozasa soran tiidogyulladast kapott,

" Az aspiracioés pneumonia elsédleges koroktani tényezdje a nyal- és garatviladék
fohorgokbe, majd a tiidébe jutasa. A pangd aspiratum taptalajaul szolgal pathogén
korokozoknak, mely bronchopneumonia kialakuldsdhoz vezethet. A hosszabb, kénye-
sebb lokalizacigju miitétek utan a betegeket sokszor masnapig altatjak, mely megno-
veli az intubacié idétartalmat. Mivel a 1égesdben helyet foglalo tubusnak kifejezett
nyalkahartyat irritald hatdsa van, a nyalkahartyaszekrécio is fokozodik, tehat az
intubacio idejével az aspiralhato valadék mennyisége is nd. Az agydaganat lokaliza-
ség, tehat a pango valadék nagyobb mennyiségben juthat a hoérgdkbe. A posztoperativ
id6északban a miitott betegek agynyugalomra szorulnak, a tartés immobilizacié kedvez
a pneumonia kialakulasanak, progredialasanak.
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intravénasan ceftriaxonnal (60 mg/kg/24 h) kezelt beteg szérum-, liquor- és
sputum mintdjaban meghataroztuk a ceftriaxon jelenlétét (36. abra). A
ceftriaxon jelenlétét a mintakhoz adott ceftriaxon standard is megerdésitette. A
ceftriaxon mennyisége a szérumban a legnagyobb, ettdl kisebb a liquorban, és
a sputumban a legkisebb, ami j6 egyezést mutat a gyogyszer kiillonbdz6 mat-
rixokban vald penetraciojanak és disztribucidjanak varhatdé mértékével (36.
abra).

A CTR
:|: 5 mAU

n, —

CTR

——h A At Jl A

1
o

CTR

S

3 4 5 6
Idé6 (perc)

36. abra
Ceftriaxonnal kezelt (60 mg/kg/24h) betegbdl szarmazo klinikai mintak direkt injek-
talast koveto elemzése, A: szérum, B: liquor, C: sputum, D: sputumhoz hozzaadott
ceftriaxon standard (Koriilmények: ugyanaz, mint a 18. abranal.)

Az antibiotikum kezelés ellenére a vart terapias hatas sokszor elmaradt, és a
mortalitasi adatok néttek a tiidégyulladasban szenvedd betegek korében. Ez a
probléma felvetette a gyogyszeres terapia soran adott kefalosporinok
az antibiotikum intravénas beadasat kdvetden hat oraval levett szérum és ko-
pet mintakban az egyes kefalosporinok koncentracioit. A cefazolin,

cefamandol, cefuroxim, ceftazidim, és a cefepim koncentracioja a kdpetben
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0,4-0,8 ug/ml alatt maradt, amit mar nem tudtunk detektalni. A ceftriaxon
koncentracidja 1,3-1,9 pg/ml kozott alakult. A ceftriaxon azért volt kimutat-
haté a legnagyobb mennyiségben a sputumban, mert ezt az antibiotikumot
hosszu ideig kapta a beteg, akkumulalodott, tovabba a ceftriaxonnak a legna-
gyobb a felezési ideje (8 ora), szemben a tobbi vizsgalt antibiotikummal, me-
lyeknél ez az érték jelentGsen kisebb (1-3 ora). A baktériumok pusztulasahoz
sziikséges minimalis gatldo koncentracio (MIC) a vizsgalt kefalosporinok ese-
tében nagyobb, mint 2 pg/ml [113, 114]. A méréseink azt mutatjak, hogy a
pneumonidban szenvedd betegek bronchusvaladékaban az egyes antibioti-
kumok szintje elmarad a szérumban mért érték, azaz a baktériumok pusztula-
sahoz sziikséges MIC érték mogott. Az antibiotikum kis mértékii penetracioja
a tracheobronchialis valadékba az oka annak, hogy a terapia nem mindig ho-

zott javulast a betegek allapotaban.

8. tablazat
Kefalosporinok koncentracidja szérumban és sputumban

Koncentracio (ng/ml)

Mintaszam

Szérum Sputum
cefazolin 14 79,5 +13,8 <0,5
cefamandol 4 41,5 £10,6 <0,6
cefuroxim 5 26,9 +4.9 <0,4
ceftazidim 4 9,5+3,4 <0,8
ceftriaxon 6 64,9 £28.9 1,9 +1,3
cefepim 5 20,7 +4,1 <0,5
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4.7. Kefalosporinok elvalasztasa mikrofluidikai csipen

A PDMS csipben és a hagyomanyos kapillarisban torténé elemzések eltérései
a PDMS ¢s a kvarc tulajdonsigainak a kiillonb6z0ségébol eredhetnek. A
PDMS hidrofob, és csak rovid idére tehetdé hidrofillé a levegd plazmaban
torténd oxidaciot kovetden. A PDMS feliilete bar gyorsan hidrofillé alakitha-
to, az eldidézett hidrofilitds idovel fokozatosan csdkken, kivéve, ha a csipet
vizes oldatban taroljuk [115]. A PDMS hidrofébba alakulasanak kovetkezté-
ben a fal toltése csokken, mely nagyban csokkenti az EOF nagysagat. A
PDMS képes biopolimer molekulakat, és kisebb, féleg hidrofob vegyiileteket
adszorbealni, amely nem reprodukalhaté EOF kialakulasahoz vezet. Egy 6sz-
szetett minta altalaban tartalmaz fali adszorpciora hajlamos vegyiileteket.
Amig a PDMS képes adszorpciora, addig az EOF erdssége az egymast kdvetd
elemzések folyaman valtozik. Elemzéseink soran a fali adszorpcid Osszetett
voltat és jelentdségének fontossagat a kefalosporinok elvalasztasan keresztiil
vizsgaltuk (37. abra). Az elemzés soran harom kefalosporin (15 mg/ml) és
kloramfenikol (15 mg/ml) keverékét tartalmazd oldatot elemeztink. A
kloramfenikolt EOF markerként hasznaltuk. Az elvalasztas sordn a csipen a
detektorig terjedd csatornahosszisag 4 cm volt, 25 mM, 7-es pH-ju foszfat
puffert hasznaltunk, az elektroforézis 850 V alkalmazasaval tortént, a pozitiv
fesziiltség az injektalasi oldalra volt kapcsolva. A csatornat ez els6 injektalast
megel6zden etanol:hexan (1:1) aranyu keverékével 5 percen at mostuk, majd
hidrodinamikusan injektaltuk a mintat. Az elsé harom elektroforézis soran
nem kaptunk jelet, mivel a szerves olddszeres mosasnak kdszonhetéen a
PDMS falnak nem volt t6ltése, ennek kovetkeztében nem tudott EOF kiala-
kulni. A mintainjektalasok sordn azonban néhany komponens, féleg a hidro-
fob kloramfenikol, és a kevéssé hidrofil cefoperazon a csatorna falara adszor-
bealddott, igy kissé negativ toltéstivé alakitva at a PDMS feliiletét. A 1étreho-
zott kis mértékli EOF a legkevésbé anionos tulajdonsagi molekulakat képes

volt a detektorig elvinni (51/A éabra). Az injektalasok soran, az EOF egyre
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erésebb lett, és a 15. injektalast kovetden pedig allandd erdsségli maradt, je-
lezve, hogy a csatorna fali toltésének valtozasa teljes mértékben lejatszodott
(37/A-D abra). A mintakomponensek nemcsak a PDMS-re, hanem a C18-as
toltetre is rakotddtek, amely egyfajta ,,EOF-pumpa”-ként [116] miikddve sze-
repet jatszik az EOF kialakitasaban, és fenntartasaban. A PDMS fal t6ltésének
fokozatos novekedését az észlelt aramerdsség emelkedése is bizonyitotta,
melyek az egymast kdvetd, 5., 7., 11., és 14. injektalasok soran 10 A, 24 pA,
35 uA, és 46 pA volt.

I 50 mAU CFP

KLO
A
CFR
CFP
KLO
B
CFR CTR
KLO, CFP
c
CFR CTR
CFP
KLQ
D
0 100 200 300 400
16 (s)
37. abra

Kefalosporinok ismételt injektalasa PDMS csipen, A: 5., B: 7., C: 11., D:14. injekta-
las, minta: KLO: kloramfenikolt (EOF marker, c= 7 mg/ml), cefoperazont,
cefuroximot, ceftriaxont (c= 15 mg/ml) tartalmaz6 oldat. (A csatornat a mérés meg-
kezdése elott etanol:hexan (1:1) olddszereleggyel 5 percig mostuk. Koriilmények: 850
V, pozitiv fesziiltség a csatorna injektalasi végére lett kapcsolva, L.g= 4 cm egyenes
csatorna, 1 cm hosszusagu C18-as toltet a szeparacios csatorna végeben, injektalas:
100 mbar x 3 sec, 25 mM foszfat puffer, pH= 6,8, A=270 nm

Anionos feliiletaktiv anyag, SDS injektalasat kdvetéen rogton kialakult egy
stabil, er6s EOF. A legtobb feliiletaktiv anyagnak a PDMS csipben az EOF-et

alapvet6en meghatarozo szerepe van [117, 118]. SDS hasznalata esetén nega-
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tiv toltésiivé valt PDMS csatorna fala hasonl6 a hagyomanyos kvarc kapillaris
deprotonalt szilanol csoportjai altal létrehozott negativ feliiletéhez. A csip
falara adszorbealodott SDS eltavolitasa csak szerves olddszerrel (eta-

nol:hexan) lehetséges. Munkank soran a kefalosporinok elvalasztasat megel6-

crer

s

es pH-ju foszfat puffert hasznalva, ugyanazt a mintaoldatot csipen és hagyo-
manyos kapillaris  elektroforézis  késziilékkel elemezve a  kapott
elektroferogramok gyakorlatilag megegyeznek (38. abra), mivel a két rend-
szerben az EOF mértéke hasonlo. A kloramfenikol csucsa a csipen szélesebb
jelet ad a kloramfenikol és a PDMS ko6z6tti er6sebb kolcsonhatas eredménye-
képpen.

A kapillaris elektroforézis soran a kapillaris detektorhoz kozeli végén injektal-
tunk (short end injection), hogy a lehetd legrovidebb elvalasztasi hosszasagot
hasznalhassuk, az alkalmazott fesziiltség 25 kV volt, mig csipen a detektorig
terjedd csatornahosszlisag 6,5 cm, az elvalasztas 1 kV fesziiltség alkalmazasa
mellett tortént. Chipen az elvalasztashoz rendelkezésre allo tavolsagot csok-
kentve az analizis idGtartalma még tovabb csokkenthetd. Az abszorbancia
értékek a két elektroforetikus technika esetében hasonléak voltak, mivel a
kapillaris belsé atmérdjének a nagysaga (50 pm) nem tér el szdmottevéen a
csip csatornajanak atmérgjétél (35 pm), viszont az alapvonal zaja nagyobb a
¢s az optikai szalak illesztésének a pontatlansagatol, a PDMS-en athalado
fény szorodasatol szarmazik. A mintat SDS tartalmu puffer (25 mM foszfat-
50 mM SDS, pH=7) alkalmazasa mellett is elemeztiik csipen. Korabban be-
mutattuk, hogy az SDS-nek nincs jelentékeny hatasa a kefalosporinok elva-
lasztasara (4.1.3. fejezet), viszont a kloramfenikol hidrofob karakterének ko-
szonhetden kolcsonhatasba 1ép az SDS-bol felépiilo micellakkal, ezért meg-

valtozott elektroforetikus mobilitasa, megvaltozott a migracios sorrend. SDS-t
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tartalmazo puffer hasznalata esetén a csipen két kefalosporinra (cefoperazon,

cefuroxim) nézve nem értiink el elvalasztast (39. abra).

csip CE

1d6 (s)

CFR CTR

25 mAU KLO

CFP
kapillaris CE

N

0 200 400 600
1d6 (s)

38. abra
Kefalosporinok elvalasztasa PDMS csipen és hagyomanyos kapillaris elektroforézis
késziilékkel °CE, Agilent). A minta ugyanaz, mint a 37. dbranal. (Koriilmények:
PDMS csip: 1250 V, L.=6,5 cm kanyarulatos csatorna, 1 cm C18-as tdltet a szepa-
racios csatorna végében, injektalas: 100 mbar x 3 sec. Kapillaris elektroforézis: U:-10
kV, Leg: 32 cm, short end injektalas: -50 mbar x 1 sec. Mindkét esetben 25 mM fosz-
fat puffer, pH= 6.8, A= 270 nm, pozitiv fesziiltség az injektalasi végen.
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CFR
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CFP,CFR
CTR
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0 50 100 150 200 250 300
165 (s)
39. abra
Kefalosporinok elvalasztasa PDMS csipen, A: CZE, puffer: 25 mM foszfat, pH= 6,8,
B: MEKC, puffer: 25 mM foszfat, 50 mM SDS, pH=6,8. (Koriilmények: ugyanaz,
mint a 38. abranal.)

20s

50s

Abszorbancia

N

40. abra
Az injektalt mintamennyiség valtoztatasanak hatasa két kefalosporin elvalasztasara
PDMS csipen. Az elso cstics a cefuroxim, a masodik a ceftriaxon, c= 15 mg/ml. (K&6-
rilmények: 850V (49 mA), pozitiv fesziiltség a csatorna injektalasi végén, Les= 1.8
cm egyenes csatorna, 0,5 cm hosszisag C18-as toltet a szeparacios csatorna végé-
ben, injektalas: 100 mbar nyomassal, 25 mM foszfat, pH= 6,8, A=270 nm.)
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Csipen torténd elektroforéziskor az injektalt mennyiség nagysaga kritikus

hatassal van az elvalasztas hatékonysagara. Az altalanos alapelv ugyanaz,

mint a hagyomanyos kapillaris elektroforézis esetén, miszerint a mintadugo

hossza ne legyen nagyobb az elvalasztashoz rendelkezésre allo Gthossz 1 %-

anal. Két kefalosporin keverékébdl (cefuroxim, ceftriaxon) allo mintat injek-

taltunk ugy, hogy valtoztattuk a nyomas-id6 paraméterek nagysagat (40. ab-

ra). A kisebb injektalt mintamennyiség jobb felbontast, de kisebb érzékenysé-

get eredményezett: 0,1 bar2 sec injektalas esetén a kimutatasi hatar 1,8

mg/ml, mig ugyanilyen nyomassal 20 sec-ig torténd injektalas estén a kimuta-

tasi hatar tizszer jobb lett (0,2 mg/ml).

Az elvalasztas soran alkalmazott fesziiltség nagy hatassal van az analizis id6-

tartalmara. A fesziiltséget 400 V és 1500 V kozott valtoztattuk (41. abra).

800-1000 V fesziiltség alkalmazasa tint optimalisnak, mivel magasabb elekt-

romos térerd esetén termelddott Joule-hd buborékok képzddéséhez (és igy az

elektromos vezetés, az elektroforézis megsziinéséhez) vezetett.

600V
800V 400V

25s

41. abra
Az alkalmazott fesziiltség hatasa két kefalosporin migracios idejére PDMS csipen.
(Az elso csucs a cefuroxim, a masodik a ceftriaxon, ¢= 15 mg/ml.) (Koriilmények:
ugyanaz, mint a 40. abranal, injektalas: 100 mbar x 3 sec.)
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A csipen torténé elvalasztas soran az elvalasztas hatékonysagat az elméleti
tanyérmagassaggal (H) jellemezhetjlik, melyet a kdvetkez6 egyenlettel lehet
megadni [119]:

2D, Ly L
+H, +H, =—"+ "+ 4)

H=H,
a“f “ w120, 12L,

Hait, Hinj, Haer: hossziranyt diffuzid, injektalasi hossz, detektalasi tavolsag
altal meghatarozott elméleti tanyérmagassagok

D,.: diffuzids koefficiens

u: minta linearis sebessége

linj: mintadugo6 hossza

lger: detektalasi hely szélessége

L.s: effektiv elvalasztasi Gthossz

A felirt egyenlet értelmében a L.y —et novelve a H értéke kisebb lesz, azaz
nagyobb hatékonysagl elvalasztast tudunk elérni. Ez az elméleti ismeret ér-
vényesiil az altalunk kapott elektroferogramok esetében is, amikor a detekta-
last a csatorna kiilonb6z6 pontjain hajtottuk végre (Leg: 5-65 mm) (42. abra).
Alapvonalig torténé elvalasztast L.y = 4 cm esetén tudtunk elérni. Rovidebb
effektiv hosszlisag alkalmazasa mellett csak akkor érhetiink el nagy hatékony-
sagu elvalasztast, ha vagy az injektalt mintadug6 hosszat (li,j), vagy a detekta-
lasi hely szélességét (l4;) csokkentjiik. Az elébbinek a detektalas érzékenysé-
ge szab gatat, az utdbbinak pedig az, hogy a szaloptika sugardnak atméréje
(200 pm) nagy volt a részecskék zonaszélességéhez képest.

Munkank soran ugy talaltuk, hogy PDMS alapu csipen lehetséges gyogyszer-
vegyiiletek (kefalosporinok, kloramfenikol) elvalasztasa. A kapott eredmé-
nyeink Osszeegyeztethetoek, és az elvalasztas adott koriilmények kozott igen
hasonléak a hagyomanyos kapillaris elektroforézissel kapott eredményekkel.

Nagy hatékonysagu elvalasztast igen rovid ido alatt el lehet érni. Ugyanakkor
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szamos probléma még megoldasra var, igy elsdsorban a paranyi elvalasztott
mintazonak (< 100 pl) érzékeny detektalasa, az elemzések reprodukalhatosa-

ganak javitasa. A jovOben ezen a teriileten részletes kutatast terveziink.

100 mAU
A "/\/\/\’/\—NP—’_/‘-
D4
1
® ,N\/\/\/\\/\f\ﬂ/\.‘ D
D2

NN
D,M/\_,/MH

0 50 100 150 200
Idé (s)

42 .abra
A detektalasi hely valtoztatasanak hatasa PDMS csipen a kefalosporinok elvalasztasa-
ra, A: Leg= 5 mm, B: Lyg= 15 mm, C: L= 40 mm, D: L.g= 65 mm. (Koriilmények:
ugyanaz, mint a 38. abranal.)
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5. OSSZEFOGLALAS

A munkankban kiillonb6z6 elektroforetikus technikak alkalmazhatosagat ta-
nulmanyoztuk nagyszamu, hazankban gyakrabban hasznalt kefalosporinok
komplex vizsgalatan keresztiil. A kidolgozott CZE moddszerrel 14 kiilonb6z6
kefalosporin esetén megfelel6 elvalasztast lehetett elérni. Megvizsgaltuk az
elvalasztas kiillonb6zo koriilményeinek (puffer pH-ja, koncentracidja és SDS
tartalma, fesziiltség, kapillaris hossza) hatasat az elvalasztasra. A feliiletaktiv
anyag jelenléte nem volt befolyassal az elvalasztasra, ezért a MEKC a hidrofil
kefalosporinokhoz nem volt jol alkalmazhato.

Meghataroztuk a kidolgozott modszer analitikai teljesitOképességi adatait. A
kefalosporinok detektalasat UV spektrofotometriasan 200 és 270 nm-en vé-
geztiik. Nagy matrixtartalmi mintakban (klinikai mintak, fermentlevek, stb.) a
270 nm-en vald detektalas az elonyosebb, ekkor a kimutatasi hatarok (jel/zaj
viszony, S/N=3) 0,42 és 1,62 pg/ml kozott alakultak (a klinikai mintak
antibiotikumtartalma altalaban ezen értékek felett van). A kidolgozott mod-
szer precizitasa megfelel a modern analitikai modszerektdl elvart értékeknek
(migracios id6k szérasa 1,0 RSD%, jelteriiletek szérasa pedig 1,8 RSD%-nal
kisebb).

A kidolgozott modszert alkalmaztuk bioldgiai mintakban (vizelet, sebvaladék,
liquor, szérum, sputum) kefalosporinok meghatarozasara. A fehérjementes,
illetve kis fehérjetartalmi mintakat (vizelet, liquor, sebvaladék) direkt injekta-
last kovetéen CZE-vel analizaltuk. Az elektroforézis utan haromlépcsds
posztkondicionalast (NaOH, SDS, puffer) alkalmaztunk. A magas fehérjetar-
talmi mintak (szérum) elemzését direkt injektalasukat kovetéen SDS-t tartal-
mazo6 pufferben végeztiik. Az SDS csokkenti a fehérjék elvalasztasra gyako-
rolt zavaro hatasat, javitva ezzel a mérés szelektivitasat és reprodukalhatosa-
gat. A nagy viszkozitasi sputum mintak hatékony mintaelokészitésére liofili-

zalasi eljarast dolgoztunk ki.
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A gyogyszeriparban alapvetd kovetelmény a fizikai-kémiai tulajdonsagok
jellemzése. Meghataroztuk CZE-vel a kefalosporinok néhany fizikai-kémiai
paraméterét (pl. elektroforetikus mobilitas, protonalodasi allando). A kiva-
lasztott kefalosporinok pK, értékét pH-potenciometrikusan és CZE-vel is
meghataroztuk A CZE méréseket allando homérséklet és ionerésség mellett
pH 2,0-11,0 kozotti tartomanyban végeztiik. A mozgékonysag - pH diagra-
mok gorbéibdl Matlab program segitségével szamoltuk ki a pKa értékeket. A
kapott adatok szerint a CZE-vel é pH-potenciometrikusan meghatarozott
értékeink jo egyezést mutattak. A CE eldnye, hogy a meghatarozashoz kis
mennyiségii minta elegend6 és nem sziikséges a meghatarozandé komponens
koncentracidjanak pontos ismerete. Emellett nem tiszta, tobb komponensi, és
akar nem vizes oldatokban is lehetséges pK, meghatarozasa. A kiilonb5zo
matrixokban (NaCl-oldat, fermentlé, szérum) mért elektroforetikus mobilitasi
adatok nem kiilonboztek 1ényegesen a vizes oldatban mért értékekt6l. Mind-
ezek mellett a CE nagy hatékonysagu elvalasztasi képességének kdszonhetden
tobb kefalosporin (cefalexin, cefaklor, cefadroxil, cefoperazon, cefotaxim,
cefoxitin) pK-jat tudtuk egyszerre meghatarozni.

A kefalosporinok  oldatbeli  stabilitisdnak  tanulmanyozasa  soran
kefalosporinok koncentraciojat vizben vald feloldasukat kovetden kiilonb6zo
hémérsékleteken (+25°C, +4°C, -18°C) kovettiik. A kefalosporinok vizben
feloldva bomlékony vegyliletek, az oldatok stabilitasa nagymértékben fligg a
tarolas homérsékletétol. A szobahdmérsékleten tarolt mintak esetében némely
antibiotikum a feloldast kovetéen tiz nappal teljesen elbomlott. +4°C-on a
mintakban jelentésen csokkent a bomlas sebessége, ehhez képest a -18°C-on
vald tarolas csak kis mértékii javulast eredményezett a mintak stabilitasaban.
A tomegspektrometrias detektalassal Oszekapcsolt kapillaris elektroforézis
lehet6séget nyujtott a cefuroxim tobb bomlastermékének szerkezeti azonosita-
séra.

A (Z)-cefuroxim-axetil két diasztereomerjét CZE-vel nem, viszont MEKC

technikaval sikeriilt elvalasztani. A két diasztereomer és az SDS micelldk
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kozotti eltérd kdlesonhatas a disztereomer par elvalasat eredményezi, mivel a
hidrofobb belsé teri SDS micellakkal erésebb kdolcsonhatast kialakito
disztereomer késoébb jelenik meg az elektroforézis soran.

A klinikai mintakban az antibiotikumszint meghatarozasa segitséget nyujt a
megfelelé gyogyszerterapia kialakitdsahoz A kefalosporin beadasa utan ko-
kokban, hogy igazoljuk a beadott antibiotikum mennyisége megfeleld terapias
szintet biztosit-e. Méréseink szerint az idegsebészeti miitét kezdetén, és har-
madik ordban adott 1 g intravénas cefazolin szinje nem csokkent a MIC érték
ala a kiilonb6zo testfolyadékokban a miitét 10 6ranyi id6tartalma alatt, igy
megfelel6 védelmet biztosithat a fertézésekkel szemben.

A tidogyulladasban szenvedd, kefalosporinnal kezelt betegek sputumaban
koziil csak a ceftriaxont (1,3-1,9 mg/l) tudtuk kimutatni a sputumban, a tobbi
antibiotikum szintje a kimutathatoésagi hataruk alatt volt, mely nem éri el a
legtobb baktérium elpusztitasahoz sziikséges MIC értéket (> 2 mg/l).

A kefalosporinok elektroforetikus elvalasztasat mikrofluidikai csipen is vizs-
galtuk. Munkankhoz kiilonb6z6 csatornamintazati PDMS alapu csipeket ké-
szitettlink. A kis térfogatii (< 1 nl) mintakat hidrodinamikusan injektaltuk a
szeparacios csatornaba. A detektalast UV spektrofotometriasan a csip elvéko-
nyitott részén szaloptika segitségével végeztiik. A csipen és a kapillarisban
vald elektroforéziskor hasonld elektroferogramokat kaptunk, de az analizis

id6tartalma csipen 1ényegesen rovidebb volt.
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6. SUMMARY

The applicability of different electrophoretic techniques were studied through
studying the most frequently used cephalosporins. We could achieve an
appropriate resolution for fourteen cefalosporins with the developed CZE
methods. The effects of the different parameters of the analysis (pH,
concentration and SDS content of the running electrolyte, applied voltage,
length of the capillary) on the separation have been studied. The detergent had
no influence on the mechanism of the separation, so the MEKC could not be
applied for the hydrophil cephalosporins. The analytical parameters of the
CZE methods were determined. The detection was carried out by on-column
photometric measurement at 200 and 270 nm. In the case of biological
samples the wavelength of 270 nm is more advantageous, in this case the
values of limit of detection (S/N=3) ranged betwen 0,42 and 4,62 ug/ml (the
levels of cephalosporins of clinical samples are usually above these values).
The precision of the developed CZE method has matched to the values of the
modern analytical methods (precision of migration times and peak areas were
1,0 RSD% and 1,8 RSD% respectively).

The developed CZE method were applied for the determination of the
concentration of the antibiotics in biological samples (human urine, wound
drainage, cerebrospinal fluid, serum, sputum). The protein free and the poorly
proteinacous samples were analized after direct sample injecton by CZE.
During the analysis of biofluid samples the capillary were post-conditioned by
flushing with NaOH, SDS and buffer after each run. In the case of high prote-
in content (serum) the presence of the SDS in the running buffer was
necessary. The detergent has decreased the disturbing effect of the protein
during the electophoresis improving the selectivity and reproducibility of the
measurement. Liophilization was found to be an effective pretreatement for

highly viscous sputum samples.
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The determination of physicochemical parameters is required in the
pharmaceutical industry. Some physicochemical parameters of cephalosporins
(i.e. electrophoretic mobility, acidity constants) were determined by CZE: The
pK values of the cephalosporins were determined using by CZE and by pH-
potentiometric titrations as well. The ionic strength of the background
electrolyte and temperature were constant during the CZE measurements
betwen pH 2,0-11,0. The obtained electrophoretic data were plotted in
function of pH and the pK, values were calculated with the aid of Matlab
program. The pK, values determined by CZE and by potentiometry are close
to each other. Using CZE it is not necessary to have high purity samples and
to know the concentration of them. Additionally the pK, values of several
compounds could be determined at the same time in biological solution. The
electrophoretic mobilities in different matrices hardly differ from ones
determined in pure water. Due to the high separation ability of CZE the pK,
values of many cephalosporins (cefalexin, cefaklor, cefadroxil, cefoperazon,
cefotaxim, cefoxitin) could be determined at the same time.

The stability of cephalosporins dissolved in water was followed in different
temperatures (+25°C, +4°C, -18°C). The dissolved cephalosporins are
degradable, the stability of the solution depends on temperature. Some
cephalosporins kept in room temperature decomposed completely in ten days
after dissulotion. At +4°C the decomposation largely decreased, at -18°C the
stability of the solutions was little better. The CE combined with MS
detection provided opportunity to identify the structure of some degradation
products of cefuroxim.

The two diastercomers of (Z)-cefuroxim-axetil could be separeted with
MEKC, while using CZE resolution could not be achieved. Due to the
interaction among the two diastereomers and SDS micells, the diastereomer
pair separated, because one diastercomer which had the strongest interaction

with the SDS, appeared later during the electrophoresis.
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The determination of the level of antibiotics in clinical sample can provide a
support to carry out a suitable therapy. According the measurements the
prophylactic use of antibiotics reduced the rate of postoperative infection,
since the level of the antibiotics exceeded the MIC value (necessary
concentration of antibiotic for distruction of bacteria).

The concentration of antibiotics in bronchial secration of patients suffering
from pneumonia and treated with cephalosporins was determined. Among the
six cephalosporins only the ceftriaxon was detectable in sputum (1,3-1,9
mg/l), the level of the others was under limit of detection, which did not reach
the MIC value (> 2 mg/l).

The electrophoretic separation of cephalosporins has been also studied in
microfluidic chip. PDMS based chips with different pattern were prepared for
the separation. Subnanoliter volumes of samples were hidrodinamically
injected into the separation channel. The detection was carried out on the thin
part of the chip with UV fiber optics. Similar electropherograms were
obtained by chip and CE electrophoresis, but the time of the analysis was
substantially shorter for chips.
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