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Tisztelt Dr. Ilisz Istvan!

Szeretném megkdszonni, hogy véllalta doktori disszertaciom biralatat és 1dot, energidt
fektetett munkdm véleményezésébe. Koszonom az épitd jellegli megjegyzéseket és a
dolgozat aprolékos stilisztikai €s helyesirasi javitasat. A felmeriil6 néhdny kérdés kivalo
visszajelzést adott szamomra a kutatdsi eredményeim értelmezhetdségérdl és a levont
kovetkeztetések helyességérol.

Kiilon kdszonom az eldbirédlat sordn készitett korrektirazott dokumentumot, ami nagy

segitséget jelentett a sajtéhibdk és a magyartalan mondatok javitdsaban.

A megfogalmazott kérdéseket a birdlatban megfogalmazott sorrendben targyalom.

1) A vizsgalt rendszereknél mitol fiigg, hogy mekkora pufferkapacitasra és
milyen széles pH tartomanyban alkalmazhaté pufferre van sziikség?

A pufferek pH-tartomdnydnak kivalasztasakor figyelembe kell venni a vizsgaland6
komponensek izoelektromos pontjit. Fontos szempont, hogy a mozgéfazis kezdeti pH-ja
legyen kisebb, mint a legkevésbé visszatartott molekula pl-je, a végsé pH pedig legyen
nagyobb, mint a legjobban visszatartotté:

kezdeti végs6

A pufferkapacitds tekintetében érdemes olyan rendszereket védlasztani, amik pufferka-
pacitdsa az 0sszetétel fliggvényében egységesen magas. A kis értékeknél kevés hozzdadott
sav/bazis is jelentOs valtozast okozhat a pH-ban, ami a pH-valasz fliggvény meredek

emelkedd szakaszaiért felelGs.



2) Figyelt-e meg az alléfazistol fiiggetleniil osszefiiggést a puffer anyagi minosége
és a jelalak kozott?

A kezdeti mérések soran egységesen a YMC BioPro SP-F oszloot haszndltam, igy

ezek a mérések alkalmasak a jelalak 0sszehasonlitdsara a kiilonb6z6 pufferrendszerek
esetében (1. abra).
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1. dbra. Az intakt bevacizumab kationcsere kromatogramjai a kiilonbozé pufferrendsze-
rekkel a YMC BioPro SP-F oszlopon.

Az 1. dbran lathatd, hogy az alkalmazott puffer anyagi min6ségének jelent6s hatdsa
van a jelalakra. Az altalam fejlesztett eluens rendszerek koziil tiszta pH-gradiens médban

a MES/DAP jelalakja bizonyult megfelelének, mig szimultdn pH- és ségradiens médban a
citromsav/CHES rendszerrel is sz€p csucsalak érhetd el.

3) Hogyan hatarozta meg a holtidot a vizsgalt rendszereknél?

A holtid6t az oszlopok térfogatdnak €s a mozgdfazis térkitoltési tényezdje (az oszlop
porozitdsa) ismeretében az aldbbi egyenlettel hatdroztam meg:
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ahol d az oszlop dtmérgje, L az oszlop hossza, p a mozgéfazis térkitoltési tényezdje (az osz-

lop porozitds) és F a térfogatdram. Az oszlopok porozitdsai a gyartok dltal nyilvdnossagra
hozott értékek. Az oszlopok tulajdonsdgait az 1. tdbldzat tartalmazza.



1. tablazat. Az alkalmazott oszlopok tulajdonsdgai: oszlophossz (L), belsé atmérs (d) és
porozitas (p)

L d p
(mm) (mm)
Supelco Antibodix 150 4,6 0,35
Thermo ProPac Elite 150 4 0,38
Thermo ProPac Elite 50 2 0,38
Phenomenex BioZen 100 4,6 0,39
YMC BioPro SP-F 100 4,6 0,35

Waters BioResolve SCX mAb 100 4,6 0,30
Waters Protein-Pak Hi Res SP 100 4,6 0,36

4) Eluensalkotoként natrium-kloridot alkalmazott, és vizsgalta a sé6 koncentraci-
6janak hatasat. Eltéro anyagi mindségii so esetén varhato-e a szelektivitas valtozasa?
A kiilonbozd ionok kiilonbozd erdsséggel kotddnek az 4llofazis funkcids csoportjai-
hoz. Szulfonatcsoportot tartalmazé tolteten az alkalifém ionok kotddési erdssége az ionok

hidratalt atmér6jével forditottan aranyos:

Ton: Lit Nat KT
Hidratalt iondtmérd (pm): 340 276 232

Ennek értelmében a Na™ lecserélése az erésebben kotddé K -ra élesebb csticsokat
eredményezhet gradiens eliciés mdédban, azonban a szakirodalomban nem taldlni KCl-ot
alkalmaz¢é kationcsere kromatografidas mdodszereket. A tovdbbiakban a NaCl-ot KCl-ra

cserélve vizsgdlni fogom a csucsalakot €s a szelektivitast.

5) Milyen kolcsonhatasok lehetnek a 3.3.3. fejezetben emlitett ,,a mozgofazis
pH-jatol fiiggetlen allandé kolcsonhatasok™?
A kevésbé protondlt mintakomponensek és az all6fazis toltete kozott gyenge van der

Waals kolcsonhatds alakulhat ki, ami a retencids id6 novekedését okozhatja.

Veszprém, 2021.08.09.
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