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Fig. 1 (57) Abstract: The invention relates to a
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high-performance liquid chromatography
(HPLC) system, comprising a sample re-
ceptacle, an HPLC column (31, 45) in the
form of a separating column (45), upstream
of which at least one precolumn (31) is ar-
ranged, at least one capillary connecting
line, and a detector. An ultrasound device
(21) is arranged between the sample recep-
tacle and the at least one precolumn (31)

and for pharmacokinetics or pharmacodynamics.

(57) Zusammenfassung:

and is brought in contact with the or at least
one of the capillary connecting line(s). The
invention further relates to a method for
preparing samples in an HPLC system,
wherein the fractions of the sample are fi-
nely distributed and homogenized by the
ultrasound device (21) or cells in the sam-
ple are sufficiently destroyed or the sample
is broken down before the sample reaches
the at least one precolumn (31). The inven-
tion further relates to the use of the HPLC
system and method to examine biological,
biochemical, pharmaceutical, medical, or
environmental samples, in particular for
break-down in the protein and molecular
range, for protein systems or cell cultures,

[Fortsetzung auf der néichsten Seite]
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Die Erfindung betrifft ein Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)- System, mit einer Probeautnahme, einer HPLC-
Séule (31, 45) in Form einer Trennséule (45), der zumindest eine Vorséule (31) vorgeschaltet ist, zumindest einer kapillaren Ver-
bindungsleitung und einem Detektor. Zwischen der Probenauthahme und der zumindest einen Vorséule (31) ist eine Ultraschall-
vorrichtung (21) angeordnet und mit der oder mit zumindest einer der kapillaren Verbindungsleitungen in Kontakt gebracht. Die
Erfindung betrifft auch ein Vertahren zur Probenautbereitung in einem HPLC-System, bei dem die Anteile der Probe durch die
Ultraschallvorrichtung (21) feinverteilt und homogenisiert oder in der Probe befindliche Zellen ausreichend zerstért werden oder
die Probe aufgeschlossen wird, bevor sie die zumindest eine Vorsédule (31) erreicht. Die Erfindung betrifft ebenso die Verwen-
dung des HPLC-Systems und Verfahrens zur Untersuchung von biologischen, biochemischen, pharmazeutischen, medizinischen
oder Umweltproben, insbesondere fiir den Aufschlufl im Protein- und Molekularbereich, fiir Proteinsysteme oder Zellkulturen so-
wie fiir die Pharmakokinetik oder Pharmakodynamik.
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Verfahren zur Online-Probenaufbereitung im HPLC Hochdruckbereich
mit Hilfe von Ultraschall

Die Erfindung betrifft ein Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)-
System, mit einer Probenaufnahme, zumindest einer Trennsiule und einem Detek-
tor, wobei die Probenaufnahme mit der zumindest einen Trennsiule durch zumin-

dest eine kapillare Verbindungsleitung verbunden ist.

Die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) wird als chromatographi-
sches Trennverfahren in der Analytik in den verschiedensten Bereichen einge-
setzt. Dazu gehoren die pharmazeutische Forschung und Entwicklung, die Quali-
titssicherung, der weite Bereich der Biowissenschaften, auch als ,,Life Sciences®
bezeichnet, sowie umwelttechnische Fragestellungen.

Wichtig fiir die Qualitéit einer HPLC-Untersuchung ist bereits die Probenvorberei-
tung bzw. -aufbereitung. Hier werden seit langem grofle Anstrengungen unter-
nommen, um mit geringem Aufwand moglichst exakte und reproduzierbare Re-
sultate zu erhalten. Gerade die Aufarbeitung von biologischen oder medizinischen
Proben und Umweltproben ist oft mit sehr grolem Aufwand verbunden, damit die
Probe fiir die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie geeignet ist und dement-
sprechend in ein HPLC-System injiziert werden kann. Das Probenhandling von

der Probenentnahme iiber die Probenverteilung, Probenaufarbeitung, Probenlage-

BESTATIGUNGSKOPIE
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rung bis zur Injektion der Probe in das HPLC-System birgt eine Vielzahl von
moglichen Fehlern, welche das analytische Resultat verfilschen oder gar un-
brauchbar machen. Jede Vereinfachung der Probeaufarbeitung minimiert die Feh-

lerméglichkeit.

Um sicher zu stellen, daf} sich zu untersuchende Proben im allgemeinen und spe-
ziell biologische oder Umweltproben fiir die Injektion in einen Hochleistungsfliis-
sigkeitschromatographen eignen, sind herkdmmlich Aufarbeitungsmethoden, wie
Zentrifugieren, Fillen, Filtern, Extrahieren, Losen, Derivatisieren, etc. bekannt.
Dabei sind insbesondere im Bereich der Filtration erhebliche Anstrengungen un-
ternommen worden, um Filtrationssysteme zur Probenaufbereitung fiir eine grofle
Volumenbandbreite bereitzustellen. Neben der Vielzahl méglicher Volumina, die
zu untersuchen sein kénnen, ist hinsichtlich der Probenaufbereitung auch noch
zwischen Einzel- und Mehrfachproben sowie automatisierten Systemen zu unter-
scheiden. Insbesondere ist es bekannt, mit Spritzenvorsatzfiltern zu arbeiten, die
speziell fiir automatisierte HPLC-Systeme neu entworfen werden mulfiten. Hier
sind mehrschichtige Vorfilter bekanntgeworden, die unter anderem mit Glasfasern
ausgestattet sind, um einen hoheren Durchsatz, verbunden mit schnelleren Flief3-
raten, gewihrleisten zu konnen. Solche Mehrschichtfilter halten Partikel in der
GroBenordnung von > 40 bis 1um zuriick.

Im Bereich der Extraktion ist es bekannt, I6sungsmittelvertriagliche Filtermedien
in Form von Membranen einzusetzen. Hier besteht das Problem von Artefakten
bedingt durch extrahierbare Bestandteile der Filter. Auerdem kénnen die Mem-
branen je nach Art mittels elektrostatischer, ionischer, kovalenter, Wasserstoff-
oder sonstiger Bindung mit der zu untersuchenden Probe in Wechselwirkung tre-
ten, was ebenfalls zu Verfilschungen fiihren kann.

Auch wenn die Probenaufbereitung durch Zentrifugieren grundsétzlich als eine
schnelle, d.h. zeitsparende und einfache Methode bewertet wird, ist sie nicht frei
von Nachteilen. Bei dem Zentrifugieren wird mit Zentrifugalkriften von bis zu
14 000 g gearbeitet. Hier kommt es darauf an, durch spezielle Dichtungsmethoden
Leckagen zu verhindern. Da auch fiir diese Art der Probenaufbereitung Filter-
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membranen eingesetzt werden, muf zusitzlich dafiir Sorge getragen werden, daf3

der Eintrag von unerwiinschten, extrahierbaren Bestandteilen verhindert wird.

Mit den genannten Mafinahmen kann z.B. keine ausreichende Vorbereitung fiir
solche Proben gewdhrleistet werden, welche verklumpen oder zur Verklumpung
neigen. Diese konnen nach wie vor die HPLC-Séule verstopfen. Bei Blutproben
mit intakten roten Blutkdrperchen verstopfen die normalen analytischen HPLC-
Sédulen schon aufgrund der GroBe dieser Blutkorperchen. Auflerdem sind allge-
mein Molekiile zu nennen, welche bevorzugt aneinanderhaften und dadurch oft

nur schlecht mit chromatographischen Mitteln getrennt werden kdnnen.

Davon ausgehend lag der Erfindung daher die Aufgabe zugrunde, ein System zur
Probenbehandlung bereitzustellen, mit dem diese negativen Auswirkungen mit
verniinftigem Aufwand verringert und neue Anwendungen ermdglicht werden
konnen, so daB insbesondere auch biologische, biochemische, pharmazeutische,
medizinische und/oder Umweltproben direkt nach der Probenentnahme, gegebe-
nenfalls nach einer Zwischenlagerung, in ein HPLC-System injiziert und mit ho-

her Qualitdt analysiert werden kénnen.

Diese Aufgabe wird erfindungsgemiB mit einem Hochleistungsfliissigkeitschro-
matographie (HPLC)-System geldst, das eine Probenaufnahme, zumindest eine
HPLC-S4ule und einen Detektor aufweist, wobei die Probenaufnahme mit der
zumindest einen HPLC-Sdule durch zumindest eine kapillare Verbindungsleitung
verbunden ist. In dem Bereich zwischen der Probenaufnahme und der zumindest
einen HPLC-Siule ist eine Ultraschallvorrichtung angeordnet und mit der oder

mit zumindest einer der kapillaren Verbindungsleitungen in Kontakt gebracht.

Der Begriff HPLC-S4ule ist dabei ganz allgemein zu verstehen und umfaft jegli-
che Art der in einem HPLC-System verwendbaren und verwendeten Saulen. Zu-
néchst ist in dem einfachsten Fall unter der HPLC-Séule eine Trennsdule zu ver-

stehen. Das HPLC-System kann dabei in Normalphase oder Umkehrphase betrie-
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ben werden. Die Methode der Umkehrphase als der géngigsten HPLC-Methode
wird iiblicherweise als ,,reversed phase® bezeichnet und mit RP abgekiirzt.

Ublich ist es auch, der eigentlichen Trennséule eine oder mehrere Vorsdulen vor-
zuschalten. Diese haben einerseits die Aufgabe, Verunreinigungen von der Trenn-
sdule als Hauptsédule abhalten und sie kénnen andererseits dem Aufkonzentrieren
dienen. Im Rahmen der hier dargestellten erfindungsgeméfBien Lehre wird zu-
nédchst nicht zwischen Vorsdule und Trennsédule unterschieden. Wenn die Ultra-
schallvorrichtung in dem Bereich zwischen der Probenaufnahme und der zumin-
dest einen HPLC-Sdule angeordnet ist, so kann éie entweder vor der Trennséule
angeordnet sein oder vor der ersten Vorsiule, je nachdem, ob und wie viele Vor-
sdulen vorgesehen sind.

Da es die Aufgabe der Ultraschallvorrichtung ist, eine moglichst homogenisierte
Probe zu erzeugen, welche die zumindest eine HPLC-Sé#ule passiert, ohne diese
zu verstopfen, oder andererseits auch, Zellen in der Probe zu zerstdren, um innere
Zellbestandteile einer Analyse zugidnglich zu machen, ist es erfindungsgemél
sinnvoll, die Ultraschallvorrichtung vor der jeweils ersten HPLC-Saule anzuord-

nen, d.h. vor der Trennsédule oder vor der ersten Vorsiule.

Erfindungsgemil wirkt die Ultraschallenergie direkt auf und in die Probe. Dies
dient der Homogenisierung der Probe, die in der Probe enthaltenen Komponenten
werden zerkleinert und die Eigenschaft(en) der Probe insoweit veréndert, daf} eine
Verstopfung der zumindest einen HPLC-Séule vermieden wird. Grundsitzlich
wird dadurch eine wesentliche Verbesserung und Vereinfachung der Analytik
erzielt.

Wenn die Probe nach der Injektion im Hochdruckbereich durch die zumindest
eine Verbindungskapillare gefiihrt bzw. gepumpt wird, welche in Kontakt mit der
Ultraschallvorrichtung gebracht ist, so sollte die Verbindungskapillare in dem
Sinne starr mit dem Ultraschallkopf der Ultraschallvorrichtung verbunden sein,
daB die Ultraschallschwingung moglichst vollstindig auf die Verbindungskapilla-
re iibertragen wird und die Ultraschallenergie auf diese Weise direkt und mog-
lichst vollstindig auf die Probe einwirken kann. Die Probe gelangt dadurch ho-

mogenisiert und optimiert auf die zumindest eine HPLC-S4ule. Die HPLC Saule
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verstopft nicht oder deutlich weniger. Die Lebensdauer der HPLC-Sa4ule(n) ver-

langert sich und die Trennleistung der HPLC-Trennsdule kann sich verbessern.

Bei einem HPLC-System, das als HPLC-S4ulen neben einer Trennsdule auch
noch eine oder mehrere Vorsdulen aufweist, die der Trennsédule vorgeschaltet ist
oder sind, ist die Ultraschallvorrichtung in dem Bereich zwischen der Probenauf-
nahme und der zumindest einen Vorsidule angeordnet. Bei dem Vorhandensein
von mehreren Vorsdulen ist die Ultraschallvorrichtung grundsitzlich auch vor der
ersten Vorsdule angeordnet. Nur auf diese Weise kann sie die ihr erfindungsge-

mél zukommende Wirkung vollstindig entfalten.

Gemif einer weiteren Ausgestaltung des erfindungsgeméflen HPLC-Systems
kann die zumindest eine kapillare Verbindungsleitung im wesentlichen drei Ab-
schnitte aufweisen oder aus zumindest drei Kapillaren bestehen, die jeweils mit-
einander verbunden sind. Ublicherweise werden solche Verbindungen von Kapil-
laren in dem HPLC-System tiber sogenannte Fittings erreicht, die an sich bekannt
sind. Der erste Abschnitt der kapillaren Verbindungsleitung oder die erste Kapil-
lare fithrt dann von der Probenaufnahme zu der Ultraschallvorrichtung. Der zweite
Abschnitt oder die zweite Kapillare ist in Kontakt mit der Ultraschallvorrichtung
gebracht und der dritte Abschnitt oder die dritte Kapillare mit der zumindest einen
HPLC-Sé4ule verbunden, welche dann, wenn nur eine HPLC-S4ule in dem HPLC-
System vorhanden ist, die Trenns&ule ist. Sind mehrere HPLC-S&ulen vorhanden,

ist es eine Vorsiule.

Gemil einer weiteren Ausfiihrungsform weist die Ultraschallvorrichtung einen
Ultraschallkopf auf und der zweite Abschnitt der kapillaren Verbindungsleitung
oder die zweite Kapillare ist durch Aufwickeln auf den Ultraschallkopf in Kontakt
mit der Ultraschallvorrichtung gebracht. Die beiden weiteren Abschnitte der ka-
pillaren Verbindungsleitung oder die beiden weiteren Kapillaren sind demgegen-
iiber flexibel gehalten.

Auf diese Weise kann der Teil der kapillaren Verbindungsleitung, welcher durch
Aufwickeln direkt mit dem Ultraschallkopf in Verbindung steht, diese Ultra-



WO 2011/085791 PCT/EP2010/007823

10

15

20

25

30

schallenergie gut aufnehmen und in das Innere der Kapillare weiterleiten. Es geht
aber keine Ultraschallenergie verloren, da die beiden jeweils zu der Ultraschall-
vorrichtung fiihrenden Teile der Kapillare flexibel gehalten sind. Dadurch wird

die Ultraschallschwingung in diesen Bereichen gedampft und nicht weitergeleitet.

Der Werkstoff fiir die Kapillare(n) kann ausgewihlt sein aus Metall, das in einer
Variante im Kapillarinnern zusétzlich mit Glasfasern beschichtet sein kann

und/oder Kunststoff.

Dabei kann das Metall ausgewihlt sein aus Edelstahl, rostfreiem Stahl oder Titan
und/oder der Kunststoff kann ausgewihlt sein aus Polyetheretherketon (PEEK),
Polytetrafluorethylen (PTFE), insbesondere Teflon, und/oder Fluorpolymeren,
insbesondere Ethylen-Tetrafluorethylen (ETFE).

Die zu verwendenden Kapillaren miissen grundsitzlich hochdrucktauglich sein.
Bevorzugte Kapillarstirken ergeben sich daher fiir den Fachmann je nach dem
verwendeten Material aus der Anforderung, dem jeweiligen Druck des Systems
standhalten zu miissen. Als bevorzugte Kapillarstirken konnen als AuBlendurch-
messer ca. 1/32”” bis 1/8”° und als Innendurchmesser 0.25 — 2mm, bevorzugt
1/16° als AuBendurchmesser und 0.25 bis 0.75 mm, besonders bevorzugt 0.5 mm

als Innendurchmesser genannt werden.

Die Erfindung betrifft ebenso ein Verfahren zur Probenaufbereitung in einem
HPLC-System, bei dem die Probe iiber eine Probenaufnahme in das HPLC-
System injiziert und iiber zumindest eine kapillare Verbindungsleitung zu zumin-
dest einer HPLC-S4ule gefiihrt wird. Dabei wird die Probe mit einer Ultraschall-
vorrichtung in Kontakt gebracht, durch welche ihre Anteile feinverteilt und ho-

mogenisiert werden, bevor die Probe die zumindest eine HPLC-S4ule erreicht.

Auch hier ist der Begriff der HPLC-Sdule so zu verstehen, dafl er sowohl die
Trennséule als auch die Vorsdule umfafit, je nachdem, ob das HPLC-System eine

oder mehrere Sdulen, davon regelmifBig zumindest eine Vorsiule, aufweist.
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Ubliche Ultraschallfrequenzen der Ultraschallvorrichtung liegen im Bereich von
ca. 10 — 60 kHz. ErfindungsgemiB werden 20 bis 50 kHz, besonders bevorzugt
ca. 30 kHz verwendet. Um eine ausreichende Homogenisierung der Probe, gege-
benenfalls eine ausreichende Zellzerstorung und/oder ein Aufschlieen der Probe
zu gewibhrleisten, ist nicht nur die Frequenz, sondern auch die Amplitude zu be-
achten. Die Ultraschall-Energie bzw. der Energieflul wird iiber die Amplitude
gesteuert. Als weiteres MaB ist die Verweilzeit der Probe in dem Ultraschallbe-
reich, d.h. die wirksame Weglinge zu nennen, die unter anderem von der Fluf3rate
und der Verweilzeit der Kapillare in direktem Kontakt mit dem Ultraschallkopf
abhingt. AuBerdem kann Ultraschall als kontinuierlicher Schall oder gepulst an-
gewendet werden. Erfindungsgemd3 wird bevorzugt gepulster Ultraschall mit

einer Pulsweite von 10-100% verwendet.

ErfindungsgemiB kann vorgesehen sein, dafl die Probe nach der Ultraschallvor-
richtung zunichst zumindest eine HPLC-Séule in Form einer Vorsdule passiert,
die der weiteren HPLC-S#ule in Form einer Trennséule vorgeschaltet wird. Darin

eingeschlossen ist der Fall, dal mehr als eine Vorsédule vorgeschaltet wird.

Besonders bevorzugt ist es im Rahmen der vorliegenden Erfindung, wenn die Pro-
benaufnahme in das HPLC-System direkt von einer Probenentnahme aus einem
Korper oder Medium oder aus einem Probenvorrat erfolgt.

Dann kann der erfindungsgemife Vorteil der Ultraschall-Zerkleinerung besonders
effektiv und zeitsparend ausgenutzt werden. Eine aufwendige Probenvorberei-
tung, wie sie im Stand der Technik erforderlich ist, kann ganz entfallen.

Ein Korper oder eine Zellkultur oder eine sonstige Probe, aus dem oder aus der
die direkte Probenentnahme erfolgt, kann beispielsweise der eines kleinen Tieres
oder Kindes sein. Dann kommt ein weiterer Vorteil zum Tragen, der noch durch
die Verwendung einer besonders ausgefiihrten Pipettenspitze verstirkt werden
kann, wie sie mit der WO-A-2010/084180 bekanntgeworden ist. Dieser Vorteil
besteht in den kleinen Probenmengen, welche fiir die Durchfithrung der HPLC-

Analyse benotigt werden. Einerseits hingt dies damit zusammen, daf} die tiblichen
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Vor- und Aufbereitungsschritte fiir die Probe zusitzliches Probenvolumen benéti-
gen, was hier entfillt. Andererseits kann das Probenvolumen noch durch die ge-
nannte Pipettenspitze besonders schonend und in kleinsten Mengen so aus dem
Korper oder Medium entnommen werden, daf3 die Pipettenspitze selbst bereits zur

Injektion in die HPLC-System verwendet werden kann.

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung des HPLC-Systems, wie vorstehend
in verschiedenen Ausfiihrungsformen beschrieben und das entsprechende Verfah-
ren zur Probenaufbereitung in dem HPLC-System zur Untersuchung von biologi-
schen, biochemischen, pharmazeutischen, medizinischen und/oder Umweltpro-
ben.

Hier hat man es besonders mit storenden Einfliissen der Probe zu tun, die oft
durch eine Vorbehandlung gar nicht zu eliminieren sind. Dazu gehort ganz beson-
ders die Analyse von Blutproben mit intakten roten Blutkorperchen. Aber auch
ohne den Hintergrund stérender Einfliisse 148t sich das HPLC-System erfindungs-
gemil z.B. fiir AufschluBverfahren im Protein- und Molekularbereich, fiir Prote-
insysteme oder Zellkulturen sowie fiir die Pharmakokinetik und/oder Pharmako-

dynamik einsetzen.

Im folgenden soll die Erfindung anhand eines Ausfiihrungsbeispiels und der bei-
gefligten Zeichnung néher erldutert werden.

Es zeigen:

Fig. 1: Ein schematisch dargestelltes HPLC-System mit Ultraschallvor-
richtung und Vorséulenschaltung mit einer Vorsdule,

Fig. 2: eine schematische Darstellung der Ultraschallvorrichtung,

und
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Fig. 3: ein schematisch dargestelltes HPLC-System mit Ultraschallvor-

richtung und Vorsédulenschaltung mit drei Vorsaulen.

Zur Erlduterung der erfindungsgemifBen Probenaufbereitung bei einem Hochlei-
stungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)-System mit Hilfe von Ultraschall ist
in Fig. 1 ein HPLC-System dargestellt, da8 sowohl im Normalmodus wie im re-
versed phase-Modus arbeiten kann. Die Ultraschallbehandlung einer zu untersu-
chenden Probe 1 ist davon ganz unabhingig und soll nachfolgend néher erldutert
werden.

Auflerdem gelten die nachfolgenden Ausfithrungen nicht nur fiir die Anwendung
im Bereich der iiblichen HPLC-Trennverfahren. Die erfindungsgemifle Ausge-
staltung des HPLC-Systems, d.h. im wesentlichen die Probenvorbereitung vor
dem Passieren der Sdule(n), hat sich genauso im Bereich der Ultrahochleistungs-
flissigkeitschromatographie (UPLC oder UHPLC) als einsetzbar und geeignet
erwiesen. Die UPLC unterscheidet sich dabei von dem herkémmlichen HPLC-
Trennverfahren durch einen héheren Probendurchsatz, der im wesentlichen be-
dingt ist durch eine im UPLC-Verfahren erreichte hohere Trennleistung. Grund-
sdtzlich bezeichnet die UPLC ein HPLC-Trennverfahren mit stark gesteigerter
Leistung. Diese Definition wird auch im Rahmen dieser Ausfiihrungen zugrunde-

gelegt.

Das in Fig. 1 dargestellte HPLC-System weist einen Probenaufnahmebereich auf,
in den eine Probe 1, die zumindest einen zu untersuchenden Analyten aufweist,
direkt aus einem Probenbehilter 3 transportiert wird. Der Probenbehilter 3 weist
in diesem Ausfithrungsbeispiel eine spezielle Ausgestaltung auf, die besonders
vorteilhaft, aber nicht zwangslaufig erforderlich ist, um die vorliegende Erfindung
auszufithren. Daher wird auf diese spezielle Gestaltung des Probenbehilters 3

weiter unten noch einmal separat ausfiihrlicher eingegangen.

In dem Probenaufnahmebereich befindet sich eine Eingangsleitung 5, die mit ei-

nem Ventil 7 verbunden ist, so da3 die Probe 1 bei entsprechender Schaltung des
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Ventils 7 aus dem Probenbehiilter 3 in eine Probenschlaufe 9 gelangt. Eine Uber-
laufleitung 11 sorgt dafiir, da3 ein Probeniiberlauf in einen dafiir vorgesehenen
Abfallbehilter 13 flieBen kann. Durch ein Umschalten des Ventils 7 erfolgt dann
die Injektion der Probe 1 in den Vorsédulenbereich des HPLC-Systems. Dafiir ist
eine HPLC-Ladepumpe 15 vorgesehen, durch welche die in der Probenschlaufe 9
befindliche Probe 1 iiber eine Leitung 17 und bei entsprechender Schaltung des
Ventils 7 in einen ersten Leitungsabschnitt 19 einer kapillaren Verbindungsleitung
gefiihrt wird und von dort zu der erfindungsgemiflen Probenaufbereitung zu einer

Ultraschallvorrichtung 21 gelangt.

Diese Ultraschallvorrichtung 21 ist in Fig. 2 noch einmal ndher dargestellt. Sie
weist einen Ultraschalltreiber 23, einen Ultraschalladapter 25 und einen Ultra-
schallkopf 27 auf. Die Bewegungsrichtung des so erzeugten Ultraschalls verlduft
axial auf der in Fig. 2 mit der Bezugsziffer 28 bezeichneten Achse. Auf den Ultra-
schallkopf 27 ist ein zweiter Leitungsabschnitt 29 der Verbindungsleitung aufge-
wickelt und durch dieses Aufwickeln im wesentlichen starr, aber 16sbar mit dem
Ultraschallkopf 27 gekoppelt. Dadurch wird erreicht, daf3 die Ultraschallenergie
direkt auf die Probe 1 wirkt, welche iiber den ersten Leitungsabschnitt 19 in die-
sen zweiten Leitungsabschnitt 29 gefiihrt wird, bedingt durch die Windungen des
zweiten Leitungsabschnitt 29 in dem Bereich des Ultraschallkopfs 27 verweilt und
diesen mehrmals passiert. Die Anzahl der Wicklungen des zweiten Leitungsab-
schnitts 29 ist somit auch ein Maf fiir die Verweilzeit der Probe 1 in dem Ultra-
schallbereich. Die Wicklungen sind so gewéhlt, da8 die Probe 1 durch die Ultra-
schall-Behandlung gut homogenisiert wird, d.h. feste, agglomerierte oder ver-
klumpte Bestandteile in der Probe werden durch die Ultraschalleinwirkung aus-
reichend zerstort. Die Bestandteile der Probe 1 gelangen auf diese Weise feinver-
teilt und optimiert auf eine im Ausfilhrungsbeispiel mit der Bezugsziffer 31 be-
zeichnete HPLC-Vorsdule. Es hat sich gezeigt, daB die HPLC-Vorsdule 31 da-
durch nicht oder bedeutend weniger verstopft als ohne Ultraschall-Behandlung.
Die Lebensdauer der HPLC-Vorsidule 31 verldngern sich somit erheblich.

Die Verwendung des erfindungsgemifen HPLC-Systems beschrinkt sich jedoch

nicht auf diesen Einsatzbereich. Bei Aufschliissen im Protein- und Molekularbe-
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reich, bei Proteinsystemen oder Zellkulturen werden die Zellen bzw. Molekiile
zum Platzen gebracht und aufgeschlossen. Dies konnte insbesondere im Bereich
der Pharmakokinetik und Pharmakodynamik neue Untersuchungsmethoden er-
schliefen. So wurden mit dem HPLC-System Untersuchungen im Bereich der
Wirksamkeitspriifung von Arzneimittelwirkstoffen durchgefuihrt, die so vorher
nicht moglich waren und die grundsitzlich darauf basieren, Zellen zum Zwecke
der Untersuchung geeignet zu zerstdren. Diese Methode wird im Bereich der
Pharmakokinetik bzw. Pharmakodynamik eingesetzt, um bei bestimmten, in Zel-
len wirksamen Wirkstoffen priifen und ermitteln zu kénnen, wieviel davon in den
zu untersuchenden Zellen enthalten, d.h. tatsichlich in die Zellen eingedrungen
ist. Hier wird der Untersuchung eine Zellkultur in Form einer konzentrierten
Zellma-trix zugrundegelegt, die etwa 10 x kleiner ist als Vollblut. Diese Zellma-
trix wird pipettiert, in das HPLC-System injiziert, die Zellen werden zum Platzen
gebracht und der dadurch freigestzte Wirkstoff kann bestimmt werden. Durch die
vorherige Herstellung der aufkonzentrierten Zellmatrix kann nun zweifelsfrei si-
chergestellt werden, daf3 sich die bestimmten Konzentrationen an Wirkstoff tat-
sdchlich in der Zelle befunden haben, bzw. relativ fest an der duBeren Zellwand
gebunden waren, so daf} sie durch die vorherigeﬁ Schritte des Aufkonzentrierens

und Waschens nicht abgeldst werden konnten.

Die Ultraschallvorrichtung, welche fiir die vorstehend beschriebenen Untersu-
chungen verwendet wurde, hatte eine Ultraschallfrequenz 30 kHz verwendet. Die
Ultraschall-Energie bzw. der EnergiefluB wurde iiber die Amplitude gesteuert.
Aullerdem wurde ein gepulster Ultraschall mit einer Pulsweite verwendet, die zu
Testzwecken von 10-100% variiert wurde. Eine weitere wichtige Gréf8e war die
Verweilzeit der Probe in dem Ultraschallbereich, d.h. die wirksame Weglinge,
welche die Probe in dem Ultraschallbereich zuriicklegte, pro Zeiteinheit. Hier
spielt die Flufrate fiir die Verweilzeit der Kapillare in direktem Kontakt mit dem
Ultraschallkopf und die jeweils gewihlte Kapillare selbst, d.h. deren Innendurch-
messer eine Rolle. ‘

Bei den Testversuchen wurden FluBraten eingestellt, die eine Verweilzeit der Pro-

ben je nach durchgefiihrtem Versuch von 5 — 30 s ermoglichten. Insbesondere
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wurden dabei Wicklungszahlen der Kapillare 29 um den Ultraschallkopf 27 von
25 - 35 Wicklungen getestet. Insbesondere wurden die Versuche so eingestellt,
daB sich bei einer Wicklungszahl von 30 und einer Flufrate von 100 — 300 pl pro

min eine Verweilzeit von ca. 20 s im Ultraschallbereich ergab.

Nach dem Passieren der Ultraschallvorrichtung 21, d.h. im wesentlichen des Ul-
traschallkopfes 27, geht die Verbindungsleitung in einen dritten Leitungsabschnitt
33 iiber, durch welchen die Probe 1 nach dem Passieren eines Ventils 35 tiber eine
weitere Leitung 37 zu der schon genannten HPLC-Vorsédule 31 gefiihrt wird.
Erster Leitungsabschnitt 19, zweiter Leitungsabschnitt 29, in welchem die Probe 1
durch Passieren der Wicklungen um den Ultraschallkopf 27 in Kontakt mit dem
Ultraschall gebracht wird, und der dritte Leitungsabschnitt 33 sind im Ausfiih-
rungsbeispiel einstiickig ausgebildet.

Hinsichtlich der zu verwendenden Kapillaren ist grundsétzlich zu beachten, dal
sie hochdrucktauglich sein miissen. Als bevorzugtes Kapillarmaterial hat sich im
Rahmen der Testversuche PEEK ergeben. Andere Kunststoffmaterialien und Ka-
pillaren aus Stahl oder Titan konnen aber auch verwendet werden.

Hier wurden zumeist diinnwandige, hochdrucktaugliche PEEK-Kapillaren mit
einem AuBendurchmesser ca. 1/16°’ und einem Innendurchmesser von 0.5 mm
verwendet.

Je nach Einsatzzweck konnen weitere Kapillarstdrken mit einem AufBlendurchmes-
ser von 1/32°” und 1/8” und einem Innendurchmesser von 0.25 — 0.75 mm oder
grofer eingesetzt werden.

Dabei sind der erste Leitungsabschnitt 19 und der dritte Leitungsabschnitt 33 fle-
xibel angebracht und gehalten, um dadurch die Ultraschallschwingung zu démp-

fen und nicht weiterzuleiten.

Der zumindest eine Analyt in der Probe 1 wird nun von der HPLC-Vorséule 31
zuriickgehalten. Weitere, nicht zuriickgehaltene Komponenten der Probe 1 werden
von der HPLC-Ladepumpe 15 weiter iiber Ausgangsleitungen 39 und 41 in einen
zweiten Abfallbehilter 43 gespiilt. Auf diese Weise wird der zumindest eine Ana-
lyt in der Probe 1 auf der HPLC-Vorsidule 31 das erste Mal gereinigt, aufkonzen-
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triert und von stérenden Komponenten getrennt. Der zumindest eine Analyt in der
Probe 1, welé:her sich nun noch auf der HPLC-Vorséule 31 befindet, wird nun zu
einer analytischen Trennsidule 45 weitergeleitet. Dazu wird iiber ein Ventil 47
sowie Leitungen 49 und 41 eine HPLC-Pumpe 53 betitigt, und die Probe 1 flieB3t
iiber Leitungen 55 und 57 zu der analytischen Trennséule 45. Dort wird sie erneut
von storenden Komponenten getrennt, welche sich in der Probe 1 befinden, um
dann iiber eine Leitung 59 in einen in den Fig. nicht mehr dargestellten spezifi-
schen Detektor zu gelangen.

Im Rahmen dieses Ausfiihrungsbeispiels wurde ein MS-MS-Detektor verwendet.
Der Einsatz der MS-MS-Kopplung durch ein Triple-Quad-Gerédt ermdglicht es,
moglichst viel Informationen aus den zu untersuchenden Proben zu gewinnen.
Durch diese Methode konnten Bruchstiicke von Molekiilen gemessen werden.

Alternativ dazu kénnen beliebige HPLC-Detektoren verwendet werden.

Um das beschriebene HPLC-System ndher zu testen, wurden bevorzugt biologi-
sche Proben aus dem Bereich Blut, Plasma, Urin und Liquor eingesetzt und direkt
nach Probenentnahme injiziert. Das HPLC-System war auflerdem mit einem Mas-
senspektrometer gekoppelt. Dies wird im Rahmen der Versuchserlduterung nur
insoweit beriicksichtigt, als ein erfolgreiches Analysieren der Proben mit dem
Massenspektrometer, nach der chromatographischen Auftrennung iiber die HPLC,
bei der direkten Einspritzung dieser biologischen Proben iiberhaupt erst moglich
war und iiberraschend zu erfolgreichen, nicht durch Artefakte zu Fehlpeaks oder
in sonstiger Weise verfdlschten Meflergebnissen fiihrte.

Bei den durchgefiihrten Untersuchungen war auflerdem zu beriicksichtigen, daf3
die untersuchten Proben, vor allem Blutproben, die von Mausen genommen wa-
ren, nur in einer sehr kleinen Menge fiir die jeweilige Analyse zur Verfligung

standen.

Es ist noch einmal darauf hinzuweisen, dass unter einem direkten Einspritzen der
untersuchten Proben im Rahmen der vorliegenden Erfindung insbesondere ein
Einspritzen verstanden wird, das die herkémmlichen Vorbereitungsschritte bei der

Untersuchung einer Probe, wie das Eindosieren in eine Probenschlaufe durch Ent-
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nahme aus einem Probengefdl und die dadurch notwendigen Waschschritte der
mit den Proben in Beriihrung gekommenen Teile vermeidet. Es ist auch keine
vorherige Festphasenextraktion oder ein sonstiger, iiblicher Vorbereitungsschritt
erforderlich.

Fiir das direkte Einspritzen wird ein in den Fig. der Zeichnung nicht niher darge-
stellter Probenbehaélter verwendet, auf den noch einmal niher eingegangen werden
soll. Dieser Probenbehilter, wie er durch die WO-A-2010/084180/ offenbart wor-
den ist, auf die hier vollumfénglich Bezug genommen wird, weist eine Pipetten-
spitze auf, welche sowohl pipettenseitig als auch probenseitig ein offenes Ende
aufweist. Im Inneren der Pipettenspitze befindet sich eine mit einer Kapillaroff-
nung versehene Innenstiitzhiilse. Das probenseitige Ende der Pipettenspitze ist
druckdicht in eine stirnseitig mit einer Membran verschlossenen VerschluBhiilse
eingepreft. Die VerschluBhiilse mit der in ihr befindlichen Pipettenspitze wird in
eine Haltevorrichtung eingespannt, wobei Haltebacken zum Festhalten der Ver-
schluBhiilse und der Pipettenspitze dienen. An einem Vorschubsystem sind axial
in die Pipettenspitze einfiihrbare Kapillarnadeln angeordnet. Auf diese Weise
konnen fiir eine Analyse an sich ausreichende kleinste Probenmengen erhalten
und direkt in die erfindungsgemafe HPLC-Vorrichtung injiziert werden. Durch
die Ultraschallbehandlung wird ein Probenverlust vermieden. Unter dem Begriff
,.kleinste Probenmengen® sind solche Mengen von 1 - 50 pl, bevorzugt von 5 - 10

pl zu verstehen und reichen fiir die Analyse aus.

Bei dem Injizieren der Probe 1 mittels dieses Probenbehilters wird durch die Pi-
pettenspitze die Probenschlaufe des HPLC-Injektionssystems geschlossen. Die
Probenschlaufe ist austauschbar und der Probenbehilter, in dem die Probe 1 vor-
bereitet und mit dessen Pipettenspitze sie injiziert wird, ist ein Einmalartikel, d.h.,
er kann nach dem Injizieren entsorgt werden.

Fiir ein automatisiertes Messen konnen vorbereitete Boxen mit 54 Probenbehil-
tern verwendet werden, die liber die weiter oben genannten Pipetten befiillt wer-
den. Sie konnen entweder aufbewahrt oder direkt fiir eine Messung verwendet

werden. Die Pipetten sind in der oben genannten WO-A-2010/084180 beschrie-
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ben. Der so fiir die Messung vorbereitete Probenbehilter ist einseitig durch eine

VerschluBhiilse verschlossen. Auf der anderen Seite befindet sich die Stiitzhiilse.

Bei den nachfolgend beschriebenen Versuchsbeispielen wurden der eigentlichen
Trennsdule 45 eine bis drei Vorsidulen 37 vorgeschaltet. Die Kriterien, nach denen
erfindungsgemif eine, zwei oder drei Vorsdulen 37 verwendet wurden, gelten
allgemein und insbesondere auch fiir alle nachfolgend erléuterten HPLC-

Untersuchungen und sollen nachfolgend kurz allgemein dargestellt werden.

Dabei ist die Verwendung von einer oder mehreren Vorsiulen nicht zwangsldufig
erforderlich, hat sich jedoch als sinnvoll erwiesen, um Verunreinigungen mog-
lichst von der eigentlichen Trennséule 45 als Haﬁptséiule abzuhalten. Die Anzahl

hingt von dem zu untersuchenden System ab.

Eine einstufige Vorsdulenschaltung 37 wurde dann gewéhlt, wenn die zu untersu-
chende Probe direkt, ohne vorherige Probenaufbereitung in das HPLC-System
injiziert werden konnte. Dies hidngt grundsétzlich von der Natur der zu untersu-
chenden Analyten ab. Bei einer solchen einstufigen Vorsdulenschaltung 37 wird
die zu untersuchende Probe direkt, ohne vorherige Probenaufbereitungsschritte, in
das HPLC-System injiziert und die beschriebene Pipette bzw. Pipettenspitze stellt
eine anschlieBend wegwerfbare Probenschleife dar. Bei Verwendung des weiter
oben beschriebenen Sets von z.B. 54 Pipetten kann die Messung vollautomatisch
erfolgen. Dann werden die Pipetten bzw. Pipettenspitzen automatisch nach jeder
Injektion ausgetauscht. Bei den Versuchen wurde ein Druck von 2.500 psi, ent-

sprechend 170 bar, angewendet. Héhere Driicke sind grundsétzlich méglich.

Wenn im iibrigen die Vorsdulenschaltung 37 mit dem erfindungsgeméfen Ultra-
schallmodul 21 als einstufige Vorsdulenschaltung 37 erlautert worden ist, so ist
dies bedingt durch die Tatsache, dal es wesentlich auf das Ultraschallmodul an-
kommt, daB fiir die Zwecke der vorliegenden Erfindung am einfachsten anhand
der einstufigen Vorsdulenschaltung 37 erldutert werden kann. Dies ist daher nicht

einschrinkend zu verstehen. Fiir den Fachmann auf diesem Gebiet ergibt sich oh-
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ne weiteres, daB3 die dargestellten Grundsitze fiir das erfindungsgeméBe Ultra-
schallmodul 21 genauso bei Anwendung einer zwei- und mehrstufigen Vorsdulen-

schaltung zur Anwendung kommen kénnen.

Eine zweistufige Vorsdulenschaltung, wie Fig. 3 sie zeigt, hat sich dann als sinn-
voll erwiesen, wenn sich ein Festphasen-Extraktionsschritt {iber eine SPE-
Vorsdule (solid phase extraction, SPE-Sdule) in Verbindung mit einer RAM-
Vorsédule 31’ als sinnvoll erwies. Dies ist z.B. bei (Blut-) Serum und Plasma-
Proben der Fall. Die schon beschriebene Pipette bzw. Pipettenspitze wird wieder
als anschliefend wegwerfbare Probenschleife verwendet. Bei vollautomatischer
Messung dient das Set von 54 Pipetten als Injektionssystem. Die Pipetten bzw.
Pipettenspitzen werden automatisch - wie schon beschrieben - nach jeder Injekti-
on ausgetauscht. Bei den Versuchen wurde wieder ein Druck von 2.500 psi, ent-
sprechend 170 bar, angewendet, wobei hohere Driicke grundsétzlich méglich sind.
Diese zweistufige Vorsdulenschaltung wurde in zwei Ausfiihrungen verwendet,
einmal in Form der iiblichen HPLC mit den fiir die einstufige Vorsdulenschaltung
schon genannten Driicken, und zum anderen in der Ausfithrung als UPLC mit
einem Arbeitsdruck von bis zu 20.000 psi. Die UPLC wird weiter unten noch né-
her erlautert.

Eine zweistufige Vorsdulenschaltung kann daher dann angezeigt sein, wenn €ein
zweiphasiger Reinigungsschritt erforderlich wird, z.B. einmal lber eine SPE-
Vorsdule und des weiteren zusitzlich auf einer RAM-Saule. Unter RAM-Séulen
werden vorliegend Sdulen aus ,,Restricted Access Materialien® auf der Basis von
Kieselgel mit hydrophoben Gruppen verstanden. Kombiniert mit dem reversed
phase-Modus des HPLC-Systems war so ein Aufschlull von Molekiilen mit der

Bestimmung der Gréfien von Bruchteilen von Molekiilen méglich.

Ein Einsatz der genannten RAM-Siulen im Rahmen der vorliegend untersuchten
Proben wurde insbesondere deshalb als erforderlich erachtet, weil es sich vor-
zugsweise um biologische Proben handelte.

RAM-Siulen sind dazu geeignet, hydrophobe Analyten mit geringem Molekular-

gewicht aus nicht vorbehandelten Proben, insbesondere biologischen Proben, di-



WO 2011/085791 PCT/EP2010/007823

10

15

20

25

30

17

rekt zu extrahieren und anzureichern. Als solche biologischen Proben sind hdamo-
lysiertes Blut, Plasma, Serum, Milch, Fermentationsbriihe, Zelltiberstinde (super-

natants) oder Lebensmittelhomogenate zu nennen.

Ein Beispiel fiir ihre Anwendung ist die im Rahmen der vorliegenden Erfindung
durchgefiihrte Studie zur Bestimmung von Bosentan und drei seiner Metabolite
direkt aus dem Blut in Form einer HPLC-MS-Untersuchung. Dabei wurden die
Blutproben auf einer RAM-Siule, wie sie von der Firma Merck in Darmstadt,
Deutschland, im Handel erhéltlich ist, gereinigt, auf einer C;s-Vorsédule aufkon-
zentriert und auf einer C4-Phenyl-HPLC-Séule getrennt.Die HPLC-Durchflufirate
auf der genannten analytischen Trennsédule 45 betrug im Ausfiihrungsbeispiel 300
ul/min. Grundsitzlich sind deutlich kleinere, aber auch hohere Flufiraten genauso

moglich. Als Detektor wurde ein MS-MS-Detektor verwendet.

Bei den Versuchsdurchldufen im Rahmen der HPLC/UPLC-Studien wurden fiir
die Trennsdule 45 Partikel mit einem Teilchendurchmesser von 2 — 5 pm als S&u-
lenmaterial verwendet. Dadurch konnten sowohl die Geschwindigkeit als auch die
Leistungsfihigkeit, d.h. die Trennleistung der Siule 45 verbessert werden. Der fur
diese Variante erforderliche héhere Arbeitsdruck konnte insbesondere durch Ver-
wendung der zuvor beschriebenen Pipetten fir das HPLC bzw. UPLC-
Injektionssystem durch Verwendung geeigneter Pumpen und Ventile erméglicht
werden. Hinsichtlich der Ventile wurden Hochdruckventile verwendet, die fiir
einen Arbeitsdruck von bis zu 20.000 psi ausgelegt waren.

Insbesondere hat es sich gezeigt, daB die Analysenzeit im Rahmen des UPLC-
Trennverfahrens durch die Kombination der vorgenannten Pipetten, bzw. Pipet-
tenspitzen, in Verbindung mit der erfindungsgeméBen Ultraschallvorrichtung be-
sonders giinstig verkiirzt werden konnte. Durch das besondere Pipettensystem
wird ein schneller, direkter Probengeber bereitgestellt. Zur vollstindigen Entfal-
tung von dessen Vorteilen kommt es jedoch erst, wenn die erfindungsgemifle Ul-
traschallvorrichtung mit diesem direkten Probengeber gekoppelt wird. Die Ultra-
schallvorrichtung macht eine direkte Probenaufgabe ohne vorherige Aufbereitung

der Probe iiberhaupt erst problemlos moglich und damit sinnvoll.
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Patentanspriiche

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)-System, mit einer Pro-
benaufnahme, zumindest einer HPLC-Séaule (31, 45) und einem Detektor,
wobei die Probenaufnahme mit der zumindest einen HPLC-Siule (31, 45)
durch zumindest eine kapillare Verbindungsleitung verbunden ist, dadurch
gekennzeichnet, dal in dem Bereich zwischen der Probenaufnahme und der
zumindest einen HPLC-Saule (31, 45) eine Ultraschallvorrichtung angeord-
net und mit der oder mit zumindest einer der kapillaren Verbindungsleitun-

gen in Kontakt gebracht ist.

HPLC-System nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal die HPLC-
Sdule (31, 45) eine Trennsiule (45) ist, der zumindest eine Vorsdule (31)
vorgeschaltet ist, und daB die Ultraschallvorrichtung (21) in dem Bereich
zwischen der Probenaufnahme und der zumindest einen Vorsdule (31) ange-

ordnet ist.

HPLC-System nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daf3 die
zumindest eine kapillare Verbindungsleitung im wesentlichen drei Abschnit-
te aufweist oder daB die kapillare Verbindungsleitung aus zumindest drei
Kapillaren besteht, die jeweils miteinander verbunden sind, von denen der
erste Abschnitt (19) oder die erste Kapillare von der Probenaufnahme zu der
Ultraschallvorrichtung (21) fiihrt, der zweite Abschnitt (29) oder die zweite
Kapillare in Kontakt mit der Ultraschallvorrichtung (21) gebracht ist, und
der dritte Abschnitt (33) oder die dritte Kapillare mit der zumindest einen
HPLC-S4ule (31, 45) oder der Trennsidule (45) verbunden ist.
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HPLC-System nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dal die Ultra-
schallvorrichtung (21) einen Ultraschallkopf (27) aufweist, daf} der zweite
Abschnitt (29) der kapillaren Verbindungsleitung oder die zweite Kapillare
durch Aufwickeln auf den Ultraschallkopf (27) in Kontakt mit der Ultra-
schallvorrichtung gebracht ist, und daB die beiden weiteren Abschnitte der
kapillaren Verbindungsleitung (19, 33) oder die beiden weiteren Kapillaren
flexibel gehalten sind.

HPLC-System nach einem der Ansprl'iche-l bis 4, gekennzeichnet durch
einen Werkstoff fiir die Kapillare(n), der ausgewihlt ist aus Metall, im Ka-

pillarinnern mit Glasfasern beschichtetem Metall und/oder Kunststoff.

HPLC-System nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, da das Metall
ausgewihlt ist aus Edelstahl, rostfreiem Stahl oder Titan, und/oder daf3 der
Kunststoff ausgewihlt ist aus Polyetheretherketon (PEEK), Polytetrafluor-
ethylen (PTFE), insbesondere Teflon, und/oder Fluorpolymeren, insbeson-
dere Ethylen-Tetrafluorethylen (ETFE).

Verfahren zur Probenaufbereitung in einem HPLC-System, bei dem die
Probe iiber eine Probenaufnahme in das HPLC-System injiziert und iiber
zumindest eine kapillare Verbindungsleitung zu zumindest einer HPLC-
Sdule (31, 45) gefiihrt wird, dadurch gekeﬁnzeichnet, daf} die Probe dabei
mit einer Ultraschallvorrichtung (21) in Kontakt gebracht wird, durch wel-
che ihre Anteile feinverteilt und homogenisiert und/oder in der Probe be-
findliche Zellen ausreichend zerstért werden und/oder die Probe aufge-

schlossen wird, bevor sie die zumindest eine HPLC-Saule (31, 45) erreicht.

Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB3 eine gepulste Ul-
traschallwelle mit einer Frequenz zwischen 10 und 60 kHz, vorzugsweise 20

bis 50 kHz, besonders bevorzugt 30 kHz verwendet wird.
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10.

10.

11.

12.

20

Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, dafl die Probe
in der zumindest einen kapillaren Verbindungsleitung ca. 5 bis 30 s in Kon-

takt mit dem Ultraschall gehalten wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daf3
die Probe nach der Ultraschallvorrichtung (21) zunichst zumindest eine
HPLC-S4ule (31, 45) in Form einer Vorsédule (31) passiert, die der weiteren
HPLC-Séule (31, 45) in Form einer Trennsdule (45) vorgeschaltet wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 9, dadurch gekennzeichnet, da3
die Probenaufnahme in das HPLC-System direkt von einer Probenentnahme

aus einem Koérper oder Medium oder aus einem Probenvorrat erfolgt.

Verwendung eines HPLC-Systems nach einem der Anspriiche 1 bis 6 oder
des Verfahrens zur Probenaufbereitung nach einem der Anspriiche 7 bis 10
zur Untersuchung von biologischen, biochemischen, pharmazeutischen, me-

dizinischen und/oder Umweltproben.

Verwendung nach Anspruch 11 zur Analyse von Blutproben mit intakten
roten Blutkérperchen, fiir den Aufschlufl im Protein- und Molekularbereich,
fiir Proteinsysteme oder Zellkulturen sowie fiir die Pharmakokinetik
und/oder Pharmakodynamik.
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