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Bevezetés, célkitiizések

A folyadékkromatografidval csatolt tomegspektrometria az analitikai kémia egyik
legdinamikusabban fejlodo teriilete, amely az elmult évtizedekben alapvetden formalta at a
komplex kémiai rendszerek vizsgdlatdnak lehetdségeit. A modszer nagy érzékenysége,
szelektivitasa és szerkezeti informaciot szolgaltatd képessége révén ma mar nélkiilozhetetlen
eszkozévé valt az alapkutatasoknak, valamint az ipari, klinikai és hatosagi alkalmazasoknak.
Az LC-MS technikdk fejlédése az elmult négy évtizedben rendkiviil felgyorsult. Az
elektroporlasztasos ionforrasok megjelenése, valamint a folyadékkromatografiaval kapcsolt
tomegspektrometrids technikdk elterjedése alapvetéen 10j dimenzidkat nyitott a poléros,
héérzékeny és biologiailag aktiv molekulak vizsgalataban. A modern LC—MS/(MS) modszerek
fejlédésével parhuzamosan egyre komplexebb analitikai problémak jelentek meg, amelyek
megoldéasa gyakran a rendelkezésre allo technoldgiak kreativ alkalmazasat vagy (j modszertani
megkozelitések kidolgozasat igényelte. Az ipari analitika, a gyogyszerkutatds, valamint a
klinikai diagnosztika teriiletén kiilonosen nagy jelentdésége van a megbizhatod és érzékeny
mennyiségi meghatarozasoknak. Szakmai palyam sordn lehetdéségem nyilt e technologiai
fejlédés tobb fontos szakaszat kozvetleniil is megtapasztalni és aktivan alakitani. Munkam
kozéppontjaban olyan LC-MS alapu analitikai modszerek és stratégiak kidolgozasa allt,
amelyek kiilonb6z6 ipari, klinikai és kutatasi problémak megbizhaté mennyiségi vizsgalatat
teszik lehetové.

A mennyiségi meghatarozasok teriiletén végzett munkam harom f6 irany koré szervezddott.
Egyrészt célom volt 1) analitikai médszertani megkozelitések kidolgozasa, amelyek lehetdvé
teszik komplex matrixokbdl szarmazo célmolekuldk érzékeny és megbizhatd mennyiségi
meghatarozasat. Ennek keretében foglalkoztam mintaeldkészitési stratégidk fejlesztésével,
kromatografids  elvalasztdsok  optimalizalasaval, tomegspektrometrids paraméterek
finomhangolasaval, valamint érzékenységnoveld ¢és multikomponenses analitikai
megkozelitések alkalmazasaval. Masrészt munkdm jelentdés része ipari, elsdsorban
gyogyszeripari analitikai problémdk megoldasara iranyult. Ezek kozott szerepelt
hatdéanyagtartalom meghatarozasa kiilonb6z6 formuldciokbdl, szennyezdk ¢és nyomnyi
komponensek azonositdsa és mennyiségi mérése, valamint gyartasi €s fejlesztési folyamatok
analitikai tdmogatdsa. Harmadrészt kiemelt célom volt olyan LC-MS alapi analitikai
modszerek kidolgozasa, amelyek klinikai és diagnosztikai alkalmazasokban jarulhatnak hozza
az ¢életmindség javitasahoz. Ezek k6z¢é tartozik az anyagcsere-betegségek sziirésének analitikai
tamogatasa, diagnosztikai biomarkerek és gyodgyszermolekulak érzékeny meghatarozasa,
valamint farmakokinetikai és transzportfolyamatok vizsgéalatahoz alkalmazhatdé moédszerek
fejlesztése.
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Vizsgalati modszerek

A dolgozatban bemutatott vizsgalatok tulnyomo tobbsége folyadékkromatografiaval csatolt
tomegspektrometrias (LC-MS/MS) modszereken alapult. Az analitikai mérések soran
kiilonboz6 tipusu tomegspektrométereket alkalmaztam, beleértve a kvadrupol alap tandem
tomegspektrométereket, kvadrupdl-ioncsapdas rendszereket, valamint nagyfelbontasu Q-TOF
analizatorokat. A mennyiségi meghatarozasok elsdsorban tobbszords reakcidcsatornak
figyelése (MRM) modban torténtek, mig a szerkezeti informdacidk kinyerésére illetve a
metabolitok azonositasra nagyfelbontast tomegspektrometriat alkalmaztam. A kromatografias
elvalasztasok soran forditott fazisti és HILIC jellegli modszereket alkalmaztam kiilonb6zo
allofazisokon. A fejlesztett modszerek kozott szerepeltek hagyomdnyos analitikai LC-
rendszerek mellett mikro- és kapillaris LC-technikak is, amelyek kis mintamennyiségek esetén
nagyobb érzékenységli meghatarozast tettek lehetévé.

A biologiai, ipari és kornyezeti mintdk eldkészitése soran kiilonb6zé mintaelOkészitési
stratégiakat alkalmaztam, tobbek kozott fehérjekicsapast, szilardfazisu extrakciot (SPE),
valamint on-line SPE megoldasokat. Bizonyos analitikai feladatok esetén szarmazékképzési
eljarasokat is bevetettem az érzékenység novelése érdekében.

A modszerfejlesztések soran kiilonds hangsulyt kapott a mennyiségi meghatarozasok
érzékenységének és megbizhatésaganak javitisa, valamint multikomponenses analitikai
stratégiak kialakitdsa. Ennek keretében tobbek kozott scheduled MRM, prediktiv MRM és
pszeudo-MRM megkdozelitéseket alkalmaztam, valamint nagyfelbontast tomegspektrometriat
integraltam komplex metabolikus ¢s farmakokinetikai vizsgalatokba.

Uj tudomanyos eredmények

I. MRM-alapu kvantitativ stratégiak fejlesztése
Tézis 1.1

MRM-alapt kvantitativ stratégidkat dolgoztam ki a célzott LC-MS/MS mérések
megbizhatosdganak novelésére.

Eredmények

Scheduled MRM modszert fejlesztettem ki nagyszamu komponens egyidejli meghatarozésara,
amely lehetdveé tette 480 peszticid egy injektalasbol torténd szelektiv mérését (1. abra).
Prediktivn. MRM vizsgalatok soran kimutattam, hogy bizonyos esetekben szerkezeti
interferencidk az MRM atmenetek szintjén is megtévesztd eredményekhez vezethetnek,
amelyek feloldasa nagyfelbontasti tomegspektrometridval tortént. A célzott mérések
egyszerisitésére pszeudo-MRM megkozelitést alkalmaztam kis molekulak mennyiségi
meghatarozasara, valamint 01j kalibracios stratégiakat dolgoztam ki epigenetikai markerek és
aminosavak mennyiségi meghatdrozasara.
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MHM Ind e

1. abra. Az MRM-id6ablakok eloszlasa 480 komponens esetében.

A modszert azéta ipari analitikai laboratoriumokban (pl. Balint Analitika Kft.,, SGS
Nyiregyhaza) is alkalmazzak peszticidek gyors szlirésére, mennyiségi meghatarozasara.

I1. Nem konvencionalis kromatografias viselkedések felismerése és analitikai
hasznositasa

Tézis 11.1

Kimutattam, hogy egyes forditott fazist allofazisok polaros vegyiiletek esetében HILIC-jellegii
kromatografids viselkedést mutathatnak, amely 01j lehetdséget kinal a polaros molekulak LC—
MS analizisében.

Eredmények

A bajkalin kromatografias vizsgalata soran megfigyeltem, hogy egy C8-as allofazis a varttol
eltérd visszatartasi viselkedést mutat (2. dbra). A jelenség részletes vizsgalata kimutatta, hogy
a rendszer bizonyos eluens-osszetételek mellett HILIC-jellegli mechanizmus szerint mikodik,
ami lehetdvé tette egy korabban félreértelmezett kromatografias jelenség helyes magyardzatat
¢s az analitikai médszer megbizhato alkalmazasat [SP7].
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2. abra. 10 pL bajkalin (a) és blank MeOH (b) MRM kromatogramjai egymas utdni injektalas
soran.

Tézis 11.2

Igazoltam, hogy pordzus szilika allofazis forditott fazisu eluensekkel alkalmazva hatékony
alternativat jelent polaros és bazikus molekuldk LC—MS alapu meghatarozésara.

Eredmények

Az RX-Sil pordézus szilika allofazist forditott fazisu eluensekkel alkalmazva olyan
kromatografids elvalasztasi stratégiat dolgoztam ki, amely hatékony visszatartast biztositott
erdsen polaros és bazikus molekuldk szamara. A mddszert sikeresen alkalmaztam epigenetikai
markerek (metilalt citozin szarmazékok), szabad aminosavak (3. 4bra), biogén aminok,
valamint egyéb bazikus molekuldk mennyiségi meghatirozasara kiilonb6zd biologiai és
fermentacios mintakbol [SP2, 4-5, 13-14].
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3. abra. Aminosavak elvalasztasa RX-Sil allofazison.

Az eredmények ramutattak arra, hogy a kromatografids rendszerek nem konvencionalis
viselkedésének felismerése €s tudatos kihasznéldsa uj analitikai stratégiak kialakitasat teszi
lehetdvé polaros biomolekulak LC-MS alapti meghatarozasaban.
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I1. Erzékenységnovel6 analitikai stratégiak LC—MS meghatarozasokban
Tézis 111.1

Az LC-MS alapu mennyiségi meghatarozasok érzé¢kenységének novelése érdekében tobb
egymast kiegészitd analitikai stratégiat dolgoztam ki, amelyek a mintael6készités, az ionizacid
¢s az elvalasztasi koriilmények optimalizalasara épiilnek.

Eredmények

Az érzékenységnoveld stratégidk egyik fontos eleme a célmolekuldak kémiai modositasa volt.
Szteroid hormonok meghatarozéasara olyan modszert dolgoztam ki, amely szdrmazékképzési
reakciot kombinalt on-line SPE mintaeldkészitéssel (4. dbra). A szarmazékképzés jelentdsen
javitotta a molekuldk ionizacids hatékonysagat, mig az on-line SPE Iépés hatékonyan
eltavolitotta a matrixkomponenseket. A modszer alkalmazasaval kortizol és kortizon esetében
pg/mL nagysagrendii kimutatasi hatar volt elérhetd biologiai mintakbol térténd meghatarozas
soran [SP18].

Az on-line SPE technika mas analitikai feladatoknal is eldnyOsnek bizonyult. Ciklosporin és
metabolitjai meghatdrozésa soran a mintael6készités automatizalasa nemcsak az érzékenységet
novelte, hanem a mérési ciklusid6t is jelent6sen csokkentette, ami klinikai mintasorozatok
esetén az analitikai ateresztOképesség €s robusztussag novekedését eredményezte.

Kortizol
2-hidrazino-1-
metilpiridin
(HMP)

Kortizol-HMP

4. abra. A kortizol szarmazékképzési reakcidja 2-hidrazino-1-metilpiridinnel.
Tézis 111.2

Igazoltam, hogy a kromatografias és mintakezelési paraméterek tudatos optimalizalasa jelentds
érzékenységnovekedést eredményezhet LC-MS meghatarozasokban.

Eredmények

Szteroid hormonok LC-MS analizise soran megfigyeltem, hogy a mintaold6 erdsségének
csokkentése jelentdsen javitja a kromatografias fokuszaldst. A mintdk vizes higitasa lehetové
tette nagyobb injektalt térfogatok alkalmazasat anélkiil, hogy a cstcsalak romlott volna (5.



szabopal i 452 26

abra). Ennek eredményeként tobb célmolekula esetében nagysagrendi érzékenységnovekedést
sikertlt elérni [SP19].

Az érzékenység novelését szolgalta tovabba mikro- és kapillaris LC technikak alkalmazésa is,
amelyek kisebb aramlasi sebességek mellett hatékonyabb ionizaciot tettek lehetdve, igy
kiilondsen kis mennyiségii mintak analizisénél bizonyultak elényosnek [SP15,18-20].
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5. abra. Szteroidok cstcsainak dsszehasonlitasa plazmamintabdl kiillonbdz6 mintaoldok alkalmazasa mellett:
75% metanolt tartalmazd minta (pontozott vonal) és
50%-os vizes higitast kovetéen mért minta (folytonos vonal).

Az eredmények azt mutattdk, hogy az LC-MS modszerek érzékenysége és robusztussaga
jelentdsen javithatd a mintaeldkészités, az ionizacids folyamatok és a kromatografids
paraméterek integralt optimalizalasaval.

IV. Analitikai stratégiak komplex és extrém matrixok vizsgalatara

Tézis 1V.1

Komplex és szokatlan kémiai matrixok vizsgalatdhoz olyan LC-MS alapu analitikai
stratégidkat dolgoztam ki, amelyek lehetdvé tették a célvegyiiletek megbizhatd azonositasat és
mennyiségi meghatarozasat.
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Eredmények

A vizsgalt analitikai problémak kozott tobb olyan rendszer is szerepelt, ahol a hagyoményos
mintaelOkészitési és mérési megkdzelitések nem voltak kozvetleniil alkalmazhatok. TNT
gyartasi folyamatok soran visszaforgatott kénsav vizsgalatdhoz specialis mintael6készitési
eljarast dolgoztam ki, amely lehetdvé tette a savas matrixban jelen 1év0 szerves szennyezok
LC-MS azonositasat. Az eredmények kozvetleniill hozzdjarultak az ipari technoldgia
optimalizalasahoz.

Bioldgiai mintdk vizsgalatanal hasonlo kihivast jelentett a DNS savas hidrolizisének kontrollalt
megvaloésitasa. A hidrolizis koriilményeinek optimalizalasaval biztonsagos és reprodukalhato
modszert dolgoztam ki szabad nukleinsav-bazisok eldallitasara, amely alapvetd 1épést jelentett
az epigenetikai markerek LC—-MS meghatarozasaban [SP2].

Tézis 1V.2

Igazoltam, hogy komplex gyodgyszeripari matrixok vizsgalata soran a célzott MRM mérések
szelektivitasat nagyfelbontast tomegspektrometriaval kell kiegésziteni az interferenciak
megbizhatd azonositasa érdekében.

Eredmények

APl-eredetli nitré6zamin szennyezOk meghatarozdsa soran azt tapasztaltam, hogy egyes
komplex gydgyszeripari matrixokban a célzott MRM &tmenetek dnmagukban nem mindig
biztositanak elegendd szelektivitast. Nagyfelbontdsu tomegspektrometrias mérésekkel sikertilt
azonositani olyan interferencidkat, amelyek az alacsony koncentracidju nitrozaminok
meghatarozasat zavarhattdk (6. abra). A HRMS mérések igy kulcsszerepet jatszottak a
modszerek megbizhatésaganak igazolasaban és a potencialis hamis pozitiv eredmények
kizarasaban [SP1].

Az LC-MS analitika hasonléan fontos szerepet jatszott gyogyszeripari fejlesztések soran is,
példaul antivirdlis hatéanyagok (favipiravir, remdesivir) vizsgalatdban, ahol a moédszer a
hatéanyag stabilitdsdnak és szennyezOprofiljanak vizsgalatat tamogatta.
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6. abra. Interferenciak azonositasa NNDL meghatarozasa soran nagyfelbontasu
tomegspektrometriaval
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Az eredmények ramutattak arra, hogy komplex analitikai problémak megoldasaban az LC-MS
technikdk rugalmas alkalmazasa, valamint a célzott és nagyfelbontast tomegspektrometrias
megkozelitések kombinacioja kulcsszerepet jatszik a megbizhaté analitikai eredmények
biztositasaban.

V. LC-MS alapu modszerek klinikai és terapiatamogatoé alkalmazasai

Tézis V.1

LC-MS alapt analitikai moddszereket dolgoztam ki terapids gyogyszerszintek &s
metabolitprofilok meghatarozasara, amelyek hozzajarultak a személyre szabott gydgyszeres
kezelés optimalizalasahoz.

Eredmények

Szamos klinikai alkalmazasban fejlesztettem ¢és alkalmaztam LC-MS alapi modszereket
terapias gyogyszerszint-monitorozasra. Ciklosporin A és metabolitjai meghatarozasara olyan
analitikai eljarast dolgoztam ki, amely lehet6vé tette tobb metabolit egyidejli mennyiségi
meghatdrozasat biologiai mintakbol (7. é&bra). A moddszer alkalmazéasaval részletes
metabolitprofil volt felallithaté, amely hozzajarult a transzplantalt betegek gyogyszeres

crer

Hasonl6 analitikai megkozelitést alkalmaztam mas gyogyszerek esetében is. Valproinsav
meghatarozasaval sikeriilt igazolni egy genetikai eltérés kovetkeztében kialakuld rendkiviil
magas vérszintek okat, ami a terdpids dontések szempontjabol kulcsfontossagi informéciot
szolgaltatott [SP3]. Antibiotikum-kombinaciok vizsgalata soran pedig az Onkényes
gyogyszerelhagyas kdvetkezményeit lehetett kimutatni LC—MS mérésekkel.
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7. abra. On-line csapdazassal felvett LC-MS/MS kromatogramok.
Tézis V.2

Igazoltam, hogy a gyogyszermetabolitok mennyiségi meghatarozasa dsszefiiggést mutathat
klinikai paraméterekkel, ami 01j lehetdséget kinal a gydgyszeres terdpia monitorozasaban.
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Eredmények

Ciklosporin metabolitok vizsgalata soran kimutattam, hogy egyes metabolitok koncentracidja
Osszefliggést mutat bizonyos klinikai paraméterekkel. A dihidroxi-ciklosporin koncentracidja
példaul korreldciot mutatott a bilirubin és a GGT értékekkel, ami arra utal, hogy a
metabolitprofil informaciét hordozhat a mémikodés allapotarol és a gyogyszer
metabolizmusarol (8. dbra). Az ilyen tipust analitikai adatok hozzajarulhatnak a gyogyszeres
terapia pontosabb értékeléséhez és a potencialis mellékhatasok korai felismeréséhez.

Az LC-MS alapu analitika emellett szerepet jatszott 1jsziilottkori anyagcserezavarok
szlirésében, valamint szabad aminosavak diagnosztikai meghatarozasaban is, ahol a modszerek
nagy érzékenysége ¢€s szelektivitasa alapvetd fontossagu volt [SP4].
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Az eredmények azt mutattdk, hogy az LC-MS alapt analitikai médszerek nemcsak a
gyogyszerszintek pontos meghatdrozasat teszik lehetdvé, hanem a metabolitprofilok
vizsgalatan keresztiil kozvetleniil hozzdjarulhatnak a klinikai dontéshozatalhoz és a személyre
szabott gyogyszeres teradpiak kialakitdsdhoz.

VI. Integralt farmakokinetikai és metabolikus vizsgalatok LC-MS és HRMS
alkalmazasaval

Tézis V1.1

LC-MS ¢és HRMS modszerekkel feltartam gyogyszerjelolt molekuldk metabolikus
atalakulasanak f6 utvonalait és azonositottam a keletkez6 metabolitokat.

Eredmények

Az LK-935 jelli, nem sztatin tipusi koleszterinszint-csokkenté molekula metabolizmusanak
vizsgalata soran LC-MS és nagyfelbontasu tomegspektrometrids modszerekkel azonositottam
a molekula f6 metabolikus utvonalait, valamint hat metabolitjat (9. abra). A metabolitok
szerkezeti jellemzése €s a koncentracio-idé profilok elemzése alapjan igazolhatdé volt a
molekula gyors metabolikus atalakuldsa, amely analitikai alapot szolgaltatott a vegytilet
farmakolégiai viselkedésének értelmezéséhez [SP27].
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9. abra. Az LK-935 molekula azonositott f6 metabolikus Gtvonalai

Tézis V1.2

LC-MS alapt mérésekkel vizsgaltam gyodgyszermolekuldk in vivo farmakokinetikai
viselkedését és szoveti eloszlasat kiilonb6zd bioldgiai rendszerekben.

Eredmények

Doxorubicin ¢és liposzomas formulai vizsgalata sordan LC-MS alapu mérésekkel
meghataroztam a hatéanyag koncentracio-id6 profiljat kiilonb6zo bioldgiai matrixokban. Az
analitikai eredmények alapot szolgaltattak a P-glikoprotein gatlas id6zitésének
farmakokinetikai hatdsara vonatkozd bioldgiai értelmezésekhez [SP25].

Blebbistatin-szarmazékok  vizsgalata soran  nagyfelbontasi  tomegspektrometriaval
azonositottam a f6 metabolikus termékeket (10. abra), majd célzott LC-MS/MS mérésekkel
vizsgaltam azok koncentraci6-id6 profiljat. A metabolitazonositas és a farmakokinetikai adatok
egyiittes értékelése lehetové tette a molekuldk biologiai atalakuldsdnak és eliminacios
folyamatainak részletesebb analitikai feltarasat [SP28].
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10. abra. A blebbistatin és szarmazékaik metabolikus utvonalai

A bemutatott eredmények azt mutatjdk, hogy a folyadékkromatografiaval csatolt
tomegspektrometria nemcsak hatékony analitikai eszk6z komplex kémiai rendszerek
vizsgalataban, hanem modszertani fejlesztések révén kozvetleniil hozzdjarulhat ipari,
gyogyszeripari €s klinikai problémak megoldasdhoz is. A modszertani fejlesztések az MRM-
alapt mennyis€égi meghatarozasok, a kromatografias elvalasztdsi stratégidk ¢és az
érzékenységnoveld analitikai megkozelitések teriiletén egyarant hozzajarultak az LC—MS
technikak alkalmazhatosaganak bovitéséhez. Az ipari és gyogyszeripari alkalmazasok
tapasztalatai ravilagitottak a komplex matrixok analitikai kezelésének fontossagara, mig a
klinikai vizsgalatok igazoltak, hogy az LC-MS alapi modszerek kozvetleniil tdmogathatjak a
személyre szabott gydgyszeres terapiat. A farmakokinetikai és metabolikus vizsgalatok pedig
azt szemléltetik, hogy a célzott és nagyfelbontasu tomegspektrometrids modszerek integralt
alkalmazasa 01j informaciokat szolgaltathat gydgyszermolekuldk biologiai viselkedésérdl.
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