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Kétfajta minta létezik.
Az egyik, amit mar mértem
A masik, amit majd mérni fogok.
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1. Bevezeteés

A tdmegspektrometria a természettudomanyos kutatasok egyik legfontosabb analitikai
eszkozévé valt. Mig kezdetben csupan atom- és molekulattmegek meghatarozésara
alkalmaztak, ma mar joval szélesebb korben hasznaljak. A vizsgalhaté vegyiletek kore
jelentdsen kiboviilt, a miliszerek érzékenysége pedig dramai fejlodésen ment keresztiil.
Ennek koOszonhetdéen a tomegspektrometrias eredmények egyre tobb teriileten valtak
nélkuldzhetetlenné. Ki gondolta volna, hogy a fizikusok altal kidolgozott technika mara
szinte mindenhol ott van: a szintetikus szerves kémiatol és a biokemiatol kezdve egészen a
klinikai diagnosztikaig. Egyre tobb kutatdsi és ipari kérdés merul fel, amelyre a
tdmegspektrometria adja meg a valaszt. Nem véletlen, hogy ez az alkalmazott tudoményag
hatalmas lendiletet vett. Sajat tapasztalataim alapjan is latom, hogy mind gyakrabban
érkeznek megkeresések ipari megbizasokkal vagy tudoményos egylittmitkddések céljabol.
Bar 1éteznek egyszeriibb, rutinmérésre szant késziilékek, a valdban Osszetett és fontos
kérdések megvalaszolasahoz korszeri infrastruktira és — talan még ennél is fontosabb —
nagyfoku szakmai tapasztalat szlikséges.

A témegspektrometria torténete alig tébb mint 100 évre tekint vissza. A modszer
lehetdve teszi toltéssel rendelkezd részecskék vizsgalatat oly modon, hogy a mintét elészor
ionizélja, majd az ionokat elektrosztatikus és/vagy magneses terek segitségével
tomeg/toltés ardnyuk szerint szeétvalasztja. Kezdetben csak illékony vegyiletek voltak
vizsgalhatok, ami jelentdsen korlatozta az alkalmazhatosagot. Bar szamos kisérlet tortént a
nem illékony molekulak ionizalhat6sadganak javitasara, mintegy 70 évnek kellett eltelnie,
mire rutinszertien is hasznalhaté megoldas (gyorsatom-bombazas, FAB) szliletett a polaros,
nem illékony vegyuletek vizsgalatara. Az igazi attorést az 1990-es évek hoztak el: a 1égkori
nyomason mikodd elektroporlasztdsos ionizacié (ESI), illetve a matrixsegitett
lézerdeszorpcid (MALDI) lehetévé tette, hogy polaritastol és molekulatomegtdl
fliggetlenil szinte barmely vegyiilet vizsgalhatova vaéljon. Ez a valtozas a
tOmegspektrometrias alkalmazasok robbanasszerti boviilését eredményezte.

Hasonlo fejlodés figyelhetd meg az analizatorok teriiletén is. A kezdeti miliszerek
magneses és elektrosztatikus analizatorok kombinacidjaval valasztottak szét az ionokat.
Bér ez nagy felbontast tett lehetdvé, a miliszerek mérete, kezelhetdsége és sebessége szamos
kihivést jelentett. Az 1950-es évektdl azonban megjelentek a kisebb, konnyebben kezelhetd

analizatorok, példaul a kvadrupolok, ioncsapdék vagy a repiilési id6 (TOF) elvén miik6do

1
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készllekek. Ezeknek kdszonhetéen a korabban szobanyi méreti rendszerek asztali
miuszerekké zsugorodtak, és mérési sebességiik is 0sszehangolhatova valt a kromatografias
elvalasztassal. Ekkor terjedt el széles kérben a tandem tdmegspektrometria is, amely méara
nélkulozhetetlenné valt a szerkezetazonositdsban és a nagy szelektivitast, illetve
érzékenységet igényld mennyiségi meghatarozasokban.

Sokan a tomegspektrometriat els6sorban a szerkezetkutatassal azonositjak, ahol a
cél a molekulatomegek és szerkezetek meghatarozasa. Meglepd lehet, hogy napjainkban a
tomegspektrometrias alkalmazasok tulnyomo része mennyiségi meghatarozas. A technika
a mindségbiztositas alapvetd eszkozévé valt: alkalmazzak kornyezetvédelmi mérésekben,
doppinganalitikaban, vizsgaldlaboratériumokban és a klinikai diagnosztikaban is. Ezekben
kdérnyezetben (matrixban). A tdmegspektrometria rendkivili szelektivitasa és érzékenysége
teszi lehet6vé, hogy ennyire meghatarozova valjon ezeken a teriileteken. Szelektivitasanak
koszonhetden képes megkiilonbdztetni a nagyon hasonld komponenseket egymastol és a
matrixalkotoktol; egyetlen mérés soran mar akar ezernyi komponens is detektalhato.
Erzékenysége pedig olyan mértékiire ndtt, hogy ma mér a pg/mL alatti koncentraciok is
kimutathatok. Ebben a fejlédésben a kromatografia szerepe is kulcsfontossagi: jol
megvalasztott kromatografias modszer nélkilozhetetlen a komponensek elvalasztasahoz,
dusitasahoz vagy a mérheté komponensszam noveléséhez. A mennyiségi meghatérozasok
sorén ezért a tomegspektrometria és a kromatografia szorosan dsszekapcsolt technikaként
jelenik meg.

Tomegspektrometrids szakemberként — és kulonésen a HUN-REN TTK
Szerkezetkutatd Kozpont vezetdjeként — kiemelten fontosnak tartom, hogy a mddszer
nyujtotta lehetdségek és eredmények minél szélesebb kutatdoi korhoz eljussanak. A
kiilonbozé tudomanyteriiletekrdl érkezé megkeresések és ipari megbizasok is azt jelzik,
hogy valddi igény mutatkozik erre, és a tomegspektrometria sok esetben nélkildzhetetlen
hozzajarulést ad az elért eredményekhez. Meggy6zddésem, hogy ez a jovdben is igy lesz,
és a tomegspektrometria mint alkalmazott tudomanyag egyre fontosabb és elismertebb

szerepet fog betolteni a kiemelkedd tudomanyos teljesitmények elérésében.
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2. A kutatasi terulet hattere

2.1. TOmegspektrometria

A tdmegspektrometria felfedezése — mas analitikai technikdkhoz hasonl6an — a fizikusok
munkajahoz kothetd. Az elsd kisérletek J. J. Thomson nevéhez flizédnek, aki tveggdmbbe
toltott gazokat ionizalt, majd a keletkezett ionokat magneses térrel téritette el. Az eltéritett
részecskeket fotografikus lemezen detektalta, igy hozva létre az els6 tomegspektrografot
[1]. Kisérletei meglepd eredményt hoztak: neongazzal dolgozva két jol elkiiloniilé csucsot
figyelt meg, amelyek a neon izotopjainak feleltek meg. Ez a mérés tekinthetd az izotdpok
felfedezésének. A kovetkez6 években sikeriilt az addig ismert valamennyi elem izotdpjait
meghatarozni [1-3].

A technika hamar talnétt a fizikusok érdeklddési korén, és egyre szélesebb korben
hoditott teret a kémikusok kozott. Kezdetben elsdsorban a szerves kémikusok altal
eldallitott molekuldk molekulatomegét hatdroztak meg vele, késobb pedig a moédszer
szerkezeti informéacidval is szolgalt. Bar a tomegspektrométerek az elmult szaz évben
hatalmas technolégiai fejlodésen mentek keresztiil, alapvetd felépitésiik és mikddési elviik
Iényegében véltozatlan maradt.

A tomegspektrometria jelent6ségét jol mutatja, hogy a teriilethez kapcsolodd
kutatdsokért eddig négy alkalommal itéltek oda Nobel-dijat. Els6ként J. J. Thomson
részesult ilyen elismerésben 1906-ban a gdzokon végzett kisérleteiért [1]. 1922-ben F. W.
Aston kapta meg a dijat az els6 korszeri tomegspektrométer megalkotasaért [2]. 1989-ben
W. Paul részesllt Nobel-dijban az ioncsapdak fejlesztésében elért eredményeiért [4].
Végil, 2002-ben J. B. Fenn és K. Tanaka kaptak megosztva kémiai Nobel-dijat a lagy
ionizacios technikak (ESI, MALDI) kidolgozasaért [5,6].

A tomegspektrometria toltott részecskék vizsgalatat teszi lehetdvé. A mintat az
ionforrasban el6szor ionizaljuk, majd a keletkezd ionokat a tdmeganalizatorban fajlagos
tomegiik (tomeg/toltés aranyuk) alapjan szétvalasztjuk. A detektor altal mért jelekbdl
kapjuk meg a tomegspektrumot. A késziilek miikodéséhez elengedhetetlen a csokkentett
nyomas biztositasa, amely lehetdvé teszi az ionok akadalytalan repullését, valamint a
vezérlést, adatgylijtést és kiértékelést végzd szamitdgép. A kovetkezokben ezeknek a

kulcsfontossagu egységeknek a fejlodését tekintem at.
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2.1.1. lonizacios technikak

2.1.1.1. Elektron ionizacio (EI)

Az elsé tomegspektrometrids Kisérleteket gazfazisban végezték: elektromos kisllések
soran keletkez6 ionok magneses térben torténd mozgasat vizsgaltadk. Késdébb az
ionizacidhoz fltott fémszalbol kilépd elektronokat hasznaltak, amely technika az
elektronionizacio (EI) nevet kapta [7]. EI kérulmények kdzott csak illékony vegylletek
vizsgalhatdk, ami gyakorlatban nagyjabol 600-800 Da koriili fels6 tomeghatart jelent.
Ugyanakkor egy molekula akkor sem mérhetd EI-ben, ha ennél 1ényegesen kisebb tomegi,
amennyiben nem illékony, vagy hé hatasara elbomlik. Ilyen esetekben a
tomegspektrometrids vizsgalat eldtt valamilyen mddon illékonny4 kell tenni a vegyiiletet.

A legelterjedtebb megoldas a szarmazékképzés, amely soran a polaritast
meghataroz6 funkcids csoportokat nagy térkit6ltési, kis polaritasta csoportokkal — példaul
trimetil-szilil csoporttal — maszkirozzak [8]. A modszer hatranya az id6- és reagensigény,
elénye viszont az, hogy jelentdsen szélesiti a vizsgalhatd vegyiiletek korét. Mas,
egyszerlibb megoldasok is sziilettek, am ezek nem hoztak &tiitd sikert. Egy korabbi
munkank soran példaul ammonium-klorid felhasznalasaval sikeriilt polaros, hére érzékeny
vegylleteket is illékonnya tenni. Deuteralt ammonium-klorid alkalmazésakor az aktiv
hidrogéneket tartalmaz6 molekuldk esetében H/D csere is végbement, ami lehetdvé tette az
aktiv hidrogének azonositasat [9].

Az EI technika méasik fontos jellemzdje, hogy az ionizacid soran a molekulak
jelent6s energiatobbletet kapnak. A Franck—Condon-elv értelmében ez az energia rendkivill
rovid id6 alatt egyenletesen oszlik el a molekula kotései kozott [10,11]. Ennek
kovetkeztében bizonyos kdtések tobb energiat kaphatnak, mint amennyit el tudnak viselni,
igy felszakadnak. A folyamat eredménye a molekula szerkezetére jellemz6 fragmentionok
képzddése. Ezek a fragmentumok értékes szerkezeti informaciot hordoznak, &m bizonyos
esetekben a fragmentacio olyan mértékii lehet, hogy a molekula teljesen szétesik, és igy

elveszhet a molekulatdmegre utal6 kdzvetlen informécid is.

2.1.1.2. Kémiai ionizacio

A kémiai ionizaciot (CI) gyakran egyiitt emlegetik az elektron ionizacioval (El), mivel
ugyanabban az ionforrasban val6sithatd meg. Az El-hez képest azonban két lIényeges
kilonbség adodik: egyrészt a forrast a kilépd rés sziikitésével zartabba tessziik, masrészt

reagensgazt (peldaul metant, izobutant vagy ammoniat) vezetink be. Bar a reagensgaz
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mennyisége a forrasban kicsi, a vizsgaland6 anyaghoz képest igy is jelentés, akar
ezerszeres feleslegben van jelen. Emiatt a flit6szalbol kilépd elektronok sokkal nagyobb
valdszinliséggel ionizaljak a reagensgdz molekulait. A reagensgazbol keletkezd ionok
Iépnek reakcioba a vizsgalt molekulakkal, ami elsdsorban kis energiaatadast toltéscsere-
folyamatokhoz (ionizacidhoz) vezet. Ennek eredményeként a Cl-spektrumok lényegesen
kevesebb fragmentacios iont tartalmaznak [12].

Az EI/CI technika mindmaig széles korben alkalmazott, kilonésen a GC-MS
rendszerekben, ahol az illékony vegylletek vizsgéalatdnak standard ionizaciés maodjat
jelenti. Az EI legnagyobb eldnye a részletes szerkezeti informacidt nyu;jtd, rendkiviil jol
reprodukalhatd tomegspektrum. A standard korilmények kozott meért El-spektrumok
mindsége nem fligg sem a késziiléktol, sem a felhasznalotol, ami lehetdvé teszi nagy
megbizhatdsagh spektrumkonyvtarak 1étrehozasat. A jelenleg elérhetd El-adatbazisok tobb
szazezer vegyllet spektrumat tartalmazzdk, és Kkivaléan alkalmasak ismeretlen

komponensek azonositasara [13].

2.1.1.3. Elektroporlasztasos ionizacio

A tomegspektrometrias alkalmazasok robbanasszerii elterjedésében meghataroz6 szerepe
volt az ionizacios technikak fejlodésének. A *90-es évek elején két uj modszer jelent meg
parhuzamosan: az elektroporlasztasos ionizacio (ESI) [5]. és a matrixsegitett
Iézerdeszorpcids ionizécié (MALDI) [6]. A MALDI elsésorban a nagy biomolekulak
vizsgalataban valt nélkildzhetetlenné, mig az ESI joval szélesebb vegyiletkort tett
mérhetdvé mind tomeg, mind polaritds tekintetében. Legnagyobb elénye azonban
kétségkivil az volt, hogy az ionizacid folyadékfazisbdl, 1égkori nyomason valosul meg —
ez pedig megoldast kinalt egy régéta fennallé probléméra: a folyadékkromatogréfia és a
tdmegspektrometria kdzvetlen dsszekapcsolasara.

El korilmények kozott az ionizacio nagyvakuumban torténik, ezért az LC-eluens
kozvetlen bevezetése a tomegspektrométerbe nem volt lehetséges, mivel a beérkezd gdzok
lerontottak volna a vakuumot. Szdmos probalkozas tortént a probléma athidalasara: a
particle beam interface (PBI) [14] és a moving belt interface [15] El alapokon prébaltak
kapcsolni az LC-t az MS-hez, de csak korlatozott hatékonysaggal. A folyamatos aramlasu
FAB megoldas pedig az LC-t a FAB ionizacidval kapcsolta 6ssze [16,17].

Az ESI azért jelentett attorést, mert maga az ionizacié mar a légkéri nyomason
megy veégbe, igy a folyadékaramot nem kell bevezetni a nagyvadkuum térbe. Az

elektroporlasztas soran az eluens egy kapillarison aramlik at, amelyre nagyfesziiltséget
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(1000-5500 V) kapcsolnak, és a porlasztast segitdé gaz is bevezetésre kerill. A
nagyfesziltség és a porlasztégaz hatasara toltott cseppek képzédnek, amelyek a forras
elektromos potencialkiilonbsége miatt a tomegspektrométer belépd nyilasa (orifice) felé
haladnak. A forras magas hdmérsékletii (akar 700 °C-0s) szaritdgazanak hatasara a cseppek
olddszertartalma folyamatosan csokken, majd teljesen elparolog. Ennek eredményeként
toltott részecskék, azaz ionok maradnak vissza. Az ESI szamos elénnyel rendelkezik.
Rendkivil széles aramlasi sebesseg tartomanyban alkalmazhat6 (1 nL/perc—3 mL/perc), és
a molekula szerkezetétdl, méretétdl, valamint az eluens pH-jatol fiiggden tobbszordsen
toltott ionok is képzddhetnek. Tobb ionizacios technikaban megfigyelhetd a tobbszords
toltés kialakulasa [18,19], azonban ESI-ben ennek mértéke joval nagyobb: egy nagy
molekulan akar tobb tucat, s6t tobb szaz toltés is megjelenhet. Ez teszi a modszert
kiléndsen alkalmassd nagyméreti biomolekulak vizsgalatara [5,20]. Harmadik nagy
elénye, hogy lagy ionizaciés technika: a molekulatomeg-informéaciot hordozd ionok

dominalnak, a fragmentacié pedig minimalis.

2.1.1.4. Légkori nyomasu kémiai ionizacié (APCI)

Az elektroporlasztasos technika (ESI) mellett a masik meghatarozo légkdori nyomasu
ionizacios madszer az APCI (Atmospheric Pressure Chemical lonization), mely elsdsorban
kis molekuldk esetében alkalmazhat6 [21]. Ebben az esetben is oldatfazisbol indul az
ionképzddés, azonban az ionizacid mechanizmusa jelentdsen eltér az ESI-t6l. Az eluens ho
és porlasztogaz hatéséra teljes mertékben elparolog, igy olddszer- és mintag6zok
keletkeznek. A forrasban elhelyezett koronakisllési elektrodara nagyfesziltséget
kapcsolva koronakisiilés jon létre, amely ionizdlja a forrdsban jelen 1évd
nitrogénmolekulakat. Ennek eredményeként elsédleges No* ionok képzddnek. Ezek ion—
molekula reakciokban tovabb ionizéljak az oldészermolekulédkat, melyek méasodlagos
ionokat eredményeznek. A masodlagos ionokat Gjabb ion—molekula reakciok kovetik,
amelyek soran végiil a vizsgalni kivant analitmolekuldk gézfazist formdja ionizalodik. Az
APCI legalabb ~100 pL/perc aramlasi sebességet igényel ahhoz, hogy megfeleld
mennyiségli oldészer alljon rendelkezésre az ionizacids folyamatokhoz. Az ESI-hez
hasonléan az APCI is kivaldéan alkalmazhaté atmoszférikus interfészként HPLC-MS
rendszerekben. Az APCI elsésorban egyszeresen toltdtt ionokat hoz létre. Mivel az
ionizaci6 feltétele, hogy a molekulak gézfazisba jussanak, a modszer felsé tomeghatara

nagyjabol 1000 Da koril van. Polaritas tekintetében a mérsékelten vagy gyengen polaros



szabopal i 452 26

vegyuletek ionizéalhatdk a leghatékonyabban. Az APCI kildndsen jo eredményeket nyujt

szteroidok és policiklusos aromas szénhidrogenek (PAH-ok) vizsgalataban [22-24].

2.1.2. Analizatorok

A tomegspektrométer analizdtoranak feladata az ionforrasban keletkezd ionok
szétvélasztasa fajlagos tomegik (m/z) alapjan. A szétvalasztdst méagneses és/vagy
elektrosztatikus terek biztositjak. Az analizatorokat tobb paraméterrel jellemezhetjik:
felbontoképességgel, pasztazasi sebességgel és tomegtartomannyal. A felbontas az egyik
legfontosabb jellemz6, amely megmutatja, milyen mértékben képes az analizator két
egymashoz nagyon kozeli csucsot elkiloniteni ugy, hogy az atfedés legfeljebb 10% legyen,
illetve hogy az elvalasztast kovetéen mennyire keskenyek a csucsok. A felbontast R-rel

(resolution) jeldljuk, és az alabbi 6sszefliggéssel adjuk meg:

m
- )

ahol m az a tdmeg, amelynél a felbontést vizsgaljuk, mig Am a két csucs tomegkiilonbsége
(10% volgy definicio szerint), vagy a csucs félértéekszélessége. Egy analizatort
nagyfelbontastinak tekintlink, ha felbontoképessége eléri a 10 000-et. A nagyfelbontasu
analizatorokkal nagy pontossagu tomegmérés végezhetd, ami lehetdvé teszi az elemi
Osszetétel meghatarozasat. Mennyiségi analizis sordn a magas felbontés tovabba noveli a
modszer szelektivitasat. Az analizatorok masik fontos jellemzéje a pasztazasi sebesség,
vagyis az az id6, amely alatt egy teljes pasztazasi ciklust végrehajtanak. A korai
berendezések esetében ez tobb masodpercet vett igénybe, mig napjainkban
masodpercenként akar tobb szaz spektrum is rogzithet. A tomegtartomany szintén
meghatarozé paraméter. A kereskedelmi forgalomban kaphat6 analizatorok tobbségének
fels6 tomeghatara néhany ezer Da egyszeresen toltott ionok esetében, mig a repiilési id6
mérésen alapuld (TOF) analizatorok akar tiz- vagy szadzezres tOmegtartomanyt is
lefedhetnek. A tobbszordsen toltott ionoknak kdszonhetden még a kisebb tomegtartoméanyu
analizatorokkal is vizsgalhatok nagy molekulatomegii biomolekuldk; ma mar akar millio
dalton nagysagrendi fehérjekomplexek mérése is lehetséges [25,26].

Szamos analizatortipus ismert. A legrégebbi a magneses analizator, amelyet
elektrosztatikus analizatorral kombinalva mindmaig alkalmaznak — bar nem elsésorban
mennyiseégi meghatarozasokra. Ennek az analizatornak viszonylag nagy a mérete, sziik a
tOmegtartomanya, és a pasztazasi sebessége a legkisebb a mai modern analizatorokhoz

képest.
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2.1.2.1. Kvadrupdl analizator (Q)

Az analizatorok méretének csdkkenésére kivalo példa a kvadrupol analizétor. A kvadrupdl
felépitése és mitkodése a kovetkez6képpen foglalhatd Gssze. A rendszer négy parhuzamos
rudbal all, amelyek késziilhetnek fémbdl, illetve fémmel bevont keramiabol. A szemkozti
rudak azonos potencialra vannak kapcsolva. A rudakra egyenfesziltséggel kombinalt
véltofesziltséget vezetnek: az egyik rddparra U+VcosQt, a masikra pedig —U—VcosQ-t.
Ennek eredményeként a rudak kozott idében periodikusan valtozo elektromos tér alakul ki.
Ez a tér kolcsonhatasba 1ép a kvadrupdlba belépd ionokkal, és azok palyajat oszcillaciora
készteti. Egy adott egyen- és valtofesziltség-kombinacid mellett csak nagyon szitk
tomegtartomanyba esd ionok mozgasa valik stabilld. Ezek az ionok atjutnak a
rudrendszeren, mig az instabil palyara keriil6 ionok a rudakba csapodnak. A pasztazast az
U és V fesziltségek aranyos, egylttes valtoztatasaval valositjdk meg. A kvadrupdl
analizatorok felbontasa egységnyi: bar az érték szdmszeriien n6 a tomeggel, a rendszer ugy
van hangolva, hogy a cstcsok félértékszélessége a teljes tomegtartomanyban 0,7 Da korl
maradjon. A pasztazési sebességiik ma mar kifejezetten gyorsnak szamit, elérheti akar a 15
000 Dals érteket is. Pasztazé (scan) modban ugyanakkor az érzékenységik viszonylag
korlatozott [27,28].

2.1.2.2. loncsapda analizator

Az ioncsapda analizator felépitése és mitkodési elve sok tekintetben hasonlit a kvadrupdl
analizatoréhoz [29]. A legfontosabb kiilonbség azonban abban rejlik, hogy mig a kvadrupol
az ionok stabil vagy instabil palyai alapjan szeparal, addig az ioncsapda el6szor 6sszegylijti
az ionokat egy térbeli zondban. Az ioncsapda esetében egy gyliriielektroda és két
zarGelektréda altal hatérolt térrészbe juttatjdk be az ionokat. Az elektrodakra itt
valtofesziiltséget kapcsolnak, amely a bekeriild ionok mozgasat ugy befolyasolja, hogy a
csapda belsejében minden ion szdmara stabil mozgaspalyak alakuljanak Ki. A detektalas
sorén a valtofesziltség amplitudojanak mértékét ndvelik egészen addig, ameddig az ion
mozgasa soran kijut a cellabol, és bejut a detektorba. Az amplitudé folyamatos
véltoztatasdval a csapdabdl sorban jutnak ki a kiilonb6z6 tomegii ionokat, igy valdsitva
meg a pasztazast. Az ioncsapda mérete a kvadrupdlénal is kisebb, igy idealis megoldasa az
asztali készulékeknek. Tomegtartomanya hasonl6 a kvadrupdléhoz, néhany ezer Da
nagysagrendii. Miikodési sebessége kifejezetten nagy, és a kvadrupol analizatorhoz kepest
jelentds elonyt jelent a 1ényegesen magasabb érzékenysége pasztazo modban. A cella kis

mérete tervezési szempontbol eldny, azonban egyben komoly korlatozo tényezd is lehet: a
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csapda konnyen tultéltheté ionokkal, ami esetén a tul sok ion kdlcsonhatasai torzithatjak
az egyedi ionpalyakat és ezzel a detektalasi eredményeket. Emiatt hosszu ideig csak
korlatozottan volt hasznalhat6 mennyiségi meghatarozdsokra — dinamikus tartomanya
jelent6ésen elmaradt a kvadrupol analizatorokétol. Méra azonban a lineéris ioncsapdak
elterjedésével ez a hatrany nagyrészt megszint, és a kvantitativ alkalmazasok joval

realisabba valtak.

2.1.2.3. Repiilési id6 analizator (TOF)

Az ionok szétvalasztasanak egyik lehetdsége, hogy egy adott, L hosszusagu repiilési cso
megtételéhez sziikséges id6t mérjilk. Ezen az elven mitkkédnek a TOF (time-of-flight)
analizatorok. A mddszer lényege, hogy a gyorsit6 fesziltséggel azonos kinetikus energiara
gyorsitott ionok sebessége csak a tomegilikt6l flugg: a konnyebb ionok gyorsabban
haladnak, a nehezebbek lassabban, igy kiillonb6zd iddben érkeznek a detektorhoz. Az
ionforrasban képzddd ionokat egy U gyorsito fesziiltség v sebességre gyorsitja, ekkor az
ion Kinetikus energidja:

Eun = 26U = = my? )

2
EbbOl a sebesség Kkifejezheté, majd a sebesség-Ut-id6 Osszefliggésbe (v=Ll/t)
behelyettesitve, az idére rendezve megkapjuk a repiilési id6 analizator alapegyenletét:
L L m

v 2o\ ©

Mivel az id6 rendkiviil pontosan mérhet6, a TOF analizatorok nagyon nagy felbontassal

t

rendelkeznek. A modern miszerek 25 ps iddfelbontassal dolgoznak, azaz ilyen
1dékozonként érkezd ionokat is képesek megkiilonboztetni. Ez 40 GHz adatgyijtési
frekvencianak felel meg. A TOF-analizatorok tipikus felbontasa meghaladja a 30 000-et,
¢s milkodésiik a leggyorsabbak ko6zé tartozik: masodpercenként akar 100 spektrum

rogzitése is lehetséges [30].

2.1.2.4. Extrém nagy felbontésu analizatorok: FTICR, Orbitrap

Az analizatorok felbontdsanak novelése elsOsorban a szerkezetkutatas igényei miatt valt
kiemelten fontossa. A nagyfelbontas elérésere a specialis ioncsapdak bizonyultak
alkalmasnak. Els6ként a Fourier-transzformacios ion ciklotron rezonancia (FTICR)
analizatort fejlesztették ki [31]. Ennél a megoldasnal az ioncsapdat egy szupravezetd
magnes altal 1étrehozott, rendkiviil er6s magneses térbe helyezik, amelyben az ionokat

korpalyara kényszeritik. A detektalas modja alapvetden kiilonbozik a korabban ismertetett

9
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analizatorokétdl: nemdestruktiv detektalast alkalmaznak, vagyis az 6sszes csapdazott ion
altal indukalt aramot mérik. Minden ionnak sajat, tomegfiiggd korfrekvenciaja van, és ezek
egyiittesen hozzak létre az ereddé idofiiggd jelet. A frekvenciakomponenseket Fourier-
transzformacidval bontjak fel, igy szamithatd vissza az egyes ionok m/z értéke. Az FTICR
oriasi elonye a kivételes, akar milliés nagysagrendii felbontas, ugyanakkor jelentds
hatranya a nagyon magas beszerzési és lizemeltetési koltség. F6 alkalmazasi terilete
tovabbra is a szerkezetkutatds. Az FTICR analizatorok modernebb és joval
koltséghatékonyabb alternativaja a Makarov altal kifejlesztett orbitrap analizator [32,33].
Az orbitrap miikédési elve az FTICR-hez hasonléan azon alapul, hogy az ionokat
csapdazzak, és stabil, tengely korlli mozgasra kényszeritik, mikdzben az altaluk indukalt
aramot nemdestruktiv moédon detektaljdk. A kapott jel Fourier-transzforméciojaval
nyerhetdk ki az egyes tomegeknek megfeleld frekvencidk. Bar az orbitrap felbontasa
elmarad az FTICR extrém magas értékeit6l, a tobb szazezres FWHM felbontés igy is
jelentdsen meghaladja a klasszikus nagyfelbontasi analizatorok (szektor, TOF)
teljesitményét. Ugyanakkor fontos elény, hogy lizemeltetése 1ényegesen olcsobb, mivel
nem igényel kriogéneket. Emiatt az orbitrap napjaink egyik legelterjedtebb és

legpraktikusabb nagyfelbontasu analizatortipusa.

2.1.3. Tandem tomegspektrometria

A tandem témegspektrometriarél (MS/MS) akkor beszélink, amikor egy rendszeren belil
két egymast kovetd tomeganalizalasi lépést valositunk meg [34]. A folyamat torténhet
kiilonbz6 idében (tandem az idGben), illetve kiillonbozo térben (tandem a térben) [35]. A
megvalositas modjatol fliggetleniil a tandem mérések minden esetben harom {6 1€pésbdl
allnak: kivalasztas, gerjesztés/fragmentalas, majd pasztazas (detektalas). Az ioncsapdas
késziilékekben mindharom 1épés ugyanazon a helyen, csupan eltéré idépontokban zajlik.
Elséként a csapdazott ionok koziil egyetlen tomeget valasztunk ki: az 0sszes tobbi ion
szdmaéra instabilla tessziik a mozgaspalyat, igy azok elhagyjak a csapdat. A bent marado,
azonos m/z ¢értékli ionokat ezt koOvetden rezonanciagerjesztéssel aktivaljuk, ami
fragmentéalodasukhoz vezet. A kapott fragmensionokat végul tdmeg/toltés aranyuk alapjan
detektaljuk. Ez a megkdzelités elsésorban szerkezeti informacid nyerésére alkalmas. A
térben torténd tandem mérések esetén a kivalasztas, a fragmentéalas és a detektalds a
késziilék eltérd egységeiben valosul meg. Ilyen felépités figyelhetd meg a QqQ és QTOF

rendszerekben. Mindkét esetben a kiindulasi 1épés az anyaion kivalasztasa, amelyet az els6

10
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kvadrupol (Q1) végez. A kivélasztott ionok ezt kovetden az RF-only mdédban miikodo
masodik kvadrupolba (q2) jutnak, amely iitkdzési cellaként funkcional. Itt {itk6z6gaz
jelenlétében ¢€s megfeleld fesziiltség hatasdra fragmentalédnak. A keletkezo
fragmensionokat a hadrmas kvadrupdloknal a Q3, a QTOF rendszereknél pedig a TOF
analizator detektalja [36].

A harmas kvadrupol rendszerek kiilonos népszertiségiiket az egymastol fliggetlentil
miikodtetheté két analizator Osszehangolt pasztazasabol szarmazo specialis pasztazasi
uzemmaddoknak koszonhetik [37]. Mivel egy kvadrupol vagy kivalaszto-, vagy pasztazé
modban miikodik, két rudrendszer kombinaciojaval négy kiillonbozé pasztazasi mod
vald@sithaté meg:

e Leanyion pasztazas (product ion scan): A Q1 kivalasztja az anyaiont, a Q3 pedig
pasztdzd modban detektdlja az abbdl képz6dd fragmensionokat. Ez a
szerkezetfelderités egyik legfontosabb modszere.

e Anyaion pasztazas (precursor ion scan): A Q1 pasztdz6 mddban engedi be az
ionokat a g2 cellaba, ahol azok fragmentalddnak. A Q3 csak egy adott fragmensiont
enged 4at. Ez kiilondsen hasznos hasonld szerkezetli molekuldk (példaul
metabolitok, gyogyszerszennyez6k) azonositasara.

e Semlegesvesztés pasztazas (neutral loss scan): Mindkét kvadrupol pasztazo
moddban miikodik, de tomegskalajuk egymashoz képest fix értékkel el van tolva. Az
eltolas nagysaga éppen a vizsgalt semlegesvesztés tomegének felel meg. Ez a mod
metabolitok és szennyezdk felderitésénél alkalmazhato.

e Reakciocatornak figyelése (MRM, Multiple Reaction Monitoring): A Q1
kivalasztja az anyaiont, amely a q2-ben fragmentalodik. A Q3 a vizsgalt molekulara
jellemz6 fragmensiont engedi at. Jel kizarolag akkor keletkezik, ha mind az
anyaion, mind a fragmension megfelel az eldre beallitott értékeknek. Ez rendkiviil
nagy szelektivitast és érzékenységet biztosit, amely a mennyiségi meghatarozasok
alapja.

2.2. Kromatografia

A tobbkomponensii rendszerek egyedi vizsgalatara fejlesztették ki a kromatografids
modszereket. A kromatografia felfedezése ota jelent6s fejlédésen ment keresztiil [38]. Az
elvalasztas soran az allo- és mozgofazis kdzotti megoszlas eredmenyeként a komponensek

elvalnak egymastol. A kromatogréafias elvalasztasoknak tobb fajtaja ismert. Az egyik

11



szabopal i 452 26

csoportositas alapja a mozgoéfazis halmazallapota. Gaz halmazallapoti mozgdfazis
esetében gazkromatogréafiarol (GC-r6l) [39], folyadékhalmazallapotd mozgofazis esetén
pedig folyadékkromatogréfiarél (LC-r6l) [40] beszélhetink. Jelen munk&im soran
folyadék-kromatogréafias elvalasztasokat alkalmaztunk, ezért ebben a részben ezek elvét

igyekszem roviden bemutatni.

2.2.1. Folyadékkromatografias mozgofazis

Az LC moddszerek csoportositasaban meghatarozé szerepe van az alkalmazott eluensek
jellegének. A folyadékkromatogréafia korai szakaszaban polaros alléfazist (példaul szilika
alapu tolteteket) és kevésbé polaros mozgdfazist alkalmaztak, amely gyenge eluensként
miikodott. Ez a klasszikus normal fazisu elvalasztads (NP-HPLC) [41]. Kés6bb elterjedtté
valtak az apolaros allofazisok, jellemzéen C18-lanccal modositott szilika fellletek.
Ezeknél a vizes oldat szamit gyenge, a szerves olddszer pedig erds eluensnek — ez a forditott
fazisa technika (RP-HPLC) [42].

Napjainkban egyre szélesebb korben alkalmazzék a hidrofil kélcsdnhatason alapuld
elvalasztast (HILIC), amely bizonyos szempontbo6l az NP-HPLC-re emlékeztet, mivel itt is
polaros az all6fazis [43]. A mozgdfazis leggyakrabban acetonitril-viz elegye, de a hatékony
elvalasztashoz elengedhetetlen legaldbb 2-5% viztartalom. Ez biztositja azt a feluleti
vizréteget, amelyben a megoszlas lezajlik. A HILIC els6sorban polaros molekulak
visszatartasara alkalmas.

Az eluens Osszetétele, az ionerdsség és a pH egyarant befolyasoljak a komponensek
megoszlasat az allo- és mozgofazis kozott, igy az elvalasztds mindségét is. LC-MS
mérésekben kulonds figyelmet kell forditani az eluensmddositok illékonységéra és
tisztasagara. A tomegspektrométerbe kizarolag illékony komponensek juttathatdk be, ezért
MS detektor esetén keriilendok a klasszikus, nem illékony pufferanyagok, példaul a
foszfatpufferek. Szintén problémat jelenthet a trietilamin hasznalata: bar illékony, erds
bazisként pozitiv ionizaciéos modban kifejezett ionelnyomé hatést fejt ki. LC-MS-
kompatibilis eluensmdédositoként leggyakrabban gyenge savakat — hangyasavat vagy
ecetsavat — alkalmaznak 0,1%-os koncentracioban. Amennyiben az ionerdsség vagy a pH
szabalyozésa sziikseges, illékony pufferanyagok johetnek szoba, mint az ammonium-
acetat, ammaonium-formiat vagy ammaonia.

Polaros vegyuletek RP-HPLC elvalasztasakor gyakori stratégia az ionparképzés.

Ennek tipikus esete, amikor nagy térkitoltésii aniont tartalmazo6 szerves savakat (példaul
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trifludrecetsav (TFA), heptafluorobutansav (HFBA) alkalmaznak. Ezek részben gatoljak a
savak deprotonalodasat, ugyanakkor eldsegitik a bazikus csoportok protonalasat, majd az
igy keletkezd toltést a nagy méretii ellenion ,learnyékolja”. Ennek eredményeként a
molekula kvazi semleges formaban jelenik meg, ami mar hatékonyan visszatarthat a

klasszikus forditott fazisu all6fazison [44,45].

2.2.2. Folyadékkromatografias allofazis

Az elvalasztand0 vagy visszatartanddo komponensek megoszlasat dontéen az allofazis
tulajdonsagai hatarozzak meg. Az allofazis szemcsés vagy polimer jellegli anyag, amelyet
a HPLC-oszlop tolteteként alkalmaznak. Az oszlop fizikai paraméterei — igy a bels6
atméro, az oszlophossz, a szemcsés toltetek szemcsemérete, valamint a részecskék kozotti
porusatmérd — alapvetden befolyasoljak az elvalasztds mindségét. Az allofazis mindsége
¢s kémiai jellege biztositja az elvalasztis alapjat. A kiilonbozd allofazisok elsdsorban
polaritdsukban térnek el, ugyanakkor szdmos tovabbi kdlcsonhatas is szerepet jatszhat a
szeparacidban, példaul aromas, hidrogénkdtéses vagy ionos kdlcsdnhatasok.

A modern kromatografiaval szemben egyik kulcsfontossagu elvaras a hatékonysag
novelése, amely tobbféle mddon valosithatd meg. Az egyik stratégia a szemcseméret
csOkkentése, amely jelentés mértékben noveli a tanyérszamot. A rendkiviil kisméreti
szemcsék hasznalata azonban nagyon nagy — akar 1000 bar feletti — izemi nyomast igényel,
amelyet az ultranagy nyoméast kromatografia (UHPLC) tesz lehetévé [46,47]. A
hatékonysagnovelés masik jelentds megolddsa Horvath Csaba nevéhez fiizddik, aki
felismerte, hogy a hagyomanyos pordzus toltetek esetében a molekuldk diff(zi6é Utjan
jutnak be a pérusok belsejébe, majd ugyancsak diffuzidval kerlilnek vissza a mozgofazisba.
Mivel a diff(zid lassu folyamat, a két fazis kdzotti megoszlas kinetikailag gatolt, és ez
csucskiszélesedéshez vezet, amely rontja az elvalasztas hatékonysagat [48,49].

A héjszerkezetii (core—shell) tolteteknél ezzel szemben a kdlcsonhatasok dontden a
szemcsek kiils6 feliiletén mennek végbe, igy a lassu diffuzios folyamatok szerepe
nagymértékben csdkken. Ennek eredményeként gyorsabb és hatékonyabb elvalasztas
érhetd el, élesebb és szimmetrikusabb cstcsokkal, ami egyben az érzékenységet is noveli
[50].

Konnyen belathato, hogy az allofazisok és mozgodfazisok kiilonb6zé kombinacioi
gyakorlatilag korlatlan lehetdséget kindlnak az adott analitikai feladat szempontjabol

optimalis érzékenység és hatékonysag elérésére.
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2.3. Mennyiségi meghatarozas

Az LC-MS/MS rendszerek idealis megoldast jelentenek mennyiségi meghatarozasokhoz,
mivel mind a kromatografias, mind a tomegspektrometrias oldal kelld szelektivitassal és
érzékenységgel rendelkezik. E két technika egyiittes alkalmazasa lehetové teszi, hogy
Osszetett matrixokbdl is megbizhatdan, kis koncentracioban jelen 1évé komponenseket
hatarozzunk meg.

A szelektivitds tomegspektrometrids oldalrél két alapvetd megkdzelitéssel
biztosithaté. Az egyik a nagyfelbontdsu pésztaz6 Uzemmdd, amikor a teljes
tOmegtartomanyt vizsgalva egy sziik, jellemzéen 10 mDa széles témegtartomany alapjan
kérjik ki a célion extrahalt ionkromatogramjat. Ennek nagy elénye, hogy a mintaban jelen
1év6 valamennyi komponens mérheté — akér utélag is —, igy nincs sziikség el6zetes MS-
modszerfejlesztésre. Tovabbi jelentds elény, hogy a nagyfelbontast pasztazas is rendkivdl
érzékeny, és kulonosen jol alkalmazhatd tobbszords toltésti ionokat addé molekulak
esetében, ahol a mennyiségi meghatarozas barmelyik toltésallapot alapjan elvégezhetd.

A szelektivitas masik lehet6sége az MS/MS-alapl mennyiségi meghatarozas,
amely Kis- és nagyfelbontasit miiszereken egyarant hasznalhat6. A legelterjedtebb
megoldas a héarmas kvadrup6l (QgQ) Aaltal alkalmazott MRM (Multiple Reaction
Monitoring) technika. Ebben az esetben a miiszert ,,meg kell tanitani” a célmolekula
mérésere, vagyis meg kell hatarozni a legérzékenyebb mérési korilményeket. Ehhez a
aramlassal juttatjuk a rendszerbe. A miszer automatikusan optimdalja az anyaion
transzmissziojahoz, a fragmentaciohoz ¢és a fragmensionok detektorig torténd
eljuttatdsdhoz szikseges fesziiltsegértékeket. Ezek a paraméterek az ionforrasban és az
ionoptika kiilonb6z6é pontjain allitddnak be. Az optimalizalas eredményeként minden
molekulara jellemz6en legalabb két MRM atmenetet tartalmaz6 maddszert kapunk. Egy
ajanlas szerint a mennyiségi meghatarozashoz négy azonositasi pont szilkséges [51]. Egy
anyaion 1 pontot, egy fragmension 1,5 pontot ér; igy az eldirt négy pont eléréséhez két
fragmension Kkivalasztasa sziikséges, vagyis komponensenként két MRM csatorna
alkalmazasa. Egy anyaion—fragmension par egy MRM csatorndt jelent. Az az
iddintervallum, amig a miiszer egy adott csatornat figyel, a dwell time, mig a
csatornavaltasok kozotti kotelezd varakozasi id6 a pause time. A kettd Osszege adja az egy
csatornara forditott id6t. Tobb komponens egylittes meghatdrozasa esetén minden

komponensre kilon optimalast kell vegezni, majd az igy kapott paramétereket egy kdzos
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modszerfajlban kell egyesiteni. Az 6sszes MRM csatorna figyelésére forditott id6 a
ciklusidd, amelyet 6sszhangba kell hozni a kromatografia teljesitményével. Altalanos
kdvetelmény, hogy egy kromatogréafids csucs eluciojara legalabb tiz mérési pont essen a
megfelel6 precizitds érdekeében. Kevés komponens esetén a csucsszélesseg 1/10-ed része
adja a sziikséges ciklusidot; ezt elosztva a mérendé komponensek szdmanak kétszeresével
megkapjuk a csatorndnként rendelkezésre allo idot (dwell + pause). Konnyen beléathato,
hogy a komponensszam novekedésével a ciklusidét egyre tobbfelé kell elosztani, ami a
dwell és pause time jelentds csokkenésével jar. A gyakorlatban a hatdr nem hizhaté meg
¢lesen, de példaul egy 21 s széles csucs esetén tiz ponttal szamolva 2100 ms ciklusidd all
rendelkezésre. Ha a minimalis dwell time 5 ms, a minimalis pause time pedig 2 ms, akkor
egy csatorna 7 ms-ot igényel. Ez alapjan a klasszikus HPLC-ben alkalmazhat, viszonylag
széles csucsok esetén mintegy 300 MRM csatorna kovethetd, ami koriilbeliil 150
komponens vizsgalatanak felel meg. Bizonyos alkalmazasokban ez azonban nem elegendd.
Példaul kornyezetanalitikai vizsgalatok soran a peszticidek meghatarozasahoz gyakran
szlikséges egyetlen injektalason belll mintegy 500 komponens vizsgalata. Erre fejlesztették
ki a SMRM (scheduled MRM) modszert, amelynek Iényege, hogy nem kell minden MRM
atmenetet folyamatosan figyelni [52]. A komponensek retencids idejét elézetesen
meghatarozzak, majd mindegyikhez egy retencios ablakot rendelnek. A miiszer csak ezen
ablakokban figyeli az adott atmenetet, igy az aktudlisan aktiv MRM lista dinamikusan
valtozik minden egyes pasztazasi ciklus soran. A mddszer sematikus miikodését az 1. dbra

szemlélteti.

1.7e6
1.5e6

1.0e6

05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 6.0 65 7.0

1. dbra. A SMRM megvalGsitasa

2.4. Matrixok, matrixhatas

A legtobb analitikai célmolekula nem tiszta oldoszerben, hanem kiilonb6z6 komplexitasa

matrixokban van jelen. A megbizhat6 mennyiségi mérésekhez ezért elengedhetetlen a
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matrixok &sszetételének és meérésre gyakorolt hatasainak ismerete, illetve olyan
mintaelOkészitési eljarasok kialakitasa, amelyek minimalisra csokkentik a zavard
komponensek hat&sat. A matrixok tartalmazhatnak ionos, polaros vagy mérsékelten poléaros
komponenseket, kis és nagy molekulatbmegii anyagokat egyarant. Ezek az anyagok
csokkenthetik az érzékenységet, torzithatjak a meghatarozast, vagy akar gatolhatjak az
ionizaciot. Ezért minden mennyiségi mérés egyik alapveto feladata a zavardo komponensek

hatékony eltavolitasa.

2.4.1. A viz, mint matrix

A viz egyszerre tekinthetd konnyen és nehezen mérhetd matrixnak. Zavardé komponensek
szempontjabol az ivo- és felszini vizek viszonylag tisztak, mig a szennyvizek mar
jelentésen komplexebb oOsszetételieck. A mérendd komponensek koncentracidja
ugyanakkor gyakran rendkivul alacsony — sok esetben a ng/mL tartomany alatt —, igy a
vizanalitika koveteli meg a legnagyobb érzékenységii miiszereket. Amennyiben ez nem all
rendelkezésre, a vizsgéalatokhoz komplex és koltséges mintael6készitésre van sziikség. A
leggyakrabban alkalmazott eljarasok a folyadék—folyadék extrakcio [53] és a szilard fazisu
extrakcio [54].

2.4.2. Biologiai eredetii matrixok

A kvantitativ mérések dontd tobbsége valamilyen biologiai kdzegben 1évé endogén vagy
exogén komponens meghatarozasara iranyul. A bioldgiai eredeti mintak kozé tartozik
tobbek kdzott a vizelet, a vér (plazma, szérum), a nyal, izlileti folyadék, kénny, haj, széklet

és a kulonféle szoveti mintak.

2.4.2.1.Vizelet

A vizelet a vese altal kivalasztott elektrolitok és anyagcsere-termékek vizes oldata, amely
kémiai sokfélesége ellenére egészséges allapotban elsdsorban kis molekulatomegl
komponenseket tartalmaz. Osszetétele szamos betegségben megvaltozik [55,56], és sok
gyégyszer illetve metabolitja is a vizelettel Gril. Emiatt a vizelet idealis célmolekula-forras.
MintaelOkészitése altalaban egyszerii: gyakran eclegendé a higitas és a szlrés. A

doppingellenérzésekben jelenleg is ez az elsdédleges matrix [57].
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2.4.2.2. Szérum/plazma

A vér rendkivil 6sszetett kdzeg, mely gazok, tapanyagok, hormonok, anyagcsere-termékek
és &svanyi anyagok szallitasat végzi [58]. Analitikai szempontbdl ideélis lenne, mert szinte
minden komponens megtalalhatd benne, ugyanakkor rendkivil komplex matrix, ezért
kozvetlen LC-MS/MS mérésre nem alkalmas. Centrifugalassal a sejtes elemek
elvalaszthatok, igy keletkezik a plazma, amely még jelentés mennyiségben tartalmaz
fehérjéket — ezekben oldva vannak a célmolekuldk is. A vérszérum a véralvadasi
faktoroktol mentes plazma, és hasonléan gazdag anyagcsere-termékekben, illetve exogén
vegyuletekben. Kiemelt fontossagu a terapias gyogyszerszint-monitorozasban (TDM). A
mérés elott a fehérjék kicsapasa sziikséges, amelyet leggyakrabban hideg metanollal vagy
acetonitrillel végeznek: a haromszoros térfogatu szerves olddszer kicsapja a fehérjéket, a

centrifugalast kovetd feliiluszo pedig kozvetleniil mérheto.

2.4.2.3. Nyl

A nyadl a szajuregben talalhaté mirigyek valadéka. Diagnosztikai szempontbol nem tartozik
az elsédleges mintatipusok kozé, de bizonyos hormonok kivalasztodnak a nyalmirigyek
altal, igy kimutathatok nyalbdl is [59,60]. A matrix el6nye, hogy egyszeriien, non-invaziv
modon gyiijthet6. Bar a hormonok csupan 1-5%-a jelenik meg a nyalban szabad, nem
fehérjekotott formaban [61], koncentraciojuk jol korreldl a szérumban mért teljes
hormonkoncentréaciéval [62,63]. Lewis és Higashi részletesen bemutattak a nyal klinikai
alkalmazasanak el6ényeit és korlatait [64,65]. A nyalhormon-mérés olcsd és egyszerii
alternativdja lehet a plazmaszint-meghatarozasnak, ugyanakkor a koncentracidok
jellemzéen nagysagrendekkel alacsonyabbak. Shibayama és munkatarsai LC—MS/MS
modszert  fejlesztettek  17a-hidroxiprogeszteron  meghatarozasara, melyhez  2-
hidrazinopiridin szarmazékképz6t alkalmaztak [66], amely a karbonilcsoporttal reagalva

jelentdsen javitotta az ionizalhatdsagot.

2.4.2.4. [zileti folyadék

Az izileti folyadék az izileti tokban talalhatd viszkdzus kézeg, amely a porcfelszinek
surlddascsokkentését biztositja. A folyadék a vérplazma ultrafiltratuma, ezért tartalmaz
plazmaeredetii fehérjéket, valamint az iziileti szovetek &ltal termelt komponenseket [67].
Tovabbi jellegzetes Osszetevéi a hialuronsavak, a lubricin és egyéb extracellularis
komponensek. A plazmaval fennallé kapcsolat miatt a gyogyszermolekulék is megjelennek

benne, ami fontos informéacidkat ad a lokalis kezelések hatékonysagaral.
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2.4.2.5. KOnny

A konny a szaruhartyat és a szemhéjat boritd védéréteget alkotja, elektrolitokat,
aminosavakat, lipideket és fehérjéket tartalmaz. Bar kis mennyiségben gytijthetd, érzékeny
proteomikai és lipidomikai LC-MS/MS modszerekkel a komponensei jol vizsgalhatok
[68,69].

2.4.2.6. Haj

A haj a fejlinket boritd szérzet, mely 97%-ban a keratin nevii fehérjébol all. A fejborben
talalhatd hajhagymakbol né, és a ndvekedési fazisban a haj kdzvetlen kapcsolatban all a
belsé kornyezettel (vérrel, nyirokfolyadekkal és a sejteken kiviili folyadékokkal). Amikor
a haj ndvekedés kdzben eléri a fejbér felszinét, a kiilsé rétegei megszilardulnak, magukba
zarva a kialakulasuk soran a kornyezetiikben felhalmozddott anyagokat (asvanyi
anyagokat, gyogyszermolekulakat, méreganyagokat). Ez teszi killdnlegessé ezt a matrixot,
hiszen hossz( tdvon (akar honapokon keresztiil) képes megérizni a bezart anyagokat,
lehetévé téve azok késObbi vizsgalatat. Igazsagiigyi-toxikologiai szempontbol

kiemelkedéen fontos matrix [70—-72].

2.4.2.7. Széklet

A széklet az emésztés végterméke, amely a taplalékmaradvanyok mellett a szervezet altal
kivalasztott anyagokat és metabolitokat tartalmazza. Bar vizsgélata nehézkes fizikai
tulajdonsadgai  miatt, farmakokinetikai  vizsgalatokban — kulénésen ADME
tanulmanyokban — kiemelked6en fontos, mert hozzajarul a gyogyszerek teljes

anyagmeérlegének felallitdsdhoz [73,74].

2.4.2.8. Sejtek, szOvetek

A sejtek aktiv anyagcserével rendelkeznek, igy az endogén és exogén vegylletek
folyamatosan aramlanak be és ki. A célzott gyogyszerbevitel hatékonysaga példaul
vizsgalhato szdveti mintak LC-MS/MS analizisével. A méréshez a szovetet foszfatpufferes
sooldatban homogenizaljak, majd acetonitrillel feltarjak a sejtlipidrétegeket, igy a teljes

intracellularis tartalom mérhetévé valik [75,76].

2.4.3. Vezikulak

A vezikulak lipidburokba zart folyadékterek, amelyek természetes médon is kialakulhatnak
a sejtekben, de mesterségesen is eldallithatok. Elsddleges funkcidjuk a molekuldk

szervezett szallitasa. A bioldgiai vezikulak képesek a nehezen transzportalhaté anyagokat
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a sejtbdl kijuttatni, mig a mesterséges vezikulak (pl. liposzomak) a gydgyszeres terapiaban
jatszanak szerepet: célzott hatdanyag-juttatast biztositanak, és lehet6vé teszik a lassitott
kioldodast [77,78]. Osszetételiik és belsd tartalmuk meghatarozasa LC-MS/MS

technikaval torténik, altalaban acetonitriles feltarast kovetoen.

2.4.4. Gyogyszeripari formulaciok

A gyogyszeripari kesztermékek analitikai vizsgalata sordn a hatéanyag (API)
meghatarozasa rendszerint komplex formulacios matrixban torténik. A formulacio celja
egyrészt a hatdéanyag stabilitasanak, biohasznosulasanak és adagolhatdsaganak biztositasa,
masrészt a beteg szaméara elfogadhato fizikai es érzékszervi tulajdonsdgok kialakitasa.
Ennek érdekében kiilonb6z6 segéd- és adalékanyagokat alkalmaznak, példaul
toltdanyagokat, kotdanyagokat, stabilizatorokat, olddszereket, valamint izjavito és édesitd
komponenseket. Egyes gyakran hasznalt segédanyagok — mint példaul az aszpartam,
szukral6z vagy szorbit — szamottevé ionizacios és kromatografias interferenciat
okozhatnak LC-MS alapi mérések soran. A formulaciés komponensek jelenléte ezért
jelent6s matrixhatast eredményezhet, amely a hatdanyag pontos és megbizhaté mennyiségi
meghatarozasat csak megfelelé6 mintaclokészitési és analitikai stratégidk alkalmazésaval

teszi lehet6ve.

2.4.5. Extrém ipari matrixok

Az ipari folyamatok analitikai timogatésa soran gyakran nem biologiai, hanem szélsdséges
Osszetételll €s tulajdonsagt matrixokkal kell dolgozni. Ezek a rendszerek sok esetben
magas sotartalmuak, erésen savas vagy ligos kémhatasuak, illetve nagyszamu, kémiailag
eltér6 komponens egyidejii jelenlétét mutatjak. Az ilyen maétrixokban végzett mérések
elsddleges kihivasa nem csupan a célkomponensek kimutatisa, hanem azok szelektiv
kinyerése ¢és az analitikai rendszer védelme. Kiilondsen extrém példat jelentenek az erésen
savas ipari kdzegek, mint a gyartasi folyamatokban alkalmazott és Ujrahasznositott kénsav,
ahol a szerves szennyez6k nyomnyi koncentracioban, agressziv matrixban vannak jelen.
Ezzel parhuzamosan a biotechnologiai iparban alkalmazott fermentacios tapoldatok szintén
komplex analitikai feladatot jelentenek, mivel nagyszamu szerves es szervetlen
komponens, metabolit és tApanyag egylttes jelenléte mellett kell megbizhatdé mennyiségi

meghatarozasokat végezni. Az ilyen ipari matrixok vizsgélata specialis mintael6készitési
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és mérési stratégidkat igényel, amelyek tulmutatnak a hagyomanyos analitikai

megkdzelitéseken.

2.5. Az erzékenyseég novelése

A kis koncentracidban jelen 1évé komponensek mennyiségi meghatarozasa gyakran
kihivast jelent. Még a legérzékenyebb miiszerek alkalmazasa mellett sem mindig érheto el

megfeleld kimutatasi hatar, igy érzékenységnovelo eljarasokra van sziikség.

2.5.1. Extrakci6

Az extrakcio a komponensek dusitasdnak egyik legelterjedtebb mddja, amely a
kromatografiai megoszlason alapul. Két f6 tipusa a folyadék—folyadék extrakcio (LLE) és
a szilard fazisu extrakcid (SPE) [53,54].

Az LLE esetében egymassal nem vagy csak korlatozottan elegyedé oldoszerek
kozott oszlik meg a célkomponens. A szerves fazis beparlasaval és kis térfogatl
ujrafeloldassal jelent6s koncentraciondvekedés érhet6 el [79,80]. Az LLE tovabbfejlesztett
valtozata a QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe), amely
elsésorban peszticidek vizsgalatara lett kifejlesztve [81]. Az elve az, hogy megfeleléen
bedllitott viztartalmi mintdhoz acetonitrilt adnak, majd sdkeverékkel a vizes fazist
taltelitik. A tultelités kovetkeztében a vizes- es szerves fazis kettévalik, és a szerves
molekulak a nekik kedvezObb szerves fazisban dusulnak fel.

Az SPE soran a mintat szilard alléfazison vezetjik at, amely a célmolekulakat
megkoti. Mosast kovetden erdsebb eluenssel elualhatok. Elénye, hogy nagy térfogat
dolgozhato fel, igy jelentds dusitas érhet6 el [82-84]. Hatranya, hogy id6- és
koltségigényes. Az SPE kozvetlen LC-MS/MS rendszerbe integralhatd (on-line SPE),
amely nagymértékben csokkenti az el6készitési idot [85-87].

2.5.2. Nagy terfogatok injektalasa, mintaoldo szerepe

A jelintenzitas aranyos az injektalt térfogattal, igy adodna a nagyobb térfogat alkalmazésa.
Nagy térfogat injektalasakor azonban széles, torzult cstcsok jelenhetnek meg, illetve ha a
mintaold6 erésebb az induld eluensnél, megsziinik a retencio, és a komponensek a fronttal
eludlodnak [88,89]. Ez rontja a meghatarozas mindéségét. Dolan és munkatarsai
szisztematikusan vizsgaltak az oszloptérfogat, a mintaoldo erdsségének, illetve az elicios

programoknak az injektalhato térfogatra gyakorolt hatasat [90]. Az injektalhaté térfogatot
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befolydsolja az oszloptérfogat, a mintaoldd erdssége és az eliciés program is. A
héjszerkezetli toltetek jobb hatékonysagot nytjtanak, de érzékenyebbek a tultdltésre [91].
A nagy térfogat csak akkor alkalmazhatd, ha a mintaoldd gyengébb, mint a kezdeti
eluensosszetétel [92,93]. Alternativ megoldasként programozott injektalasok vagy viz

eléinjektalasa alkalmazhat6é a komponensek fokuszalasara [94,95].

2.5.3. Szarmazekképzés

A szarmazékképzés klasszikusan a GC-MS analitikdban jelent meg, a polaros, nem
illekony vegylletek illékonysaganak novelése céljabol. A modern LC-MS/MS
analitikdban azonban éppen az ellenkezdje fontos: a kis polaritasu, rosszul ionizalodo,
gyakran nagyon Kis koncentracioju vegyiiletek ionizalhatdsaganak javitdsa. A legjobb
példa erre a szteroidok mérése. Az elmult évtizedben szamos publikéacio foglalkozott a
szteroidok szarmazékkeépzeési reakcidival. Higashi és munkatarsai meghataroztak az idealis
szarmazékképzo reagens tulajdonsagait [96]: tartalmazzon toltéslokalizalé csoportot, kis
molekulatomegii legyen, mérsékelten hidrofob karakterrel rendelkezzen, a keletkez6
szarmazék jol fragmentalodjon CID korilmények kozott, a reakcid legyen kvantitativ.
Szarmazékképzésre minden olyan reagens alkalmazhatd, amely a szteroidok oxo- vagy
hidroxicsoportjaval reakcioba 1ép [97-99]. Tipikus példak: pentafluorobenzil [100], piridil-
3-szulfonil [101], danzil [102-104], 2-pikolinoil [105], N-metil-nikotinoil [106], valamint
tobb  kiilonféle piperazinoid vagy piridinium jellegii csoport [107-109]. Bar a
szarmazékképzés munkafolyamata idéigényes, a kimutatasi hatar jelentds javuldsa miatt

kiemelt jelentdségii, kiilondsen a klinikai-diagnosztikai szteroidanalitikdban.

2.5.4. Mikrotechnikak

A mikrotechnikék egyre nagyobb szerepet kapnak az LC-MS/MS vizsgalatokban. Ez a
tendencia jol megfigyelhetd proteomikai, gyogyszeranalitikai, kornyezetanalitikai és
klinikai alkalmazasokban is [110-116]. A mikrotechnikak alkalmazéasakor kisebb
kolonnadtmérdk és ennek megfelelden alacsonyabb aramlési sebességek hasznalhatok. A
kisebb atmérd nagyobb mintakoncentraciot eredményez a kromatografids csticsokban, az
alacsony térfogataram pedig kedvezden hat az ionizacié hatasfokara [117-119]. A
kromatogréafias dimenzidk csokkentése ugyanakkor a tomegspektrometrias oldalon is
Iéptékcsokkentést igényel, amely igy mikro-, kapillaris- és nanotechnikak iranyaba

fejlodott. Mikrotechnika esetén a kolonnaatméré 0,8—1 mm, az aramlasi sebesség 20—100
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pL/perc. Kapillaris rendszerekben 180-500 pm-es oszlopatmérét és 2-10 pL/perc
aramlast, mig nanotechnikaknal 50-100 pum-es atméroét és 80-300 nL/perc terfogataramot
alkalmaznak.

A mikrotechnikai megoldasok kilén-kiilon is jelentés érzékenységnovelést
biztositanak, azonban kombinalva még hatékonyabbak. A leggyakrabban hasznalt
kombinéacid az on-line SPE dusitas nagy térfogatu injektalassal 6sszekapcsolva mikro-LC
rendszerrel. Ezzel a modszerrel alacsony koncentracioban jelen 1év6 szteroidok is

eredmeényesen meghatérozhatok felszini vizekben és szérummintakban.

2.6. Modszervalidalas

Az analitikai mddszerek alkalmassagat meghatarozott feladatok elvégzésére kisérletekkel
kell igazolni, a hatosagok altal el6irt iranyelvek szerint. Tobb validalasi protokoll 1étezik;
a valasztott protokollt jellemzden az alkalmazasi teriilet hatarozza meg. Gyogyszeripari és
klinikai vizsgalatok esetén &ltaldban az FDA illetve az EMA Utmutatasai az iranyaddak

[120-122]. A validalas soran az alabbi teljesitményjellemzoket kell vizsgalni.

2.6.1. Szelektivitas/specificitas

A modszer szelektivitasa megmutatja, hogy a mérendé komponens(ek) a matrixban jelen
1év6 zavard vegyiiletek ellenére is meghatarozhatok-e. Ha a modszer csupan egy vegydletre

vagy egy sziik vegyiiletcsoportra érvényes, specifikusnak tekintjiik.

2.6.2. Kalibraciés modell

A Kkalibraciés modell soran ismert koncentraciéju kalibracios oldatok jelintenzitasat
vizsgaljuk a koncentracio fuggvenyeben. A koncentracid—jel dsszefliggést grafikus dton
értékeljuk. Az idealis kapcsolat linearis, de szikseg esetén mas (leggyakrabban

kvadratikus) modellek is elfogadhatok.

2.6.3. Hatarertékek (LOD,LOQ, ULOQ)

A kimutatasi hatar (LOD) a legkisebb mennyiség, amely még egyértelmiien elkiiloniil a
zajtol — jellemzden legalabb 3:1 jel/zaj viszony mellett. A mennyiségi meghatarozasi hatar
(LOQ) a legalabb 10:1 jel/zaj viszonyhoz tartozé koncentracid. A validalas soran meg kell
hatarozni a fels6 kalibracids hatart (ULOQ) is; e felett a mért eredmények nem fogadhatok

el, és a mintakat higitani kell.
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2.6.4. Pontossag/precizitas

A pontossag azt mutatja, mennyire kdzel esnek a mért értékek a valodi értékhez, mig a
precizitdas (megbizhatdsag) a mérési szorast jellemzi. Mindkét paramétert harom
koncentracidszinten kell meghatarozni. A pontossagot relativ hibaval (RE), a precizitast

variacios koefficienssel (CV) adjuk meg.

2.6.5. Matrixhatas, visszanyerés

A matrixhatas vizsgalatanak célja annak felmérése, hogy a mintamatrix milyen mértékben
befolyasolja a mérendd komponens ionizacidjat és igy a jelintenzitast. A vizsgalat soran
harom kiilonb6z6 koncentracioszinten készilt addicionalt viz- €s matrixmintak
jelintenzitasat hasonlitjuk 6ssze. Ha az eltérés meghaladja a 15%-ot, akkor a modszer
érdemi matrixhatast mutat.

A matrixhatds jelentdsen befolyasolhatja a megfeleld kalibracids stratégia
kivalasztasat is. A legegyszeriibb modszert az oldatkalibracio jelenti, amikor a kalibracios
oldatok tiszta oldoszerben készilnek (az olddszer osszetételének a gradiens kezdeti
koérulményeihez kell illeszkednie). Ez a megkdzelités jo eredményt ad peldaul felszini és
ivovizek, illetve egyéb tisztabb matrixok esetén. Magasabb koncentracidtartomanyban a
mintak higitasa tovabb csdkkenti a matrixkomponensek hatasat, igy az oldatkalibréacio
pontosabba valik.

Komplex métrixok (plazma, szérum, szennyviz, élelmiszer) esetén azonban a tiszta

olddszeres kalibracio gyakran nem tiikr6zi a valddi jelviszonyokat. llyenkor alkalmazandd
a blank matrix alapu kalibracid, amelyben a kalibracios pontokat a mérendé komponens
nélkiili, de a vizsgalt mintdhoz nagyon hasonld Osszetételli matrixban készitjiik. Ez
jelentésen javitja a pontossagot, ugyanakkor megfelel6 tires matrix beszerzése nem mindig
lehetséges. Exogén komponensek mérésénél (pl. gydgyszermaradvanyok plazméban) a
blank matrix konnyen hozzaférhetd, endogén anyagok (pl. szteroidok, metabolitok) esetén
viszont gyakorlatilag nem.
Endogén analitok merésére részben megoldast jelenthet a komponensek matrixbol térténd
eltavolitasa, illetve a valodi mintahoz hasonld Osszetételi szintetikus modellmatrix
alkalmazésa. Bar ez nem tokéletesen egyezik meg a valos matrixszal, Iényegesen kdzelebb
all hozza, mint a tiszta olddszer.

A legpontosabb eredményt az addicios kalibracio adja. Ennél a megkdzelitésnél a

vizsgéaland6é mintahoz tobb koncentracidszinten ismert mennyiségii mérendé komponenst
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adunk, majd a kapott jelintenzitasokbol hatarozzuk meg az eredeti minta koncentraciojat.
Bar ez a moddszer nagy pontossagot nyujt, jelentés id6- és munkaraforditast igényel:
egyetlen koncentracié meghatérozasahoz legalabb 4-5 mérést kell elvégezni, ezért nagy

mintaszam esetén nem alkalmazhato rutinszertien.

2.6.6. Stabilitas

A vizsgalt komponensek stabilitdsat kiilonbozé koriilmények kozott, harom
koncentracidszinten kell értékelni. A vizsgalat magaban foglalja:

- Rovid tava stabilitas: a mintak szobahOmeérsékleten torténd tarolasa legalabb 12
oran at.

- Hosszl tavl stabilitas: a mintdk fagyasztva torténé tarolasa, majd haromszori
fagyasztas—olvasztas ciklust kdvetéen 14 napig tarto megdrzés.

- Injektélési stabilitas: az elokészitett mintdk mintatartoban, az analizator mintavételi
koriilményei kozott legalabb 24 oran at torténd tarolasa, majd a koncentraciok
visszamérése.

A stabilitasi vizsgalatok célja annak igazolasa, hogy a minték eldkészitése €s tarolasa soran

nem torténik érdemi lebomlas vagy koncentracidvaltozas.

2.7. Ipari folyamatok ellenorzése, minoségbiztositas

2.7.1. Covid19

A COVID-19 betegséget a SARS-CoV-2 virus okozza, amely 2019 decemberében jelent
meg, majd 2020 marciusara vilagjarvanyt idézett el6. A virus stlyos léguti megbetegedést
okozott, amely szamos esetben halalos kimenetelil volt. A jarvany kezdetén még nem allt
rendelkezésre engedélyezett vakcina, igy a megeldzés elsddleges eszkdzét az izolacio
jelentette, azonban ennek ellenére a fertdzés gyorsan terjedt.

Az orvosi beavatkozasok ekkor elsOsorban a tiinetek enyhitésére iranyultak.
Szamos ismert antiviralis terapiat probaltak ki, mivel 0j hatéanyag kifejlesztésére nem volt
elegendé i1d6. E szerek gyors és nagy mennyiségli eldallitdsa, valamint biztonsagos
gyogyszerformaba torténd beépitése kulcskérdés volt.

Az egyik ilyen vegyiilet a favipiravir, amely széles spektrumu virusellenes szer, és
in vitro, valamint allatkisérletes modellekben egyarant gatolja a SARS-CoV-2
szaporodasat. Tudomanyos kdzlemények alapjan a korai favipiravir-kezelés csokkentette a

virusterhelést, ezaltal gyorsitotta a gydgyulast. 2020-ban a magyar kormany konzorciumot
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Ve

hozott létre a favipiravir hazai gyartastechnologidjanak  kifejlesztésére. A
Természettudomanyi Kutatokézpont feladata volt a szintézislépések optimalizalasa és a
laboratériumi szintli eléallitds. A folyamatot jelentésen nehezitette, hogy a vilagméretii
kereslet miatt a kiindulési anyagok hianycikké véltak, a szallitas pedig akadozott. A TTK
végezte a szintézisek analitikai tamogatasat is, beleértve a reakciokovetést,
szennyezésprofil-vizsgalatot, valamint a technologiai és formulazasi analitikai modszerek
kidolgozéséat. A validalt mddszerek ezutan atadasra keriiltek a konzorciumi partnereknek
és az OGYEI-nek.

A masik fontos antiviralis szer a remdesivir, amely rendkivil hatékony, azonban a
vizben gyakorlatilag oldhatatlan, igy énmagaban nem alkalmas injektabilis formulacid
készitésére. A Cyclolab munkatéarsai egy madositott ciklodextrint (szulfobutil-éter-p-
ciklodextrin) hoztak létre, amely képes a hatéanyag vizoldhatdsagat jelentdsen javitani. A
formulalt hatbanyagot még a Nemzetkozi Urallomason is vizsgaltdk, hogy
mikrogravitacids kérnyezetben tanulmanyozzak a remdesivir—ciklodextrin kdlcsénhatast.
A cél az volt, hogy csokkentsek a ciklodextrin sziilkséges mennyiségét a készitményben,
mivel a nagy cyklodextrin-terhelés kockézatot jelenthet vesebeteg pacienseknél.

2.7.2. Nitrézaminok

A nitr6zaminok mutagén hatasu vegyiiletek. Gyogyszerbiztonsagi szempontb6l 2018-ban
kerultek a figyelem kozéppontjaba, amikor a valsartan készitményekben N-nitrozo-
dimetilamint (NDMA) mutattak ki [123]. A szennyezOdés a hatdéanyag szintézise soran
keletkezett: a tetrazolgyiirii képzéséhez alkalmazott natrium-azid feleslegét natrium-
nitrittel bontottak el, amely azonban reakciéba Iépett a dimetil-formamidban jelen 1év6
dimetil- és dietil-aminnal, igy NDMA és NDEA keletkezett.

Ezt kovetéen széleskorti vizsgalatok indultak a gydgyszergyartds soran
potencialisan képzddd nitrozaminok feltérképezésére. Kezdetben a f6 kockdzatot az
oldoszerekben vagy azokkal egyiitt jelen 1€v6 kis molekulakbol képzddd nitrozaminok N-
nitrozo-dimetilamin, -dietilamin, -dibutilamin, -diizopropilamin (NDMA, NDEA, NDBA,
NDIPA) jelentették. Késébb bebizonyosodott, hogy nitrozalasra képes olddszer hidnyaban
is képzOdhetnek nitr6zaminok, ha a hatéanyag molekuldja szekunder amin funkciot
tartalmaz. Ennek megfelel6en a vizsgalatok kiterjedtek a hatdanyag-jellegii nitr6zaminok

kimutatasara is.
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A hatosagok idOkézben meghataroztak a nitr6zaminok napi maximalis beviteli
hatarértékeit, veszelyességi kategoriak szerint. A legszigorubb kategdriaban a megengedett
napi bevitel minddssze 18 ng, ami rendkivil alacsony koncentracié — kiléndsen nagy
toltettomegli gyogyszerformak esetében, ahol nagy tomegli mintabol kell kimutatni ezt a
mennyiséget [124,125].

Példaként emlithetd egy fenilefrin-tartalmud megfazas elleni italpor, amelynek
nitrézamin-szarmazéka (NNPE) a kezdeti 18 ng/nap kategoriabol a 100 ng/nap hatarértékii
csoportba ker(lt. A legnagyobb Kiszerelés 22,5 g/tasak, napi dozisa harom tasak, igy 67,5
g gyogyszerkészitményben kell kimutatni a 100 ng NNPE-t — ami komoly analitikai
kihivast jelent.

A nitrézaminok kimutatasaban a tomegspektrometria kulcsszerepet jatszik. A
kisebb molekulatomegii nitrozaminokat kezdetben GC—MS modszerekkel elemezték, mara
azonban az LC-MS/MS valt az elsddleges technikava még ezek esetében is. A gyartok sajat
validalt modszereket dolgoztak ki a kis molekulatomegii nitrozaminokra, mig a hatéanyag-
jellegi nitr6zaminok minden esetben egyedi modszerfejlesztést igényelnek. A
modszerfejlesztés sordn az ionizécid (ESI, APCI), a polaritéas kivalasztasa és kuléndsen a

kromatogréafias elvalasztas optimalizalasa meghatarozo jelentdségii.

2.7.3. Fermentacios uton torténo bioszimilaris
gyogyszergyartas

A gyogyszergyartas célmolekulai sokaig foként kismolekulaja vegyltiletek voltak.
Napjainkra azonban ez a szemlélet jelentdsen megvaltozott: egyre nagyobb teret nyernek a
nagy moltomegli biomolekuldk, elsésorban a fehérjealapt gyogyszerek. E fejlédésben
kulcsszerepe van a rekombinans technoldgianak [126,127]. A rekombinans fehérjéket
biotechnologiai uton allitjak eld, a folyamat pedig a kivant DNS-szakasz és a megfelel6
vektor 9sszekapcsolasaval, majd a rekombinans DNS gazdasejtbe juttatasaval kezdodik. A
vektor olyan biologiai hordozo, amely lehetdvé teszi egy kivalasztott gén bejuttatasat a
célsejtbe.

A rekombinans DNS bejuttatasara tobbfele géntranszfer-technika is ismert,
amelyek megvalasztasat els6sorban a gazdaszervezet tipusa hatarozza meg. Egyszeriibb
rekombinans fehérjék eldallitdsdhoz gyakran prokariota sejteket alkalmaznak; igy példaul
az inzulin termelése hagyomanyosan E. coli rendszerekben torténik. A bonyolultabb

szerkezetll, poszttranszlaciés modositasokat igényld fehérjék eldallitdsa azonban mar
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eukariota sejteket kivan. E c€lbol leggyakrabban emlds sejtvonalakat alkalmaznak, példaul
a terapidban széles korben hasznalt monoklonalis ellenanyagok eldallitasahoz [127,128].
Ma mar a terdpias rekombinans fehérjék 60—70%-at emlds sejtek termelik. Az iparban
legelterjedtebb sejtvonal a kinai horcsog petefészek-eredetii (Chinese Hamster Ovary
CHO), de gyakran hasznaljdk az egér mieléma (Non-secreting null, NSO) és a human
embrionalis vesesejt-eredeti (Human Embyonic kidney, HEK-293) sejtvonalakat is
[129,130].

Az elmult évtizedekben a rekombinans fehérjék hozama tobb mint szdzszoroséra
nott, ami nagyrészt a sejtkulturak tapfolyadékainak (médiumainak) jelentds fejlodésének
koszonhetd. A médiumok biztositjdk a sejtek novekedéséhez és a fehérjetermeléshez
szlikséges tdpanyagokat. A tapanyagbevitel mddja szerint a tenyésztési technikak tobb
tipusra oszthatok. A szakaszos tenyésztes (batch) soran minden tapanyagot a folyamat
elején juttatnak a médiumba. A rataplalasos-szakaszos (fed-batch) tenyésztés hasonlo
maodon indul, de a tdpanyagokat a folyamat soran tobbszor pétoljak. Ezt a stratégiat
alkalmazzék leggyakrabban a monoklonélis ellenanyagok ipari 1éptékii eléallitasakor
[131].

A sejtek ndvekedésének és a fehérjetermelés optimalizalasaban kiemelten fontos az
intracellularis metabolitok és a médium komponenseinek folyamatos nyomon kdvetése.
Erre a célra az egyik leghatékonyabb technika a nagy érzékenységli és szelektivitasu
folyadékkromatogréafiaval kapcsolt tandem tdmegspektrometria. Szdmos LC-MS/MS-
alapi modszer ismert a fobb komponensek — példdul aminosavak és vitaminok —
mennyiségi meghatarozasara [132,133]. Az aminosavak analizise ugyanakkor nem
egyszerii feladat: bar kémiai szerkezetiik hasonlo, polaritasuk és izoelektromos pontjuk
jelent6s kiilonbségeket mutat, ami a klasszikus kromatografias elvalasztist megneheziti.
Szarmazékképzés, ionparképzés vagy HILIC alkalmazéasa azonban hatékony megoldast
kinal, utobbi kilonosen alkalmas polaris vegyiletek — igy aminosavak — elvalasztasara
[134,135].

Az NMR spektroszkdpia szintén alkalmas 6sszetett biologiai mintdk kvantitativ,
mintaelokészités nélkiili vizsgalatara [136,137]. Nagy elonye kivalo reprodukalhatosaga,
ugyanakkor nagyobb mintammennyiséget igényel, és érzékenysége elmarad a
tomegspektrometriaétol. A technikai fejlesztéseknek kdszonhetéen azonban ma mar uM
tartomanyu kimutatasi hatar is elérhet6. Komplex mintdk esetén az 1H NMR
spektrumokban gyakori a jelatfedés, ezért sokszor sziikség van multidimenzids spektrumok

alkalmazasara.
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2.8. Klinikai tdmegspektrometria

A tomegspektrometria szamos teriileten alkalmazhatd, de kiemelt jelentdsége van a klinikai
diagnosztikdban. A modszerrel az €16 szervezetben el6forduld kis- €s nagymolekulak
egyarant nagy érzékenységgel és pontossaggal mérhetdk. A klinikai mérések els6dleges
célja a mennyiségi meghatarozas, hiszen egy adott molekula — legyen az endogén marker,
gyogyszerhatéanyag vagy metabolit — koncentracidja diagnosztikai szempontbdl dontd
fontossagu. A szervezet komponenseinek koncentracidja altalaban sziik fiziologias
tartomanyban mozog, ezért az ettdl valo eltérés koros allapotot jelezhet.

A gyakorlatban e molekulak mérésére leggyakrabban immunteszteket alkalmaznak
[138]. Ezek gyorsak és koltséghatékonyak, hatranyuk azonban a korlatozott specifitas:
gyakori a keresztreakcid, a metabolitokkal vagy hasonlé szerkezetli vegyiiletekkel valo
dsszemérés, ami a valds koncentracional magasabb eredményt adhat [139]. Emellett
minden célmolekulara kiilon reagenst kell fejleszteni, ami id6- és koOltségigényes. A
tdmegspektrometria ezzel szemben kivalo alternativat kinal [140-142]. Erzékenysége
vetekszik az immuntesztekével, ugyanakkor lényegesen nagyobb szelektivitasa révén
képes megkiilonboztetni a célmolekulat, annak metabolitjait és a hasonld szerkezetli
komponenseket. Egyetlen miiszerrel szamos célmolekula mérhet6, és a modszerfejlesztés
is gyorsabb és kevésbé koltséges. Ennek kdszonhetden a tomegspektrometria klinikai
alkalmazasa rohamosan béviil, és egyre tobb laboratorium rendelkezik sajat LC-MS

rendszerrel.

2.8.1. Szteroid hormonok mennyiségi meghatarozasa

A szteroid hormonok a szteranvézas lipidek kozé tartoznak [143]. Bioszintézisik a
szervezetben koleszterinbdl indul ki, és olyan endokrin mirigyekben zajlik, mint a
mellékvesekéreg vagy az ivarmirigyek [144]. Hatasukat a célsejtekbe jutva, a specifikus
intracelluléris  receptorokhoz  kotddve fejtik ki. A keringésben tobbnyire
hordozéfehérjékhez kotddnek: egyes fehérjék (pl. albumin) alacsony affinitassal, mig
masok — példaul a nemihormon-k&té globulin (SHBG) — nagy affinitassal kotik 6ket. A
kotédés mértéke jelentdsen befolydsolja a szteroidok eliminaciojat és bioldgiai
hozzaférhetdségét. Mig a szabad és gyengén kotddd frakcid konnyen hozzaférhetd, addig
a szorosan kotott hormonok elérhetdsége korlatozott. Kordbban ugy vélték, hogy a
fehérjehez kotott frakcid inaktiv, de ma mar ismert, hogy az SHBG-hez kotott 6sztrogének

és androgének is fontos élettani szerepet jatszanak [145].
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korképek diagnosztikjaban, mint a veleszuletett mellékvese-megnagyobbodas, policisztas
ovarium szindroma, mellékvese-elégtelenség vagy a Cushing-szindroma [146-148]. A
hormonok mar igen alacsony koncentracidban is hatékonyak, igy mennyiséguk
meghatarozasa nagy érzékenységet igényel. A klinikai gyakorlatban a legelterjedtebb
modszerek az immuntesztek, melyek olcsok és nagy ateresztoképességiick, azonban
gyakran nem eléggé specifikusak, és keresztreakcidra hajlamosak [149]. Az elmdlt években
ezért egyre nagyobb szerepet kapnak az LC-MS/MS-alapi mddszerek, amelyek nagy
érzékenységuk és specifitasuk révén kulondsen hasznosak az endokrinologiai
diagnosztikaban [147,150]. Szamos vizsgalat foglalkozik a szteroidok kiilonbdz6 bioldgiai
matrixokbdl — plazmabdl, nyalbol, vizeletb6l vagy hajbdl — térténé meghatarozasaval
[148,151-155]. A tandem tomegspektrometridhoz kapcsolt HPLC rendszerek az alacsony
koncentraciok kimutatasaban kiemelked6en hatékonyak, ezért mara a szteroidanalitika
legfontosabb eszkdzévé valtak [156]. Noha az LC-MS/MS érzékenysége kivald, a szteroid
hormonok mérése mégsem mindig rutinfeladat. Ennek tobb oka is van. A legtdbb szteroid
hidroféb, ami megneheziti a HPLC-s elvalasztast, és polaritasuk is alacsony, ami gyenge
ionizalhatdsagot eredményez. Sok esetben a standard elektroporlasztas (ESI) nem biztosit
elég jO ionizéacios hatasfokot, igy az APCI vagy fotoionizaciés médok alkalmazésa
szlikséges. Az érzékenyseg fokozasa kiemelt kutatasi terllet; tobb megkdzelités létezik,
példaul szarmazékképzés, mikroLC-re torténé atallas, on-line SPE alkalmazéasa vagy
nagyobb injektalt térfogatok hasznalata. A legjobb érzékenység gyakran e technikak

kombinaciodjaval érhetd el.

2.8.2. Terapiaban hasznalatos gyogyszerszintek mérése (TDM)

A szervezetiinkbe kiilsé Gton bejutd anyagok legnagyobb része valamilyen gydgyszeres
terapias kezelés kovetkeztében kertl a vérdramba. A gyogyszeres terdpia a betegség
diagnosztizalasaval kezdddik, ezt kovetden torténik meg a megfeleld gyogyszer
kivalasztasa és a dozis meghatarozasa. A dozis megallapitasakor az orvos figyelembe veszi
az alkalmazott hatéanyagot, a paciens korat, testsulyat, valamint egyéb, a farmakokinetikat
befolyasold tényezdket. A terapias gyogyszerszintek beallitdsa azonban Gsszetett feladat,
mivel a plazmaszintet nemcsak a bevitt dozis, hanem tobb, egyénenként eltérd élettani
folyamat egyuttes hatasa hatarozza meg. A cél az, hogy az adott gydgyszer mennyisége a

szervezetben elérje és fenntartsa a kivant terapias szintet. Mivel a legtobb hatéanyag
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terapias tartomanya viszonylag sziik, a kezelés optimalis beallitasdhoz gyakran sziikség van
a tényleges gyogyszerszint mérésére. Ahogy azt az el6z06 részben mar emlitettem, a Klinikai
gyakorlatban tobb mddszer all rendelkezésre a gyogyszerszintek meghatarozasara. Ezek
tobbsége immunteszten alapul, azonban ezen eljaradsok hatranya, hogy viszonylag alacsony
szelektivitdsuk miatt keresztreagalhatnak metabolitokkal, ami pontatlan eredményekhez
vezethet. A tomegspektrometria ezzel szemben rendkivil pontos és megbizhaté modszer a
gyogyszermolekuldk vérbeli koncentricidjdnak meghatarozasara [156,157]. Nagy
érzékenyseége révén alacsony doézisban alkalmazott hatéanyagok esetén is pontos
mennyiségi meghatarozast tesz lehetové, tovabba kivald szelektivitasa folytdn képes
megkilonboztetni az anyavegyuletet annak metabolitjaitol. Mindezek miatt a
tdmegspektrometrian alapul6 TDM napjainkban az egyik legmegbizhatobb analitikai
modszer a terdpids gyogyszerszintek monitorozasara. A terdpias gyogyszerszint-
monitorozas igy nemcsak analitikai feladat, hanem a gydgyszeres kezelés biztonsaganak és

hatékonysaganak egyre nélkildzhetetlenebb eleme.

2.8.3. Epigenetika, DNS metilaciods szintjenek meghatarozasa

A DNS-t az ¢l szervezetek elsddleges orokitdanyagaként tartjuk szamon. A benne
talalhaté nukleotidsorrend tartalmazza azokat az alapvetd genetikai informaciokat,
amelyek generaciordl genericiora atorokitddnek. Ismeretes azonban, hogy a genom
szerkezetében olyan kémiai modosulasok is létrejohetnek, amelyek nem valtoztatjak meg
a nukleotidsorrendet, mégis orokithetd hatassal vannak a gének miikddésére és az utdédok
fenotipusara. Ezt a DNS-szekvencian tulmutatd, szabalyozé folyamatok Osszességét
epigenetikanak nevezzilk [158]. A mai tudasunk szerint az epigenetikai szabalyozés
legfontosabb mechanizmusai a kromatin szerkezetét befolyasold hisztonmadosulasok és a
DNS-metilaciés mintazatok, melyek alapvetden meghatarozzak a gének transzkripcios
aktivitasat.

Az epigenetikai jelenségeket szamos élettani és koros allapottal hoztak
Osszefliggésbe. Kutatasok igazoltdk, hogy bizonyos betegségek megjelenésével
parhuzamosan megvaltozik a genomialis metilacié mintdzata [159]. Egyel6re nem minden
esetben tisztazott, hogy az epigenetikai valtozas a betegség oka vagy kovetkezmeénye,
azonban kétségtelen, hogy az epigenetikai vizsgalatok a modern biomedicinalis kutatasok

kozponti terliletét képezik.
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A DNS-metilacio soran metilcsoport keril a citozin bazis 5. szénatomjara, amely
gerincesekben és névényekben elsésorban a CpG dinukleotidokban fordul elé [160]. A
metilcsoport donorja az S-adenozil-metionin  (SAM-CH3), amelyb6l a DNS-
metiltranszferaz (DNMT) enzimek kozremiikodésével 5-metilcitozin (5mC) és S-adenozil-
homocisztein (SAH) keletkezik [161]. A genomialis metilacio mértéke az egyedfejlodés
soran jelentdsen valtozik: a korai embriogenezisben csokken, majd ezt kovetden a genom
nagymértékben Gjrametilalodik. A szomatikus sejtek metilacidés mintazata ezzel szemben
viszonylag stabil marad [160]. A metil&cids allapotra azonban az életmdd, a taplalkozas és
egyéb kornyezeti tényezOk is hatassal lehetnek. A CpG helyek hipo- vagy hipermetilacioja
potencialis ~ biomarkerként  szolgalhat a  betegségek  diagnosztizalasaban,
allapotfelmérésében és prognosztizalasaban [162,163].

A DNS-hidroximetilacidja soran az 5-metilcitozin a TET (ten-eleven translocation)
fehérjecsalad tagjai altal oxidalodik, és 5-hidroximetilcitozin (5hmC) keletkezik [164—
166]. A TET fehérjék Fe**- és a-ketoglutarat-fiiggd oxidazok, amelyek az aktiv
demetilacios folyamatok elsd 1épéseit iranyitjdk. A ShmC tovabbi oxidaciojaval 5-
formilcitozin (5fC), majd 5-karboxilcitozin (5caC) is képzddhet, amelyek a baziskivagd
javitd mechanizmusokon keresztiil visszaalakulhatnak nem metilalt citozinna. Az 5hmC
eloszlasa a kiilonb6z6 sejttipusokban jelentds eltérést mutat: legnagyobb mennyiségben az
agyban talalhatd, mig mas szévetekben koncentracioja 10-100-szor alacsonyabb [167]. Az
ShmC fontos szerepldje a génexpresszid szabalyozasanak, tobbek kozott a
sejtdifferenciacio, fejlédés és dregedés folyamataiban is részt vesz [168].

A DNS-metilacio és -hidroximetilacié vizsgalatara szamos analitikai médszer all
rendelkezésre [169-172]. A kromatografias-tomegspektrometrids eljarasok esetében a
DNS lancanak lebontasa szlikséges a modositott nukleobazisok vagy nukleozidok
mérésehez. A hasitas torténhet enzimatikus uton, amely regionalis informéacidkat szolgéaltat
a metilacio eloszlasardl, vagy kémiai Gton, amely teljes hidrolizist eredményez, és globalis
metil&ciés mintazat meghatarozésara alkalmas. Az enzimatikus hidrolizis termékei a
nukleotidok és nukleozidok [161,163]. A kémiai hidrolizis egyik elterjedt modszere
tomény hangyasav hozziadasan és hokezelésen alapul, amelynek hatdsdra a DNS lanc
szabad bazisokra hasad. A keletkezett nukleinsav-bazisok mennyiségi meghatarozasara
savas hidrolizis esetén leggyakrabban folyadékkromatograffal kapcsolt tandem
tdmegspektrometriat (LC-MS/MS) alkalmaznak [120,173].
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2.8.4. Transzplantacio

Szamos esetben csak ugy menthetd meg egy beteg élete, ha a miikodésképtelenné valt
szervét egy egészseges donor szervére cseréljik, mivel az érintett szerv tobbé nem képes
ellatni 1étfontossagu feladatait. Ezt a miitéti beavatkozast nevezziik szervatiiltetésnek, vagy
transzplantacionak. A transzplantacio fejlddésének elsé mérfoldkovét Carrel tette le 1901-
ben az érvarat-technika leirdséval [174]. Emberbe el6szor Jaboulay Ultetett at sertés és
kosvesét veseelégtelenségben szenvedd betegekbe, ami azonban csak néhany oOraig
mukodott. Az attorést 1954-ben Murray és munkatarsai altal egypetéjii ikrek kozott

elvégzett veseéatlltetése jelentette. A sikeres transzplanticiohoz hosszu Ut vezetett. A

belltetett szervet ugyanis a szervezet testidegen anyagként kezeli, és az immunrendszer

megkezdi a ,,betolakodd” eltavolitasat. Ennek eredményeként a szerv kilokddése figyelhetd
meg. Ahhoz, hogy a beliltetett szerv huzamosabb ideig bent maradjon, a recipiens (fogado)
egyén immunrendszerét le kell gyengiteni. Azokat a kémiai anyagokat, melyek egy adott
¢161ény immunrendszerét tompitani, csokkenteni képesek, immunszuppresszansoknak
nevezzik.

1959-ben Schwartz és Damashek mutattak ki, hogy egy citotoxikus daganatellenes
szer, a 6-merkaptopurin, immungatlé hatéssal is rendelkezik [175]. AzOta az
immunszuppresszio tobb hatdanyagcsoporttal is elérhetd, melyeket elsddleges
hatdsmechanizmusuk szerint kiilonbdztetlink meg.

- Kortikoszteroidok: Szervtranszplantaciokban és autoimmun betegségek kezelésében
széles korben alkalmazzak 6ket. Immunrendszer-gatlo, a citoszolikus glikokortikoid
receptorhoz kotédve, génexpresszios valtozasokat indukalva fejtik ki hatasukat [176].

- Antimetabolit tipust szerek: Az azatioprin és a mikofenolsav-mofetil prodrugok,
amelyek a szervezetben alakulnak at aktiv formava, és a de novo purinszintézis gatlasan
keresztil csokkentik a limfocitak proliferaciojat [176].

- Kalcineurin-inhibitorok: A kalcineurin foszfatdz kulcsszerepet jatszik a T-sejtek
aktivaciojahoz sziikséges citokintermelés szabalyozasaban. Gatlasuk kovetkeztében
nem indul el a teljes immunvalasz [177]. E csoportba tartozik a ciklosporin A (CSA) és
a tacrolimus (FK506), mig a rapamycin (sirolimus) és everolimus az mTOR jelatviteli
utvonal gatlasan keresztul fejtik ki immunszuppressziv hatasukat.

Mint minden gydgyszernek, az immunszuppressziv szereknek is vannak mellékhatasaik,

melyek tobbnyire dézisfiiggdk. Transzplantaciot kovetden nagyobb adagokra van sziikség,

és a kezelés tartds, igy a mellékhatasok gyakrabban és sulyosabb formaban jelentkezhetnek.
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A terdpia optimalizalasat neheziti, hogy a hatasos koncentracidtartomany sziik, ¢s mind az
alul-, mind a tuladagolds komoly kdvetkezményekkel jar. Terdpias tartomany alatt
fokozodik a kilokddés kockéazata, mig a tartomany felett toxikus hatasok 1éphetnek fel.
Emiatt a gyogyszerszintek folyamatos monitorozasa elengedhetetlen.

A Klinikai gyakorlatban a legelterjedtebbek az EMIT (Enzyme Multiplied Immunoassay
Technique) es az FPIA (Fluorescence Polarization Immunoassay) modszerek [174,179].
Ezen technikak elénye a konnyl kezelhetség, a gyors atfutasi idd, a nagy mintaszdm
vizsgalatanak lehetésége, valamint az, hogy nem igényelnek kiemelten magas
szakképzettséget vagy jelentds beruhdzast. Ugyanakkor két jelentds korlatjuk is van.
Egyrészt korlatozott a szelektivitasuk, mivel a CSA metabolitjai interferalhatnak a
méréssel: az antitestek részlegesen keresztreakcidba léphetnek vellk, ezaltal pontatlanul
magas koncentraciot eredményezve. Masrészt a modszerek nem rendelkeznek megfelelé

“ s/

mérés el6tt gyakran higitast igényelnek [180].

2.9. Idofiiggo analitikai vizsgalatok biologiai
rendszerekben

A komplex bioldgiai rendszerekben lejatsz6do folyamatok vizsgalata gyakran nem statikus
koncentracioértékek meghatarozasat, hanem a koncentraciok idobeli valtozdsdnak nyomon
kovetését igényli. Az ilyen jellegli mérések soran a cél nem csupan az adott komponens
aktualis mennyiségének meghatarozadsa, hanem annak feltarasa is, hogy a
koncentracidvaltozas milyen folyamatok — példaul transzport, eloszlas, metabolikus
atalakulas vagy eliminacio — kovetkezménye. Analitikai szempontbol mind a
transzportfolyamatok, mind a farmakokinetikai vizsgalatok k6z6s kihivasa a megbizhato,
reprodukalhatd ¢és idOben felbontott mennyiségi meghatarozas kiilonb6zoé biologiai

matrixokban

2.9.1. Transzportfolyamatok

Az €16 szervezetek alapvetd épitdegységei a sejtek, amelyeket sejthartya (plazmamembran)
hatarol. A membran vélasztja el a sejt bels6 kornyezetét a kiilvilagtol, és szabalyozza az
anyagok bejutasat, illetve eltdvozasat. Az anyagok sejtbe vagy sejtbdl torténd aramlasat

Osszefoglaléan transzportnak nevezzik. A transzportfolyamatok a sejtmiikodés
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elengedhetetlen elemei [181]. A transzport mechanizmusa alapjan két f6 tipust kiilonitiink
el: passziv és aktiv transzportot. Passziv transzport az anyagok a koncentracidgradiensnek
megfelelden, energiabefektetés nélkiil jutnak at egyik térbdl a masikba. Elsésorban kis
méretii, toltéssel nem rendelkezd, hidroféb molekuldk képesek igy atjutni a membrénon. A
transzportot minden esetben a membranba beépiil6 integrans membranfehérjék biztositjak.
A passziv transzportban két f6 fehérjecsoport vesz részt:

e Csatornafehérjék, amelyek hidrofil porust képezve engedik at a vizet vagy az
ionokat anélkiil, hogy azokhoz kovalensen kotddnének. Az ateresztés a fehérje
helikalis régioi kdzott valosul meg.

e Transzporter fehérjék, amelyekhez a ligandum reverzibilisen kotddik,
konformaciovaltozast indukélva.

A transzporterek egy vagy tobb komponenst képesek azonos, illetve ellentétes iranyba is
atszallitani — mindezt tovabbra is energiabefektetés nélkil. Ezzel szemben létezik a
transzportfehérjéknek egy harmadik fajtaja, az ATP-fliggé pumpafehérjék, amelyek az
ATP hidroliziséb6l szarmazé energiat felhasznalva (aktiv transzport) anyagokat juttatnak
pumpafehérjék egyik legjelentésebb csoportjat az ABC-transzporterek (ATP-binding
cassette) alkotjak. Ezek a nagyméretli integrans membranfehérjék kilonféle anyagokat —
aminosavakat, kisebb peptideket, toxikus anyagokat — képesek ATP felhasznalasaval
atjuttatni a plazmamembranon [182-184].

Az ABC-transzporterek egyik kiemelt jelentdségli tagja az MDR (multidrug
resistance) fehérje, mas néven P-glikoprotein (ABCBL). Ez a transzporter a sejtek egyik
legfontosabb gyogyszer-efflux mechanizmusaért felelés: széles szubsztratspecificitassal
rendelkezik, és szamos lipofil, farmakoldgiailag aktiv molekulat képes eltavolitani a
jatszik a gyogyszerrezisztencia kialakulasaban, kiléndsen daganatos sejtekben, ahol tulzott
expresszioja a kemoterapias szerek hatékonysagat is csokkentheti. A fehérje foként a
majban, vesében, bélhdmsejtekben és a vér—agygatban talalhatdé meg, igy alapvetden
meghatarozza szamos xenobiotikum felszivddasat, eloszlasat és eliminaciojat. Mivel az
MDR aktivitasa vagy gatlasa érdemben befolyasolhatja egyes gydgyszerek
farmakokinetikajat, vizsgalata a gyogyszerfejlesztés szempontjabdl kiemelt jelentéségii
[185-188].
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2.9.1.1. Bajkalin.

A bajkalin — a bajkalein egyik f6 metabolitja — jol ismert antioxidans [189], rékellenes
[190], gyulladascsokkent6 [191,192] és virus6lé [193] tulajdonsdgairol. Ennek
koszonhetden farmakokinetikai és potencialis terapias hatdsainak vizsgalata az elmult
évtizedben jelentés kutatasi érdeklddés kozéppontjaba keriilt. A vegyllet természetes
forrésai koze tartozik a Scutellaria nemzetség tobb faja — killénosen a bajkali csukdka —,
valamint az ezekbdl eldallitott gydgyszerek és gyogyhatasu készitmények [194].

Szamos tanulmany foglalkozott a bajkali csukdka (Scutellaria baicalensis) szaritott
gyokerében talalhatd bioaktiv komponensek egyuttes meghatarozasaval. Az alkalmazott
analitikai modszerek jellemzéen HPLC-, LC-MS-, illetve LC-MS/MS-alapl technikak
[195-197]. A bajkalein oralis adagolas utan hatékonyan felszivodik, és dontden bajkalinna
konjugalddva jelenik meg a szisztémas keringésben [198].

Az enterocytdkban intracelluldrisan képzddd bajkalin kidramlasa nagy
valoszinliséggel un. carrier-mediated transzporthoz  kotott, amely kiilonb6zo
membrantranszporterek kozvetité szerepét feltételezi [199]. Annak meghatarozasahoz,
hogy mely transzporterek jarulnak hozza a bajkalin effluxahoz, az ATP-fiiggé bajkalin-
felhalmozddas vizsgalata szikséges. Ez a folyamat kozvetlendl is tanulmanyozhatd olyan
membranvezikulakban, amelyekben az adott transzporterek talexpresszalt formaban
vannak jelen [200].

2.9.1.2. Kinidin

A kinidin egy természetes eredetll kinolinvazas alkaloid, amelyet elsdsorban a Cinchona
nemzetségbe tartozo6 fafajok kérgébdl izolaltak. Farmakologiai szempontbdl klasszikusan
antiaritmias hatdanyagként ismert, ugyanakkor jelentGs szerepet tolt be a gydgyszer-
transzport és gydgyszer—gyogyszer kolcsénhatasok vizsgalataban is. Ennek oka, hogy a
kinidin jol jellemzett szubsztratja a P-glikoproteinnek (P-gp), amely az ATP-fiiggé efflux
transzporterek egyik legfontosabb képviseldje [201]. A P-gp széles korben expresszalodik
a szervezet kiilonb6z6 barrierrendszereiben, igy az intestinalis hdAmsejtekben, a vér—agy gat
endotélsejtjeiben, valamint az orrnyalkahartyaban is. Ennek kovetkeztében a Kinidin
farmakokinetikai viselkedése nagymértékben fligg a P-gp aktivitasatol, ami idealis
modellvegylletté teszi a transzporter-fliggé felszivodasi és eloszlasi folyamatok
tanulmanyozasara [202]. Szamos irodalmi adat igazolja, hogy a P-gp gatlasa jelentdsen
megvaltoztatja a kinidin szdveti penetrécidjat, kilondsen a kozponti idegrendszerbe torténd

bejutasat [203,204]. Az utdbbi években egyre nagyobb figyelem iranyul az orrliregen
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keresztiili, kozvetlen agyi gyogyszerbevitel lehetdségére, amely alternativat kinalhat a vér—
agy gat megkerilésére. Ebben a kontextusban kiléndsen fontos annak vizsgéalata, hogy a
transzporterek — elsésorban a P-gp — milyen szerepet jatszanak az intranazalisan
alkalmazott hat6anyagok felszivodasaban és agyi eloszlasaban. A kinidin, mint jol definialt
P-gp-szubsztrat, alkalmas modellrendszert biztosit ezen folyamatok kisérletes
tanulmanyozasahoz.

A transzportfolyamatok kvantitativ vizsgalata ugyanakkor érzékeny és szelektiv
analitikai maddszereket igényel, mivel a célmolekula koncentracidja gyakran alacsony, €és
bioldgiai matrixokban kell meghatarozni. A kinidinnel végzett transzportkisérletek ezért

szorosan 0sszekapcsolodnak az LC-MS alapd mennyiségi meghatarozasokkal.

2.9.2. Farmakokinetika

A Klinikai tdmegspektrometria egyik kiemelten fontos alkalmazésa a szervezetbe kertlt
gyogyszermolekuldk sorsanak nyomon kdvetése. A farmakokinetikai vizsgalatok célja
annak meghatarozésa, hogyan valtozik a gyogyszer koncentracidja a szervezet kiilonb6z6
tereiben, és miként jut el a hatds helyére. A folyamatot négy {6 1épés irja le: a felszivodas
(Absorption), az eloszlas (Distribution), a metabolizacié (Metabolism) és a kiurdlés
(Excretion). Ezt a modellt az angol kezddbetiik alapjan Osszefoglalban ADME-nek
nevezzik [205].

A gyogyszeres terapia a megfeleld hatdanyag kivalasztasaval és a sziikséges dozis
meghatarozasaval kezdddik. A beadott gyogyszernek el kell jutnia a hatds helyére, és ott
olyan koncentracioban kell jelen lennie, amely biztositja a kivant terapias hatast. A
szervezet ugyanakkor a gyogyszereket is testidegen anyagként kezeli, és meginditja azok
atalakitasat és eliminacigjat. A terapias szint kialakuldsa és fenntartasa igy a bevitel és a
lebontas/eliminacid egyiittes ereddjeként alakul ki. Az optimalis dozis meghatarozasahoz
ismernink kell az adott egyén metabolizécidés kapacitasat. A gyogyszermolekulak
lebontasa tobb szervben is torténhet, azonban leggyakrabban a mdj enzimrendszerei,
els6sorban a citokrom P450 (CYP) enzimek feleldsek az atalakitasukért [206]. Az enzimek
aktivitasa egyénenkent jelentsen eltérhet. Ennek egyik legfontosabb oka a genetikai
variabilitas: az enzimeket kodold gének kiilonbozo alléljai eltéréd mennyiségi, illetve eltérd
hatékonysagu fehérjét eredményezhetnek. A genetikai variabilitas hatterében gyakran

génpolimorfizmusok allnak, amelyek kdvetkeztében a kddolt enzim expresszidja csokkent,
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megvaltozott mukodést lehet, vagy akar teljesen hidnyozhat is. Emiatt az egyének
gyogyszerlebontd képessége kozott jelentds kiillonbségek figyelhetok meg.

A gyors metabolizalok esetében a gyogyszer lebomlasa és kitiriilése rovidebb id6
alatt megy végbe, igy a beadott dozis koncentracidja hamarabb csdkken a terapias szint ala.
Esetlikben gyakran magasabb dozisra lehet szilkség a hatas fenntartasdhoz. Ezzel szemben
a lasst metabolizalok ugyanazon dozis mellett magasabb gydgyszerszinteket halmozhatnak
fel, ami akar toxikus hatast is eredményezhet. Mindezek miatt kiemelten fontos a korabban
mar emlitett gyogyszerszint mérése, kiilondsen olyan hatéanyagok esetében, amelyek sziik
terapias tartomannyal rendelkeznek.

Az LC-MS alapt klinikai vizsgélatok elterjedését eldsegitik az egyre nagyobb
érzékenységli, ugyanakkor egyre megfizethetobb miiszerek. Bar a modszer jelenleg még
komplexebb, mint a hagyomanyos immuntesztek, vildgszerte jelentds erdfeszitések
torténnek olyan egyszerli, konnyen bedllithatd ¢és technikus/asszisztensi szinten is

elvégezhet6 LC—MS alapu protokollok kidolgozésara [207,208].

2.9.2.1. A doxorubicin farmakokinetikai viselkedésének vizsgalata

A doxorubicin széles korben alkalmazott antraciklin tipusi kemoterapias szer, amely
hatékonysaga mellett jelentds, dozislimitald mellékhatasokkal —  kiléndsen
kardiotoxicitassal — rendelkezik [209,210]. A hatdanyag klinikai alkalmazasat ezért
alapvetden meghatarozza annak farmakokinetikai viselkedése €és szoveti eloszlasa, amelyet
szamos transzportfolyamat, kdztiik a P-glikoprotein (P-gp) aktivitasa is befolyasol. A P-gp
szerepe kiilondsen jelentds a doxorubicin eliminacidjaban €s a kritikus szervekben
kialakuld expozicid szabalyozasaban, igy a transzporter gatlasa a hatbanyag
biohasznosulasat és toxicitasi profiljat egyardnt modosithatja [211,212]. Ennek
megfeleléen a doxorubicin és P-gp-gatlok egylttes alkalmazasanak farmakokinetikai
jobb megeértésében [213]. Az ilyen jellegli vizsgalatok megbizhaté analitikai hatteret
igényelnek, amelyet nagy szelektivitast és érzékenységii LC—MS alapt modszerek képesek
biztositani [207].

2.9.2.2. Uj tipust koleszterinszint-csokkentd hatasa molekula: LK-935
A széles korben alkalmazott sztatin-tipus koleszterinszint-csokkentok —altalaban
biztonsagos és hatékony gyogyszerek [214,215]. Alkalmazasuk ugyanakkor ritkan, de

sulyos myopathiat, valamint kulonféle gyogyszerkdlcsonhatasokat okozhat [216-219].
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Mindez indokoltta teszi olyan 0j tipusu hatéanyagok fejlesztését, amelyek a sztatinok altal
gatolt HMG-CoA-reduktaztol eltéré enzimeket céloznak meg [217].

A szlovén Lek gyogyszergyar kutatoi egy Uj, nem sztatin tipusd molekulat
fejlesztettek ki, az LK-935-6t, amely a lanoszterol-14a-demetilaz enzim géatlasaval
csokkenti a koleszterin bioszintézisét. Ez a timadaspont a sztatinok altal blokkolt Iépést
koveti a szteroid-bioszintetikus utvonalon, ami azért jelentGs, mert igy mas, a szervezet
szamara esszencialis szteroidok el@allitasa nem gatlodik [220]. Az LK-935 igéretes
farmakokinetikai tulajdonsagokat mutatott, eés ezekhez a kutatdsokhoz csatlakoztunk

analitikai oldalrol.

2.9.2.3. Blebbistatin-szarmazekok komplex farmakokinetikai vizsgalata

A blebbistatin a myosin-2 csalad szelektiv inhibitora, amelyet széles kérben alkalmaznak
kiilonboz6 sejtes folyamatok — példaul sejtmotilitas, kontraktilitds és sejtosztodas —
vizsgalatara [221,222]. A vegylulet és szarmazékai klasszikus ,,tool compound’-ként
szolgélnak a myosin-2 funkciok tanulmanyozasaban [223,224]. Ugyanakkor a blebbistatin
farmakologiai alkalmazhatdsagat jelentdsen befolyasoljak kedvezotlen fizikai-kémiai és
farmakokinetikai tulajdonsagai, killéndsen a gyors metabolizmus és az alacsony stabilitas,
amelyek modositasa érdekében szamos szerkezeti varianst fejlesztettek ki [225,226]. A
blebbistatin és szarmazékai esetében a bioldgiai hatds és a molekularis sors kdzotti
kapcsolat nem trivialis: a gyors eliminacid €s az intenziv metabolikus atalakulés jelentdsen
befolyasolja az in vivo megfigyelhetd hatasokat. Ennek kovetkeztében a farmakologiai
vélasz értelmezése csak a koncentracié—id6 profilok és a keletkezé metabolitok részletes
ismeretében lehetséges. Ez a rendszer ezért kiilléndsen alkalmas modellként szolgal annak
bemutatasara, hogy a kvantitativ LC-MS alapu farmakokinetikai mérések miként
egeészithetdk ki nagyfelbontasu tomegspektrometrids metabolitazonositassal, lehetdveé téve

a komplex bioldgiai és farmakokinetikai folyamatok integralt értelmezését.
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3. Célkitiizések

Abban a szerencsés helyzetben volt részem, hogy személyesen kdvethettem végig a
tdmegspektrometria elmalt kdzel negyven évben bekovetkezett, talan legjelent6sebb
technologiai fejlodését. Akkor 1éptem be elészor a tomegspektrometrias labor ajtajan,
amikor a GC-MS és az elektron ionizacio (El) jelentette a legtdbb analitikai probléma
megoldasanak alapjat. Mar ekkor is érzékelhetd volt az egyre ndvekvd igény a
tdmegspektrometrids vizsgalatok irant, és a legkuldnfélébb feladatokkal talaltak meg:
voltak koztik elsd ranézésre egyszerlinek tind, valamint kezdettdl fogva komplex
kihivasok is. Gyakran azonban az ,,egyszertinek” latszé feladatokrol deriilt ki, hogy joval
bonyolultabbak a vartnal. Ezek jelentették szamomra a valodi szakmai inspiraciot.

Bar léteznek tomegspektrometriaval foglalkoz6 tankonyvek, egyik sem kinél
univerzalis megoldast azokra a gyakorlati problémakra, amelyekkel a mindennapok soran
szembesiltem. A feladatok megoldasa igy tobbnyire a rendelkezésre allé technoldgiak
hatarait feszegette, ami 0j technikai megoldasok kidolgozasahoz, majd ezekre épiilé
alkalmazéasok fejlesztéséhez vezetett.

A mennyiségi meghatirozasok teriiletén szakmai palydm sordn kitlizott céljaim
harom f6 teriilet koré rendezhetdk: az analitikai modszertani fejlesztések, az ipari
alkalmazasok analitikai tamogatasa, valamint a Klinikai és diagnosztikai kihivasok
megoldésa.

Technikai fejlesztések megvaldsitasa

« Egyszerli, megbizhato mintael6készitési eljardsok kidolgozdsa célmolekuldk
komplex matrixokbol torténé mennyisegi meghatarozasara.

« A mennyiségi analizis érzékenysegét és megbizhatésagat meghatarozé
tdmegspektrometrids paraméterek optimalizalasa.

* Az egy injektalassal mérhet6 komponensek  szamdnak novelése
multikomponenses analitikai stratégiak alkalmazasaval.

«  Kromatografias modszerek fejlesztése a szelektivitas és az érzékenység egylittes
javitasa erdekében.

«  Erzékenységnoveld technikik azonositasa ¢és integralasa az analitikai

modszerekbe.
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Mikrotechnikak (mikrofolyadekos aramlasi rendszerek, miniaturizalt elvalasztasi
¢s detektalasi elemek) alkalmazési lehetdségeinek feltarasa és beépitése az
analitikai eljarasokba.

Uj kalibracios megkozelitések kidolgozasa a mérési tartomany bovitésére és a

komplex matrixhatasok csokkentésére.

Ipari (elsésorban gyogyszeripari) alkalmazasok

Hatoanyagtartalom mennyiségi meghatarozasa ¢s mindségellendérzése kiilonb6zo
formulaciokban.

Formulézasi technikak analitikai timogatésa a fejlesztési és gyartasi folyamatok
soran.

Szennyezok kimutatasa, azonositasa ¢s mennyiségi meghatarozasa.

Nyomnyi mennyiségii, hatarértékhez kotott szennyezok érzékeny mérése.
Szermaradvanyok meghatérozasa kornyezeti mintakban.

Ipari gyartasi es technoldgiai folyamatok analitikai kovetése és tamogatasa.

Klinikai és diagnosztikai alkalmazasok — az életminéség javitasat szolgalo

fejlesztések

Anyagcsere-betegségek sziirésének analitikai megvaldsitasa.

Szabad aminosavak diagnosztikai célu mennyiségi meghatarozasara alkalmas
modszerek fejlesztése.

Epigenetikai folyamatok soran keletkez metilalt citozinszarmazékok érzekeny
merése.

Terapias gyogyszerszintek meghatarozasa vérmintakbol.

Az egyénre szabott gydgyszeres terapia tamogatasat szolgalé analitikai mddszerek
kidolgozasa.

Transzportfolyamatok megértését és jellemzését segité analitikai eljarasok
kialakitasa.

Daganatterapiak hatékonysagat tamogaté analitikai mddszerek fejlesztése.
Farmakokinetikai vizsgalatokhoz alkalmazhatd, megbizhaté LC-MS alapu

modszerek fejlesztése.
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4. Alkalmazott analitikai muszerek

A munkam soran szdmos analitikai modszert dolgoztam ki, amelyek kivétel nélkil LC—

MS(MS) alaptak voltak. A részletes kisérleti koriilmények ismertetése meghaladné jelen

dolgozat terjedelmi kereteit; a mérések pontos leirdsa a kapcsolddd kdzleményekben

talalhatd meg. Ebben a fejezetben a vizsgalatok soran alkalmazott analitikai miiszereket

ismertetem.

4.1. Témegspektrometerek

MS #1:

PE Sciex API2000 harmas kvadrupdl tandem témegspektrométer (Sciex, Foster
City, CA, USA), Turbolonspray (TIS) ionforrassal felszerelve. A készuléket
kétféle ionizacios mddban (ESI és APCI), valamint mindkét polaritasban
alkalmaztam. Tomegtartomanya 5-1800 Da volt. Az alkalmazott pésztazasi
modok kozé tartozott a Q1MS, Product lon Scan, Precursor lon Scan, Neutral Loss
Scan és az MRM. A miiszer kiilonlegessége, hogy sorozatszama Protol, vagyis
ez volt a Sciex harmas kvadrupol tomegspektrométereinek prototipusa. A
készulék 1998-t6l Uizemelt a KKKI Tomegspektrometriai Laboratériuméaban, majd
annak jogutod intézményeiben. A kihasznaltsdg fokozatos csokkenése miatt a
rendszert 2021 0Oszén végleg ledllitottam. A miiszer tudomanytorténeti
jelentdségére tekintettel fontosnak tartottam emlékének megdrzését, ezért
atalakitast kovetden egy tematikus miiszerkiallitas részeként a TTK els6 emeleti

miiszermtzeumaban Kerilt elhelyezésre [227].

MS #2: Sciex 3200QTrap hibrid kvadrupdl-ioncsapdas tandem témegspektrométer (Sciex,

Framingham, MA, USA) TurboV ionforrassal felszerelve. A rendszert kétfajta
ionizaciés maédban (ESI/APCI) és mindkét polaritismodban hasznaltam. A
tdmegtartomanya 5-1700 Da. Alkalmazott pasztazasi mddok: Q1MS, EPI
(enhanced product ion), MRM.

MS #3: Sciex 6500QTrap hibrid kvadrupdl-ioncsapdas tandem témegspektrométer (Sciex,

MS #4:

Framingham, MA, USA) TurboV ionforrassal felszerelve. A rendszert kétfajta
ionizacios modban (ESI/APCI) és mindkét polaritismdédban hasznaltam. A
tdmegtartomanya 5-2000 Da. Alkalmazott pasztazasi médok: Q1MS, EPI, MRM.
Sciex TripleTOF 5600+ nagyfelbontasu hibrid kvadrupOl-reptilési id6 tandem
tdmegspektrométer (Sciex, Framingham, MA, USA) DuoSpray ionforrassal
felszerelve. A rendszert kétfajta ionizaciés modban (ESI/APCI) és mindkeét
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polaritismédban hasznaltam. A tomegtartomanya 5-40000 Da. Alkalmazott
pasztazasi modok: TOF-MS, MS2. A mérések soran a felbontéasa: >25000.

MS #5:

Sciex x500B hibrid nagyfelbontasu kvadrupOl-repiilési id6 tandem

tdmegspektrométer (Sciex, Framingham, MA, USA) TurboV ionforréssal

felszerelve. A rendszert kétfajta ionizaciés modban (ESI/APCI) és mindkeét

polaritismddban hasznaltam. A tomegtartomanya 5-40000 Da. Alkalmazott
pasztazéasi modok: TOF-MS, MS2. A mérések soran a felbontasa: >25000.

4.2. HPLC rendszerek

HPLC #1:

HPLC #2:

HPLC #3:

HPLC #4:

HPLC #5:

PerkinElmer Series 200 HPLC rendszer, amely gazmentesité egységbdl,
binaris pumpabol, hiitheté mintatérrel ellatott automata mintaadagoldbol,
oszloptermosztatbdl és UV/VIS optikai detektorbdl allt.

Agilent 1100 HPLC rendszer gazmentesitovel, binaris pumpaval, hiithetd
mintatérrel felszerelt automata mintaadagoldval és oszloptermosztattal.
Agilent 1200 HPLC rendszer gazmentesitdvel, binaris pumpaval, hiithetd
mintatérrel ellatott automata mintaadagoldval és oszloptermosztéattal.
Shimadzu Prominence LC-20 HPLC rendszer, amely gazmentesitdbol,
kvaterner ~ pumpabol,  hitheté  mintatérrel  felszerelt — automata
mintaadagoldbdl, oszloptermosztatbdl és UV/VIS optikai detektorbol allt.
Sciex Eksigent MicroLC 200 UHPLC rendszer, amely gazmentesitd
egyseggel, kétdugattyus fecskendépumpaval, hiithetd mintatérrel ellatott

CTC-PAL automata mintaadagoldval és oszloptermosztéattal volt ellaztva.
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5. Eredmények és értékelésiik

A tdmegspektrometria egyik legfontosabb — ha nem a legjelent6sebb — alkalmazasi teriilete
a mennyiségi meghatarozas. Ebben kiemelkedd szerepet jatszott a légkori nyomadsu
ionizaciés technikak, els6sorban az elektrospray ionizacido (ESI) és az atmoszférikus
nyomasu kémiai ionizacid (APCI) megjelenése. Ezek az eljarasok egyrészt lehetdvé tették
a folyadékkromatografia és a tomegspektrometria hatékony, gyakorlatilag
kompromisszum-mentes  Osszekapcsolasat, masrészt jelentdsen kiszélesitették az
ionizalhat6 vegylletek korét. Kulondsen az elektrospray ionizacio jelentett attérest, mivel
nemcsak a kis molekulatomegii, klasszikus szerves vegyliletek ionizaldsat tette lehetdve,
hanem nagyméretii biomolekulakét is, igy példaul peptidekét, fehérjékét és
oligonukleotidokét. A mennyiségi meghatarozasok fejlédésében ugyanilyen fontos
szerepet jatszott a kromatografias technikdk fejlddése is. A modern elvalasztasi
modszereknek koszonhetben ma mar komplex mintamatrixokbol is lehetdség van kis
koncentracioban jelen 1évé komponensek nagy érzékenységli meghatarozasara.
Altalanossagban elmondhat6, hogy a mennyiségi analitikai modszerek fejlesztése soran az
elsddleges cél a minél nagyobb érzékenység elérése, az egyetlen injektalas soran mérhetd
komponensek szamanak maximalizalasa, illetve a lehet6é legkisebb mintaelékészitési
igényll modszerek kidolgozasa. Ezek az elvardsok nem minden esetben teljesithetk
egyidejiileg, ugyanakkor az analitikai modszerfejlesztés soran az analitikusok torekvése
ezek minél teljesebb megvaldsitasa. Analitikusi munkadmat mindvégig ezek a kihivasok
motivaltak. A folyamatosan jelentkez6 0j feladatok ujabb és ujabb modszerfejlesztéseket
tettek sziikségessé. A kovetkezo fejezetben ezeket a mddszerfejlesztési munkakat, valamint
az igy kidolgozott moddszerekkel elért gyakorlati eredményeimet mutatom be

szisztematikus forméban.

5.1. Modszerfejlesztések

5.1.1. Tomegspektrometrias modszerfejlesztések, optimalasok

Az érzékeny mennyiségi meghatarozasok megvalositasdhoz elengedhetetlen a
mérdrendszer megfeleld szelektivitisa és érzékenysége. A tOmegspektrométerek
onmagukban nagy érzékenységgel rendelkezd analitikai eszk6zok, ugyanakkor az elérhetd
érzékenység jelentés mértékben fiigg az alkalmazott analizator tipusatol. Nem minden

tomeganalizator rendelkezik azonos érzékenységi jellemzdkkel.

43



szabopal i 452 26

A kvadrupdl analizatorok pasztazd izemmodban altalaban viszonylag alacsony
érzékenységet biztositanak. Ezzel szemben a harmas kvadrupdl alapu tandem
tdmegspektrométerekben alkalmazott csatolt pésztazési mdd, azaz a multiple reaction
monitoring (MRM), nagysagrendekkel javitja az elérheté maximalis érzékenységet. Az
érzékenység ebben az esetben szorosan 6sszefligg a szelektivitassal: harmas kvadrupol
készlileken MRM modban csak akkor detektalhato jel, ha a megfelelé tomegii anyaionbol
a megfeleld tomegl fragmension képzddik. Ez a kiemelkedd szelektivitas és érzékenység
az egyik legfontosabb oka a harmas kvadrupdl rendszerek széleskori elterjedésének és
népszeriiségének a mennyiségi analitikaban.

Hasonléan kedvezd tulajdonsdgokkal rendelkezd analizatortipust képvisel a
repiilési 1d6 (TOF) analizator. Ebben az esetben a nagy tomegfelbontds biztositja a
szelektivitast, és amennyiben a TOF analizator kvadrupdllal kombinalt rendszerben
miikodik, a klasszikus MRM-hez igen hasonlé kromatogramok allithatok eld. Munkam
soran elsdsorban e két analizatortipusra ¢épiild rendszerekkel dolgoztam, ¢és

modszerfejlesztési tevékenységemet is ezek alkalmazaséaval végeztem.

5.1.1.1. Megfelel6 ionizacids technika és a polaritds megvéalasztasa

A tdmegspektrometrias maodszerfejlesztés és -optimalizalas Osszetett feladat, amelynek
egyik kulcseleme a megfeleld ionizacids technika (ESI vagy APCI), valamint az
iondetektalés polaritdsanak helyes megvalasztasa. A vizsgalandd vegyllet szerkezetének
ismeretében az esetek jelentds részében eldre megjosolhatd, hogy mely ionizacids mod és
polaritds vezethet eredményre. A gyakorlatban leggyakrabban elektroporlasztasos
ionizéciot alkalmazunk pozitiv ionok detektalasa mellett. Ugyanakkor léteznek olyan
vegyuletcsoportok — példaul a szteroidok vagy bizonyos nitr6zaminok —, amelyek esetében
sem az optimalis ionizacios technika, sem a megfeleld polaritds nem hatarozhaté meg
egyértelmiien elézetesen. A szteroidok mérsékelten polaros, vagy gyakorlatilag apolaros
vegyiiletek, ezért esetiikben az APCI ionizacié gyakran elénydsebb lehet. Ennek ellenére
minden esetben indokolt mindkét ionizacids technika Kiprobalasa. Munkank soran az
0sztron, az 6sztriol és az 6sztradiol esetében az APCI ioniz&cid pozitiv modban bizonyult
a legérzékenyebbnek a szarmazékképzés nélkiili mennyiségi meghatarozas soran. Ezzel
szemben az N-nitrozo-fenilefrin (NNPE) esetében mind a négy lehetséges ionizacios és
polaritaskombin&cié vizsgalatat kovetden az elektroporlasztasos ionizacio negativ modban

biztositotta a legnagyobb érzékenységii detektalast. (2. abra)
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2. dbra. Az N-nitrozo-fenilefrin szerkezete

Ez az eredmény elsé megkozelitésben szokatlannak tiint, azonban végiil kulcsszerepet
jatszott egy kulonosen érzékeny modszer kidolgozésdban. Ennek oka, hogy az
alapmolekula, a fenilefrin (PE) negativ ion modban Iényegesen gyengébb ionizacios
hatasfokkal rendelkezik, igy még nagy felesleg jelenlétében sem okozott szamottevo

zavard hatést a meghatarozas soran [SP1].

5.1.1.2. MRM éatmenetek optiméalasa

A TOF analizatorok esetében altalaban nincs szilkség részletes optimalasra, mivel a
rendszer pasztdz6 modban is nagy érzékenységgel miikodik, ¢és egy adott
tdmegtartomanyon belll valamennyi ion mérésére képes. Természetesen az ionizacios
technika és a polaritas megfeleld megvalasztasa ebben az esetben is elengedhetetlen,
ugyanakkor altalanossdgban kijelenthetd, hogy a vegyiiletek moéltdmegiik alapjan nagy
szelektivitassal kvantalhatok. A harmas kvadrupdl rendszerek esetében ezzel szemben
lényegesen eltérd a helyzet. Itt a késziiléket ,,meg kell tanitani” az érzékeny ¢€s szelektiv
mennyiségi meghatarozasra. Ez azt jelenti, hogy a tdmegspektrométer paramétereit gy
kell optimalizalni, hogy az anyaion minél nagyobb intenzitassal képz6djon, mikozben a
lehetd legnagyobb mennyiségli fragmension keletkezik és jut el a detektorig. Az
majd 5-10 plL/perc aramlési sebességgel folyamatosan juttatjuk be a késziilékbe. Ezt
kovetden a rendszer automatikusan bedllitja a paramétereket annak érdekében, hogy a
legintenzivebb MRM atmenetet kapjuk. Az esetek dontd tobbségében ez az eljaras sikeres,
és néhany percen belul rendelkezésre all a megfeleléen érzékeny MRM atmenet.
Mindazonaltal 1étezik egy sziik esetkor, amely valddi kihivést jelent a modszerfejlesztés
soran. Egy vizsgalélaboratériumban végzett munkdm soran polaros peszticidekre
fejlesztettem modszert, ahol a glifozat, mint gyomirtszer, valamint egyik f6
bomlasterméke, az aminometil foszforsav (AMPA) képezte a vizsgélat targyat (3. abra).
Az optimalast ESI negativ modban kezdtem, ahogy azt a szerkezetek alapjan vartam. A
glifozat esetében intenziv jelet kaptam, az AMPA esetében azonban semmilyen jelet nem

tudtam detektalni. Az elsd gyanu a standard oldatra irdnyult, és tdményebb torzsoldatok
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fecskendOpumpa segitségével torténd bejuttatdsa esetében sem kaptam semmilyen
értékelhet jelet. Attértem kézi optimalasra, és szisztematikusan valtoztattam az ionforras
paramétereit, és amikor a hémérsékletet megemeltem, hirtelen intenziv jelet produkalt az
AMPA. Az automatikus optimalas a 10 pL/perc &raml&shoz van tervezve, ahol a rendszer
nem hasznal szaritogazt és a forrashomérsékletet sem kell emelni. Ennél a molekulanal
viszont elengedhetetlen volt az ionizdciohoz a homérséklet emelése. Aprd dolog, de a

sikeres optimal&shoz elengedhetetlen volt.

O O o)
I H\/U\ [
HO/?\/N OH HN_R~oH
HO OH

glifozat AMPA

3. abra. A glifozat és az AMPA szerkezete

Az automatikus optimélds eredményeként megkapjuk a bedllitott mennyiségli
optimalt MRM atmenetet. Leggyakrabban egy komponens meghatarozasdhoz 2 MRM
atmenet sziikséges. Az egyiket a mennyiségi meghatarozasra (quantifier MRM), a masikat
az igazolasra (qualifier MRM) hasznaljuk. A kilon-kulon optimalt MRM &tmeneteket
tartalmazd modszereket egyesithetjik, és igy tobb komponens mérésére alkalmas
moddszerhez jutunk. Az esetek dontd tobbségénél a legérzékenyebb MRM atmenet
megtalélasa a cél, hiszen ezzel tudunk nagy érzékenyseget elérni. Vannak azonban olyan
feladatok, amikor egymas mellett jelentds mértékben eltérd koncentracioban eldéfordulo
komponenseket kell egyszerre mérni. Ilyen esetben a nagy mennyiségben jelen 1évo
komponens esetében kevesbé érzékeny MRM atmenet hasznalata ajanlott. Ennek
megvalositasara tobb megoldas is létezik. A Semmelweis Egyetem Gyermekgydgyaszati
Osztalyan miikodd anyagcsere laboratériumban aminosavak meghatarozasat végzik egy
kereskedelmi forgalombdl szarmazé maodszerrel, ahol a sokkal nagyobb mennyiségben
jelen 1év6 aminosavak esetében anyaionként nem a protonalt molekulaiont hasznaljak,
hanem annak a 3C izotopjat, ezzel elérve az intenzitasok egymashoz val6 kozelitését. Az
epigenetikai méresekhez fejlesztett modszeriinknel mi egy masik megoldéast alkalmaztunk
az intenzitds csOkkentése érdekében. A vizsgalat targyat képezd SmC ¢és az ShmC
mennyiségéhez képest 4 nagysdgrenddel nagyobb koncentracioban 1évé guanint (QG)

hasznaltuk belsé standardként. Ebben az esetben a guanin MRM datmenetét gy
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modositottuk az optimalis értékhez képest, hogy az (itkdzési energiat megnoveltik (40eV),
ezaltal a meghatdrozashoz hasznalt 152/110 atmenet intenzitasa jelentés mértékben
lecsokkent. Ezzel lehetévé valt a bazisok egymas melletti meghatarozasa anélkiil, hogy
akar a detektor telit6dott volna, akar a nagy koncentraciok miatt a koncentracio altal

kivaltott jel mar nem lett volna egyenesen aranyos a koncentracioval [SP2].

5.1.1.3. Pszeudo MRM alkalmazéasa

Az MRM atmenetek optimalasa soran el6fordulhat az a kedvezétlen eset, amikor az
anyavegyulethez nem all rendelkezésre két jol hasznalhaté MRM atmenet. Ennek egyik
gyakori oka a molekula kis mérete. Ilyen esetekben a fragmentécios lehetdségek erdsen
korlatozottak, gyakran mindossze egyetlen kotés hasadasa figyelhetd meg, amelynek
eredményeként csupan egy fragmension keletkezik. Sok esetben ennek intenzitasa sem
elegend6 az érzékeny mennyiségi meghatarozashoz. Hasonlo problemaval talalkoztunk a
valproinsav (valproat, VP), az N-nitrozo-dimetilamin (NDMA), valamint a glicin és az
alanin meghatarozasa soran is. llyen helyzetben egy lehetséges megoldast a pszeudo-MRM
atmenet alkalmazasa jelent. Ennek soran mind a Q1, mind a Q3 analizator tdmegét az
anyavegyiilet tomegére allitjuk be, mikdzben a minimalis, jellemzéen 5 eV-0s (tkdzési
energiat alkalmazzuk. Ebben az esetben a Q1 kivalasztja az anyaiont, amely athalad az
utkdzési cellan, azonban az alacsony utk9zési energia nem eredményez fragmentéciot, igy
az anyaion véltozatlan forméaban jut el a Q3 analizatorba. Ez a mérési mdd funkciojat
tekintve megegyezik az egyszeres kvadrupol rendszereknél alkalmazott kivalasztott
ioncsatorndk figyelési mddjaval (SIM), mivel kizar6lag az anyavegyilet tomegét
detektaljuk. A pszeudo-MRM alkalmazasanak elénye ugyanakkor az, hogy a Q1/Q3
atmenet beilleszthetd a tobbi valodi MRM atmenet mellé, igy a nehezebben mérhet6
komponensek is integralhatok a tobbkomponensii médszerbe [SP3], [SP4].

Az el6z6 példaban nem beszélhetiink valodi MRM atmenetrdl, mivel a modszer
nem tartalmazott valddi fragmensiont. Létezik azonban egy masik tipusu pszeudo-MRM
megkozelités is, amely sorén a fragmension valodi, azonban az anyaion nem a molekulabol
szokasos protonalodassal vagy protonvesztéssel keletkez6 molekulaion, hanem egy
semleges rész elvesztésével képz6dé ion. Ezzel a jelenséggel nem-szteroid
gyulladascsokkentdk mennyiségi meghatirozasara fejlesztett modszeriink soran
talalkoztunk. A negativ ionmddban vizsgalt komponensek kozul a fenoprofen, a
flurbiprofen és a naproxen esetében az [M—H] ionok mellett 1ényegesen intenzivebb

csticsokat adott a CO.-vesztett forma. E molekuldk szerkezetiikb6l adéddan kdnnyen
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veszitenek CO.-t mar az ionforrasban, ennek eredmenyekeént rendre a 197, 199 és 185 m/z
tomegli ionok keletkeznek. Az érzékenység novelése érdekében ezekhez a pszeudo-
molekulaionokhoz épitettik fel az MRM moddszert. Az igy kialakitott atmenetek
alkalmazéasaval 3-5-sz6ros érzékenysegndvekedést sikertlt elérni a hagyomanyos

molekulaion-alapt megkozelitéshez képest. (4. abra)
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4. abra. Fenoprofen, flurbiprofen és naproxen disszocialt molekulaionjainak (A—C),
valamint molekulaionjainak (D-F) kromatogramjai azonos koncentracioszinten.

5.1.1.4. Pasztazasi id6 beallitasa

Az MRM atmenetek esetében az egyes csatornak megfigyelésére forditott id6t dwell time-
nak nevezzilk, mig két csatorna kdzotti valtas ideje a pause time. Egy MRM atmenet teljes
megfigyelési ideje a dwell time és a pause time Osszege. Ezek az idok milliszekundum
nagysagrendiiek: a dwell time széles tartomanyban valtoztathatd, mig a pause time értéke
jellemzéen 2-5 ms. Tobb MRM atmenet egyideji mérése esetén ezek az idok a vizsgalt
atmenetek szamaval szorzddnak, és igy alakul ki az adott modszer ciklusideje. A ciklusidét
a kromatogréfias elvalasztashoz kell illeszteni oly médon, hogy egy kromatogréfias csucs
detektalasa soran legalabb 10 mérési ciklus, azaz mintavételezési pont alljon rendelkezeésre.
Hagyomanyos HPLC elvélasztasok esetén a csicsok jellemzéen 5-20 s szélességliek, ami
azt jelenti, hogy a ciklusidot 0,5-2 s kozotti értékre célszerli bedllitani. Ezt az id6tartamot
lehet — és sziikséges is — az MRM atmenetekkel ,,feltolteni”. Viszonylag alacsony szamu
célkomponens esetén a dwell time értékek akar a 100 ms nagysagrendet is elérhetik,
azonban a komponensszam novelésével ezek az értékek gyorsan csokkennek. A minimalis
dwell time altalaban 5 ms, mig a minimalis pause time 2 ms, ami egyetlen MRM atmenet
esettn 7 ms teljes megfigyelési 1d6t jelent. A moddszerfejlesztést ezen korlatok
figyelembevételével kell elvégezni. Minél révidebb a dwell time, annal nagyobb a mérési

bizonytalansag, mig a til hosszi dwell time megndveli a ciklusidét, ami a kromatografias
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pontok szamanak csokkenéséhez vezet, ezaltal rontva a mennyisegi meghatarozas
pontossagat. Altalanos szabéalyként elmondhatd, hogy alacsony intenzitasi MRM
atmenetek esetén hosszabb, mig nagyobb intenzitasu atmenetek esetén révidebb dwell time
értekeket célszerli alkalmazni. Az érzékeny mérésekhez sziikséges MRM atmenetek dwell
time értékét ezért magasabbra kell allitani. Ezt a megkozelitést alkalmaztuk tobbek kdzott
a DNS-metilaciés mérések soran is, ahol a legkisebb koncentracioban jelen 1évo 5-
hidroximetil-citozin (5hmC) esetében a tobbi komponens 25 ms-os értékéhez képest a
mennyiségi, illetve mindségi MRM atmeneteknél 80, illetve 35 ms dwell time keriilt

bedllitasra [SP2].

5.1.1.5. Komponensszam névelése

Az elozé fejezetben lathattuk, hogy egyetlen MRM atmenet figyeléséhez sziikséges
minimalis id6 (dwell time + pause time) 7 ms, valamint hogy egy komponens egyértelmi
azonositasahoz altalaban két MRM éatmenet sziikséges. Multikomponensii modszerek
esetén ezért a ciklusidd és a dwell time egyiittes figyelembevétele elengedhetetlen. Mivel
a dwell time egy bizonyos hatar ala nem csokkenthetd, a ciklusidd pedig egy adott érték
f6lé nem novelhetd, az 6sszes MRM atmenetet folyamatosan figyeld modszerek viszonylag
gyorsan elérik a teljesitoképességiik hatarat. Ez jelentdsen korlatoznd az egyidejiileg
mérhetd komponensek szdmat. A komponensszam tovabbi novelésére az idéablakos MRM
(scheduled MRM, sMRM) modszer nyudjt megoldast. Ebben az esetben az egyes
komponensekhez tartoz6 MRM atmeneteket a rendszer csak egy elére meghatdrozott
iddablakban figyeli. Minden MRM atmenethez meg kell adni a vart retencids id6t, valamint
egy ahhoz tartoz6 idéablakot. A modszerben ezen feliil definialni kell a minimalis dwell
time és a maximalis ciklusidd értékét is. Ezek alapjan a rendszer dinamikusan allitja 6ssze
az adott id6pillanatban figyelendd6 MRM atmenetek listajat. Ezt a technikéat alkalmaztuk a
Balint Analitika Kft.-ben fejlesztett mddszer soran is, ahol a feladat 480 komponens —
0sszesen 960 MRM atmenet — egyetlen injektalasbol torténd mérése volt. A modszerben a
maximalis ciklusid6t 800 ms-ra allitottuk be, mig a minimalis dwell time és az atmenetek
kozotti szlnet ideje 5, illetve 2 ms volt. A gondosan meghatarozott retencidos idék
figyelembevételével a rendszer automatikusan éllitotta 6ssze az MRM atmenetek idébeli
Utemezését, amelyet az 5. abra szemléltet. Az abran jol lathato, hogy az egy idopillanatban
aktiv MRM atmenetek szama nem egyenletes. Vannak olyan ritkdbb szakaszok, ahol az
idealis ciklusidé kényelmesen megvalosithatd anélkiil, hogy a dwell time értékeket a

minimalishoz kozeli tartomanyba kellene csokkenteni. Ezzel szemben a kromatogram
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kozéps6 tartomanyaban olyan régiok is megjelennek, ahol a rendszernek
kompromisszumot kell kétnie, mivel a vart komponensszam még minimalis dwell time
értékek mellett is meghaladna a beallitott maximalis ciklusid6t. Ilyen esetekben a dwell
time minimum értéke valik meghatarozova, és a ciklusidé a megadott maximalis érték folé
novekszik. Ennek kdvetkezménye a kromatografias csucsokra juté mintavételi pontok

szamanak csokkenése, ami a mennyiségi meghatarozas pontossaganak romlasahoz vezet.

20—

MEM Indes

20— —_—

5. dbra. Az MRM-idGablakok eloszlasa 480 komponens esetében.

A probléma kezelésére két alapveté megoldas kinalkozik. Az egyik megkdzelités
kromatogréafias oldalrdl torténik, és vagy az elvalasztds idejének megndvelését, vagy a
kromatogréfias felbontas csokkentését jelenti. Utobbi esetben a szélesebb csicsok lehet6vé
teszik tobb mintavételi pont felvételét adott ciklusidd mellett. A masik megoldas
tdmegspektrometrids oldalrol kozelit, és az egyes MRM atmenetekhez tartozé figyelési
ablakok sziikitését jelenti. Mindkét megoldas eldnye a mérési pontossdg javuldsa,
ugyanakkor jelentds hatranyokkal is jarnak. Az elvalasztdsi id6 megndvelése a teljes
vizsgalati 1d0 novekedését eredményezi, ami rutinvizsgalatokat végzd laboratoriumok
esetében szamottevd gazdasagi hatranyt jelenthet. A figyelési ablakok szlikitése ezzel
szemben a modszer robusztussagat veszélyezteti, mivel barmely, akdr csekély mértéki
hatds — példaul az eluens dsszetételének vagy pH-janak valtozésa, illetve az oszlop
oregedése — befolyasolhatja a komponensek retencids idejének reprodukalhatésagat. Ennek
kovetkeztében egyes komponensek retencios ideje oly mertékben eltolédhat, hogy
kikeriilnek a vart idéablakbol, igy a mérés soran egyszerlien nem detektalhatok. Ezért
kiemelten fontos a rendszer folyamatos ellendrzése rendszeralkalmassadgi minta

futtatdsdval, amely néhany, a teljes futasi id6 mentén egyenletesen elosztott komponenst
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tartalmaz. Az éles mérések csak akkor kezdhetok meg, ha minden vizsgalt csucs a szdmara
meghatarozott retencios idéablakon beliil jelenik meg. A detektalasi ablak szélességének

ciklusidére gyakorolt hatasat a 6. dbra szemlélteti.

2000

1500

Projected sSMRM cycle time (ms)

Projected sMRM cycle time (ms)

6. abra. Az idéablak szélességének hatéasa a ciklusidére 960 MRM esetén. 60 ms-os (felsé) és 30 ms-0S

(als6) idéablakszélesség alkalmazasa.

Az abrékon a piros vonal a megcélzott maximalis ciklusidét jeloli. A fels6 abran jol
megfigyelhetd, hogy a mérés kozépsé szakaszaban — ahol a komponensek tobbsege
elualodik — a ciklusid6 szinte folyamatosan meghaladja a célértéket. Az also abran, ahol az
egyes MRM atmenetekhez tartozo figyelési ablakokat 60 ms-rol 30 ms-ra csokkentettiik, a
korabban a célérték folé esd ciklusidok jelentds része a piros vonal ald keriilt, ezéltal
biztositva a megfelel6 mintavételezési strliséget. Az altalam finomhangolt SMRM
maodszert nemcsak a bemutatott fejlesztések soran alkalmaztuk sikeresen, hanem jelenleg
is hasznaljak az SGS nyiregyhazi vizsgalolaboratériumaban illetve a Balint Analitika kft-
ben peszticidek mennyiségi meghatarozasara, ami jol szemlélteti a modszer gyakorlati

alkalmazhatdsagat és robusztussagat.

5.1.1.6. Nagyfelbontés szerepe a mennyiségi meghatarozasokban
A metabolitvizsgalatok egyik leggyakrabban alkalmazott eszkéze a harmas kvadrupdl,
illetve a QTrap tipust tomegspektrométer. A harmas kvadrup6l rendszerek lehetové teszik

mind a szerkezetazonositast, mind a mennyiségi meghatarozasokat. A prediktiv MRM
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modszer alkalmazasaval egy célmolekula lehetséges metabolitjai akkor is feltérképezhetok,
ha az egyes metabolitok standardjai nem allnak rendelkezésre. A megkozelités lényege,
hogy az anyavegyulet fragmentacios viselkedésére épitve azonosithatok a kiilonb6z6
metabolitok, valamint farmakokinetikai vizsgalatok sordn azok iddbeli valtozasai is
nyomon kovethetok MRM mérések segitségével. A modszer egyszerii és robusztus, ezért
altalaban minimalis annak a kockazata, hogy az azonositas soran hiba Iépjen fel. Ennek
ellenére egy olyan érdekes esettel taldlkoztunk, amelyben a hadrmas kvadrupdl rendszeren
kapott eredmények nem voltak egyértelmiien értelmezhetok. Ebben a vizsgalatban egy
dizajner drog, az 5-F-cumyl-pegaclone (5FCP) metabolizmuséat tanulmanyoztuk harmas

kvadrupdl késziléken (7. abra).

7. &bra. 5-F-cumyl-pegaclone szerkezete és az MRM-ben megjelené ionokat eredményezd fragmentacios
folyamat.

Az anyavegyiileten elvégeztem az elOkisérleteket, meghataroztam a molekula
pontos tomegét, valamint feltérképeztem annak fragmentécids viselkedését. Az elemi
osszetétel CosH27N2OF értékre adodott, és az MS/MS vizsgalatok soran a 273 ésa 119 m/z
tomegii ionok bizonyultak a két legintenzivebb fragmensionnak, amelyeket a mennyiségi
meghatarozashoz is kivalasztottam. Ezt kdvet6en a prediktiv MRM modszer segitségével
eldallitottam az Gsszes lehetséges metabolithoz tartoz6 MRM atmenetet, majd az igy
Osszeallitott modszerrel szlirdmérést végeztem a feltételezett metabolitokra. Az igy kapott
eredményeket a 8. abra szemlélteti. Az abran a 4,15 percnél megjelend csucs az
anyavegyulethez rendelt MRM atmenetekkel lathatd. A metabolizéciés folyamatok sorén
a szervezet jellemzden a molekuldk polaritasanak novelésére torekszik, eldsegitve ezzel
azok Kitriilését. Eppen ezért kiilonosen meglepd volt, hogy az anyavegyiilet mindkét MRM
atmenete megjelent a 4,15 percnél elualédé cslcsban. A latszdlagos ellentmondas
tisztazasa érdekében ugyanazt a mintat nagyfelbontasi QTOF rendszeren is megmértem.
A legnagyobb meglepetés akkor ért, amikor a 4,15 percnél elualédo csucshoz a vart
391,2186 m/z tomeg helyett 391,1670 m/z értéket mértem, amelyhez a protonalt
molekulaionként értelmezheté C23H23N204 elemi Osszetétel tartozott. Ez a vart tomeghez

képest mintegy 130 ppm eltérést jelentett, ami egyértelmiien kizarta, hogy azonos
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molekularol lenne sz4. Az eredetileg vart tomegre torténd célzott keresés soran nem jelent
meg csucs, igy gy tint, hogy az anyavegyilet nem taldlhaté meg a mintaban, és nagy
valdsziniiséggel teljes mértékben metabolizalodott. Ezt kovetden nagyfelbontasit MS/MS
mérést végeztem a 391 m/z anyaionon, amely sordn egy 273 m/z tomegli fragmension jelent
meg. Ehhez azonban a C14H13N204 elemi sszetétel adodott, ami 118 Da tdmegvesztésnek

felel meg, €s a molekula feltételezett szerkezete alapjan jol értelmezhetd.
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8. &bra. A prediktiv MRM mddszerrel kapott kromatogram.

Ismert jelenség, hogy két kiilonboz6é molekula azonos nomindlis tomeggel
rendelkezhet, és alacsony felbontasi tomegspektrometridval nem kiilonithetok el
egymastol. Az azonban rendkiviil ritka, hogy azonos nominalis anyaiontdmeg mellett a f6
fragmensionok nominalis tdmege is megegyezzen. Ebben az esetben mégis pontosan ez
tortént. Mindez azt jelenti, hogy klasszikus harmas kvadrupdl rendszeren ez a két molekula
pusztin MRM-alapon nem kiilonboztethetd meg, és az egyértelmii azonositishoz
elengedhetetlen a retencios id6k figyelembevétele is. A jelenség tovabbi megértése
érdekében elhataroztam, hogy megkisérlem a vegyilet szerkezetének megfejtését. Az
eredeti anyavegyulethez képest harom oxigénatom beépulését, tovabba egy C2oHa egység
elvesztését és a fluoratom hianyat figyeltem meg. Az oxigéntartalom ndvekedése
oxidacids, illetve karboxilezédési folyamatokra utalhatott, ezért a mintat negativ ion
maodban is megvizsgaltam. Ebben az lizemmaodban intenziv cstcs jelent meg 389,1711 m/z
tomegnél, ami aldtdmasztotta a feltételezést, mivel ilyen jellegli intenziv csucs jellemzden
karbonsav funkcids csoport jelenlétére utal. Ezt kovetéen megvizsgaltam a standard 5-F-
cumyl-pegaclone kromatogréafias, MS és MS/MS viselkedeseét is. A vegyllet retencios ideje
7,76 percnek adddott, ami 6sszhangban volt az elvarasokkal. A nagyfelbontasi MS mérés
sorén a vart elemi Gsszetételt kaptam, MS/MS modban pedig a 273,1408 m/z tomegi
fragmension jelent meg, amely megfelelt a CisHisN2OF 0Osszetételnek. A standard
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vegyuletet a kiindulasi plazmamintahoz adagolva nagyfelbontasit MS/MS mérést végeztem
a 391 m/z ionra. A varakozasoknak megfelelden intenziv csucs jelent meg 7,77 percnél,
amely egyértelmiien az eredeti SFCP vegyiilethez volt rendelhetd. A 4,15 perces régioban
azonban harom kul6nallé csucsot is detektaltam. Ezek részletesebb vizsgélata soran két
csucs esetében a 273,1408 m/z ion dominalt, mig a legkorabban elualédo csucsban a
257,0931 m/z fragmension volt a legintenzivebb, amely pontosan 16 Da-val kisebb tomegii
(9. bra).
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9. dbra. Addicionalt plazmaminta MS/MS modban (m/z 391) régzitett 6sszionarama (fent), tdmegspektruma
(k6zépen) és az m/z 257,0931 fragmension kromatogramja (lent).

Az a tény, hogy tébb csucs is megjelent a 4,15 perces régioban, azzal magyarazhat6, hogy
oxidacids metabolitokkal van dolgunk, és az oxidéacio a molekula kiilonb6zd helyein is
végbemehetett. Az oxidacio, valamint a korabban azonositott karboxilezédés egyiittesen
magyardzatot adhat a plazmamintdban megfigyelt 391 m/z tomegli ion harom
oxigénatomjanak jelenlétére. Az MS/MS spektrumban a 273 m/z tomegli fragmension
parjaként megjelent a 119 m/z ion. Feltételezésem szerint, amennyiben a 273 m/z tomegi
molekularészbdl egy oxigén hidnyzik, annak a 119 m/z fragmentumban 16 Da
tomegnovekedésként kellene megjelennie, azaz 135 m/z kornyékén. Ennek megfeleléen
val6ban azonositottam egy 135,0803 m/z tomegi iont, amelyhez a CgH100 elemi dsszetétel
tartozott, és amely a 257 m/z tomegli fragmension parjaként jelent meg. Ezt kovetéen mar
csak a CpHs molekularész sorsét kellett tisztazni. Ennek érdekében attekintettem a
szakirodalomban a cumyl-pegaclone vegyilet metabolizaciojara vonatkozé korabbi
eredményeket. Az irodalmi adatok egyértelmiien igazoljak a kiilonboz6 oxidacios
metabolitok jelenlétét, valamint leirnak egy lancrovidiilést kovetd oxidacioval képz6do,
MOS8 jeli metabolitot is [228]. Ezt a metabolikus Gitvonalat késébb az 5-F-cumyl-pegaclone
esetében is publikaltak [229]. Ezek alapjan a kisérleti eredmények és az irodalmi adatok

Osszevetésével egyértelmiien meghatarozhatova valt a Ca3H2sN204 elemi Osszetételi
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molekula szerkezete. A metabolitok kialakulasat az alkillanc rovidilése és oxidacidja,
valamint a molekula kiilonb6z6 részein végbemend oxidacios (hidroxilezédési) folyamatok
egylittesen eredményezték. Ezen metabolitok egyértelmii azonositasdban a nagyfelbontasu
tomegspektrometria kulcsszerepet jatszott.

A nagyfelbontasu tdmegspektrométerek azonban nem csupan a szerkezetazonositas
teriiletén birnak jelent6séggel, hanem egyre nagyobb szerepet kapnak a tényleges
mennyiségi meghatdrozasokban is. Ennek feltétele az volt, hogy a miiszerek fejlesztésével
a detektalt ionok mennyisége és a vélaszjel széles koncentracidtartoméanyban aranyos
kapcsolatba kerljon. A leggyakrabban alkalmazott megoldés erre a célraa QTOF rendszer,
amely funkciondlisan egy pulzdldo tlizemli analizatornak tekinthetd. A folyamatosan
keletkez6 ionokbol a késziilék meghatarozott idokozonként jol definialt ioncsomagokat
juttat be a TOF analizatorba. A mennyiségi meghatarozasok megbizhatésaganak kulcsa
ezen ioncsomagok reprodukalhaté és kontrollalt eldallitasa volt. A TOF analizatorok nagy
felbontésa és nagy adatgytijtési sebessége idedlissa teszi ezeket a rendszereket mennyiségi
meghatarozasok végrehajtasara. A szelektivitast els6sorban a késziilék felbontoképessége
biztositja: minél sziikebbre allitjuk az extrahalt ionkromatogram (XIC) tdmegablakat, annal
hatékonyabban sziirhetdk ki a zavard ionok. A rendszer tovabbi eldnye, hogy nem igényel
klasszikus értelemben vett tdmegspektrometrias modszerfejlesztést, mivel elegendé a
tomegek meghatarozasa pasztazdé modban. Ez kiilondsen eldnyds olyan esetekben, amikor
a vizsgalt molekula tdbbszordsen toltétt ionokat is képez, példaul peptidek vagy
tobbfunkcids bazikus molekuldk esetében. Erre példaként a furin inhibitor MI-1851
molekula (10. &bra) mennyiségi meghatarozasat mutatom be, amelyet humaéan
mikroszomabol kellett elvégezni. Az abran jol lathato, hogy erésen bazikus vegyiiletrl van

sz0, amelynek kromatografids és tomegspektrometrias vizsgéalata egyarant kihivast

jelentett.
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10. abra. A furin inhibitor MI1-1851 szerkezete
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Pozitiv ion modban tobbszérdsen toltott ionok jelentek meg a spektrumban (11.
abra), és a toltéseloszlas a kdzeg pH-jara jellemzé mintazatot mutatott. Az MI-1851
esetében egyszeres, kétszeres és haromszorosan toltott ionok voltak kimutathatok m/z
768,4332, 384,77196 és 256,8153 tomegeknél.
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11. dbra. Az MI-1851 TOF-MS spektruma

A mennyiségi meghatarozasokat a kétszeres és a hdromszorosan toltott ionokra egyarant
elvégeztem a 0,1-50 uM koncentracidtartomanyban. Az 50 UM koncentracio kifejezetten
magas érték, amelynél mar nem minden esetben varhaté lineéris 0sszefligges az intenzitas
és a koncentracié kozott. Ezt a méresek is igazoltak, mivel a kalibracios pontok kozotti
kapcsolatot kvadratikus fliggvény irta le a legnagyobb pontossadggal (r=0,9999). A
haromszorosan toltott ion esetében a gorbeillesztés mindsége kedvezObbnek bizonyult,

ezért a mennyiségi meghatarozéasokat végul erre az ionra alapoztuk (12. dbra) [SP5].
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12. dbra. Az MI-1851 haromszorosan toltott ionjara illesztett kalibracios gorbe a 0,1-50 uM tartomanyban.

5.1.2. LC optimalas

Az érzékeny és megbizhaté tomegspektrometrias mennyiségi meghatarozasokhoz

onmagaban egy nagy teljesitményli tomegspektrométer nem elegendd. A vizsgalt

56



szabopal i 452 26

komponensek az esetek dontd tobbségében nem tiszta olddszerben, hanem komplex
matrixban vannak jelen, szamos egyéb vegyilet tarsasdgaban. Ezek a matrixkomponensek
jelentds hatassal lehetnek a célmolekula tomegspektrometrias viselkedésére, elsdsorban
ionelnyomas vagy ionerdsités formajaban, ami rontja a mérés érzékenysegét és
reprodukalhatosagat. Ezen zavard hatdsok csokkentésére nyujt hatékony megoldast a
folyadékkromatografia. A kromatografids elvalasztds soran a célkomponens az
allotazishoz kotddve visszatarthatdé mindaddig, amig a kevésbé visszatartott, zavard
matrixkomponensek el nem hagyjak az oszlopot. Ezt kovetden az eluens erdsségének
fokozatos novelésével a visszatartott komponensek idében elkiilonitve elualédnak. Ez az
idében elnyujtott elticid biztositja, hogy egy adott iddpillanatban a lehetd legkevesebb
komponens jusson az ionforrasba, ezaltal az egymas ionizaciojara gyakorolt zavar6 hatas
minimalisra csokkenjen. A kromatografias elvalasztas alapjat az all6fazis és a mozgdéfazis
kozotti megoszlasi egyensuly képezi, amely meghatarozza a komponensek visszatartasat
és ellcios sorrendjét. A hatékony elvalasztads érdekében mind az alléfazist, mind a
mozgoftazist koriltekintéen kell megvalasztani és optimalizélni. A kromatografias
hatékonysag alatt jelen esetben nem csupdn a felbontast értjik, hanem a maodszer
pontossagat, precizitasat és idéigényét is. A maximalis modszerteljesitmény eléréséhez

ezert az allo- és mozgofazis egydttes, egymasra hangolt optimalizalasa elengedhetetlen.

5.1.2.1. Mozgo6fazis optiméalasa

Polarosabb vagy ionos jellegii molekulak esetében a hagyomanyos C18-as forditott fazis
gyakran csak mérsékelt visszatartast biztosit, s6t bizonyos esetekben a vegyiiletek
egyaltalan nem kotddnek az allofazishoz, hanem gyakorlatilag atesnek az oszlopon. Ilyen
esetekben vagy eltérd tipusu allofazis alkalmazdsa valik sziikségessé, vagy a vizsgalt
molekula effektiv polaritasat kell csokkenteni. A polaritads csokkentésének egyik bevalt
modja eluensmodositok alkalmazasa. Ezek olyan vegylletek, amelyeket Kis
koncentracidban adunk a mozgofazishoz, és a teljes kromatogréafias futds soran jelen
vannak a rendszerben. Munkam soran trifluorecetsavat (TFA) peptidek és polaros
gyogyszermolekulak elvélasztasahoz, oktanszulfonsavat gyogyszermolekulak
meghatarozasahoz, valamint heptafluorobutansavat (HFBA) biogén aminok mennyiségi
meghatarozasahoz alkalmaztam. Ezen eluensmddositok ko6zos jellemzdje, hogy
mindhdrom szerves sav, valamint nagy térkitoltésli anionnal rendelkeznek. Ennek
koszonhetden kiilondsen alkalmasak bazikus és amfoter vegyliletek C18-as allofazison

torténé kromatografias meghatarozasara. Bazikus vegyiiletek esetében a sav protonalja a
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bazikus funkcids csoportot, igy a molekula t6ltotté valik. A rendszerben jelen 1év6 nagy
térkitoltésti  anion (trifluor-acetat, oktilszulfonat, heptafluorobutirat) ionparként
learnyékolja a keletkez6 pozitiv toltést, aminek eredményeként az egész molekula kifelé
semleges viselkedést mutat, és C18-as allofazison is megfeleld visszatartassal rendelkezik.

Egy korabbi munkank soran y-aminovajsav (GABA), putreszcin (Put) és ornitin
(Orn) mennyiségi meghatarozasat vegeztuk intracellularis (citoszol) és extracellularis
mintakbol [SP6]. A két mintatipusban jelentésen eltéré koncentraciok voltak jelen, ezért
eltérd kalibracios tartoméanyokat kellett alkalmazni. A citoszol mintdk esetében 5 pontos
kalibraciét hasznaltunk az 1-100 puM tartomanyban, 10 pL injektalasi térfogattal, mig az
extracellularis mintdk esetében 7 pontos kalibraciot alkalmaztunk a 0,05-10 uM
tartomanyban, 30 pL injektélasi térfogattal. A mérésekhez az irodalombdl atvett, majd
altalam maodositott modszert alkalmaztam [230]. A mozgdéfazisok 1% hangyasavat és 0,5%
HFBA-t tartalmazé vizbdl, illetve azonos modon modositott acetonitrilbol alltak. Az
elvalasztast egy Phenomenex Synergi Hydro-RP (150 x 3 mm, 4 um) forditott fazisu
oszlopon valésitottuk meg. A modszer gyakorlati hatranyat az eluensmodositd kellemetlen,
vajsavszarmazékra emlékeztetd szaga jelentette, amely a mérések sordn — a legnagyobb

koriltekintés ellenére is — érezhetd volt.

5.1.2.2. All6fazis optimalasa

A megfelel6 kromatografias allofazis kivalasztasakor tobb szempontot is figyelembe kell
venni. Ezek koziil az egyik legfontosabb az allofazis kémiai mindsége, amely meghatarozza
az elvélasztandd, illetve visszatartandd komponens és az alléfazis kozotti kdlcsonhatasok
jellegét és erdsségét. Amennyiben a kotddés tul gyenge, a visszatartds nem lesz elegendo,
és a célmolekula a zavar6 matrixkomponensekkel egyutt elualédik. Ez ionelnyomast
eredményezhet, amely jelentdsen torzithatja a mennyiségi meghatarozas pontossagat. Ezzel
szemben tul erds kotddés esetén a komponens nehezen eluélhato, vagy sz€lsdséges esetben
egyaltalan nem hagyja el az oszlopot. Az allofazisok kotOképességét a feliiletiikon
végrehajtott kémiai modositasok biztositjak. A legelterjedtebb esetben egy 18 szénatomos,
apolaros alkil-lanc szolgal modositoként; az igy 1étrejovo oszlopok a klasszikus C18-as
toltetek. Ezek univerzalis allofazisnak tekinthetok, mivel szamos — els6sorban mérsékelten
poléaros — vegyiilet esetében biztositanak megfelelé visszatartast s elvalasztast. A rutin
modszerfejlesztések soran ezek az oszlopok jelentik a leggyakrabban alkalmazott
megoldast, és rendkiviil széles valasztékban allnak rendelkezésre kiilonbozo fizikai

paraméterekkel (oszlopatmérd, hossz, szemcseméret, porusatmérd). A C18-as allofazishoz
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kotott komponensek eludlasa a mozgofazis szerves komponensének fokozatos novelésével
torténik, ami a klasszikus forditott fazisi kromatografia alapelve. Joggal gondolhatnank,
hogy a forditott fazisi kromatogréafidban mar minden Iényeges dsszefliggést feltartak. Ezt
a feltételezést azonban sikertlt megcéafolnunk egy, részben véletlen felfedezés soran.

Egy egylittmikodés keretében bajkalin vezikuldkbol torténd mennyiségi
meghatarozasat vallaltuk. Mivel rendkivil alacsony bajkalinkoncentraciok mérésére volt
szukség, egy kulondsen érzékeny, szelektiv és gyors modszer kidolgozésa valt sziikségesse.
Elso 1épésként a bajkalin tomegspektrometrids paramétereinek optimalasat végeztiik el. A
bajkalin MSMS spektruma a 13. &bran lathatd. Ennek alapjan a mennyiségi
meghatarozashoz az m/z 447,1 — 271,1 és az m/z 447,1 — 253,1 MRM éatmeneteket
valasztottuk ki.
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13. &bra. A bajkalin szerkezete, MS/MS spektruma és az MRM-ben megjelené ionokat eredményez6
fragmentacios folyamat.

A kromatografids modszer fejlesztése soran egy altalanosan alkalmazott HPLC eljarassal
indultunk: Purospher Star C18 kromatografias oszlopot (55 mm x 2 mm, 3 um)
hasznaltunk, ahol az ,,A” eluens 0,1% hangyasavat tartalmaz6 viz, mig a ,,B” eluens 0,1%
hangyasavat tartalmazo acetonitril volt. Els6 ranézésre egy mitkodéképes modszert sikertilt
beallitani (14. abra). A standard bajkalinminta injektalasat kovetden azonban tiszta
oldoszerek (viz, acetonitril, metanol) injektalasa soran is megjelent egy zavaro csdcs a
kromatogramban, éppen a bajkalin retencios idejénél (14. abra). Els6ként a molekula
kitapadasara gyanakodtunk, ezért hosszas oszlopmosasi proceddrat alkalmaztunk, azonban
ez nem vezetett eredményre. Masik, azonos tipusu oszlopon végzett mérések soran is
ugyanezt a jelenséget tapasztaltuk. A bajkalin szerkezetéb6l addddan kivald
vizoldhatosaggal rendelkezik, ezért kizarhato volt, hogy a molekula olyan mertékben

kotddjon az apolaros allofazishoz, hogy még tiszta oldoszerek injektdldsa esetén is
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hosszasan megjelenjen. Friss eluensek alkalmazasa, az injektortli mosasi protokolljanak

megvaltoztatasa, sOt az injektalas teljes kiiktatasa sem oldotta meg a problémat.
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14. dbra. 10 pL térfogatban injektalt bajkalin standard (a), viz (b), ACN (¢) és MeOH (d) mintak MRM
kromatogramjai.

Mivel a fenti megoldasok egyike sem vezetett eredményre, olyan all6fazisokat is
teszteltiink, amelyeket elsd korben nem vélasztottunk volna. Igy keriilt sor az Agilent
Zorbax SB-C8 allofazisu oszlop kiprobalasara. Meglepd eredményt kaptunk: a bajkalin
csucsa mellett — ugyanazon MRM atmenetek alkalmazésa mellett — egy masik csucs is
megjelent 2,91 perces retencids idonél. A standard bajkalin injektalasat kovetden
alkalmazott tiszta metanol kromatogramjaban a bajkalin retenciés idejénél nem jelent meg
csucs, ugyanakkor a 2,91 perces csucs tiszta metanol injektalasa esetén is megfigyelhetd
volt (15. dbra). Ez magyarazatot adott arra, hogy a kordbbi modszereknél miért jelent meg
minden esetben egy Kis intenzitasu csucs akkor is, amikor kizarolag tiszta olddszereket
injektaltunk. Ahogyan a tudomanyban oly sokszor, ebben az esetben is jelentds szerepe
volt a véletlennek. A HPLC rendszer laboron beliili 4&thelyezését kovetden a binaris pumpak
kommunikacids kabeleit véletlenll felcseréltiik, aminek kdvetkeztében a gradiensben az
eluensek sorrendje megfordult. Ennek eredményeként — akaratunk ellenére — inverz
gradienst alkalmaztunk a mérések soran. Ezt a megoldast mas all6fazisok esetében is
Kiprobaltuk, azonban a jelenséget kizarolag a Zorbax SB-C8 oszlopnal tapasztaltuk. A
megfigyelés hatterének tisztazasa érdekében kiilonb6z6 Osszetételii  viz—metanol

izokratikus eluensrendszereket vizsgaltunk (0-100, 10-90, 20-80, 30-70, 40-60, 50-50).
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Meglepd médon még 100% metanol alkalmazdsa mellett is kimutathatd visszatartast

tapasztaltunk a bajkalin esetében.

1%10° 3,94 2,0¢10°
9x10° Bajkalin
8x10°

1,8x10° 4
1,6x10*
710" 1,4x10° 4
Bx10' 1 1,2x10° -
5¢10* 1,0¢10"
4x10° 8,0x10°

3x10° 6,0x10°

Intenzitas, beiitésszam/masodperc
Intenzitas, beiitésszam/masodperc

2x10'| 4,0x10°

110" 2,0x10°

0 T T T T T T T T 0‘0 T T T T T T T i

o 1 2 3 4 5 6 T 8 o 1 2 3 4 5 6 1 8
1d5, perc 1d8. perc

15. &bra. 10 pL bajkalin (a) és blank MeOH (b) MRM kromatogramjai egymas utani injektalas
soran.

Kozismert tény, hogy a kereskedelmi forgalomban kaphat6 forditott fazisu
oszlopok fellleti boritottsaga — az utdkezelt, in. endcapped kolonnakat leszamitva — nem
tekinthetd teljesnek. A szilikagél feliiletének szilanizdldsa sordn a szilanol csoportok
minddssze 50-60%-a 1ép reakcioba, mivel az el6zetesen rogzitett metil-, etil-, propil- vagy
egyéb ligandumok sztérikus gatlast okoznak, megakadalyozva tovabbi ligandumok
kotodését. Ennek kovetkeztében a feliileten elreagalatlan, ,,szabad” szilanol csoportok
maradnak vissza.

Az elmult években egyre tobb kozlemény foglalkozott az 0j fejlesztésti, kevert
retencios mechanizmussal rendelkez6 (RPLC/HILIC) all6fazisok vizsgalataval [231-233].
Ezekben a munkakban egyértelmiien igazoltdk a kettds retencids mechanizmus jelenlétét,
valamint azt, hogy az ilyen oszlopok az alkalmazott eluensosszetételtdl fliggden forditott
fazisu vagy HILIC tizemmodban egyarant miikodtethetok [234—236]. Ezen allofazisokra
jellemzé az Gn. ,,U-gorbe” alakt retencids profil, amely a kevert RPLC/HILIC
kromatografias viselkedés egyértelmii bizonyitéka [233,237]. Az altalunk alkalmazott SB-
C8 oszlop — mas forditott fazist kolonnakhoz viszonyitva — aranyaiban tébb szabad szilanol
csoportot tartalmaz. Ennek kovetkeztében az SB-C8 allofazis a klasszikus hidroféb
kolcsonhatasok mellett kifejezett polaros szelektivitast is mutat. A kidolgozott modszer
sordn ezt az — irodalomban eddig nem részletezett — tulajdonsagot hasznaltuk Kki.
Természetesen a sikerhez elengedhetetlen volt a vizsgalt vegyilet, a bajkalin szerkezeti
sajatossaga is: a molekula egyarant tartalmaz polaros és kevésbé polaros részegységeket.
Az allofazis szabad szilanol csoportjai és a bajkalin polaros molekularésze kozotti
kolcsonhatdas magyardzhatja a vegyulet szokatlan retencios viselkedését, amelynek

eredményeként meég 100% metanol alkalmazésa mellett is megfelel6 visszatartas volt
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tapasztalhat6 (retencids 1d6: 3,34 perc). A kidolgozott modszer tovabbi eldnye, hogy az
elvalasztas kezdeti szakaszaban (20% viz — 80% MeOH) a mintaban jelen 1év6 egyéb
kismolekuldk, szervetlen sok és biologiai matrixkomponensek a magas szerves
olddszertartalom kovetkeztében hatékonyan eltavolithatok, igy a bajkalin meghatarozasat
ezek a komponensek kevésbé zavarjak [SP7].

Az eluensmodositok alkalmazasanak egyik alternativaja polaros molekulak
kromatogréfias vizsgalatanal az all6fazis polaritdsdnak megvaltoztatdsa. Amennyiben a
toltet felliletét polarossa tessziik, a polaros komponensek megkotddése valik domindnssa.
Ebben az esetben az erdsebb eluens a nagyobb polaritasu, jelen esetben a vizes fazis. A
maodszer lényege, hogy magas szerves oldoszertartalom mellett torténik az injektalds,
amely soradn a polaros komponensek adszorbeédl6dnak az all6fazison, majd a vizes fazis
aranyanak novelésével valosul meg az elucid. Ezt a megkozelitést alkalmaztuk szukcinat
mennyiségi meghatarozasa soran is, amikor egy Apex Amino oszlopon (100 x 2,1 mm, 3
pm) dolgoztunk, 10 mM ammonium-formiatot (pH = 3) tartalmazé vizes eluenssel és
metanollal. A modszerrel megfelelé visszatartast és reprodukalhatd elvalasztast értink el
[SP8].

A polaros molekulak kromatografids vizsgalata évtizedek ota jelen van
laboratériumunk mddszertani palettdjan. A biogén aminok, aminosavak és savas
metabolitok mérése mellett felmertilt az igény az epigenetikai valtozasok soran keletkezd
DNS-metilacios termékek (5-metil-citozin, 5-hidroxi-metil-citozin), valamint a valtozatlan
nukleinsavbazisok mennyiségi meghatarozasara is. A korai modszerfejlesztési kisérleteket
klasszikus kromatografias oszlopokkal kezdtiik, azonban ezek nem vezettek sikerre.
Hosszas kisérletezés eredményeként egy pordzus szilikaalapd oszlopra (Zorbax RX-Sil)
esett a valasztdsunk, amelyet a gyartd ajanlasa szerint normal- és forditott fazisu
kornyezetben egyarant lehet alkalmazni. Kezdetben forditott fazisu modban hasznaltam az
oszlopot ammoénium-formiatos puffer/acetonitril eluensrendszerrel [SP9]. Késébb
felismertem, hogy normal fazist izemmaodban — ahol a vizes eluens tekinthet6 er6sebbnek
— lényegesen hatékonyabb elvalasztas érhetd el. Az eluensek Osszetételét is modositottam:
az ammonium-formiatot mindkét eluens esetében hangyasavra cseréltem. Ennek
eredményeként kilondsen az 5-hidroxi-metil-citozin esetében jelentésen javult az
érzékenység, ami a moddszer gyakorlati alkalmazhatosagat nagymértékben novelte. A
kidolgozott eljarast szamos epigenetikai témaju egyuttmtikodés soran alkalmaztuk a DNS-
metilacié mértékének kvantitativ jellemzésére [SP10], [SP11], [SP12]. Az RX-Sil oszlop

alkalmazésa 0j perspektivat nyitott szamunkra a polaros biomolekuldk kromatogréafias
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vizsgalataban. Egy ipari egyiittmiikodés keretében a szabad aminosavak mennyiségi
meghatarozasa volt a feladatom. Kezdetben ionparképzést alkalmaztam — valtozo sikerrel
—, majd kiprébaltam az RX-Sil oszlopot, amely attér6 eredményt hozott. Valamennyi
aminosav megfelel6 retencioval rendelkezett, és éles, jol definialt csucsok formajaban
eludlodott az oszloprél. A teljes kromatografias futasi id6é 12 perc volt (16. abra). A
kidolgozott modszert éveken Kkeresztil alkalmaztuk aminosavak mennyiségi
meghatarozasara, amelynek soran tobb ezer mintat analizaltunk rutinszeriien. A
késobbiekben felmeriilt az igény arra, hogy a mddszert az \jsziilottkori szlirdvizsgalatok
analitikai kovetelményeihez is igazitsuk. Ennek érdekében a modszer tovabbi
finomhangolasat kovetden teljes korti validalast végeztiink, majd az eljarast publikaltuk

[SP4].
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o 7.0e4
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16. &bra. Szabad aminosavak elvélasztasa RX-Sil oszlopon

Az RX-Sil oszlop egyuttal kielégitd, ionparképzeést nem igényld (,,szagtalan”)
alternativat kinalt a korabban ionparképzéssel meghatarozott biogén aminok analizisére is.
A vizsgalatok soran y-aminovajsavat (GABA), putreszcint (Put), spermidint (Spd) és
sperminet (Spn) jeloltiik ki célmolekulaként. A négy vegyiilet megfeleld visszatartassal,
éles és szimmetrikus cslicsok formajaban eludlédott az oszloprél, ami érzékeny és
reprodukélhatd méréseket tett lehetévé. A modszert sikerrel alkalmaztuk a felsorolt biogén
aminok mennyiségi meghatarozasara kiilonboz6 bioldgiai mintdkban [SP13].

A poléros, bazikus karakterti molekuldk kromatografias vizsgélata a gyakorlatban
gyakran nagyobb Kihivast jelent, mint azt szerkezetiik alapjan varnank. A rutinszeriien
alkalmazott forditott fazisi C18 oszlopok ezeknél a vegyileteknél sok esetben nem
biztositanak megfeleld visszatartast €s cstcsalakot, ugyanakkor az alternativ megoldéasként
kinalkoz6 hagyomanyos HILIC modszerek sem univerzélisan alkalmazhatok minden ilyen

jellegli analitra. Tovabbi nehézséget okoz, hogy szerkezetileg ¢és fizikai-kémiali
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tulajdonsagaikban hasonld polaros bazikus molekuldk kromatografias viselkedése
jelentdsen eltérhet egymastol, ami megneheziti az altalanos modszertani kdvetkeztetések
levonéséat. Ezen problémaékra reagalva egy 6sszehasonlit vizsgélatot végeztiink, amelynek
célja kiilonbozd allofazisu oszlopok teljesitményének objektiv értékelése volt polaros
bazikus molekuldk elvalasztasara. A vizsgalat soran kilenc, eltéré kémiai karakterii
allofazist hasonlitottunk 6ssze, a klasszikus forditott fazisi oszlopoktdl kezdve a hidrofil
kdlcsonhatason alapuld (HILIC) fazisokig. (Fuggelék F1. tAblazat) A méréseket gradiens
eluciéban, hérom kilonbozé pH-tartoméanyban (savas, kozel semleges és bazikus
kornyezetben) végeztik, figyelembe veve a pH hatadsat mind a visszatartasra, mind a
csUcsalakokra. A modszertani 6sszehasonlitas megkonnyitése érdekében egy egyszeri, de
jOl reprodukalhaté rangsorolési rendszert dolgoztunk ki, amely a csucsalakokat és az
elvalasztési felbontést vette alapul. Minden egyes mérési kortlményt — az alkalmazott
oszlop és pH kombinaciojat — ezen szempontok alapjan értékeltiik. A tesztkeverék tiz,
eltérd szerkezetii polaros bazikus vegylletet tartalmazott (17. abra, Flggelék F2. tablazat),
lehetové téve annak vizsgalatat is, hogy mely analitok mutatnak széles moddszertani

toleranciat, és melyek igényelnek kifejezetten specifikus kromatografias feltételeket.
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17. dbra. Az oszloptesztekhez hasznalt tiz vegyulet szerkezete és roviditése.
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Ezek a vegylletek korabban analitikai mérési céllal érkeztek a laboratériumba. Az
6sszehasonlito elemzés eredmenyekent sikerult azonositani egy olyan all6fazis—eluens—pH
kombinéciét, amely a vizsgalt molekuldk talnyomd tobbségére nézve hatékony és
robusztus elvélasztast biztositott. (18. abra) Valamennyi vizsgalt vegyllet esetében
szimmetrikus csucsalakot és kell6 visszatartast sikeriilt elérniink. Az eredmények
ravilagitanak arra, hogy a polaros bazikus molekulak esetében az all6fazis megvalasztasa
¢s a pH finomhangolasa legaldbb olyan jelent6séggel bir, mint az eluens Osszetétele. A
kidolgozott rangsorolasi szemlélet gyakorlati segitséget nyQjthat 0j analitikai modszerek
fejlesztésekor, és jol illeszkedik az all6fazis-valasztas mddszertani szempontjait targyald
fejezethez [SP14].

Intensity, cps

1.0e6 ‘ 1 DMA
‘ .
tam \

SPD .\
AARRRRRRS
5 80

45 50 55
Time, min

18. 4bra. A tiz tesztvegylilet elvalasztasa az RX-Sil oszlopon egy altaldnos gradienst hasznélva.

5.1.3. Matrixok, mintaelokészités, matrixhatas

Munkam soran rendkivil valtozatos matrixokbdl kellett célmolekuldkat azonositanom és
mennyiségi meghatarozasukat elvégeznem. Vizes mintak esetében gyakorlatilag
valamennyi relevans tipus el6fordult: ivoviz, felszini viz, szennyviz, valamint
szennyviziszap. Egy kutatési projekt keretében nem-szteroid tipusu gyulladascsokkent6k
érzékeny meghatarozasara dolgoztunk ki analitikai mddszert. A vizsgalatok soran Budapest
tobb pontjardl szarmazo csapvizet, a Duna mentén kiilonb6z6 helyszinekrél gyiijtott
felszini vizeket, tovabbd a Nyirségviz Zrt. szennyviztisztitd telepeirdl szarmazo
szennyvizet és szennyviziszapot elemeztink. Az egyik feladat egy olyan érzékeny
analitikai modszer kidolgozasa volt, amely alkalmas tiz kiilonb6z6 gyulladascsokkentd szer
mennyiségi meghatarozasara, elsdsorban ivo- és felszini vizek esetében. Mikro-HPLC és
on-line szilard fazisu dusitds alkalmazédsaval az addig elérhetd moddszerekhez képest

Iényegesen alacsonyabb kimutatasi (LOD) és mennyiségi meghatarozasi hatarértékeket
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(LOQ) sikerult elérni [SP15]. Egy masik projektben egy Uj tipusu szennyviztisztitasi eljaras
analitikai hatterét biztositottuk. Bizonyos baktériumtorzsek képesek a vizekben jelen 1évo
szerves mikroszennyezOk — tobbek kozott gyulladascsokkenték — lebontasara. A kisérletek
celja az volt, hogy meghatarozzuk az érkezé és tdvozd szennyvizben, valamint a
baktériumok altal lebontott vegyiiletek mennyiségérél. A mintaclékészités minden esetben
egyszerii centrifugalassal tortént, a tiszta fellluszot kozvetlenll injektéltuk a HPLC-
MS/MS rendszerbe.

A laboratoriumba érkezé mintak legnagyobb része bioldgiai eredetii. Ezekbdl
egyarant meghatarozhatok endogén komponensek, valamint exogén anyagok, példaul
gyogyszerek vagy toxinok. A biologiai matrixok komplexitasa jelentésen eltér6 lehet. Az
egyik legegyszerlibb bioldgiai matrixnak a vizelet tekinthetd, mivel idealis esetben nem
tartalmaz fehérjéket, csupan szervetlen ionokat ¢és kis molekulatomegii szerves
vegyileteket. Ennek megfeleléen a mintael6készités is viszonylag egyszer(: altalaban
elegendd a centrifugalas és/vagy sziirés, majd a minta kdzvetleniil mérheto.

Egy vizsgalatunk soran gydgyszermolekuldk és tudatmodositod szerek mennyiségi
meghatarozasat vegeztik vizeletmintdkbdl. Az érzékeny mérések lehetévé tették a
vegyiiletek szervezetbdl torténd kitiriilésének nyomon kdvetését is. A mddszer tesztelésére
egy Onkéntes kolléga vizeletmintdjat kiillonb6z6 gyogyszermolekuldkkal addicionaltuk,
annak érdekében, hogy egy mintegy 300 komponens mérésére alkalmas eljérést
validaljunk. Valamennyi hozzdadott komponenst sikerllt azonositani, ugyanakkor pozitiv
talalatot kaptunk egy olyan vegyuletre is, amely nem szerepelt az addicios keverékben. Ez
a molekula a kinin volt, amelynek forrdsa a hétvegi rendezvenyen elfogyasztott tonik
uditoital egyik komponenseként volt azonosithato.

A biologiai mintak jelentds része plazma formdjaban keriil hozzank vizsgalatra. A
plazma {6 alkotdja a viz, amely oldott fehérjéket, 4svanyi anyagokat, gliikdzt, valamint
kiilonféle endogén és exogén szerves molekuldkat tartalmaz. Analizis eldtt elengedhetetlen
a fehérjék eltavolitasa, amelyet rendszerint hideg metanol vagy acetonitril 3-4-szeres
foloslegben torténd hozzdadasaval végeztiink. A fehérjék kicsapodasat kovetden
centrifugdlassal valasztottuk el a feliiluszot, amelybdl a célmolekulak kozvetleniil
meghatarozhatok voltak. Meg kell jegyezni, hogy a fehérjekicsapas veszteséggel jarhat,
amennyiben a vizsgalt vegylilet erds affinitdst mutat a fehérjékhez. Ezt az eljarast
alkalmaztam t6bbek k6zott gydgyszerszintek meghatarozasara és szamos farmakokinetikai

vizsgalat soran a célmolekuldk koncentracidjanak mérésére.
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A plazménal Osszetettebb matrixnak tekinthetd az iziileti folyadék. Az

Allatorvostudomanyi Egyetemmel folytatott egyiittmiikodés keretében a florfenikol (19.

abra) mennyiségi meghatarozasat végeztem el plazméabol és izuleti folyadékbol egyarant.
OH Cl

N
: m}m

19. abra. A florfenikol szerkezete

A florfenikol széles spektrumt antibakteridlis hatassal rendelkez6, els6sorban az
allatorvosi gydgyéaszatban alkalmazott hatéanyag. A farmakokinetikai vizsgalatok soran a
idépontban, mig iziileti folyadék esetében ugyanazon iddtartam alatt 10 idépontban
hataroztuk meg. A mintael6készités mindkét matrix esetében azonos maédon tortént: 100
pL plazmahoz vagy izlleti folyadékhoz 300 pL acetonitrilt adtam. A fehérjéek azonnal
kicsapodtak, a folyamatot vortex keveréssel tettem teljessé, majd centrifugalast kdvetden a
feltluszot kozvetlendl analizaltam. Meg kell jegyezni, hogy az iziileti folyadék Iényegesen
viszkozusabb matrix a plazmanal, ezért a mintak kezelése soran szélesebb nyilasu pipetta
alkalmazésa valt szlikségessé [SP16], [SP17].

Egy viszonylag keveéssé elterjedt bioldgiai matrix, a nyal analitikai vizsgélataval is
foglalkoztunk. A Testnevelési Egyetem részérdl érkezett megkeresés egy olyan kutatasi
projekt kapcsan, amely a pillanatnyi stressz molekularis szintli hatdsait vizsgéalta. A nyal
kilonosen alkalmas matrix a szervezetet éré akut hatasok gyors jelzésére, igy a
stresszvalasz tanulmanyozasara is. A vizsgalat célja annak feltarasa volt, hogy kimutathat6-
e Osszefliggés a nyal kortizon- és kortizolszintje, valamint a szervezetet éré stresszhatas
kozott. A kisérletben egy 20 fos katasztrofavédelmi egység vett részt onkéntesként. Egy
riasztast kovetéen — amely Kkifejezetten a vizsgalat céljabol megszervezett vakriasztas volt
— mind a 20 résztvevotdl nydlmintat vettek egy specidlisan nydlmintavételre kifejlesztett
eszkoz segitsegevel. A mintdk azonnal a laboratoriumba kerdltek, ahol feldolgozéasukat
volt: a mintavételi cs6bdl centrifugaldssal nyertiik ki a nyalat, amelyet ezt kovetden
higitottunk, ujra centrifugaltunk, majd kozvetlenl mértiik. Kontrollértékként valamennyi
onkéntestdl rendelkeztiink nyugalmi allapotban vett mintaval is. Az eredmények

egyértelmiien igazoltak, hogy az akut stresszhatas rovid idén beliil jelentds emelkedest
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okoz a nyal stresszhormon-szintjében. A 20 résztvevé koziil 18 esetében volt
megfigyelhetd egyértelmii koncentraciondvekedés. A két valtozatlan érték eltérd okokra
volt visszavezethetd. Az egyik Onkéntes tisztdban volt a riasztas kisérleti jellegével, igy
nala nem alakult ki stresszvalasz. A masik esetben a kontrollmintavételt megeldzden egy
felettesi megbeszélés zajlott, amelynek kovetkeztében az alapérték mar eleve emelkedett
stresszallapotot tlkrozott.

Ezzel parhuzamosan egy alternativ, nyalbdl torténé kortizon/kortizol-
meghatarozasi mddszert is kidolgoztunk, amely szarmazékképzésen alapuld
érzékenységnovelést tett lehetévé. A nyadlmintavétel ebben az esetben is specialis
gyljtéesovel tortént, majd a matrix kinyerését kovetden folyadék—folyadék extrakcioval és
beparlassal készitettiik el6 a mintat a sza&rmazékképzéshez [SP18].

Az analitikai kémia egyik alapvetd feltételezése, hogy a vizsgalt célmolekula a
mérés pillanatdban hozzaférhetd, azaz a mintaoldatban szabad forméban van jelen. A
modern biologiai és gyogyszertechnoldgiai alkalmazasok azonban egyre gyakrabban
kérdojelezik meg ezt az alapfeltevést. Napjainkban ugyanis mind a természetes biologiai
rendszerekben, mind a mesterségesen eldallitott gyogyszerformulakban egyre nagyobb
szerepet kapnak azok a strukturak, amelyek a célmolekulakat fizikai értelemben elktlonitik
kornyezetiiktol. A sejtek altal termelt és kibocsatott vezikulak — mint példaul az exoszomak
és mikrovezikuldk — a sejtk6zi kommunikacio alapvet6 elemei. Ezek a lipid kettdsréteggel
hatarolt nanoméretli  struktarak specifikus fehérjéket, nukleinsavakat és Kkis
molekulatomegli metabolitokat képesek szallitani. Tartalmuk nem véletlenszert:
osszetéetelik informaciot hordoz a sejtek aktualis allapotarol, és egyre tobb bizonyiték utal
arra, hogy betegségek korai stadiumaban is jellegzetes molekuléris mintadzatot mutatnak.
Ennek megfelelden a vezikuldkban talalhatdo molekuldk analitikai meghatarozasa kiemelt
jelent6séggel bir biomarker-kutatdsok és diagnosztikai fejlesztések szempontjabdl. A
,becsomagolt” molekuldk probléméja azonban nem Kkizérolag a természetes bioldgiai
rendszerekre korlatozodik. A modern gydgyszerfejlesztésben egyre szélesebb kdrben
alkalmaznak olyan formulazasi stratégiakat, amelyek célja a hatéanyagok védelme, célzott
szOveti eljuttatasa vagy felszabadulasuk idébeni szabalyozasa. Ennek egyik legelterjedtebb
megvaldsitasa a liposzomak alkalmazasa, amelyek lipidburokba zart formaban
tartalmazzék a hatdanyagot. A liposzémas gyogyszerformak lehetévé teszik a toxicités
csokkentését, a terapias hatékonysag novelését, valamint a gyogyszerszintek kontrollalt

fenntartdsat a szervezetben. Ezekben a rendszerekben azonban az analitikai mérés nem

crer
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ugyanis nem szabadon oldott allapotban van jelen, hanem egy fizikailag elkilonitett, zart
térben helyezkedik el. Ennek kdvetkeztében a mérés egyik kritikus Iépése a célmolekula
felszabaditasa a vezikularis vagy liposzomas burokbdl. Amennyiben ez a 1épés nem teljes
vagy nem reprodukéalhatd6 moédon torténik meg, az kozvetlenul torzitja a kapott
koncentracioértékeket.

A munkank soran mind természetes eredetli vezikulakhoz, mind mesterségesen
eléallitott liposzémas rendszerekhez kapcsolddo analitikai feladatokkal foglalkoztunk. A
mérési stratégia kozponti eleme egy egyszerli, de hatékony acetonitriles feltarasi 1épés volt,
amely biztositotta a lipidburok roncsolasat és a célmolekulak felszabaditasat. Tobb
egylittmiikodés keretében liposzoméaba zart doxorubicin mennyiségi meghatarozasat
végeztik el, amely lehetévé tette a kiinduldsi hatdanyag-koncentracié pontos
meghatarozasat, ami alapvetd fontossagl a dozisbeallitds szempontjabol. Ezt kovetden a
liposzémakbol felszabaduld, a szervezetbe jutd gydgyszerszintek meghatarozasa is
megvaldsult.

Veégul, de nem utolsdsorban meg kell emliteni a hajat mint biol6giai métrixot. Mig
anyal elsésorban a rovid tava valtozasok nyomon kovetésére alkalmas, addig a haj a hossza
tava hatasok vizsgalatat teszi lehetdvé. A szervezetben jelen 1évé molekulak — endogén és
exogén vegyuletek egyarant — folyamatosan beépulnek a haj szerkezetébe. A haj
szegmentalt vizsgalatdval idobeli informaciok nyerhetdk, a haj hosszatol fiiggden akar tobb
honapra visszamendleg is.

Laboratoriumunkban Kkortizon- és Kkortizolszintek meghatarozasat végeztik
hajmintakbol. A mintael6készités soran a hajmintdk tdmegét pontosan meghataroztuk
annak érdekeében, hogy az eredményeket tOmegre vonatkoztatott koncentracioként
adhassuk meg. Ezt kovetden a haj felszinén taldlhatd zsiros szennyezddéseket gyors
izopropanolos dblitéssel tavolitottuk el, majd a zsirtalanitott hajszalakat zarhat6 mintatartd
edénybe helyeztiik. Annyi metanolt adagoltunk hozzajuk, hogy a hajszalakat teljes
mértékben ellepje, majd a mintakat egy éjszakan at allni hagytuk. Masnap a hajszalakat
eltavolitottuk, a metanolos kivonatot inert atmoszféra alatt beparoltuk, majd meghatarozott
térfogatd mintaoldéban Gjra feloldottuk a visszamaradé anyagokat, és elvégeztik a
kortizon/kortizol mennyiségi meghatarozasat. Az igy kapott értékeket a haj tdmegére
vonatkoztatva 6sszehasonlithatd koncentracioadatokat kaptunk.

Eddig elsésorban biologiai rendszerekbdl, illetve kiilonb6zd vizes matrixokbol
szarmazd komponensek analitikai meghatarozasat mutattam be. Ezek kdzott szerepeltek

egyszerlibb matrixok, mint a viz vagy a vizelet, valamint dsszetettebb rendszerek is, példaul
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a plazma vagy az izlleti folyadék. Bar ezen matrixok mindegyike komoly analitikai
kihivasokat jelentett, egy ipari megbizas keretében olyan mintaval kellett dolgoznom,
amely komplexitdsdban és kezelhetOségében messze tulmutatott a kordbban bemutatott
rendszereken. A feladat egy nitralasi reakcio soran keletkezé melléktermékek azonositasa
¢s kiilonb6z6 mintakban valo eloszlasuk Osszehasonlitasa volt. Mar a megbizas kezdetén
nyilvanvaldva valt, hogy a vizsgalat szokatlan megkdzelitést igényel, mivel a mintamatrix
rendkivil agressziv kemiai kornyezetet jelentett. A kordbban ezzel a feladattal megkeresett
analitikai laboratoriumok egyike sem vallalta a vizsgalat elvégzését, ami 6nmagaban is jol
jelzi a probléma nehézségét. A vizsgalandd matrix ugyanis nem volt mas, mint 92%-o0s
kénsav. Ez nem elirds: a feladat sordn koncentralt kénsavban jelen 1évd szerves
komponensek azonositasat kellett elvégezni. A reakcié a toluol nitralasa volt, amely soran
a fotermék mellett kiilonb6zé nitralasi melléktermékek keletkeztek, ezek analitikai
elkilonitése es kimutatdsa azonban rendkivili kihivast jelentett a matrix extrem kémiai
tulajdonsagai miatt. Az ipari folyamat els6 1épésében hagyomanyos nitraloelegy
alkalmazésaval dinitro-toluolt allitanak elé. Ezt egy joval erélyesebb nitraldsi Iépés koveti,
amelyben a kénsavat 6leum véltja fel a salétromsav mellett, igy keletkezik a végtermék, a
TNT. A masodik 1épésben visszamarado savat visszavezetik az elsé reakciolépésbe, ahol
Gjra felhasznaljak. Ismert, hogy kémiai reakciok sordn melléktermékek valtozo
mennyiségben szinte mindig keletkeznek. Amennyiben a reakcioban valamely komponens
— legyen az oldo6szer, katalizator vagy reaktans — visszaforgatasra kerl, fennall annak a
veszelye, hogy ezek a melléktermékek a rendszerben feldusulnak. A nitralashoz hasznalt,
visszaforgatott kénsavban jelen 1évd szennyezd komponensek szerkezetének ismerete
hozzajarulhat a reakcidkorilmények optimalizalasahoz, ezéltal a melléktermék-képzodés
visszaszoritasahoz. A laboratériumba 6sszesen harom minta érkezett: egy 92%-os kénsavat
tartalmazd minta, valamint két kétfazisu minta, amelyek esetében a felsd fazis szerves, az
also fazis pedig szervetlen savakat és fémsdkat tartalmazo vizes fazis volt. A mintakat
eltéré mintael6készitési eljarasokkal dolgoztam fel. Mivel a cél szerves komponensek
azonositasa volt, kézenfekvé megoldasként folyadék—folyadék extrakciot alkalmaztam.
Extrahalé oldészerként toluolt valasztottam, mivel feltételezhetd volt, hogy a keletkezd
melléktermékek tdbbsége toluol-szarmazék, igy toluolban j6 oldhatésagot mutat. Az
extrakciot igyekeztem a lehetd legrovidebb 1d6 alatt elvégezni annak érdekében, hogy az
extrakcid soran alkalmazott toluol savas kdzegben torténd elreagdldsat minimalizaljam. A
kétfazisu mintak esetében mindkét fazist kilon vizsgaltam. A vizes fazisok toluolos

extrakcidja problémamentesen kivitelezhetd volt. A szerves fazist atpipettdztam egy
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mintatartd edénybe, majd nitrogénaram alatt beparoltam, és a visszamaraddé anyagokat 1
mL acetonitrilben oldottam fel. Az igy kapott oldatot kozvetlenil mértem. Mivel az
extrakcio mindig magéban hordozza az egyes komponensek részleges elvesztésének
kockézatat, higitasos mintaelOkészitést is alkalmaztam. A szerves fazist tizszeresére
higitottam acetonitrillel, mig a vizes fazist tizszeresére vizzel. A higitasos modszer elénye,
hogy komponensvesztéssel nem kell szdmolni, hatranya viszont a koncentraciocsokkenés,
ami megnehezitheti az alacsony mennyiségben jelen 1évé komponensek azonositasat. A
mintakrol Bifenil all6fazisu oszlopon, gradiens eluci6 alkalmazasaval LC—-MS és MS/MS
méréseket végeztem negativ ion modban. A kapott spektrumok értékelése soran jellegzetes
ionokat és semleges vesztéseket kerestem, amelyek egyes funkcids csoportok vagy
molekularészletek jelenlétére utaltak. Ilyen jellegzetes vesztések voltak példaul:
e a karboxilcsoportot tartalmazé molekuldk esetében a 44 Da tomegii semleges
vesztés (COy),
e a szulfonsavcsoportot tartalmazd molekuldk esetében a 80 Da tomegli vesztés
(S03),
e a nitrocsoportokat tartalmaz6 molekulakra jellemz6 30 Da (NO) és 46 Da (NO-)
semleges vesztések,
e szamos molekula esetében megfigyelheté volt a 109 m/z értékli fragmension
megjelenése.
A kapott MS/MS spektrumok alapjan egy MRM-listat allitottam 6ssze, amelybe minden
olyan komponenst felvettem, amely barmelyik mintadban detektalhatd volt. Ennek
segitségével meghataroztam az egyes komponensek eloszlasat a kiilonb6zé mintdkban €s
fazisokban. A kénsavmintabol vizes higitassal el6készitett minta MRM kromatogramjaban
viszonylag kevés komponens volt detektdlhatd, ami részben a jelent6s higulas
kovetkezmenye lehetett. Logikus feltételezés volt, hogy a tomény kénsavas minta toluolos
extraktja jelentds mennyiségli szerves mellékterméket tartalmaz majd. Az MRM mérések
azonban ramutattak arra, hogy még a rovid extrakcios id6 ellenére is az extrakciohoz
hasznalt toluol reakcioba lépett a kénsavval, €s szamottevé mennyiségili toluol-szulfonsav
keletkezett. Ezzel szemben a kétfazisi minta szerves fazisanak toluolos extraktjabol készilt
MRM kromatogram (20. abra) mar joval tébb komponenst tartalmazott, amelyek a

mintaban jelentds mennyiségben voltak jelen.
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20. dbra. A kétfazist minta szerves fazisabol készilt toluolos extrakt MRM kromatogramja

A kétfazisi minta vizes fazisa esetében tobbféle mintaclékészitési stratégiat is
alkalmaztam. Elsé 1épésben toluolos folyadék—folyadék extrakciot végeztem, majd a
keletkezett szerves fazist beparoltam, és acetonitrilben torténd visszaoldast kovetéen MRM
korilmények kozott vizsgaltam. Amint az a 21. abran lathatd, ebben az esetben

komponensekben gazdag, nagy intenzitasu kromatogréafias csucsokat sikeriilt detektalni.
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21. dbra. Az S3 minta toluolos extraktjanak MRM kromatogramja

Ezzel szemben a vizes fazis esetében alkalmazott higitdsos mintael6készitési technikak
nem eredményeztek hasonld intenzitasu jeleket. Ennek oka elsdsorban az volt, hogy a
higitas hatasara a mar eleve alacsony koncentracioban jelen 1évé komponensek tovabb
higultak, ami jelentdsen megnehezitette azok detektalasat és azonositasat.

A Dbiologiai mintavételezes egyik elterjedt es kilénésen praktikus mddja a
szlirbpapirra vett vércsepp modszer (dried blood spot, DBS), amelyet rutinszeriien
alkalmaznak az jsziilottkori szlirések soran is. A moddszer magyarorszagi bevezetését
célz6 Kkisérletekben magam is részt vettem. A laboratériumba érkezett, specialis

szlirépapiron rogzitett vércseppeket a jelolés mentén kivagtuk, majd Eppendorf csévekbe

helyeztiik. A mérni kivant komponenseket — elsésorban aminosavakat és acilkarnitineket —
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metanollal extrahaltuk. Az extrakciot kovetden a sziirbpapirt eltavolitottuk, a visszamaradd
oldatot nitrogénaram alatt szarazra paroltuk, majd izotdpjelzett belsé standard hozzéadasa
utan mintaolddban oldottuk fel. Az igy elokészitett mintékat a folyadékaramba kozvetleniil

injektalva hataroztuk meg az analitok koncentraciojét.

5.1.4. Erzékenység novelése

A mennyiségi meghatarozasok egyik legkritikusabb paramétere az érzékenység.
Erzékenység alatt azt a legalacsonyabb koncentraciot értem, amely az adott analitikai
modszerrel még megbizhatéan és egyértelmilen meghatarozhatd. Az analitikai
modszerfejlesztések egyik alapvetd célja ezért az érzékenység ndvelése, azaz minél
alacsonyabb koncentréacioszintek elérése. Az érzékenység javitasanak egyik legegyenesebb
— ugyanakkor koltségigényes — mddja egy nagyobb érzékenységli tomegspektrométer
alkalmazasa. Ennek hidnydban azonban a meglévd miiszeres és moddszertani lehetdségek
optimalis kihasznaldsaval is hatékony megoldasok dolgozhatok ki. Szamos olyan
megkozelités létezik, amelyek ©Onalldan, illetve egymassal kombinalva is jelent6s

mértékben képesek ndvelni egy analitikai modszer érzékenysegét.

5.1.4.1. On-line SPE

Az érzékenység novelésenek egyik hatékony modszere a mintael6készitési oldalon
alkalmazott on-line szilard fazisu extrakcio (on-line SPE). A modszer sematikus felépitését

az 22. bra szemlélteti.
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22. abra. Az on-line SPE rendszer sematikus felépitése

Az injektalas — amely sok esetben nagy térfogatu is lehet — egy csapdazo
(el6koncentrald) oszlopra torténik. A csapddzéast kovetden mosasi 1épés kovetkezik,
amelyet egy kilén pumpa (C pumpa) biztosit, majd a visszatartott komponensek egy
analitikai oszlopra keriilnek atvezetésre és ott torténik a kromatogréafias elvalasztas és

detektalds. A rendszerben két el6tétoszlop alkalmazasa valt sziikségessé annak érdekében,
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hogy a nagy térfogata injektalassal bekeriild matrixkomponensek ne szennyezzék sem a
csapdazo, sem az analitikai oszlopot [SP7].

Az on-line SPE alkalmazdsdnak eldonye nem korlatozodik az érzékenység
ndvelésére. A mintael6készités €s az analitikai elvalasztas hatékony dsszekapcsolasaval a
teljes mérési 1d0 is jelentosen csOkkenthetd. Amennyiben a mosasi fazis idoben és
aramlasilag is jol elkiilonithetd az analitikai elvalasztastol, az analitikai oszlopon
meredekebb gradiens is alkalmazhaté zavard hatdsok nelkil. Ezt a megkozelitést
alkalmazva a ciklosporin vérszint-meghatarozasanak teljes futési idejét 3 percre sikertlt

csokkenteni.

5.1.4.2. Az oldoszer erésségének szerepe nagy térfogatok injektalasa esetén
Alacsony koncentracioban jelen 1évé komponensek meghatarozdsakor gyakran
sziikségessé valik nagy térfogatl mintak injektalasa, kiléndsen olyan esetekben, amikor a
mintael6készités soran elkeriilhetetlen a szerves olddszer aranyanak novelése. Ilyen
helyzettel talalkoztunk példaul vérplazmabol torténd szteroidmeghatarozasok soran, ahol a
fehérjék kicsapésa céljabdl a mintahoz haromszoros térfogatl szerves olddszert (metanolt
vagy acetonitrilt) adtunk. Ennek kovetkeztében a mérésre keriilé minta akar 75% szerves
oldoszert is tartalmazhatott, ami nagy térfogati injektalas esetén jelentds cstcstorzulast
eredményezhet.

Munkénk soran négy szteroidmolekula (kortizol, tesztoszteron, androsztendion és
progeszteron) érzékeny kimutatasara alkalmas LC-MS mddszert dolgoztunk ki mikro-
UHPLC kortlmények kozott [SP19]. Az els6 1épés az optimalis kromatografias oszlop
kivélasztasa volt, amelyhez harom kiilonb6z6 méretii, toltetli €s szemcsetipusti oszlopot
teszteltlink.

e Oszlop A: Eksigent ChromXP C18CL, 150 x 0,3mm, 3pum, 1204,

e Oszlop B: Eksigent HALO Fused-core C18, 50 x 0,3mm, 2um, 90A,

e Oszlop C: Eksigent HALO Fused-core Phenyl Hexyl, 50 x 0,5mm, 2,7um, 90A.
A legjobb érzékenységet a C jeli oszlopon (Eksigent HALO Fused-core Phenyl-Hexyl, 50
x 0,5 mm, 2,7 um, 90 A) értiik el (23. abra). Az injektalt oldoszer erésségének €és
térfogatanak a retencids faktorokra gyakorolt hatdsat az A jelt oszlopon vizsgaltuk, két
eltéré gradiens alkalmazasaval (0,6 perc, illetve 1,8 perc). A mintdkat vizbdl, metanolbdl,
illetve acetonitrilbdl injektaltuk kiilonbozo térfogatban (50, 100, 250, 500, 750, 1000, 2000
és 5000 nL).
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23. dbra. Négy modellvegyiilet normalt csucsprofiljai kiillonb6z6 kromatografids rendszerekben.

A cslcsok félértékszélességének elemzése alapjan megallapithaté volt, hogy a révidebb
gradienssel kapott, alacsonyabb retencios faktorok sokkal érzékenyebbek az injektalt
oldoszer erdsségére. Vizbdl torténd injektalas esetén mindkét gradiens hasonlo
csucsformakat eredményezett, fuggetlenll az injektalt térfogattol. Ezzel szemben szerves
olddszerek alkalmazésakor az injektalt térfogat novekedésével jelentds kiilonbségek
mutatkoztak. 500 nL feletti injektalt térfogatoknal a rovidebb gradiens esetén jelentds
csucskiszélesedés volt megfigyelhetd, mig a hosszabb gradiens lényegesen stabilabb
cstcsformat biztositott. Kilondsen szemléletes volt a jelenseg 2 pL metanolos minta
injektalasakor: rovid (0,6 perc) gradiens esetén a cstcsok felhasadtak, mig hosszabb (1,8

perc) gradiensnél csupan kiszélesedés volt tapasztalhat6 (24. abra).

1A 1B 1Cc 1D

Intenyity (cps)

Intenyity (cps)
Intenyity (cps)
Intenyity (cps)

25 1 15 2 25

15 5
Time (min)

5 1 15 2 2 5 2 28
Time (min) Time (min) Time (min)

2A 28 2D 2
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Intenyity (cps)

Intenyity (cps)
Intenyity (cps)

5 2 25 3 5 2 25 3 35 25 .3 35 a
Time (min) Time (min) Time (min) Time (min)

24. dbra. Csucsalakok 2 pL metanolos minta injektalasakor révid (1) és hosszl (2) gradiens esetén.
A-D: kortizol, tesztoszteron, androsztendion és progeszteron.
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Acetonitriles mintak esetében ez a hatas mar 1 pL injektalasi térfogatnal jelentkezett. A
retencios faktor novekedésével az injektalt oldoszer erésségének hatasa fokozatosan
csOkkent. Ennek alapjan megallapithatd, hogy azonos oszlop alkalmazésa esetén célszerii
hosszabb gradienst hasznalni, mivel az igy elért nagyobb retencids faktorok kevésbé
érzékenyek az erésebb eluensekbdl torténd nagy térfogatd injektalds altal okozott
csucstorzulasokra. Az alkalmazott oszloptoltetek és az oszlopok geometridja szintén
jelentds hatassal van a maximalisan injektalhaté térfogatokra, és ezéltal az elérhetd LOQ
értekekre. Ennek vizsgalatira kiilonb6z6é térfogati mintdkat injektaltunk vizbdl,
metanolbol és acetonitrilbdl mindhdrom vizsgalt oszlopra, majd elemeztiik az injektalt
térfogat cslcsalakra gyakorolt hatasat (25. abra). A hatast a csucsok félértékszélességével
jellemeztiik. Az injektalt minta olddoszerer6sségére az egyes rendszerek hasonld6 modon
reagaltak. Vizbol torténd injektalds esetén az injektalt térfogat ndvelésével nem
tapasztaltunk jelentds csucskiszélesedést. Szerves olddszerbdl torténd injektalasnal
azonban minden esetben csucskiszélesedés volt megfigyelhet6, mely a leger6sebben az
acetonitril alkalmazéasakor jelentkezett. A rovidebb oszlopok, illetve a héj-szerkezetii
(fused-core) toltetekkel rendelkez6 oszlopok (B és C oszlop) esetében élesebb, keskenyebb
cstcsokat kaptunk. Ugyanakkor ezek a rendszerek sokkal érzékenyebben reagaltak az
injektalt térfogat novelésére, kiilondsen erés oldoszerek alkalmazasakor. Az oszlopok
holttérfogata szintén meghatarozo6 szerepet jatszott a maximalisan injektalhaté térfogatok
alakulasaban. A legkisebb holttérfogattal a B oszlop rendelkezett. Ennél az oszlopnal erés
olddszerbdl torténd injektalds esetén a komponensek visszatartasa 750 nL injektalt térfogat
folott megsziint, és a komponensek a fronttal egyiitt attortek. A masik két oszlop esetében
ez a jelenség metanolos mintaknal 2 pL, mig acetonitriles mintdkndl mar 1 pL injektalt
térfogat felett jelentkezett. Az el6z6ekben bemutatott eredmények alapjan megallapithato,
hogy az olddszer erdssége jelentdsen befolyasolja a maximalisan injektalhato térfogatot.
Erds oldoszerbdl egy bizonyos térfogat felett torténd injektalas esetén mar nem érhetd el
nagyobb csucstertlet vagy jobb LOQ érték, mivel a cstcstorzulas és az attérés dominanssa
valik. Mills és munkatarsai indometacin mennyisegi meghatarozasa soran azt tapasztaltak,
hogy a mintael6készitést kdvetden kapott mintak vizzel torténd higitasaval kedvezobb

csUcsalakokat értek el [93].
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25. abra. Az injektalt térfogat és a mintaoldd hatasa a csucs félértékszélességére kiilonb6zé oszlopokon.
A-C: oszlop A (fent), B (k6zépen) és C (lent).

Ezt a jelenséget a szteroidok esetében mi is megvizsgaltuk. A vizsgalatokhoz a legjobb
felbontést biztositd C oszlopot alkalmaztuk, valamint négy kiilonb6z6 szerves olddszer-
tartalmd mintaoldatot (100%, 75%, 50% és 0%) hasznaltunk. A higitds hataséara a
cslcsalakok jelentdsen javultak, ami lehet6vé tette nagyobb injektalasi térfogatok
alkalmazasat. A metanolos mintak esetében mar 25%-os vizes higitas mellett is lehetdség
nyilt 5 pL minta injektalasara. Az er6sebb eluensnek szamito acetonitril esetében legalabb
50%-0s higitas volt szlikséges ahhoz, hogy a maximalis, 5 pL-es huroktérfogat teljes
mértékben kihasznalhato legyen (26. abra).
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26. abra. Az injektalt térfogat és a mintaoldd erdsségének hatasa a csticsalakra C oszlopon.

A modszer gyakorlati alkalmazhatosaganak tesztelésére szteroidmentes szérumhoz 10
ng/mL végkoncentraciéban addiciondlt szteroidmintat, valamint éles szérummintat

vizsgaltunk (27. abra).

5ul 10ng/ml spiked serum sample diluted with 25% water

5ul 10ng/ml spiked serum sample 1ul 10ng/mi spiked serum sample

Intensity (cps)
H H B

Intensity (cps)
FRR- S
Intensity (cps)

Time (min) Time (min) Time (min)

5ul serum sample 1ul serum sample 5ul serum sample diluted with 25% water

Time (min) " Time (min)

Time (min)

27. dbra. Injektélt térfogat és mintaoldd hatésa addicionlt (fent) és éles (lent) szérummintak
kromatogramjaira.

A bal oldali kromatogramokon 5 pL injektalési térfogat alkalmazasa mellett, higitatlan
mintdk esetében, az alacsony retencids faktorral rendelkezd komponenseknél jelentds
csucstorzulas és cstcskiszélesedés volt megfigyelhetd. Ugyanezen mintdk higitatlan
allapotban torténd, 1 ulL-es injektalasa esetén a csucsalakok javultak, a csucsok
keskenyebbé valtak, és a torzulas mértéke minimalisra csokkent (k6zépsé panel). Ez a
javulas azonban az injektalt mennyiség csokkenésével egydtt jart, ami az érzékenység
szamottevl romlasat eredményezte. A jobb oldali kromatogramokon ugyanezen mintak
25%-o0s vizes higitast kovetden keriiltek mérésre, 5 uL injektalasi térfogat alkalmazasaval.
JOl lathato, hogy mind a négy vizsgalt szteroid esetében torzulasmentes, éles csucsokat

kaptunk. A higitas ellenére ezekben az esetekben kaptuk a legnagyobb csucsterileteket és
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a legintenzivebb jeleket, ami egyértelmiien igazolja, hogy az injektalt oldoszer erésségének
csokkentése hatékony maddja lehet az érzékenység néveléseének nagy térfogatl injektalasok
eseten.

Az eredmények egyértelmiien igazoljak, hogy nagy térfogatt injektalasok esetén az
injektalt oldoszer erdsségének tudatos csokkentése nemcsak a csucsalak javitasat, hanem

az érzekenység tényleges novekedését is lehetévé teszi.

5.1.4.3. Erzékenységnovelés szarmazékképzéssel

Az LC-MS technikak széles korii elterjedésében meghatarozo szerepet jatszott a 1égkori
nyomasu ionizacios eljardsok megjelenése. Ezek alkalmazésaval — a gdzkromatogréfiaval
ellentétben — az analitikai vizsgalatok nem igényelték a vegyiletek illékonnya tételét, és az
ionizacio tobbnyire fragmentacio nélkil, kiméletesebb kortilmények kozott valdsithatd
meg. Mindazonaltal léteznek olyan vegyuletcsoportok, amelyek esetében az LC-MS
technika 6nmagaban is komoly kihivasok elé Allitja az analitikust. llyen csoportot
jelentenek a szteroidok, amelyek ionizacios hatékonyséaga légkori nyomasu ionforrdsokban
kifejezetten alacsony, mikbdzben bioldgiai mintakban gyakran rendkivil Kis
koncentracidban vannak jelen. Ezekben az esetekben a detektalasi hatarok tovabbi
csokkentése kizardlag miiszeres optimalizalassal sokszor nem érhet6 el. Bar az LC-MS
modszertan fejlodésével a szarmazékképzés hattérbe szorult, bizonyos analitikai
problémak esetén tovabbra is hatékony megoldast jelenthet. A szarmazékképzés célja
ilyenkor nem a kromatografias viselkedés javitasa, hanem Kkifejezetten az ionizécid
eldsegitése, ezaltal a modszer érzékenységének novelése.

Egy korabbi munkank sorén olyan érzékeny mddszer kidolgozasa volt a célunk,
amely alkalmas kortizol ¢és kortizon nyalmintdkbdl torténé meghatarozasara. Az
irodalomban fellelhetd modszerek alapjan 2-hidrazinopiridint alkalmaztak hasonld
szerkezetli molekuldk szarmazékképzésére. A modszer tovabbfejlesztése érdekében az
érzékenység tovabbi novelését tiiztik ki célul, mégpedig oly modon, hogy a vizsgalt
molekulara permanens pozitiv toltést helyeziink. Ennek megvaldsitasara a 2-hidrazino-1-
metilpiridint (HMP) valasztottuk szarmazékképzd reagensként, ahol a nitrogénatomon
elhelyezkedé metilcsoport kdvetkeztében a kialakuld szarmazék stabil pozitiv toltést
hordoz. Ez a modositas jelentdsen noveli az ionizacid hatékonysagat elektrospray

ionforrasban. A HMP és a kortizol reakcidjanak vazlatat az 28. abra szemlélteti.
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28. abra. A kortizol szarmazékképzési reakcidja 2-hidrazino-1-metilpiridinnel.

A 28. &bran jol lathatd, hogy a kortizol molekulaja két reaktiv karbonilcsoportot
tartalmaz, amelyek mindegyike alkalmas a hidrazin-szarmazékképz6 reagenssel torténd
reakciora. Ennek megfeleléen a gyakorlatban is azt tapasztaltuk, hogy a monohidrazino-1-
metilpiridin szarmazék mellett a kétszeresen reagalt bisz-hidrazon (biszHMP) képz6dése
is megfigyelheté volt. Noha a kortizon molekulaja harom karbonilcsoportot tartalmaz, a
szarmazékképzési reakcid soran kizarolag a mono- és bisz-hidrazon szarmazékok
megjelenését tapasztaltuk. Ennek feltételezhet6 oka egyrészt az, hogy a 11-es pozicioban
talalhaté oxocsoport reakcidkészsége alacsonyabb, masrészt az, hogy az ehhez a
pozicidhoz kapcsolodo reakcid sztérikusan is gatolt. A sz&rmazékképzési reakciok egyik
alapvetd kovetelménye a jol definidlt, reprodukéalhatd és lehetdleg egységes termék
képzddése. Ennek megfelelden a tovabbi modszerfejlesztési 1épések soran a bisz-hidrazon
szarmazékot tekintettiik f6 terméknek, és a reakcid korllményeit kifejezetten ennek a
képz6désére optimalizaltuk. A reakcioparaméterek optimalizalasa soran tizenkét
kiilonb6zo savat, két homérsékleti értéket, harom reakci6idot, valamint 6t kiilonb6z6
reagens/szteroid molaranyt vizsgaltunk. Az egyes korilmények hatasat a keletkezett
szarmazék mennyisége alapjan értékeltik. Az optimalizéalas eredményeként azt talaltuk,
hogy éles mintak esetében trifluorecetsav alkalmazasaval, 60 °C-on, 60 perces reakcioidd
mellett, hiszszoros reagensfelesleg hasznalata eredményezte a legnagyobb mennyiségben
a vart bisz-hidrazon szarmazék képzodését.

Az oxoszteroidok HMP-vel torténd szarmazékképzése soran E- és Z-izomerek
keletkezhetnek, amelyek a kromatografiés elvalasztas soran kulon elualodhatnak. Ezt a
jelenséget az altalunk kezdetben alkalmazott kromatografias rendszerben (Luna Phenyl-

80



szabopal i 452 26

Hexyl oszlop, 50 mm x 2 mm, 5 um) egyértelmiien megfigyeltiik. Az izomerek hasonlo
MS/MS spektrumot adtak, igy a kromatografids csucsok egyértelmii hozzarendelése az
egyes izomerekhez nem volt lehetséges. Mivel a mennyiségi meghatarozas szempontjabol
az izomerek elkulonitése nem volt szilkséges — hiszen mindegyik izomer azonos kiindulasi
szteroidbol szarmazik —, a kromatografias kortilményeket ugy mddositottuk, hogy az
izomerek ne valjanak szét. Ennek eredményeként egyetlen, 6sszevont csucsot kaptunk, ami
a merési érzékenység tovabbi javulasat is eredményezte.

Az érzékenység tovabbi ndvelése érdekében nagy térfogatt injektalast (100 pL),
valamint on-line dusitast is alkalmaztunk. A modszer vazlatat a korabban bemutatott 22.
abra szemlélteti. A fejlesztés eredményeként egy hétperces ciklusidejii modszert sikeriilt
kidolgozni, amely megbizhatdan és nagy érzékenységgel tette lehetove kortizol és kortizon
szintek meghatarozasat nyalmintakbél. A harompumpas, valtdszelepet is tartalmazd mérési
elrendezés f6bb paramétereit a Fliggelék F4. tablazat foglalja dssze. A kidolgozott modszer
alkalmazhatdsagat validalas soran ellenériztiik. Az LOD értékek rendre 2 és 5 pg/mL volt
kortizol és kortizon esetén, 3:1 jel/zaj ardny mellett. A kimutatés als6 hatara (LOQ) 5
pg/mL (kortizol) és 10 pg/mL (kortizon) volt [SP18].

5.1.4.4. Mikrotechnikak

Az érzékenység novelésének maésik hatékony megoldasa a kromatogréfias dimenziok
csokkentése, ami els6ésorban az 0szlopok fizikai méreteinek minimalizalasat jelenti. Ez a
lépés automatikusan az aramlasi sebesség csokkentését is maga utan vonja. Az oszlopok
jellemzéséhez hosszusagukat, belsd atmérdjiiket és szemcseméretiiket hasznaljuk, ezek
kozil az érzékenységre a belsé atméré és a szemcseméret csokkenése gyakorol a
legnagyobb hatast.

Munkam soran szdmos esetben alkalmaztam a méretek csokkentésével elérhetd
érzékenységnovekedést. Az elsd Iépéseket még Szegeden tettem meg, ahol az orszagban
elséként valositottuk meg a mikro-HPLC és a mikroelectrospray/nanospray kombinacidjat
peptidek azonositasara és mennyiségi meghatarozasara. A kisérletekhez sajat ionforrast
fejlesztettlink, amely érzékeny porlasztést tett lehetdvé nL/perc (nanospray) illetve uL/perc
(mikroelektrospray) aramlési tartomanyban [SP20]. Az ionforras egyszer(i szerkezete egy
optikai lencsetarton alapult, amely a tdmegspektrométer ionforrasanak sinjébe illeszkedett.
A lencsetartoba egy parafa pezsgdsdug6t helyeztiink, amely biztositotta a szigetelést a
nagyfesziltséggel szemben. A parafadugdba fart lyukba kerilt egy acél kromatografias

illesztd (zero dead volume, ZDV egység), amelynek egyik végébe a HPLC-rdl érkezd
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eluens, masik végébe a porlasztast biztositd kihdzott kvarc kapillaris csatlakozott. A
nagyfesziltséget (1000-1200 V) kozvetleniil az illesztére kapcsoltuk. A stabil spray
beinditdsahoz a  klasszikus,  kereskedelmi  forgalomban  kaphat6  forrasok
mikrométercsavaros pozicionalasatol eltéréen egyszertibb megoldast talaltunk: a
rendszerbe metanol aeroszolt juttatva a spray automatikusan, tovabbi bedllitas nélkl
elindult. (29. abra)

29. 8bra. Sajat fejlesztésti mikroelektrospray ionforras

A kromatografias oszlopok terén is sajat megoldasokat alkalmaztunk. Hazi
fejlesztésti kapillaris kolonnakat készitettiink (0,32 mm bels6 atmér6ji kvarc kapillaris),
amelyek reprodukalhatd toltést biztositottak. Tesztelés utan ezeket az oszlopokat
proteomikai és egyéb analitikai feladatok soran hasznaltuk sikerrel.

A mikro-LC alkalmazasa nem csupan az érzékenyseég novelését teszi lehet6vé,
hanem az analizis idejének jelentds csokkentését is. Egy korabbi munkéank soran 13 szteroid
gyors és érzékeny kimutatasara alkalmas maddszert fejlesztettiink ki, amelynek alapjat a
mikro-UHPLC rendszeren optimélisnak bizonyult Eksigent HALO Fused-core Phenyl
Hexyl oszlop (50x0,5mm, 2,7 pum, 90 A) adta. Ezen az oszlopon vizsgaltuk a 13
célmolekula elvélasztasat UHPLC koriilmények kozott. A 30. abran jol lathat6, hogy a
komponensek mérését mar rovid, 1,8 perces ciklusiddvel is el tudtuk végezni. A megfeleld
érzékenység eléréséhez a kordbban emlitett nagy térfogatl injektalast valasztottuk.
Nagyszamu sorozatmintdk mérése esetén azonban a nagy térfogatok fokozottan
megterhelik az analitikai oszlopot, ami a csucsok torzulasahoz vezethet. Ennek
csokkentésére on-line SPE csapdazd oszlop alkalmazésat javasoltuk. A mérni kivant
komponensek a csapdazé oszlopon megkdtddnek, mikozben a matrix komponensei mosas
kdzben elualodnak. A komponensek ezutan az analitikai oszlopra kertlnek, ahol gradiens

elucioval mérhetok. Csapdazo oszlop hasznélata eseten kiemelt fontossagu a mintaoldo
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erdssége, hiszen tul er6s mintaoldobol torténd injektalas esetén a komponensek egy része

elveszhet.
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30. dbra. Tizenhdrom komponenst tartalmazé szteroid standard oldat MRM kromatogramja 50 ng/mL
koncentracioszinten.

A plazmamintak esetében bevalt mintacl6készités a metanolos/acetonitriles
fehérjekicsapés. Ilyenkor haromszoros plazmatérfogatnyi metanolt vagy acetonitrilt adunk
amintahoz, ami a fehérjék kicsapddasat eredmeényezi. A centrifugalast kovetden a feliiluszo
kozvetleniil mérhetd analitikai HPLC rendszereken. UPLC csapdézasnal azonban a 75%-
os metanoltartalom lerontja a csapdazas hatékonysagat. Erdekes modon az el3z6 fejezetben
bemutatott, vizzel torténd 50%-0s higitas esetén a mintak abszoldt koncentracioja csokken,
mégis sokkal intenzivebb cstcsokat kaptunk (31. abra). A szteroidok koncentracidja a
mintaban 50 ng/mL volt.

A modszer jol miikodott, de nem minden komponens esetében érte el a kivant
érzékenységet. Ennek novelésére nagyobb térfogatl plazmamintakbdl (440 pL) indultunk
ki, amelyekb6l etil-acetattal (1,5 mL) extrahaltuk a szteroidokat. A szerves fazist
nitrogénaramban beszaritottuk, majd visszaoldottuk 100 uL viz/acetonitril (9:1) elegyben.
Ebb6l az oldatbol 90 pL-t injektdltunk a csapdazd oszlopra, ami jelentOs
érzékenységnovekedest eredményezett. A modszer alkalmazhatosagat részleges
validalassal igazoltuk. A kifejlesztett modszerrel kapott kalibracids egyenesek r értékeit,
valamint az egyes vegyuletek esetében elért LOD/LOQ értékeket a Flggelék F5.
tablazatban foglaltam 6ssze [SP21].
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31. abra. Szteroidok csucsainak dsszehasonlitasa plazmamintabol kiilonb6z6é mintaoldok alkalmazasa
mellett:
75% metanolt tartalmaz6 minta (pontozott vonal) és
50%-os vizes higitast kovetéen mért minta (folytonos vonal).

5.1.5. Kalibraciés modellek

Kalibracios modell kivéalasztasakor mindig a legegyszeriibb megkozelitéssel érdemes
kezdeni, vagyis tiszta oldatbol felvett kalibracioval. Ezt kovetden ellendrizziik a
matrixhatast, é&s amennyiben az elfogadhato, a legegyszeriibb modell is elegend6 lehet. Ha
azonban a matrix jelentdsen befolydsolja az eredményeket, akkor a lehetséges
alternativakat is ki kell probalni.

Ezt a megkdzelitést alkalmaztuk példaul a szabad aminosavak maddszerfejlesztése
soran [SP4]. A feladat soran kalibracios modellt kellett kidolgoznunk szabad aminosavak
méréséhez, azonban aminosavmentes szérum nem létezik. A matrixhatast figyelembe véve
ezert tiszta oldatkalibraciot, modellmatrixot (izotonias séoldat, Hanks’ Balanced Salt
Solution, HBSS) és addicios kalibraciot is Kkiprobaltunk, majd az eredményeket

0sszehasonlitottuk. A szérum és HBSS kalibraciok esetében, még jelentds higitas mellett
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is, szamottevd intenzitascsokkenést tapasztaltunk a tiszta oldathoz képest. Ez 6nmagaban
nem jelentené a modszer alkalmatlansagat, hiszen a szisztematikus csokkenés bels6
standard alkalmazasaval korrigalhatd. Az 6sszes aminosav esetében megvizsgaltuk a
harom kiilonb6zé kozegben felvett kalibracios egyenesek meredekségét, €s jelentds

eltéréseket talaltunk. A 32. bra az Asn esetében kapott egyeneseket szemlélteti.

30

- Viz
= HBSS
20 ) : 4 Szérum
10 s
.r.'f.

OI T T T T 1
0 100 200 300 400 500

Asn/d5-Glu terliletarany

Koncentracié (nM)

32. abra. A harom kalibracios modell meredekségei az Asn példajan.

A vizben mért egyenes kildg a sorbdl, mig a HBSS és szérum esetében kapott egyenesek
sokkal kozelebb allnak egymashoz, de még mindig eltérés mutatkozott a meredekségekben.
Ez azt jelentette, hogy a viz utan a HBSS-t, mint modellmatrixot is Ki kellett zarnunk, és a
munka- és iddigényesebb addicios modszert kellett alkalmaznunk a megbizhatd

eredmeények biztositasahoz.

5.1.5.1. Relativ kalibracids modell
Vannak olyan esetek, amikor az abszolut koncentracié meghatarozasa nem sziikseges, mert
elegendd valamilyen viszonyitott adat, %-ban Kkifejezve. Tipikus példak erre a
farmakokinetikai mérések, amikor egy molekula metabolikus stabilitasat vizsgaljuk, és
meghatarozzuk az 50%-os fogyashoz tartozé id6t. Ilyenkor a koncentraciok abszolut
értékére nincs szikség, kalibracios oldatsort sem kell késziteni, bar ez lehetséges. A
kiindulési koncentraciot tekintjuk 100%-nak, és az id6beli valtozast ehhez viszonyitva
fejezzik ki %-ban.

Egy ilyen kisérlet példajat mutatom be: a célmolekula (BD, publikalas alatt)
koncentracigjat TOF-MS modban mértem, és a kétszeresen toltdtt ion intenzitasat
hataroztam meg a kiindulasi szintre vonatkoztatva. Az eredményeket az 1. tablazatban

foglaltam Gssze.

s

Id¢6 (perc) 0 10 20 30 60 | 120
konc (%) 100,00 61,94 36,93 22,01 6,71 3,68
Ig konc 200 1,79 157 1,34 0,83 0,57
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A koncentraciok logaritmusat abrazolva az id6 fliggvényében egyenes adodott, amibdl az
50%-o0s fogyashoz tartozé 1d6 logaritmusa (1,699) meghatarozhato, igy a felezési ido 14,13
perc. (33. abra)

2,5

IgBD cc (%)
I
w

-

05 vy =-0,0196x+1,976
R =0,9954

0 10 20 30 40 50 60 70
1dé (perc))

33. abra. A BD relativ mennyiségének (%) idofiiggd valtozasa.

Hasonldan elegendd volt a relativ koncentraci6 alkalmazasa epigenetikai mérésekben is, az
5mC és 5hmC esetében. Itt a metilaltsdgot %-ban fejeztuk ki az 0Osszes citozinra
vonatkoztatva. Az egyszeriiség kedvéért a guaninra vonatkoztatott értékeket hasznaltuk,
mivel a DNS-ben a guanin es citozin bazispar mdélaranya megegyezik. A vart tartomany
5mC esetén 1-15%, mig 5ShmC esetén 0,005-0,5% volt. Ebbe a tartomanyba esé megfeleld
szamu kalibracios pontot vettink fel, majd a dNTP, mdCTP és hmdCTP oldatokbol
Osszedllitott kalibracids pontokat a guaninra vonatkoztatott %-ban kifejezett koncentraciok
fuggvényében abrazoltuk. A 34. abra jol mutatja, hogy mindkét esetben lineéris
Osszefliggést kaptunk, még az alacsony koncentraciok kinagyitott tartomanyéaban is.
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34. abra. Kalibracids egyenesek 5mC (A) és 5hmC (B) esetében, az 5hmC alacsony

koncentraciotartomanyat bemutato nagyitott részlettel.

Ez a megoldas tobb elénnyel jar: a vonatkoztatasi anyag (guaninnal) minden mintaban jelen

van, tehat nem kell kiilén hozzaadni a rendszerhez. A mintael6készités sordn a mérendd
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mintaval egyiitt kezel6dik, igy a mennyiségek a mintakezelés soran egyiitt valtoznak. Az
esetleges valtozasok okozta hatdsok az aranyositas soran kioltédnak, igy a mddszer nem
érzékeny a kezdeti DNS-mennyiségre, az injektélasi térfogatra és annak pontossagara
[SP2].

5.1.6. Validalas

Ahogy kordbban emlitettem, a kidolgozott mddszerek esetében mindig sziikséges
valamilyen szintli validalas elvégzése, hogy meggy0zddjiink a kapott eredmények
megbizhatosagardl. A dontés a teljes vagy reszleges validalas kozott a felhasznéalas céljatol
fugg, és részleges validalas esetén azt is el kell donteni, mely paramétereket vizsgaljuk.

Minden esetben elvégeztik a szelektivitds és specifitds vizsgalatat. Ez a
vizsgaland6  komponensek = mérhetdségét és  egymastél valé  egyértelmii
megkiilonboztethetdségét jelenti. Ha létezik blank matrix, tobb forrasbol beszerezve
ellendrizni kell, hogy a mérendé komponensre jellemzé retencids idon, az adott MRM
atmeneteken (vagy témegszamon) nincs-e interferenciat okozo hattérjel. A késébbiekben a
blank mintdkat addicionalva hasznaljuk a standard és QC oldatok eldallitasahoz.

Ezutan kovetkezik a kalibraciés modell kidolgozasa a blank oldatok
addicionalasaval. A kalibracios tartomanynak célszert felfelé és lefelé 20-50%-kal tallépni
a vart also ¢és fels6 koncentracids ponton, mert csak a két végpont kozotti értékek
tekinthet6k megbizhatonak. A tartomanyt legalabb hat egyenletesen elosztott ponton kell
felvenni, minden pontot legalabb 06t ismétléssel. Az eredményeket grafikusan és
statisztikailag is értékelni kell, meghatarozva az illesztett gérbe matematikai 6sszefliggését
(ideélis esetben linearis), valamint a pontossagot.

A pontok kozti 6sszefliggés lehet linearis, de nagyobb koncentraciok esetén
gyakran quadratikus illesztés ad pontosabb eredményt. A nemlinearis valaszjel tébb okra
vezethetd vissza:

1. Kémiai okok: a komponens koncentraciéjanak novekedésével dimerek vagy
oligomerek keletkezhetnek, amelyek ugyan tartalmazzak a mérendd molekulat, de tomegiik
eltérd, igy sem az MRM, sem a HRMS nem veszi Oket figyelembe. Ez csokkenti a
jelintenzitast a tenyleges koncentraciohoz képest. Példaul az MI-1851 minta esetén a 50
uM felsé tartomanyt quadratikus illesztéssel lehetett mérni. Minél ellaposodik a gorbe,

annal pontatlanabb a mddszer, ezért ilyen esetekben a mintakat altalaban meghigitjuk.
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2. lonizacios atalakulds: a mérendé anyag az ionizacid sordn redox reakcioban is
atalakulhat, ami szintén eltérést okoz. Ezzel taladlkoztam példaul a favipiravir TOF-
mérésénél: az ESI spektrumban megjelentek a favipiravir tomegénél nagyobb csucsok is.
(35. abra) Ez sok laborban figyelmen kivil marad, mert MRM-modban nem jelennek meg,

vagy a hattérhez rendelik dket a viszonylag nagy tomegek miatt.

665 [ 158.0381
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367.9799
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35. dbra. A favipiravir TOF-MS spektruma

0e0+ I

A validalas soran tehat mind a mddszer pontossadgat, mind a komponensek
detektalhatosagat és torzuldsat figyelembe kell venni, hogy a kapott adatok valéban
megbizhatdak legyenek. A kalibracios gorbe elhajlasat okozhatja az ionforrasbdl szarmazé
fémion is. Vizsgalataink sordn a cslcsok kinagyitasakor jellegzetes izotdpeloszlast
figyeltlink meg, ami bizonyos atmeneti fémekre, jelen esetben vasra (Fe) volt jellemz6. A
f6 1on mellett mindig megjelent a f6 iontdl kettdvel kisebb tomegili ion is. Alapos
vizsgalatok utan megallapitottuk, hogy a vas az ionforrdsban 1évé fém kapillarisbol
szarmazik, amelyen keresztil a minta porlasztasra kerll. A detektalt ionok 2—3 favipiravir
molekula és egy Fe-ion altal képzett adduktok, valamint ezeknek a tobbszorosei. Ezek a
klaszterek koncentraciotol fliggden alakulnak ki, és magasabb koncentraciok esetén

befolyasolhatjak a kalibracios gorbe lefutasat. (36. abra)
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36. abra. Kiilonboz6 6sszetétell favipiravir—Fe komplexek. Az elméleti (ciklamen) és a mért (kék) csucsok
tokéletes izotdpeloszlas-egyezést mutatnak
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A kalibracios gorbe elhajlasat okozhatja a detektor telitddése is. Magasabb
koncentracioknal az elektronikus jelfeldolgozé nem tudja megfeleléen mérni az
intenzitasokat. Ennek elkeriilésére a nagy koncentracioban mérendé komponensekhez nem
optimalis MRM atmenetet célszerii hasznalni. Ezt a DNS-metil&cids vizsgélatoknal
alkalmaztuk a guanin esetében.

A pontossag eés precizitas vizsgalata soran QC mintakat alkalmazunk harom
kiilonb6z6 koncentracidszinten (alacsony, kdzepes, magas), legalabb 6t ismétléssel.
Minden szinten kiszdmoljuk:

. az eredeti értéktol valo eltérést (pontossag, RE),
. az ismétlések szorasat (precizitas, RSD).
A pontossag és precizitas elfogadhato, ha RE £15%, és RSD <15%.

A kovetkez0 1épés a limitek meghatarozésa:

. LOD (Limit of Detection): jel/zaj ardny >3
. LOQ (Limit of Quantification): jel/zaj ardny >10
. ULOQ (Upper Limit of Quantification): legmagasabb mérhet6 koncentracio

Ha a mért érték LOQ alatt van, disitani vagy nagyobb térfogatot injektalni kell. ULOQ
felett a mintat higitani kell, majd djramérni.

A matrixhatas vizsgalata a mennyiségi LC-MS mddszerek egyik kulcsfontossagu
Iépése. Ennek soran a kiilonb6zd koncentracioszinteken addiciondlt blank matrixbodl és
tiszta olddszerbdl kapott jelintenzitasokat hasonlitjuk 6ssze. Amennyiben az eltérés nem
haladja meg a +15%-ot, a matrixhatas elhanyagolhatonak tekinthetd. Izotopjelzett belsé
standard alkalmazéasaval a matrixhatds jellemzden kompenzalhato, azonban ezt minden
koncentracioszinten ellendrizni sziikséges.

A matrixhatas részletesebb vizsgalatara gyakran alkalmazott modszer a post-
column infuzids teszt, amelyet az N-nitrozo-fenilefrin (NNPE) példajan keresztil mutatok
be. A nitr6zaminok rendkivil alacsony megengedett napi beviteli értékei miatt a
matrixhatas elemzése kiilondsen nagy jelentdséggel bir, foként komplex, nagy mennyiségl
segédanyagot tartalmazd készitmények esetében. A vizsgalat sordn az NNPE és
izotopjelzett belsd standardja (NNPE-ds) oldatit egy fecskenddpumpa segitségével
folyamatosan juttattam a HPLC-aramba egy T-elagazason keresztiil, mik6zben kiillonb6z6
gyartoktol szarmazd megféazas elleni forro italporok oldatait, illetve tiszta vizmintat
injektaltam.

A tiszta viz injektaldsa soran a gradiens elején rovid idejli jelcsokkenés, majd a

szerves eluens aranyanak novekedésével fokozatos jelndvekedés volt megfigyelhetd, ami
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a gradiensmenet természetes hatasanak tekinthetd. A célkomponensek retencids idejénél
azonban sem az eluens, sem a gradiens nem okozott mérhetd interferenciat. Ezzel szemben
a készitménymatrixok injektalasakor kifejezett ionelnyomas jelentkezett a koran eluald,
poléris segédanyagok miatt. Ennek kikiszdbolésére diverter szelepet alkalmaztam, amely
a 0,3-1,3 perces iddtartamban az eluatumot a hulladékagba iranyitotta. Ez a megoldas
hatékonyan megakaddlyozta az ionforrds elszennyezddését, valamint az idOben
elkiilénithet6 matrixhatas kialakulasat. A részletes elemzés gyartdspecifikus kiilonbségeket
is feltart. Egyes termékek esetében acetonitril alapi elticié mellett az NNPE egyik
izomerével koelucioban megjelend komponens jelentds ionelnyomast okozott.
Nagyfelbontast tomegspektrometrias vizsgalatok igazoltak, hogy az interferal6 anyag
szukral6z volt, amelyet a szerves eluens metanolra torténd cseréjével sikeriilt eltérd
retencios tartomanyba eltolni. Mas gyartok esetében kisebb, id6ben elkiiloniild
ionelnyomasi jelenségek voltak megfigyelhetdk, illetve egy esetben az aszpartdm jelenlétét
sikeriilt azonositani, amely azonban megfeleld kromatografias felbontds mellett nem

befolyasolta a kvantitativ meghatéarozast. (37. abra)
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37. &bra. Matrixhatés altal kivaltott jelintenzitas-valtozasok az NNPE és NNPE-ds
kromatogramjaiban.
Az a—d panelek az egyes A-D gyartok termékeire vonatkozé méréseket abrazoljak.
Az NNPE, NNPE-ds, aszpartdm és szukraldz kvantitativ MRM atmenetei kék, rozsaszin, narancssarga és

z6ld szinnel jelennek meg.

A vizsgélatok 0Osszességében igazoltdk, hogy a megfelelé kromatografias

korilmények megvalasztasa, az eluensosszetétel optimalizalasa, valamint az izotopjelzett
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belsé standard alkalmazasa egyiittesen hatékonyan képes kompenzalni a komplex
matrixokbol eredé ionizacids hatdsokat. A kidolgozott mddszer igy robusztus és
megbizhatd modon alkalmazhaté NNPE mennyiségi meghatarozasara kiillonb6zo
Osszetételll készitmények esetében is, mikdozben a mintaeldkészités egyszerlisége
megmaradt.

Véqul stabilitasi teszteket is ajanlott végezni, kilénésen hosszabb projektek vagy
mérések esetén. Vizsgalni kell a torzs- és munkaoldatok, valamint az el6készitett és
ellendrizni kell az el0készitett mintdk mintatartdban torténd tarolhatosagat. Rovidtavu,
egyedi mintadk esetén a stabilitasvizsgalat elhagyhat6. Az egyes oldatok abban az

id6intervallumban hasznalhatoak csak fel, ameddig bizonyitott a stabilitasuk.

5.2. Gyakorlati alkalmazasok, esetismertetések

Az eldz6 fejezetben a modszerfejlesztéssel kapcsolatos munkaimat foglaltam ssze. A jelen
fejezetben e modszerek gyakorlati alkalmazasarol, valamint az ezekkel elért eredményekrdl
adok attekintést. A bemutatott problémak jelentds része kiilsd megkeresésekhez
kapcsolodott, amelyek részben ipari partnerektdl, részben bioldgusoktodl, illetve klinikai
diagnosztikai laboratériumok orvosaitdl érkeztek. Az altalam szolgéltatott analitikai
eredményeknek a tudomanyos jelent6ségen tul szamos esetben kdzvetlen gyakorlati haszna
is volt: hozzajarultak betegségek diagnosztizalasahoz, terapias dontések megalapozasahoz,

illetve az €életmindség javitasahoz.

5.2.1. Gyogyszeripari alkalmazasok

5.2.1.1. Hatéanyagszint-merés

A gyogyszerkészitmények  mindségbiztositasanak egyik alapvetdé eleme a
hatéanyagtartalom mennyiségi ellendrzése. A hatéanyag mennyiségének allandosaga
elengedhetetlen a terapids hatads szempontjabdl, mivel az ingadozé hatéanyagszintek
ronthatjak a kezelés hatékonysagat, és kedvezdtleniil befolyasolhatjak a betegek kdzérzetet.
A készitmények hatéanyagtartalma, valamint a formuldzas soran alkalmazott
segédanyagok mindsége és mennyisége széles tartomanyban valtozhat, ezért kiemelten
fontos, hogy az alkalmazott analitikai modszer a hatéanyagot megbizhatoan, a
segedanyagok jelenlétében is pontosan merje.
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A 2020-ban kialakult vilagjarvany alapjaiban valtoztatta meg az egészsegugyi
ellatorendszereket, €s rovid i1d6 alatt rendkiviil magas haldlozéasi szdmokhoz vezetett
vilagszerte. A jarvany megfékezésére és a fertdzottek gyogyitasara minden rendelkezésre
allo eszkozt igénybe vettek: 0 készitmények fejlesztése (vakcinak), valamint mar meglévo,
potencialisan hatasos gyodgyszerek gyors ¢€s nagy volumenii eldallitasa egyarant
sziikségessé valt. Magyarorszag Korméanya ennek keretében konzorciumot hozott létre egy
virusellenes készitmény, a favipiravir hatékony eldallitdsara alkalmas moddszerek
kidolgozasara, valamint a Iéptéknodvelést kovetd ipari gyartds megvaldsitasara. A
munkaban vezetd szerepet toltétt be a Természettudomanyi Kutatokézpont, ahol a
laboratériumi 1éptéki szintézisutak kidolgozasa mellett a teljes analitikai hattér biztositasa
is feladat volt. Ennek részeként a szintézistermékek jellemzésén tal a végtermék
tisztasdganak, valamint a tablettdk hatdanyagtartalmanak meghatarozasara alkalmas
modszereket kellett kifejleszteni. A két feladat eltérd analitikai megkozelitést igényelt: mig
a hatdéanyagtartalom ellendrzése soran nagy koncentracioban jelen 1évo vegyiiletet kellett
mérni, addig a szennyezésprofil vizsgalatakor rendkivil alacsony (=0,1%) szintii
szennyezkomponensek kimutatasa volt a cél.

A favipiravir tablettak kiemelked6en magas hatéanyagtartalommal rendelkeznek: a
250 mg Ossztomegli tablettdban 200 mg hatdanyag taldlhatd, mig a segédanyagok
mennyisége minddssze 20% (50 mg). A vizsgalatokhoz véletlenszertien kivalasztott
tablettakat hasznaltunk. Az egyes tablettak tdmegét pontosan megmeértilk, majd mozsarban
finomra 6roltiik és alaposan homogenizaltuk. A homogenizalt mintabol koriilbeliil 100 mg-
készitettiink. A méréseket egy kifejezetten a favipiravir és kapcsolédd szennyezdinek
azonositasara és mennyiségi meghatarozésara fejlesztett, 15 perces LC maodszerrel
végeztem, UV- és MS-detektalast egyarant alkalmazva. A viszonylag sziik, 40-100 pg/mL
koncentraciotartomanyban négypontos kalibraciot hasznaltam. El6szor a vizsgalt 100 mg
mintarész hatdanyagtartalmat hatdroztam meg, majd ebbdl szdmoltam vissza a teljes
tabletta hatdanyagmennyisegét. Az eredményeket a 2. tablazat foglalja 0ssze. ami a
névleges értek 95,4%-anak felel meg, és viszonylag kis szorassal volt mérhetd. Fontos
kiemelni, hogy ezen a koncentraciészinten mind az UV-, mind az MS-detektalas
megbizhatoan alkalmazhato volt, és a két detektalasi mod egymassal jo egyezést mutatd
eredményeket szolgaltatott.
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2. tablazat. Favipiravir tablettadk hatéanyagtartalmanak vizsgalata

Minta kodja | mg/100mg UV mg/100mg MS | M tabletta | mg/tabl UV | mg/tabl MS
M5 #3 70,0 68,8 264,8 185,4 182,1
M5 #4 74,5 73,5 265,9 198,0 195,4
M5 #5 70,7 69,9 268,8 190,0 187,8
M1 #1 71,7 69,5 267,2 191,7 185,8
M1 #2 70,0 65,4 265,9 186,2 173,9
M1 #3 74,1 68,0 267,6 198,2 182,0
M2 #1 70,8 73,6 272,2 192,8 200,2
M2 #2 67,0 67,8 2714 181,7 183,9
M2 #3 69,9 71,2 270,1 188,7 192,2
M3 #1 75,8 73,3 266,6 202,2 195,3
M3 #2 71,5 75,4 267,1 191,1 201,3
M3 #3 68,9 71,0 266,2 183,5 189,0

atlag 190,8 189,1
sz0rés 6,3 8,1

5.2.1.2. A becsomagolt hatéanyag

A hatéanyagok kiilonb6z6 hordozorendszerekbe torténé becsomagolasa egyre elterjedtebb
formuldzasi megoldas a modern gyogyszerfejlesztésben. Ennek egyik f6 célja a rossz
oldékonysagu hatéanyagok biohasznosulasanak javitasa, illetve a hatéanyag kitrulésének
lassitdsa, amely elnyujtott terapids hatast eredményezhet. Emellett bizonyos
hordozoérendszerek — kiiléndsen a ciklodextrin-komplexek és a liposzomak — képesek a
hatéanyag fizikai—kémiai stabilitasanak novelésére is, ami a készitmények mindsége és
eltarthatosdga szempontjabol kiemelt jelentdségii.

A Kkoronavirus-jarvany kapcsan a remdesivirrel kapcsolatos kutatasok jelentOs
lendiletet kaptak. A remdesivir (38. abra) egyik f6 problémaja rendkiviil rossz vizes
oldékonysaga, amely jelentdsen korlatozza a formuldlhatosagat. Ennek megoldasara a
Cyclolab olyan formulazasi stratégiat dolgozott ki, amelyben a hatéanyagot ciklodextrin-

komplexbe zarva annak oldékonysaga nagysagrendekkel novelhetévé valt.

38. dbra. A remdesivir szerkezete
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A becsomagolt hatdanyagok vizsgalatat egy tobb 1épcsdbol allo kisérletsorozat keretében
végeztilk. Elsé 1épésként a formulazasi eljaras foldi koriilmények kozott torténd
reprodukélhatdsagat ellendriztiikk. Ennek soran ciklodextrinbe komplexalt hatéanyagot
tartalmazé mintakat készitettiink 6t egymast kovetd napon, naponként két parhuzamos
eldallitassal. A mintak hatéanyagtartalmat két fiiggetlen analitikai moédszerrel — LC-MS
és UV-detektdlas alkalmazdsaval — hataroztuk meg. Az eredmények alapjan
megallapithato volt, hogy a napok kozotti variabilitas nagyobb mértéki, mint az egy napon
belul készitett parhuzamos mintadk kozotti eltérés, mig a mintaclokészitési eljardsok
kilénbsége nem eredményezett szignifikans hatast. A vizsgalt koncentraciotartomanyban
az UV-detektalas kisebb szérast mutatott, mig a tdmegspektrometrias mérés nagyobb
érzékenyséeget biztositott. Ezt kovetéen a reprodukalhaténak bizonyult foldi mintak egy
részét extrém kornyezeti feltételeknek tettiik ki: a formulaciok a Nemzetkézi Urallomasra
(ISS) Kkerlltek, majd a foldre torténd visszatérést kovetéen ismételt analitikai
vizsgalatoknak vetettiik ald Oket. A visszatért mintdk hatdanyagtartalméanak és
bomlastermék-profiljanak 6sszehasonlitasa a foldi kontrollmintakkal sem koncentraciobeli
eltérést, sem Uj vagy megnovekedett mennyiségli bomlastermék megjelenését nem mutatta.
Ezek az eredmények egyértelmiien igazoltak, hogy a ciklodextrines becsomagolas nemcsak
az oldhatdsag javitasara alkalmas, hanem hatékony védelmet nyujt a hatbanyag szamara

extrém fizikai és kornyezeti stresszhatasokkal szemben is [SP22].

Pegilalt liposzémas antraciklinek analitikai timogatasa onkoldgiai
alkalmazésokban

A hat6anyagok liposzomas becsomagolasa kiiléndsen az onkoldgiai terapiak tertletén bir
kiemelt jelent6séggel, mivel lehet6séget teremt a hatékony, de sulyos mellékhatasokkal
terhelt citosztatikumok biztonsagosabb alkalmazasara. Az antraciklin tipusu kemoterapias
szerek — koztik a doxorubicin — Kklinikai hatékonysaga jél ismert, ugyanakkor
alkalmazasukat jelentésen korlatozza kifejezett, dozisfiiggd szisztémas toxicitdsuk. A
pegilalt liposzomas doxorubicin formulaciok (PLD) célja ezen mellékhatasok mérseklése,
mikozben az antitumor hatds megdrzése vagy javitdsa valosul meg. Az ilyen
hordozorendszerek fejlesztése és biologiai értékelése azonban csak megfeleléen validalt
analitikai mddszerek birtokaban lehetséges.

Egy tobb intézményt érintd egyiittmiikddés keretében elsOként pegilalt liposzoémaba
csomagolt doxorubicin (39. abra (a)) készitmények analitikai jellemzésében vettem részt.

Feladatom a hatGanyagtartalom megbizhatd meghatarozasara alkalmas LC-MS alapu
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modszer kidolgozasa volt, valamint annak vizsgalata, hogy milyen mintaclékészitési
eljaras biztositja a liposzémakba zart doxorubicin kvantitativ felszabaditasat. A liposzomak
felnyitdsara haromszoros térfogati metanolos kezelést alkalmaztam, amely egyszerre
bizonyult hatékonynak a hatdanyag felszabaditdsara és kompatibilisnek a késdbbi biologiai
mintak (szérum, sejtes mintak) fehérjekicsapasi lépéseivel. A kidolgozott mddszerrel
igazolhato volt, hogy az eldallitott formulaciok hat6anyagtartalma megfelel a tervezett
dozisoknak, ami alapvetd feltétele volt az allatkisérletes farmakokinetikai és
hatasvizsgalatok elvégzésének [SP23]. A modszertani tapasztalatokra épitve egy kés6bbi,
komplexebb onkoldgiai fejlesztés soran egy Ujonnan szintetizalt piridil-daunorubicin
szarmazék (39. abra (b)) liposzomas formulacidjanak (LiPydau) analitikai tAmogatasaban
is részt vettem. Ebben az esetben a kutatas célja nem csupéan a hatdéanyag hordozésanak
biztositasa volt, hanem kifejezetten a szisztémas toxicitas csokkentése a tumorellenes hatés
meglrzése mellett. Az analitikai munka sordan a LiPydau készitmények
hatéanyagtartalmanak meghatarozasara és a mérési eljarasok reprodukalhatésaganak
biztositdsara szolgalé modszertani alapokat dolgoztam ki. A pontos és megbizhatd
analitikai adatok elengedhetetlenek voltak ahhoz, hogy a kiilonb6z6 formulaciok bioldgiai
hatdsai 0sszehasonlithatok legyenek, és hogy a toxicitascsokkenés valodi formulacios
elényként értelmezhetdvé valjon. Ezek az egyiittmiikodések jol példazzak, hogy a
liposzémés citosztatikumok fejlesztéseben az analitikai modszerek nem csupén tdmogato
szerepet toltenek be, hanem kdzvetlenil meghatérozzék a farmakoldgiai és toxikologiai

kovetkeztetések megbizhatdsagat.

39. dbra. A doxorubicin (A) és a PyDau (B) szerkezete

5.2.1.3. A 0,1%-0s azonositasi hatar szennyezok esetén
A gybgyszermolekuldk szintézise soran az API mellett kis mennyiségben szennyezdk is
megjelenhetnek, amelyek szarmazhatnak mellékreakcidokbol, segédanyagokbdl vagy a

reaktdnsok szennyezddéseibdl. A forgalomba hozatal feltétele, hogy a 0,1% feletti
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szennyezOk szerkezeti azonositasa megtorténjen. Ez a feladat kiléndsen nehéz, ha a
szennyezOk kémiai szerkezete €s polaritasa elézetesen nem ismert.

A gyakorlatban gyakran (U)HPLC-UV modszereket alkalmaznak diddasoros
detektalassal, azonban a hatéanyag és a szennyezok eltéré UV-aktivitasa bizonytalanségot
okozhat. Nem egyértelmii példaul, hogy a 0,1%-0s hatarérték mely hullamhosszon
értelmezendS. A favipiravir esetében 228 ¢és 254 nm-en felvett kromatogramok
Osszehasonlitidsa azt mutatta, hogy béar 254 nm-en jobb az érzékenység és simabb az

alapvonal, a hatéanyag és f6 szennyezdje eltérd aranyban jelenik meg a két hullamhosszon.
(40. abra)

4.0e5 A8 13820

13.678

12.744

1.991

5191

Detactor A, Channel 1, AUV

3.207

5.0e4 1.277 1585

12,576 13.491 13873
“2.000 6.846 7.393 8.985 10.460 ) -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Time, min

40. &bra. A favipiravir UV-kromatogramjai 254 nm-en (kék) és 228 nm-en (rézsaszin).

A favipiravir higitasi sordban a 0,1% koriili szint (=<1 pg/mL) UV-detektaldssal mar a
kimutathatdsag hatarén volt, kilondsen nem ideélis alapvonal esetén. Ezzel szemben a
tdmegspektrometrids detektalds Iényegesen nagyobb érzékenységet és szelektivitast
biztositott. (41. dbra) Ugyanakkor MS esetében is bizonytalansagot okozhat a hat6éanyag és
a szennyezok eltérd ionizalhatdsaga, mivel mar kis szerkezeti valtozasok is nagysagrendi

intenzitaskilonbségeket eredményezhetnek.

i 0,1% . = - 01%

M

41. dbra. A favipiravir UV- (bal) és MS - (jobb) kromatogramjai kiilénb6z6 koncentracidszinteken:
blank, 0,2; 0,4; 1; 10; 100 és 1000 pg/mL.
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A nagyfelbontasi MS azonban nemcsak az érzékenységet noveli, hanem az elemi
Osszetétel meghatarozasan keresztiil a szennyezok szerkezetazonositasat is segiti. A
favipiravir esetében egy intenziv, m/z 292-nél megjelend csucsrol igazolhatd volt, hogy a
hatéanyag dimere. Részletes HRMS vizsgalatokkal dimerek sorozata volt azonosithato:
292 (C10H10N704); 293 (C10HaN6Os); 294 (C10HaFN703) és 295 (C10H7FN6O4) tdmegekkel.
(42. abra) A teljes anyagmeérleg pontos meghatarozasa azonban csak akkor lehetséges, ha
az azonositott szennyezdket izoldljak vagy kereskedelmi forrasbol beszerzik, és valodi

kalibraciés médszerrel hatarozzak meg azok abszolUt koncentraciojat.

4.065 2031479
292/4.72
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Intensity, cps.
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42. &bra. Favipiravir-dimerek ionkromatogramjai

5.2.1.4. Nitr6zaminok mennyiségi meghatarozasa

Napjaink gyogyszeranalitikai vizsgalatainak egyik legnagyobb kihivasat a nitr6zaminok
kimutatdsa és mennyiségi meghatarozasa jelenti, kulondsen a kész gyogyszerformak
esetében. A nehézséget egyrészt a késztermékekben nagy mennyiségben jelen 1évo
matrixkomponensek, mésrészt az egyes nitr6zaminokra meghatéarozott rendkivil alacsony
megengedett napi beviteli hatarértékek okozzak. Egyes vegyuletek esetében ez az érték
minddssze 18 ng/nap, amely analitikai szempontbol extrém érzékenységi kovetelmenyeket
tdmaszt.

Az elmult években laboratériumunkat is szamos megkereses érte nitrozaminok
vizsgalataval kapcsolatban. A klasszikus, oldoszereredetii nitr6zaminok (pl. NDMA,
NDEA, NDBA, NDIPA) mérésére jol bevalt, standardizalt moddszerek allnak
rendelkezésre. Ezeket a modszereket alkalmaztuk a favipiravir esetében is, a lehetséges
oldészer-eredetli nitrézaminok Kimutatdsara. Ezzel szemben a hatéanyageredetii
nitrzamin-szarmazékok esetében minden egyes vegyllethez és matrixhoz Gj, célzott

analitikai mddszer kidolgozasara volt szlikség.
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N-nitrozo-3-hidroxi-pirrolidin mérése készitménybaol.

Az N-nitrozo-3-hidroxi-pirrolidin  (NN3OHP) a barnidipin hatéanyagbdl képz6dd
potencidlis nitr6zamin-szennyez6 (43. dbra). A maximalisan megengedett napi bevitel 18
ng, mig a barnidipin terapias dézisa 20 mg/nap. Ez azt jelenti, hogy 1 mg/mL hatéanyag-
koncentracié mellett a megengedett NN3OHP-szint 0,9 ng/mL. A maodszerrel szembeni
elvards azonban az volt, hogy ennél legaldbb egy nagységrenddel alacsonyabb
koncentracid is megbizhatdéan kimutathaté legyen, ami 90 pg/mL korili érzékenységet

HO
’CL\ 40

N

jelentett.

43. &bra. N-nitrozo-3-hidroxi-pirrolidin szerkezete

Egy érzékeny LC-MS/MS mddszert dolgoztam ki, amelyben a célmolekula 1,7 percnél
eludlodott. A vizsgalatok sordn az APCI ionizacié pozitiv ion modban bizonyult a
legérzékenyebbnek. Az 1 ng/mL szintre addicionalt harom kiilonbozé API-termék és a
tiszta viz kromatogramjait a 44. abra mutatja.

BOP Batch 644 Sp Tng/ml - 30KPy...07 NAwff), (sample Index: 28)  BDP Batch 645 Sp 1ng/mi - 30HPy...07 NAwiff), (sample Index: 20)  BDP Batch 646 Sp 1ng/ml - 30HPy...07 NAwiff), (sample Index: 30) ||H2O7ACN 8:1 Sp 1ngsmi - 30HPyrr...T NAwiff), (sample Index: 31)
Ares: 1.977ed, Height: 1.845e3, RT: 1.68 min Area: 2.096e4, Height: 2.0893, RT: 1.70 min Area: 2.450ed, Height: 2.412€3, RT: 1.69 min Area: 1.996e4, Height: 1.742€3, RT: 1.66 min
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44, dbra. 1 ng/mL szintre addicionalt mintdk kromatogramjai: harom APl (A-C) és viz (D).

Az eredmenyek alapjan megéllapithat6 volt, hogy a hatéanyag-matrix és a tiszta olddszer
gyakorlatilag azonos intenzitasu jelet adott, ami azt jelentette, hogy a kalibracio tiszta
oldoszerbdl is elvégezhetd volt. A vizsgalt mintak kozil csupan egy API-termékben volt
kimutathatd6 NN3OHP, azonban annak mennyisége is joval a megengedett hatarérték alatt
maradt. Ezzel a vizsgélat elsd szakasza sikeresen lezarult.

Néhany honappal késébb azonban ujabb megkereses érkezett, ezdttal a kész
gyogyszertermékbol torténé NN3OHP-meghatarozasra. A kordbban kidolgozott modszer

alkalmazésa soran kiderilt, hogy a segédanyagok csucsai a célmolekuldhoz nagyon koézel
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cludlodnak, ami jelentds ionelnyomast okozott. Ezért (U kromatografids maodszert
fejlesztettem. Egy YMC Hydrosphere C18 (150 x 4,6 mm, 3 um) oszlopon, gradiens
elucidval sikerilt a célmolekuldt a matrixcsucsoktdl elkilonitve eludltatni, 3,04 perces
retencios idével. Bar a molekula kis molekulatomegti, két jol hasznalhatdé MRM &tmenetet
is sikeriilt azonositani (m/z 117—87 és 117—68,1), amelyek érzékeny és megbizhatd
mennyiségi meghatarozast tettek lehetové. Hétpontos kalibraciot alkalmaztam a 90-50000
(r = 0,9997). A mobdszer

reprodukélhat6an biztositotta mind a hatarértékhez kozeli koncentracié (900 pg/mL), mind

pg/mL koncentraciotartomanyban, Kkivalo linearitassal

az alacsony LOQ érték (90 pg/mL) mérését (45. abra).

Blank spiked 0.9ng/ml - 30HPyr 4 (Unknown...Data\210211 NAwiff), (sample Index: 121) 1 spiked 0.9ng/ml - 30HPyrr 4 (Unknown) 1. AData\210211 NAwiff), (sample Index; 122) 22 spiked 0.9ng/ml - 30HPyrr 4 (Unknown) 1..\Data\210211 NAwiff), (sample Index: 123)
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0

45, dbra. N-nitrozo-3-hidroxi-pirrolidin harom parhuzamos mérése 900 pg/mL (A—C) és 90 pg/mL (D-F)

koncentraciészinteken.

A kidolgozott mddszer nemcsak tiszta olddszerbdl, hanem a kész gyogyszertermék
komplex matrixabol is alkalmas volt a nitr6zamin meghatarozasara. Eles mintak vizsgélata
soran az NN3OHP csak nyomnyi mennyiségben volt kimutathatd, koncentracidja minden

esetben messze a megengedett hatarérték alatt maradt

N-nitrozo-fenilefrin

Az NN3OHP esettanulmanya jol szemléltette, hogy a nitr6zaminok vizsgalataban az
analitikai kihivas nem kizér6lag az extrém alacsony koncentraciok elérésébdl adodik,
hanem legalabb ennyire meghataroz6 a matrixvaltas is. Mig hatdéanyag-maétrixban sok
esetben elegendd lehet a relative egyszeriibb kalibracios megkozelités és a célkomponens
gyors elucidja, addig kész gyogyszertermékekben a segédanyagok Osszetétele és
mennyisége, illetve a velik egyiitt elual6 komponensek ionelnyomast és szelektivitasi
probléméakat okozhatnak. A tapasztalatok alapjan ezért ugyanazon nitr6zamin esetében is
eltér6 kromatografias és detektalasi stratégiara lehet sziikség attol fiiggéen, hogy
hatéanyagbol vagy késztermékbdl torténik a meghatarozas. Ezt a szemléletet tovabb

erGsitette a kovetkezé vizsgalat, amelyben az N-nitrozo-fenilefrin (NNPE) mennyiségi
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meghatarozasara dolgoztam ki LC-MS/MS modszert komplex, nagy tomegii segédanyag-
matrixot tartalmazo megféazas elleni forrd italporokbol. Ebben az esetben a rendkivil
alacsony megengedett napi bevitelhez tarsuld, jelentds ¢és gyartonként is eltérd
maétrixterhelés miatt a modszerfejlesztés fokusza méar nemcsak az érzékenység
maximalizalasa volt, hanem a szelektivitas és robusztussag biztositasa is kiilonb6z6
termékdsszetételek mellett.

Az N-nitrozo-fenilefrin (NNPE) a fenilefrinhez (PE) kothetd, hatéanyageredetii
nitrozamin-szennyez6, amely a gyogyszerbiztonsagi elvarasok szigorodasaval a
készitmények mindségellendrzésének kiemelt célkomponensévé valt. A  vegyiilet
kilénosen nehéz analitikai feladatot jelent, mivel a megengedett napi bevitel rendkivil
alacsony (100 ng/nap), mikdzben a vizsgalt megfazas elleni forrd italporok (,,hot-drink”
formulék) igen nagy mennyiségii, kémiailag valtozatos segédanyag-matrixot tartalmaznak.
A mddszerfejlesztés célja ezért olyan LC-MS/MS eljaras kidolgozéasa volt, amely
egyszerre biztositja az extrém érzékenységet és a kiilonb6zd gyartok termékei kozotti
matrixkilonbségekkel szembeni robusztussagot.

Ahogy azt az 5.1.1.1. fejezetben mar emlitettem, a modszerfejlesztés elsd
lepéseként az NNPE ionizacios viselkedését vizsgaltam, mivel a nitr6zaminok esetében
sem az ionizacios technika (ESI vagy APCI), sem a polaritas nem jelezheté megbizhatoan
pusztan a molekulaszerkezet alapjan. A legnagyobb jelintenzitast negativ ESI modban
kaptam. Ennek tovéabbi eldnye volt, hogy a kiindulasi hatéanyag, a fenilefrin, negativ
modban joval kisebb vélaszjelet adott, ami komplex matrixok esetén csokkentette az
ionelnyomas kockazatat. Az MRM atmeneteket automatizalt optimalizalassal allitottam be
az NNPE ¢és izotopjelzett belsd standardja (NNPE-ds;) esetében. Negativ mdodban egy
dominéans fragmension (m/z 121), valamint két Kisebb intenzitast fragmens (m/z 122 és
93) jelent meg az MS/MS spektrumokban. A mérési ciklusidot és a dwell time-okat (gy
valasztottam meg, hogy a kromatografias csicsokra legalabb tiz adatpont jusson, és a
modszer érzékenysége maximalis legyen. A fejlesztés soran a fenilefrin atmeneteit
ideiglenesen hasznaltam a kromatografias elvalasztas ellendrzésére, majd a végso
kvantitativ modszerbdl eltavolitottam Oket a ciklusidé csokkentése és az NNPE detektalasi
teljesitményének ndvelése érdekében. A kromatogréafias fejlesztés kdzponti célja az NNPE
alapvonali elvalasztdsa volt a fenilefrintél és a polaros, koran eludld segédanyag-
komponensektdl, mikozben keskeny csticsalakot kellett elérni az érzékenység érdekében.
Tobb allofazist is teszteltiink; a legkedvezObb retencidt, csucsszimmetriat és

robusztussagot egy Kinetex C18 oszlop biztositotta, ezért ezt valasztottuk. A fejlesztés

100



szabopal i 452 26

soran fontos tapasztalat volt, hogy az eluens szerves komponense dontéen befolyasolta a
matrixinterferenciakat. Acetonitril alapu eltcié mellett egyes mintdkban az NNPE egyik
izomerével koelicioban jové komponens jelentés elnyomo hatast produkalt, amelyet
gradiens- és paramétermadositasokkal sem sikeriilt megbizhat6an kezelni. A forduldpontot
az jelentette, amikor metanolra valtva az interferald csics eltolddott az NNPE ellcios
tartomanyabdl, mikdzben a retencio és csucsalak valtozatlan maradt A végsé modszer igy
metanol/0,1% hangyasav szerves eluenssel bizonyult a legstabilabbnak.

Az NNPE és az NNPE-ds a kromatogramokon reprodukalhatdéan két csucs
forméajabanelualodott. (46. abra) Ez a jelenség a N-N=0 kotés kordli korlatozott rotacidhoz
és E/Z izoméria kialakulasahoz koéthetd, ami nitr6zaminoknal ismert [238]. A kvantitativ
szempontbdl kritikus kérdés az volt, hogy a két izomer ionizacios valasza eltér-e, illetve a
csUcsarany stabilan reprodukélhato-e. A mérések sordn a két cstcs aranya stabilnak és
allandénak bizonyult az NNPE és az izotopjelzett bels6 standard esetében egyarant. Ez
lehetévé tette, hogy a mennyiségi meghatarozast a nagyobb intenzitasd izomer csucsara
alapozzuk, minimalizélva az interferencidk kockazatat. A vizsgalt hot-drink készitmények
tasakonkénti témege (5-22,5 g) és a javasolt napi adagolas jelentés eltéréseket mutatott,
mikdzben a célkoncentracio rendkiviil alacsony volt. A mintael6készités soran ezért olyan,
a rutin mindségellendrzési gyakorlatot tiikr6zd, ugyanakkor robusztus eljaras kialakitasara
torekedtem, amely nem tartalmaz felesleges tisztitasi vagy dusitasi Iépéseket, mivel ezek
rontanak a visszanyerést és a reprodukalhatésagot.
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46. dbra. Az NNPE (A) és az NNPE-ds (B) MRM kromatogramjai.
Az egyes MRM atmeneteket kék illetve ciklamen szin jel6li

A kis térfogatban (1-10 mL) torténé oldas elfogadhatd visszanyerést eredményezett,

ugyanakkor a reprodukalhatdsag gyenge volt, amit az NNPE porokban torténd heterogén
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eloszlasaval magyaraztunk. A reprodukalhatosag jelentésen javult, amikor a
mintaelOkészitést a valos felhasznaloi gyakorlathoz igazitottam: egy teljes tasak tartalmat
oldottam fel forrd (nem forrasban 1évd) csapvizben, a tényleges elkészitési térfogatnak
megfeleléen. Centrifugalast kovetden a feliiluszot izotopos belsd standardot tartalmazéd
higitdoldattal tizszeresére higitottam, majd kdzvetlenil injektaltam. A nagy matrixterhelés
miatt diverter szelepet alkalmaztam, amellyel a koran elualé polaris komponenseket 0,3—
1,3 perc kozott a hulladékagba vezettem, védve ezzel az Q2(R2) irdnyelv szerint tortént,
beleértve a szelektivitds, linearitdss, LOD/LOQ, pontossdg, precizitds, maétrixhatas,
carryover és stabilitas vizsgalatat. Valodi blank matrix hianyaban a szelektivitast tobb
gyarto termékein értékeltem, és a potencidlis interferenciak azonositasahoz nagyfelbontasu
QTOF méréseket is alkalmaztam. Ennek sordn olyan egyiitteludlé komponenseket is
sikertlt elkuloniteni, amelyek alacsony felbontdsi MRM modban alpozitiv jelet
okozhattak, példaul izotopcsucs-atfedések miatt. A kidolgozott mddszer kivalo linearitast
mutatott a 3,9-500 pg/mL koncentraciotartomanyban, az LOD értéke 1,95 pg/mL-nek
adddott.

A validalt modszerrel tobb gyartotdl szarmazo készitményekbdl tasakonként tobb
mintat elemeztink, a mérési ismételhet6séget triplikat mérésekkel ellendrizve. Az
eredmények jelentds gyartod- és tarolasfiiggd variabilitdst mutattak: tobb esetben az NNPE
szintje meghaladta a maximalisan megengedett szintet, és a hosszabb ideig (példaul egy
évig) szobahdmérsékleten tarolt, felbontott tasakoknal egyértelmiien magasabb NNPE-
koncentraciokat tapasztaltunk, ami id6fiiggé képzodésre utal. (3. tablazat) A modszer igy
nemcsak minéségbiztositasra, hanem a formul&cios és tarolasi kockazatok felterképezésére

is alkalmasnak bizonyult [SP1].
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3. t&blazat. Kiilonboz6 gyartok anticold italporainak vizsgalata

#1 (pg/mL) #2 (pg/mL)  #3 (pg/mL)  Atlag (pg/mL)  szoras (pg/mL)  szoras (%)

Tasak #1 67279 623,86 663,49 653,38 25,98 3,98
< Tasak#2 489,33 489,76 468,25 482,45 12,30 255
o Tasak #3 284,48 285,03 277,63 282,38 4,12 1,46
'S Tasak #4 32440 316,47 332,00 324,29 7,77 2,39
O Tasak #5 286,17 286,12 279,62 283,97 3,77 1,33

Tasak #6 282,73 296,56 298,57 292,62 8,62 2,95

Tasak #1 50,47 53,07 56,88 53,47 3,22 6,03
o Tasak#2 10,74 12,54 11,21 11,50 0,93 8,12
o Tasak #3 6,19 6,52 6,70 6,47 0,26 4,00
'S Tasak #4 0,93 0,79 1,01 0,91 0,11 12,24
O Tasak #5 41,72 40,29 39,46 40,49 1,14 282

Tasak #6 5,79 4,68 470 5,06 0,64 12,56

Tasak #1 29467 300,59 292,28 295,85 4,28 1,45
., Tasak#2 24467 252,61 243,65 246,98 4,91 1,99
o Tasak#3 442626 442921 4547,09 446752 68,93 1,54
S Tasak #4 16576 144,87 157,78 156,14 10,54 6,75
O Tasak#5 92,55 98,40 102,64 97,86 5,07 5,18

Tasak #6 96,06 100,47 101,87 99,47 3,03 3,05

Tasak #1 5,09 512 5,67 5,29 0,33 6,17
o Tasak#2 20,58 20,17 20,35 20,37 0,21 1,01
o Tasak #3 9,66 9,72 9,95 9,78 0,15 1,57
S Tasak #4 67,20 81,32 74,59 7437 7,06 9,5
O Tasak #5 164,14 154,69 170,38 163,07 7,90 484

Tasak #6 16,73 14,60 16,87 16,07 1,27 7,92

Bold: hatarérték feletti

N-nitrozo-duloxetin esete

A nitr6zaminok mennyiségi meghatarozéasa szamos, egymastol eltérd analitikai kihivast rejt
magaban. A korabban bemutatott problémak — mint az ionizacios technika és polaritas
megvalasztasa, az extrém alacsony mérendd koncentraciok, valamint a nagy matrixterhelés
— mellett bizonyos esetekben tovabbi, kevésbé nyilvanvalo jelenségekkel is szamolni kell.
Az N-nitrozo-duloxetin (NNDL) esete ilyen szempontbdl kuléndsen tanulsdgosnak
bizonyult.

Az NNDL, mint a duloxetin hatéanyaghoz kéthetd nitrozamin-szennyezd, API-
matrixban torténé meghatarozasara kellett LC—-MS/MS modszert fejlesztenem. A szokésos
modszerfejlesztési 1épések elvégzését kovetdben — beleértve a kromatogréfias és
tOmegspektrometrias paraméterek optimalizalasat — egy latszdlag érzékeny és szelektiv
modszerhez jutottam. A vizsgélatok soran azonban varatlan ionkémiai jelenséggel

talalkoztam. Az NNDL molekula kilonleges affinitdst mutatott az ammadniumionokhoz.
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Az optimalizalas soran a protonalt molekulaion mellett az ammdniumionnal képzett
adduktot is vizsgaltam. Az MS/MS mérések egyértelmiien igazoltdk, hogy valoban
ammoniumadduktrdl van szé: a fragmentécio elsd 1épéseként semleges ammonia (NHs)
elvesztése volt megfigyelhetd, amelyet az NNDL-re jellemz6 fragmensionok megjelenése
kovetett. Kilénosen figyelemre melté volt, hogy az ammaéniumadduktbél szarmazé MRM
atmenet lényegesen nagyobb érzékenységet mutatott, mint a protondlt ionhoz tartozé két
MRM é&tmenet. A mérési biztonsag novelése érdekében a végsé modszerbe mindharom,
NNDL-hez tartozd atmenetet beépitettem. A 0,15-5 ng/mL koncentricidtartomanyra
hatpontos kalibraciét allitottam fel, amelyet a tovabbi mérésekhez alkalmaztam. Az NNDL
standard oldatbol 5,63 perces retencios idonél éles, jol reprodukalhatd csucsot adott
mindharom MRM &tmeneten.

A kovetkezé 1épés az API-mintdk vizsgélata volt. A duloxetin hatéanyag a
varakozéasoknak megfelelden széles jelet adott koriilbeliil 5 perc kdrnyékén. Az NNDL
atmenetein azonban 5,42 percnél jelent meg egy jel, mikdzben az ammoniumaddukt
atmenet nem volt kimutathat6. Els6 megkdzelitésben azt feltételeztem, hogy API-
matrixban a retencios 1d6 elérébb tolddott, és mivel az eluensek nem tartalmaztak
ammonium modositot, ez a csucs valoban az NNDL-hez tartozhat.

E feltételezés alapjan azonban rendkivil magas, és sok esetben nem reprodukalhato
NNDL-koncentraciokat kaptam. Az ellentmondas tisztazasa erdekében az API-mintat
NNDL standarddal addicionaltam. Az addiciés kisérlet soran az 5,42 perces csucs tovabbra
is megmaradt, ugyanakkor az NNDL a vart 5,63 perces retencios idoénél éles csticsként,

egyértelmiien megjelent (47. abra).
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47. dbra. NNDL-lel addicionalt duloxetin kromatogramja

Ez egyértelmiien igazolta, hogy az éles mintakban korabban mért értékek nem

voltak valosak, és az 5,42 perces csucs nem az NNDL-hez tartozott. A kovetkez6 kérdés
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az volt, hogy mi lehet korabban elualéddé komponens. Mivel a két csucs retencios ideje
viszonylag kozel esett egymashoz, felmeriilt annak lehetésége, hogy az NNDL valamely
izomer formajardl van szo, amely APIl-kornyezetben képzodik. Ennek igazolasara a
vizsgalatokat nagyfelbontast tomegspektrometrids (QTOF) rendszerre vittem at. A
standard NNDL esetében a 327 és 344 témegszamu ionokrol készilt MS/MS spektrumok
teljes egyezést mutattak: az anyaion mellett kizarolag a 183 és 123 tomegii, NNDL-re
jellemzd fragmensionok voltak jelen. Ezzel szemben az API-mintdban eldrébb elualodo,
szintén 327-es tomegli ion MS/MS spektruma jelentésen eltért: abban a 250,99 és 174,99
tOmegli ionok dominaltak, eltéré tomegdefektussal, mikozben alacsony intenzitassal
ugyan, de az NNDL-re jellemz6 183 és 123 tomegl fragmensionok is megfigyelheték
voltak (48. &bra).
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48. bra. NNDL-lel addicionalt duloxetin APl QTOF-MS spektruma

Bar a két HPLC rendszer eltéré felépitése miatt a retencidés id6k abszolat értékei
kilénboztek, a 327-es ion kromatogramjan jol elkiilonithetd volt két intenziv csucs, 5,72
és 6,20 perces retencios idoknél. Ez meggy6z0 magyarazatot adott arra a jelenségre, amely
a duloxetin API-mintakban 5,42 percnél megjelend csucsot eredményezte.

Az eset egyértelmiien ravilagitott arra, hogy a kiértékelés soran a retencids 1d6
pontos értelmezésére és a fragmentacios mintazatok dsszevetésére kiemelt figyelmet kell
forditani, mivel egy ilyen jellegii véletlen egybeesés stlyosan félrevezetd eredményekhez
vezethet. A mintdkat ezt kovetden mind a QTOF, mind a harmas kvadrupol (QqQ)
rendszeren megmértem, és az egyes mintakra teljes mértékben egyezd eredményeket
kaptam (4. tablazat). A vizsgalatok megerésitették, hogy bar bizonyos
koncentracidszintekig a TOF analizatorok is megbizhaté kvantitativ adatokat
szolgaltathatnak, az extrém alacsony koncentraciok esetében a harmas kvadrupol

rendszerek erzékenységevel nem képesek versenyezni.
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4. tablazat. Eles mintak NNDL értékei TOF és QqQ rendszeren

Sample Name TOF 1 TOF 2 QgQ1 QqQ2
1A 1.13 1.28 1.28 1.34
1B 0.04 <0 0.14 N/A
1C 0.03 <0 0.17 0.12
2A 0.05 0.21 0.26 N/A
2B <0 0.03 <0 N/A
2C 0.14 0.04 0.08 N/A
3A 0.01 0.05 0.13 N/A
3B <0 0.05 0.15 N/A
3C <0 <0 0.09 N/A

5.2.1.5. Szermaradvanyok mennyiségi meghatarozasa

A gyogyszerhatdanyagok analitikai nyomonkovetésének utolso allomasat a szervezetbdl a
kornyezetbe kikeriild komponensek vizsgélata jelenti. Az el6z0 fejezetekben a szervezetbe
bekeriilé gyogyszermolekuldk atalakuldsat mutattam be: a metabolizacié soran az
anyavegyiilet koncentracidja csokken, mikozben a keletkezd metabolitok mennyisége
novekszik. Ezek a komponensek veégul vizelet vagy széklet formajaban tavoznak a
szervezetbdl, majd a szennyvizhalo6zaton keresztiil a szennyvizkezeld rendszerekbe
kerllnek. A szennyviztisztitas egyik fontos feladata ezen szermaradvanyok eltavolitasa
vagy artalmatlanitdsa annak érdekében, hogy a kezelt szennyviz minél kisebb terhelést
jelentsen a befogadé felszini vizek szdmara.

A matrixok bemutatdsanal mar emlitettem a Nyirségviz Zrt.-vel folytatott
egylttmikodésiinket, amelynek keretében a vallalat egy bakteridlis bontason alapul6
szennyviztisztitasi technolégiat fejlesztett ki. Ez a mddszer alkalmasnak bizonyult a
vizekben jelen 1évé nem-szteroid tipusu gyulladascsokkentdk lebontasara. A mi feladatunk
olyan analitikai mddszer kidolgozasa volt, amely képes ezen vegyuletek — naproxen,
ibuprofen, diclofenac és ketoprofen — mennyiségi meghatarozasara kezeletlen és kezelt
szennyvizekbdl, szennyviziszapbol, valamint komposztmintakbol. A beérkezd és tavozo
szennyvizek mintael6készitése egyszeri centrifugalassal tortént: a mintakat 14 000 rpm
fordulatszamon 15 percig centrifugaltuk, majd a fellliszot kozvetlenul mértik. Az
iszapmintak esetében eldszor centrifugalassal kiilonvalasztottuk a folyadék- és szilard
fazist. A szilard fazist ezt kovetden metanollal extrahaltuk, rdzattuk, majd ujra
centrifugaltuk, és az igy kapott fellllsz6t analizaltuk. A komposztmintdk esetében
kizarélag metanolos extrakciét alkalmaztunk.

A vizsgalt komponenseket negativ ionizacios mddban, MRM (izemmaddban
hataroztuk meg egy Merck Purospher Star C18 (55 x 2 mm, 3 um) oszlopon. Eluensként
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10 mM amménium-formiat pufferoldatot (pH = 5,5) és acetonitrilt alkalmaztunk. A teljes
futasi id6 7 perc volt.
Mintegy 200 minta elemzése alapjan az alabbi megéallapitasokat tettik:

¢ Diclofenac esetében valamennyi mintdban jol mérheté koncentracidkat kaptunk; a
kezelés hatdsa egyértelmiien nem volt igazolhato.

e Ibuprofen esetében az érkezd szennyvizekben jelentds koncentracidkat mértiink,
amelyek a kezelés hatdsara szamottevéen csokkentek.

e Ketoprofen nem minden érkezé mintdban volt kimutathatd, és a kezelés hatasa
kevésbé volt markans, bar tobb esetben mérhetd csokkenést tapasztaltunk.
Figyelembe véve, hogy a mintdk kiilonbozd telepekrdl szarmaztak, az érkezd
mintak kozotti eltérések értelmezhetdnek tekinthetdk.

e Naproxen esetében volt a legszembetiindbb a kezelés hatasa: a kezelt mintakban az
esetenként igen magas koncentracidoban jelen 1évo vegylilet gyakorlatilag teljes
mértékben eltiint.

Az iszapmintak elemzése soran az extrakciot kdvetden a tiszta feliiliszohoz képest 5—10-
szer magasabb koncentraciokat mertiink, ami arra utal, hogy a vizsgalt komponensek —
eltér6 mértékben ugyan, de — jelentds mértékben feldisulnak a leiilepedd iszapban. A
komposztmintak szintén szamottevd mennyiségben tartalmaztdk mind a négy vizsgalt
hatéanyagot. Ezek az eredmények fontos informéacidt szolgaltattak a szennyvizkezelési
technoldgia tovabbi finomhangolasahoz.

A nem-szteroid tipust gyulladascsokkentdket tartalmaz6 gyodgyszerkészitmények
kedvezé hatdsuk miatt a legnagyobb mennyiségben forgalmazott gyodgyszerek kozé
tartoznak. Ennek kovetkeztében ezek a vegylletek — véltozatlan vagy metabolizalt
formaban — egyre nagyobb mennyiségben jelennek meg a szennyvizekben, majd a felszini
vizekben is. Ez jelentdsen megnovelte az igényt olyan analitikai modszerek irdnt, amelyek
gyorsan, nagy érzékenységgel és megbizhatdan képesek ezen komponensek kimutatasara
kiilonb6z6 vizmatrixokbol.

A koradbban kidolgozott mddszeriink tovabbfejlesztése és mas hatdéanyagokra
torténd kiterjesztése elkeriilhetetlenné valt. Ennek eredményeként egy teljesen 0 alapokon
nyugvo, nagy érzékenységii LC-MS/MS modszert dolgoztunk ki tiz nem-szteroid tipusd
gyulladascsokkent6 — acetaminofen, diklofenak, indometacin, acetilszalicilsav, fenoprofen,

flurbiprofen, ibuprofen, ketoprofen, naproxen és szalicilsav — egyidejii meghatarozasara.
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Az érzékenyseg novelése érdekében a mddszerfejlesztés soran minden lehetséges eszkozt
alkalmaztunk. Az MRM atmenetek optimalizalasa mellett mikro-LC rendszert, on-line
dusitast és nagy térfogatl injektaldst kombinaltunk. Az egyes vegylletek ionizacios
tulajdonsagainak megfelel6en az acetaminofent, a diklofenakot és az indometacint pozitiv
ionizaciés modban, mig a tovabbi hét vegyiiletet negativ modban optimalizaltuk. A végso
modszerben valtakozo polaritast pasztazast alkalmaztunk, amely lehetové tette mind a tiz
komponens mérését egyetlen injektalasbol. A forrasparamétereket a mikro-LC rendszer 20
pL/perc dramlési sebességéhez igazitottuk. Az egyes MRM atmenetek figyelési ideje 5 ms,
az atmenetek kozotti szlinet 2 ms, a polaritasvaltas ideje pedig 50 ms volt, igy a teljes
ciklusidd 170 ms-ra adodott, ami megfeleld adatpont-siirliséget biztositott a kromatografias
cstcsokhoz. Az analitikai elvalasztast egy Eksigent HALO Fused-Core Phenyl-Hexyl (50
x 0,5 mm, 2,7 um, 90 A) kolonnan végeztiik, on-line csapdazo oszlopként pedig ProntoSIL
C18H (10 x 0,5 mm, 5 pm, 120 A) kolonnat alkalmaztunk. Pozitiv ionizacis modban
[M+H]* ionok képzddtek, mig negativ modban — ahogy azt kordbban mar bemutattam — a
fenoprofen, flurbiprofen és naproxen esetében az [M—H]™ ionok mellett a CO»-vesztett
pszeudo-molekulaionok adtadk a legintenzivebb jelet. Ezek kivalasztasaval az MRM
modszerben 3-5-sz6rds  érzékenységnovekedest sikerllt elérni. Az optimalt MS
paramétereket a Fliggelék F6. tAbazata tartalmazza.

Az elektroporlasztasos ionizacié hatasfoka nagymértékben fligg a molekulak
polaritasatol, valamint az eluensben jelen 1évé modositok mindségétdl és koncentraciojatol.
A vizsgalt tiz vegyiilet gyenge sav, pKa értékiik jellemzden 3 és 5 kozé esik, ezért az eluens
pH-janak megvalasztasa dont6 hatassal van az ionizacio hatékonysagara és igy a kimutatasi
hatarra. A jelintenzitasokat a pH (2,7-9) és az eluensmddositok koncentraciojanak
fuggveényeben vizsgaltuk. A Kkisérletek alapjan a szokéasosan alkalmazott 0,1%
hangyasavhoz képest tizszer higabb koncentracio (0,01%) mellett, pH = 3,1 értéken kaptuk
a legintenzivebb csucsokat.

A kromatogréfiai érzékenységet tovabb noveltik on-line SPE alkalmazésaval és
nagy térfogatu injektalassal (95 pL). Savas kozegben, forditott fazisi oszlopon kaptuk a
leghatékonyabb elvalasztast keskeny, intenziv csicsokkal (49. abra). Az MS detektor
szelektivitasa lehetdvé tette, hogy a kromatografids elvalasztas ne minden esetben legyen
alapvonali. Egyetlen jelentds interferenciat figyeltink meg 1,45 percnél, ahol az
acetilszalicilsav intenziv csucsot eredmenyezett a szalicilsav MRM atmenetén (m/z 137,0
— 92,8). Az acetilszalicilsav ugyanis az ionizacio soran szintén CO.-vesztést szenved,

azonos anyaion-leanyaion atmenetet produkalva a szalicilsavval. A megfeleld
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kromatografias felbontas azonban lehetéve tette e két komponens elklloniteset, igy a
mennyiségi meghatarozast az interferencia nem befolyasolta. A mintacl6készités
lényegében a mintdk megfelelé mértéki higitasat és nagy térfogata injektalasat jelentette.
Bar a vizek métrixhatdsa a szennyvizekhez képest kisebb, a nagy injektéalasi térfogatok
miatt a matrixkomponensek feldusulasa a csapdazd oszlopon a mérés érzékenységét és
reprodukalhatosagat is ronthatja. Ezért a modszer kidolgozasa soran kiemelt figyelmet
forditottunk a maétrixhatds vizsgélatara. A matrixhatds elemzéséhez a kiilonboz6
viztipusokat ioncserélt vizzel higitottuk: ivoviz esetén 99,9%, 50% és 20%; felszini viz
esetén 50% és 20%; szennyviz esetén 20% eés 10% eredeti mintaaranyt alkalmaztunk.
Ezeket a mintakat és a desztillalt vizzel készilt kontrollt standard keverékkel 10 ng/mL

koncentracidra addicionaltuk, majd a kapott jelintenzitasokat hasonlitottuk dssze.

G

Acetaminofen A
Acetilszalicilsav B
Diklofenak C
A ] Fenoprofén D
Flurbiprofén E

Ibuprofén F
€ Indometakin G
Ketoprofén H

H Naproxen |
Szalicilsav J

D
B
E

49. dbra. Tiz nem-szteroid gyulladascsokkentd egyidejli meghatarozasa 1 ng/mL szintre addicionalt

)

mintaban.

Az ivoviz matrixhatasat elhanyagolhatonak talaltuk: legfeljebb ~10% eltérés
jelentkezett az acetaminofen, indometacin és naproxen esetében, ezért ezeknél higitas
nélkiili meghatarozast alkalmaztunk. A felszini vizek és szennyvizek esetében a kiilonb6zo
higitasi aranyok jelentés eltéréseket mutattak, amelyek az érzékenységet, a visszanyerést
¢és a miszer terhelését is kedvezdtleniil befolyasoltadk. Kompromisszumos megoldasként
felszini vizeknél 20%, szennyvizeknél pedig 10% eredeti mintaaranyt valasztottunk.

A modszert végul validaltuk, majd éles mintak mérésere alkalmaztuk. Az egyes matrixokra
meghatarozott LOD és LOQ értékeket a Fliggelék F7. tablazat foglalja 6ssze [SP15].
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5.2.1.2. Fermentacids tapoldatok aminosavtartalmanak meghatarozasa

A fejezetben bemutatott munka egy ipari egyiittmikodés keretében indult
modszerfejlesztési projekt része volt, amelynek célja emldssejtes fermenticid soran
alkalmazott tapoldatok aminosav-0sszetételének gyors és megbizhatd mennyiségi
meghatarozasa volt. A fejlesztés kozvetlen ipari igényre reagalt, mivel a korabban
alkalmazott, kiilsé szolgaltatd altal végzett NMR-alapl meghatarozds koltséges és
id6igényes megoldast jelentett. A cél ezért egy olyan LC—-MS/MS mddszer kidolgozasa
volt, amely ipari kornyezetben is robusztusan alkalmazhato, és alkalmas a nagy
koncentracioju, 0sszetett matrixi mintak rutinszerti elemzésére.

A modszerfejlesztés részleteit az 5.1.2.2. fejezetben részletesen bemutattam. A
probléma megoldasanak kulcsat az RX-Sil oszlop jelentette, amely HILIC mddban
alkalmazva mind a 20 fehérjeépité aminosavat megfeleld visszatartassal és egymastol jol
elvalaszthaté modon tudta kezelni (5.1.2.2. fejezet 16. abra).

A vizsgélt fermentéacids mintak rendkivil tomények voltak, ezért a mintael6készités
és a kalibracié megvalasztasa kritikus jelentdséglivé valt. A kalibraciot ismert aminosav-
tartalmu standard oldatokkal végeztem. A komplex matrix miatt vizes kalibracié nem volt
alkalmazhatd, ugyanakkor olyan modellmatrix sem allt rendelkezésre, amely a
fermentécids tapoldatok 0Osszes egyéb komponensét is tartalmazta volna. Emiatt a
klasszikus kiils6 kalibracio nem johetett szoba. A mennyiségi meghatarozast ezért standard
addiciés modszerrel végeztem. Ehhez a mérendd aminosavakra nézve 6t kiilonbozo
koncentracidszintii kalibracids oldatot készitettem 0,5 mM koncentracioju térzsoldatokbdl.
Kisér6 standardként gamma-amino-vajsavat (GABA) alkalmaztam, amely szerkezetében
hasonlé az aminosavakhoz, ugyanakkor a fermentacios tapoldat nem tartalmazza. A
mintaelGkészités soran alapvetd szempont volt, hogy a mintékat és a kalibréacids oldatokat
azonos modon készitsem eld, valamint hogy a nagy matrixterhelésbdl ad6do ionelnyomast
minimalizaljam. Megfigyeltem, hogy nem megfeleld higitas esetén az egyes aminosavak
kromatogréafias cslcsainak egymashoz viszonyitott intenzitasa torzul, ami egyértelmiien
matrixhatasra utalt. VVégil az 500-szoros higitas bizonyult optimalis kompromisszumnak:
kisebb higitdsnal a matrixhatds jelentkezett, nagyobb higitasnal pedig a mérendd
komponensek talzott mértékben higultak volna.

A laboratériumba érkez6é fermentacios mintak bizonyos esetekben fehérjéket is
tartalmazhatnak, amelyek jelenléte egyrészt kromatografias és ionizaciés matrixhatast

okozhat, masrészt hosszabb tdvon az analitikai oszlop elszennyezddéséhez is vezethet. Bar
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a szabad aminosavak tobbsége nem kotddik specifikusan fehérjékhez, a fehérjetartalom
kozvetett modon befolyasolhatja a mérés reprodukalhatdsagat és robusztussagat. A
jelenség vizsgalata céljabdl egy kivalasztott mintan 3 kDa-o0s és 10 kDa-os ultrasziirést,
valamint metanolos fehérjekicsapast alkalmaztam lehetséges fehérjementesitési
modszerként, és az igy el6készitett mintak aminosav-koncentracioit 6sszevetettem a
kezeletlen kontroll mintaban mért értékekkel. Az eredményeket a 50. abra szemlélteti.
Mivel a kiilonb6z6 elékészitési modok nem eredményeztek szignifikans eltérést a mért

koncentracidkban, a tovabbi mérések soran fehérjementesitési Iépést nem alkalmaztunk.

35
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50. abra. Kiilonb6z6 mintael6készitési moédok hatdsa 19 aminosav
MRM-alapi mennyiségi meghatarozasara.

A mérendd mintdkat tobb, egymastol elkiiloniild adagban kaptuk meg, ezért minden
adaghoz kiilon kalibraciot készitettem. Ennek soran az adott mintasorbdl véletlenszerlien
kivalasztott harom mintara végeztem el az addiciés kalibraciét. Minden minta esetében
harom parhuzamos HPLC-MS/MS mérést hajtottam végre, igy egy aminosavra 0sszesen
kilenc kalibracios egyenes allt rendelkezésre. A kalibraciés pontokat atlagoltam, majd
ezekre illesztettem egyenest, amelybdl az atlagos meredekséget hataroztam meg. HosszU
tavu célunk az volt, hogy a kalibraciot ne kelljen minden egyes mintasorozatra kilon
elvégezni, hanem egy atlagolt meredekséggel lehessen kiértékelni az adatokat. Ennek
érdekében megvizsgaltam, hogy a kiilonb6zé mintasorozatokhoz tartozd meredekségek
kozott van-e szignifikans eltérés. Az eredményeket a 51. abra foglalja 6ssze. Az. abra
alapjan elmondhatd, hogy a legtdébb aminosav esetében a meredekségek atlaga kis relativ
szorassal (kisebb, mint 15%) rendelkezik, igy hosszutavon lehetdség nyilhat arra, hogy ne
kelljen minden mintasorozatra elvégezni a kalibracios folyamatot, hanem egy atlagértekkel
lehetne kiértekelni az adatokat.
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51. dbra. Az addicios kalibracios egyenesek meredekségeinek atlaga és szorasa 6t mintasorozat esetében.

Megvizsgaltam a kisér6 standard (GABA) alkalmazéasanak hatédsat is, és azt tapasztaltam,
hogy a modszer nmagaban is megbizhatdé eredményeket szolgaltatott, a kiséré standard
hasznélata a mérések precizitasat csak minimalis mértékben javitotta. Ezt kovetéen a
modszer készllékek kozotti atjarhatdsagat is teszteltem, mivel ipari kérnyezetben egy
esetleges miiszerkiesés nem okozhat mérési leallast. Ugyanazt a mintasorozatot egy 3200
QTrap és egy 6500 QTrap rendszeren is megmértem, és az eredmények kivald egyezést
mutattak, igazolva a modszer teljes atjarhatdsagat.

Mivel az altalam fejlesztett LC-MS/MS modszernek egy maér elfogadott és
rutinszeriien alkalmazott NMR-alapu eljarast kellett kivaltania, elengedhetetlen volt a két
modszer §sszehasonlitasa. Ezt a megbizd gyar munkatarsaival egytittmitkodésben végeztiik
el. A modszer pontossagat eldszor ismert koncentracioju oldatok mérésével ellendriztiik,
ahol jo egyezést tapasztaltunk az elméleti és mért értékek kozott. Ezt kovetden ugyanazon
fermentécids mintdk aminosav-tartalmat NMR technikaval is meghatéaroztak. Ezt kovetéen
mind az LC-MS, mind pedig az NMR technik&val kapott adatokkal paros t-proba
segitségével hasonlitottuk 6ssze. Az LC-MS/MS madszer esetében két aminosav — arginin
és cisztin — esetében mutatkozott szignifikans eltérés az elméleti értékhez képest, mig az
NMR modszernél 6t aminosav esetében volt tapasztalhaté hasonlé eltérés. Ez
0sszességében azt jelezte, hogy az LC-MS/MS modszer pontossaga legalabb a
hagyomanyos NMR-alapt meghatarozassal 6sszemérhet6. (Fliggelék F1-F2 bra)

A méréseket CHO emlds sejtkultara tenyésztéséhez hasznalt tapoldatokon végeztiik.
Az eredmenyek értékes informaciokat szolgaltattak a bioldgusok szaméara az optimalis
aminosav-koncentraciok bedllitasahoz. A sejtkultira fenntartasa soran meghatarozott
1dékozonként mintat vettek a médiumbol, és az egyes aminosavak koncentraciovaltozasat

az id6 figgvényében kovettilk nyomon. Az eredmények alapjan jol elkiiloniil6 tendenciak
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voltak megfigyelhetoek (52. abra) Az aszparagin és a glutamin esetében a teljes tenyésztési
periddus alatt folyamatos koncentraciocsokkenes jelentkezett, a periddus vegére szinte
teljes kimeriiléssel. Ezzel szemben a glicin és az alanin koncentracidja a kezdetektdl
folyamatosan ndvekedett. Ezek az aminosavak nem esszenciélisak, ezért koncentraciojuk
széles tartomanyban valtozhat. Az esszencialis aminosavak, mint a metionin és a lizin
esetében viszont nem volt megfigyelhetd jelentds koncentraciovaltozas vagy egyértelmi
trend. Ezen adatok lehet6vé tették a sejtkultarak célzott taplalasanak optimalizalasat. Az
optimdlis aminosavszintek fenntartasa kulcsfontossdgl a sejtndvekedés, valamint a

megfeleld mennyiségli és mindségli rekombindns fehérjék termelése szempontjabol.
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5.2.2. Klinikai, diagnosztikai méresek

5.2.2.1. Anyagcsere-betegsegek diagnosztizalasa aminosavak mérésével

A 2000-es évek elején a Kémiai Kutatokdzpont Témegspektrometriai Laboratériumaban

megkezdddtek azok a kisérletek, amelyek célja a tomegspektrometrids méréseken alapulod

anyagcsere-betegség-sziirés hazai bevezetésének el6készitése volt. A feladat a nyugati

orszagokban mar rutinszeriien alkalmazott technikdk atvétele, adoptalasa és analitikai

finomitasa volt, figyelembe véve a magyarorszagi diagnosztikai kdrnyezet sajatossagait.
A vizsgalatok alapjat specidlis sziirOpapirra vett €s beszaritott vérmintak (dried

blood spot, DBS) képezték. A sziir6papirbdl kivagott, beszaradt vért tartalmazo6 korongokat
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izotopjelzett belsd standardot tartalmazod metanollal extrahaltuk. Az extraktumot ezt
kovetden nitrogénaramban beparoltuk, majd ecetsav-anhidrid/n-butanol eleggyel
szdrmazékkeépzést végeztliink, amelynek sordn az aminosavak és az acilkarnitinek
butilészterei keletkeztek. Az elegyet ismét szarazra paroltuk, majd a mérési eluensben
visszaoldva kodzvetlendl injektaltuk a tomegspektrométerbe. A modszer egyik sajatossaga
volt, hogy nem alkalmazott kromatografias elvalasztast; a mintat egy 200 pL/perc
térfogatdrama vivéaramba injektaltuk, és a szelektivitast teljes mértékben a tandem
tdmegspektrometrids detektalds biztositotta. A meérési eljards két vegyuletcsoport — a
szabad aminosavak és az acilkarnitinek — egyidejii meghatarozasat tette lehetévé. Az
aminosavak butilészter szarmazékai Utkozesi aktivalas soran jellegzetes fragmentaciot
mutatnak: minden egyes aminosav esetében megfigyelheto egy 102 Da tomegii semleges
veszteség, valamint egy, az adott aminosavra jellemzé maradékion. Ennek kihasznalasaval
a tomegspektrométert 102 Da semleges veszteséget figyeld pasztazasi modban
iizemeltettilk, amely lehetévé tette az Osszes aminosav szelektiv detektdldsat egyetlen

mérési cikluson beldl. (53. &bra)

H R
r-D | — . -
H—FTJ—C—-C—O—CHQ—CHQ—CHQ_CHQ, R = aminosav oldallanc
H H .
N\
N
N
AN
D
H\ (O] R ?
N=C + H C O CHy CHy CHy CHj
H H

m=102 Da

53. &bra. Butilezett aminosavak meghatarozaséra alkalmas 102 Da-o0s semleges fragmentum képzédése.

Az acilkarnitinek esetében az iitk6zési cellaban végbemend fragmentacid soran valamennyi
vegyliletbdl egy kozds, m/z 85 tomegli fragmension képzddik. Ennek megfeleléen
prekurzorion-pasztazast alkalmaztunk az m/z 85 ionra, igy minden olyan anyaion
szelektiven kimutathatéva valt, amelybdl ez a fragmens keletkezik. (54. abra) A két
pasztazasi mod egy merési cikluson belili kombinalasaval — mintegy masfél perces
ciklusidd mellett — valamennyi relevans szabad aminosav és acilkarnitin egyidejii

meghatarozasa megvalosithaté volt.
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3
@ R=H carnitine
H3C—|\~l CHQ*?H*CHQ*CHs R = acyl acylcarnitine

+ N(CH;);
H2C=CH—CH—COOH + ROH

m/z 85 Da + C4Hg

54. dbra. Az acilkarnitinek mérésére alkalmas m/z 85 fragmension képzédése.

A modszer alapvetden relativ eredményeket szolgéltatott: az egyes komponensek
egymashoz, illetve az izotdpjelzett belsd standardhoz viszonyitott aranyabol lehetett
kovetkeztetni az adott anyagcsere-betegség fennallasara. Egy jellemzé mérési spektrumot

a 55. dbra mutat be.
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55. abra. Aminosavakra jellemz6 NL 102 spektrum.

A modszert kezdetben kisérleti jelleggel ujsziilottkori sziirésekben alkalmaztuk.
Késobb — a mérési lehetdségek ismertté valasaval — egyre gyakrabban érkeztek id6ésebb
koru, igazolt vagy feltételezett anyagcsere-betegségben szenvedé paciensek vérmintai is.
Az igy kapott eredmények szdmos esetben kdzvetlen diagnosztikai segitseget nyujtottak a
kezelGorvosok szamara. 2008-t0l Magyarorszagon is bevezetésre kerllt a
tdmegspektrometrids alapu anyagcsere-sziirés, két orszagos kozpont (Budapest és Szeged)
létrehozasaval. Ettdl az id6ponttol kezdve a rutinméréseket ezekben a laboratériumokban
végzik, ugyanakkor a munkakapcsolatom mindkét kozponttal megmaradt. A késébbiekben

k6zos modszerfejlesztések és finomitasok valdsultak meg, illetve a felmeriild analitikai
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problémak megoldasaba is rendszeresen bevontak. Ezen egyiittmiitkodések eredményeirdl
koz06s publikaciékban szamoltunk be [SP4].

Az ujszuléttkori anyagcsere-betegségek szlirésében alkalmazott
tomegspektrometrids modszerek az elmult két évtizedben jelentds fejlddésen mentek
keresztiil. Mig a kezdeti megkozelitések elsdsorban relativ jellegli, pasztazasalapt (Prec8S5,
NL102) stratégidkra épultek, addig a klinikai diagnosztika ndvekvo igényei egyre inkabb
az abszolut mennyiségi meghatarozast biztositd, célzott MRM-alapl mddszerek irdnyaba
terelték a fejlesztéseket. Ez a szemléletvaltds nemcsak a tdmegspektrometrids detektélast,
hanem a kromatografiat, a mintaclékészitést €s a kalibracios stratégiakat is Gjragondolasra
kényszeritette.

Az aminosavak mérésére a vizsgalo laboratoriumokban két 6 megkdzelités terjedt
el. Az egyik a szarmazékképzésen alapuld, forditott fazisu kromatografidval kombinalt
modszer, mig a méasik a szabad aminosavak kozvetlen meghatarozasat lehetové tevo
HILIC-alapt eljaras. Mindkét megoldasra 1éteznek kereskedelmi forgalomban elérhetd,
,kulcsrakész” rendszerek. Nagy mintaszdm mellett azonban ezek jelentds anyagi terhet
ronak az egészsegugyi ellatérendszerre, mivel nemcsak a standardok, hanem gyakran az
oszlopok és az eluensek is kizdrdlag a gyart6tdl szerezhetdk be, sok esetben a pontos
Osszetetel megadasa nélkil. Ezen megfontolasok alapjan célunk az volt, hogy a korabban
sikerrel alkalmazott sajat modszerlinket tovabbfejlessziik, és alternativ, rugalmasan
alkalmazhaté megoldast dolgozzunk ki a szabad aminosavak mennyiségi meghatarozasara.
A modszer beallitasa soran Ujraértékeltik és finomhangoltuk a témegspektrometrids,
kromatogréafias és mintael6készitési lepeseket, bevezettiik az izotopjelzett belsé standardok
alkalmazasat, valamint részletesen megvizsgaltuk a kiilonboz6é kalibracios modellek

alkalmassagat.

Tomegspektrometrias optimalas

A toémegspektrometrids optimalds sordn minden egyes aminosavra kilon-kilon
Ujraoptimalizaltuk az ionforras és az ionoptikai paramétereket. Az izobar aminosavparok
(pl. leucin/izoleucin, lizin/glutamin) esetében a megbizhaté azonositas érdekében tovabbi
MRM éatmeneteket vezettiink be. Ezek lehetové tették az egyértelmii megkiilonboztetést
nemcsak a retencids idok kiilonbsége alapjan, hanem fragmentacids viselkedésiik
figyelembevetelével is.

Kiemelt figyelmet forditottunk azokra az aminosavakra, amelyek molekulatémege csupan

1 Da eltérést mutat, mivel ezek esetében a kisebb tomegii vegyiilet izotopionjai azonos m/z
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értéken jelenhetnek meg, mint a nagyobb tomegli aminosav protonalt molekulaionja. llyen
kritikus parokat alkot példaul a Leu/lle (132 m/z), az Ash (133 m/z) és az Asp (134 m/z),
valamint a Lys/GIn (147 m/z) és a Glu (148 m/z). Ezek elkildnitését addicionalis MRM
atmenetek és a kromatografias retencids id6k egylittes alkalmazasaval biztositottuk. A
kevésbé fragmentalhato aminosavak (glicin, alanin) esetében az 5.1.1.3 fejezetben
részletesen targyalt pszeudo-MRM megkozelitést alkalmaztuk, amely lehet6vé tette
megfelelé mindségi (qualifier) atmenetek definialasat. A cisztein és a cisztin esetében bar
sikertlt stabil MRM atmeneteket optimalizalni, ezek a komponensek végul nem ker(ltek
be a végsd modszerbe. Ennek oka, hogy a két molekula rendkiviil érzékeny a kdrnyezeti
hatasokra, és képesek egymasba atalakulni, ami jelentds bizonytalansagot eredményezett
volna a kvantitativ meghatarozas soran. A méréseket pozitiv ESI ionizaciés mddban
végeztik. Az alkalmazott MRM atmenetek és az optimalizalt paraméterek a Fuggelék F8.
tablazatban kerultek 6sszefoglalasra. Az egyes atmenetekre forditott pasztazasi idé (dwell

time) egységesen 15 ms volt.

Kromatografias optimalas

Az aminosavak kromatografids elvalasztasahoz a korabbi munkaink soran mar
eredményesen alkalmazott Rx-SIL, porozus szilika alapd HILIC oszlopot hasznaltuk.
Mozgofazisként 0,1 V/V% hangyasavat tartalmazé vizet és 0,1 V/V% hangyasavat
tartalmazo acetonitrilt alkalmaztunk, inverz gradiens elGcidval, ahol a vizes komponens
aranya fokozatosan novekedett az elvalasztas soran. Az optimalis elvalasztas elérése
érdekében részletesen tanulmanyoztuk a kezdeti eluensosszetétel, a gradiens meredeksége
és a linearis szakaszok szdmanak hatasat. Végul egy maédositott, két linearis szakaszbdl all6
gradiensprogram bizonyult a legmegfelelébbnek: az elsd, laposabb meredekségli szakaszt

egy meredekebb gradiens kovette. 5. tablazat.

5. tablazat. Optimalt gradienstabla az aminosavak elvalasztasahoz.

t(percy |0 1 5 7 9 95 15
A% (VIV) |25 25 45 80 80 25 25
B% (V/V) |75 75 55 20 20 75 75

Ez a megoldas lehetdve tette az aminosavak megfeleld elkiilonitését, mikézben
biztositotta, hogy a kromatografias késés és holttérfogat ellenére valamennyi komponens a
moso fazis megkezdése el6tt elualddjon az analitikai oszloprol. Az optimalizalt médszer

teljes futasi ideje 15 perc volt. Az egyes aminosavak jellemz6 kromatogramjait a Fuiggelék
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F3. abra mutatja. Bar nem minden komponens esetében valdsult meg alapvonali
elvalasztas, a témegspektrometrias detektalas szelektivitasa biztositotta az egyes MRM

atmenetek megbizhatd, interferenciamentes monitorozasat.

Kalibracidés modell finomhangolasa

Korabbi munkaink sordn a szabad aminosavak meghatarozasahoz addicids kalibraciot
alkalmaztunk, GABA kiséré standard jelenlétében. A klinikai diagnosztikai célu
fejlesztések azonban megkovetelik az izotdpjelzett belsd standard alkalmazasat. Célunk
egy egyszerli, gyors ¢&s koltséghatékony megoldas kidolgozasa volt, ezért
kompromisszumos stratégiat valasztottunk: a teljes aminosavpanel kvantifikéaciojat
egyetlen izotopjelzett belsé standardhoz viszonyitottuk. Két potencialis belsd standardot
vizsgaltunk: a 4-aminobutansav-2,2-d.-t (d.-GABA) és az L-glutaminsav-2,3,3,4,4-ds-t (ds-
Glu). Bér a jeldletlen GABA kromatografias viselkedését korabbi tapasztalataink alapjan
jol ismertiik, végiil a ds-Glu mellett dontéttiink. Ennek oka az volt, hogy a ds-Glu retencios
ideje a vizsgalt aminosavak ellcidés sorrendjének kozepére esett, csucsalakja

szimmetrikusabb volt, és intenzivebb jelet adott, mint a d.-GABA

Mintael6készités
Biologiai mintaként ujszilottek és beteg gyermekek szérummintait hasznaltuk, amelyeket
a Semmelweis Egyetem Gyermekgyogyaszati Klinika Anyagcsere Sziir6 ¢s Diagnosztikai
Kdzpont laboratériumabdl kaptunk. A mérések soran keletkezett eredmények kizarolag
masodlagos analitikai értékelés céljat szolgaltak. A mintak anonimizalt formaban érkeztek
a laboratoriumba, a paciensekr6l semmilyen klinikai informacio nem allt rendelkezésiinkre,
és velUk fizikai kontakt nem tortént, ezért etikai engedély beszerzésére nem volt szikség.
A Dbiologiai szérummintdk elOkészitése soran tobblépcsOs higitasi  €s
fehérjekicsapasi eljarast alkalmaztunk. A jelentds matrixhatas minimalizalasa érdekében a
mintak nagymértékii higitasa volt sziikséges, amelyet az LC-MS/MS modszer megfeleld
érzékenysége lehetové tett. A fehérjekicsapas célja egyrészt a potencialis fehérje—aminosav
kolcsonhatasok megsziintetése, masrészt az analitikai rendszer védelme volt. A bels6
standardot minden minta esetében a higitas korai fazisdban adtuk hozza annak érdekében,
hogy a mintael6készités soran fellépd veszteségeket és matrixhatasokat korrigalni lehessen.
A kalibraciot standard addiciés modszerrel végeztik, mivel a komplex
szérummatrix miatt sem vizes, sem modellmatrixos kalibracio nem adott volna megbizhatd
eredményt. A Kkalibracios oldatokat az analitikai mintdkkal azonos mintael6készitési

lépéseknek vetettiik ala, biztositva ezzel a matrixazonossagot és a mddszer pontossagat.
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annak vizsgalatara, hogy kiilonb6z0 szérummintak esetében az addicios kalibracioval
kapott egyenesek meredeksége reprodukélhato-e. Az eredmények azt mutattadk, hogy az
egyes aminosavakra kapott meredekségek kis relativ szorassal egyeztek meg a kiilonb6z6
mintak kozott. (Flggelék F4. abra) Ez lehetové tette, hogy egy mérési napon tobb minta
alapjdn meghatarozott atlagolt meredekséggel értékeljik ki az adatokat, jelentésen

leegyszerisitve a kalibracids folyamatot anélkiil, hogy a modszer pontossadga romlott volna.

A modszer alkalmazésa éles bioldgiai mintdkon

A kidolgozott és validalt mddszert 6sszesen 12 valodi biologiai szérummintan alkalmaztuk.
A mintdk egészséges, illetve beteg, 18 év alatti paciensektdl szdrmaztak; tovabbi klinikai
informacio nem allt rendelkezésiinkre, és az altalunk kapott eredmények nem Keriiltek
felhasznalasra semmilyen diagnosztikai vagy terapias dontéshozatal soran.

A statisztikai értékeléshez minden mintat haromszor készitettiink elé az adott
mérési napon, ¢és minden eldkészitett mintat haromszor mértiink le. A parhuzamos mérések
j6 pontossagot és precizitast mutattak (Flggelék F9. tablazat). A kapott aminosav-
koncentraciokat a Kaliforniai Egyetem referencia-adatbazisaval [239] Osszehasonlitva
megallapithato, hogy a legtébb komponens az egészséges koncentraciotartomanyba esett.

Az ettdl eltérd, kiugro értékek a betegek eltéré anyagcesere-allapotéara utalhatnak.

5.2.2.1. DNS metilaciés fokanak meghatarozasa

Az epigenetikai szabalyozas egyik kozponti eleme a DNS citozinbazisainak metilacios
allapota, amely donté szerepet jatszik a génexpresszid szabalyozasaban, a
sejtdifferenciacioban és szamos koros folyamat, koztik daganatos megbetegedések
kialakulasaban. Biologus kollégaink részérdl régota megfogalmazodott az igény olyan
analitikai modszer kidolgozasara, amely alkalmas epigenetikai folyamatok, ezen belil a
DNS metilaciés allapotanak megbizhatd kvantitativ vizsgalatara. A modszerfejlesztés célja
a DNS két kulcsfontossag modositott bazisanak, az 5-metil-citozin (5mC) és az 5-
hidroximetil-citozin (5hmC) érzékeny és megbizhatd mennyiségi meghatarozasa volt. A
kisérleteink kezdeti szakaszaban a DNS lanc enzimatikus hidrolizisével prébaltunk Kisebb,
analitikailag konnyebben mérhetd molekuldkat eldallitani. A hidrolizis soran keletkezd
nukleozidokat HPLC-elvalasztast kovetden detektaltuk. Bar ez a megkozelités alkalmas
volt az 5mC kimutatasara, az 5ShmC bioldgiai mintakban el6forduld rendkiviil alacsony
koncentracidja meghaladta az akkor rendelkezésre all6 tdmegspektrométer (MS#1: Sciex

API 2000) érzékenységi hatarait. Emellett az alkalmazott enzim nem megfeleld tisztasaga

119



szabopal i 452 26

miatt az 5SmC méréseknél is jelentds reprodukalhatosagi problémak jelentkeztek. Ezek a
tapasztalatok indokoltak az enzimatikus hasitas elhagyasat, és a kémiai hidrolizisen alapul
megkdzelités bevezetéset, amely szabad nukleinsav-bazisokat eredményezett. Id6kézben
érzékenyebb tomegspektrometrias berendezés allt rendelkezésiinkre, amely mar lehet6vé
tette az 5hmC megbizhatd detektalasat is. Az Uj megkozelités azonban megkdvetelte a
mintael6készitési 1épések, valamint a kromatografias és tomegspektrometrias kriilmények
atfogd Gjraoptimalizalasat.

Tdmegspektrometrias optimalas

A mérendd komponensek koncentracidja jelentds eltéréseket mutatott: mig a guanin (G)
nagy mennyiségben volt jelen, addig az 5mC és kuléndsen az 5hmC csak nyomnyi
koncentracidban fordult el6. Ez sziikségessé tette, hogy a tomegspektrometrids
paraméterck optimalizaldsa soran eltéré szempontokat vegyunk figyelembe az egyes
komponenseknél. A guanin esetében az elektronikus telitddés elkeriilése érdekében nem az
abszolit maximalis érzékenységre optimalizalt beéllitasokat alkalmaztuk. Az 5hmC
esetében viszont a kis koncentraciok miatt megnovelt dwell time-ot hasznaltunk, amellyel
javithato volt a jel/zaj arany és az érzékenység. Az optimalt MS paramétereket a Fliggelék

F10. tdblazata tartalmazza.

Kromatografias optimalas

A nukleinsav-bazisok visszatartisa és elvalasztasa jelents kihivast jelentett. Szamos
kromatografias rendszer kiprobalasat kovetden ebben a munkédban alkalmaztam eldszor az
Rx-Sil oszlopot, amely porozus szilika alapu all6fazisként forditott- és normal fazisd
modban egyarant hasznalhatd. Az oszlopot hosszu id6n keresztiil, kiilonbozé elvalasztasi
modokban, eltérd eluensosszetételekkel és gradiensprogramokkal teszteltiik, mikdzben
minden apr6 maédositas hozzajarult a mddszer fokozatos finomitasahoz.

A végleges megoldast normal fazisi mddban sikerilt kialakitani, ahol 0,1 V/V%
hangyasavat tartalmazd vizet és 0,1 V/V% hangyasavat tartalmazd acetonitrilt
alkalmaztunk mozgofazisként, a vizes fazist erdsebb eluensként definidlva. Az dramlasi
sebesség 1 mL/perc volt, a gradiensprogramot a komponensek optimalis elvalasztasanak
figyelembevételével allitottuk dssze. Az optimalt LC paramétereket illetve az azokkal

készilt kromatogramokat a Fliggelék F11. tablazata és F5. abraja szemlélteti.

Mintaelokészités

A mintdk el6készitésére savas hidrolizist alkalmaztunk. A modszerfejlesztés soran
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részletesen vizsgaltuk az alkalmazott sav mennyiségenek, a hidrolizis idejenek és
homérsékletének, a beparlasi koriilményeknek, valamint a visszaoldo oldat 6sszetételének
hatasat. A hidrolizis soran a magas hémérséklet kovetkeztében jelentés gazképzodés 1ép
fel, amely tulnyomast és robbanésveszélyt okozhat, kiiléndsen tomény sav alkalmazésa
esetén. Ennek elkeriilésére a vizsgalatokat 2 mL térfogati, peremes, krimpelhetd tivegben
végeztik, amelyet szeptummal ellatott aluminiumkupakkal gaztomoren lezartunk. Az
edény térfogata elegendének bizonyult a keletkezd gbézok befogadasara, mig a szeptum
rugalmassaga lehetdvé tette a nyomas biztonsagos kiegyenlitddését.

A hidrolizis hatékonysagat nukleozidok és szabad nukleinsav-bazisok keverékébdl
eldallitott mintdkon vizsgaltuk, modellrendszerként alkalmazva (C+G, dC+G, C+dG és
dC+dG), és minden esetben kizarélag szabad béazisokat detektéltunk,
nukleozidmaradvanyokat nem. A savmennyiség ndvelése az 5hmC mennyiségének
csokkenesehez vezetett, mikdzben a toébbi komponens koncentracidja valtozatlan maradt,
ezert a tovabbiakban biztonsagi és analitikai szempontbdl egyarant optimalisnak bizonyul6
50 pL témény hangyasavat alkalmaztunk.

Az alacsonyabb hémérsékleten végzett hidrolizis nem eredményezett megfeleld
jelintenzitasokat, mig tul magas hémérsékleten a bazisok tovabbi bomlésa volt
megfigyelhetd. A vizsgalt hOmérsékletek koziil a 140 °C bizonyult optimalisnak. A
hidrolizis idétartama (45180 perc) nem befolyasolta szignifikansan az eredményeket,
ezért a késdbbi mérésekhez 90 perces iddtartamot valasztottunk.

A beparlasi 1épések soran megallapitottuk, hogy szabad levegdn oxidativ
folyamatok Iépnek fel, amelyek mesterségesen megndvelt 5ShmC-szintet eredményeznek.
Ezzel szemben nitrogéngédz alkalmazéasaval inert kdérnyezet volt biztosithatd, amely a
legmegbizhatobb eredményeket adta. A visszaoldashoz kiilonb6z6 olddszer-0sszetételeket
és térfogatokat vizsgaltunk; a legjobb jelintenzitas és reprodukalhatésag a 0,1 V/V%

hangyasavas viz—acetonitril (1:1) eleggyel, 70 uL térfogatban volt elérhetd.

Kalibréacios modell kidolgozasa

A szakirodalomban korabban alkalmazott moddszerek abszoldt  mennyiségi
meghatarozasokon alapultak, amelyek kiils6 kalibracié segitsegével hatiroztak meg az
Ezzel szemben egy uj, relativ meghatarozasi modszert dolgoztunk ki, amelyben az 5mC és
5hmC mennyiségét egy belsé referenciahoz viszonyitva hataroztuk meg. A modszer

kezdeti valtozataban az 6sszes citozintartalomra vonatkoztattuk az 5mC és 5hmC értékeket,
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amely reprodukalhato és bioldgiailag relevans eredményeket szolgaltatott. Késdbb azonban
attértiink arra a megkdozelitésre, hogy az 5mC és 5hmC mennyiségét a guaninra, mint stabil
belsd referencidra vonatkoztassuk. Ez a megoldas leegyszerisitette a szamitasokat, és
lehetdvé tette, hogy a mddszer fliggetlenné véljon a kiinduldsi DNS mennyiség pontos
ismeretét6l. A modell alkalmazhatdsaganak feltétele volt a koncentracio—intenzitas
Osszefliggések linearitdsanak igazolasa. Ennek érdekében dNTP, mdCTP és hmdCTP
oldatokbol a bioldgiai mintdkban varhat6 koncentraciotartomanyt lefedd standard sorozatot
allitottunk el6. A guanin esetében négy nagysagrenden keresztll lineéris viselkedést
tapasztaltunk (56. abra), és hasonlo linearitas igazolhatd volt az 5mC és 5hmC esetében is.
(Fuggelék F6. abra)
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56. dbra. A guanin higitasanak hat&sa a cstcsteriletre.

Tovabbi kisérletek igazoltak, hogy az intenzitashanyadosok aranyosan véaltoznak a
koncentraciéhanyadosokkal, és nem fuiggenek sem az injektalt térfogattol, sem az abszolut
koncentracioktol. A végleges mddszer maximum 10 pL injektalasi térfogat mellett
miikodott megbizhatéan. Ezt kovetden két kalibracios oldatsort allitottunk 6ssze SmC,
5hmC és dNTP oldatok felhasznalasaval. A kalibracios egyenesek kivalo illeszkedést
mutattak a teljes mérési tartomanyban (R > 0,999). A kalibracio részleteit a Fliggelék F12.
tablazata tartalmazza. A modszer validalasa soran megvizsgaltuk a matrixnak a mért
komponensekre gyakorolt hatasat, és megallapitottuk, hogy az nem befolyasolja a kapott
értekeket. Ugyancsak vizsgaltuk a stabilitdsokat, és megallapitottuk, hogy az eldkészitett
mintak révid es hosszu tavon is stabilnak bizonyultak a mintatarto, illetve -20°C-on torténd

tarolas esetén.
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Biologiai mintak mérése

A kidolgozott és validalt modszert kiilonb6zd bioldgiai mintakon alkalmaztuk. Az SmC és
5hmC meghatarozasat DNMT-inhibitorkezelés nélkili kontroll és decitabinnal kezelt
sejtvonalakon végeztik. A mintdk RNS-mentessegét spektrofotometrids maodszerrel
ellendrizték. Patkany sejtvonal esetében harom biologiai és harom technikai parhuzamos,
human sejtvonalaknal négy bioldgiai parhuzamos allt rendelkezésre. Minden minta 1 ug
DNS-t tartalmazott, és minden mintat haromszor mértiink. Az eredményeket DMSO-
kontrollhoz normalizaltuk az irodalmi adatokkal valé Gsszehasonlithatdsag erdekében.
Minden minta 5SmC szintje a vartnak, korabbi eredményeknek megfeleléen csokkent a
demetilaciés folyamat hatasara. Az 5hmC szintje sejtvonal-specifikus valtozasokat
mutatott: a human sejtvonalakban (HL60, K562) és a patkany GH3 sejtvonalon nétt, mig a
patkany Rc-4 B/C sejtvonal 5hmC szintje csokkent a kezelés hatdsara. 5hmC szint
sejtvonal-specifikus valtozasokat mutatott. (57. abra). A patkany sejtvonalakon korabban
izotopjelzett belsé standarddal végzett meghatdrozasokkal Osszevetve az altalunk

kidolgozott mddszer azonos eredményeket szolgaltatott.
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57. dbra. A kiilonboz6 sejtvonalakon mért 5SmC (fels6) és 5ShmC (alsé) mennyisége kontroll és kezelt

mintakban.

Az analitikai precizitas vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a mérési szoras kisebb volt,
mint a biologiai variabilitas. (Fliggelék F7. abra) Az eredmények alapjan javasolt legalabb
négy bioldgiai parhuzamos minta alkalmazdsa a megfeleld statisztikai megbizhatdsag

biztositasa érdekében.

5.2.2.2. A Ciklosporin A mennyiségi meghatarozasa transzplantalt betegek
veérébol

A ciklosporin-A (CSA) 11 aminosavbol allé ciklikus polipeptid (58. abra), amelyet
eredetileg a Tolypocladium inflatum gamsbdl izolaltak [240,241]. Hatékony
immunszuppressziv szer, amely szelektiven és reverzibilisen gatolja a T-limfocitak
aktivaciojat, ezért széles korben alkalmazzak szervtranszplantalt betegek kezelésében.

Terapias alkalmazasat azonban sziik terapias tartomany (150-300 ng/mL), valamint
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jelentds dozisfiiggd mellékhatasok — elsdsorban nefrotoxicitas, hepatotoxicitas ¢€s

metabolikus eltérések — korlatozzak, ami indokoltta teszi a vérszint pontos és megbizhato

T

w&wy%*

58. abra. A CSA szerkezete és a metabolizacio helyei.

monitorozasat.

A Semmelweis Egyetem Transzplantacios Klinikdjaval egyiittmiikodésben vizsgaltuk a
klinikai gyakorlatban alkalmazott immuntesztes mddszerek és az LC-MS/MS alapu
meghatarozas kozotti eltéréseket. A klinikan rutinszeriien alkalmazott immuntesztek
eredményeit 6sszevetettik az altalunk fejlesztett LC-MS/MS mddszerrel kapott CSA-
koncentraciokkal. Az 0Osszehasonlitas soran azt tapasztaltuk, hogy az immuntesztek

atlagosan magasabb CSA-értékeket szolgaltattak, mint az LC-MS/MS mddszer (59. abra).
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59. dbra. Az immunteszt és az LC-MS/MS mérések eredményeinek dsszehasonlitasa.

Bar az eltérés egy korrekcios faktorral részben kompenzalhatd lenne, az adatokban
eloforduld kiugro értékek miatt a modszerek kozotti megbizhatd korrelacidé nem volt
biztosithato.

Az LC-MS/MS modszer egyik Iényeges elénye, hogy nemcsak az anyavegyiilet pontos
meghatarozasara alkalmas, hanem képes a CSA fobb metabolitjainak — mono- és

dihidroxilalt ciklosporin-szarmazékok — elkuldnitett mérésére is. Az altalam alkalmazott
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maodszerrel kapott kromatogramon jol elkilonil az anyavegyilet, valamint a metabolitok
cstcsai (60. abra), az eluciés sorrend megfelel a varakozasoknak. A mennyiségi
meghatdrozasok soran kisérd standard alkalmazéasa mellett dontottem. Izotopjelzett CSA
hidnydban olyan exogén vegyiiletet kerestem, amely nem fordul eld a mintdkban,
szerkezetileg hasonlo, stabil, és jol illesztheté a mérési modszerbe. Ezeknek a
kritériumoknak egy masik immunszuppresszans, a tacrolimus felelt meg, amelyet kisérd
standardként alkalmaztam. A kromatogramokon jol lathato, hogy a tacrolimus a CSA el6tt
elualodik, igy a mintaclokészitési és mérési 1épések sordn hatékonyan korrigalja az

esetleges veszteségeket.
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60. abra. A CSA és f6bb metabolitjainak LC-MS/MS kromatogramjai belsé standard jelenlétében.

A kezdeti modszer teljes kromatogréafias ciklusideje — a mosasi és ekvilibralasi
lépésekkel egyltt — 12 perc volt, ami kutatdsi kornyezetben elfogadhatd, klinikai
alkalmazasban azonban korlatozza az ateresztéképességet. Ennek javitasara on-line szilard
fazisu extrakciés (SPE) lépést épitettem be a mddszerbe. Csapdazd oszlopként révid
monolit oszlopot alkalmaztam, amelyre nagy aramlasi sebesség mellett injektaltam a
mintat. A komponensek atmosasa az analitikai oszlopra, valamint a csapdaz6 oszlop
parhuzamos regeneralasa lehetdvé tette, hogy a teljes mérési 1d6 3 percre csokkenjen. Ezzel
a mérési kapacitas kozel négyszeresére ndtt. Bar az uj modszerrel a kromatografias csucsok
nem valtak el alapvonal szinten (61. abra), a tomegspektrometrias szelektivitas lehetévé
tette az egyes atmenetek megbizhatd integralasat. Az optimalizalt mddszert nagyszamu
betegmintan alkalmaztam, ahol a CSA és metabolitjai koncentracidjat 6sszevetettiik a rutin
laborvizsgalatok eredményeivel. Egyes betegek esetében a verképben kiugréan magas
bilirubin- és yGT-értékeket figyeltek meg, amelyek toxikus allapotokra utalhatnak.
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61. abra. On-line csapdazéssal felvett LC—-MS/MS kromatogramok.

Az éltalunk mért adatok elemzése soran azt tapasztaltuk, hogy a megemelkedett bilirubin-
¢s yGT-szintek 0Osszefliggést mutattak a verben mért dihidroxilalt ciklosporin-
koncentracioval (62. abra).
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62. abra. A bilirubin- és GGT-értékek valtozasa a diOH-CSA koncentracidjanak fuggvényében (n = 110).

Mivel a dihidroxilélt ciklosporin toxikus tulajdonsagai ismertek, az LC-MS/MS alapu
moddszer klinikai jelentésége thlmutat az anyavegyiilet pontos meghatdrozasan. A
metabolitprofil egyidejli vizsgéalata lehetdséget teremt a toxikus mellékhatasok korabbi
felismerésére €és a terdpia finomhangoldsdra, ami a kezeldorvos szamara kozvetlen
dontéstamogatd informaciot jelent. Ezt a modszer gyakorlati hasznossagat a kovetkezo

esettanulmanyok is alatdmasztjak.

Esettanulmany I.

Egy 45 éves férfi beteg hepatitis C fertdzést kovetden majtranszplantacion esett at, az
immunszuppressziv terapiaban ciklosporin A-t (CSA) alkalmaztak. A do6zisbeallitas

id6szakaban a rutin laborvizsgalatok soran a vér bilirubin- és yGT-értékei tartdsan
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emelkedettek voltak. A beteg véréb6l LC-MS/MS mddszerrel meghataroztam a CSA,
anyavegydulet, mind a mono- és dihidroxilalt CSA-szarmazékok koncentracidja jelentésen
meghaladta a terdpids tartoméanyt. Az adatok arra utaltak, hogy a tuldozirozas
kovetkeztében kialakulo, megemelkedett dihidroxilalt CSA-koncentracié allhatott a
hepatotoxicitasra utald laborparaméterek hatterében. A kezel6orvos a CSA dozisanak
csokkentésérdl dontott. A dozismodositast kovetéen a CSA vérszintje a kivant terapias
tartoméanyba ker(lt, és néhany napon belil a bilirubin- és yGT-értékek is normalizalodtak
(63. abra). Az eset jol szemlélteti, hogy az LC-MS/MS alapu mddszer nemcsak a pontos
hatdéanyagszint-meghatarozast tette lehetové, hanem az egyéni terapia optimalizalasahoz is

kdzvetlen segitséget nyujtott.
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63. abra. A GGT és a bilirubin koncentracidinak idébeli alakulasa a dozisbeallitast kovetden.

Esettanulmany II.

Egy mésik esetben egy 52 éves férfi beteg majtranszplantacion esett at, a donor szintén 52
éves nd volt. A posztoperativ immunszuppressziv kezelés soran ciklosporin A-t
alkalmaztak, azonban a terapia kezdetétdl fogva a beteg vérében rendkiviil magas bilirubin-
és yGT-értékeket mértek, ami megnehezitette a dézis bedllitasat. Az LC-MS/MS
vizsgalatok sordn alacsony CSA-anyavegyulet-koncentracio mellett  jelentésen
megemelkedett dihidroxilalt CSA-szintet mértem. Ezek az eredmények arra utaltak, hogy
a CSA gyors metabolizacidja allhat a toxikus tiinetek hatterében. A tovabbi vizsgalatok
sordn biologus kollégdink megéllapitottdk, hogy a transzplantalt maj CYP3A4
enzimaktivitasa kiemelkedéen magas volt. Ennek kovetkeztében a szervezetbe jutd CSA
jelentds része gyorsan metabolizalodott, ami a dihidroxilalt metabolit felszaporodasahoz
vezetett. Az analitikai és bioldgiai eredmények birtokdban a kezel6orvos a CSA elhagyasa

mellett dontott, és a terapiat tacrolimusra allitotta at. A valtast kovetden a CSA ¢és
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metabolitjai néhany napon belil kilriltek a szervezetbdl, a bilirubin- és yGT-értékek

normalizalodtak (64. abra), és a beteg stabil allapotban elhagyhatta a korhazat.
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64. abra. A GGT és a bilirubin koncentracioinak id6beli alakulasa a gydgyszervaltast kovetden.

5.2.2.3. A rosszul megvalasztott gydgyszer

A valproinsav (valproat, VPA) (65. abra) az egyik leggyakrabban alkalmazott
antiepileptikus gyogyszer. Hatasat els6sorban a y-amino-vajsav (GABA) anyagcseréjének
befolyasolasan keresztil fejti ki: a glutaminsav-dekarboxilaz aktivéalasaval, valamint a
GABA-transzaminaz gatlasaval jelent6sen megemeli a szervezet GABA-szintjét
[242,243]. A GABA géatl6 hatast neurotranszmitter, amely csokkenti a pre- és
posztszinaptikus kisiilések kialakulasat, ezaltal megel6zi a gorcsaktivitas kiterjedését. A
betegek tobbsége a kezelést jol toleralja, sulyos toxikus mellékhatasok viszonylag ritkan

fordulnak elo.
O

HO

65. abra. A valproat szerkezete

A valproat mennyiségi meghatarozasara tobb témegspektrometrids modszer is ismert. Hao
Cheng és munkatarsai példaul egy érzékeny HPLC-MS/MS mddszert dolgoztak ki a VPA
és egyik toxikus metabolitja, a 2-propil-4-penténsav (4-én VPA) meghatarozasara human
plazmabol, oszlop el6tti  szarmazékképzést alkalmazva. A szarmazékképzés
szllkségességét nem a VPA alacsony koncentracidja indokolta — a vérszint a pg/mL
tartomanyba esik —, hanem a molekula rossz fragmentacids képessége. A valproat negativ
ion modban ugyan jol detektalhato [M—H]™ ionként, azonban fragmentacidja gyenge, igy
klasszikus MRM mérésre 6nmagaban nem alkalmas. Laboratoriumunkban ezt a problémat

az 5.1.1.3 fejezetben bemutatott pszeudo-MRM madszer alkalmazasaval hidaltuk at, ahol
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mind a prekurzor-, mind a fragmension témegének a valproat 143-as m/z értékét adtuk
meg. Ennek segitségével robusztus és jol reprodukalhaté HPLC-MS/MS maodszert
dolgoztunk ki a VPA vérszintjének rutinszerli meghatarozésara.

A modszer klinikai jelentdségét egy siirgds eset vilagitotta meg. Egy 31. terhességi
héten sziiletett korasziilott csecsemd vérébol érkezett minta valproat vérszint
meghatarozasara. A csecsemonél intraventrikularis vérzést diagnosztizaltak, ¢s az EEG
epilepszidra utald eltéréseket mutatott. A kezelést kezdetben fenobarbitallal inditottak,
azonban a csecsemOkorban jelentkezd stlyos hosszu tavi mellékhatdsok miatt révid idon
belll valproatra tértek at. A kezelés megkezdését kovetéen 17 nappal a csecsemd vérképe
toxikus eltéréseket mutatott, amelyeket egyértelmilen a VPA-kezeléshez kotottek. A
gyogyszert azonnal elhagytak, és a valproat kilrilését monitoroztdk. Az LC-MS/MS
mérések alapjan a vér VPA-szintje még 10 nappal a kezelés felfiiggesztése utan is magas
volt (19,5 pg/mL), ami jelentdsen elhuz6do eliminaciora utalt. A kezelés iddben torténd
megszakitasanak koszonhetéen a vérkép rendezddott, és a csecsemd stabil allapotban
elhagyhatta a korhazat.

A jelenség magyarazata a valproat metabolizmusaban rejlett. A glikuronidacié —
mint fazis 1l metabolikus Ut — ujsziilottek és csecsemdk esetében még nem miikodik
megfelelden, ezért a VPA metabolizacidja keriil6 Gton, elsésorban oxidacios folyamatokon
keresztil, a CYP2C9 enzim kozremiikodésével valosul meg [244]. A szokatlanul lassu
kilrulés felvetette egy csokkent aktivitasi enzimvaltozat jelenlétének gyanujat.

A Gyogyszer-kolcsonhatasok Laboratériumaban kifejlesztett genotipizalasi
modszer alkalmazésaval igazoltak, hogy a beteg CYP2C9*3/*3 homozig6ta mutans
genotipussal rendelkezett [245]. Ebben az esetben a kialakul6 enzim gyakorlatilag inaktiv,
igy nem képes részt venni a valproat oxidativ metabolizaciojaban. Ennek kovetkeztében a
gyégyszer a szervezetben feldusul, és toxikus tiinetekhez vezet.

A tovabbi vizsgalatok soran elemeztiik a kiilonb6z6 CYP2C9 fenotipusok esetében
a valproatddzisra vetitett vérszinteket. A mérsékelten metabolizal6 (intermediate
metabolizer, IM) fenotipus esetében jellemzden idealis vérszintek alakultak ki, mig a
gyengén metabolizalé (poor metabolizer, PM) fenotipusoknal azonos ddzis mellett
kovetkezetesen magasabb VPA-koncentracidkat mértink (66. abra). Az 1-1 Kiugro

értékhez mindkét esetben heterozigdta mutans genotipus volt rendelhetd.
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66. dbra. A kiilonb6z6 fenotipusokhoz tartozd valproat vérszintek dsszehasonlitasa.

Az eredmények alapjan az alabbi terapias ajanlasok fogalmazhatok meg:
- CYP2C9 homozig6ta mutans (*2/*2 vagy *3/*3): valproat alkalmazasa nem javasolt.
- CYP2C9 heterozigota (*1/*2 vagy *1/*3): esetén alacsony ddzis javasolt még IM
esetén is
- CYP2C9 homozig6ta vad tipus, IM esetén normal dozis javasolt
- CYP2C9 homozigota vad tipus, PM esetén alacsony ddzis javasolt
Ezek az eredmények jol példazzak, hogy az LC-MS/MS alapu terdpids gyogyszerszint-
monitorozas és a farmakogenetikai informéacidk egyuttes alkalmazasa hogyan jarulhat
hozza a személyre szabott gydgyszeres kezelés megvaldsitdsahoz, minimalizédlva a

mellékhatasokat és maximalizalva a terapias hatékonysagot [SP3].

5.2.2.4. A be nem tartott terapia

Egy stlyos, bakteridlis eredetli kdzponti idegrendszeri fertzés kezelésére a klinikan
Sumetrolim terdpiat alkalmaztak, a szokasosnal lényegesen magasabb dozisban (4
tabletta/adag), valamint rendkiviil hossztu idOtartamon keresztiil (megkozelitdleg hat
honapig). A kezelés eredményességének monitorozasa érdekében a klinika részérdl
felmerult az igény a hatéanyagok vérszintjének analitikai meghatarozasara. A Sumetrolim
kombinalt antimikrobialis készitmeny, amely ket hatéanyagot tartalmaz: szulfametoxazolt

és trimetoprimet (67. abra).

szulfametoxazol trimetoprim

67. dbra. A Szumetrolim hatéanyagainak szerkezete
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A mennyisegi meghatarozas céljara HPLC-MS/MS alapi modszert dolgoztam ki, amely a
két f6 komponens mellett a szulfametoxazol hidroxi-metabolitjanak MRM atmeneteit is
tartalmazta. A kvantitativ kiértékelés azonban kizarolag a szulfametoxazol alapjan tortént.
A kidolgozott mddszerrel mért vérminta kromatogramja a 68. &brén lathatd. A
kromatogramon jol elkiilonitheto a két f6 komponens csucsa: az els6 a szulfametoxazol, a
masodik a trimetoprim. A szulfametoxazol eldtt csupan igen alacsony intenzitassal
jelentkezik a hidroxi-metabolit, ami arra utal, hogy a hatéanyag dontéen valtozatlan

forméaban van jelen a vérben.

szulfametoxazol
5

|
‘ i trimetoprim

| |

68. abra. A beteg vérmintajabol felvett kromatogram

A dozisbeallitas célja egy igen magas, korilbelil 200 pg/mL vérszint elérése volt. Ennek
meghatarozasdhoz  Otpontos  Kkalibraciés  sort  alkalmaztam  50-250  pg/mL
koncentracidtartomanyban. Bar a magasabb koncentracioknal a kalibracids gorbe telitddési
tendenciat mutatott, ebben a tartomanyban még megfeleld linearitds volt biztosithatd. Az
alkalmazott dozis mellett a beteg jelentds mellékhatasokat tapasztalt (hanyinger,
rosszullét), ezért a vérszint pontos monitorozasa kiemelten fontos volt. A kezelés soran a
beteg rendszeresen szedte a gyogyszert, azonban a terapia vége felé az egyik vérmintaban
a korébban mért koncentraciokhoz képest korilbelil negyedakkora szulfametoxazol-
szintet mértem. (6. tablazat) A mérést tobbszor megismételtem, Gjbdli mintaelékészitést
kovetden is, és minden esetben azonosan alacsony értékeket kaptam.Az eredményekrol
konzultalva a kezelGorvossal végiil a jelenség hatterére is fény deriilt. A beteg elmondasa
szerint a terapia soran jelentkezd kellemetlen mellékhatasok miatt a kezelés vége felé —a
kezelGorvos tudta nélkiill — a javasolt napi dézisnak csupan az egynegyedét vette be. A

verszintmerés megbizhatosagaban nem hitt, ezert dontott az onkényes doziscsokkentés
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mellett. A terapids egyiittmiikodés hianya azonban az LC-MS/MS merések alapjan

egyértelmiien kimutathat6 volt.

6. tablazat. Mért vérszint értékek

Minta pg/mL
Vér 130516a 50,7
Vér 130516a 63,3
Vér 130516a 60,4
Vér 130516b 47,3
Vér 130516b 57,2
Vér 130516b 55,5
Friss A 475
Friss B 45,1

Ez az eset jol szemlélteti, hogy a terapias gydgyszerszint-monitorozas nemcsak a
dozisbeallitdas és a toxicitas elkertilése szempontjabol fontos, hanem objektiv eszkozt
biztosit a terapias egyiittmiikodés ellendrzésére is. Az analitikai modszer ebben az esetben
kozvetlen klinikai dontést tamogatd informaciot szolgaltatott, és ravilagitott arra, hogy a
sikeres kezeléshez nemcsak megfeleld gydgyszer és dozis, hanem a beteg egylittmiikdése

is elengedhetetlen.

5.2.3. Transzportfolyamatok

Analitikai munkdm jelentds részét olyan vizsgalatok tették ki, amelyek kiilonb6zd
transzportfolyamatokban részt vevé molekuldk mennyiségi meghatarozasara iranyultak. A
dolgozat korabbi fejezeteiben tobb ilyen vegyilet is bemutatasra kerult (példaul GABA,
szukcinat, putreszcin, ornitin, spermidin €s spermin), azonban a disszertacié terjedelmi
korlatai nem teszik lehetové valamennyi kapcsolddd munka részletes ismertetését. Az
ezekhez a témakhoz kapcsol6dd, de a dolgozatban nem targyalt eredményeket az
irodalomjegyzékben kulon, a disszertaciohoz szorosan kapcsolodd kozleményekként
tlintetem fel.

A transzportfolyamatok analitikai vizsgalatanak egyik legnagyobb kihivésa — és
egyben sajatossdga —, hogy nincs két teljesen azonos eset. Az egyes molekulak fizikai—
kémiai tulajdonsagai, varhatd koncentraciotartomanyai, valamint bioldgiai kdrnyezetiik
jelentds eltéréseket mutatnak, igy minden vizsgalat egyedi modszerfejlesztést igényel.
Ezek soran a tdmegspektrometrias paraméterek optimalizalasa mellett a kromatografias
elvalasztas finomhangolasa is elengedhetetlen. Ebben a fejezetben ket, szemléletében és

megkozelitésében eltérd, mégis tanulsagos transzporttal kapcsolatos munkat emelek ki.
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Az els6 példa egy olyan analitikai modszerfejlesztéshez kapcsolodik, amelyet
korébban, az 5.1.2.2. fejezetben mar érintettem. A vizsgalt célmolekula a bajkalin volt,
amelynek transzportjat egylittmiikodd partnereink membranvezikulds rendszerben
tanulmanyoztdk. A modszerfejlesztés a szokasos modon indult, azonban mar a kezdeti
mérések soran felmeriilt egy, a blank mintakban megjelend, alacsony intenzitasu jelenség
a bajkalin MRM atmenetén, a megfeleld retencios idonél. Bar ezt a jelenséget sok esetben
egyszerii ,carryover” hatasként kezelik, mi fontosnak tartottuk az okok részletes
Kivizsgalésat.

A tovabbi vizsgalatok soran egy addig nem ismert és szokatlan jelenséget sikerult
azonositanunk: a forditott fazisu C8-as oszlop bizonyos korilmények kozott HILIC-szerii
tulajdonsagokat mutatott. Bar ez a felismerés Onmagaban is jelentés modszertani
érdekesség volt — amelybél 6nalld publikacio is sziiletett [SP7] —, a konkrét
transzportvizsgalatok  szempontjabdl  mellékszalnak  bizonyult. A  célmolekula
meghatarozasara kidolgozott modszert ennek ellenére teljes kortien validaltuk. A tizpontos
kalibraciés modell — amely ritkan alkalmazott megoldas — harom nagysagrendet fedett le
(1-1000 nM), és megbizhato kvantitativ eredményeket szolgaltatott. A modszer kimutatasi
hatara 0,5 nM volt, ahol még legalabb 3:1 jel/zaj arany volt elérheté. Az eljarast sikerrel
alkalmaztuk a bajkalin membranvezikuldkbol torténd mennyiségi meghatarozésara.

A masodik bemutatott munka egy eltérd jellegli transzportfolyamathoz
kapcsolddott, amely nem klasszikus membrantranszportot, hanem gydgyszermolekulak
célzott, orriiregen keresztili agyi bejuttatasat vizsgalta. A kisérletek célja annak tisztdzasa
volt, hogy a P-glikoprotein milyen szerepet jatszik az intranazalisan alkalmazott
gyogyszerek felszivodasaban, illetve hogy kombinalt gyogyszeres kezelés esetén az egyes
komponensek miként befolyasoljak egymas transzportjat. Modellvegydletként egy jol
ismert P-gp-szubsztratot, a kinidint (69. abra) valasztottak, amelyet orrgélbe keverve
juttattak be. A Kisérleti elrendezés soran a kinidint intranazalisan alkalmaztak, PSC-833
(specifikus P-gp-inhibitor) intravénds vagy intranazélis adagoldasa mellett, valamint
alacsony (50 ng) és magas (20 pg) dozisu intranazalis adrenalin jelenlétében. A kontroll
allatokban a kinidin agyi penetracioja a kimutatasi hatar kodzelében maradt, mig az
intravénas PSC-833-mal kombinalt kezelés esetében az agyi koncentraciok jelentds
novekedest mutattak. Hasonlo hatést figyeltiink meg a nagy dézisu intranazalis adrenalin
alkalmazasakor is, ahol az érszikitd hatas kovetkeztében a periférias eloszlas gatlasa

mellett fokozddott az agyi expozicié.
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69. dbra. A kinidin mint P-gp-szubsztrat modellvegyilet

Az eredmények egyértelmiien igazoltak, hogy a P-glikoprotein nemcsak a
klasszikus vér—agy gaton, hanem az intranazélis alkalmazast kovetéen is meghatarozo
szerepet jatszik a gyogyszermolekuldk sorsanak alakitdsaban. Az analitikai mérések
lehet6vé tették a kiilonbozé beavatkozasok — transzporter-gatlas és hemodinamikai
modulacié — hatasanak kvantitativ 0sszehasonlitasat, és ravilagitottak arra, hogy az agyi
expozicié nem kizarélag a beadds mddjatdl, hanem a transzportfolyamatok komplex
kdlcsonhatésaitol is fiigg. Ez a megkozelités jol példazza, hogy a nagy érzékenységli LC—
MS/MS alapi bioanalitika nélktlozhetetlen eszkéze a modern transzport- és
farmakokinetikai kutatasoknak [SP24].

A bemutatott példak jol illusztréljak, hogy a transzportfolyamatok vizsgalata soran
az analitikai kémia nem csupan mérési hattérként jelenik meg, hanem a bioldgiai €s
farmakoldgiai értelmezés szerves részévé valik. Akar membrantranszporttal, akar komplex,
tobb tényezd altal befolyasolt felszivodasi és eloszlasi folyamatokkal van dolgunk, a
megbizhatd kovetkeztetésekhez elengedhetetlen a célmolekuldk pontos, szelektiv és
kell6en érzékeny meghatarozasa. A fejezetben ismertetett munkak k6zos tanulsaga, hogy a
transzportjelenségek értelmezése gyakran csak akkor valik lehetévé, ha az analitikai
modszerfejlesztés soran nemcsak a mérhetdségre, hanem a jelenségek mogott allo fizikai—
kémiai és biologiai Osszefliggések feltarasara is hangsulyt fektetiink. Ez a szemlélet
végigkisérte a disszertacioban bemutatott munkaimat, €s alapvetéen meghatdrozta az

alkalmazott analitikai megkdzelitéseket.

5.2.4. Farmakokinetikai vizsgalatok

5.2.4.1. Doxorubicin farmakokinetikai mérése egerekben

crer

kell nyomon kovetni kiilonb6z6 bioldgiai matrixokban, ami 0sszetett analitikai kihivast

jelent, killondsen akkor, ha a vizsgalt vegyulet szoveti eloszlasa és eliminacidja is a kutatas
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targyat képezi. Egy ilyen feladat keretében doxorubicinnel kezelt allatok verében, majaban
kiilonb6z6 kezelési protokollok alkalmazasa mellett. A Kisérlet soran az egerek harom
csoportba kertiltek. Az els6é csoport t =0 idépontban intravénas doxorubicin-kezelést kapott
5 mg/ttkg ddzisban. A masodik csoport esetében a doxorubicin beadasat 30 perccel
megelézéen egy P-glikoprotein-gatlét, tariquidart (TQ) alkalmaztak 15 mg/ttkg ddzisban,
mig a harmadik csoport a doxorubicin-kezelést kovetden, a 30. percben kapott azonos
dozisu TQ-kezelést. A vizsgalat célja annak feltarasa volt, hogy a P-gp gatlas id6zitése
milyen hatdssal van a doxorubicin szintjére a kiilonb6zd szervekben.

A meéréseket Sciex 5600+ TripleTOF témegspektrométeren végeztem TOF-MS
modban, 500-660 Da tomegtartomanyban. A kromatografids elvalasztas egy Shimadzu
LC-20 rendszerrel tortént Agilent XDB C8 (75 x 4,6 mm, 3,5 um) oszlopon, gradiens
elicio alkalmazéasaval, 0,1% hangyasavas viz és 0,1% hangyasavas acetonitril
mozgofazisokkal. A mennyiségi meghatarozashoz hétpontos kalibracids gorbét vettem fel
0,45-600 ng/mL koncentraciétartomanyban, amelyre kvadratikus illesztést alkalmaztam
1/koncentracié sulyozassal (r = 0,9999). A biologiai mintak el6készitése acetonitriles
fehérjekicsapassal tortént, majd centrifugalast kovetéen a feliiluszokat kozvetleniil
analizaltam. A kiértékelés soran a mért koncentraciokat a mintak higulasanak és az allatok
testtomegének figyelembevételével korrigaltuk, és az igy kapott adatokat a bioldgiai
eredmények értelmezeséhez hasznaltuk fel. A mérési eredmények egyértelmiien azt
mutattak, hogy a doxorubicin beadasat megel6z6 tariquidar-kezelés emelkedett
doxorubicin-szinteket eredményezett a vizsgalt szervekben, kuléndsen a méajban és a
szivben. Ez analitikailag jol alatdmasztja, hogy a P-glikoprotein gatlasa kozvetlen hatéssal

crer

meghataroz6 tényez6 a farmakokinetikai viselkedés szempontjabol. (70. &bra)
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70. abra. A doxorubicin farmakokinetikai profilja szérumban (A), majban (B) és szivben (C).
A doxorubicint t = 0 idépontban intravénasan kaptak az allatok (piros gorbe).
A tariquidar-kezelés a doxorubicin beadasat 30 perccel megelézéen (z61d gorbe), illetve azt 30 perccel
kovetden (kék gorbe) tortént.
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A vizsgalat jol példazza, hogy a megfelel6en validalt LC—MS alapt modszerek nemcsak a
farmakokinetikai jelenségek leirasat teszik lehetévé, hanem kvantitativ alapot szolgaltatnak

komplex bioldgiai kérdések értelmezéséhez is [SP25], [SP26].

c sy

crer

szervezetben végbemend atalakulasokat is fel kell tarni. Ez egyrészt a metabolitok
azonositasat, masrészt azok mennyiségi megjelenésének idéfiiggd kdvetését jelenti, amely
alapveté  informdaciot szolgaltat a molekula biolégiai  viselkedésérdl — és

hatdsmechanizmusarol.

5.2.4.2. Az LK935 molekula farmakokinetikai vizsgalata

Egy korabbi munkank soran az LK-935 jelii, 0j, nem sztatin tipust koleszterincsokkent6
molekula metabolizmusat tanulmanyoztuk primer human hepatocitakon. A molekula
farmakoldgiai szempontbdl érdekes tulajdonsaga volt, hogy human pregnan X receptor
(hPXR) aktival6é hatdsa hasonld mértékiinek bizonyult, mint a rifampiciné, ugyanakkor a
CYP3A4 enzim indukcioja lényegesen kisebb volt. Ez a jelenség arra utalt, hogy az LK-
935 gyors atalakuldson megy keresztiil, amely nem teszi lehetdvé a maximalis
enzimindukcio kialakulasat. A hipotézis igazolasara farmakokinetikai méréseket végeztink
harom kiilonb6z6 donorbol szadrmazd primer humdn hepatocita szuszpenzidban, két
koncentracidszinten (1 uM és 10 uM). Az LC-MS alap0 analitikai mérések egyértelmiien
gyors anyavegyulet-fogyast mutattak: 25 perc elteltével az 1 pM-os koncentracio esetében
az LK-935 mintegy 80%-a, mig 10 uM esetén korulbelul 50%-a alakult &t. A szdmitott
felezési 1dok rendre 6,06, illetve 23,6 percnek adodtak. Tekintettel arra, hogy a molekula
kémiai stabilitasa kivalo, az észlelt koncentraciécsokkenés kizarolag metabolikus
folyamatokkal volt magyardzhat6. 71. dbra. Ennek megfeleléen a koncentraciocsokkenés

kizarélag metabolikus folyamatokkal volt magyaréazhatd.
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71. abra. Az LK-935 in vitro farmakokinetikai vizsgéalata harom fiiggetlen human hepatocita donoron.
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A metabolizaciés utak feltérképezése céljabol LC-MS/MS méréseket vegeztink a 25
perces inkubacids id6pontbol szarmazd mintdkon. A vizsgalatokat egy 3200 QTrap
tdmegspektrométeren hajtottam végre ioncsapdas MS és MS/MS (izemmédban. A
kromatografids elvalasztids sordn 0sszesen hat kiilonbdzd metabolitot sikeriilt detektalni,
amelyek mind az anyavegyiilet elott eludlodtak, 6sszhangban a metabolitok megndvekedett
polaritasaval. Az LK-935 és metabolitjainak extrahalt ionkromatogramjait a Fliggelék F8.
abra szemleélteti. Az MS/MS spektrumok részletes kiértékelése alapjan mind a hat
metabolithoz szerkezeti hozzéarendelést tudtunk végezni. Az M3 és M4 jelii metabolitok
hidroxi-szarmazékoknak bizonyultak, amelyek esetében az oxidacié a molekula kiilonb6z6
pozicidiban ment végbe, amit a kromatogramokon megjelend kettés csucsok is
alatdmasztottak. Az azonositott metabolikus Utvonalakat a 72. &bra foglalja dssze.

Az analitikai eredmények 0Osszességében alatamasztottak, hogy az LK-935 gyors
metabolizmusa magyarazatot ad a mérsékelt CYP3A4-indukciora. A vizsgalat jol
szemlélteti, hogy célzott LC-MS/MS meérések alkalmazasaval mar korai fazisban értékes

informacio nyerhet6 egy j molekula metabolikus viselkedésérdl [SP27].
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72. dbra. Az LK-935 molekula azonositott f6 metabolikus Utvonalai

A fenti példak jol szemléltetik, hogy az LC-MS alapu farmakokinetikai vizsgalatok mar
onmagukban is értékes informaciot szolgaltatnak egy adott molekula bioldgiai
viselkedésérdl. A modszerek valodi ereje azonban akkor mutatkozik meg igazan, amikor a
koncentracié-idé profilok kovetése nagyfelbontasti tomegspektrometrias mérésekkel €s
részletes metabolitazonositassal egészil ki. Ebben az esetben nemcsak az anyavegyiilet

sorsanak nyomon kdvetése valik lehetdvé, hanem az atalakulasi utak feltérképezése és azok
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kvantitativ értelmezése is. A kovetkezd fejezet egy olyan komplex farmakokinetikai
vizsgalatot mutat be, amelyben az LC-MS/MS és HRMS technikék egyittes alkalmazasa
révén a teljes ADME-profil analitikai feltarasa valt lehet6vé.

5.2.4.2. Blebbistatin szdrmazékok farmakokinetikai és metabolikus
vizsgélatai

A blebbistatin és szarmazékai szelektiv miozin-11 gatloként széles korben alkalmazott
kutatdsi modellvegyuletek, ugyanakkor farmakoldgiai hasznosithatosagukat kedvez6tlen
farmakokinetikai tulajdonsagaik, valamint gyors metabolikus atalakulasuk jelent6sen
korlatozza. A vegyuletek in vivo hatasainak értelmezéséhez ezért elengedhetetlen volt a
felszivddas, eloszlas, metabolizmus és eliminacié (ADME) analitikai vizsgalata, kilénds
tekintettel a gyors clearance hatterében allé metabolikus folyamatokra. Munkank soran a
blebbistatin és két szarmazaka, a p-amino- illetve a p-nitro-blebbistatin (73. &bra)
farmakokinetikai viselkedését tanulmanyoztuk in vivo kisérletekben, valamint kiegészitd

in vitro rendszerekben.
(o] (0] (o]
OH OH OH
N/ N N/ N N/ N

NO. NH.
A B : ¢ :

73. dbra. A vizsgélt vegylletek: blebbistatin (A), p-NO2-blebbistatin (B), p-NH2-blebbistatin (C)

A szérum- és szovetmintakbol torténé mennyiségi meghatarozast LC-MS alapu
maodszerekkel végeztik, amelyek alkalmasnak bizonyultak a gyors koncentraciovaltozasok
meghbizhato kovetésére. A kapott koncentracio—idé gorbék egyértelmiien gyors elimindciot
jeleztek, ami Gsszhangban allt a vegyiilet korlatozott biologiai hozzaférhetoségével. (74.
abra A-C panel) A farmakokinetikai eredmények értelmezéséhez elengedhetetlen volt a
blebbistatin metabolikus Utvonalainak feltérképezése. Ennek érdekében nagyfelbontasu
LC-MS/MS méréseket alkalmaztunk, amelyek lehetdvé tették a metabolitok nagy
tOmegpontossagl  detektalasat és  szerkezeti jellemzését. A  nagyfelbontasu
tOmegspektrometrias adatok es az MS/MS fragmentacios mintazatok egylttes
értelmezésével tobb f6 metabolitot sikerllt azonositani, valamint az egyes oxidacios és
atalakulasi folyamatokat elkuloniteni. (Fuggelék F9. abra) A kvantitativ LC—-MS adatok és

a nagyfelbontasi MS/MS-alapu szerkezeti informaciok integrélt feldolgozasa réven atfogo
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képet kaptunk a blebbistatin metabolikus sorsarol. Az in vitro és in vivo megfigyelések
kozott jo egyezést tapasztaltunk, ami megerdsitette a vizsgalt metabolikus utak
relevancigjat. (74. &bra D-l panel) A kapott eredmények ravilagitottak arra, hogy a
blebbistatin gyors eliminédcidja elsésorban intenziv metabolikus atalakulasanak
kovetkezmenye. A szervi eloszlas vizsgalata tovabbi fontos informéciét szolgaltatott a
blebbistatin és metabolitjai in vivo viselkedésérol. Az LC—MS alapu mérések alapjan jol
elkiilonithetd volt az egyes vegyiiletek és metabolitok preferencialis felhalmozddasa, ami
egyrészt a metabolikus atalakulasok szervspecifikus jellegére, masrészt a gyors eliminacio
mechanizmusara is magyarazatot adott (75. abra).

Ez a munka jol szemlélteti, hogy a farmakokinetikai vizsgalatok, a
metabolitazonositas és a mennyiségi LC-MS mérések kombinalt alkalmazésa
nélkilozhetetlen egy bioaktiv molekula viselkedésének megértéséhez. A nagyfelbontasu
tomegspektrometria szerepe kiilonosen hangsilyos volt a metabolitok egyértelmii
azonositasaban, mig a kvantitativ LC-MS mérések biztositottak az idébeli valtozasok
megbizhaté nyomon kovetéset. Az alkalmazott analitikai stratégia komplex, méegis
attekinthet6 modon tette lehetévé a blebbistatin ADME-tulajdonsagainak feltarasat [SP28].
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74. &bra. Az anyavegyiletek (A-C) és a fobb metabolitok PK gorbéi (D-I)
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75. abra. Az anyavegyiilet és a f6bb metabolitok eloszlasa a szervekben
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6. Osszefoglalas

A dolgozatban bemutatott munkék kozos jellemzdje a kvantitativ analitikai szemlélet
kdvetkezetes alkalmazasa komplex bioldgiai és ipari rendszerek vizsgalataban. A feladatok
sokfélesége — az ipari mindségellendrzéstdl és kornyezetanalitikatol kezdve a klinikai
diagnosztikan, farmakokinetikai €s transzportvizsgalatokon at az epigenetikai €s
gyogyszerbiztonsagi kérdésekig — jol szemlélteti, hogy a modern analitika nem elszigetelt
mérések sorozata, hanem problémak6zponti  gondolkoddsmdd, amelyben a
modszervalasztds, a mintael6készités, a kromatografias és tomegspektrometris
bedllitasok, valamint az adatfeldolgozas egységes stratégiat alkotnak.

A dolgozatban ismertetett példak azt mutatjak, hogy komplex matrixok esetén nincs
univerzalis megoldas: minden célmolekula, minden biol6giai vagy ipari rendszer sajat
analitikai megkozelitést igényel. A bemutatott stratégiak kdzéppontjaban ezért nem egy-
egy technika 6nmagiban, hanem a mérési probléma 4allt, amelyhez a legmegfelel6bb
kvantitativ megoldast kellett kialakitani. Ennek soran szdmos esetben valt sziikségessé (j
mintaelokészitési  eljarasok  kidolgozéasa, alternativ.  kromatografidas megoldasok
alkalmazéasa, innovativ kalibracios modellek bevezetése, illetve az érzékenység és a mérési
kapacitas novelése.

A Dbioldgiai alkalmazasok esetében az analitikai modszerek nemcsak a
koncentraciok pontos meghatarozasat tették lehetévé, hanem hozzéjarultak komplex
bioldgiai folyamatok — példaul metabolikus utvonalak, transzportmechanizmusok vagy
epigenetikai valtozasok — értelmezéséhez is. Klinikai és farmakolégiai példakon keresztil
bemutathato, hogy a megbizhat6 kvantitativ analitika kdzvetlen hatdssal lehet a terdpias
dontésekre, a dozisbeallitasra €s végsod soron a betegek életmindségére. Ipari kornyezetben
ugyanez a szemlélet a folyamatok optimalizalasat, a mindségbiztositast és a
koltséghatékonysag novelését szolgalta.

Osszességében a dolgozat azt kivanja hangstlyozni, hogy a kvantitativ analitikai
stratégidk alkalmazasa hidat képez az alapkutatas, az alkalmazott kutatas es a gyakorlati
problémamegoldas kozott. A bemutatott eredmények igazoljak, hogy a komplex
rendszerek vizsgalata csak integralt, rugalmas és kritikus analitikai gondolkodéassal
valdsithaté meg, amely talmutat az egyes mddszerek 6nmagukban vett alkalmazésan. E

szemlelet mentén szilettek meg a dolgozatban dsszefoglalt (j tudomanyos eredmenyek is.
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7. Uj tudomanyos eredmények

I. MRM-alapu kvantitativ stratégiak fejlesztése

Scheduled MRM alapu, multikomponenses LC-MS/MS mddszert dolgoztam ki 480
peszticid egyidej, egy injektalasbol torténé meghatarozasara. Prediktiv MRM vizsgalatok
soran igazoltam, hogy ritka esetekben szerkezeti interferencidk az MRM-atmenetek
szintjén is megtévesztd eredményhez vezethetnek, amely nagyfelbontdsu MS
alkalmazasaval egyértelmiien feloldhato. Pszeudo-MRM megkodzelitést vezettem be kis
molekulak mennyiségi meghatarozasara. Relativ kalibraciés modellt dolgoztam ki az
epigenetikai markerek mennyiségi meghatarozasara, belsé referenciaként a mintaban
természetesen jelen 1év0 guanint alkalmazva. A modszer fiiggetlen a kiindulasi DNS
mennyiségétdl és az injektalasi paraméterektdl, ami a korabbi abszolut megkozelitésekhez
képest egyszeriibb és robusztusabb kvantitativ értékelést tett lehetdvé. Munkdm hozzajarult
az MRM-alapu kvantitativ.  meghatarozasok  szelektivitdsdnak  megbizhatobb

értelmezéséhez €s alkalmazasi korének bovitésé¢hez [SP2 - 4].

Il. Nem konvencionalis kromatogréafias viselkedések felismerése és analitikai
hasznositasa

Azonositottam egy C8-as all6fazis HILIC-jellegli viselkedését polaros analitok esetében,
amely lehetdvé tette egy, a mérések soran korabban félreértelmezett jelenség tisztazasat.
Az RX-Sil porozus szilika allofazist forditott fazisu eluensekkel, HILIC jellegii elvalasztasi
mechanizmust kihasznalva 0j kromatografias megkdzelitést dolgoztam ki polaros és
bazikus molekuldk visszatartdsara. A modszert sikeresen alkalmaztam epigenetikai
markerek, szabad aminosavak, biogén aminok, valamint erésen bazikus komponensek
mennyiségi meghatarozasara. Az RX-Sil ilyen irany alkalmazasa tobb, eltéré kémiai
tulajdonsagu vegyiiletcsoport megbizhatd elvalasztasat tette lehetdvé, és alternativ

megoldast kinalt ipari és bioldgiai analitikai feladatokban [SP2, 4-5, 9-14].

I11. Erzékenység- és hatékonysagnévels analitikai stratégiak kidolgozasa

On-line SPE technikaval kombinalt LC-MS moédszereket dolgoztam ki, amelyek jelentésen
novelték az analitikai atereszt6képességet klinikai és gyogyszeripari alkalmazasokban.
Mikro- és kapillaris LC-technikak bevezetésével kis mintamennyiségek esetén is nagy
érzékenységet  biztositd mennyiségi  meghatarozasokat  valositottam meg.  Uj
mintainjektalasi stratégiat dolgoztam ki a mintaoldé erésségének csokkentésével és nagy

térfogatl injektalassal, amely a higulas ellenére javitotta a csucsalakot és a kimutatasi
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hatart. Szarmazekképzési megkozelitést alkalmazva szteroid hormonok meghatarozasakor

pg/mL nagysagrendii kimutatasi hatart értem el [SP7, 15, 18-21].

V. Komplex és extrém matrixok analitikai kezelése

Specialis mintaelékészitési és LC-MS alapi megkdzelitéseket dolgoztam ki analitikailag
kihivast jelenté, komplex matrixok vizsgalatara. A TNT-gyartas soran alkalmazott kénsav
szerves szennyezOinek azonositasa kozvetleniil hozzajarult az ipari technoldgia
optimalizaladsdhoz. Optimalizaltam a DNS savas hidrolizisének korulményeit, biztonsagos
¢s reprodukalhatd moédon elballitva szabad nukleinsav-bdzisokat epigenetikai
vizsgalatokhoz. APIl-eredetii nitrozaminok pg/mL nagysagrendii meghatarozasara
érzékeny és szelektiv mddszereket fejlesztettem, nagyfelbontdsi MS alkalmazasaval
feltarva interferenciakat és egyes esetekben hatéarérték feletti szennyezéseket. Komplex
gyogyszerfejlesztési projektekben (pl. favipiravir, remdesivir) az LC-MS analitika
kulcsszerepet jatszott a hatdanyagtartalom és stabilitas ellendrzésében, valamint

szennyezOk azonositasaban [SP1-2].

V. LC-MS alapu klinikai és terapiatdmogat6 analitikai megoldasok

Analitikai modszereket dolgoztam ki és validaltam tébb Kklinikai alkalmazésban, beleértve
ciklosporin és metabolitjai, valproinsav, antibiotikum-kombinaciok, valamint szabad
aminosavak meghatarozasat. Kozremiikddtem az ujsziildttkori anyagcserezavarok hazai
LC-MS alapl sziirésének bevezetésében, hozzajarulva annak megbizhatd és rutinszerii
alkalmazasahoz. Transzportvizsgalatok soran modellvegyiletek koncentriciovaltozasat
igazoltam membranrendszerekben. Munkam kozvetlenil tamogatta a terapias

dontéshozatalt és a személyre szabott gydgyszeres kezelés optimalizalasat [SP3, 4, 24].

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

Komplex in vivo és in vitro farmakokinetikai vizsgalatokat végeztem tobb, eltérd
szerkezetli molekula esetében. Doxorubicin és liposzoméas formulai esetében LC-MS
méreseimmel hozzajarultam a P-glikoprotein-gatlas idozitésének szoveti expozicidra
gyakorolt hatasanak értelmezéséhez. Az LK-935 molekula gyors metabolizmusat és hat f6
metabolitjdt azonositottam, analitikai alapon magyardzatot adva farmakoldgiai
viselkedésére. Blebbistatin-szarmazékok esetében nagyfelbontasi MS és célzott MRM
mérések kombinacidjaval tartam fel a f6 metabolikus Utvonalakat és koncentracio-1do
profilokat, bemutatva az LC-MS technikak integralt alkalmazasanak lehet6ségeit az
ADME-folyamatok analitikai vizsgalataban [SP25-28].
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8. KOszonetnyilvanitas

Egy doktori értekezeés megsziiletéséig hosszu és gyakran régos Ut vezet. Ezt az utat egyedil
végigjarni elképzelhetetlen. Szamos ember tamogatasa, biztatasa, szakmai utmutatasa és

épito kritikaja kisérte végig ezt a folyamatot.

Koszonettel tartozom Dinya Zoltdnnak, aki egyetemi eldadédsain ,,megfertdzott” a
tomegspektrometriaval, és diakkoroskent hamar befogadott az MS laboratériumba. A
szakmai tudas mellett el6adoi képessége és szakmai igényessége is példaként allt elottem.

Mindkét teruleten igyekeztem a nyomdokaiba Iépni.

Az MS laborba lépve taladlkoztam Liptdk Miklossal, akivel egyitt kezdtik az ionok
kergetését”. A kozos szakmai induldsbol életre szolo bardtsdg €s munkakapcsolat

szlletett, amely az6ta is meghatarozo része palyamnak.

Halaval gondolok Penke Botondra, aki még doktoranduszként csébitott el Debrecenbdl
Szegedre, hogy az Orvosi Vegytani Intézetbe ¢érkezett elsé magyarorszagi
elektroporlasztasos tomegspektrométeren dolgozhassak. A szegedi évek soran Kele
Zoltannal és Janaky Tamassal kozosen indultunk el a proteomika atjan, és a mikrotechnikak

hazai bevezetésében is jelentds eredményeket értiink el.

Vekey Karolynak kilon kdszonettel tartozom. A debreceni PhD-el6adasain ismertem meg
a tomegspektrometria elméleti alapjait, késdbb pedig 6 kinalt szdmomra lehetdséget a
Kozponti Kémiai Kutatointézetben. Igazi mentorként tekintek rd, aki szakmai

gondolkodasmadjat beszélgeteések és — nem ritkan — komoly vitdk soran adta tovabb.

A Kémiai Kutatokdozpont mindenkori fdéigazgatdoi — Palinkds Gabor, Keserli Gyorgy
Miklés, Pokol Gyorgy és Buday L&szl6 — felismerték, hogy korszerii kémiai kutatas
tomegspektrometrias hattér nélkiil nem képzelheté el. A miszerbeszerzésekhez és a
varatlan javitasi koltségek fedezéséhez egyarant biztositott tamogatasukért kiilén koszonet

illeti Oket.

A szakmai egylittmiikodd partnerek szdma szinte felsorolhatatlan. Mindenkinek halas
vagyok, aki megkeresett egy-egy analitikai probléma megoldasaval. Kilon szeretném
kiemelni Monostory Katalint, akivel hosszu évtizedek Ota egy hajoban eveziink. Neki

koszonhetem szakmai 6nallésagom megerdsodését: befogadott a csoportjaba, és szamos
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klinikai, metabolomikai és farmakokinetikai munkaban szamitott ram. Mindekozben — a

feladatok tengerében — finom, de hatarozott 6sztonzéssel segitett a hataridok betartasaban.

Az elmult évek soran szamos hallgatoé dolgozott a laboratériumban, akiknek témavezetdje
lehettem. A kdz6s munka szakmailag és emberileg is gazdagito élmény volt. Kilon
blszkeseg szdmomra, hogy Imre Timea, Magda Balazs, Méarta Zoltan és Németh Krisztina
a kozos munka eredményeként PhD-fokozatot szereztek. Simon Jozsefet is szeretném
megemliteni, aki ugyan nem az én témavezetésemmel doktoralt, de a labor csapatanak

tagjaként nélkiilozhetetlen szerepldjéveé valt a kozos munkéanak.

Miszeres kutatoként a késziilékek a mindennapi munka kézéppontjaban allnak. Miiller
Tibornak kdszonhetem az elsé elektroporlasztdsos tomegspektrométer magyarorszagi
uzembe helyezését, valamint az induldskor nyujtott felbecsilhetetlen segitséget. Liptak
Mikl6s a kdzos induldson tal készilékforgalmazoként is meghatarozd szerepet jatszott
abban, hogy laboratériumunk korszer(i miiszerekkel dolgozhasson. A miiszerek folyamatos
milkodéséhez nélkiilozhetetlen szerviztdmogatasért Molnar Jozsefnek és Motruk

Rébertnek tartozom koszonettel.

Veégul — de mindenekel6tt — a csaladomnak szeretném megkdszonni azt a turelmet és
tdmogatast, amely nélkil ez a munka nem valdsulhatott volna meg. Halaval tartozom
szllleimnek és testvéremnek a biztatasért és a belem vetett hitért. A legnagyobb kdszdnet
azonban felesegemet és gyermekeinket illeti, akik végtelen turelemmel viselték a
tudomanyos munka iddigényét, €s a nehezebb idészakokban is biztos hatteret jelentettek

szamomra.

145



szabopal i 452 26

9. A dolgozatban felhasznalt sajat publikaciok

[SP1]

[SP2]

[SP3]

[SP4]

[SP5]

[SP6]

[SP7]

[SP8]

[SP9]

[SP10]

[SP11]

[SP12]

[SP13]

[SP14]

[SP15]

P.T. Szabd, A. Darcsi, G. Turczel, G.M. Keserti, Ultra-sensitive HPLC-ESI-MS/MS quantitation of N-
nitroso-phenylephrine in phenylephrine-containing anticold products, J. Pharm. Biomed. Anal. 274 (2026)
117441. https://doi.org/10.1016/j.jpba.2026.117441.

K. Németh, K. Mészéros, B. Szah6, H. Butz, T. Aranyi, P.T. Szab¢, A relative quantitation method for
measuring DNA methylation and hydroxymethylation using guanine as an internal standard, Anal. Methods.
13 (2021). https://doi.org/10.1039/d1ay00897h.

A. Nagy, T. Budi, M. Temesvari, Z. Szever, P.T. Szab6, K. Monostory, Adverse events in a newborn on
valproate therapy due to loss-of-function mutations in CYP2C9, Epilepsy Behav. Case Reports. 4 (2015).
https://doi.org/10.1016/j.ebcr.2015.08.006.

K. Németh, I. Szatmari, V. T6kési, P.T. Szabo, Application of Normal-Phase Silica Column in Hydrophilic
Interaction Liquid Chromatography Mode for Simultaneous Determination of Underivatized Amino Acids
from Human Serum Samples via Liquid Chromatography—Tandem Mass Spectrometry, Curr. Issues Mol. Biol.
45 (2023) 9354-9367. https://doi.org/10.3390/cimb45120586.

E. Paszti-Gere, A. Szentkiralyi-Téth, P. Szabo, T. Steinmetzer, E. Fliszar-Nyual, M. Podr, In vitro
characterization of the furin inhibitor M1-1851: Albumin binding, interaction with cytochrome P450 enzymes
and cytotoxicity, Biomed. Pharmacother. 151 (2022). https://doi.org/10.1016/j.biopha.2022.113124.

L. Héja, G. Nyitrai, O. Kékesi, T. Dobolyi, P. Szabo, R. Fiath, I. Ulbert, B. Pal-Szenthe, M. Palkovits, J.
Kardos, Astrocytes convert network excitation to tonic inhibition of neurons, BMC Biol. 10 (2012).
https://doi.org/10.1186/1741-7007-10-26.

B. Magda, Z. Marta, T. Imre, B. Kalapos-Kovécs, I. Klebovich, J. Fekete, P.T. Szabd, Unexpected retention
behavior of baicalin: Hydrophilic interaction like properties of a reversed-phase column, J. Pharm. Biomed.
Anal. 111 (2015). https://doi.org/10.1016/j.jpba.2015.03.037.

T. Molnér, P. Barabés, L. Héja, E.K. Fekete, B. Lasztoczi, P. Szab6, G. Nyitrai, E. Simon-Trompler, F. Hajos,
M. Palkovits, J. Kardos, y-Hydroxybutyrate binds to the synaptic site recognizing succinate monocarboxylate:

A new hypothesis on astrocyte-neuron interaction via the protonation of succinate, J. Neurosci. Res. 86 (2008).
https://doi.org/10.1002/jnr.21608.

Y. Yamagata, P. Szab6, D. Sziits, C. Bacquet, T. Ardnyi, A. Paldi, Rapid turnover of DNA methylation in
human cells, Epigenetics. 7 (2012). https://doi.org/10.4161/epi.7.2.18906.

B. Vet6, P. Szabd, C. Bacquet, A. Aprd, E. Hathy, J. Kiss, J.M. Réthelyi, F. Szeri, D. Sziits, T. Aranyi,
Inhibition of DNA methyltransferase leads to increased genomic 5-hydroxymethylcytosine levels in
hematopoietic cells, FEBS Open Bio. 8 (2018). https://doi.org/10.1002/2211-5463.12392.

C.E. Németh, Z. Nemoda, P. Léw, P. Szabd, E.Z. Horvath, A. Willaert, A. Boel, B.L. Callewaert, P.J. Coucke,
M. Colombi, G. Banhegyi, E. Margittai, Decreased nuclear ascorbate accumulation accompanied with altered
genomic methylation pattern in fibroblasts from arterial tortuosity syndrome patients, Oxid. Med. Cell.
Longev. 2019 (2019). https://doi.org/10.1155/2019/8156592.

B. Szabo, K. Nemeth, K. Meszaros, L. Krokker, I. Likd, E. Saskoi, K. Nemeth, P.T. Szab6, N. Sziics, S.
Czirjék, G. Szaloki, A. Patdcs, H. Butz, Aspirin Mediates Its Antitumoral Effect Through Inhibiting PTTGL1 in
Pituitary Adenoma, J. Clin. Endocrinol. Metab. 107 (2022). https://doi.org/10.1210/clinem/dgac496.

Z. Kovacs, S.N. Skatchkov, R.W. Veh, Z. Szabd, K. Németh, P.T. Szabd, J. Kardos, L. Héja, Critical Role of
Astrocytic Polyamine and GABA Metabolism in Epileptogenesis, Front. Cell. Neurosci. 15 (2022).
https://doi.org/10.3389/fncel.2021.787319.

J. Simon, M. Kovacs, P.T. Szabo, Finding the best column for polar basic analytes across reversed-phase and
hydrophilic interaction liquid chromatography, Heliyon. 11 (2025) e42461.
https://doi.org/10.1016/J.HELIYON.2025.E42461.

Z. Marta, B. Bobaly, J. Fekete, B. Magda, T. Imre, P.T. Szab¢, Simultaneous determination of ten
nonsteroidal anti-inflammatory drugs from drinking water, surface water and wastewater using micro UHPLC-
MS/MS with on-line SPE system, J. Pharm. Biomed. Anal. 160 (2018).
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2018.07.016.

146



[SP16]

[SP17]

[SP18]

[SP19]

[SP20]

[SP21]

[SP22]

[SP23]

[SP24]

[SP25]

[SP26]

[SP27]

[SP28]

szabopal i 452 26

Z. Somogyi, P. Mag, D. Kovacs, A. Kerek, P. Szabo, L. Makrai, A. Jerzsele, Synovial and Systemic
Pharmacokinetics of Florfenicol and PK/PD Integration against Streptococcus suis in Pigs, Pharmaceutics. 14
(2022). https://doi.org/10.3390/pharmaceutics14010109.

Z. Somogyi, P. Mag, R. Simon, A. Kerek, P. Szab6, E. Albert, |. Biksi, A. Jerzsele, Pharmacokinetics and
Pharmacodynamics of Florfenicol in Plasma and Synovial Fluid of Pigs at a Dose of 30 mg/kgow Following
Intramuscular Administration, Antibiotics. 12 (2023). https://doi.org/10.3390/antibiotics12040758.

B. Magda, Z. Dobi, K. Mészéros, E. Szabd, Z. Méarta, T. Imre, P.T. Szabd, Charged derivatization and on-line
solid phase extraction to measure extremely low cortisol and cortisone levels in human saliva with liquid
chromatography-tandem mass spectrometry, J. Pharm. Biomed. Anal. 140 (2017).
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2017.03.028.

Z. Marta, B. Bobaly, J. Fekete, B. Magda, T. Imre, K.V. Mészaros, P.T. Szabd, Pushing quantitation limits in
micro UHPLC-MS/MS analysis of steroid hormones by sample dilution using high volume injection, J.
Pharm. Biomed. Anal. 129 (2016) 135-141. https://doi.org/10.1016/j.jpba.2016.06.024.

Z. Kele, T. Janaky, T. Mészaros, A. Fehér, D. Dudits, P.T. Szabo, Capillary
chromatography/microelectrospray mass spectrometry used for the identification of putative cyclin-dependent
kinase inhibitory protein in medicago, Rapid Commun. Mass Spectrom. 12 (1998).
https://doi.org/10.1002/(S1C1)1097-0231(19981030)12:20<1564::AID-RCM351>3.0.CO;2-T.

Z. Marta, B. Bobadly, J. Fekete, B. Magda, T. Imre, K.V. Mészaros, M. Balint, P.T. Szabo, Simultaneous
determination of thirteen different steroid hormones using micro UHPLC-MS/MS with on-line SPE system, J.
Pharm. Biomed. Anal. 150 (2018). https://doi.org/10.1016/j.jpba.2017.12.014.

G. Dorman, B. Buchholcz, I. Puskés, P. Szab6, E. Varga, L. Szente, G.M. Keserii, F. Darvas, Repetitive
stability study of remdesivir/cyclodextrin complex on the international space station, Sci. Reports 2025 151. 15
(2025) 4182-. https://doi.org/10.1038/s41598-024-81428-5.

A. Furedi, K. Szebényi, S. Tdth, M. Cserepes, L. Hamori, V. Nagy, E. Karai, P. Vajdovich, T. Imre, P. Szabd,
D. Sziits, J. Tévéri, G. Szakacs, Pegylated liposomal formulation of doxorubicin overcomes drug resistance in
a genetically engineered mouse model of breast cancer, J. Control. Release. 261 (2017).
https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2017.07.010.

L.A. Bors, A. Bajza, M. Mandoki, B.J. Tasi, G. Cserey, T. Imre, P. Szabd, F. Erdé, Modulation of nose-to-
brain delivery of a P-glycoprotein (MDRZ1) substrate model drug (quinidine) in rats, Brain Res. Bull. 160
(2020). https://doi.org/10.1016/j.brainresbull.2020.04.012.

K. Szebényi, A. Furedi, E. Bajtai, S.N. Sama, A. Csiszar, B. Gombos, P. Szab6, M. Grusch, G. Szakacs,
Effective targeting of breast cancer by the inhibition of P-glycoprotein mediated removal of toxic lipid
peroxidation byproducts from drug tolerant persister cells, Drug Resist. Updat. 71 (2023).
https://doi.org/10.1016/j.drup.2023.101007.

A. Firedi, S. Téth, K. Hegedds, P.T. Szabo, A. Gaal, G. Barta, L.N. Naszalyi, K. Kiss, K. Bélcskei, Z.
Szeltner, E. Bajtai, B. Gombos, D. Kiss, M.T. Cserepes, A. Kiss, P. Pokreisz, L. Kenner, S. Hogler, C.
Magyar, J.D. Cowles, A. Csiszar, J. Tovari, D. Sziits, Z. Helyes, Z. Varga, G. Mez6, G. Szakacs, Safe delivery
of a highly toxic anthracycline derivative through liposomal nanoformulation achieves complete cancer
regression, Mol. Cancer 2025 241. 24 (2025) 269-. https://doi.org/10.1186/S12943-025-02444-1.

K. Monostory, J.-M. Pascussi, P. Szabd, M. Temesvari, K. Kohalmy, J. Acimovic, D. Kocjan, D. Kuzman, B.
Wilzewski, R. Bernhardt, L. Kébori, D. Rozman, Drug interaction potential of 2-((3,4-
dichlorophenethyl)(propyl)amino)-1- (pyridin-3-yl)ethanol (LK-935), the novel nonstatin-type cholesterol-
lowering agent, Drug Metab. Dispos. 37 (2009). https://doi.org/10.1124/dmd.108.023887.

M. Gyimesi, A.A. Rauscher, S.K. Suthar, K.A. Hamow, K. Oravecz, |. Lorincz, Z. Borhegyi, M.T. Déri, AF.
Kiss, K. Monostory, P.T. Szab0, S. Nag, |. Tomasic, J. Krans, P.J. Tierney, M. Kovacs, L. Kornya, A. Malnasi-
Csizmadia, Improved inhibitory and absorption, distribution, metabolism, excretion, and toxicology (ADMET)
properties of blebbistatin derivatives indicate that blebbistatin scaffold is ideal for drug development targeting
myosin-2, J. Pharmacol. Exp. Ther. 376 (2021). https://doi.org/10.1124/jpet.120.000167.

147



10.

szabopal i 452 26

A dolgozat témajahoz kapcsolodo, de abban fel

nem hasznalt egyeb sajat publikaciok

[SP29]

[SP30]

[SP31]

[SP32]

[SP33]

[SP34]

[SP35]

[SP36]

[SP37]

[SP38]

[SP39]

[SP40]

[SP41]

[SP42]

[SP43]

T. Janaky, P. Szab6, Z. Kele, L. Balaspiri, C. Varga, M. Gélfi, M. Vecsernyés, L. Gaspar, A. Juhasz, F.A.
Laszlo, Identification of oxytocin and vasopressin from neurohypophyseal cell culture, Rapid Commun. Mass
Spectrom. 12 (1998). https://doi.org/10.1002/(sici)1097-0231(19981130)12:22<1765::aid-rcm359>3.3.c0;2-1.

Z. Kele, T. Janaky, T. Mészaros, A. Fehér, D. Dudits, P.T. Szabo, Capillary
chromatography/microelectrospray mass spectrometry used for the identification of putative cyclin-dependent
kinase inhibitory protein in medicago, Rapid Commun. Mass Spectrom. 12 (1998).
https://doi.org/10.1002/(S1C1)1097-0231(19981030)12:20<1564::AID-RCM351>3.0.CO;2-T.

Z. Kele, Z. Kupihar, L. Kovacs, T. Janaky, P.T. Szabd, Electrospray mass spectrometry of phosphoramidites,
a group of acid-labile compounds, J. Mass Spectrom. 34 (1999). https://doi.org/10.1002/(SICI)1096-
9888(199912)34:12<1317::AID-JMS886>3.0.CO;2-S.

P.T. Szabd, Z. Kele, Z. Birko, F. Szeszak, S. Biro, T. Janaky, Identification of factor C protein from
Streptomyces griseus by microelectrospray mass spectrometry, J. Mass Spectrom. 34 (1999).
https://doi.org/10.1002/(SICI1)1096-9888(199912)34:12<1312::AID-JMS885>3.0.CO;2-9.

P.T. Szabd, Z. Kele, Electrospray mass spectrometry of hydrophobic compounds using dimethyl sulfoxide and
dimethylformamide as solvents, Rapid Commun. Mass Spectrom. 15 (2001) 2415-2419.
https://doi.org/10.1002/rcm.526.

G. Lengyel, Z. Veres, P. Szabd, L. Vereczkey, K. Jemnitz, Canalicular and sinusoidal disposition of bilirubin
mono- and diglucuronides in sandwich-cultured human and rat primary hepatocytes, Drug Metab. Dispos. 33
(2005). https://doi.org/10.1124/dmd.105.004481.

A. Donkd, A. Orient, P.T. Szabd, G. Németh, T. Véantus, G. Kéri, L. Orfi, L. Hunyady, L. Buday, M. Geiszt,
Detection of hydrogen peroxide by lactoperoxidase-mediated dityrosine formation, Free Radic. Res. 43 (2009).
https://doi.org/10.1080/10715760902859069.

M. Jani, P. Szabé, E. Kis, E. Molnar, H. Glavinas, P. Krajcsi, Kinetic characterization of sulfasalazine
transport by human ATP-binding cassette G2, Biol. Pharm. Bull. 32 (2009).
https://doi.org/10.1248/bph.32.497.

M. Jani, I. Makai, E. Kis, P. Szabo, T. Nagy, P. Krajcsi, A. Lespine, lvermectin interacts with human ABCG2,
J. Pharm. Sci. 100 (2011). https://doi.org/10.1002/jps.22262.

J. A¢imovi¢, T. Korosec, M. Seliskar, I. Bjorkhem, K. Monostory, P. Szabo, J.-M. Pascussi, A. Beli¢, U.
Urleb, D. Kocjan, D. Rozman, Inhibition of human sterol A’-reductase and other postlanosterol enzymes by
LK-980, a novel inhibitor of cholesterol synthesis, Drug Metab. Dispos. 39 (2011).
https://doi.org/10.1124/dmd.110.035840.

C. Brampton, Y. Yamaguchi, O. Vanakker, L. Van Laer, L.-H. Chen, M. Thakore, A. De Paepe, V. Pomozi,
P.T. Szabd, L. Martin, A. Véradi, O.L. Saux, Vitamin K does not prevent soft tissue mineralization in a mouse
model of pseudoxanthoma elasticum, Cell Cycle. 10 (2011). https://doi.org/10.4161/cc.10.11.15681.

K. Fllop, Q. Jiang, K.VV.D. Wetering, V. Pomozi, P.T. Szab06, T. Aréanyi, B. Sarkadi, P. Borst, J. Uitto, A.
Véradi, ABCC6 does not transport vitamin K3-glutathione conjugate from the liver: Relevance to
pathomechanisms of pseudoxanthoma elasticum, Biochem. Biophys. Res. Commun. 415 (2011).
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2011.10.095.

B. Kalapos-Kovécs, B. Magda, M. Jani, Z. Fekete, P.T. Szabg, I. Antal, P. Krajcsi, I. Klebovich, Multiple
ABC Transporters Efflux Baicalin, Phyther. Res. 29 (2015). https://doi.org/10.1002/ptr.5477.

P. Monostori, P. Szabd, O. Marginean, C. Bereczki, E. Karg, Concurrent Confirmation and Differential
Diagnosis of Congenital Adrenal Hyperplasia from Dried Blood Spots: Application of a Second-Tier LC-
MS/MS Assay in a Cross-Border Cooperation for Newborn Screening, Horm. Res. Paediatr. 84 (2015).
https://doi.org/10.1159/000439380.

K. Jemnitz, M. Szabo, A. Batai-Konczos, P. Szabo, B. Magda, Z. Veres, A modified procedure for estimating

the impact of the uptake on the overall biliary clearance in sandwich culture of rat hepatocytes, Drug Metab.
Lett. 9 (2015). https://doi.org/10.2174/1872312809666150119105646.

148



[SP44]

[SP45]

[SP46]

[SP47]

[SP48]

[SP49]

[SP50]

[SP51]

szabopal i 452 26

A. Bota, A. Wacha, Z. Varga, 1.C. Szigyarto, S. Kristyan, A. Lérincz, P. Szabd, M. Kalmén, L. Naszalyi-
Nagy, J. Mihaly, Role of oligo(malic acid) on the formation of unilamellar vesicles, J. Colloid Interface Sci.
532 (2018). https://doi.org/10.1016/j.jcis.2018.08.020.

A. Bajza, D. Kocsis, O. Berezvai, A.J. Laki, B. Lukéacs, T. Imre, K. Ivan, P. Szabo, F. Erdé, Verification of p-
glycoprotein function at the dermal barrier in diffusion cells and dynamic “skin-on-a-chip” microfluidic
device, Pharmaceutics. 12 (2020). https://doi.org/10.3390/pharmaceutics12090804.

M. Cserepes, D. Tirk, S. Téth, V.F.S. Pape, A. Gaal, M. Gera, J.E. Szab6, N. Kucsma, G. Varady, B.G.
Vértessy, C. Streli, P.T. Szabo, J. Tovari, N. Szoboszlai, G. Szakacs, Unshielding multidrug resistant cancer
through selective iron depletion of p-glycoprotein-expressing cells, Cancer Res. 80 (2020).
https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-19-1407.

Z. Varga-Medveczky, N. Kovacs, M.E. To6th, M. Santha, I. Horvath, L.A. Bors, K. Fénagy, T. Imre, P. Szaho,
D. Mathé, F. Erd6, Age-Related Inflammatory Balance Shift, Nasal Barrier Function, and Cerebro-
Morphological Status in Healthy and Diseased Rodents, Front. Neurosci. 15 (2021).
https://doi.org/10.3389/fnins.2021.700729.

D. Kocsis, P.R. Varga, R. Keshwan, M. Nader, M. Lengyel, P. Szabg, I. Antal, K. Kénai, G. Keglevich, F.
Erd6, Transdermal Delivery of a-Aminophosphonates as Semisolid Formulations—An In Vitro-Ex Vivo
Study, Pharmaceutics. 15 (2023). https://doi.org/10.3390/pharmaceutics15051464.

K.B. Kovécs, L. Szalai, P. Szabo, J.B. Gém, S. Barsi, B. Szalai, B. Perey-Simon, G. Turu, A.D. Téth, P.
Vérnai, L. Hunyady, A. Balla, An Unexpected Enzyme in Vascular Smooth Muscle Cells: Angiotensin Il
Upregulates Cholesterol-25-Hydroxylase Gene Expression, Int. J. Mol. Sci. 24 (2023).
https://doi.org/10.3390/ijms24043968.

M. Kozsurek, K. Kiraly, K. Gyimesi, E. Lukécsi, C. Fekete, B. Gereben, P. Mohécsik, Z. Helyes, K. Bélcskei,
V. Tékus, K. Pap, E. Sziics, S. Benyhe, T. Imre, P. Szabd, A. Gajtko, K. Holl6, Z. Puskar, Unique, Specific
CART Receptor-Independent Regulatory Mechanism of CART(55-102) Peptide in Spinal Nociceptive
Transmission and Its Relation to Dipeptidyl-Peptidase 4 (DDP4), Int. J. Mol. Sci. 24 (2023).
https://doi.org/10.3390/ijms24020918.

R. Martinek, R. Lozsa, A. P6ti, E. Németh, G. Varady, P. Szab6, D. Sziits, Comprehensive investigation of the

mutagenic potential of six pesticides classified by IARC as probably carcinogenic to humans, Chemosphere.
362 (2024) 142700. https://doi.org/10.1016/J. CHEMOSPHERE.2024.142700.

149



szabopal i 452 26

11. Irodalomjegyzék

(1]

(2]
(3]

(4]

(5]

(6]

[7]

(8]

(9]

[10]

(11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

J.J. Thomson, XIX. Further experiments on positive rays , London, Edinburgh, Dublin Philos. Mag. J. Sci. 24
(1912) 209-253. https://doi.org/10.1080/14786440808637325.

F.W. Aston, The constitution of the elements [4], Nature. 104 (1920) 393. https://doi.org/10.1038/104393h0.

A.O. Nier, A mass-spectrographic study of the isotopes of argon, potassium, rubidium, zinc and cadmium,
Phys. Rev. 50 (1936) 1041-1045. https://doi.org/10.1103/PhysRev.50.1041.

W. Paul, H. Steinwedel, Ein neues Massenspektrometer ohne Magnetfeld, Zeitschrift Fur Naturforsch. - Sect.
AJ. Phys. Sci. 8 (1953) 448-450. https://doi.org/10.1515/zna-1953-0710.

J.B. Fenn, M. Mann, C.K. Meng, S.F. Wong, C.M. Whitehouse, Electrospray ionization for mass spectrometry
of large biomolecules, Science. 246 (1989) 64—71. https://doi.org/10.1126/science.2675315.

K. Tanaka, H. Waki, Y. Ido, S. Akita, Y. Yoshida, T. Yoshida, T. Matsuo, Protein and polymer analyses up to
m/z 100 000 by laser ionization time-of-flight mass spectrometry, Rapid Commun. Mass Spectrom. 2 (1988)
151-153. https://doi.org/10.1002/rcm.1290020802.

A.O. Nier, A Mass Spectrometer for Routine Isotope Abundance Measurements, Rev. Sci. Instrum. 11 (1940)
212-216. https://doi.org/10.1063/1.1751688.

C.C. Sweeley, R. Bentley, M. Makita, W.W. Wells, Gas-Liquid Chromatography of Trimethylsilyl Derivatives
of Sugars and Related Substances, J. Am. Chem. Soc. 85 (2002) 2497-2507.
https://doi.org/10.1021/ja00899a032.

Z. Dinya, M. Lipték, P. Szabo, F. Sztaricskai, K. VVékey, Determination of active hydrogen in organic
compounds by electron-impact mass spectrometry, Rapid Commun. Mass Spectrom. 6 (1992).
https://doi.org/10.1002/rcm.1290061110.

J. Franck, E.G. Dymond, Elementary processes of photochemical reactions, Trans. Faraday Soc. 21 (1926)
536-542. https://doi.org/10.1039/TF9262100536.

E. Condon, A Theory of Intensity Distribution in Band Systems, Phys. Rev. 28 (1926) 1182.
https://doi.org/10.1103/PhysRev.28.1182.

M.S.B. Munson, F.H. Field, Chemical lonization Mass Spectrometry. 1. General Introduction, J. Am. Chem.
Soc. 88 (2002) 2621-2630. https://doi.org/10.1021/ja00964a001.

S. Stein, R. Gates, Mass Spectral Reference Libraries: An Ever-Expanding Resource for Chemical
Identification, Anal. Chem. 84 (2012) 7274—7282. https://doi.org/10.1021/ac301205z.

C.S. Creaser, J.W. Stygall, Particle beam liquid chromatography—mass spectrometry: instrumentation and
applications. A review, Analyst. 118 (1993) 1467-1480. https://doi.org/10.1039/AN9931801467.

W.H. McFadden, The Development of the Moving Belt Interface for LC/MS, Encycl. Mass Spectrom. Vol. 9
Hist. Perspect. Part A Dev. Mass Spectrom. (2015) 172-179. https://doi.org/10.1016/B978-0-08-043848-
1.00021-3.

R.M. Caprioli, Continuous-Flow Fast Atom Bombardment Mass Spectrometry: Applications to Dynamic
Systems, Mass Spectrom. Biomol. Sci. (1996) 273-297. https://doi.org/10.1007/978-94-009-0217-6_12.

R.M. Caprioli, T. Fan, J.S. Cottrell, Continuous-flow sample probe for fast atom bombardment mass
spectrometry, Anal. Chem. 58 (1986) 2949-2954. https://doi.org/10.1021/ac00127a012.

M. Barber, R.S. Bordoli, R.D. Sedgwick, A.N. Tyler, M. Barber, R.S. Bordoli, R.D. Sedgwick, A.N. Tyler,
Barber, M., Bordoli, R. S., Sedgwick, R. D., Tyler, A. N., Fast atom bombardment of solids as an ion source in
mass spectrometry, Natur. 293 (1981) 270-275. https://doi.org/10.1038/293270a0.

H.R. Morris, M. Panico, M. Barber, R.S. Bordoli, R.D. Sedgwick, A. Tyler, Fast atom bombardment: A new
mass spectrometric method for peptide sequence analysis, Biochem. Biophys. Res. Commun. 101 (1981) 623—
631. https://doi.org/10.1016/0006-291X(81)91304-8.

R.D. Smith, J.A. Loo, C.G. Edmonds, C.J. Barinaga, H.R. Udseth, New developments in biochemical mass
spectrometry: electrospray ionization, Anal. Chem. 62 (1990) 882-899. https://doi.org/10.1021/ac00208a002.

P.J. Gates, Atmospheric pressure chemical ionisation mass spectrometry for the routine analysis of low
molecular weight analytes, Eur. J. Mass Spectrom. 27 (2021) 13-28.
https://doi.org/10.1177/14690667211005055.

150



[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

(31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

(38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

szabopal i 452 26

S. Grosse, T. Letzel, Liquid chromatography/atmospheric pressure ionization mass spectrometry with post-
column liquid mixing for the efficient determination of partially oxidized polycyclic aromatic hydrocarbons, J.
Chromatogr. A. 1139 (2007) 75-83. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2006.10.086.

Y.C. Ma, H.Y. Kim, Determination of Steroids by Liquid Chromatography/Mass Spectrometry, J. Am. Soc.
Mass Spectrom. 8 (1997) 1010-1020. https://doi.org/10.1016/S1044-0305(97)00122-0.

K.D. McCarty, F.P. Guengerich, Mass Spectral Analysis of Sterols and Other Steroids in Different lonization
Modes: Sensitivity and Oxidation Artifacts, J. Am. Soc. Mass Spectrom. 36 (2025) 1702.
https://doi.org/10.1021/jasms.5c00099.

C.S. Kaddis, S.H. Lomeli, S. Yin, B. Berhane, M.1. Apostol, V.A. Kickhoefer, L.H. Rome, J.A. Loo, Sizing
Large Proteins and Protein Complexes by Electrospray lonization Mass Spectrometry and lon Mobility, J. Am.
Soc. Mass Spectrom. 18 (2007) 1206-1216. https://doi.org/10.1016/j.jasms.2007.02.015.

S.L. Kaufman, A.R. Kuchumov, M. Kazakevich, S.N. Vinogradov, Analysis of a 3.6-MDa hexagonal bilayer
hemoglobin from Lumbricus terrestris using a gas-phase electrophoretic mobility molecular analyzer, Anal.
Biochem. 259 (1998) 195-202. https://doi.org/10.1006/abi0.1998.2644.

Quadrupole Mass Spectrometry and its Applications, Elsevier, 1976. https://doi.org/10.1016/c2013-0-04436-2.

P.H. Dawson, Quadrupole mass filters with varying mathieu parameter, Int. J. Mass Spectrom. lon Process. 83
(1988) 295-309. https://doi.org/10.1016/0168-1176(88)80034-X.

R.E. March, An introduction to quadrupole ion trap mass spectrometry, J. Mass Spectrom. 32 (1997) 351-369.
https://doi.org/10.1002/(S1C1)1096-9888(199704)32:4<351::AID-JMS512>3.0.CO;2-Y.

I. V. Chernushevich, A. V. Loboda, B.A. Thomson, An introduction to quadrupole-time-of-flight mass
spectrometry, J. Mass Spectrom. 36 (2001) 849-865. https://doi.org/10.1002/jms.207.

A.G. Marshall, C.L. Hendrickson, G.S. Jackson, Fourier transform ion cyclotron resonance mass spectrometry:
A primer, Mass Spectrom. Rev. 17 (1998) 1-35. https://doi.org/10.1002/(SICI)1098-2787(1998)17:1<1::AID-
MAS1>3.0.CO;2-K.

A. Makarov, Electrostatic axially harmonic orbital trapping: A high-performance technique of mass analysis,
Anal. Chem. 72 (2000) 1156-1162. https://doi.org/10.1021/ac991131p.

Q. Hu, R.J. Noll, H. Li, A. Makarov, M. Hardman, R.G. Cooks, The Orbitrap: A new mass spectrometer, J.
Mass Spectrom. 40 (2005) 430—443. https://doi.org/10.1002/jms.856.

J.L. Holmes, F. W. McLafferty (ED.) Tandem msss spectrometry. Wiley—Interscience, New York, 1983. Price
US $46.20, Org. Mass Spectrom. 19 (1984) 530-530. https://doi.org/10.1002/0ms.1210191019.

J. V. Johnson, R.A. Yost, P.E. Kelley, D.C. Bradford, Tandem-in-Space and Tandem-in-Time Mass
Spectrometry: Triple Quadrupoles and Quadrupole lon Traps, Anal. Chem. 62 (1990) 2162-2172.
https://doi.org/10.1021/ac00219a003.

C. Hoang, W. Uritboonthai, L. Hoang, E.M. Billings, A. Aisporna, F.A. Nia, R.J.E. Derks, J.R. Williamson,
M. Giera, G. Siuzdak, Tandem Mass Spectrometry across Platforms, Anal. Chem. 96 (2024) 5478-5488.
https://doi.org/10.1021/acs.analchem.3c05576.

R.A. Yost, C.G. Enke, Triple Quadrupole Mass Spectrometry, Anal. Chem. 51 (1979) 1251A-1264A.
https://doi.org/10.1021/ac50048a792.

L.S. Ettre, K.I. Sakodynskii, M. S. Tswett and the discovery of chromatography I: Early work (1899-1903),
Chromatographia. 35 (1993) 223-231. https://doi.org/10.1007/BF02269707.

G.A. Eiceman, J. Gardea-Torresdey, E. Overton, K. Carney, F. Dorman, Gas chromatography, Anal. Chem. 74
(2002) 2771-2780. https://doi.org/10.1021/ac020210p.

J.G. Dorsey, W.T. Cooper, B.A. Siles, J.P. Foley, H.G. Barth, Liquid chromatography: Theory and
methodology, Anal. Chem. 68 (1996). https://doi.org/10.1021/a19600202.

W.T. Cooper, Normal-Phase Liquid Chromatography, Encycl. Anal. Chem. (2000).
https://doi.org/10.1002/9780470027318.a5913.

A. Vailaya, Fundamentals of reversed phase chromatography: Thermodynamic and exothermodynamic
treatment, J. Liq. Chromatogr. Relat. Technol. 28 (2005) 965-1054. https://doi.org/10.1081/JLC-200052969.

B. Buszewski, S. Noga, Hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC)-a powerful separation
technique, Anal. Bioanal. Chem. 402 (2012) 231-247. https://doi.org/10.1007/s00216-011-5308-5.

151



[44]

[45]

[46]

[47]

(48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]
[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

szabopal i 452 26

B.A. Bidlingmeyer, SEPARATION OF IONIC COMPOUNDS BY REVERSED-PHASE LIQUID
CHROMATOGRAPHY - AN UPDATE OF ION-PAIRING TECHNIQUES., J. Chromatogr. Sci. 18 (1980)
525-539. https://doi.org/10.1093/chromsci/18.10.525.

C. Horvath, W. Melander, I. Molnar, P. Molnar, Enhancement of retention by ion-pair formation in liquid
chromatography with nonpolar stationary phases, Anal. Chem. 49 (2002) 2295-2305.
https://doi.org/10.1021/ac50022a048.

R.K. Gilpin, J. Stinson, C.S. Gilpin, Ultrahigh-Pressure Liquid Chromatography: An Emerging Technique, in:
Encycl. Anal. Chem., Wiley, 2010. https://doi.org/10.1002/9780470027318.a9119.

F. Ahmed, T. Eticha, A. Hymete, A. Ashenef, F. Ahmed, T. Eticha, A. Hymete, A. Ashenef, Principles and
Applications of Ultra-High-Performance Liquid Chromatography, High Perform. Lig. Chromatogr. - Recent
Adv. Appl. (2023). https://doi.org/10.5772/intechopen.110540.

C.G. Horvath, B.A. Preiss, S.R. Lipsky, Fast Liquid Chromatography: An Investigation of Operating
Parameters and the Separation of Nucleotides on Pellicular lon Exchangers, Anal. Chem. 39 (1967) 1422—
1428. https://doi.org/10.1021/ac60256a003.

C. Horvath, S.R. Lipsky, Rapid Analysis of Ribonucleosides and Bases at the Picomole Level Using Pellicular
Cation Exchange Resin in Narrow Bore Columns, Anal. Chem. 41 (1969) 1227-1234.
https://doi.org/10.1021/ac60279a024.

J.J. Kirkland, F.A. Truszkowski, C.H. Dilks, G.S. Engel, Superficially porous silica microspheres for fast high-
performance liquid chromatography of macromolecules, J. Chromatogr. A. 890 (2000) 3-13.
https://doi.org/10.1016/S0021-9673(00)00392-7.

G. Kroyer, K. Futschik, A. Gschwandtner, EUR-Lex - 32002D0657 - HU, Hivatalos L. L 221, 17/08/2002 o.
0008 - 0036; CS.ES Fej. 3 Kotet 36 0. 493 - 521; ET.ES Fej. 3 Kotet 36 0. 493 - 521; HU.ES Fej. 3 Kotet 36 o.
493 - 521; LT.ES Fej. 3 Kotet 36 0. 493 - 521; LV.ES Fej. 3 Kotet 36 0. 493 - 521; MT.ES.... (1995).

Y. Fillatre, D. Rondeau, A. Jadas-Hécart, P.Y. Communal, Advantages of the scheduled selected reaction
monitoring algorithm in liquid chromatography/electrospray ionization tandem mass spectrometry multi-
residue analysis of 242 pesticides: A comparative approach with classical selected reaction monitoring mode,
Rapid Commun. Mass Spectrom. 24 (2010) 2453-2461. https://doi.org/10.1002/rcm.4649.

P. Joseph-Nathan, Liquid-liquid extraction, J. Chem. Educ. 44 (1967) 176. https://doi.org/10.1021/ed044p176.

M.E.l. Badawy, M.A.M. El-Nouby, P.K. Kimani, L.W. Lim, E.I. Rabea, A review of the modern principles
and applications of solid-phase extraction techniques in chromatographic analysis, Anal. Sci. 38 (2022) 1457—
1487. https://doi.org/10.1007/s44211-022-00190-8.

J. Adachi, C. Kumar, Y. Zhang, J. V. Olsen, M. Mann, The human urinary proteome contains more than 1500
proteins, including a large proportion of membrane proteins, Genome Biol. 7 (2006).
https://doi.org/10.1186/gh-2006-7-9-r80.

J.K. Nicholson, J.C. Lindon, Systems biology: Metabonomics, Nature. 455 (2008) 1054-1056.
https://doi.org/10.1038/4551054a.

W. Schénzer, M. Thevis, Human sports drug testing by mass spectrometry, Mass Spectrom. Rev. 36 (2017)
16-46. https://doi.org/10.1002/mas.21479.

N. Psychogios, D.D. Hau, J. Peng, A.C. Guo, R. Mandal, S. Bouatra, I. Sinelnikov, R. Krishnamurthy, R.
Eisner, B. Gautam, N. Young, J. Xia, C. Knox, E. Dong, P. Huang, Z. Hollander, T.L. Pedersen, S.R. Smith, F.
Bamforth, R. Greiner, B. McManus, J.W. Newman, T. Goodfriend, D.S. Wishart, The human serum
metabolome, PL0S One. 6 (2011) e16957. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0016957.

E.A. Shirtcliff, D.A. Granger, E. Schwartz, M.J. Curran, Use of salivary biomarkers in biobehavioral research:
Cotton-based sample collection methods can interfere with salivary immunoassay results,
Psychoneuroendocrinology. 26 (2001) 165-173. https://doi.org/10.1016/S0306-4530(00)00042-1.

M. Grdschl, Current status of salivary hormone analysis, Clin. Chem. 54 (2008) 1759-1769.
https://doi.org/10.1373/clinchem.2008.108910.

Y. Shibata, S. Arai, S. Honma, Methodological approach to the intracrine study and estimation of DHEA and

DHEA-S using liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS), J. Steroid Biochem. Mol.
Biol. 145 (2015) 193-199. https://doi.org/10.1016/j.jsbmb.2014.04.002.

152



[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

(68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

szabopal i 452 26

M.A. Jensen, A.M. Hansen, P. Abrahamsson, A.W. Ngrgaard, Development and evaluation of a liquid
chromatography tandem mass spectrometry method for simultaneous determination of salivary melatonin,
cortisol and testosterone, J. Chromatogr. B Anal. Technol. Biomed. Life Sci. 879 (2011) 2527-2532.
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2011.07.005.

J.G.H. Vieira, O.H. Nakamura, V.M. Carvalho, Determinacéo de cortisol e cortisona na saliva por método
baseado em cromatografia liquida e espectrometria de massas em tandem, Arg. Bras. Endocrinol. Metabol. 58
(2014) 844-850. https://doi.org/10.1590/0004-2730000003347.

W. Gao, T. Stalder, C. Kirschbaum, Quantitative analysis of estradiol and six other steroid hormones in human
saliva using a high throughput liquid chromatography-tandem mass spectrometry assay, Talanta. 143 (2015)
353-358. https://doi.org/10.1016/j.talanta.2015.05.004.

G. Antonelli, F. Ceccato, C. Artusi, M. Marinova, M. Plebani, Salivary cortisol and cortisone by LC-MS/MS:
Validation, reference intervals and diagnostic accuracy in Cushing’s syndrome, Clin. Chim. Acta. 451 (2015)
247-251. https://doi.org/10.1016/j.cca.2015.10.004.

Y. Shibayama, T. Higashi, K. Shimada, K. ichi Kashimada, T. Onishi, M. Ono, K. Miyai, S. Mizutani, Liquid
chromatography-tandem mass spectrometric method for determination of salivary 17a-hydroxyprogesterone:
A noninvasive tool for evaluating efficacy of hormone replacement therapy in congenital adrenal hyperplasia,
J. Chromatogr. B Anal. Technol. Biomed. Life Sci. 867 (2008) 49-56.
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2008.03.0009.

T. Bennike, U. Ayturk, C.M. Haslauer, J.W. Froehlich, B.L. Proffen, O. Barnaby, S. Birkelund, M.M. Murray,
M.L. Warman, A. Stensballe, H. Steen, A normative study of the synovial fluid proteome from healthy porcine
knee joints, J. Proteome Res. 13 (2014) 4377-4387. https://doi.org/10.1021/pr500587x.

E. Csész, E. Dedk, G. Kallo, A. Csutak, J. Tézsér, Diabetic retinopathy: Proteomic approaches to help the
differential diagnosis and to understand the underlying molecular mechanisms, J. Proteomics. 150 (2017) 351—
358. https://doi.org/10.1016/j.jprot.2016.06.034.

E. Csosz, P. Boross, A. Csutak, A. Berta, F. Toth, S. Péliska, Z. Torok, J. Tozsér, Quantitative analysis of
proteins in the tear fluid of patients with diabetic retinopathy, J. Proteomics. 75 (2012) 2196-2204.
https://doi.org/10.1016/j.jprot.2012.01.019.

E. Lendoiro, O. Quintela, A. de Castro, A. Cruz, M. Lépez-Rivadulla, M. Concheiro, Target screening and
confirmation of 35 licit and illicit drugs and metabolites in hair by LC-MSMS, Forensic Sci. Int. 217 (2012)
207-215. https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2011.11.006.

M. Barroso, E. Gallardo, D.N. Vieira, M. Lépez-Rivadulla, J.A. Queiroz, Hair: A complementary source of
bioanalytical information in forensic toxicology, Bioanalysis. 3 (2011) 67—79.
https://doi.org/10.4155/bi0.10.171.

G.A.A. Cooper, R. Kronstrand, P. Kintz, Society of Hair Testing guidelines for drug testing in hair, Forensic
Sci. Int. 218 (2012) 20-24. https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2011.10.024.

D.K. Spracklin, D. Chen, A.J. Bergman, E. Callegari, R.S. Obach, Mini-Review: Comprehensive Drug
Disposition Knowledge Generated in the Modern Human Radiolabeled ADME Study, CPT Pharmacometrics
Syst. Pharmacol. 9 (2020) 428-434. https://doi.org/10.1002/psp4.12540.

P. Coppola, A. Andersson, S. Cole, The Importance of the Human Mass Balance Study in Regulatory
Submissions, CPT Pharmacometrics Syst. Pharmacol. 8 (2019) 792—804. https://doi.org/10.1002/psp4.12466.

H. Wu, A.D. Southam, A. Hines, M.R. Viant, High-throughput tissue extraction protocol for NMR- and MS-
based metabolomics, Anal. Biochem. 372 (2008) 204—212. https://doi.org/10.1016/j.ab.2007.10.002.

K. Dettmer, P.A. Aronov, B.D. Hammock, Mass spectrometry-based metabolomics, Mass Spectrom. Rev. 26
(2007) 51-78. https://doi.org/10.1002/mas.20108.

R.J. Simpson, S.S. Jensen, J.W.E. Lim, Proteomic profiling of exosomes: Current perspectives, Proteomics. 8
(2008) 4083-4099. https://doi.org/10.1002/pmic.200800109.

M. Yafez-Mé, P.R.M. Siljander, Z. Andreu, A.B. Zavec, F.E. Borras, E.I. Buzas et. al. Biological properties of
extracellular vesicles and their physiological functions, J. Extracell. Vesicles. 4 (2015) 1-60.
https://doi.org/10.3402/jev.v4.27066.

W.A. Salameh, M.M. Redor-Goldman, N.J. Clarke, R. Mathur, R. Azziz, R.E. Reitz, Specificity and predictive
value of circulating testosterone assessed by tandem mass spectrometry for the diagnosis of polycystic ovary
syndrome by the National Institutes of Health 1990 criteria, Fertil. Steril. 101 (2014).
https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2013.12.056.

153



[80]

[81]

(82]

[83]

[84]

(85]

(86]

[87]

(88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

szabopal i 452 26

J.W. Funder, R.M. Carey, C. Fardella, C.E. Gomez-Sanchez, F. Mantero, M. Stowasser, W.F. Young, V.M.
Montori, H. Edwards, Case detection, diagnosis, and treatment of patients with primary aldosteronism: An
endocrine society clinical practice guideline, J. Clin. Endocrinol. Metab. 93 (2008) 3266-3281.
https://doi.org/10.1210/jc.2008-0104.

M. Anastassiades, S.J. Lehotay, D. Stajnbaher, F.J. Schenck, Fast and easy multiresidue method employing
acetonitrile extraction/partitioning and “dispersive solid-phase extraction” for the determination of pesticide
residues in produce, J. AOAC Int. 86 (2003) 412-431. https://doi.org/10.1093/jaoac/86.2.412.

Z. Marta, B. Bobaly, J. Fekete, B. Magda, T. Imre, K.VV. Mészaros, M. Balint, P.T. Szabh6, Simultaneous
determination of thirteen different steroid hormones using micro UHPLC-MS/MS with on-line SPE system, J.
Pharm. Biomed. Anal. 150 (2018) 258-267. https://doi.org/10.1016/j.jpba.2017.12.014.

V. Cirimele, P. Kintz, VV. Dumestre, J.P. Goullé, B. Ludes, Identification of ten corticosteroids in human hair
by liquid chromatography-ionspray mass spectrometry, in: Forensic Sci. Int., Elsevier Ireland Ltd, 2000: pp.
381-388. https://doi.org/10.1016/S0379-0738(99)00180-2.

Z. Chen, J. Li, J. Zhang, X. Xing, W. Gao, Z. Lu, H. Deng, Simultaneous determination of hair cortisol,
cortisone and DHEAS with liquid chromatography-electrospray ionization-tandem mass spectrometry in
negative mode, J. Chromatogr. B Anal. Technol. Biomed. Life Sci. 929 (2013) 187-194.
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2013.04.026.

M. Rauh, M. Gréschl, W. Rascher, H.G. Dérr, Automated, fast and sensitive quantification of 17a-hydroxy-
progesterone, androstenedione and testosterone by tandem mass spectrometry with on-line extraction, Steroids.
71 (2006) 450-458. https://doi.org/10.1016/j.steroids.2006.01.015.

N. Quinete, J. Bertram, M. Reska, J. Lang, T. Kraus, Highly selective and automated online SPE LC-MS3
method for determination of cortisol and cortisone in human hair as biomarker for stress related diseases,
Talanta. 134 (2015) 310-316. https://doi.org/10.1016/j.talanta.2014.11.034.

W. Gao, T. Stalder, P. Foley, M. Rauh, H. Deng, C. Kirschbaum, Quantitative analysis of steroid hormones in
human hair using a column-switching LC-APCI-MS/MS assay, J. Chromatogr. B Anal. Technol. Biomed. Life
Sci. 928 (2013) 1-8. https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2013.03.008.

D. Vukmanic, M. Chiba, Effect of organic solvents in sample solutions and injection volumes on
chromatographic peak profiles of analytes in reversed-phase high-performance liquid chromatography, J.
Chromatogr. A. 483 (1989) 189-196. https://doi.org/10.1016/S0021-9673(01)93121-8.

J. Layne, T. Farcas, I. Rustamov, F. Ahmed, Volume-load capacity in fast-gradient liquid chromatography:
Effect of sample solvent composition and injection volume on chromatographic performance, in: J.
Chromatogr. A, Elsevier, 2001: pp. 233-242. https://doi.org/10.1016/S0021-9673(00)01199-7.

J.W. Dolan, How much can | inject? Part I: Injecting in mobile phase, LC-GC North Am. 32 (2014) 780-785.
https://www.scopus.com/pages/publications/84978248577 (accessed March 16, 2026).

F. Gritti, G. Guiochon, Overload behavior and apparent efficiencies in chromatography, J. Chromatogr. A.
1254 (2012) 30-42. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2012.07.015.

M.E. Ledn-Gonzélez, N. Rosales-Conrado, L. V. Pérez-Arribas, L.M. Polo-Diez, Large injection volumes in
capillary liquid chromatography: Study of the effect of focusing on chromatographic performance, J.
Chromatogr. A. 1217 (2010) 7507-7513. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2010.09.076.

M.J. Mills, J. Maltas, W.J. Lough, Assessment of injection volume limits when using on-column focusing with
microbore liquid chromatography, J. Chromatogr. A. 759 (1997) 1-11. https://doi.org/10.1016/S0021-
9673(96)00753-4.

B.L. Karger, M. Martin, G. Guiochon, Role of Column Parameters and Injection Volume on Detection Limits
in Liquid Chromatography, Anal. Chem. 46 (1974) 1640-1647. https://doi.org/10.1021/ac60348a053.

F. Gritti, C.A. Sanchez, T. Farkas, G. Guiochon, Achieving the full performance of highly efficient columns by
optimizing conventional benchmark high-performance liquid chromatography instruments, J. Chromatogr. A.
1217 (2010) 3000-3012. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2010.02.044.

T. Higashi, S. Ogawa, Chemical derivatization for enhancing sensitivity during LC/ESI-MS/MS quantification
of steroids in biological samples: a review, J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 162 (2016) 57—69.
https://doi.org/10.1016/j.jsbmb.2015.10.003.

C. Mesaros, Q. Wang, I.A. Blair, What are the main considerations for bioanalysis of estrogens and androgens

in plasma and serum samples from postmenopausal women?, Bioanalysis. 6 (2014) 3073-3075.
https://doi.org/10.4155/bi0.14.277.

154



[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

szabopal i 452 26

I.A. Blair, Analysis of estrogens in serum and plasma from postmenopausal women: Past present, and future,
Steroids. 75 (2010) 297-306. https://doi.org/10.1016/j.steroids.2010.01.012.

Q. Wang, K. Rangiah, C. Mesaros, N.W. Snyder, A. Vachani, H. Song, I.A. Blair, Ultrasensitive quantification
of serum estrogens in postmenopausal women and older men by liquid chromatography-tandem mass
spectrometry, Steroids. 96 (2015) 140-152. https://doi.org/10.1016/j.steroids.2015.01.014.

G. Singh, A. Gutierrez, K. Xu, I.A. Blair, Liquid chromatography/electron capture atmospheric pressure
chemical ionization/mass spectrometry: Analysis of pentafluorobenzyl derivatives of biomolecules and drugs
in the attomole range, Anal. Chem. 72 (2000) 3007—-3013. https://doi.org/10.1021/ac000374a.

L. Xu, D.C. Spink, Analysis of steroidal estrogens as pyridine-3-sulfonyl derivatives by liquid chromatography
electrospray tandem mass spectrometry, Anal. Biochem. 375 (2008) 105-114.
https://doi.org/10.1016/j.ab.2007.11.028.

X. Xu, T.D. Veenstra, S.D. Fox, J.M. Roman, H.J. Issaq, R. Falk, J.E. Saavedra, L.K. Keefer, R.G. Ziegler,
Measuring fifteen endogenous estrogens simultaneously in human urine by high-performance liquid
chromatography-mass spectrometry, Anal. Chem. 77 (2005) 6646—6654. https://doi.org/10.1021/ac050697c.

S.S.C. Tai, M.J. Welch, Development and evaluation of a reference measurement procedure for the
determination of estradiol-17p in human serum using isotope-dilution liquid chromatography-tandem mass
spectrometry, Anal. Chem. 77 (2005) 6359-6363. https://doi.org/10.1021/ac050837i.

R.E. Nelson, S.K. Grebe, D.J. O’Kane, R.J. Singh, Liquid Chromatography - Tandem Mass Spectrometry
Assay for Simultaneous Measurement of Estradiol and Estrone in Human Plasma, Clin. Chem. 50 (2004) 373—
384. https://doi.org/10.1373/clinchem.2003.025478.

K. Yamashita, M. Okuyama, Y. Watanabe, S. Honma, S. Kobayashi, M. Numazawa, Highly sensitive
determination of estrone and estradiol in human serum by liquid chromatography-electrospray ionization
tandem mass spectrometry, Steroids. 72 (2007) 819-827. https://doi.org/10.1016/j.steroids.2007.07.003.

W.C. Yang, F.E. Regnier, D. Sliva, J. Adamec, Stable isotope-coded quaternization for comparative
quantification of estrogen metabolites by high-performance liquid chromatography-electrospray ionization
mass spectrometry, J. Chromatogr. B Anal. Technol. Biomed. Life Sci. 870 (2008) 233-240.
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2008.06.026.

P. Keski-Rahkonen, R. Desai, M. Jimenez, D.T. Harwood, D.J. Handelsman, Measurement of Estradiol in
Human Serum by LC-MS/MS Using a Novel Estrogen-Specific Derivatization Reagent, Anal. Chem. 87
(2015) 7180-7186. https://doi.org/10.1021/acs.analchem.5b01042.

S. Arai, Y. Miyashiro, Y. Shibata, B. Kashiwagi, Y. Tomaru, M. Kobayashi, Y. Watanabe, S. Honma, K.
Suzuki, New quantification method for estradiol in the prostatic tissues of benign prostatic hyperplasia using
liquid chromatography-tandem mass spectrometry, Steroids. 75 (2010) 13-19.
https://doi.org/10.1016/j.steroids.2009.09.004.

T. Nishio, T. Higashi, A. Funaishi, J. Tanaka, K. Shimada, Development and application of electrospray-active
derivatization reagents for hydroxysteroids, J. Pharm. Biomed. Anal. 44 (2007) 786—795.
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2007.03.007.

M. Olkowicz, I. Rybakowska, S. Chlopicki, R.T. Smolenski, Development and analytical comparison of
microflow and nanoflow liquid chromatography/mass spectrometry procedures for quantification of cardiac
troponin T in mouse hearts, Talanta. 131 (2015) 510-520. https://doi.org/10.1016/j.talanta.2014.08.029.

W. Rosner, R.J. Auchus, R. Azziz, P.M. Sluss, H. Raff, Position statement: Utility, limitations, and pitfalls in
measuring testosterone: An endocrine society position statement, J. Clin. Endocrinol. Metab. 92 (2007) 405—
413. https://doi.org/10.1210/jc.2006-1864.

A. Cappiello, G. Famiglini, A. Berloni, Large volume injection of acidic pesticides by reversed-phase micro
high-performance liquid chromatography, J. Chromatogr. A. 768 (1997) 215-222.
https://doi.org/10.1016/S0021-9673(96)01094-1.

C.C. Christianson, C.J.L. Johnson, S.R. Needham, The advantages of microflow LC-MS/MS compared with
conventional HPLC-MS/MS for the analysis of methotrexate from human plasma, Bioanalysis. 5 (2013) 1387—
1396. https://doi.org/10.4155/bi0.13.73.

S. Cortés-Bautista, C. Molins-Legua, P. Campins-Falco, Miniaturized liquid chromatography in environmental
analysis. A review, J. Chromatogr. A. 1730 (2024) 465101. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2024.465101.

G. Hopfgartner, E. Bourgogne, Quantitative high-throughput analysis of drugs in biological matrices by mass
spectrometry, Mass Spectrom. Rev. 22 (2003) 195-214. https://doi.org/10.1002/mas.10050.

155



[116]

[117]

[118]

[119]

[120]

[121]

[122]

[123]

[124]

[125]

[126]

[127]

[128]

[129]

[130]

[131]

[132]

[133]

[134]

szabopal i 452 26

R.J. Rotello, T.D. Veenstra, Mass Spectrometry Techniques: Principles and Practices for Quantitative
Proteomics, Curr. Protein Pept. Sci. 22 (2020) 121-133.
https://doi.org/10.2174/1389203721666200921153513.

H. Wang, P. Bennett, Performance assessment of microflow LC combined with high-resolution MS in
bioanalysis, Bioanalysis. 5 (2013) 1249-1267. https://doi.org/10.4155/bi0.13.93.

C.C. Christianson, C.J.L. Johnson, S.R. Needham, The advantages of microflow LC-MS/MS compared with
conventional HPLC-MS/MS for the analysis of methotrexate from human plasma, Bioanalysis. 5 (2013) 1387—
1396. https://doi.org/10.4155/bi0.13.73.

A.E. Steuer, M. Poetzsch, M. Koenig, E. Tingelhoff, S.N. Staeheli, A.T. Roemmelt, T. Kraemer, Comparison
of conventional liquid chromatography-tandem mass spectrometry versus microflow liquid chromatography-
tandem mass spectrometry within the framework of full method validation for simultaneous quantification of
40 antidepressants and neuroleptics, J. Chromatogr. A. 1381 (2015) 87-100.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2014.12.084.

ICH Q2(R2) Validation of analytical procedures - Scientific guideline | European Medicines Agency (EMA),
(n.d.). https://www.ema.europa.eu/en/ich-gq2r2-validation-analytical-procedures-scientific-guideline (accessed
February 10, 2026).

ICH M10 on bioanalytical method validation - Scientific guideline | European Medicines Agency (EMA),
(n.d.). https://www.ema.europa.eu/en/ich-m10-bioanalytical-method-validation-scientific-guideline (accessed
December 10, 2025).

M10 Bioanalytical Method Validation and Study Sample Analysis | FDA, (n.d.).
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/m10-bioanalytical-method-
validation-and-study-sample-analysis (accessed December 10, 2025).

M.J. Farrukh, M.H. Tarig, O. Malik, T.M. Khan, Valsartan recall: global regulatory overview and future
challenges, Ther. Adv. Drug Saf. 10 (2019) 2042098618823458. https://doi.org/10.1177/2042098618823458.

R.C. Cioc, C. Joyce, M. Mayr, R.N. Bream, Formation of N-Nitrosamine Drug Substance Related Impurities in
Medicines: A Regulatory Perspective on Risk Factors and Mitigation Strategies, Org. Process Res. Dev. 27
(2023) 1736-1750. https://doi.org/10.1021/acs.oprd.3c00153.

K.L. Dobo, N. Greene, M.O. Cyr, S. Caron, W.W. Ku, The application of structure-based assessment to
support safety and chemistry diligence to manage genotoxic impurities in active pharmaceutical ingredients
during drug development, Regul. Toxicol. Pharmacol. 44 (2006) 282-293.
https://doi.org/10.1016/j.yrtph.2006.01.004.

A.L. Demain, P. Vaishnav, Production of recombinant proteins by microbes and higher organisms, Biotechnol.
Adv. 27 (2009) 297-306. https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2009.01.008.

G. Walsh, Biopharmaceutical benchmarks 2018, Nat. Biotechnol. 36 (2018) 1136-1145.
https://doi.org/10.1038/nbt.4305.

K.P. Jayapal, K.F. Wlaschin, W.S. Hu, M.G.S. Yap, Recombinant protein therapeutics from CHO Cells - 20
years and counting, Chem. Eng. Prog. 103 (2007) 40-47.

F.M. Wurm, Production of recombinant protein therapeutics in cultivated mammalian cells, Nat. Biotechnol.
22 (2004) 1393-1398. https://doi.org/10.1038/nbt1026.

J.Y. Kim, Y.G. Kim, G.M. Lee, CHO cells in biotechnology for production of recombinant proteins: Current
state and further potential, Appl. Microbiol. Biotechnol. 93 (2012) 917-930. https://doi.org/10.1007/s00253-
011-3758-5.

N. Templeton, J. Dean, P. Reddy, J.D. Young, Peak antibody production is associated with increased oxidative
metabolism in an industrially relevant fed-batch CHO cell culture, Biotechnol. Bioeng. 110 (2013) 2013-2024.
https://doi.org/10.1002/bit.24858.

H. Kaspar, K. Dettmer, W. Gronwald, P.J. Oefner, Advances in amino acid analysis, Anal. Bioanal. Chem. 393
(2009) 445-452. https://doi.org/10.1007/s00216-008-2421-1.

J. Qiu, P.K. Chan, P. V. Bondarenko, Monitoring utilizations of amino acids and vitamins in culture media and
Chinese hamster ovary cells by liquid chromatography tandem mass spectrometry, J. Pharm. Biomed. Anal.
117 (2016) 163-172. https://doi.org/10.1016/j.jpba.2015.08.036.

G. Galgzowska, J. Ratajczyk, L. Wolska, Determination of amino acids in human biological fluids by high-

performance liquid chromatography: critical review, Amino Acids. 53 (2021) 993-1009.
https://doi.org/10.1007/s00726-021-03002-x.

156



[135]

[136]

[137]

[138]

[139]

[140]

[141]

[142]

[143]

[144]

[145]

[146]

[147]

[148]

[149]

[150]

[151]

[152]

[153]

szabopal i 452 26

R. Zhao, B. Huang, G. Lu, S. Fu, J. Ying, Y. Zhao, A Practical Method for Amino Acid Analysis by LC-MS
Using Precolumn Derivatization with Urea, Int. J. Mol. Sci. 24 (2023) 7332.
https://doi.org/10.3390/ijms24087332.

D.S. Wishart, M. Rout, B.L. Lee, M. Berjanskii, M. LeVatte, M. Lipfert, Practical Aspects of NMR-Based
Metabolomics, in: Handb. Exp. Pharmacol., Handb Exp Pharmacol, 2023: pp. 1-41.
https://doi.org/10.1007/164 2022 _613.

A.H.M. Emwas, The strengths and weaknesses of NMR spectroscopy and mass spectrometry with particular
focus on metabolomics research, Methods Mol. Biol. 1277 (2015) 161-193. https://doi.org/10.1007/978-1-
4939-2377-9_13.

I.A. Darwish, Immunoassay Methods and their Applications in Pharmaceutical Analysis: Basic Methodology
and Recent Advances, Int. J. Biomed. Sci. 2 (2006) 217-235. https://doi.org/10.59566/ijbs.2006.2217.

K. Sztefko, Interferences in immunoassay, Przeglad Lek. 59 (2002) 477-480. https://doi.org/10.1016/b978-
012214730-2/50008-x.

Q. Zhang, D. My, Y. Mg, Y. Li, Y. Gao, Y. Hu, K. Zhang, F. Zhao, R. Gao, L. Xia, H. Zhu, S. Yu, L. Qiu, X.
Cheng, Comparative evaluation of four new immunoassays and LC-MS/MS for the measurement of urinary
free cortisol in Cushing’s syndrome diagnosis, Pract. Lab. Med. 46 (2025) ¢00484.
https://doi.org/10.1016/j.plabm.2025.e00484.

M. Sundstrém, A. Pelander, 1. Ojanperd, Comparison between drug screening by immunoassay and ultra-high
performance liquid chromatography/high-resolution time-of-flight mass spectrometry in post-mortem urine,
Drug Test. Anal. 7 (2015) 420-427. https://doi.org/10.1002/dta.1683.

S.K. Baid, N. Sinaii, M. Wade, D. Rubino, L.K. Nieman, Radioimmunoassay and tandem mass spectrometry
measurement of bedtime salivary cortisol levels: A comparison of assays to establish hypercortisolism, J. Clin.
Endocrinol. Metab. 92 (2007) 3102-3107. https://doi.org/10.1210/jc.2006-2861.

A.H. Payne, D.B. Hales, Overview of steroidogenic enzymes in the pathway from cholesterol to active steroid
hormones, Endocr. Rev. 25 (2004) 947-970. https://doi.org/10.1210/er.2003-0030.

S. Nussey, S. Whitehead, Endocrinology, (2001). https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK22/ (accessed
March 17, 2026).

A. Hammes, T.K. Andreassen, R. Spoelgen, J. Raila, N. Hubner, H. Schulz, J. Metzger, F.J. Schweigert, P.B.
Luppa, A. Nykjaer, T.E. Willnow, Role of endocytosis in cellular uptake of sex steroids, Cell. 122 (2005) 751—
762. https://doi.org/10.1016/j.cell.2005.06.032.

C. Shackleton, Clinical steroid mass spectrometry: A 45-year history culminating in HPLC-MS/MS becoming
an essential tool for patient diagnosis, J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 121 (2010) 481-490.
https://doi.org/10.1016/j.jsbmb.2010.02.017.

M.M. Kushnir, A.L. Rockwood, W.L. Roberts, B. Yue, J. Bergquist, A.W. Meikle, Liquid chromatography
tandem mass spectrometry for analysis of steroids in clinical laboratories, Clin. Biochem. 44 (2011) 77-88.
https://doi.org/10.1016/j.clinbiochem.2010.07.008.

L.K. Nieman, B.M.K. Biller, J.W. Findling, J. Newell-Price, M.O. Savage, P.M. Stewart, V.M. Montori, H.
Edwards, Salivary cortisol and cortisone by LC-MS/MS: validation, reference intervals and diagnostic
accuracy in Cushing’s syndrome, Clin. Chim. Acta. 451 (2015) 247-251. https://doi.org/10.1210/jc.2008-0125.

F.Z. Stanczyk, J. Jurow, A.W. Hsing, Limitations of direct immunoassays for measuring circulating estradiol
levels in postmenopausal women and men in epidemiologic studies, Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev. 19
(2010) 903-906. https://doi.org/10.1158/1055-9965.EPI-10-0081.

A.N. Hoofnagle, M.H. Wener, The fundamental flaws of immunoassays and potential solutions using tandem
mass spectrometry, J. Immunol. Methods. 347 (2009) 3-11. https://doi.org/10.1016/j.jim.2009.06.003.

A. Gaudl, J. Kratzsch, Y.J. Bae, W. Kiess, J. Thiery, U. Ceglarek, Liquid chromatography quadrupole linear
ion trap mass spectrometry for quantitative steroid hormone analysis in plasma, urine, saliva and hair, J.
Chromatogr. A. 1464 (2016) 64—71. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2016.07.087.

W. Gao, C. Kirschbaum, J. Grass, T. Stalder, LC—MS based analysis of endogenous steroid hormones in
human hair, J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 162 (2016) 92—-99. https://doi.org/10.1016/j.jsbmb.2015.12.022.

J.G. Lewis, Steroid analysis in saliva: an overview., Clin. Biochem. Rev. 27 (2006) 139—46.
https://pmc.ncbi.nim.nih.gov/articles/PMC1579286/ (accessed March 17, 2026).

157



[154]

[155]

[156]

[157]

[158]

[159]

[160]

[161]

[162]

[163]

[164]

[165]

[166]

[167]

[168]

[169]

[170]

[171]

szabopal i 452 26

E. Dmitrieva, A. Temerdashev, A. Azaryan, E. Gashimova, Quantification of steroid hormones in human urine
by DLLME and UHPLC-HRMS detection, J. Chromatogr. B Anal. Technol. Biomed. Life Sci. 1159 (2020).
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2020.122390.

F. Wang, E. Eikeland, R.J. Reidunsdatter, L. Hagen, M.J. Engstram, J. Geisler, M. Haanpaa, E. Haméldinen,
G.F. Giskegdegard, T.F. Bathen, Quantification of multiple steroid hormones in serum and human breast
cancer tissue by liquid chromatography-tandem mass spectrometry analysis, Front. Oncol. 14 (2024).
https://doi.org/10.3389/fonc.2024.1383104.

B.G. Keevil, LC-MS/MS analysis of steroids in the clinical laboratory, Clin. Biochem. 49 (2016) 989-997.
https://doi.org/10.1016/j.clinbiochem.2016.04.009.

T. Tuzimski, A. Petruczynik, Review of Chromatographic Methods Coupled with Modern Detection
Techniques Applied in the Therapeutic Drugs Monitoring (TDM), Molecules. 25 (2020) 4026.
https://doi.org/10.3390/molecules25174026.

C. Dupont, D.R. Armant, C.A. Brenner, Epigenetics: Definition, mechanisms and clinical perspective, Semin.
Reprod. Med. 27 (2009) 351-357. https://doi.org/10.1055/s-0029-1237423.

P.A. Jones, S.B. Baylin, The fundamental role of epigenetic events in cancer, Nat. Rev. Genet. 3 (2002) 415-
428. https://doi.org/10.1038/nrg816.

H. Shi, M.X. Wang, C.W. Caldwell, CpG islands: Their potential as biomarkers for cancer, Expert Rev. Mol.
Diagn. 7 (2007) 519-531. https://doi.org/10.1586/14737159.7.5.519.

M.S. Rocha, R. Castro, I. Rivera, R.M. Kok, Y.M. Smulders, C. Jakobs, I.T. De Almeida, H.J. Blom, Global
DNA methylation: Comparison of enzymatic- and non-enzymatic-based methods, Clin. Chem. Lab. Med. 48
(2010) 1793-1798. https://doi.org/10.1515/CCLM.2010.346.

A.S. Wilson, B.E. Power, P.L. Molloy, DNA hypomethylation and human diseases, Biochim. Biophys. Acta -
Rev. Cancer. 1775 (2007) 138-162. https://doi.org/10.1016/j.bbcan.2006.08.007.

R.M. Kok, D.E.C. Smith, R. Barto, A.M.W. Spijkerman, T. Teerlink, H.J. Gellekink, C. Jakobs, Y.M.
Smulders, Global DNA methylation measured by liquid chromatography-tandem mass spectrometry:
Analytical technique, reference values and determinants in healthy subjects, Clin. Chem. Lab. Med. 45 (2007)
903-911. https://doi.org/10.1515/CCLM.2007.137.

M. Santiago, C. Antunes, M. Guedes, N. Sousa, C.J. Marques, TET enzymes and DNA hydroxymethylation in
neural development and function - How critical are they?, Genomics. 104 (2014) 334-340.
https://doi.org/10.1016/j.ygeno0.2014.08.018.

A. Lejart, G. Salbert, S. Huet, Cytosine hydroxymethylation by TET enzymes: From the control of gene
expression to the regulation of DNA repair mechanisms, and back, AIMS Biophys. 5 (2018) 182-193.
https://doi.org/10.3934/biophy.2018.3.182.

L. de A. Costa, I.C.B. da Silva, B.A.L.A. Mariz, M.B. da Silva, G.M. Freitas-Ribeiro, N.F.P. de Oliveira,
Influence of smoking on methylation and hydroxymethylation levels in global DNA and specific sites of
KRT14, KRT19, MIR-9-3 and MIR-137 genes of oral mucosa, Arch. Oral Biol. 72 (2016) 56—-65.
https://doi.org/10.1016/j.archoralbio.2016.08.013.

B. Vet6, P. Szabo, C. Bacquet, A. Apro, E. Hathy, J. Kiss, J.M. Réthelyi, F. Szeri, D. Sziits, T. Aranyi,
Inhibition of DNA methyltransferase leads to increased genomic 5-hydroxymethylcytosine levels in
hematopoietic cells, FEBS Open Bio. 8 (2018). https://doi.org/10.1002/2211-5463.12392.

T. Jiang, L. Zong, L. Zhou, Y. Hou, L. Zhang, X. Zheng, H. Han, S. Li, W. Zhang, J. Zhang, C. Deng, Y. Jia,
C. Zhao, Variation in global DNA hydroxymethylation with age associated with schizophrenia, Psychiatry
Res. 257 (2017) 497-500. https://doi.org/10.1016/j.psychres.2017.08.022.

C.W. Hu, J.L. Chen, Y.W. Hsu, C.C. Yen, M.R. Chao, Trace analysis of methylated and hydroxymethylated
cytosines in DNA by isotope-dilution LC-MS/MS: First evidence of DNA methylation in Caenorhabditis
elegans, Biochem. J. 465 (2015) 39-47. https://doi.org/10.1042/BJ20140844.

P.W. Laird, Principles and challenges of genome-wide DNA methylation analysis, Nat. Rev. Genet. 11 (2010)
191-203. https://doi.org/10.1038/nrg2732.

A.H. Laszlo, .M. Derrington, H. Brinkerhoff, K.W. Langford, I.C. Nova, J.M. Samson, J.J. Bartlett, M.
Pavlenok, J.H. Gundlach, Detection and mapping of 5-methylcytosine and 5-hydroxymethylcytosine with
nanopore MspA, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 110 (2013) 18904-18909.
https://doi.org/10.1073/pnas.1310240110.

158



[172]

[173]

[174]

[175]

[176]

[177]

[178]

[179]

[180]

[181]
[182]

[183]

[184]

[185]

[186]

[187]

[188]

[189]

[190]

[191]

[192]

szabopal i 452 26

H. Heyn, M. Esteller, DNA methylation profiling in the clinic: applications and challenges., Nat. Rev. Genet.
13 (2012) 679-692. https://doi.org/10.1038/nrg3270.

K. Németh, K. Mészéros, B. Szah6, H. Butz, T. Aranyi, P.T. Szabd, A relative quantitation method for
measuring DNA methylation and hydroxymethylation using guanine as an internal standard, Anal. Methods.
13 (2021). https://doi.org/10.1039/d1ay00897h.

A. Carel, La technique opératoire des anastomoses vasculaires et la transplantation des visceres, Lyon Med. 98
(1902) 859-864.

R. SCHWARTZ, A. EISNER, W. DAMESHEK, The effect of 6-mercaptopurine on primary and secondary
immune responses, J. Clin. Invest. 38 (1959) 1394-1403. https://doi.org/10.1172/JC1103915.

G. Offermann, Immunosuppression for long-term maintenance of renal allograft function, Drugs. 64 (2004)
1325-1338. https://doi.org/10.2165/00003495-200464120-00005/FIGURES/2.

K.A. Jgrgensen, P.B. Koefoed-Nielsen, N. Karamperis, Calcineurin phosphatase activity and
immunosuppression. A review on the role of calcineurin phosphatase activity and the immunosuppressive
effect of cyclosporin A and tacrolimus, Scand. J. Immunol. 57 (2003) 93-98. https://doi.org/10.1046/j.1365-
3083.2003.01221.x.

L.M. Shaw, D.W. Holt, P. Keown, R. Venkataramanan, R.W. Yatscoff, Current opinions on therapeutic drug
monitoring of immunosuppressive drugs, Clin. Ther. 21 (1999) 1632-1652. https://doi.org/10.1016/S0149-
2918(99)80044-7.

D. Andrews, R. Cramb, Immunoassay techniques in clinical chemistry, Ann. Clin. Biochem. 39 (2002) 424
435.

R.G. Morris, Immunosuppressant drug monitoring: Is the laboratory meeting clinical expectations?, Ann.
Pharmacother. 39 (2005) 119-127. https://doi.org/10.1345/aph.1E287.

B. Hille, Hille_lon Channels of Excitable Membranes_Chapterl.pdf, (2001) 5-22.

S.K. Nigam, What do drug transporters really do?, Nat. Rev. Drug Discov. 14 (2014) 29-44.
https://doi.org/10.1038/nrd4461.

K.M. Giacomini, S.M. Huang, Transporters in drug development and clinical pharmacology, Clin. Pharmacol.
Ther. 94 (2013) 3-9. https://doi.org/10.1038/clpt.2013.86.

M.A. Hediger, B. Clémengon, R.E. Burrier, E.A. Bruford, The ABCs of membrane transporters in health and
disease (SLC series): Introduction, Mol. Aspects Med. 34 (2013) 95-107.
https://doi.org/10.1016/j.mam.2012.12.0009.

A. Véradi, G. Szakacs, E. Bakos, B. Sarkadi, P glycoprotein and the mechanism of multidrug resistance,
Novartis Found. Symp. 243 (2002) 54-68. https://doi.org/10.1002/0470846356.ch5.

G. Szakécs, J.K. Paterson, J.A. Ludwig, C. Booth-Genthe, M.M. Gottesman, Targeting multidrug resistance in
cancer, Nat. Rev. Drug Discov. 5 (2006) 219-234. https://doi.org/10.1038/nrd1984.

M.M. Gottesman, T. Fojo, S.E. Bates, Multidrug resistance in cancer: Role of ATP-dependent transporters,
Nat. Rev. Cancer. 2 (2002) 48-58. https://doi.org/10.1038/nrc706.

S. V. Ambudkar, C. Kimchi-Sarfaty, Z.E. Sauna, M.M. Gottesman, P-glycoprotein: from genomics to
mechanism, Oncogene. 22 (2003) 7468—7485. https://doi.org/10.1038/sj.0nc.1206948.

Z. Gao, K. Huang, X. Yang, H. Xu, Free radical scavenging and antioxidant activities of flavonoids extracted
from the radix of Scutellaria baicalensis Georgi, Biochim. Biophys. Acta - Gen. Subj. 1472 (1999) 643-650.
https://doi.org/10.1016/S0304-4165(99)00152-X.

M. Li-Weber, New therapeutic aspects of flavones: The anticancer properties of Scutellaria and its main active
constituents Wogonin, Baicalein and Baicalin, Cancer Treat. Rev. 35 (2009) 57-68.
https://doi.org/10.1016/j.ctrv.2008.09.005.

S. Bin Yoon, Y.J. Lee, S.K. Park, H.C. Kim, H. Bae, H.M. Kim, S.G. Ko, H.Y. Choi, M.S. Oh, W. Park, Anti-
inflammatory effects of Scutellaria baicalensis water extract on LPS-activated RAW 264.7 macrophages, J.
Ethnopharmacol. 125 (2009) 286—290. https://doi.org/10.1016/j.jep.2009.06.027.

M. Guo, N. Zhang, D. Li, D. Liang, Z. Liu, F. Li, Y. Fu, Y. Cao, X. Deng, Z. Yang, Baicalin plays an anti-
inflammatory role through reducing nuclear factor-kB and p38 phosphorylation in S. aureus-induced mastitis,
Int. Immunopharmacol. 16 (2013) 125-130. https://doi.org/10.1016/j.intimp.2013.03.006.

159



[193]

[194]

[195]

[196]

[197]

[198]

[199]

[200]

[201]

[202]

[203]

[204]

[205]

[206]

[207]

[208]

[209]

[210]

szabopal i 452 26

J.A. Wu, A.S. Attele, L. Zhang, C.S. Yuan, Anti-HIV activity of medicinal herbs: Usage and potential
development, Am. J. Chin. Med. 29 (2001) 69-81. https://doi.org/10.1142/S0192415X01000083.

J. Yéfez, V. Vicente, M. Alcaraz, J. Castillo, O. Benavente-Garcia, M. Canteras, J.A. Lozano Teruel,
Cytotoxicity and antiproliferative activities of several phenolic compounds against three melanocytes cell
lines: Relationship between structure and activity, Nutr. Cancer. 49 (2004) 191-199.
https://doi.org/10.1207/s15327914nc4902_11.

L. Tong, M. Wan, L. Zhang, Y. Zhu, H. Sun, K. Bi, Simultaneous determination of baicalin, wogonoside,
baicalein, wogonin, oroxylin A and chrysin of Radix scutellariae extract in rat plasma by liquid
chromatography tandem mass spectrometry, J. Pharm. Biomed. Anal. 70 (2012) 6-12.
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2012.03.051.

S.Y.K. Fong, Y.C. Wong, Z. Zuo, Development of a SPE-LC/MS/MS method for simultaneous quantification
of baicalein, wogonin, oroxylin A and their glucuronides baicalin, wogonoside and oroxyloside in rats and its
application to brain uptake and plasma pharmacokinetic studies, J. Pharm. Biomed. Anal. 97 (2014) 9-23.
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2014.03.033.

Z. Zhu, L. Zhao, X. Liu, J. Chen, H. Zhang, G. Zhang, Y. Chai, Comparative pharmacokinetics of baicalin and
wogonoside by liquid chromatography-mass spectrometry after oral administration of Xiaochaihu Tang and
Radix scutellariae extract to rats, J. Chromatogr. B Anal. Technol. Biomed. Life Sci. 878 (2010) 2184-2190.
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2010.06.021.

M.-Y. Lai, S.-L. Hsiu, S.-Y. Tsai, Y.-C. Hou, P.-D.L. Chao, Comparison of metabolic pharmacokinetics of
baicalin and baicalein in rats, J. Pharm. Pharmacol. 55 (2003) 205-209. https://doi.org/10.1211/002235702522.

L. Zhang, G. Lin, B. Kovécs, M. Jani, P. Krajcsi, Z. Zuo, Mechanistic study on the intestinal absorption and
disposition of baicalein, Eur. J. Pharm. Sci. 31 (2007) 221-231. https://doi.org/10.1016/j.ejps.2007.04.001.

K. Herédi-Szabd, E. Kis, P. Krajcsi, The vesicular transport assay: Validated in vitro methods to study drug-
mediated inhibition of canalicular efflux transporters ABCB11/BSEP and ABCC2/MRP2, Curr. Protoc.
Toxicol. 1 (2012). https://doi.org/10.1002/0471140856.tx2304s54.

I. Szirédki, F. Erdo, E. Beéry, P.M. Molnér, C. Fazakas, I. Wilhelm, I. Makai, E. Kis, K. Herédi-Szabo, T.
Abonyi, I. Krizbai, G.K. Téth, P. Krajcsi, Quinidine as an abcbl probe for testing drug interactions at the
blood-brain barrier: An in vitro in vivo correlation study, J. Biomol. Screen. 16 (2011) 886-894.
https://doi.org/10.1177/1087057111414896.

P. Krajcsi, M. Jani, B. T6th, F. Erdo, E. Kis, E. Beéry, 1. Sziraki, Efflux transporters in the bloodbrain
interfaces in vitro and in vivo methods and correlations, Expert Opin. Drug Metab. Toxicol. 8 (2012) 419-431.
https://doi.org/10.1517/17425255.2012.668184.

N.H. Hendrikse, A.H. Schinkel, E.G.E. De Vries, E. Fluks, W.T.A. Van Der Graaf, A.T.M. Willemsen, W.
Vaalburg, E.J.F. Franssen, Complete in vivo reversal of P-glycoprotein pump function in the blood-brain
barrier visualized with positron emission tomography, Br. J. Pharmacol. 124 (1998) 1413-1418.
https://doi.org/10.1038/sj.bjp.0701979.

U. Mayer, E. Wagenaar, B. Dorobek, J.H. Beijnen, P. Borst, A.H. Schinkel, Full blockade of intestinal P-
glycoprotein and extensive inhibition of blood-brain barrier P-glycoprotein by oral treatment of mice with
PSC833, J. Clin. Invest. 100 (1997) 2430-2436. https://doi.org/10.1172/JC1119784.

J.H. Lin, A.Y.H. Lu, Role of Pharmacokinetics and Metabolism in Drug Discovery and Development,
Pharmacol. Rev. 49 (1997) 403-449. https://doi.org/10.1016/s0031-6997(24)01340-1.

U.M. Zanger, M. Schwab, Cytochrome P450 enzymes in drug metabolism: Regulation of gene expression,
enzyme activities, and impact of genetic variation, Pharmacol. Ther. 138 (2013) 103-141.
https://doi.org/10.1016/j.pharmthera.2012.12.007.

S.K.G. Grebe, R.J. Singh, LC-MS/MS in the clinical laboratory - Where to from here?, Clin. Biochem. Rev. 32
(2011) 5-31. https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articlessPMC3052391/ (accessed March 19, 2026).

K.S.Y. Leung, B.M.W. Fong, LC-MS/MS in the routine clinical laboratory: Has its time come?, Anal. Bioanal.
Chem. 406 (2014) 2289-2301. https://doi.org/10.1007/s00216-013-7542-5.

E.T.H. Yeh, C.L. Bickford, Cardiovascular Complications of Cancer Therapy, J. Am. Coll. Cardiol. 53 (2009)
2231-2247. https://doi.org/10.1016/j.jacc.2009.02.050.

G. Minotti, P. Menna, E. Salvatorelli, G. Cairo, L. Gianni, Anthracyclines: Molecular advances and

pharmacologie developments in antitumor activity and cardiotoxicity, Pharmacol. Rev. 56 (2004) 185-229.
https://doi.org/10.1124/pr.56.2.6.

160



[211]

[212]

[213]

[214]

[215]

[216]

[217]

[218]

[219]

[220]

[221]

[222]

[223]

[224]

[225]

[226]

[227]

[228]

[229]

[230]

szabopal i 452 26

M.M. Gottesman, T. Fojo, S.E. Bates, Multidrug resistance in cancer: Role of ATP-dependent transporters,
Nat. Rev. Cancer. 2 (2002) 48-58. https://doi.org/10.1038/nrc706.

R.W. Robey, K.M. Pluchino, M.D. Hall, A.T. Fojo, S.E. Bates, M.M. Gottesman, Revisiting the role of ABC
transporters in multidrug-resistant cancer, Nat. Rev. Cancer. 18 (2018) 452-464.
https://doi.org/10.1038/s41568-018-0005-8.

K.L.R. Brouwer, D. Keppler, K.A. Hoffmaster, D.A.J. Bow, Y. Cheng, Y. Lai, J.E. Palm, B. Stieger, R. Evers,
In vitro methods to support transporter evaluation in drug discovery and development, Clin. Pharmacol. Ther.
94 (2013) 95-112. https://doi.org/10.1038/clpt.2013.81.

H.E. Bays, D. Neff, J.E. Tomassini, A.M. Tershakovec, Ezetimibe: Cholesterol lowering and beyond, Expert
Rev. Cardiovasc. Ther. 6 (2008) 447-470. https://doi.org/10.1586/14779072.6.4.447.

J.C. LaRosa, Low-Density Lipoprotein Cholesterol Reduction: The End Is More Important Than the Means,
Am. J. Cardiol. 100 (2007) 240-242. https://doi.org/10.1016/j.amjcard.2007.02.089.

P.J. Neuvonen, M. Niemi, J.T. Backman, Drug interactions with lipid-lowering drugs: Mechanisms and
clinical relevance, Clin. Pharmacol. Ther. 80 (2006) 565-581. https://doi.org/10.1016/j.clpt.2006.09.003.

I. Buhaescu, H. Izzedine, Mevalonate pathway: A review of clinical and therapeutical implications, Clin.
Biochem. 40 (2007) 575-584. https://doi.org/10.1016/j.clinbiochem.2007.03.016.

J. Armitage, The safety of statins in clinical practice, Lancet. 370 (2007) 1781-1790.
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(07)60716-8.

A.A. Alsheikh-Ali, P. V. Maddukuri, H. Han, R.H. Karas, Effect of the Magnitude of Lipid Lowering on Risk
of Elevated Liver Enzymes, Rhabdomyolysis, and Cancer. Insights From Large Randomized Statin Trials, J.
Am. Coll. Cardiol. 50 (2007) 409-418. https://doi.org/10.1016/j.jacc.2007.02.073.

N. Debeljak, M. Fink, D. Rozman, Many facets of mammalian lanosterol 14a-demethylase from the
evolutionarily conserved cytochrome P450 family CYP51, Arch. Biochem. Biophys. 409 (2003) 159-171.
https://doi.org/10.1016/S0003-9861(02)00418-6.

J. Limouze, A.F. Straight, T. Mitchison, J.R. Sellers, Specificity of blebbistatin, an inhibitor of myosin Il, J.
Muscle Res. Cell Motil. 25 (2004) 337-341. https://doi.org/10.1007/s10974-004-6060-7.

ACF. Straight, A. Cheung, J. Limouze, I. Chen, N.J. Westwood, J.R. Sellers, T.J. Mitchison, Dissecting
temporal and spatial control of cytokinesis with a myosin Il inhibitor, Science (80-. ). 299 (2003) 1743-1747.
https://doi.org/10.1126/science.1081412.

B.I. Roman, S. Verhasselt, C. V. Stevens, Medicinal Chemistry and Use of Myosin I1 Inhibitor (S)-Blebbistatin
and Its Derivatives, J. Med. Chem. 61 (2018) 9410-9428. https://doi.org/10.1021/acs.jmedchem.8b00503.

A. Rauscher, M. Gyimesi, M. Kovacs, A. Malnasi-Csizmadia, Targeting Myosin by Blebbistatin Derivatives:
Optimization and Pharmacological Potential, Trends Biochem. Sci. 43 (2018) 700—713.
https://doi.org/10.1016/j.tibs.2018.06.006.

M. Képir6, B.H. Vérkuti, L. Végner, G. Véros, G. Hegyi, M. Varga, A. Malnasi-Csizmadia, Para-
nitroblebbistatin, the non-cytotoxic and photostable myosin Il inhibitor, Angew. Chemie - Int. Ed. 53 (2014)
8211-8215. https://doi.org/10.1002/anie.201403540.

B.H. Vaérkuti, M. Képir6, I.A. Horvéth, L. Végner, S. Rati, A. Zsigmond, G. Hegyi, Z. Lenkei, M. Varga, A.
Malnési-Csizmadia, A highly soluble, non-phototoxic, non-fluorescent blebbistatin derivative, Sci. Rep. 6
(2016). https://doi.org/10.1038/srep26141.

P.T. Szaho, A SCIEX API2000 Proto#1 tdrténete — egy prototipus tdémegspektrométer Gtja a laborbdl a
kiallitasig, (2026). https://www.ttk.hun-ren.hu/rolunk/muszermuzeum/a-sciex-api2000-protol-
tomegspektrometer.

L. Mogler, M. Wilde, L.M. Huppertz, G. Weinfurtner, F. Franz, V. Auwérter, Phase | metabolism of the
recently emerged synthetic cannabinoid CUMYL-PEGACLONE and detection in human urine samples, Drug
Test. Anal. 10 (2018) 886—-891. https://doi.org/10.1002/dta.2352.

L. Mogler, S. Halter, M. Wilde, F. Franz, V. Auwdrter, Human phase | metabolism of the novel synthetic
cannabinoid 5F-CUMYL-PEGACLONE, Forensic Toxicol. 37 (2019) 154-163.
https://doi.org/10.1007/s11419-018-0447-4.

J.A. Eckstein, G.M. Ammerman, J.M. Reveles, B.L. Ackermann, Analysis of glutamine, glutamate,

pyroglutamate, and GABA in cerebrospinal fluid using ion pairing HPLC with positive electrospray
LC/MS/MS, J. Neurosci. Methods. 171 (2008) 190-196. https://doi.org/10.1016/j.jneumeth.2008.02.019.

161



[231]

[232]

[233]

[234]

[235]

[236]

[237]

[238]

[239]

[240]

[241]

[242]

[243]

[244]

[245]

szabopal i 452 26

AF.G. Gargano, T. Leek, W. Lindner, M. L&mmerhofer, Mixed-mode chromatography with zwitterionic
phosphopeptidomimetic selectors from Ugi multicomponent reaction, J. Chromatogr. A. 1317 (2013) 12-21.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2013.07.095.

P. Jandera, J. Urban, V. Skefikova, P. Langmaier, R. Kubitkova, J. Planeta, Polymethacrylate monolithic and
hybrid particle-monolithic columns for reversed-phase and hydrophilic interaction capillary liquid
chromatography, J. Chromatogr. A. 1217 (2010) 22-33. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2009.09.041.

Y. Li, Z. Xu, Y. Feng, X. Liu, T. Chen, H. Zhang, Preparation and evaluation of poly-I-lysine stationary phase
for hydrophilic interaction/reversed-phase mixed-mode chromatography, Chromatographia. 74 (2011) 523—
530. https://doi.org/10.1007/s10337-011-2120-5.

X. Wang, W. Li, H.T. Rasmussen, Orthogonal method development using hydrophilic interaction
chromatography and reversed-phase high-performance liquid chromatography for the determination of
pharmaceuticals and impurities, J. Chromatogr. A. 1083 (2005) 58-62.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2005.05.082.

N.F. Al-Tannak, S. Bawazeer, T.H. Siddiqui, D.G. Watson, The hydrophilic interaction like properties of some
reversed phase high performance liquid chromatography columns in the analysis of basic compounds, J.
Chromatogr. A. 1218 (2011) 1486-1491. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2011.01.036.

T. Liang, Q. Fu, A. Shen, H. Wang, Y. Jin, H. Xin, Y. Ke, Z. Guo, X. Liang, Preparation and chromatographic
evaluation of a newly designed steviol glycoside modified-silica stationary phase in hydrophilic interaction
liquid chromatography and reversed phase liquid chromatography, J. Chromatogr. A. 1388 (2015) 110-118.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2015.02.019.

K. Ohyama, Y. Inoue, N. Kishikawa, N. Kuroda, Preparation and characterization of surfactin-modified silica
stationary phase for reversed-phase and hydrophilic interaction liquid chromatography, J. Chromatogr. A. 1371
(2014) 257-260. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2014.10.073.

P.T. Szabd, A. Darcsi, G. Turczel, G.M. Kesert, Ultra-sensitive HPLC-ESI-MS/MS quantitation of N-nitroso-
phenylephrine in phenylephrine-containing anticold products, J. Pharm. Biomed. Anal. 274 (2026) 117441.
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2026.117441.

plasma amino acids migraine.pdf, (n.d.). https://www.ucsfhealth.org/care/medical-tests/plasma-amino-acids
(accessed March 19, 2026).

J.F. Borel, C. Feurer, H.U. Gubler, H. St&helin, Biological effects of cyclosporin A: a new antilymphocytic
agent. 1976, Agents Actions. 43 (1994) 179-186. https://doi.org/10.1007/BF01986686.

K.E. Bushley, R. Raja, P. Jaiswal, J.S. Cumbie, M. Nonogaki, A.E. Boyd, C.A. Owenshy, B.J. Knaus, J. Elser,
D. Miller, Y. Di, K.L. McPhail, J.W. Spatafora, The Genome of Tolypocladium inflatum: Evolution,
Organization, and Expression of the Cyclosporin Biosynthetic Gene Cluster, PLoS Genet. 9 (2013).
https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1003496.

E. Perucca, Pharmacological and therapeutic properties of valproate: A summary after 35 years of clinical
experience, CNS Drugs. 16 (2002) 695—714. https://doi.org/10.2165/00023210-200216100-00004.

M.A. Rogawski, W. Loscher, The neurobiology of antiepileptic drugs, Nat. Rev. Neurosci. 5 (2004) 553-564.
https://doi.org/10.1038/nrn1430.

K. Té6th, T. Bdi, A. Kiss, M. Temesvari, E. Hafra, A. Nagy, Z. Szever, K. Monostory, Phenoconversion of
CYP2C9 in epilepsy limits the predictive value of CYP2C9 genotype in optimizing valproate therapy, Per.
Med. 12 (2015) 199-207. https://doi.org/10.2217/pme.14.82.

M. Temesvari, L. Kobori, J. Paulik, E. Safvary, A. Belic, K. Monostory, Estimation of drug-metabolizing

capacity by cytochrome P450 genotyping and expression, J. Pharmacol. Exp. Ther. 341 (2012) 294-305.
https://doi.org/10.1124/jpet.111.189597.

162



szabopal i 452 26

Flggeléek

163



szabopal i 452 26

pvalue 0.05

Ala  Arg  Asp Asn Cys Glu  Gin Gl His lle Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val

reject

ttest

Ala  Arg Asp Asn Cys Glu  Gin Gl His lle Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr  Val accept

A= Y - R
L I

—

1 1 1 ! ! ! | 1 1 | | ! 1 ! ! !
Ala  Arg  Asp Asn Cys Glu  GIn Gl His le Lys Met Phe Pro Ser Thr Tp Ty Val

t

z

= 2 T T
=]

g ﬁ []
S0

3

2

H

g

ol

K]

3

F1. 4bra. Az LC-MS/MS mddszerrel mért és az elméleti koncentraciok dsszehasonlitasa ismert dsszetételli
minta esetében, paros t-prébaval

p value 0.05
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3

F2. abra. Az NMR moddszerrel mért és az elméleti koncentraciok 6sszehasonlitasa ismert 6sszetételd
mintan, paros t-prébéval.
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. dbra. Az aminosavak és a bels6 standardként alkalmazott d5-Glu extrahalt ionkromatogramjai (folytatodik)

164



szabopal i 452 26

Asp Glu Val
—~ 6.4%101 —~ 2.3x10° 1 — 3.5%10°
| 5,46
§ ‘P.‘ 541 § | 543 g I
2 | 2 | @ |
® 32x100 || ® 1.15%10 |\ T 1.75%10° ‘|
2 / 2 | £ I
- r'\ —_ | = |
o+ YIS 04 —! T ] 0+ — 7 ==
4 5 6 7 4 5 6 7 4 5 6 7
1d8 {perc) 1d8 {perc) 1d8 (perc)
Ala Thr Ser
— —_— 5 — B 4 3
4x1p1 5,91 6.4x10 5,95 8.4%10 6,02
%) ) ‘1 %) I
g | & | 5 |
£ £ £
0 “l %) M @ h
T ox1ge | | 32x100 |\ T 4.2x104
N \ N | N |
c ‘ | c | c I
g K 2 Il g I
£ bt tsasdnostetints el s £ R £ . -
0+ T ‘ 1 0+ ‘ T 1 R e S =
4 5 8 7 4 5 6 7 4 5 6 7
1dé (perc) 1dé {perc) 1d6 (perc)
Gly Asn Gln
o 52X10° | 6,14 o 10 | 6,31 o 10 (644
& | & “ 5 |
L L 2
%] | %] | 2] |‘
® 25x102 ‘ 8 exio ‘ B 55¢10 ‘\
N L |
o \
1= 0 \'V'”‘“f‘m/{”‘n."}‘u"n\‘\/“wﬁ‘w‘"w||\1\,\v¢‘ BTN = 0 I E 0 IR
4 5 6 7 4 5 6 7 4 5 6 7
1d8 {perc) 1d8 {perc) Id6 (perc)
Pro Arg His
5 6,61 s 5
2.5%10° . —~ 1x10 7.75 —~ 44x10
m ,| %) %) r 7,81
g | g | g !
2 | 2 | 2 |
& 1.25%108 “ & sxiof | T zox108 |
N | N | N ‘|
c o o
5] I @ H 5] [l
= “ \ b= | | b= | IL_
- 0+ ; ; b - 0t : s - L ; -
4 5 8 7 7 8 9 10 7 8 9 10
|d6 (perc) 1dé (perc) 1dé {perc)
Lys d5-Glu
—~ 1.3x10° —~ 4.8x101
@ | 7,96 @ | 6,40
o o
< ‘| k5 I
42} 42}
® 6510 “ ® 24x100 H‘ |
E | E | l‘|,\ A \,M'Lf‘ \ J"w"lu‘"‘
L | | K o NN
c |t c A My
0+ ‘ T 1 0+ ‘ T 1
7 8 9 10 4 5 6 7
1d8 {perc) 1d8 {perc)

F3. dbra. Az aminosavak és a bels6 standardként alkalmazott d5-Glu extrahalt ionkromatogramjai (folytatas)
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F4. ébra. Parhuzamos kalibraciés mérésekbdl szdrmazd meredekségértékek abrazolasa.
A bal oldali y-tengely az aminosavak, a jobb oldali y-tengely a triptofan (Trp) meredekségértékeit
mutatja; a hibasdvok az RSD%-értékeket jeldlik.
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F5. dbra. Kalibracids oldatok extrahalt ionkromatogramjai: guanin és citozin (100%), valamint 5-metil-
citozin (3%) és 5-hidroximetil-citozin (0,2%) kalibracios pontjai. (A—D panelek sorrendjében.)
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F6. &bra. Az 5-metil-citozin/guanin csucsteriilet-arany alakulasa felez6 higitassal eléallitott oldatsorozatban,
a relativ kalibraciés modell alkalmazhatdsaganak igazolasara.
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F7. abra. Analitikai pArhuzamos mérések eredményei a mddszer precizitdsanak bemutatasara.
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F8. abra. Az LK-935 molekula és azonositott metabolitjaihoz tartoz6 extrahalt ionkromatogramok.
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F9. abra. A blebbistatin és szarmazékaik metabolikus Utvonalai az azonositott metabolitokkal
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F1. tAblazat. A bazikus vegyiiletek elvalasztasa sor’n tesytelt oszlopok
_— s ez Hossz Atmér6  Szemcse
Gyarto Oszlop neve Rovidités (mm) (mm) (um)
1 Agilent Zorbax RX-SII RXS0 250 4,6 5
2 Agilent Zorbax RX-SII RXS1 150 2,1 5
3 Agilent Zorbax SB-C18 SBC18 250 4,6 5
4 YMC ODS-AM ODS 250 4,6 5
5 Phenomenex Kinetex F5 F5 100 4,6 5
6 Phenomenex LunaHILIC LunaHILIC 150 3 5
7 Waters XBridge BEH Amide BEHA 75 3 2,5
8 Waters XBridge BEH HILIC BEHH 75 3 2,5
9 Merck SeQuant ZIC-HILIC ZHIL 150 2,1 5
F2. tablazat. Az oazloptesztekhez felhasznalt vegyiletek adatai
Név Rovidités Osszegképlet Mmoltémeg ¢ (ng/mL)
1 Agmatine AGM CsH1aNy 130,2 100
2 Creatinine CRE C4H7N3O 113,12 22,62
3 Lamotrigine LAM CoH7NsCl2 256,09 50
4 MI1851 MI C34H53N1506 767,43 500
5 N,N-dimethylaziridinium ion DMA CsH1oN* 72,08 80
6 Pramipexole PRA C10H17N3S 211,33 105,67
7 Putrescine PUT CaH12N2 88,15 1000
8 Risperidone RIS Ca3H27N4O2F 410,49 10
9 Spermidine SPD C7H19N3 145,25 72,63
10 Spermine SPN C10H26N4 202,35 10,12
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F3. tablazat. Az optimalt MS paraméterek

Vegyillet Q1(Da) Q3(Da) CE(V) CXP(V) DP(V)

AGM1 1311 72,1 19 8 26
AGM2 1311 1141 11 12 41
CRE1 1141 43,9 21 20 56
CRE2 1141 43,1 55 20 56
LAM1 255,9 210,6 35 24 126
LAM2 2559 1446 49 16 126
Mil 384,7  130,8 41 14 126
MI2 384,7  346,9 21 18 126
DMAL1 72,0 58,1 23 8 56
DMAZ2 72,0 42,0 17 16 56
PRAL 212,1 152,7 19 18 61
PRA2 212,11 1106 30 15 100
PUT1 89,0 29,9 31 14 60
PUT2 89,0 71,5 11 12 60
RIS1 4111 190,8 35 22 121
RIS2 4111 109,7 65 14 121
SPD1 146,1 71,5 17 10 120
SPD2 146,1 1115 19 12 120
SPN1 203,1 1118 23 14 120
SPN2 203,1  128.7 17 18 120
F4. tablazat. A kidolgozott SPE madszer kdrilményei.
Izokratikus
Gradiens elucié (C
g Avamlasi o elucio (A+B 0 pumpa) 1d6  Szelepvalté
(min) sebess_eg pumpa) (min) < - (min) pozicioja
(ml/min) Aramlasi
B pumpa (%) sebesség
(ml/min)

0 0,8 5 0 0,8 0 waste
2,5 0,8 5 2,1 0,8 2 MS
3,5 0,8 90 2,2 0,1

5 0,8 90 59 0,1
55 0,8 5 6,0 0,8

7 0,8 5 7,0 0,8 7 waste
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F5. tablazat. A kapott regresszio, LOD és LOQ értékek

Vegyilet R LOD(ng/mL) LOQ(ng/mL)
11-deoxikortikoszterone 0,9983 1 2,5
11-deoxikortizol 0,9985 0,05 0,1
17-hidroxiprogeszteron 0,9985 0,1 0,25
21-deoxikortizol 0,998 0,05 0,1
aldoszteron 0,9988 0,1 0,25
androsztendion 0,9979 0,01 0,025
kortikiszteron 0,997 0,1 0,25
kortizol 0,9986 0,1 0,25
kortizon 0,9989 0,01 0,025
dihidrotesztoszteron 0,9974 0,05 0,1
pregnenolon 0,9962 0,1 0,25
progeszteron 0,9961 0,1 0,25
tesztosteron 0,999 0,01 0,025

F6. Tablazat. Optimalt MS paraméterek (NSAID)

Polaritas Komponens MRM dwell time (msec) DP (V) EP (V) CE(V) CXP (V)
pozitiv Acetaminofen  152.0/108.8 5 1 10 23 13
pozitiv  Acetilszalicilsav 296.0/214.0 5 96 10 47 18
pozitiv Diklofenak 358.1/138.9 5 11 10 21 22
negativ Fenoprofén 178.9/136.8 5 -10 -10 -8 -11
negativ Flurbiprofén 197.1/92.9 5 -100 -10 -28 -11
negativ Ibuprofén 199.0/177.0 5 -100 -10 -28 -19
negativ Indometakin 205.1/160.9 5 -125 -10 -10 -11
negativ Ketoprofén 253.1/209.0 5 -15 -10 -10 -17
negativ Naproxen 185.2/169.9 5 -70 -10 -12 -13
negativ Szalicilsav 137.0/92.8 5 -30 -10 -22 -7
F7. Tablazat. A kalibraci6 eredményei, LOD LOQ értékek
ivoviz felszini viz szennyviz
Vegyulet LOQ LOD LOQ LOD LOQ LoD .
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Acetaminofen 0,05 0,025 0,9984 0,1 0,05 0,9991 0,25 0,1 0,9983
Acetilszalicilsav 0,1 0,05 0,999 1 0,5 0,9979 2,5 1 0,9952
Diklofenak 0,05 0,025 0,9985 0,1 0,05 0,9981 0,25 0,1 0,9993
Fenoprofén 0,025 0,01 0,9954 0,05 0,025 0,9968 0,1 0,05 0,9987
Flurbiprofén 0,05 0,025 0,9954 0,25 0,1 0,9984 0,25 0,1 0,9981
Ibuprofén 0,05 0,01 0,9974 0,25 0,1 0,9956 0,5 0,25 0,995
Indometakin 0,005 0,001 0,9956 0,01 0,005 0,999 0,025 0,01 0,9992
Ketoprofén 0,025 0,01 0,9951 0,25 0,1 0,9994 0,5 0,1 0,9993
Naproxen 0,01 0,005 0,9982 0,025 0,01 0,9994 0,05 0,025 0,9995
Szalicilsav 0,05 0,025 0,9972 0,1 0,05 0,9987 0,5 0,25 0,9993
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F8. tablazat. Aminosavak tandem témegspektrometrias paraméterei.

Aminosavak/roviditésik | MRM &tmenet (m/z) | DP (V) | EP (V) | CE(eV) | CXP (V)
. 90 — 90 26 6,5 7 4
Alanin Ala
90 — 44 21 10,5 17 4
. 134 — 74 30 10 15 5
Aszparaginsav | Asp
134 — 88 30 10 25 5
. 148 — 84 30 10 20 5
Glutaminsav Glu
148 — 130 30 10 15 5
. . 166 — 120 30 10 15 15
Fenilalanin Phe
166 — 103 30 10 15 15
- 76 — 30 30 10 15 15
Glicin Gly
76 — 76 30 10 15 15
T . 156 — 110 30 10 20 5
Hisztidin His
156 — 83 30 10 30 5
132 — 86 30 10 15 5
Izoleucin lle 132 — 69 30 10 21 5
132 — 44 30 10 15 5
147 — 84 10 21 14
Lizin Lys 147 — 130 10 13 16
147 — 41 10 41 8
132 — 86 30 10 15 5
Leucin Leu 132 — 44 10 29 20
132 —» 43 10 33 20
- 150 — 104 30 10 15 15
Metionin Met
150 — 56 30 10 20 15
. 133 — 87 30 10 13 5
Aszparagin Asn
133 — 74 30 10 19 5
. 116 — 70 30 10 20 15
Prolin Pro
116 — 68 30 10 30 15
147 — 84 10 13 8
Glutamin Gln 147 — 130 10 23 12
147 — 56 10 39 26
. 175 - 70 30 10 20 5
Arginin Arg
175 — 116 30 10 30 5
. 106 — 60 30 10 15 15
Serin Ser
106 — 42 30 10 25 15
. 120 — 74 30 10 15 15
Treonin Thr
120 — 56 30 10 20 15
. 118 — 70 30 10 15 15
Valin Val
118 — 55 30 10 30 15
L Trp 205 — 188 30 10 15 15
Triptofan
205 — 146 30 10 20 15
N 182 — 136 30 10 15 15
Tirozin Tyr
182 — 91 30 10 15 15
Belso standard
. 153 — 135 11 10 13 14
d5-glutaminsav | d5-Glu
153 — 88 11 10 21 8
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F9. tablazat. A mddszer alkalmazésa 12 human szérummintan. A parhuzamos mérések eredményei az atlagos koncentréaciéval (UM) és az RSD értékekkel (%) lathatdk.

Koncentraciok (atlag £ RSD% uM)

AA S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12
Ala 346,8+9,3 302,2+6,7 2205+0,6 2656+9,5 2705+9,7 1389+7,9 8925+57 164,0+17 2446+6,5 1551+3,0 2195+89 170,4 + 3,2
Asp 433+37 271+05 390%x54 325+30 1171+20 29,1+28 119,7+25 409+9,7 251+25 302%+21 282+5,0 33,1+8,4
Glu 316,8+3,8 109,4+1,1 1442+0,1 1263+7,7 224106 152,4+27 516,0+53 2225+88 1280+10 1231+15 209,3+7,1 166,7 £ 3,4
Phe 1113+49 1004+35 93,7+17 853+38 1265+3,0 789+0,7 3057+48 808+45 815+03 743x0,7 858%6,1 68,4+1,3
Gly 422,3+3,7 364,7+89 3754+8,0 361,0+6,5 858,7+7,3 267,7+4,8 4922+09 306,7+3,1 4546+25 3455+20 287,8+6,9 319,4+3,6
His 121,4+3,7 985+30 831+58 988+49 1366+04 854+20 1338+29 1170+31 1034+19 956+34 964+33 96,7 +7,9
lle 1164+71 1002+18 591+36 77714 1296+20 625+4,6 151,8+28 87,746 956+10 583+22 74671 57,0+£7,0
Lys 458,1+2,0 2224+18 200,6+4,0 2180+4,1 2585+2,7 1709+11 598,8+6,7 207,3+8,1 1605+19 1781+4,2 259,5+43 272,3+84
Leu 236,4+13 1850+6,4 1254+52 1512+28 233,0+2,7 130,1+15 3459+2,7 181,2+28 1563+08 120,3+1,0 140,6+8,6 112,0+5,3
Met 388+36 289+12 161+30 21,1+61 318+16 157+04 252+53 169+6,7 264+30 172+04 395+572 36,7 3,0
Asn 166+72 11,7+20 144+55 114+16 173+71 104+10 314+47 11,1+23 12,7+0,1 10,2+44 13071 10,4 + 4,7
Pro 2722+4,6 3065+27 151,1+25 1522+33 2653+1,3 1342+12 3536+38 107,1+48 1973+11 1255+0,3 173,7+6,6 159,5+5,0
GIn 1282+35 89,7+31 528+26 711+27 54219 717+15 2225+24 604+49 81405 734+07 127775 98,7 +6,2
Arg 1293+48 1295+13 2234+24 1556+3,3 121,0+0,1 51,3+3,7 96,3+06 1581+10,0 1016+36 1156+29 1723+0,1 242,1+9,3
Ser 2209+53 1922+04 146,2+59 1525+12 660,4+0,3 1295+3,6 1696+4,2 1826+31 1792+12 159,6+0,7 169,9+*6,5 168,0+2,3
Thr 1732+0,2 1123+35 68,0+57 886+4,7 1746+26 486+50 =*656+29 708+3,7 1044+01 77,714 1035+93 1549+51
Val 2409+38 317,2+22 1925+4,0 2452+3,8 3451+32 177,8+0,3 443,0+39 2836+43 2285+34 2149+0,1 159677 166,1 + 2,7
Trp 68+12 11746 97+23 121+79 130%+6,2 99+26 15727 94%45 111+30 87+36 136+10,0 110+4,1
Tyr 149,7+22 1147+6,3 668+3,6 851+79 1535+34 805+10 1344+51 565+95 760+04 598+05 1323+6,2 118,7+0,2
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F10. tdblazat. A DNS metilacidjanak vizsgalata soran hasznalt optimalt értékek

Vegyulet | MRM atmenet (m/z) | Dwell time (ms) | DP (V) | EP (V) | CE (eV) | CXP (V)
G 152 — 110 25 100 10 40 15
152 — 135 25 50 10 15 12
c 112 — 95 25 50 7 25 10
112 — 94 25 80 6 25 12
126 — 83 25 60 9 17 15
smC
126 — 108 25 60 9 25 12
ShmC 142 — 81 80 50 9 30 10
142 — 124 35 80 5 20 14

F11. tdbldzat. A DNS metilacios mérésekhez optimalt kromatografias gradiens

t(perc)y | 0 6 9 11 11,5 17
A% (V/IV) 15 15 90 90 15 15
B% (V/V) 85 85 10 10 85 85

F12. tAblazat. A DNS metilaciés méresek kalibracios pontjainak statisztikai eredményei

Vegyilet Névleges koncentracié (%)
1 3 5 7 10 | 12 15
Atlag 10 (30|51 71 |99 |120]| 151
5mC

Pont, %) | 1,0 [03| 12| 10 | 10| 04 | 06
Prec, (RSD%) | 3,0 |17 |14 | 1,4 | 23| 1.8 | 15
0,005 | 0,01 | 0,02 ] 005| 02 | 05

Atlag 0,005 | 0,010 | 0,020 | 0,050 | 0,199 | 0,501

Pont,(%) | 20 | 1,0 | 05 | 04 | 05 | 02

Prec, (RSD%) | 2,0 | 20 | 45 | 1,8 | 35 | 26

5hmC
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