Szabo Pal
»Kvantitativ LC-MS alapu analitikai stratégidk komplex rendszerek vizsgadlatdra”

cim{ MTA doktori értekezésének biralata

Birdlatom egy rovid torténeti attekintéssel kezdem, amelynek a Jellt is szerves
részét képezi. Az atmoszférikus nyomasu ionforrast alkalmazé HPLC-MS és
MS/MS nagymliszerek tobb gyarté altal az 1990-es évek elején torténd piaci
bevezetése szamos tudomanyteriileten - a teljesség igénye nélkal - pl.
gyogyszeranalitika, novényvéddszermaradvanyok, mikotoxinok analitikdja,
kdbitészer  analitika, doppingszerek analitikdja, peptidek, fehérjék
tomegspektrometrids vizsgdlata jelentds attorést eredményezett. Utdbbiért, azaz
a fehérjék ESI-MS vizsgalati eljarasanak kidolgozasaért J.B. Fenn professzor 2002-
ben kémiai Nobel dijat kapott. Magyarorszagra 1993 végén és 1994 &szén
Szegedre érkezett az elsé két ,elektrospray” ionforrasal felszerelt HPLC-MS
készilék, az els6 HPLC-MS a Gabonakutatdba, ahol a Biralé is dolgozott, majd
utana egy HPLC-MS/MS az Egyetem Orvosi Vegytani Intézetébe, ahol a Jelolt mar
a miszer Uzembehelyezését kdvetéen bekapcsolddott az aminosavak, peptidek,
fehérjék HPLC-MS/MS vizsgalatdba. Az atmoszférikus nyomasd HPLC-MS/MS
eljarasok fejlesztésével, a kilonboz6 vegylletcsoportok kvantitativ. mérési
eljarasainak kidolgozdsaval mar tobb mint 30 éve foglalkozik. A Jeldlt ennek a
szertedgazo kutatémunkanak f6ként az utébbi 10 évben publiklt eredményeit
foglalja Gssze értekezésében. Az értekezés 28 nivds szaklapokban megjelent
kézleményen alapul, amelyeknél a Jelolt 1 kdzleményben elsé ill. 9 kézlemény
esetében utolsd szerzé. A 28 kdzleménybél 27 az utdbbi 10 évben keriilt kozlésre.
Az el6z6ekbdl kovetkezik, hogy a Jeldlt az egyik legnagyobb tapasztalattal
rendelkezd tomegspektrometrids szakember az orszagban. Ezért nem meglepé,
hogy szamos kuils6 szakmai partner is megtaldlta tomegspektrometrids
feladatokkal, f6ként HPLC-MS/MS maddszerek kidolgozasaval és rutin vizsgalatok
elvégzésével, amely vizsgalatok jelentds publikalt eredményeket hoztak. A 174
oldalas értekezés felépitése nem hagyomanyos, nem szerepel benne kiilon
»Irodalmi attekintés”, valamint , Anyag és mddszer” fejezet, hanem ezek helyett
egy ,A kutatdsi terllet hattere” és az , Alkalmazott analitikai mdszerek” cimi
fejezetet alkalmazza, valamint az ,Eredmények és értékelésik” fejezet is
tartalmaz tébb olyan metodikai részletet, amelyeket a Jel6lt dolgozott ki az adott
mintakra ill. minta matrixokra. Az értekezés elsé kézbe vételét kovetSen ez kicsit
furcsdnak tlint a Birdld szdmara, azonban az értekezés elolvasasat kdvetéen az
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fogalmazddott meg bennem, hogy ez volt a j6 megoldas, ilyen szertedgazé mintak
HPLC-MS/MS vizsgalati eljarasainak kidolgozasat és mérési eredményeit targyald
értekezésben. A Jel6lt is megjegyzi, hogy az alkalmazott mddszerek részletes
leirdsa meghaladta volna az értekezés terjedelmi korlatjat.

Az értekezés részletes attanulmanyozasat kovetSen az aldbbi megjegyzéseket
szeretném tenni:

1.

A 3. oldalon a Jel6lt a 2002-es kémiai Nobel dij esetében két személyt
emlit, azonban harman kaptak megosztva (Kurt Wuthrich a harmadik
személy, aki a fehérjék haromdimenziés szerkezetének NMR vizsgéalati
eljarassal torténd meghatarozasaért kapta a Nobel dijat). A dij egyik felét
J.B. Fenn és K. Tanaka professzorok, a masik felét K. Withrich professzor
kapta.

. Az elektron ionizacié soran jo lett volna megemliteni a 70 eV-os ionizacids

energiat, amely alapjan késziltek az Gn. 70 eV-os gyari
spektrumkényvtarak  (pl.  NIST, Wiley), amelyek eredményesen
hasznalhaték gyartétol fuggetlenil a mintdkban 1évé ismeretlen
komponensek azonositasara, kilondsen a kis moltémegd illékony, vagy
szarmazékképzési reakciokkal illékonnya teheté komponensek GC-MS
vizsgalatai soran, ahogy a Jel6lt is megemliti. EttSl eltéréen, az
atmoszférikus nyomdsu ionizaciot alkalmazé HPLC-MS/MS vizsgalatok
soran kapott témegspektrumokat jelentGsen befolyésolja a késziilék tipusa
és a mérési korilmények.

. Az ESI és APCI mellett az atmoszférikus nyomasu fotoionizaciét (APPI) -

még ha a Jelélt nem is alkalmazta a vizsgélatai soran - j6 lett volna
megemliteni. Az APPI eljérasra egy kérdés erejéig a késGbbiekben még
visszatérek.

A Jelélt emliti, hogy ,, Az elektroporlasztds soran az eluens egy kapillarison
aramlik at, amelyre nagyfeszultséget (1000-5500 V) kapcsolnak”. Ez
szamos gyartd elektroporlasztasos ionforrdsanal igy van (a Jelolt altal
felhasznalt Sciex gyartmanyu tomegspektrométereknél is), azonban pl. az
Agilent és a Bruker tomegspektrométerei nagy részénél a porlaszto és a
benne 1évé kapillaris fold potencidlon van.

. A 20. oldalon irt szilardfazisi extrakciéval kapcsolatban szeretném

megjegyezni, hogy az is SPE extrakci6, amikor a mérendé komponensek



athaladnak az SPE oszlopon és a mérést zavaré matrix komponensek
maradnak fent.

6. Az értekezésben szdmos alkalommal ,,poldros” és ,apolaros” megjegyzés
szerepel, tobben alkalmazzadk igy, azonban véleményem és mdsok
véleménye szerint is a polaris és apolaris a helyes.

7. A Jeldlt az 5. fejezetben a 43. oldalon irja ,Kulondsen az elektrospray
ionizacié jelentett attérést, mivel nemcsak a kis molekulatémeg,
klasszikus szerves vegyiletek ionizaldsat tette lehet6vé...” Az elektrospray
eljaras an. preformalt ionokat igényel az ionforrasba vezetve, ellentétben
az APCI és APPI ionforrasokkal az ESI ionforrasban ,,csak” a preformalt
ionoknak folyadékfazisbol gazfazisba torténd atjutasa toérténik.

8. A 73. oldalon a valtészelep ,B” pozicidjaban az egyik folyadékut nincs
berajzolva.

9. A 110. oldalon az 5.2.1.2 fejezetben az aminosavak elvalasztasaval
kapcsolatban irja a jel6lt, hogy ,, A probléma megolddsanak kulcsat az RX-
Sil oszlop jelentette, amely HILIC médban alkalmazva mind a 20
fehérjeépit6 aminosavat megfelel§ visszatartassal és egymastdl jol
elvalaszthatd médon tudta kezelni”. Az elvélasztds a 63. oldalon a 16-0s
szamu abran van bemutatva. Az aminosavak elvalasztasa az dbran kozel
sem tokéletes, 6 esetben is koelucid tortént. Az abran jél lathato, hogy csak
a Trp, a Ser, a Gly és a Pro eludlédott jelentds atfedés nélkiil. A Jeldlt persze
helyesen kihasznalta a tomegspektrométer altali szelektivitis novelés
lehet&ségét, melynek felhasznalasaval az egy kromatografids csticsban
koeludlddd komponensek is szelektiven kiértékelhetSk. Persze az mas
kérdés, hogy az esetleges koelicid milyen hatassal van az egyes
komponensek jelintenzitdsara a vizsgdlt bioldgiai mintakban... A
fehérjeeredetli aminosavak esetében alapvonal elvélasztast csak un.
oszlop el6tti szarmazékképzési reakcidk utdn lehet kapni C18-as RP-HPLC
oszlopon (pl. Bartok és mtsai, J. Liquid Chrom. 1994, 17: 4391-4403). Ma
mar a legtébb korszer( HPLC rendszer automata mintaadagoldja a gyors
szarmazékképzési reakcidkat automatikusan képes elvégezni.

10. A IUPAC szerint az elem jeleket (pl. N, O) nagy délt bet(ivel kell irni, ha
helyzetjel6l6ként (lokansként) hasznaljuk azokat. A tdmeg/toltést kis délt
betlivel kell irni (m/z). Tudomanyos szévegekben az in vivo és in vitro
kifejezéseket kis d6lt betdvel kell szedni (in vivo, in vitro). A ndvények és
allatok latin neveit is délt bet(ivel kell irni.



11. A biralé is gyakran hasznalja a laboratériumi szlengben a ,blank minta,
blank olddszer” elnevezést, azonban magyar nyelvii tudomanyos
munkakban a ,vak minta, vak oldészer” a helyes. :

12. A 169. oldalon az F1 és F2 tablazatok cimében eliitések vannak.

Kérdéseim a kdvetkezdk:

1. AlJel6lt eljarast dolgozott ki 480 szermaradvany HPLC-MS/MS vizsgélatara,
amely eljarast a Balint Analitika Kft. és az SGS Kft. is sikeresen alkalmaz. A
modszer kidolgozdsa soran és a gyakorlatban milye belsé standardokat
alkalmaztak/alkalmaznak? Ezen sokmintds napi rutin vizsgalatok soran a
belsé standardok alkalmazds igen fontos, mert a miiszer érzékenysége,
mint tudjuk napon beliil valtozhat.

2. A Sciex tomegspektrométerekhez vasarolhaté APPI ionforras (PhotoSpray
néven). Rendelkeztek-e ilyen ionforrassal és ha igen végeztek-e
6sszehasonlité vizsgadlatokat a szarmazékképzetlen szteroidok ESI, a
szarmazékképzett szteroidok ESI (az értekezésben alkalmazott eljaras) és a
szarmazékképzetlen szteroidok APPI ionforrasok felhasznaldsaval kapott
HPLC-MS/MS médszerek kdz6tt? Ha végeztek ilyen vizsgalatokat mi volt a
végsd konkluzid. Ezen kérdésemet azon kivancsisag okan teszem fel, hogy
lehetségesnek tartja-e, hogy APPI ionforrast alkalmazva hasonld vagy jobb
jel/zaj viszonyt érjink el a szarmazékképzetlen szteroidok esetén, mint
ugyanazon szteroidok szarmazékképzést kovet6 HPLC-ESIMS/MS
vizsgdlataval.

3. AlJelélt a 97. oldalon a favipiravir HRMS vizsgéalataval kapcsolatban emliti,
hogy dimerek sorozata volt megfigyelhet6 a mintdkban és a teljes
anyagmeérleg pontos meghatdrozasa azonban csak akkor lehetséges, ,ha
az azonositott szennyezSket izolaljdk vagy kereskedelmi forgalombdl
beszerzik, és valodi kalibraciés mddszerrel hatdrozzak meg azok abszolut
koncentraci6jat”. Megoldas lehetne a problémara, qNMR eljarassal
meghatarozni a fékomponens melletti szennyezéket, ha az NMR-es
szakember meggy6z6dott arrdl, hogy az 1D és 2D NMR spektrumokban
nincs jel atfedés?

4. A 111. oldalon a fermentdciés mintdkbdl toérténé aminosav
meghatarozassal kapcsolatban kérdezem, hogy nem lett volna-e megoldas
az is, ha izotépjelzett bels6 standardokat alkalmaznak? Bar gondolom, ez
nem egy koltséghatékony megoldas 20 aminosav esetén...



5. Aleldlt sikeresen alkalmazta a mérésen belili tdbbszéri polaritasvaltést is.
A gyakori, gyors polaritasvaltais nem okoz/okozhat problémat a
témegspektrométer elektronikajaban? Bar ndveli az egy mintara esd
analizis id6t, nem célszerli-e a mintakat, ha sziikséges, pozitiv és negativ
ion modban kiilon megmérni?

A 6 tézispontbdl 4-et valtoztatas nélkiil elfogadok, az I-es és llI-as tézispontokat
csak részben. Az l.1-es tézispont elsG felében emlitett 480 peszticid egy
injektalasbdl tortén6 HPLC-MS/MS meghatarozasara kifejlesztett sMRM
modszert mar tobb kdzleményben is leirtak, akar tébb mint 480 komponens
esetén is. Visszautalok a kérdéseim egyikére, amennyiben a Jeldlt mutatta ki
el8szor, hogy a prediktiv MRM vizsgalatok soran a szerkezeti interferenciak altal
okozott megtéveszté eredmények nagyfelbontdsi témegspektrometridval
feloldhaték, akkor elfogadom Gj eredményként. Ugyanakkor megjegyzem, hogy
a Jeldlt téziseiben szereplé kozlemények kdzoétt nincs ezzel kapcsolatos
publikacid, amely ezen mddszerfejlesztés Ujdonsagat jelezné. A lll-as tézispontbdl
a 2-es alpontot nem fogadom el Uj eredményként, mert mind a mintaoldd
erGssége csokkentésének és igy a nagyobb injektalhaté mintatérfogatnak,
valamint a mikro- és kapillaris LC technikdk érzékenységnéveld hatdsa ismert
jelenségek.

Véleményemet 6sszefoglalva megallapitom, hogy a Jel6lt tdbb mint 30 év alatt
jelent8s tudasra tett szert a HPLC-MS/MS technika terén is, szdmos eljarast
dolgozott ki kilonbdz6 szerves vegylletek kvalitativ és  kvantitativ
meghatarozésara, amelyeket eredményesen alkalmaztak mind a bioldgiai és
orvosi alap- és alkalmazott kutatasban, valamint az iparban is. Szakmai
tevékenysége jelent6sen hozzajarult a HPLC-MS és MS/MS technika hazai
elterjedésében. Ezek alapjan javaslom az MTA Doktori Tandcsanak a nyilvénos
védés kitlizését és sikeres védés esetén az MTA Doktora cim odaitélését.

Szeged, 2026. oktéber 15.

artok Tibor
az MTA doktora



