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1. Bevezetés: irodalmi attekintés

A.T. James ¢és A.J.P. Martin 1950. oktober 20-an mutattdk be az els6
gazkromatografot a Biokémiai Tarsasag talalkozdjan. A miiszerhez kothetd technika, a
gazkromatografia (GC), azota is a modern elvalasztastechnika teriiletének egyik
leggyakrabban alkalmazott modszere. Legel6szor illékony zsirsavak elvalasztasara
alkalmaztak. A késobbiekben sikeriilt megoldani az ’50-es évek legnagyobb analitikai
kémiai kihivasat jelenté koolajosszetétel meghatarozast. Ezt kovetden a kodolajipar
elképesztd mértéki fejlesztéseket eszkdzolt a modszerben, aminek kdszonhetden egyéb
tudomanytertiletek is (pl. biokémia, bioanalitika és élelmiszeranalitika) egyre gyakrabban
alkalmaztdk ezt a technikat. Az igazi 4tt6rés €s a mai napig tartd népszertiség az 1980-as
éveket kovetden a kapillaris oszlopok megjelenésének koszonheto [1].

A GC miiszerét alkalmazo azonositasi és mennyiségi meghatarozasok széleskori
elterjedése sziikségessé tette a mérések érzékenységének ¢€s szelektivitasanak folyamatos
fejlesztését. A probléma megoldéasara kiilonféle szdrmazékkészitési eljarasokat dolgoztak
Ki. Az elvalasztast megel6z0, jellemzden ,,0ffline” modszerek novelik az egy méréssel
elvalaszthatd OsszetevOok szamat, az elvalasztas hatékonysagat, modositjak a vegytilet
kotodését az oszlophoz, novelik a vegyiiletek termikus stabilitasat, tovabba a molekula
illékonysagat és apolaris jellegét az aktiv hidrogén lecserélésével [2]. Ilyen mddon a
korabban GC-vel nem mérhet6, polaris és csekély illékonysagn vegyiiletek is mérhetévé
valtak. A szadrmazékképzési technikdk koziil a trialkilszililezés, acilezés halogén-
karbonsav-szarmazékokkal, észteresités, alkilezés, oximalas és a bifunkcids vegyiiletek
gylrls szarmazékka alakitasa terjedt el [3].

A trialkilszililezésre gyakran hasznalt szintelen, vizzel nem elegyedd folyadékot, a
hexametil-diszilazant (HMDS) vagy mas néven bisz(trimetil-szilil)-amint Sauer és Hasek
allitottak el6 trimetil-klor-szilan (TMCS) és ammonia reagaltatasaval [4]. Brochmann és
mtsai az 1960-as évek elején el6szor alkalmaztak a HMDS-t szimpatomimetikus aminok
trimetilszilil  (TMS)  szarmazékka  alakitasara  gaz-folyadék  kromatografias
elvalasztasukat megeldzden [5]. Napjainkban széles korben hasznaljak, onmagaban vagy
trifluor-ecetsav (TFA) katalizator jelenlétében, foként szilil szarmazékok eldallitasara.

Specialis szimmetrikus szerkezete miatt, a megfelel6 HMDS:TFA arany megvalasztasa
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mellett, primer aminok acilezésére IS alkalmas szarmazékképzo elegyként 2015-ben
alkalmaztak el6szor kutatolaborunk munkatarsai [6-7].

Kutatomunkam célja a HMDS szarmazékképzé szer hagyomdnyos ¢és Uj
felhasznalasi modjainak vizsgéalata, melyben el0szor egy atfogd tanulmanyban a
hatékonyséagat trimetilszililez6 reagensként hasonlitom 0Ossze mas szarmazékképzo
szerekkel. A kutatas részeként az orvosi célokra és kabitdszerként egyarant gyakran
fogyasztott  kannabisz  hatdéanyagainak  korabban még nem  alkalmazott
gazkromatografias-tomegspektrometridss ~ (GC-MS)  meghatarozasi  lehetdségét
tanulmanyozom. Uj felhasznélasi teriiletként a HMDS szimmetrikus szerkezetének
koszonhetd acilezé tulajdonsagat elemzem és boévitem egyidejii trimetilszililezéssel,
aminosav (AS), amino-alkohol (AA), amino-cukor (AC), oligopeptid (két- és
haromtaga), valamint biogén monoamin (BMA) modellvegyiiletek GC-MS

azonositasaval és mennyiségi meghatarozasaval.

1.1 A szarmazékképzési tanulmany modellvegyiileteinek jellemzése

1.1.1 A leggyakoribb névényi kannabinoidok és bomlastermékeik

A marihuana régdta ismert és egyben a leggyakrabban fogyasztott kébitoszer. Az
elmult években készitett felmérések szerint a kannabisz fogyasztok szama a 250 milliot
IS meghaladhatja a vilagon. Szamuk tovabbra is novekvd iranyt mutat, legtobben
Azsiaban és Amerikaban élnek vele [8-9]. A magyar 18-64 éves korosztalyban a
marihuana életprevalencia értéke 7,4% [10]. A kannabisz hasznalat szabalyozasa az 1961.
marcius 30-an New Yorkban 160 orszag altal alairt Nemzetkozi Kabitoszer-ellendrzési
Egyezménnyel valt globalissd. Hazankban a 162/2003 Kormanyrendelet rendelkezik a
kabitoszer elGallitasara alkalmas novények, igy a kannabisz termesztésének,
forgalmazasanak és felhasznalasanak szabalyairdl is.

Jellemz6 alkaloidjai az 1. abran lathaté névényi kannabinoidok (KNBD). Ezen kiviil
terpéneket, fenoloidokat, lignanokat is tartalmaz, Osszesen tobb, mint négyszaz
vegyiiletet, melyek kozil a KNBD-0k szama hetven koriili. A hatdéanyag-tartalmuk
szerint harom f6 tipust kiilonboztetiink meg: Cannabis sativa, C. indica és C. ruderalis
[11]. A két f& hatéanyag a A°-tetrahidrokannabinol (THC) és a kannabidiol (CBD) a
tetrahidrokannabinolsav (THCA) és kannabidiolsav (CBDA) dekarboxilezédésével
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keletkezik UV-fény és ho hatasara (1d. fiiggelék 1. abra). Az indiai kender {6 pszichoaktiv
alkaloidja a THC. A nénemi egyedek levele, viraga atlagosan 1-3% THC-t tartalmaz és
Osszeségében magasabb hatéanyag-tartalmuak, mint a himnemtiek. A hasis, a névény
szaritott gyantaszeri kivonata, ennek tizszeresét is tartalmazhatja [12]. Kémiai
azonositasuk a THC ¢és az inaktiv CBD vagy [THC + kannabinol (CBN)] ¢s CBD aranya
alapjan torténik [13]. A CBN a THC-nal gyengébb biologiai aktivitast. Az ipari kender
pszichoaktiv hatéanyag-tartalma 0,2% alatti, CBD-tartalma magas. A rekreacios és orvosi
célra alkalmazott novény¢ ennél lényegesebben magasabb, ami jellemzden alacsony
CBD-tartalommal parosul. Az orvosi javallatra alkalmazott kender hatdéanyag-tartalmat,
illetve az egyes komponensek aranyat a termesztés soran szabalyozzak, a novényeket faj
szerint kémiai jellemz6ik alapjan csoportositjak.

A C. indicdt nemcsak gyogyaszati célokra, hanem pszichoaktiv hatdsa miatt élvezeti
szerként is hasznaljak, mig a C. ruderalis vadkenderként valt ismertté, féleg ipari
felhasznalasa jellemz6. A tudatmodosito hatasért a novény THC-tartalma a felelds, ami
dopamin (DA) felszabadulas révén relaxalt, euforikus allapotot idéz e¢l6. A CBD ezzel
szemben nem pszichoaktiv tulajdonsagl. Gyulladascsokkentd, hanyinger mérsékld,
anxiolitikus hatasu, emiatt az élelmiszeripar és szépségapolasi ipar eldszeretettel allit eld
CBD olaj tartalmu étrend-kiegészitdket, kozmetikai termékeket, melyek hazankban is
egyre divatosabbak. A gyogyaszatban, gyerekeknél és fiatal felnétteknél antiepileptikus
hatasaért alkalmazzak [14-15].

Az emberi szervezetben a kannabisz fogyasztast kovetéen, a THC metabolizacio
tjan, szinte teljes mennyiségében, 11-hidroxi-A°-tetrahidrokannabinolla (11-OH-THC)
és 11-nor-9-karboxi-A°-tetrahidrokannabinolla (THC-COOH) alakul. A metabolitok (1.
abra) glikuronidhoz kotve vizelettel iriilnek, illetve tartdos fogyasztas esetén
felhalmozdodnak a hajban és a koromben. Ezen tulajdonsagok biztositjak a fent emlitett
két vegyiilet biomarker szerepét. A vérplazma THC, illetve THC-COOH/THC
koncentracié aranya alapjan Huesties és mtsai modellt készitettek, mellyel az utolsod

kannabisz fogyasztas idopontjat becsiiltek egyszeri és kronikus szerfogyasztas utan [16-
18].
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Novényi kannabinoidok
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1. abra Kannabinoidok és metabolitjai szerkezeti képlete, roviditése €s molekulatomege
[M]

1.1.2  Fehérjeépité aminosavak tulajdonsagai és jelentosegiik

Az emberi szervezet fehérjéi L,a-aminosavakbol épiilnek fel (2. abra) melyek
ikerionos szerkezetiiek, amfoter tulajdonsaguak. Az els6 AS-at, az aszparagint (Asn), L.-
N. Vauquelin és P.J. Robique izolalta spargabol 1806-ban [19]. Valamennyi AS
szerkezetében kozos épitéelem az a-C-atomhoz kapcesolodd karboxil- és amino-csoport.
A kdzponti szénhez AS-anként kiilonb6z6 oldallanc kotédik (2. abra), mely meghatarozza

a molekula polaritasat és sav-bazis karakterét.
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Hisztidin
(His)
M = 155,2 g/mol

2. abra Fehérjeépité aminosavak szerkezeti képlete, roviditése és molekulatomege [M]

Szervezetiink képes az AS-ak tobbségét (59 %-at) eldallitani, azonban az

ugynevezett esszencialis AS-akat (41 %): a fenilalanint (Phe), a hisztidint (His), az

izoleucint (lle), a leucint (Leu), a lizint (Lys), a metionint (Met), a treonint (Thr), a

triptofant (Trp) és a valint (Val) kizarolag taplalékkal tudjuk bevinni [20-21]. Az emberi

test fehérjéi esszencidlis és nem esszencidlis AS-akbol felépiild peptidlancokbol allnak,

melyekben az egyes épitéelemek a-karboxil-csoportja kapcsolodik a soron kovetkezd AS
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a-amino-csoportjahoz savamid kotésekkel. Az igy 1étrejové molekulak szamos funkciot
ellatnak szervezetiinkben: részt vesznek a szerkezetkialakitasban (az izmok, a csontok és
a bor felépitésében), az izmok 6sszehuzodasaban, az enzimmolekuldk felépitésében, a
transzportfolyamatokban, a korokozokkal szembeni védekezésben, tovabba hormonok €s
novekedési faktorok épitdkovei [12, 20]. Biologiailag szerteagazd és fontos szerepiik
miatt, az emberi szovetekben és testnedvekben mért fiziologiastol eltérd koncentracidjuk
diagnosztikai jelentéségli. A kdzponti idegrendszerben neurotranszmitterként betoltott
funkcidjuk alapjan megkiilonboztetiink gatld [alanin (Ala), glicin (Gly), y-amino-vajsav
(GABA)] és serkent6 [aszparaginsav (Asp), cisztein (Cys), glutaminsav (Glu)] AS-akat.
neurologiai betegségekkel. A serkentd AS-ak tulzott jelenléte roncsolhatja az
idegsejteket, mely agyi ischémia, epilepszia és Alzheimer betegségben nyilvanulhat meg
[22]. A mitokondrialis betegség Osszetett tiinetegyiittessel (izomgyengeség, lataszavar,
tanulasi nehézség, cukorbetegség, epilepszia és memoriazavar) jelentkezo korkép, melyre
a vérplazma emelkedett Ala és/vagy prolin (Pro) szintje utalhat, kiilondsképpen, ha
tejsavas acidozissal is tarsul [23]. A gatld ingeriiletatvivd molekulak megnévekedett
koncentracidja szorongast és kiilonféle motoros diszfunkciokat okozhat [22].

A neurotranszmitter funkcioval nem rendelkezd AS-ak is részt vesznek a szervezet
normdl miikddésének fenntartdsdban vagy éppen betegségek kialakulasdban, ezért
koncentraciojuk megfeleld szinten tartdsa nélkiilozhetetlen. Az elagazd lancu
aminosavakat [(BCAA): Leu, Ile és Val)] tartalmazo étrend-kiegészitok azért is
népszeriieck a sportolok korében, mert a plusz Leu-bevitel révén serkentik az izmok
fehérje szintézisét, ezaltal novelve az izomerdt. A benniik 1évé Ile a cukoranyag
homeosztazisaért felelds, segiti az izmok cukorfelvételét [24]. A sok jotékony hatasa
mellett a BCAA-készitmények thlzott fogyasztasa modosithatja a szerotonin (ST) és a
DA szintjét, ezaltal befolyasolhatja az agyi viselkedést, mely hosszi tavon
neurodegenerativ.  korkép kialakulasahoz vezethet [25]. A Phe ¢és a karos
bomlastermékeinek felhalmozodasa a szervezetben altalaban nem a talzott bevitel miatt
alakul ki, hanem a tetrahidrobiopterin, illetve a dihidrobiopterinreduktaz hianya vagy a
fenilalanin-hidroxilaz enzim hibas miikodésének kovetkeztében. A fenilketonuria az
egyik legismertebb orokletes anyagcserezavar, melynek jellemzé tiinete a szellemi

leépiilés. Eppen ezért a betegséget mér csecsemékorban sziirik, a vizsgalathoz beszaritott
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mérik tandem tomegspektrométerrel (MS/MS) [26]. A fenti példakbol egyértelmiivé
valik, hogy az AS-ak mennyiségi meghatarozasa kulcsfontossagu lehet diagnosztikai

szempontbol is.

1.1.3 Biogén monoaminok és metabolitjaik

A monoamin neurotranszmitter vagy BMA clnevezés magaba foglalja a
katecholamin tipust vegyiiletek: epinefrin (EP), norepinefrin (NE), normetanefrin
(NORMNE), DA, tiramin (TYR) és 3-metoxi-tiramin (3-MeTYR), valamint a triptamin
tipusuak: ST, triptamin (T) és 5-metoxi-triptamin (5-MeT) képvisel6it (3. abra). A
katecholaminok ko6z0s szerkezeti eleme a benzol gylirthoz kapcsolodd két

hidroxilcsoport (pirokatechin-gytrii), melyek koziil az egyikhez metilcsoport kotédhet.

Katecholaminok

HO HO HO
HO: : N NH, \o: : NNk HOD\(\H/

OH OH OH
Norepinefrin (NOREP) Normetanefrin (NORMNE) Epinefrin (EP)
M = 169,2 g/mol M = 183,2 g/mol M =183,2 g/mol
o
HO HO HO HO
OH
Hojij\/\NH2 \©\/\NHZ \OD\/\NHZ HomL
Dopamin (DA) Tiramin (TYR) 3-metoxi-tiramin 3,4-dihidroxi-
M = 153,2 g/mol M =137,2 g/mol (3-MeTYR) fenilalanin
M =167,2 g/mol (I-DOPA)
M =197,2 g/mol
Triptaminok
N N N
[ I /{ < ,[ I /{ ,[ I /€
o HO
NH, NH, NH,
Triptamin (T) 5-metoxi-triptamin (5-MeT) Szerotonin (ST)
M = 160,2 g/mol M = 190,2 g/mol M = 176,2 g/mol

3. abra Biogén monoaminok szerkezeti képlete, roviditése és molekulatomege [M]
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Az etil-lanc, amit hidroxilcsoport szubsztitualhat, primer vagy szekunder
aminocsoportban végzdodik. A triptamin/indolamin tipusu vegyiiletekben az indol-gytiri
¢s terminalis aminocsoport kozott szintén etil-lanc talalhat6. A gylri a Cs-6s helyen
hidroxil- vagy metoxicsoportot tartalmazhat.

A katecholaminok szintézise (I1d. fiiggelék 2. és 4. abra) a mellékveseveloben Tyr-
bol, 3,4-dihidroxi-fenilalaninon (I-DOPA) keresztiil, az indolamin ST-¢é, mas néven az 5-
hidroxi-triptaminé Trp-bol torténik. Inaktivalasukban és lebontasukban (I1d. fiiggelék 3.
és 5. abra) a monoamino-oxidaz és a katechol-O-metiltranszferaz enzimek jatszanak
szerepet [20]. A folyamat végén, oxidativ dezaminalast kovetéen, a DA-bol
homovanillinsav (HVA), az EP-b6l és a NOREP-b41 a vanillil-mandulasav (VMA), mig
a ST-bol az 5-hidroxi-indolecetsav (5-HIAA) keletkezik [27].

Az idegrendszerben a BMA-ok (3. abra) ingeriiletatvivok, azaz neurotranszmitterek,
ezért tulzott fogyasztasuk egészségligyi panaszokhoz vezethet, pl. a TYR 1n.
»sajtreakcioban” akut vérnyomas és vércukorszint emelkedést okozhat [28-29]. A ST a
magatartasi folyamatokban, az alvas-ébrenlét ciklusban és az étvagy szabdlyozisaban
Biologiai fontossaguk miatt a BMA-ok és a savas metabolitjainak (4. dbra) a vérben vagy
a vizeletben mért koncentracioja indikator szerepet jatszik a neuroldgiai betegségek
diagnosztizalasaban. Parkinson-kérban a HVA koncentracidja lecsokken [20]. A T
mennyisége a skizofréniaval, depresszidval és figyelemzavarral [29], a vizelet emelkedett

HVA és VMA szintje a neuroblasztomaval [31] hozhat6 6sszefiiggésbe.

H
HO
~ /
o on ) QP
\o OH HO OH
OH
o

Vanillil-mandulasav Homovanillin sav 5-hidroxi-indolecetsav
(VMA) (HVA) (5-HIAA)
M = 198,2 g/mol M = 182,2 g/mol M =191,2 g/mol

4. dbra Biogén monoamin metabolitok szerkezeti képlete, roviditése és molekulatomege
[M]

A szervezeten kiviil a természetben is szdmos helyen megtalalhatok, névényekben és

allatokban, valamint a feldolgozasukkal késziilt élelmiszerekben is megjelennek [28].

Husok, tejtermékek mindségének a tarolas alatt bekovetkezo valtozasa nyomon kdvethetd
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szintén megallapithat6 ezen vegyiiletek mennyiségi meghatarozasaval [33-34].

1.2 Modellvegyiiletek meghatarozasa szarmazékképzés nélkiil a GC modszerével

A novényi KBND-ok hasznalata hosszu multra tekint vissza, igy a szakirodalomban
szamos miiszeres mérési lehetdségeiket taglald forras taldlhatd. A legjabb kutatdsi
iranyzatok megismerése céljabol PhD-munkam alatt a 2000-2020 idGintervallumban
tanulmanyoztam az irodalmat.

A feldolgozott tudomanyos kézleményekbdl kideriilt, hogy a névényi KBND-ok
gazkromatografiasan szarmazékképzés nélkiil (1. tablazat), valamint perfluoracil- és
trialkilszilil szarmazékka alakitast kovetéen is mérhetdk (2., 3. és 6. tablazat).
Szarmazékképzés nélkiil eloszor 1968-ban Aramaki és mtsai vizsgaltak ndvényi minta
KNBD-tartalmat langionizacios detektort (FID) alkalmazva [35]. Az utobbi husz év
publikaciot, melyben a kromatografids elvalasztast nem elézte meg szdrmazékképzés,
matrix szerint csoportositva (5. abra), azt lathatjuk, hogy a modszert azota is féként
novényi mintak Osszetételének meghatarozasra hasznaltak [36-52]. A FID toretlen
népszerlisége annak is koszonhetd, hogy a hatdsag altal lefoglalt szaritott novényi
maradvanyokat [13, 53-57] vagy a gyanta szarmazékokat [53] a modszerrel gyorsan és
hatékonyan tudtdk azonositani. Ezekben a kutatasokban elsédleges szempont volt a
kémiai 0sszetétel megallapitasa, melyhez a FID elegendd informaciét biztositott [13, 37-
38, 41-44, 51, 53-54], mivel a névények kemotipus szerinti besorolasa a hatdéanyagok
egymashoz viszonyitott ardnya alapjan tortént. Azokban a tanulméanyokban, ahol
biologiai minta KNBD-tartalmat mérték FID helyett tomegspektrometrias (MS)
detektalast hasznaltak. A szdrmazékképzés nélkiili biologiai minték koziil a leggyakoribb
a haj [58-63] volt, amit a nyal [64-66] kovetett. Standard oldatokat [67], e-cigaretta tolto
folyadékat [68] és az anyatejbe [69] bekeriilo6 KNBD-kat egy-egy esetben vizsgaltak.
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5. abra A vizsgalat matrixok megoszlasa a szarmazékképzés nélkiili tanulmanyokban
2000-2020 kozotti

A matrix tipusa nemcsak a detektort, hanem a mintaelékészités modjat is
meghatdrozta. Novényi szovet vizsgalatakor eldszor a minta viztartalmat tavolitottak el
hagyomanyos szaritassal (szabad levegén vagy szaritoszekrényben) és liofilizalassal. A
hatoanyagokat szerves oldoszerrel, pl. etanollal (EtOH) [37, 51, 57], metanollal (MeOH)
[46, 50, 52-53], hexannal [36], tetrabutil-ammoénium-hidroxiddal (tBuOH) [56] vagy
oldoszerelegyekkel [13, 41-44, 54] vontak ki. Specialis eljarasként jelent meg a
szuperkritikus folyadék extrakcid [45, 47] és a kavékapszulas kivonas, melyben
ujratolthetd kaveékapszulaba helyezték a feldarabolt ndvényi mintat, majd ezt a kavéf6zo
gépbe illesztve engedték at rajta az extrahalé-oldatot [55]. A klasszikus folyadék
extrakcios eljarasok mellett gbztéranalizissel tarsitott szilard f4zisu mikroextrakciot (HS-
SPME) is alkalmaztak n6vény, haj és anyatej KNBD-tartalmanak vizsgalatara [39-40, 60-
61, 69]. Haj elemzésénél, amennyiben a kabitoszer-fogyasztas tényét kivantak igazolni,
elsé 1épésként a mintak feliiletét megtisztitottak szerves oldoszerrel az esetleges
szennyezddésektdl. A mosast gyakran lugos hidrolizis kdvette, majd az extrakcio. A
biologiai mintdk eldkészitése, ami a megfeleld érzékenységet biztositotta, altalaban

szarmazékképzés nélkiil is egy tobb 1épéses, hossz és munkaigényes folyamat volt.
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1. tablazat KNBD-0k gazkromatografias vizsgalata szarmazékképzés nélkiil

Mitrix/ .y Adatgyiijtés/ | LOD | LOQ Vizsgalt kannabinoidok (KNBD) :
o Dusitas 2 . .. Hiv.
mennyiség detektalas ng/ml; ng/mg (egyéb vegyiiletek)
levél/50 mg extr. (etoH) FID - - THC, CBD, CBC [37]
névény/50 mg extr. (cHci FID - - LHE, CBD, CBDV, THCV, CBC, CBGM, (3]
: Ridr, v
IldVéIly/60 mg HS‘SPME FS = = CBG, c’:BN ! ! ! ! ! 40]
haj/50 mg *mosas GC-MS-SIM _0,05-0,07 0,19-0,25 THC, CBN [59]
8 4 9

oyanta tomb/25 Mg eXtr. (hexin) GC-MS-SIM - - ééfs A*-THC, CBN, CBD, CBV, CBC, 34
haj/10 mg mosas, hidr., HS-SPME  GC-MS-SIM 0,07 0,12 THC, CBN, CBD [60]
Iefoglalt pOI’/lOO Mg  extr. (loroform: MeOH (1:9)) FID - - THC, CBN, CBD [13]
fggég}f;l}z JANACS  extr. queory 2D-GC-FID i - THC, CBD (heroin) 53]
nyal/0,2 ml PMME GC-MS-SIM__ 0,68 226 THC [64]
novény/ZO-lOO mg extr. (kloroform: MeOH (1:9)) FID - - THC, THCV, CBD, CBC, CBG, CBN |;444:!-]-
haj/10 mg hidr., HS-SPME cc-Ms-MRM - 9907 0082 1i4c, cBN, cBD [61]
haj/50 mg hidr., extr. (vizes oldat + pentany GC-MS-SIM 0,015 0,02 THC (kokain) [62]
névény/50 mg SFE, FUSE T - THC, CBD, CBN [45]
nyal/0,1 ml SPME GC-MS-SIM__ 0,52 2-200 THC, CBN, CBD [65]
noveny/0.2 g extr. (veon) GC-MS-FS - -~ THC, CBN, CBD, CBG [46]
névény/50 mg SFE (sc-coz, E10H) GLXbL . - THC, CBN, CBC, CV, CBG (rerpénck)  [47]
nGveny/25 g EXIr. (hexin) GC-MS - -~ THC, CBD, CBN [48]
lefoglalt novény/0,1 g extr. (kloroform: MeOH (19) FID - -~ THC, THCV, CBD, CBC, CBG, CBN [54]
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1. tablazat folytatasa
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Matrix/ .y Adatgyiijtés/ | LOD  LOQ Vizsgalt kannabinoidok (KNBD) :
P Dusitas s . .. Hiv.
mennyiség detektalas ng/ml; ng/mg (egyéb vegyiiletek)
novény/50 mg parologtato, SPE GC-MS-SIM - 1-2 ug/miCBD, CBC, THC, CBN [49]
anyatej/50 pl HS-SPME GC-MS-SIM 10 20 CBD,CBN, THC [69]
haj/10-100mg extr. (veoH) cc-ms-sivm - 9003 Q09 Thc, cBD, CBN (egyéb LC-MS) [63]
novény (komld)/10 mg,q. ¢ GC-MS-MRM  6,0-69 THCV, CBC, CBD, A% ¢és A%-THC, CBG, [50]
100 mg - (MeOH) (QuQ) pg/inj. - CBN, A°-THCA
THCV, CBD, CBC, A% ¢és A*-THC, CBG,
standard oldat ; GC-VUVaorm 5 ppm - CBI%’ e C AT e [67]
lefoglalt novény/ L . GC-Q-SIM 50-90 170-300 THC, CBN, CBD
0.2 Kévekapszulas extr. @ea)  “GolMs 200 500 THC + CBD [55]
nyal/0,5-1,5 ml SPME GC-MS-SIM 1-5 1-10 THC, CBN, CBD (9 szintetikus KNBD) [66]
novény/2 g liofilizalas, extr. (eton) GC-FID - - A8- és A°-THC, CBD, CBN, THCA, CBDA [51]
lefoglalt nov./10 mg  extr. BuoH) Q-MS-FS - - A’-THC, CBN, THCV, CV, CBC, CBD, [56]
: GC-MS-FS CBD, CBN, A®%- ¢s A°-THC, CBCi, CBEA;
e-cigaretta/0.2ml - extr. gexin+ £TAC) FTIR ' " CBL:CBDV; CBG; CBC [68]
0,005- j
kendermag/1g EXtr. (MeoH) ce-ms-siv - 001 001005 e cap caN [52]
olaj/0,2 ml 5-20 10-50
.. CBDV, THCV, CBD, CBC, THC, CBN,

Jelolések: 1d. Roviditések, valamint - = nincs adat; extr. = egyszerii vagy ultrahangos razatas/kivonas, amit szlirés kovet; CBGM =

kannabigerol monometiléter, THCV = tetrahidrokannabivarin; hidr. = savas/lugos vagy enzimatikus hidrolizis; *mosas = a marihuana
fiistnek 60 percig kitett minta tisztitasa harom moso oldattal; PMME = polimer monolit mikroextraktcid; HS-SPDE = g6ztér elemzés szilard
fazisu dinamikus extrakcioval; SFE = szuperkritikus folyadék extrakcid; SC-CO; = szuperkritikus szén-dioxid; FUSE = fokuszalt
ultrahangos extrakcio; 2D = két dimenzid; inj. = injektalas; IMS = ion mozgékonysagon alapuld spektroszkopia; nov. = névény; Q-MS =
kvadrupol-MS; FTIR = Fourier transzformacios infravords spektroszkopia; CBCi = kannabicitran; CBEA = kannabielzoin sav
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Osszeségében a szarmazékképzés nélkiili GC-s elvalasztas legnagyobb hatranya,
a hosszu extrakcios eljarasok mellett, hogy a THCA-bol és a CBDA-bol az injektorban
magas hofok hatasara dekarboxilez6déssel THC és CBD keletkezik, ez a modszer
alkalmazhatdsagat novényi mintak KNBD 0Osszetételének meghatarozasara korlatozta.
Tovabbi problémat jelentett, hogy a szerves oldoszeres extrakciot kovetden szamos egyéb
hatéanyag is a kivonatba jutott. A hatéanyagok szelektiv mérését MS detektalasi

modszerekkel segitették.

A KNBD-okkal szemben az AS-ak szarmazékka alakitasa elkeriilhetetlen a GC-
elvalasztasukat megel6zéen nagy polaritasuk és kis illékonysaguk miatt. A BMA-okra
szintén nem jellemz6 az extrakciot kovetd kozvetlen injektdlds. Az utdbbi 20 évben
kozzétett és altalam tanulmanyozott szakirodalmi adatok szerint a HPLC és GC
tudomanyteriiletén  gyakran  alkalmaztak  szdrmazékképzést. A  HPLC-s
mintael6készitésnél a klasszikusan az aminocsoportot szubsztitualo reagensek mellett a
detektalds szelektivitdsat célzo technikak keriiltek elétérbe, mig a GC-t alkalmazo
meghatarozasoknal a kloroformatos és kétlépcsds szarmazékka alakitas (trialkilszililezést

koveto acilezés) biztositotta a megfeleld érzékenységet.

1.3  Modellvegyiiletek GC-MS meghatarozasa szarmazékképzést kovetden

1.3.1 Meghatarozas trimetilszilil szarmazékokként

A trimetilszililezést a hidroxil-, a tiol-, az amino- és az amidcsoportok, valamint a
szerves savak aktiv hidrogénjének lecserélésére hasznaljak, aprotikus, aktiv hidrogénnel
nem rendelkez6 olddszer jelenlétében (pl. dimetil-formamid, piridin (PYR) és acetonitril
(ACN)). Az eljarast az (1) egyenlet foglalja 6ssze:

R-XH + Q-SiMes — R-XSiMes (+QH), )
ahol R-HX a célvegyiilet és R-XSiMes a trimetilszililez6 reagens [3].

Altalanossagban a hidroxil- és karboxil- funkciés csoportok szililezése jobb
eredményt ad, mint a primer és szekunder aminok vagy amidok 4talakitdsa. A tobb
funkcioés csoporti molekuldkbdl részlegesen vagy teljesen szililezett termékek
készithetok [2]. A szarmazékka alakitand6 minta funkcids csoportja szerint a reaktivitasi

sorrend a kdvetkezd: alkoholok > fenolok > karbonsavak > aminok > amidok > tiolok [3,
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70]. A reakciohoz legtobbszor a szamitott reagens elegy sztochiometrikus mennyiségének
tizszeresét alkalmazzak.

A reagensek kozott a szililezd képesség szerint a kovetkezd sorrend allithato fel:
HMDS < TMCS < N-metil-N-(trimetilszilil)acetamid < MSTFA < bisz(trimetilszilil)-
acetamid < BSTFA < N-trimetilszilil-imidazol (TMSIm). A szarmazékképz6 szerek
onmagukban vagy tobb reagens elegyeként hasznalatosak [2]. A keverékek koziil a
TMSIM:BSTFA:TMCS 1:1:1 elegye a legerésebb [3].

A modszer hatranya, hogy az (1) egyenlet szerint a szerves vegyiileteken kiviil
szamos aktiv hidrogénnel rendelkezd vegyiilet pl. H2O, H>O> vagy a szervetlen savak is
reagalnak a szarmazékképzd szerekkel. A mellékreakciok elkertilésének érdekében a
mintakat vagy az azokbol készitett extraktumokat a szdrmazékképzési 1épés elott szarazra
kell pérolni rotacids vakuumbeparld vagy No-dram segitségével. A reakcioban keletkezd
termékek érzékenyek a hidrolizisre, ezért az alkalmazott reagensfelesleget az injektalast

megeldzden sem célszerii eltavolitani [71].

1.3.1.1 KNBD-ok trialkilszilil szarmazékképzési lehetéségei

A KNBD-okat is vizmentes kodzegben alakitottak szarmazékka, altalaban az
erélyesebb reagensnek szamito BSTFA-val (2. tablazat) és MSTFA-val (3. tablazat). A
trimetilszililezés az elobbi két vegyiilettel a legkiilonfélébb mintak KNBD-tartalmanak
meghatarozasat megel6z6 mintaelokészités része volt.

A vizsgalt matrixokat 6sszegezve (6. abra), megallapithato a novényi [50-51, 72-73],
¢és kornyezeti viz [74-75] mintak, valamint a kenderb6l késziilt élelmiszerek [76] hattérbe
szorulasa, ugyanakkor a biologia mintak széles korti tanulmanyozasa. A [77]
publikacidban teljes farmakokinetikai vizsgalatot végeztek disznd vér, epe, vese, sziv,
tiidd, izom, 1€p, zsirszévet, mdj, livegtest és agy mintdkon. A kabitdszer fogyasztas
igazolasara, illetve KNBD kimutatasara €16 szervezetben leggyakrabban vér [77-94],
vizelet [78, 86-87, 95-105] és haj [58, 78, 106-112] mintat vizsgaltak, de korombal [113],
nyalbol [87, 100, 114], tiid6folyadékbol [115] és epébdl [77, 116] is sikeriilt kimutatni
ezen vegyiileteket. A haj mintak el6készitése megegyezett az 1.2 fejezetben ismertetett
eljarassal. Az extraktumokat beparlas és szerves oldoszeres visszaoldast kdvetéen

alakitottak szarmazékka. Ha a kabitoszer fogyasztas igazolasa volt a cél, a hajban a THC
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metabolitjait keresték, akarcsak a tobbi emlds szovetben és testnedvben. Vér és vizelet
mintak THC-COOH- ¢és 11-OH-THC-tartalmanak meghatarozasanal fontos szempont
volt a vegyiilet sav-bazis karaktere. Ezért a kivonasnal két frakciot gyjtottek [58, 77, 82,
85, 87, 89-92, 109-110, 113, 116]. A KNBD-ok ¢és a 11-OH-THC-kivonasat
semleges/enyhén lugos kozegbdl, mig a THC-COOH-¢t gyakran savasbol végezték. A
bomlastermékeket vizsgald tanulmanyok fele csak a THC-COOH-t [58, 74-75, 78, 82,
87, 89, 95-96, 98-101, 105, 108-109, 113-114, 116], mig a masik fele mindkét vegyiiletet
[67, 77, 79, 81, 83-86, 88, 90-93, 97, 102-103, 110, 112, 115] mérte. Ezekben a
kutatasokban a 11-OH-THC és THC-COOH gliikuronid konjugatumait szarmazékka

alakitas el6tt hidrolizissel bontottak.

N
o

(6]

= MSTFA
mBSTFA

=
o

(2000-2020)

Tudomanyos
kozelmények szama
o

S S SRS SRS, ST, P RS
SEECC S P W A

& F S
RS & .
N & &
Vizsgalt matrix

6. abra A trialkilszililezési KNBD vizsgalatok matrix szerinti megoszlasa 2000-2020
kozott

Lagos hidrolizisnél [58, 77-78, 87, 95-96, 98-100, 105, 109, 113, 115] NaOH vagy KOH
jelenlétében melegitették a mintat, mig az enzimatikus eljarast B-glikuronidazzal
végezték [79, 81, 83, 101-104, 116]. A [97] tanulmany Szerzéi kétlépcsds hidrolizist
alkalmaztak, ahol az enzimatikus bontast a lugos kovette. Vér és vizelet mintaknal a
gliikuronid hidrolizisét négy tanulmanyban elézte meg fehérjekicsapas, ami utdn
centrifugaltak vagy szlrték a mintakat [82, 84, 93, 116]. A fehérjeeltavolitas és a
metabolitfelszabaditas utan a mintael6készitést a célvegyiiletek kivonasaval folytattak.
A KNBD-ok dusitasara a kutatasok felében folyadék extrakciot hasznaltak [50-51,
58, 67, 72-73, 76-78, 86-88, 91-92, 94, 100-101, 104-105, 110, 113, 115]. Leggyakrabban
kiilonféle szerves oldoszerelegyekkel vontak ki a hatéanyagot [76-78, 87-88, 91-92, 94,
96, 99-101, 104-105, 109-110, 113, 115], altalaban a hexan:etil-acetat (ETAC) 9:1 (v/v)
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Osszetételt alkalmaztak. Tovabbi folyadék extrakcios lehetdségként megjelent az ETAC
[86], az ACN [72], a hexan [73], a MeOH [50, 73] és az EtOH [51, 72]. A semleges ¢és
savas frakcio kiilon gyiijtésénél el6szor a kivondszert alkalmaztak 6nmagaban, majd a
szerves fazis eltavolitdsa utan a mintat savanyitottak és a kivonast megismételték. Az
extrakcio utan a szerves fazisokat egyesitették és beszaritottak, kivétel [110], ahol THC-
COOH-tartalmu savas extraktumot kiilon acilezték. A célvegyiiletek dusitasanak masik
gyakori médja a szilard fazisu extrakcio (SPE) [74, 79-85, 89-90, 95, 97, 102-103, 108,
111-112, 114, 116] volt, ritkan az SPME-t [75], illetve ennck géztéranalizissel tarsitott
valtozatat (HS-SPME) is alkalmaztak [106-107]. V4jtiiregli membran (HF-LPME) [98]
és eldre toltott oszlop (MEPS) [93] felszinén torténd mikroextrakciokra egy-egy példat
talaltam.

A dusitast kovetd szarmazékképzésnél a szililezd reagenseket vizsgalva
megallapithatd, hogy a leggyakrabban a BSTFA-t 1% TMCS katalizatorral egyiitt
alkalmaztak, kivétel [78, 96, 99], ahol 6nmagaban keriilt felhasznalasra, valamint [73],
ahol 2% TMCS volt a szarmazékképzé elegyben. Az MSTFA-t elénybe részesitd
kutatasokban altalanosan mell6zték a katalizatort. Ennek ellenére néhanyszor itt is
hasznaltak TMCS-t 99:1 [101], 98:2 [76] vagy extrém esetben 95:5 [93] térfogat
aranyban. A TMCS-nal erélyesebb katalizatort, a trimetilszilil-jodid (TMSI) alacsony,
0,2%-0s koncentracioban alkalmaztak [109]. Specialis Osszetételként jelent meg az
MSTFA/NH4I/DTE [102, 108] és az MSTFA /NHal/etantiol [105]. A mintael6készitésnél
legtobbszor a beparolt kivonatokhoz kozvetleniil adtak a szarmazékképzo reagenst, a
mintak visszaoldasa nélkiil. Az oldészert alkalmazok koziil legtobben az ETAC-ot [50-
51, 67, 79, 81, 86, 99, 114, 116] hasznaltak, mig a PYR-t harom [72-73, 80], a toluolt
[82] egy kutatocsoport valasztotta.

Az Osszehasonlitas a publikaciok alapos attanulmanyozasa utan is nehéz az eltérd
matrixok és detektalasi modszerek miatt. A reagenseket €s az oldoszereket altaldban
korabbi irodalmi adatok alapjan alkalmaztdk, a vélasztds okat nem indokoltdk. A
reagenseknél, a katalizatoroknal és az olddszereknél tapasztaltaknal is nagyobb volt az
alkalmazott reakciokoriilmények valtozatossaga. A reakciohéfok 37-125 °C, mig a
reakci6idé 1-60 perc kozott valtozott. Leggyakrabban 70 °C-on készitették a
szarmazékokat [50-51, 67, 76-78, 82-84, 86, 88, 90, 95, 97, 99-101, 108, 113, 115-116],
ezt kovette a 80 °C [72, 74, 79, 81, 89, 91, 104, 112] és a 60 °C [80, 94, 96, 102, 109,
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114]. Harom-harom tanulmanyban talaltam 65 °C-ot [58, 85, 111] és 90 °C-ot [98, 103,
107], mig egy-egy publikacioban 37 °C [73], 40 °C [75], 75 °C [110], 85 °C [93], és
125 °C [106] volt a kozolt érték. A kutatasok kozel felében 30 percig reagaltattak a
mintakat [50-51, 67, 72, 76, 83, 85-86, 89, 91, 96, 99-100, 104, 108, 110-111, 115-116].
Ennél rovidebb reakcidid6t tizenhat esetben alkalmaztak, rendre 1 [112], 8 [107], 10 [75,
95], 15 [78, 98, 113-114] és 20 percet [58, 77, 82, 90, 101-102, 106, 109]. Egy oras
szarmazékka alakitast négy [73-74, 80, 88], negyvendt perceset 6t [79, 81, 84, 97, 103],
mig negyven perceset két [93-94] publikacioban olvastam. A reakcidohoz sziikséges
koriilményeket egy kutatasban mikrohullamtl feltaroberendezéssel biztositottak, 750W
teljesitményen 1,5 percig melegitették a mintat. Legtobb tanulmanyban a
reakciokoriilményeket sem optimalizaltdk, hanem kordbbi kutatomunkakra hivatkozva
alkalmaztak egy-egy szarmazékképzési modszert.

A mintaelOkészitéssel ellentétben az adatgyiijtésnél mar egyértelmii volt, hogy a
legtobbek altal valasztott SIM (selected ion monitoring) modszerrel a szelektivitast és az
érzékenységet novelték a FID-hez képest, akarcsak az MS/MS adatgytijtéssel, amit
tizenharom kutatasban alkalmaztak. Teljes pasztazas (FS) (full scan) tizemmodban csak
ritkan [72-73, 77, 89, 104] gytjtottek adatot. Specialis detektalasként jelent meg a
vakuum ultraibolya spektroszkopia (VUV) [67], mellyel standard vegyiileteket
azonositottak mennyiségi meghatarozas nélkiil. Hat tanulmany standard oldatok mérése
mellett addicioval igazolta a modszeriik gyakorlati alkalmazhatosagat plazma/vér [78, 80,
86], kiilonféle élelmiszerek [72], vizelet [86, 101] és komlo [50] matrixot vizsgalva.
Sokkomponensii minta dsszetevdinek elvalasztasara a két dimenzids gazkromatografiat

(2D-GC-MS) talaltak megfelelének [82-84, 88, 97].

23



ve

DOI:10.14753/SE.2021.2508

2. tablazat KNBD-0k gazkromatografias tomegspektrometrias vizsgalata BSTFA-val képzett szilil szarmazékokként

(ET)

Matrix/ ‘e Szarmazékkeépzés Adat- | LOD | LOQ Vizsgalt kannabinoidok (KNBD) |,
mennyisé Disitas gylijtés/ (egyéb vegyiiletek) Hiv.
yiseg reagens °C |perc| detektalas | ng/ml, ng/g 8yeb vesy
L. hidr., extr.
F]/gjr/,S\Szr;lget/l ml (hexan:ETAC BSTFA 70 15 I\(ASSI’:{R/IA)S 5 THC-COOH [78]
9:1))
vizelet/1,5ml  hidr., SPE BSTFA, 1% TMCS 70 10  SIM 245 9,48 THC-COOH [95]
plazma/Lml  hidr., SPE BSTFA, 1% TMCS 80 45 SIM (PCI) 0,5-1,0 0,5-1,0 THC, 11-OH-THC, THC-COOH  [79]
0 ul. human — spg BSTFA, 1% TMCS 60 60 SIM(El) - 10 THC [80]
hidr,,
haj/50 mg (ShavaSE?r’;tcr BSTFA, 1% TMCS 65 20 SIM(E) 15 51 THC-COOH [58]
(9:1))
, hidr., extr.
legaylgggggéfg"z glexiniTac BSTFA, 19%TMCS 70 20 FS (EN) - 0,55 THC,11-OH-THC, THC-COOH  [77]
R EY)
plazma/Lml  hidr., SPE BSTFA, 1% TMCS 80 45 SIM(PCI) -  0,5-1 THC, 11-OH-THC, THC-COOH  [81]
vér/l ml deprot.  BSTFA, 1% TMCS 70 20 ZD'?ECI)"V'S 1,0 THC, THC-COOH [82]
hidr., extr.
vizelet/I ml  (hexin:eTac BSTFA 60 30  SIM 08 26 THC-COOH [96]
©:1)
plazma/Lml  hidr., SPE BSTFA, 1% TMCS 70 30 2D-GC-MS 155025 THC, 11-OH-THC, THC-COOH  [83]
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2. tablazat folytatasa
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Matrix/ Diisita Szarmazékkeépzés Ag.?t,' y LOD | LOQ Vizsgalt kannabinoidok (KNBD) | i,
mennyiség usitas o syujtes, (egyéb vegyiiletek) '
reagens C |perc| detektalas | ng/ml, ng/g
haj/loomg  MATeo - BSTFA, 1% TMCS 125 20 SIM  10-16 39-48 THC, CBD, CBN [106]
nyal/l1 ml SPE BSTFA, 1% TMCS 60 15 SIM(EI) -  0,1-1 THC,CBD, CBN, THC-COOH  [114]
2r/1 ml deprot. -
vertm POL W BSTFA 1% TMCS 70 45 2D-GC-MS - 92> THC, 11-OH-THC, THC-COOH [84,
vizelet/2 ml hidr. @ ’ 97]
hidr.,
epe/l ml deprot,,  BSTFA,1%TMCS 70 30 SIM(E) 028 086 THC,THC-COOH [116]
vizelet/1 ml rllllgfiiPME BSTFA, 1% TMCS 90 15 SIM(El) 15 2,0 THC-COOH [98]
vér/0,5 ml SPE BSTFA, 1% TMCS 65 30  MatWS 029 8% Thc 11.0H-THC, THC-COOH  [85]
novény, olaj, extr. CBD, CBDA, A%- és A%-THC,
¢lelmiszer/ (AcNvegy  BSTFA, 1% TMCS 80 30 FS  lpgg - THCA, CBN. CBG, CBGA, CBDV, [72]
0,03-3 g EIOH) THCV. CBC
75 ppb THC, 11-OH-THC
Vér, vizelet-  extr. grac) BSTFA, 1% TMCS 70 30 Q'V'QS{\'){'RSM ; [86]
q 25 ppm THC-COOH
. , 1,8- 8_ 4c A9
novény (komlo)/ MS/MS ’ _ THCV, CBC, CBD, A®- és A*-THC,
GC- 3-10 THCV, CBD, CBC, A%-és A°>-THC,
standard oldat - BSTFA, 1% TMCS 70 30 - CBG, CBN, A%-THCA 11-OH-THC, [67]
VUVasonm  ppm

THC-COOH
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2. tablazat folytatasa

Matrix/ Diisita Szarmazékkeépzés Ag.?t,' y LOD | LOQ Vizsgalt kannabinoidok (KNBD) |
mennyiség usitas syujtes, (egyéb vegyiiletek) V.
reagens °C |perc| detektalas | ng/ml, ng/g
Vizelet/ hidr., extr.
0.15 ml (ETAChexan BSTFA 90 15 SIM 1 2,5 CBN, CBD, THC-COOH [99]
' (1:4))

simEn 25 &7

i1z 6,1 20,4 A8_ac AO.
novény/2 g Lofilizdlds goTrA 195 TMCS 70 30 vos. CBDA THC, CBD, CBN, THCA, 51)

extr. (etoH _
= Ge-FID %5 Y

o hidr., extr.
mydl, vizelet/  erac BSTFA,1%TMCS 70 30  SIM 0,203 0,809 THC, CBD, THC-COOH [100]
(9:1))
v 1 , hidr., extr.
tiidd folyadék/ : CBD, CBN, THC, 11-OH-THC,
tidd foly v FTAC BSTFA, 1% TMCS 70 30  SIM  02:03 0508 S8 S, [115]
CBDV, A°-THCV, CBD, CBL, .
novény/ extr. QTOF-FS _ CBDVA, CBDA, CBGA, CBC, A®-
100 myg (MeOH + hexam B0 1 T4 2% TMCS 37 60 " &y és A°-THC. CBG, CBN, THCA, L8]
(160 egyéb)
vl vér hidr., extr.
Y iota'm|  Geinetac BSTFA, 1% TMCS - - SIM - 0,2-0,3 THC, CBD, THC-COOH [87]
(9:1))

Jelolések: 1d. Roviditések, 1. tablazat, valamint: PCI = pozitiv kémiai ionizé4cid (positive chemical ionization); deprot. = fehérjekicsapas;
HF-LPME = v4jtiiregii membran-folyadék mikroextrakcio; CBGA = kannabigerolsav; CBDVA = kannabidivarin sav; QTOF = kvadrupol-

repiilési id6 analizator
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Erdemes megjegyezni, hogy a BSTFA reagens alkalmazasa foleg Huestis és mtsai
[18, 79, 81, 83-84, 97, 117-131] kozleményeiben fordult el6. A 2. tablazatban szerepld

adatokon kiviil tovabbi két dimenzids (2D) gazkromatografias eljardsokat dolgoztak ki a

szelektivitas javitasara [124-131]. Az eljarast sokféle teriiletre Kkiterjesztették és

alkalmaztak. Mivel a kutatocsoport munkéja biokémiai és toxikologiai szempontbol is

érdekes az analitikusok szamara, roviden 0sszegzem a legfontosabb ismérveit:

Tudomanyos adatbazist biztositott a nyalban el6fordulo KNBD-okhoz [124].
A rendszeres kannabisz hasznalokat vizsgalva karakterizalta a KNBD kitirtilését
vérbol, az eredmények pontosabb ismertetésével [125].

Optimalizalta a lugos és az enzimatikus hidrolizist a KNBD-0k jobb kinyerésére
vizeletbol [126].

kannabisz megvonast kovetden [127].

Osszefiiggést allapitott meg és irt le a dozis és az adagolasok kozott eltelt idd,
valamint a vizeletben mért KNBD koncentracio kozott [128].

Nyal mintavevd késziilék kidolgozasaval biztositotta a megbizhatd analitikai és
technikai koriilményeket a KNBD-0k meghatarozasahoz. Vizsgalta a minta
stabilitasanak szerepét a THC, a 11-OH-THC, a THC-COOH, a CBN ¢és a CBD
koncentraciok mérésében rendszeres €s egyszeri kannabisz fogyasztast kovetden
[129-130].

Vérplazma farmakokinetikai vizsgalataval kiilonbséget tett a kronikus és eseti

kannabisz fogyasztok kozott [131].
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3. tablazat KNBD-ok gazkromatografias tomegspektrometrias vizsgalata MSTFA-s szarmazékképzés utan

e Szarmazékképzés Adat- LOD | LO . .
Matrix/ | g i gyijtés/ Q Vlzsga“( ka”,gab'”Q!fgkkgKNBD) Hiv.
mennyiseg reagens °C |perc| detektalas | ng/ml, ng/g egyeb vegyulete
haj/10 mg s e MSTFA 9 8 SIM(EN 50-140 270 CBD,CBN, THC [107]
haj/50 mg Qidr. MSTFAINHW/DTE 70 30 '\?SSI’M)S ~ THC, CBD, CBN, THC-COOH  [108]
kender extr
glelmiszer/L ml XU MSTFA, 2% TMCS 70 30 SIM(El) 03-0,6 1-2 THC,CBD,CBN [76]
vagy 1 g (hexan:IPA (9:1))
hidr., extr.
vizelet2ml  crowea MSTFA, 1% TMCS 70 20 SIM(El) 3 - ;]';i'cgﬁz'bﬁészer) [101]
(9:1) &
hidr., extr.
korom/30 mg  exinkrac  MSTFA 70 15 SIM(E) 35 200 THC, THC- COOH (amfetaminok) [113]
(9:1))
vizele2ml  hidr., SPE*MSTFA/NH{/DTE 60 20  SIM 0L 02 THC, 11-OH-THC, THC-COOH  [102]
patkany vizelel pigr; SPE MSTFA 90 45 SIM(El) 0,082 0,21-7 THC, 11-OH-THC, THC-COOH  [103]
folyoviz/500 ml,
szennyviz/  SPE MSTFA 80 60 MSIMS 593 399 THC, THC-COOH [74]
Y (SIM) (12 egyéb kabitészer)
100_200 ml egye aoltoszer
hidr., extr.
vizelet'25ml  (exinerac  MSTFA 80 30 FS(E) - . CBG [104]
(7:1))
extr.
vér/1 ml teimeTac MSTFA 70 60 2D-GC-MS 025 2> CBD: THC, CBN, LL-OR-THC,  raq)
(5:1)) ’
hidr., extr.
. XU\ STFRA, MS/MS
haj/50-100 Mg texinstTaC ) 20 ThISI 60 20 NAY 001 004 THC, THC-COOH [109]

(5:1))
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3. tdblazat folytatasa

6¢

Matrix/ | pool Szdrmazékkeépzés gﬁl’%?g ;| LOP | LOQ | vizsgalt kannabinoidok (KNBD) | i,
mennyiség reagens °C |perc| detektalds | ng/ml, ng/g (egyéb vegyiiletek)
, MSTFA 125 3383
szennyviz/10 ml ?ZME M 4 10 SIMEN P e THC, THC-COOH [75]
Idr., extr. I
. o MSTFA /NHgl/etantiol MS/MS
VlZEIet/l ml gf:j)-()e;n:ETAC MW 750 W, 115 perc (SRM) 0,057 0,189 THC'COOH [105]
, THC, THC-COOH
Vér/1 ml SPE MSTFA 80 30 FS 5 10 in s amfetamin szdrm) [89]
plazma vagy 0,15- 0,30- AL )
plazma vagy  pg MSTFA 70 20 SIME) °55° %35 THC, 11-OH-THC, THC-COOH  [90]
automatizalt
szérum/l ml extr. hexin: MSTFA 80 30 SIM 0103 0,6-1,1 THC, 11-OH-THC, THC-COOH  [91]
ETAC (9:1))
XTI, (i ~ MSIMS - THC, CBD, 11-OH-THC,
plazma/l ml— Fo oy MSTFA (QqQ SIM) 0.1-05 ¢ cooh [92]
plazma/0,25 ml PIOL:  MSTFA, 5% TMCS 85 40 '(\,"VISF’{'\I\"A? 01 01 THC,11-OH-THC, THC-COOH  [93]
hidr., extr. MS/SM 0,03-
haj/50 mg (hexin ETAC MSTFA 75 30 (MRM, 14 %é/rf]g THC, CBD, CBN, 11-OH-THC  [110]
(9:2)) NCI) pg/mg
haj/20 mg hidr., SPE MSTFA 60 30 (Q'(;"QS{\'X'SM) pg}mg pgfmg THC, CBD, CBN [111]
szerum/l ml - X b MSTFA 60 40 '(V,\'/ISF/{'\,C/S 00y 0,2:30 LSO THE, THEA, CBD. gy
: automatizalt MS/MS  0,2-2,0 0,5-5,0 THC, CBD, CBN, 11-OH-THC,
haj/25 mg hidr., SPE MSTFA 80 1 (MRM) pg/mg pg/mg THC-COOH [112]

Jelolések: 1d. Roviditések, 1., 2. tablazat, valamint: NCI = negativ kémiai ionizacio; DTE = ditioeritritol; MW = mikrohulldmt
melegités; SPE* =kalciummal keményitett /3-ciklodextrines extrakcioval hasonlitva; MEPS = mikroextrakcio elére t6ltott oszlopon;
SRM = vélasztott reakcio nyomon kovetése (selected reaction monitoring)
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Az MSTFA ¢és a BSTFA mellett a szintén jol ismert szililezé szer, az N-terc-butil-
dimetil-szilil-N-metil-trifluoracetamid (MTBSTFA) alkalmazasa elenyész6 volt a
szililezés eredményességét csokkentd térbeli gatlas miatt (nagy helyigényt tercier-butil
csoport bevezetése), de ennek ellenére nem példa nélkiili [104, 132-133]. Magyar
kutatocsoport vizelet CBG-tartalmat mérte [104]. Balducci és mtsai egy aktualis kérdésre
keresték a valaszt - leveg6 THC-, CBD- és CBN-tartalmanak a mérésével — a helyi
drogfogyasztasi szokasokat kutattak. A mintakat ciklohexanos és kloroformos extrakciot
kovetéen MeOH: NaHCO3 (10:1) elegyével razattak. A szerves fazist beparlasa utan
ETAC:MTBSTFA + 1% TMCS (1:1, v/v) eleggyel szarmazékka alakitottak. A GC-
MS/MS vizsgalatkor a levegében 1év6 pszichoaktiv anyagok mennyisége ~0,001-5,0
ng/cm® levegd értéknek adédott. Brazil kutatok a THC-COOH jelenlétét keresték
Ujsziilottek magzatszurkaban [133]. A mintakat 24 oraval a sziiletés utan gytijtotték, majd
egy lépésben NaOH-0s oldattal bontottak a gliilkuronid konjugatumokat és extrahaltak a
THC-COOH-t. Az SPE-s dusitas eldtt sosavval semlegesitették az extraktumot. A
szarmazékképzéshez 70 °C-on 30 percig melegitették az el6zdleg beparolt oldatot.
Validalt modszeriikkel megallapithato volt az anya kannabisz fogyasztasa a gesztacios

id6szakban.

1.3.1.2 AS-ak trialkilszilil szarmazékképzési lehetoségei

Az AS-ak trimetilszililezését 1961-ben Rithlmann és mtsai alkalmaztak eldszor.
1965-ben és 1966-ben Smith és mtsai a KNBD vegyiiletcsalad szarmazékka alakitasahoz
korabban még nem hasznalt HMDS reagenssel képeztek szilil szarmazékot TMCS
katalizator jelenlétében. BSTFA-t 1968-ban hasznaltak el6szor AS-ak szarmazékka
alakitasahoz [134]. Az el6bbi reakciokban az amino- és karboxilcsoportok is
szubsztitualodtak. A 4. tablazat az AS-szilil észterek [22, 78, 135-140] és a kétlépcsos
szarmazékképzéskor (1. szililezés, 2. acilezés) keletkezé termékek [141] GC-MS
meghatarozasi lehet6ségeit ismerteti.

Az AS-ak vizsgalatanal is az elvalasztast megel6z6 mintaeldkészités része volt az
extrakcid. Vizeletbdl, vérbdl, gerincvel6i folyadékbdl vagy agyszdovetbdl altalaban
folyadék-folyadék extrakcioval (LLE) vontak ki a célvegyiileteket. Li és mtsai a
korabbiakhoz képest egy ujfajta keverdbabas extrakciot dolgoztak ki [137].
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4. tablazat Aminosavak gazkromatografias tomegspektrometrias vizsgalata trialkilszilil szarmazékokként

Matrix/ Disiti Szarmazékképzés gﬁlf]?gs } LOD | LOQ V'ilfsgélt %S ] Hiv.
mennyiseg reagens °C |perc| detektalas | ng/ml, ng/g (egyéb vegyiiletek)

. Ala, Arg, Asp, Cys, Glu, Gly, His,
gerincvelSi ToF-Ms 121 83.7- 1o ey Lys, Met, Phe, Pro; Ser,  [78,
go%a%elk/ extr. (meon) MSTFA, 1% TMCS 40 30 (APCI) 7r]2|\’/? 2?;%/17 Thr, Tyr, Val, szarkozin 135]

' (13 egyéb)

Ala, Arg, Asp, Cys, Glu, Gly, His,
g%rf’;ggr'é extr. MTBSTFA, 70 20 SIM(EN 0346 1.2:154lle, Leu, Lys, Met, Phe, Pro, Ser,  ;5¢)
veaszirén (H20+1PA) 1% TBDMCS pg pg Thr, Tyr, Val, Nva, GABA, Met,
uvegszu Asn, HYP (2-amino pimelinsav)
agyi szovet, lizalo MW Ala, Cys, Glu, Gly, lle, Leu, Lys,

gy 0,01- 0,02 y y Y
szerum/ 0,1 ml  puffer, BSTFA, 1% TMCS  700W SIM (EI) 423 707 Met Pro, Ser, Thr, Val, Met, Asn,  [22]
deprot. 3 perc : " szarkozin
agyi szgvet, HF-SBSE BSTFA 7'\(48% SIM (El) 0,3-17 1-50 Gly, Met, Tyr, Tr [137]
szérum/2 ml 2 perc : y: » 1YL AP
SPE vagy - 10 Gly, Thr, B-Ala, Met, Asn, Lys, Gln,
plazma/50 ul  extr. meon MSTFA 37 30 FS (EI) - - Slu CP)he, Iée, I_(?u, Tyr,bier, Trp, [138]
/H20/CHCI3) a, Orn, Cys (15 egyé
) 0,04- 0,12 é:a’ ﬁrgv ﬁSpl’_Asnl’_ Cysi\’/lGluéGln’
- ,04- 0,12- Gly, His, lle, Leu, Lys, Met, Orn,
bor/0,1 ml (liofili-  MSTFA 3730 SIM(ED 545 5855 Pro, Ser Th, Trp, Tor. Val GABA [139]
zalas) (10 egyéb)
plazma/50 pl extr. (MeoH) mg-ll-llzzﬁ 28 %8 SIM(ElI) 0,01 0,06 Orn,Lys, Arg [141]
. HMDS+TFA 50 30 MS/MS ;

Jelolések: 1d. Roviditések, 1., 2., 3. tablazat, valamint: SBSE = keverdbabas extrakcio (stir bar sorptive extraction); MBTFA = N-metil-
bisz(trifluoracetamid); APCI = atmoszférikus nyomast kémiai ionizacié (atmospheric pressure chemical ionization)
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A modszeriik érdekessége, hogy a kivonast kovetd szarmazékképzés BSTFA-val a
keverdbaba feliiletén tortént, a reakcidhoz sziikséges aktivalasi energiat mikrohullamt
feltaroberendezés biztositotta. Az eljaras hatranya volt, hogy a tobbi kutatassal
ellentétben, csak négy AS egyidejii mérését valdsitottak meg. Ezzel szemben egy brazil
kutatdcsoport szintén mikrohullimu késziiléket alkalmazott a mintael6készitésnél,
melyben 16 AS-at 1% TMCS-t tartalmazé6 BSTFA-val alakitottak trimetilszililezett
szarmazékokka [22].

A BSTFA mellett az MSTFA reagenst is gyakran alkalmaztak katalizatorral [78, 135]
vagy anélkiil [138-139]. Gerincveldi folyadék vizsgalatanak optimalizalasanal végeztek
BSTFA és MSTFA reagens 0sszehasonlitast, mindkét reagenshez 1% TMCS katalizatort
adtak. A tanulmanyban az MSTFA + 1% TMCS parost talaltak jobbnak [78, 135].
Katalizator nélkiili MSTFA-val szilard fazisu szarmazékképzési eljarast dolgoztak ki
vérplazma AS-tartalmanak meghatarozasara [138]. A szarmazékképzé szert kozvetleniil
az SPE oszlopra vitték fel, majd 10 perc varakozast kovetéen hexannal elualtak a
szarmazékokat. Eljarasuk hatékonysagat a klasszikus LLE modszerhez hasonlitottak,
mennyiségi meghatarozast nem végeztek. Szintén katalizator mentes MSTFA-t
alkalmaztak a borban talalhato AS-ak liofilizalast kovetd kozvetlen szarmazékka
alakitasara is szerves savak jelenlétében [139]. A modszer hatranya volt, hogy a vizsgalt
huszonegy AS-bol 6tnél (Ala, GABA, Met, Orn, Lys) nem keletkeztek egységes
termékek, tovabba a Gly-t kis érzékenysége, a GIn-t tilzottan kiszélesedett csticsalakja
miatt kizartak a vizsgalatbol. Az egységes termékek létrehozasahoz kétlépcsds szililezési
eljarast dolgoztak ki [140]. A modszert vizelet kozvetlen Met-, szénhidrat-, poliol- és
amin-tartalmanak ~ meghatarozasara  alkalmaztdk. = A korabban  ismertetett
szarmazékképzésekhez képest nem igényelt bonyolult mintaeldkészitést, mivel sem
extrakciora, sem a vizelet beszaritdsadra nem volt sziikség. Els6 1épésként TFA-tartalmt
HMDS:ETAC 1:1 aranyu elegyet adtak a vizelethez és 50 °C-on 30 percig melegitették.
A reakcidt nyitott edényben végezték, hogy a keletkez6 ammonia szabadon tavozhasson.
Masodik 1épésként BSTFA hozzaadasa utan az oldatot 80 °C-on fiitotték 30 percig. A
HMDS-t 6nmagéban nem talaltdk elégségesnek az aminocsoportok szilil-szarmazékka
alakitdsahoz, ezért a reakci6t BSTFA-val tették teljessé. Az AS aminocsoportok
szubsztitualasanak masik lehetdségeként, az MSTFA-as szililezést kdvetden, masodik

1épésben MBTFA-val acileztek [141]. Az eljarast vérplazma dibazisos AS-tartalmanak
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(Orn, Lys, Arg) meghatarozéasara dolgoztak ki. A szilil szarmazékka alakitast nemcsak
folyékony mintak (vér, bor és vizelet), hanem aeroszol AS-tartalmanak mérésére is
hasznaltak. A sziirére gyijtott mintak extrahalasahoz H2O:izopropanol (IPA) elegyet
alkalmaztak, szarmazékképz6 szerként 1% terc-butil-dimetil-klor-szilan (TBDMCS)
katalizatort tartalmazo MTBSTFA-t. Az oldatot 70 °C-on 20 percig melegitették [136].
Az ismertetett irodalmi tanulmanyok koziil tobbnél gondot okozott az arginin (Arg),
a His [22, 135, 139], a Cys [135], az Asn és a Trp [139] szilil-szarmazékainak elégtelen

termikus stabilitasa, ami miatt GC-MS meghatarozasuk kivitelezhetetlen volt.

1.3.1.3 BMA-ok trialkilszilil szarmazékképzési lehetoségei

A BMA-ok mennyiségi meghatarozasa biologiai matrixbol (vér és vizelet) mind a
mai napig kihivast jelent6 feladat az analitikusok szaméara. Ezekben a mintakban a BMA-
ok nagysagrendekkel kisebb mennyiségben fordulnak eld, mint metabolitjaik, ezaltal
egyidejli mérésiik uj mintaeldkészitési modszerek kidolgozasat igényli.

A szakirodalomban talalt egylépcsds trimetilszililezés a korabban alkalmazott
kolorimetrids VMA mennyiségi meghatarozasat hivatott kivaltani egy modernebb,
pontosabb modszer segitségével. Ennek érdekében egy vietnami kutatdcsoport
neuroblasztoma diagnosztizaldsara és monitorozasara vizeletb6l ETAC-os kivonast
kovetden a szerves fazist BSTFA-val reagaltatta 80 °C-on 75 percig, majd a mintat
kozvetleniil injektaltak a GC-késziilékbe [31].

A késobbi kutatasok alkalmaval az egylépcsds modszert kiegészitették egy masodik
lépéssel, perfluoracilezéssel (5. tablazat). A duasitast kovet6en el6szor HMDS-sel
reagaltattak a kivonatot enyhe koriilményeket mellett (40 °C 10 perc), ezzel védték ki a
,tulszililez6dést”, vagyis az aminocsoportok TMS szarmazékka alakulasat. Ezt kvetden
N-metil-bisz(perfluor)-butiramidot (MBHFBA) hasznaltak az acil-szarmazékok
létrehozasahoz szintén enyhe reakciokoriilmények (80 °C 5 perc) kozott. HMDS helyett
MSTFA-t alkalmazva melléktermékek keletkezését figyelték meg, melyekben az
aminocsoportok is TMS szarmazékok formajaban jelentek meg, ezért ennek hasznalatat
elvetették [142-144]. A kétlépéses szililezés-acilezés hatranya volt, hogy kiilon

frakciobol hataroztak meg a BMA-okat és a savas metabolitjaikat.
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5. tablazat Biogén monoaminok kétlépcsds szarmazékképzése
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Matrix/ Szarmazékképzés Adat- LOD | LOQ | Vizsgalt biogén monoaminok _
> Dusitas gytijtés/ (BMA) Hiv.
mennyiség reagens °C |perc| detektalas | ng/ml, ng/g (egyéb vegyiiletek)
HMDS (ETAC) 40 20
, MeOH-0s DA, EP, NORMNE, NOREP, EP,
zebrahal larva/- (ooD! SIM 04081247 2l IR [145]
MBHFBA 80 10
savas
SPE HMDS (ETAC) 40 10 o8 DA, TYR, DOPAC, NORMNE, 3-
vizelet/200 Wl MCX 3 MRM  bizi- - NOLER MR MEHPS ER ST 142)
frakcio kus 6 AS) | ' '
MBHFBA 80 5 0,02- (6 AS)
0,11
_ SPE HMDS (ETAC) 40 10 014. 074. HVA MHPG, DOPAC, VMA, 5-
vizelet/200 ul  MCX 2 MRM  OYE O HIAA DA NORMNE, NOREP, [143]
frakcid MBHEBA 80 5 EP, I-DOPA, ST
SPE HMDS (ETAC) 40 10 005. 017. HVA DOPAC, VMA, 5-HIAA,
vizelet/200 ul  MCX 2 sim Q% 027 DA NORMNE, NOREP, EP, - [144]
frakcio : 8 DOPA, ST
MBHFBA 80 5

Jelolések: 1d. Roviditések, 1., 2., 3., 4. tablazat, valamint: MXC: vegyes kation cserél6 oszlop (mixed cation exchange), MHPG = 3-

metoxi-4-hidroxifenil glikol; DOPAC = 3,4-dihidroxifenil-ecetsav; MN = metanefrin
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A BMA-ok vizsgalatanal hasznalt adatgytijtési technikak kozott nem talaltam szamottevo
eltérést a kimutatasi hatar (LOD) és meghatarozhatdsagi hatar (LOQ) értékekben, akar
MS/MS (MRM) [142-143], akar SIM [144] technikat alkalmaztak.

Human betegségek tanulményozésa nemcsak vizeletbdl hanem a pontyfélék
csaladjaba tartozo zebrahal (Danio rerio) larvainak vizsgalataval is lehetséges [145]. A
szerves higany vegyiiletek jelenlétében vizsgaltak. Fehérjekicsapas utan, a korabbiakhoz
hasonlé szarmazékképzési eljarast alkalmaztak, az oldoszer (ETAC) mennyiségét €s a
reakcididéket novelték, a nagyobb valaszjelek érdekében. A szililezés optimalizalasakor
a HMDS-t és az MSTFA-t hasonlitottak Gssze. A vizsgalatban a BMA-ok kicsivel
nagyobb valaszjelet adtak HMDS-sel, mint MSTFA-val.

1.3.2 Meghatarozas perfluoracilezett szarmazékokként

A vegyliletek perfluoracilezett szarmazékokka alakitasa nem noveli az
illékonysagukat olyan mértékben, mint a metilezés vagy a szililezés, mégis sokrétiien
alkalmazhatd. A perflouracilezés alapegyenletét (2) mutatja.

Y:H + R-CO-X - R-CO-Y + X:H, )
ahol Y:H a célvegyiilet és R-CO-X az acilezészer [2, 146].

Reagensként a heptafluor-butilcsoportnal konnyebb (fluorozott) acilcsoportok vagy
sav-kloridok hasznalatosak. E reakcid soran melléktermékként erés szervetlen sav (HCI)
keletkezik, melyet elkeriilni a sav-kloridok anhidridekre cserélésével lehet. Leggyakoribb
szarmazékképz6 szerek: a trifluor-ecetsavanhidrid (TFAA), a pentafluor-
propionsavanhidrid (PFPAA) és a heptafluor-vajsavanhidrid (HFBAA). Ezen
reagensekkel keletkezett szarmazékok illékonysaga kozott nincs jelentds kiilonbség.
Reakciokozegként inert oldoszereket alkalmaznak pl. étert, ETAC-ot és tetrahidrofurant.
Az alkoholok savas észteresitésénél viz keletkezik, melyet vizmentes MgSOs-tal,
molekula szitaval vagy egyéb vizzel reagald anyaggal lehet megkotni. A reakciokban
keletkez6é HCl-nal gyengébb szerves savakat bazikus anyagokkal pl. PYR, trietilamin és
szilard NaHCOsz vagy forralassal eliminaljak [146]. A BMA-0ok kétlépcsds
szarmazékképzésénél  [2, 146] alkalmazott = MBHFBA-BMA  reakcidban

melléktermékként viz vagy erds sav helyett semleges savamid képzddik. Az acilezést
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altalanosan az aminocsoportok modositasara alkalmazzak, de tobbek kozott hidroxil-,
tiolcsoport és amidok is reagalnak, bar az amidok az aminoknal kevésbé reaktivak. Az
aminocsoportoknal a térbeli gatlas nehezitheti a reakciot, masodik hidrogén-atomjuk
kevésbé reakcioképes.

Specialis acilezés lehetséges, ha a perfluorsavanhidridek helyett kloroformatokat
hasznalunk. A reakciot tanacsos ugyanolyan alkil/aril gyokii alkohol jelenlétében
végezni, mint a szarmazékképz6 reagens. A modszer egyarant alkalmazhaté AS-ak,
aminok, alkoholok és tiolok szarmazékka alakitasara. Elénye, hogy magas viztartalmt
mintak szdrmazékokkd alakitdsdra is hasznalhatd, mivel viz jelenlétére kevésbé
érzékenyek, mint a korabban ismertetett reagensek. A reakcid gyors és mar szobahdfokon
is lejatszodik [2, 146].

KNBD-ok acilezésekor (6. tablazat) reagensként a klasszikus savanhidrideket, a
TFAA-t [16, 80, 147-150] vagy a PFPAA-t [109-110, 151-158] hasznaltak. Ezekben a
vizsgalatokban a cél a THC és THC-COOH mennyiségének megallapitasa volt, sok
KNBD egyiittes mérése nem volt jellemzd, kivétel [159]. Annak ellenére, hogy
legtobbszor egyszerre egy-harom célvegyliletet vizsgaltak, az adatokat a nagy
szelektivitasu SIM és MS/MS technikakkal egyforma gyakorisaggal gytijtotték, kivétel
[159], ahol FS-t alkalmaztak. Az acilezést a karboxil- és hidroxilcsoportok eltérd
reakciokészségét kihasznalva foként biologiai mintak: vér [16, 80, 147, 149, 152, 159-
160], haj [109-110, 151, 153-157], vizelet [150, 158-160], epe [159], nyal [161] és

izzadsag folt [148] meghatarozasara javasoltak (7. abra).
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7. abra A perfluoracilezési KNBD vizsgalatok matrix szerinti megoszlasa 2000-2020
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6. tablazat KNBD gazkromatografias tomegspektrometrias vizsgalata perfluoracil- vagy egyéb észter szarmazékokként

Matrix/ Szarmazékképzés Adat- LOD | LOQ Vizsgalt kannabinoidok _
Matrid | pggitas gyiijtés/ (KNBD) Hiv.
yiseg reagens °C |perc| detektalas | ng/ml, ng/g (egyéb vegyiiletek)

vér/Iml  SPE TFAA/CHCI 70 10 SIM(NCI) -  0,2-0,5 THC, 11-OH-THC [147]
5 CHCIzIPA simEn 9°90 011 ~pgn cpN THC

haj/somg & €79 PFPAA/PFPOH 65 30 pg/5mg ”gllg‘g [151]
B hexan:ETAC _
g hos SIM(NCI) g pgimg THC-COOH

vér/Lml  extr. geam  PFPAA/PFPOH 70 25 SIM(El) 05 1 THC [152]

nyul plazma/ szoba

Ofs‘lmﬁ SPE TFAA tifok - SIM(NCI) - 0,3 THC [80]
extr

. , ' * a2 )

jzzadsig foltgweguuprer  TFAA (TEA) 80 20 SIM (NCI) ng(}folt ng%,t THC [148]

L érl- deprot. CHC TPAN 70 25 SIM(NC) - 255 THC, THC-COOH [16]

haj/50 mg {‘higt;_fﬁg-(g,l» PFPAA/PFPOH 70 30 “?ﬁé:'\f')s pg5,?ng pé/orgg THC-COOH [153]

haj/25 mg (hhied;j;ig@l» PFPAA/PFPOH 70 30 Mlg/ll\a”(\ﬁlscl) p%’,?ﬁg p%’/?r?g THC-COOH [154]

. extr. (hexan: . MS/MS 0,1-

ver/0,5ml S 0o TEAAMFIPOH 70 25 IS, 021052 o,i-z,s THC, THC-OH, THC-COOH  [149]
. ) 2 THC

haj20mg ~ Nidroextt  peoaapepoy 79 30 MSIMS - ng/img ng/mg [155]
(hexén: ETAC (9:1)) (NCI) 0’(/)25 0705 THC-COOH

pg/mg pg/mg
. hidr., extr. 70 30 MS-MS 0,015 0,05
haj/25mg MO XU PFPAA/PFPOH MRM (NCI) ptymg pejmg THC-COOH [156]
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6. tablazat folytatasa

Matrix/ Szarmazékképzés Adat- LOD | LOQ Vizsgalt kannabinoidok _
mennvisé Dusitas gytijtés/ (KNBD) Hiv.
yiseg reagens °C |perc| detektalas | ng/ml, ng/g (egyéb vegyiiletek)
haj/50-100 mgMdr- XU pepanEiPOH 70 - MSIMSg61 0 004 THC, THC-COOH [109]
(hexan:ETAC (5:1)) (NCI)
_ hidr., extr. ] MS/MS
haj/50-100 mgggE:ETAc :1), PFPAA/HFIPOH - - (NCI) - - THC-COOH [157]
vizelet0 5 ml o O LTEAAsKloroform 50 45 g ggg  pgg THC-COOH [150]
' %B‘E‘:ETAC :1)- 2. PFPOH 50 30 ’ ©% (amfetaminok)
nyal/0,25 ml  SPE TFAA/HFiPOH 65 40 MS/MS 7,5ng/l 10 ng/l THC-COOH [161]
vizele/l ml  NAr eXt. pepAppEPOH 75 30 SIM 1 2 THC-COOH [158]
(hexan:ETAC (5:1))
verlml e extr. savas: TMSH CBD, CBN, THC, 11-OH-THC,
vizelet/3ml  (cractz: gieitéter  bazikus: N X&) - - TCHCOOH [159]
epe/3 ml (7:3) 4-DMAP/AA (19 egyéb kabitoszer)
haj/50 mg E'dr X 1y PFPAATHFIP v '(VINSCI) ; ~ THC-COOH [110]
vér/1 ml deprot., hidr., kézvetlen: sz0ba 0,2-0,9 0,5-2,4 THC, 11-OH-THC, THC-COOH
. extr. ropil kloroformat + e’ - SIM [160]
vizelet/1 ml e , hexan oto 0,5-1,2 1,3-2,6 THC, TCH-COOH

Jelolések: 1d. Roviditések, 1., 2., 3., 4., 5. tablazat, valamint: PFPOH = pentafluor-propanol; HFiPOH = hexafluor-izopropanol; TFAA
(TEA)* = 100 pl 0,01 mol/l-es trietil-amin heptanban és 20 uL. TFAA; TMSH = tetrametilszulfonium hidroxid; DMAP/AA = 4-
dimetil-amino-piridin/ ecetsavanhidrid
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A humén mintdk el0készitése ¢és a dusitds irdnyvonala megegyezett a
trialkilszililezésnél ismertetett modszerekkel. Haj mintak hidrolizis¢hez itt is NaOH-t
[109-110, 153-157] vagy pB-glikuronidaz/arilszulfataz enzimet [151] hasznaltak. A
kétfrakcios extrakcid savas és semleges részét kiilon gyijtotték [16, 150-151, 155, 159],
elébbit hasznalva a THC-COOH meghatarozashoz. Kétlépcesds szarmazékka alakitast egy
esetben alkalmaztak, amfetamin tipust vegyliletek és THC-COOH egyiittes mérésénél
[150]. Elészor a THC-COOH fenolos hidroxilcsoportjat és az amfetaminokat acilezték,
majd a karbonsav karboxilcsoportjat észteresitették. A kivonast mindenhol szarazra
parlas és szarmazékképzés kovette. A szarmazékokat Gjra beparoltak, majd ETAC-ba
[109, 151-157], heptanba [16, 147-148], hexanba [149, 158, 160], toluolba [161] vagy
ETAC:MeOH (7:3, v/v) elegybe [159] oldottak injektalas el6tt. Egyedinek szamitott a
propilkloroformatos mintael6készités, melynél a szarmazékképzd reagenst kozvetleniil
adtak a kivonathoz elGzetes szarazra parlas nélkiil [160].

Az AS-ak kozvetlen szarmazékképzésére vizelet- és vérmintdkban szintén
propilkloroformatos eljarast dolgoztak ki [162]. A mddszer elénye a gyors és teljesen
automatizalt mintaelokészités volt. Hatranya, hogy a Ser és Thr matrixtol fiiggéen nem
megbizhatdan, mig az Arg és Cys egyaltalan nem volt mérhetd. Az el6bbihez hasonldan
etil-kloroformattal vizelet, haj és szdjabab AS-tartalmat mérték sosavas hidrolizist
kovetden, kozvetleniil, ETAC-os kdzegben trikloretilén jelenlétében [163]. A kivonashoz
ultrahanggal  segitett  folyadék-folyadék  mikroextrakciot — alkalmaztak. A
szarmazékképzés reagensét optimalizaltak, etil-, benzil-, izobutil- ¢és fenil-
kloroformatokkal is elvégezték a reakciot [164].

A BMA-Kat bioldgia mintakban és élelmiszerekben is, igy mint hts [32], gytimolcs
[33-34] vagy hal [165], mérték karbamatokként, egyiittesen a mono- és diaminokkal. Az
aminocsoportjaikat izobutil-kloroformattal reagaltattak. Egy olasz kutatocsoport
vizeletbél hatarozta meg kiilon a BMA-okat propil-kloroformatos [30] és kiilon a
bomlastermékeiket [166] etil-kloroformatos reakcioval. A célvegyiiletek heptafluor-
butil-kloroformatos szarmazékka alakitas utan is mérhetéek voltak vizeletbol [167]. A
meghatarozas célja a vizelet metabolikus profiljanak feltérképezése volt, melyben a
kilenc BMA mellett 6tvenhat AS-at és AS-konjugatumot, nyolcvannégy szerves savat és
tovabbi négy polaris tulajdonsagu vegyiiletet mértek. A vizelethez a LLE-t megel6zden
tris(3-hidroxi-propil)-foszfint adtak a diszulfid hidak felbontasa miatt. A
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szarmazékképzéshez izooktan:heptafluor-butanol:heptafluor-butil-kloroformat 15:1:4
térfogataranyu reagens elegyet valasztottak. Katalitikus kozegként piridines NaOH-
oldatot, majd izooktant adtak a mintahoz, melynek 1 ul-ét injektaltak. Az adatokat SIM

modban gytjtotték.

Az elmualt 20 ¢év irodalménak attanulmanyozasa utan kijelenthetd, hogy a
gazkromatografias mérések tovabbra is nagy jelentdségliek a bioldgiai hatasu vegyiiletek
meghatarozasaban. Szarmazékképzés nélkiil, novényi mintak KNBD-tartalmat FID-del
detektaltak, alacsony fenntartasi koltsége, megbizhatosaga és gyorsasaga miatt, foleg ha
a pontos mennyiségi meghatarozas helyett elégséges volt a THC:CBD aranyanak
megadasa. A szarmazékképzési modszerek koziil a trialkilszililezés sokoldaluan, sokféle
vegylilet szarmazékka és illékonnya tételére alkalmas. A KNBD-okkal egyidejiileg
szamos mas vegylilettipus szarmazékka alakitdsa is megtortént, ami bioldgia mintak
teljeskori  vizsgalatakor valt fontossa. A KNBD vegyiiletcsaladnal is ezt a
mintaelokészitést alkalmaztdk a legtdbben, azonban moddszeriiket altaldban nem
optimalizaltak (kivétel: [50, 67, 74-75, 80, 82, 106, 112-113, 116, 150, 152, 155]), ezért
az alkalmazott mintael6készitési eljarasok Osszehasonlitdsa meglehetésen nehéz. Az
szakirodalmi modszereket 0sszefoglald tanulmany elkészitése utan arra a kovetkeztetésre
jutottam, hogy a 1.3.1.1 fejezetben ismertetett szililezési technikak csak azonos matrixot
vizsgalva egyazon késziiléken és adatgyijtési technikat alkalmazva hasonlithatok Gssze.

Az AS-ak trimetilszililezésénél gyakori probléma a szarmazékok nem megfeleld
termikus stabilitdsa és a nem egységes termékek keletkezése, melyet kétlépcsds
szarmazékképzési  eljarassal  probaltak  kikiiszobolni. A BMA-ok  GC-MS
meghatarozasanal is torekedtek a molekulak aktiv hidrogén-atomjainak lecserélésére
Osszetett eljarast alkalmazva. A modszer Iényege a szililezést kovetd acilezés volt, ahol
elsé 1épésben a hidroxilcsoporto(ka)t szubsztitualtak TMS-észtert 1étrehozva, majd az
aminocsoport egyik hidrogén-atomjat perfluoracil-védécsoporttal helyettesitették. A
szervezetben, a BMA-okhoz képest két nagysagrenddel nagyobb koncentracidban
keletkezd savas karakteri metabolitokat kiilon frakciobol hataroztak meg.

A bemutatott eljarasok id6- és vegyszerigényesek és az Gsszetett mintaelokészités
végére a célvegyiiletek mennyisége az eredeti koncentraciojuk téredékére csokkenhet,

ezért megfontoland6 a mddszerek egyszerisitése.
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2. Célkitiizések
Az irodalmi el6zmények attanulmanyozasa utan a doktori munkam célja:

1) A kivalasztott KNBD vegyiiletek ¢és metabolitjaik (1. 4&bra) atfogd
szarmazékképzési tanulmanya, melyben TMS szarmazékka alakitasuk optimalis
reagensét ¢és reakcidkoriilményeit vizsgdlom egy késziiléken, azonos
kromatografias rendszerben.

a. A tanulmanyban a KNBD-ok szarmazékka alakitisahoz eddig még nem
alkalmazott HMDS/TFA reagenspar hatékonysaganak Osszevetése a
legnépszeriibb szililez6 szerekkel (BSTFA, MSTFA és MTBSTFA) azonos
modon készitett modelloldatok vizsgalataval. A Katalizatorok hatasanak
feltarasa a reakcioban.

b. Novényi mintdk KNBD-tartalmanak GC-MS meghatarozasa az optimalizalt
modszerrel szelektiv fragmentumionok (SFI) alapjan, kozvetlen, extrakcio
mentes szarmazékképzést kovetden.

2) A HMDS, a kutatocsoport korabbi munkajaban bemutatott, acilez6
tulajdonsaganak [6-7] vizsgalata, kémiailag tobbfunkcios AS-ak (2. abra) és
BMA-ok (3. abra) szarmazékka alakitasa.

a. A termékek tomegspektrometrias viselkedésének feltarasa, a SFI-ok

azonositasa fragmentumanalitikai tanulmany készitésével.

b. A mddszer optimalizalasa ¢€s teljesitményjellemzéinek meghatarozasa.

c. BMA-ok és metabolitjai (4. dbra) elvalasztasa és egyiittes meghatarozasa

egyetlen GC-MS méréssel.

d. Az eljaras alkalmazasa AS-ak és BMA-0k mennyiségi meghatarozasara

anyagcsere ¢és neurologiai rendellenességgel diagnosztizalt betegek
vizeletmintaiban. A vizeletmérés fobb teljesitményjellemzéinek

meghatarozasa.
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3. Modszerek és eljarasok leirasa

3.1 Felhasznalt vegyszerek

Az 0sszes vegyszer analitikai tisztasag volt. A PYR, ACN és ETAC a Reanal
Laborvegyszer Kereskedelmi Kft. (Budapest, Magyarorszag) termékei voltak. A MeOH-
t és a szarmazékképzo szereket: a HMDS, a TFA, az MSTFA, az 1% TMCS tartalmu
BSTFA, a 0,2 % TMSI tartalmia MSTFA ¢s az 1% TBDMCS tartalma MTBSTFA, a
PFPA, HFBA ¢és az MBHFBA reagenseket a Sigma-Aldrich cégtél (St. Louis, USA)
vasaroltuk. Az Ala, a Gly, a Val, a Cys, a Leu, az lle, a GABA, a Ser, a Thr, a Pro, az
Asp, az Asn, a Met, a hidroxi-prolin (HYP), a Phe, a Glu, a GIn, az Orn, a Lys HCI s6ja,
az Arg HCI soja, a Tyr, a His, a Trp, az AA-ok: az etanol-amin (EtAm), a 3-amino-
propan-1-ol (PrAm), a 4-amino-butan-2-ol (BuAm), a 2,6-diamino-heptadekansav
(DIAHA), a 2-amino-glikéz (AmGI) HCI séja, az oligopeptidek (DL-alanil-alanin
(AlaAla), az alanil-glicin (AlaGly), a glicil-glicin (GlyGly), a glicil-glicil-glicin
(GlyGlyGly), a TYR HCI s6ja, a 3-MeTYR, a DA HCI so6ja, az EP, a NORMNE HCI
sOja, a NOREP HCI s6ja, a T HCI soja, az I-DOPA, az 5-MeT, a ST HCl s6ja, a HVA, a
VMA ¢és az 5-HIAA szintén a Sigma-Aldrichtol keriiltek beszerzésre. A novényi KNBD
standardokat: a CBD-t, a CBC-t, a THC-t, a CBG-t, a CBN-t, a 11-OH-THC-t és a THC-
COOH-t a Nemzeti Szakértoi és Kutatdi Kozpont (Budapest, Magyarorszag) hivatalosan

dokumentalva bocsatotta rendelkezésemre.

3.2 Avizsgilt mintak

A vizsgalt novényi mintak, a C. ruderalis (C-rd) fajba tartozéo nénemi egyedek,
Somogy megyében vadon néttek. Gytjtésiik 2016-ban (C-rd1) és 2017-ben (C-rd2)
viragzaskor tortént ¢és felhasznéldsig az Eotvos Lordand Tudomdényegyetem
Novényszervezettani  Tanszéke  biztositotta a  tarolasukat  (engedélyszam:
15323/2015/KAB). Az elagazdé lanci aminosavakat szabad formaban ¢és nagy
mennyiségben tartalmazo BCAA étrend-kiegészitt az internetrdl rendeltem. Az ,,lires”
vizeletminta (vizeletl) egészséges ndi Onkétestdl szarmazott, a magas BMA- ¢s
metabolit-tartalom alapjan anyagcserezavarral és neuroldgiai rendellenességgel

diagnosztizalt betegek vizeletét (vizelet2-4) a Semmelweis Egyetem Igazsagiigyi
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Orvostani  Intézetének Toxikoldgiai Laboratériuma (Budapest, Magyarorszag)
biztositotta. A tanulmédnyozasra tovabbadott vizeletmintdk BMA-tartalmat a
Toxikologiai Laboratorium orvosi kérésre vizsgalta, el6zetes méréseik koros
elvaltozasokat allapitottak meg a pacienseknél. A megsemmisitésre vardé mintakat
betegadatok nélkiil kaptuk és a mért értékeket kizardlag az analitikai modszer
szamszer( jellemzdinek bemutatasara hasznaltuk. Az ATE és ETA peptideket kutatasi

céllal az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport szintetizalta.

3.3 Alkalmazott eszkozok

3.3.1 A mintaelokészités eszkozei

A pontos tomegeket + 0,01 mg pontossagu analitikai mérlegen (Sartorius, Goettingen,
Németorszag) mértem. A standard és a minta torzsoldatok elkészitéshez megfeleld
térfogati mérélombikokat, a reagensek pontos térfogat méréséhez +1% pontossagh
Hamilton (Bonaduz, Svijc) és Trajan (Viktoria, Ausztralia) mikrofecskenddket
hasznaltam. A vegyiiletek oldodasat szabalyozhato hoéfoka ultrahangos Sonorex
(Bandelin electronic, Berlin, Németorszag) vizfiirddvel segitettem. A fagyasztva szaritast
Modulyo liofilizatorral (Jencons, Egyesiilt Kiralysag), a centrifugalast Hettich EBA 21
(Tuttlingen, Németorszag) centrifuga késziiléken, a szarazra parolast Biichi Rotavapor R-
200 (Flawil, Svéjc) rotacidos vakuumleparlon, a szarmazékképzést flithetd, a
reakciocsovekkel azonos méretli fémbetéttel rendelkez6, elektronikus melegitén (Kutesz,
Magyarorszag) végeztem. A vizelet mintak pontos térfogatat Biohit Proline (Helsinki,

Finnorszag) 100-1000 pl eldobhato hegyti automata pipettaval mértem.

3.3.2 A gazkromatografias elvalasztas és tomegspektrometrias detektalas eszkozei

és korillményei

A  méréseket Varian CP-8400 (Varian, Walnut Creek, USA) automata
mintaadagoloval és programozhaté injektorral felszerelt Varian 450 tipust késziiléken
végeztem, melyhez Varian 240 MS/MS ioncsapda detektorral ellatott tomegspektrométer
csatlakozott. Az KNBD-ok és az AS-ak elvalasztasat 30 m hosszasag, mig a BMA-ok

elvalasztasat 15 m hosszasagt, 0,25 mm atmérdjt és 0,25 um filmvastagsaga Agilent
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(Victoria, Ausztralia) HP-5MS (5%-fenil-metil-polisziloxan allo fazist) kapillaris
oszlopon végeztem. A vivogdz 6,0 tisztasagu (99,9999%), 1 ml/perc sebeséggel
aramoltatott He géaz volt.

A tomegspektrométer mitkodtetésekor az atvezetd kapillaris (transfer line) héfokat
300, az ioncsapdaét 210 és a manifoldét 80 °C-ra allitottam. Az ionizacios fesziiltség 70
eV, a filament d&ramerdssége 25 nA, a teljes ionszdm (TIC) 20000 beiités, az el6pasztazasi
idé6 1500 ps volt. Az adatokat gyors tizemmoédban (0,59 s/scan) gyijtottem. Az
elektronsokszorozo fesziiltségének beallitasanal az automatikus kalibracio (auto tune)
altal bedllitott értéket +100 V-tal noveltem. A detektort a mérések soran FS-
tizemmoddban, m/z 50-1000 tartomanyban iizemeltettem. A késziilék optimalis
paramétereit a Varian MS Workstation 6.9. szoftverrel ellendriztem ¢€s vezéreltem, az

injektor és kolonnatér héfokszabalyozasanak adatait a 7. tablazatban foglaltam 6ssze.

7. tablazat A GC-MS késziilék injektoranak és kolonnaterének felfiitése, az adatgyiijtés
késleltetése az elicids program alatt

Injektor Kolonnatér
. . Adatgyiijtés
Célvegyiilet Héfok. | 1d6. | Héfok Felfiités Hoéfok késleltetése,
oC ’ er(,: oC > | sebessége, | tartasa, perc
P °C/perc perc
Kannabi- A program hossza: 13 perc (TBDMS esetén 20 perc)
nodok 300 | 400 190 |- y 3,00
300 20 -(7)
A program hossza: 20,20 perc
Kémiailag 100 i} 1,00
multifunkciés 280 3100 145 10 - 2’00
vegyiiletek * 195 5 1,00
280 50 2,00
A program hossza: 19,35 perc
Biogén ’ 100 - 1,00
monoamino
és 280 | 300 |14 |10 y 5,00
metabolitjaik 195 5 1,00
280 100 2,00

Jelolések: * magaban foglalja az aminosavakat, -alkoholokat és -cukrot, a 2,6-diamino-

heptadekansavat és az oligopeptideket (di- és tripeptidek)
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3.4 Mintaelokészités
3.4.1 Modelloldatok

Az analitikai tisztasagu standard modellvegyiiletekbél 0,1-10 mg/ml-es
torzsoldatokat készitettem MeOH-lal (KNBD), 2 M-o0s sosavval (AS, AA, AC, DIAHA
és oligopeptidek: AlaAla, AlaGly, GlyGly és GlyGlyGly) illetve 0,25 mM-o0s sosavval
(BMA és metabolitjaik) 5-10 ml-es mérélombikban. A térzsoldatokhoz a bemérést + 0,01
mg pontossaggal végeztem. A vizsgalatok el6tt 10-500-szoros koncentraciora higitottam
az oldatokat a megfeleld oldoszerrel. A higitott torzsoldatok 3-100 ul térfogatat
mikrofecskendével 2 ml térfogati, a rotacidos vakuumbeparlohoz illeszkedd,
reakciocsovekbe mértem és  30-40 ©°C-os vizfiirdon, vakuum = segitségével
tomegallandosagig szaritottam. A szarazra parolt mintakat aprotikus szerves olddszerbe
(PYR, ETAC ¢és ACN) oldottam, majd szarmazékka alakitottam (3.4.4 fejezet). A

torzsoldatok fel nem hasznalt részét a kovetkezd mérésig hiitdben (2-8 °C-on) taroltam.

3.4.2 Bioldogiai mintak elokészitése

A 2016-ban és 2017-ben gyijtott C. ruderalis viragos hajtasat és leveleit (C-rd1, C-
rd2) liofilizatorban fagyasztva szaritottam, majd néhany grammjat achatmozsarban
finomra poritottam. A minta 0,5-2,0 mg-os részleteit = 0,001 mg pontossaggal 2 ml-es
reakciocsovekbe mértem és extrakcido nélkiil, kozvetlenil, TMS-szarmazékokkéa
alakitottam (3.4.4 fejezet).

A vizeletmintakat a kisérletek elvégzéséig 10 ml-es milanyag centrifugacsévekben
fagyasztoban (-20)-(-25) °C-on taroltam. Felengedés utan centrifugaltam (6000 rpm, 10
perc) és a tiszta feluszo 100-300 pl-ét automata pipettaval a korabban emlitett
reakcidcsovekbe pipettdztam majd vizfiirddn szarazra paroltam.

A mintdk célvegyiilet-tartalmat, a visszanyerést és az LOQ értékeket standard
addicioval hataroztam meg (3.5 fejezet). A vizelet automata pipettaval kimért részletéhez
a csavarmenetes reakciocsovekbe mikrofecskenddvel adtam a higitott modelloldatok
szamitott részletét, majd az elegyet vakuumbepdrlassal szaritottam 30-40 °C héfoka

vizflird6t alkalmazva. Az elporitott kendermintakat a beszaritott modelloldathoz mértem
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analitikai pontosaggal és ezt kovetden a matrix jelenlétében a 3.4.4 fejezetben ismertetett

8. tablazat szerint szarmazékka alakitottam.

3.4.3 BCAA elokészitése és az ATE&ETA peptidek bontasa savas hidrolizissel

A BCAA étrend-kiegészitd analitikai pontossaggal mért részletét 2 M-os s6savban
oldottam. Az ATE ¢és az ETA szintetikus peptidek 910 és 900 ug-jat 0,5 ml 6 M-0s
sosavban 105 °C-on lezart ampullaban 24 O6ran keresztiil hidrolizaltam. A
hidrolizatumokat 2 M-0s sosavval maradék nélkiil 5 ml-es mér6lombikba mostam ¢és
torzsoldatot készitettem. A torzsoldat 150 ul-ét tomegallandosagig szaritasat kovetden
szarmazékka alakitottam és az oldatb6ol HMDS-sel 10-szerest higitast készitettem,
melynek 1 ul-ét injektaltam. A folyadék mintakbol mikrofecskendével vettem ki a
sziikséges térfogatot, amit szarazra parlast kdvetden szarmazékka alakitottam (3.4.4
fejezet). Az étrend-kiegészit6 pontos AS-tartalmat standard addiciot kovetéen hataroztam
meg a 3.5 fejezet szerint. Ez esetben a BCAA-t6rzsoldat pontosan mért részletéhez adtam
az AS standard oldatok megfelel6 részleteit, majd az egyesitett folyadékrészleteket egyiitt

szaritottam tomegalland6sagig €s reagaltattam a 8. tablazatnak megfelelden.

3.4.4 A szarmazékka alakitas

A vakuumbeparlo segitségével vizmentesitett mintdkat a 8. tdblazat 2. oszlopaban
megadott olddszerrel oldottam, majd hozzdadtam a 8. tablazat 3. oszlopaban feltlintetett
szarmazékképzO reagenseket. Az oldoszer és a reagensek aranyat kutatocsoportunk
korabbi tapasztalataira alapozva valasztottam. A trimetilszililezést 375 ul, az egylépéses
acilezést ¢s szililezést 200 pl Ossztérfogatban készitettem. Az optimalizalaskor
alkalmazott reakcididét €s -h6fokot a 8. tablazat utolsoé két oszlopa tartalmazza, vastagon
szedve az optimalisnak valasztott koriilményeket. A szarmazékképzést kovetden az
oldatokat szobahdfokura hiitdttem. A KNBD-TMS-szarmazékokat higitatlanul
injektaltam, az AS, az AA, az AmGI, a DIAHA, az oligopeptidek és a BMA-TMS-acil
szarmazékokbol a szarmazékképzo reagenssel 10-20-szoros higitast készitettem. A

higitott mintakat sziikitovel ellatott mintatart6 edénybe pippetaztam és 1 ul-t injektaltam.
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A szarmazékkd alakitast parhuzamos bemérésekkel végeztem és minden mintat

haromszor injektaltam.

8. tablazat A szarmazékképzési tanulmanyban vizsgalt reagensosszetétel és
reakcidokoriilmények
A minta Oldoszer, Szarmazékképzo Idé, perc Hofok, °C
ul reagens, ul
HMDS, 225
TFA, 25
BSTFA, 250
BSTFA + 1%
, TMCS*, 250 60 70
Kannabinoidok E'\FAR\C 1122% MSTFA, 250
ACN, 125 | MSTFA® 1% 60,90,120 | 100
TMCS*, 250 e
MSTFA + NHal +
etantiol*, 250
MTBSTFA + 1%
TBDMCS*, 250
#
ACN, 100 70 HFBA, 30 50 100
Biogén TFA, 30 30 50. 80. 100
monoaminok PFPA, 30 » oU,
i, PYR, 100 YHOMD& HFBA 30 | 10:30:60, |
metabolitjaik 90

Jelolések: PYR = piridin; ETAC = etil-acetat; ACN = acetonitril, HMDS = hexametil-
diszilazan, TFA = trifluor-ecetsav; BSTFA = N,O-bisz(trimetilszilil)-trifluoracetamid;
TMCS = trimetil-klor-szilan, MSTFA =
TDBMCS = terc-butil-dimetil-klor-szilan, PFPA = pentafluor-propionsav; HFBA =

N-metil-N-(trimetilszilil)-trifluoracetamid,;

heptafluor-vajsav; #: vizmentes Na>SOy felett tarolt; * a szadrmazékképzd reagensek

tartalmaztak a katalizatort; felkovér betlitipussal jeldlve az optimalis reakciokoriilmények

3.5 A médszerek teljesitményjellemzéinek meghatirozasa, a kiértékelés modja

A specifikussagot és szelektivitast ,,vak™ oldat (a reagenseket tartalmazo oldat a

mintael6készitési eljarasnak megfeleléen kezelve) injektdldsaval igazoltam, tovabba
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vizelet mérésekor egészséges Onkéntestél szdrmazd ,iires” mintdt is mértem

meg a kromatogramon ¢és a tomegspektrumban.

A kidolgozott modszerek linearitasat standard oldatokkal vizsgaltam. A kalibralo
oldatok készitését a 9. tablazat ismerteti részletesen. A tablazat utolsé oszlopa a becsiilt
injektalt érté¢keket tartalmazza, a pontos mennyiségeket az egyenes felvételekor az

analitikai pontossagu bemérésekre, tovabba HCIl-sOknal a bazisra vonatkoztatva

szamitottam.

9. tablazat A kidolgozott moédszerek linearitdsdnak vizsgalata standard oldatokkal

Kiindulasi Higitott Iniektalt
Vizsgalt torzsoldat Torzsoldat | torzsoldat J ,
. L e ; sz . szarmazék,
vegyiiletcsoport | koncentracioja, | higitasa beparolt ~ oa/ul
mg/ml mennyisége, ul Pgiu
Kannabinoidok 0,01 20-szoros 15, 30, 60 20, 40, 80
0-szoros 10, 20, 40, 60, | 250, 500,
80 1000, 1500,
2000
Aminosavak 1 20-szoros 5, 10, 25 50, 100, 250
10-szeres 15, 30 500, 1000
0-szoros 6,9, 18 1500, 2000,
3000
Amino- 6 500-szoros | 3, 30 10, 100
alkoholok 100-sz0ros | 30, 100 500, 1500
10-szeres 20, 35 3000, 5000
Oligopeptidek 2 100-szoros | 20, 45, 90 100, 250, 500
10-szeres 20, 45, 90 1500, 3000,
5000
Biogén 0,1 50-szeres 10, 50, 100 10, 50, 100
monoaminok és 0-szoros 10, 20 500, 1000
metabolitjaik

A beparolt oldatrészleteket a 3.4.4 fejezet szerinti optimalis koriilményeken alakitottam
szarmazékka. A szarmazékképzést kovetden a KNBD mintékat higitas nélkiil, az AS, az

AC, az AA és a DIAHA szarmazékokat 20-szoros, a BMA-akat és metabolitjaikat 10-
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szeres higitast kovetden injektdltam. A higitdst minden esetben a szdrmazékképzo
reagenssel készitettem.

Az LOQ értékeket empirikus uton hataroztam meg. A kalibracido azon pontjat
valasztottam LOQ-nak, amelynél teljesiilt, hogy a jel/zaj (S/N) > 10, ez megegyezett a
legals6  kalibrald6  ponttal. A  moddszer ismételhetdségét a  parhuzamos
mintaelOkészitésekkel €és injektalasokkal vizsgaltam.

Az egylépéses szililezés ¢és acilezés aranyossagat matrix jelenlétében kiilonb6zo
kiindulési térfogatt BCAA ¢és vizelet minta szarmazékké alakitasaval vizsgaltam. A
BCAA méréshez a por alapti minta analitikai pontossaggal mért 0,05 g-os részletébdl 10,0
ml sosavas torzsoldatot készitettem. A torzsoldat 10, 20, 30 és 40 pl-ét
mikrofecskendével reakcidcsovekbe mértem €s szarazra parolast kovetden a 3.4.4 fejezet
szerint szarmazékka alakitottam. Az oldatot szobahéfokra hitdttem és HMDS-sel 20-
szoros higitast készitettem. A vizeletekbdl 100, 200 és 300 ul térfogatokat
reakciocsovekbe pipettdztam és vakuum beparld segitségével szaritottam, majd a 3.4.4
szerint kozvetleniil szarmazékka alakitottam és HMDS-sel 10-szeresére higitottam.
Tobb komponensil, Osszetett matrix jelenlétében a linearitdst standard addicidval
tanulmanyoztam az esetleges matrix hatas kikiiszobolése miatt. A vizsgalt koncentracio
tartomanyt a minta célvegyiilet tartalmahoz igazitottam. A BCAA étrend-kiegészitonél
10 ul 5 mg/ml-es BCAA torzsoldathoz a kalibralo-oldatot 10, 20 és 30 pl mennyiségben
adtam. A standard elegyben a Leu 0,9 mg/ml, az Ile, a Val és a Tyr 0,4 mg/ml, valamint
tomegallandosagig szaritottam ¢€s 3.4.4 szerint szarmazékka alakitottam. A szobah6fokra
hiitott mintat HMDS-sel 20-szorosara higitottam. Vizelet matrixban (vizeletl) szintén
meghatdroztam a teljesitményjellemzdket (16. tablazat) standard addicidval, hat
koncentracioszinten (25, 50, 100, 200, 400 és 800 pg/injektalas) 42-1802 ng/ml
koncentracio tartomanyban 100 ul vizelet jelenlétében. Az eljarashoz az 5 pg/mi-es
torzsoldatot 10, 20, 40 és 80 ul, a 20 pg/ml-eset 40 és 80 ul mennyiségben adtam a
vizelethez. A mintael6készitésnél a kozvetlen szarmazékképzés modszerét alkalmaztam.
A vizeletet ¢és a hozzdjuk adott standard oldatokat egyiitt vakuumbeparlon
tomegallandosagig szaritottam, majd a 3.4.4 pont szerint reagaltattam PYR/HMDS/PFPA
10:7:3 (v/viv) reagensekkel. A mintakat ezt kovetéen szobahéfokra hiitottem és HMDS-

sel tizszeresére higitottam.
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A mérések adatait FS-lizemmodban rogzitettem, a kiértékeléshez az SFI-ok alapjan
extrahalt kromatogramokat hasznaltam. A csucs alatti teriiletek szoftveres integralasaval
hataroztam meg a valaszjeleket és ezeket az eredményeket ismertetd tablazatokban

integrator egységben (IE) jeloltem.
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4. Eredmények

4.1 KNBD tipusi vegyiiletek trialkilszilil-szarmazékképzési tanulmanya

A novényi KNBD-ok kromatografias szakirodalmi el6zményeit attekintve
megallapithatd, hogy a szarmazékképzési eljarasok nagy része a trimetilszililezést
javasolja MSTFA-val és BSTFA-val. A véletlenszeriien alkalmazott TMCS, TMSI vagy
TBDMCS katalizator sziikségességét nem indokoljak. A szarmazékképzés koriilményei
széles tartomanyban valtoznak: a reakcidhéfok 37-125 °C, a reakcididd: 1-60 perc kozott.
A mintael6készitést jellemzden nem optimalizaljak, a modszert kordbbi irodalmakra
hivatkozva alkalmazzak. Tovabbi érdekesség, hogy egyetlen tanulmany sem alkalmaz
HMDS reagenst. Atfogo trialkilszilil-szarmazékképzési tanulmany a PhD-munkam
megkezdése elott nem késziilt. A felmeriild kérdések tisztdzasara egyazon késziiléken,
azonos feltételek mellett vizsgaltam az oldoszer, a szarmazékképz6 reagens, a katalizator
¢és a reakciokoriilmények valaszjelekre gyakorolt hatasat 6t novényi KNBD és két 6
bomlastermékiik bevondsaval. A kisérletsorozat elején fragmentumanalitikai tanulmanyt
készitettem, amellyel a célvegytiletek kromatografias viselkedését vizsgaltam. A mérések
alatt megfigyelt fragmentacié Osszhangban volt a Szakirodalomban leirtakkal. A
molekulaion ([M]+) és/vagy a molekulaionbdl metil vesztéssel keletkezé fragmentum
([M-15]) a CBC és 11-OH-THC kivételével minden célvegyiilet tomegspektrumaban
megtalalhato volt (8. abra). A detektalt ionokat az abran félkovér betiitipussal jeldltem.
Az ionizaciokor a CBC két jellemz6 fragmentumra, m/z 246-ra és 303-ra, hasadt. Az
oldallancok téredezése a THC-ra és CBG-ra is jellemz6. A 11-OH-THC-nal a tizenegyes
pozicidban 1évé hidroxilcsoport és a hozza kapcsold szénatom lehasadasa volt
megfigyelhetd. A keletkez6 molekulatdredék, melynek tomege m/z 371, a THC és a THC-
COOH tomegspektrumaban is abundans volt. A CBD m/z 390-es fragmentuma
gytrifelnyilas kovetkeztében jott 1étre a National Institute of Standards and Technology
(NIST) adatbazisa szerint. A tovabbiakban a vegyiiletek azonositasara és mennyiségi
meghatarozasahoz a fragmentumanalitikai tanulmanyban mért retencios idoket és a SFI-
okat (8. abra) hasznaltam. Az elvalasztas idigénye tizenharom perc volt, a vegyiiletek
cstcsat nyolc és tizenkét perc kozott detektaltam. Az MTBSTFA-val képzett TBDMS-
szarmazékok méréséhez a kolonnatér héfokat 300 °C-on hét percig tartottam. A

vegyiiletek retencios ideje tiz és tizenot perc kozé esett. Az eredmények értékeléséhez a
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okozott tomegndvekedést a TMS-szdrmazékokhoz képest.

L . t m/z Fragmentacios
Célvegyiilet R [M]+ mintazat Tomegspektrum
kannabinoidok perc [M-15]+ SEI-k. m/z
390 ’ 390.3
301.2
CBD 8,94 458
kannabidiol 443 NMRREE
3(;0 4(:;0 i
30B.3
CBC 9,26 388
kannabikromén 373 246.2
2.’;0 300 i
TR 3712
THC 1
tetrahidro- 9,47 g?i
kannabinol i L L
300 350 40“9/2
3A7.3
CBG 460 9913
kannabigerol 9,59 445 i
35;0 45'
m/z
36).3
CBN 382
kannabinol 9,84 367 3ai.3
350 37'0 3§n(|)lz
S7N.3
11-OH-THC 174
11-hidroxi-A°®-
tetrahidro- 10,52 459
kannabinol S g
371.3 nl
THC-COOH 188 —
11-nor-9-karboxi- :
tetrahidro- 11,18 473 el o1 Il
kannabinol T l. T

8. abra A KNBD tipusu vegyiiletek trimetilszilil szarmazékainak retencios ideje,

jellemzo fragmentacioja és tomegspektruma
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4.1.1 A reagensosszetétel optimalizalasa

Az irodalmi adatok attekintése utan el0szor az oldoszereket a PYR-t, az ETAC-ot és
az ACN-t hasonlitottam 06ssze MSTFA-t alkalmazva a 8. tablazatban megadott
térfogataranyban. A szilileléshez a leggyakrabban alkalmazott 70 °C 60 perc
reakciohdfokot és idét valasztottam. Vizsgalataim alapjan az olddszereket azonos
koriilményeket alkalmazva nem tapasztalhatd jelentOs eltérés, ezért a kordbban mar
tobbszor jonak bizonyuld PYR-t valasztottam a tovabbi kisérletekhez. Ezzel ellentétben
a szililezé reagens tipusa, az id6 és a hémérsékleti viszonyok jelentdsebb hatasuak,
ezeknek a tényezoknek az atfogd optimalizalasa elsdédleges fontossagunak latszott.

A szililez6 reagensek (8. tablazat KNBD-okra vonatkozo6 sor) dsszehasonlitasakor
oldoszerként PYR-t hasznaltam, az optimalizalas eredményeit a 10. tablazatban
ismertetem. A szarmazékka alakitast 70 °C-on 60 percig végeztem. A kevésbé elterjedt,
NHal + etantiol-tartalmi MSTFA nem latszott jobbnak, mint TMCS-os valtozata, ezért
azt a tovabbi kisérletekbe mar nem vontam be. Erélyesebb koriilmények kozott is
megvizsgaltam a reagensek valaszjelekre gyakorolt hatasat. A hdfokot 100 °C-ra
emeltem. A TMS-donora reagenseket tartalmazo Osszetételekben a hoéfok emelése
kedvezGen hatott a valaszjelekre. A terc-butil-dimetil-szilil donort MTBSTFA-rol
elmondhato, hogy amennyiben nem allt fenn térbeli gatlas, mint a CBC, THC, CBN és
11-OH-THC vegyiileteknél, enyhe koriilmények mellett is maximalis valaszjelet adott. A
CBD, CBG ¢s THC-COOH szarmazékka alakitasara azonban nem volt megfelel6 (10.
tablazat utolso oszlopa). Ujdonsag volt, hogy a kordbban még KNBD-ok szarmazékka
alakitdsara nem alkalmazott szililezdszer, a HMDS, az elébbieknél hatékonyabbnak tlint.
A szakirodalomban ajanlott MSTFA ¢és BSTFA reagensek kozott nem mértem
szamottevd kiilonbséget, tovabba ugy talaltam, hogy a TMCS Katalizator sem néveli
jelentdsen a valaszjeleket. Ezen tapasztalatok alapjan a tanulményt a megfeleld
reakci6idd kisérleti meghatarozasaval folytattam HMDS + TFA és BSTFA reagensekkel
100 °C hoéfokon. Optimalis reakciokoriilménynek a 100 °C 90 perc bizonyult,
legkedvezdbb szililezoszernek a HMDS + TFA parost talaltam (10. tablazat kékkel jeldlt
értékek). A modszer teljesitményjellemzdit a kisérletek alapjan idedlisnak vélasztott

reagensosszetétellel és koriilmények kozt mértem.
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10. tablazat KNBD-ok szarmazékképzési tanulmanya, a reagensek €s a reakciokoriilmények dsszehasonlitasa

Reakci6- Integrator egység X 10 3/pg standard (RSD%o)
Célvegyiiletek | KOrilményeky
Reagensek— | HMDS + BSTEA BSTFA + MSTEA MSTFA + MSTFA | MTBSTFA+
°C | perc | TFA 1% TMCS 1% TMCS |NHl + etintiol| 196 TBDMCS
70 | 60 |4,18(0,94)| 417 (431) | 3.65(0,51) | 3,64 (3,79) | 3,63 (0,80) | 3,47 (1,57) | 0,44 (1,17)
CBD 100 | 60 |4,66(1,24)| 4,07 (0,58) | 4,01 (L,16) | 3,96 (1,31) | 3,80 (0,04) - 0,14 (1,84)
kannabidiol 100 90 14,99 (0,51)| 4,81(1,98)
100 | 120 |4,97 (3,95)| 4,46 (1,48)
70 | 60 |17,5(2,60)| 16,9 (1,65) | 16,4 (0,43) | 15,6 (4,30) | 156 (1,87) | 15,0 (1,89) | 17,6 (0,28)
CBC 100 | 60 |19,6(0,56)| 17.7(6,0) | 17.1(2,09) | 17,8 (1,00) | 16,9 (2,13) - 20,6 (2,50)
kannabikromén| 100 90 |19,7(3,90)| 17,9 (1,03)
100 | 120 | 19,6 (0,56)| 16,9 (2,32)
70 | 60 |14,0(358)| 17.4(0,02) | 13,6 (0,79) | 15,6 (2,87) | 12,6 (1,02) | 11,5(1,08) | 17,7 (3,:82)
THC 100 | 60 |22,1(1,55)| 19,2(3,71) | 184 (3,41) | 18,6 (1,77) | 18,6 (1,56) - 16,4 (2,32)
gﬁggﬁ%l 100 | 90 | 21,6 (6.7) | 21,0 (2.38)
100 | 120 |21,4(1,77)| 21,0 (1,59)
70 | 60 | 6,0(358) | 60(221) | 55(188) | 54(029 | 54(157) | 50(433) | 167 (L)
CBG 100 | 60 | 72(215) | 59(3.96) | 6,1(0,89) | 6.4 (448) | 6,1(2,64) - 0,66 (2,79)
kannabigerol | 100 90 7,7(4,82) | 5,9 (3,02
100 | 120 | 6,7 (2,84) | 6,0 (1,69)
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Reakcié- Integrator egység x 10 3/pg standard (RSD%o)
Célvegyiiletek | KOrlilményeky
Reagensek—> | HMDS+ | o\ | BSTFA+ | [ MSTFA+ | MSTFA [MTBSTFA+
°oc | perc | TFA 1% TMCS 196 TMCS | NH ! +etintiol |10 TBDMCS
70 | 60 |59(014) | 429(153) | 52(037) | 352(142) | 479 (0,07) | 55(053) | 424 (L1L)
BN 100 | 60 |4,75(0,01)| 4,44 (0,29) | 4,03 (L62) | 426 (2,64) | 3.95(0,72) i 5,22 (0,53)
kannabinol 100 | 90 |452(1,10)| 446 (1,23)
100 | 120 |430(2.19) | 381 (2.41)
70 | 60 | 6,0(L18) | 64(L63) | 56052 | 59(66) | 59(069 | 50091 | 6457
1111?]:';)':(: 100 | 60 | 7.9(L,97) | 7.0(442) | 65(390) | 67(1,33) | 65 (240) i 6,3 (2,44)
tetrahidro- 100 90 7,9 (6,7) 6,9 (0,78)
kannabinol 100 | 120 | 7.9 (2.97) | 7.0 (2,58)
70 | 60 | 159 (514)| 244 (0.71) | 2.29(0.47) | 2.40(6,8) | 2,62 (3.41) | 2,56 (10) | 0,70 (10)
ﬂTr:;Eéﬁgrobg'xi_ 100 | 60 |268(0,77)| 2,90 (0,30) | 2,63 (4.32) | 2,85 (0.21) | 2,95 (1,39) i 0,42 (3,09)
tetrahidro- 100 | 90 [3,02(3:86)| 2,82 (4,10)
kannabinol 100 | 120 |3.20 (2,20)| 3,09 (3.31)

Jelolések: HMDS = hexametil-diszilazan; TFA = trifluor-ecetsav; BSTFA = N,O-bisz(trimetilszilil)-trifluoracetamid; TMCS = trimetil-klor-
szilan; MSTFA = N-metil-N-(trimetilszilil)-trifluoracetamid; MTBSTFA = N-terc-butil-dimetil-szilil-N-metil-trifluoracetamid; TDBMCS =

terc-butil-dimetil-klor-szilan; Kék, félkovér betiitipussal az optimalisnak valasztott reakciokoriilmények és reagensosszetétel, zardjelben a

parhuzamos mérések RSD %-a
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A HMDS-sel optimalizalt modszer linearitasat a 9. tablazat szerint, a 20-2000 pg/ul
szarmazék tartomanyban vizsgaltam (9. abra). A vegyiiletek egymashoz viszonyitott
érzékenységében nagy kiilonbségeket tapasztaltam, a legnagyobb valaszjelet a CBC, a
legkisebbet a THC-COOH adta, azonos mennyiségeket figyelembe véve. Az illesztett
egyenesek Korrelacidja (R?) 0,996-0,999 értéknek adédott. A mért teriiletek jol egyeztek
az egyenes egyenletébdl szamolt értékkel, a mdodszer torzitatlansaga 95,4-104% kozott
valtozott. Az ismételhetoséget parhuzamos mintaelokészitéssel vizsgaltam és a relativ
standard deviacio (RSD%) értékekkel jellemeztem. A legkisebb szorast a THC-nal
tapasztaltam, 2,98 RSD%-ot, a legnagyobbat, 6,2 RSD%-ot a CBD mérésénél. Standard
oldatokat vizsgalva az LOQ 20-80 pg/injektalasnak adodott. A THC, 11-OH-THC és
CBN meghatarozhat6sagi mennyisége a legmagasabb, rendre 80, 80 és 84 pg/ul. A THC-
COOH, CBC ¢s CBD LOQ értéke az els6 kettd vegyiiletre 40, a CBD-ra 41 pg/ul, mig a
CBG-¢ a legkisebb 21 pg/ul.

45 -
40 A
f)
o 35 CBC CBD
- y = 20,766x + 0,6905 y = 4,818x + 0,0421
% 30 A R2=0,996 R>=10,999
= RSD% 2,98 RSD% 6,4
g 25
E CBN
3 20 - ” CBG ~
= = 17,7923x - 0,0194 y A0 DA
E R*=0999 RSDY% 6.2
2 RSD% 4,91 !
S 10 -
> THC-COOH
51 y = 2,7804x - 0,0151
0 R2=0,998
RSD% 6,2

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00

Injektalt standard mennyisége, ng/injektdlas

9. abra KNBD standard oldatok linearitas vizsgalata 0,02-2,00 ng/injektalas
tartomanyban: az egyenes egyenlete, korrelacioja és a parhuzamos mérések atlagos
RSD %-a vegyliletenként
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4,1.2 A HMDS alkalmazasa szililezoszerként - vadkender KNBD-tartalmanak

meghatarozasa az optimalizalt mintael6készitési eljarassal

A mintaelokészitési modszer gyakorlati alkalmazasanak kidolgozasdhoz olyan
matrixra volt sziikség, mely nem igényel kiilon engedélyeztetést, ezaltal kdnnyen
beszerezhet6. Ezért a Magyarorszagon is honos vadkendert (Cannabis ruderalis)
valasztottam, mely kisebb hatdéanyag-tartalmua, mint pszichoaktiv rokonai (C. sativa, C.
indica) és a benne talalhatd KNBD-ok aranyai is eltéréek. Az alacsony THC-tartalmu
novény vadon nd, igy gyljtése egyszerli €és gyakorlatilag korlatlan mennyiségben
elérhetd. A vizsgalt viragzd néi kender gytijtése 2016-ban (C-rd1) és 2017-ben (C-rd2)
tortént. A mintak a termdhelytdl és a természeti viszonyoktdl fiiggden kiilonbzé KNBD
Osszetételiiek. A korabban gyiijtott novény (C-rd1) a vizsgalt vegyiiletek koziil harmat
(CBC, CBD és CBN) nagy, mig tovabbi harmat (THC, CBG és 11-OH-THC)
elhanyagolhat6 mennyiségben detektaltam. A 2017-es névényben (C-rd2) 6t vegyiiletet

tartalmazott. Az azonositott vegyiileteket és azok tomegspektrumait a 10. abra mutatja.

C-rd1 C-rd2

A £

= N
o o © MCounts
! (621
01 ‘© MCounts
N

\ﬁ_rf_
105 9,0 9,5 perc
1A: CBD 2A: CBC 3A: THC 1A: CBD 2A: CBC 3A: THC
301.3 39[?.3 30[.3 315.2 37{.3 39f.3 30f.3 315.3 STiA
L] Vi | |4434§1r '24‘3'1 : : L'L by l|||| |. .l ‘\ 10 b L |24A6‘3‘ ‘ 'I.' Lk l
300 400 y 225 275 32? 310 350 300 400 225 275 325 325 375
z m/z m/z mlz m/z milz
4A: CBG 5A: CBN 6A:11-OH-THC 4A: CBG 5A: CBN
337.2 36[7 .4 337.3 36[.3
"[ ( 3713 l (
3913
||||I|||| 4694{3 ‘ 383‘3 | |I T bl .T:I |I\‘.‘|n| ‘l...u
32I5 42KS 5350 37I0 39IO 350 3!;0 325 375 425 360 380
m/z m/z m/z m/z mlz

10. abra A kender mintakban (C-rd1, C-rd2) azonositott kannabinoid vegyiiletek
kromatogramjai és tomegspektrumai
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Az azonositott KNBD-0k pontos mennyiségét standard addicioval hatdroztam meg.
A C-rd1 névény CBD, CBN és CBC, mig a C-rd2 CBD, CBC, CBG KNBD-tartalma volt

LOQ feletti. Az addicid6 soran a ndvényben 1évé mennyiséggel Gsszemérhetd

crer

pontosaggal mért, elporitott ndvényi szovetet. A C-rd1-ben CBN és CBD mennyisége

nagyobb volt, minta CBC-¢, ezért az addiciot 20, 30 és 40 ul 0,2 mg/ml-es koncentrac

i6ju

és térfogati CBD és CBN torzsoldatokkal, valamint 10, 20 és 40 ul 0,05 mg/ml-es CBC-

vel végeztem (11. abra). A szarmazékka alakitast a 3.4.4 pont, 8. tablazata szerint, a

KNBD vegyiiletekre vonatkozé optimalis mintael6készités szerint készitettem.

Adalékolt standard mennyisége, ng/injektalds (a pArhuzamos mérések RSD %-a)

s ey

£ THC CBG 11-OH-THC r THC-COOH
§ 2 ng/inj (RSD%) ng/inj (RSD%) ng/inj (RSD%) ng/inj (RSD%)
= ] 10 - 10 .
204 | |4 429(319) LAz 4,00 (3,50) 3 4,00 (2,41)
. 5- 5 2
10
L 0,57 (4,17) 1 0,54 (3,13) 0,53 (6,9) | 0,53 (3,81)
/XU an.;<LOQ an.; <LOQ [, an;<LoQ ,{/AgiT LOQ
0= 04— T =+ _ires _ iires
9,4 9,5 10,4 111 perc
R2=0,998 R2 = 0,999 R2=0,999 R2 = 0,999
visszanyerés: 90,5% visszanyerés: 93,1% visszanyerés: 90,1% visszanyerés: 109%

S 15 91CBD visszanyerés: 96,1% = 9 CBC visszanyerés: 96,3%

= R?=0,999, RSD% 1,60 w R? = 0,999, RSD% 2,98

.10 - CBD-tartalom: 4,4 pg/m S 6 {CBC-tartalom: 1,3 pg/m

& 3

< =

> CBN visszanyerés: 91,0% > 3 A

R?=0,999, RSD% 1,05
CBN-tartalom: 6,6 ug/mg /

- N 0 10 20 30 40 -1 \1,-0,5 0 0,5 1 15 2
8,96 6,03 Adalékolt standard, ng/injektdlas 0,70 Adalékolt standard, ng/injektdlds

11. 4bra C-rd1 minta hatéanyagtartalmanak meghatarozasa standard addicioval:
visszanyerés, a parhuzamos mérések atlagos RSD% és R? adatokkal, valamint az
egyenesek tengelymetszetébdl szamolt CBD, CBN ¢s CBC tartalommal
(a.n. = addici6 nélkiil, kdzvetleniil szarmazékka alakitva)

A mért valaszjeleket IE-ben kifejezve az adalékolt mintaoldat mennyiségének

figgvényében abrazolva, az egyeneseket az x-tengelyre vetitve a kender mintak eredeti
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KNBD-tartalmat kaptam. A CBN 6,6 ug, a CBD 4,4 ug, a CBC 1,3 ug volt 1 mg szaritott

novényre vonatkoztatva. Az atfogod kisérlet okan a vadkenderben csekély mennyiségben

termel6d6é CBG, THC és az emberi szervezetben metabolizacio atjan keletkez6 11-OH-

THC és THC-COOH mérhetdségét is vizsgaltam komplex matrix jelenlétében. 0,50-0,55

mg novényhez 0,5-4 ng/injektalas mennyiségli standardot adva. A C-rd1 minta mérésekor

a visszanyerés 90,1-109%-nak adodott, az illesztett egyenes korrelacidja 0,998-0,999

kozott valtozott (11. abra).

A 2017-ben gyiijtott, C-rd2-vel jelolt mintaban kisebb hatéanyagtartalmat mértem,

mint a C-rd1-ben (12. abra).

Adalékolt standard mennvisége (ng/injektalds), a parhuzamos mérések RSD %-a

£ THC CBN 1 p 11-OH-THC THC-COOH
37 ng/inj (RSD%) 4 - ng/inj (RSD%) ng/inj (RSD%) ng/inj (RSD%)
S 2 1
1> 110261 4
'. ] 107 (245) 4 || 107 (262)
2 -

51 > 057(363) o4 fWro053(78 17 |alr 053(85)

1+ 0,04 (4,93) 1 a.n,; <LoQ van; <LOQ
0- 0 ¥t 0 P> 0 =

98 104 11,0 erc

R? = 0,964 R? = 0,987 R? = 0,993 R? = 0,996

visszanyerés: 86,2% visszanyerés: 87,9% visszanyerés: 93,6% visszanyerés: 94,8%

= 8 1 CBC visszanyerés: 98,2%
L7 R2=0,995, RSD% 3,42
R CBD-tartalom: 0,27 ug/mg
N
& 5.
N 4 CBD visszanyerés: 105%
R?=10,994, RSD% 4,79
3 / CBD-tartalom: 0,46 ug/mg
_/./' CBG visszanyerés: 94,6%
R?=0,999, RSD% 4,01
f T o T ! CBD-tartalom: 0,19 pg/mg
-1 l JO,S l 0 0,5 1
0,92 0,54 0,38 Adalékolt standard, ng/injektdlas

12. dbra C-rd2 minta hatéanyagtartalmanak meghatarozasa standard addiciéval:
visszanyerés, a parhuzamos mérések atlagos RSD% és R? adatokkal, valamint az
egyenesek tengelymetszetébdl szamolt CBC, CBD és CBG tartalommal
(a.n. = addici6 nélkiil, kdzvetleniil szarmazékka alakitva)
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Az addiciés eljaraskor nem tettem kiilonbséget a vegyliletek kozott, mind a hét
adtam a + 0,01 mg pontosaggal kimért 0,71-0,78 mg poritott névényt, majd a 3.4.4 pont,
8. tablazat KNBD-ok optimalis szarmazékképzési koriilményei szerint reagaltattam.

A C-rd2 novényt addicié nélkiil kozvetleniil szarmazékka alakitva a metabolitok
kivételével minden vegylilet kimutathatd volt. THC és CBN esetében LOQ-hoz kozeli,
az alatti, mennyiségeket mértem, mig a CBD, CBC ¢és CBG tartalom egy nagysagrenddel
volt nagyobb az eldzd ketténél, a felsorolas sorrendjében 0,46, 0,27 és 0,19 ug 1 mg
szaraz anyagra vonatkoztatva. A linearitas vizsgalat R? értéke 0,964-0,999, az adalékolt
standard vegyiiletek visszanyerése 86,2-105% kozott valtozott. Az ismételhet6séget az
injektalasok relativ szorasaval (RSD%) jellemeztem, mely 2,29-11% volt. Mindkét
novényi minta KNBD-tartalmanak meghatarozasaval parhuzamosan standard oldat
valaszjelét is mértem. A visszanyerést a matrixban és a standardban kapott valaszjelek

aranyabol szamoltam. Az eredmények alapjan a matrix hatast kizartam.

4.2 A HMDS uj alkalmazasi lehetdségei - egyidejii acilezés és szililezés

4.2.1 A kémiailag tobbfunkciés aminosavak szarmazékka alakitasa HMDS-sel

A HMDS ujra bizonyitotta kivald szililez6 képességét a KNBD vegyiiletcsalad GC-
MS meghatarozasanal és kutatocsoportunk korabbi munkassaga [6-7] igazolta, hogy az
atlagosnal nagyobb aranyu perfluor-karbonsavval (PFKS) parositva acilez6 tulajdonsagu.
A vizsgalataink feltartak, hogy kivételes szimmetrikus Szerkezete révén az aromas primer
aminok aminocsoportjat acilezett szarmazékka alakitja. A primer fenilalkil-aminokkal
végezett kutatasokban vizsgaltuk az aromas gytriit az aminocsoporttal 6sszekotd alkil
lanc tagszamanak, valamint a gyir(i szubsztitGcidjanak hatasat az acilezésre és
optimalizaltuk a reagenselegy Osszetételét. A PhD-munkamat a korabbi eredményekre
alapoztam és a szarmazékképzési eljarasok tovabbi vizsgalatahoz olyan bifunkcids
vegyliletcsaladot vontam be a kutatasba, ahol amino- és karboxil- funkciés csoportok
egyidejlileg voltak a molekulaban. Valasztasom az AS-akra esett, melyeket korabban GC-
vel szililezést vagy kloroformatos acilezést kovetéen mértek. A szakirodalombol
megismert eljarasok gyakori hatranya volt, hogy a szarmazékképzéskor nem keletkeztek

egységes termékek. Ez alatt azt értjiik, hogy egyszereresen és tobbszordsen szubsztitualt
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szarmazékok egyarant képzodtek, ami megnehezitette a kapott eredmények értékelését és
bizonytalanna tette a mennyiségi meghatarozasok pontossagat.

Mivel PhD-kutatasom kezdetéig a modszert csak aromas primer aminok acilezésére
alkalmaztuk az els6é kisérletekben azt vizsgaltam, hogy az AS-ak acilezhetéek-e ha a
korabban optimalizalt tartomanyban es6 HMDS:TFA 7:3 (v/v) aranyu elegyével
reagaltatom a vegyiileteket PYR-es kozegben. A kiértékeléskor megéllapitottam, hogy
minden aminocsoportbol azok acilezett termékei keletkeztek, fiiggetleniil attol, hogy az
az o C-atomhoz kapcsolddott vagy az oldallanc része volt. A tomegspektrumokat
tanulmanyozva meglepetésként hatott, hogy a reakcioban a karboxilcsoportok, s6t az

oldallancok tiol- és hidroxilcsoportjai is szililezédtek (13. abra).

(2] (2]
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13. abra Aminosavak egy lépésben keletkezo trifluoracilezett és szililezett
szarmazékainak kromatogramjai és tomegspektrumai
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Ezzel sikeriilt az AS-ak aktiv hidrogénjeit egy 1épésben a megfelel acil- és szilil-
szarmazékkd alakitani egy klasszikusan trimetilszililezésre alkalmazott reagenssel. Az
AS-akat a jellemzd tomegspektrumaik alapjan azonositottam a [M]+ és a [M-15]" ionok
segitségével. A Gln és Asn a savas kozegben Glu-a4 és Asp-a alakult, igy ebben a
formaban detektaltam azokat, az Arg TMS-észter szarmazékanak kis stabilitasa miatt
nem volt mérhetd. A kisérlet soran melléktermékek ¢€s részlegesen vagy tobbszordsen
szubsztitualt szarmazékok keletkezését nem tapasztaltam.

Az egylépéses trimetilszililezés és trifluoracilezés feltételezett folyamata szerint (14.
abra) az aminosav (14. abra, A kiindulas molekula) karboxilcsoportjanak szililezodését
koveti (14. abra, B atmenti termék) - a csdkkent bazicitasti - aminocsoport acilezése (14.

abra, C termék).

PYR/HMDS/TFA
80 °C, 30 perc | |
H;N=(C),-COOH » H,;N*=(C),-COOTMS F;COCNH—(C),-COOTMS
| OH I orms| > | OTMS
R SH R STMS R STMS

B

H H

14. dbra Tobbfunkciods vegyiiletek egyidejii trimetilszililezésének és trifluoracilezésének
feltételezett sorrendisége az AS-ak példajan bemutatva; ahol A jeloli a kiindulasi
vegyiiletet, B a csokkent bazicitast trimetilszililezett kozti termék és C a szililezett-
acilezett végterméket

Mivel a primer fenilalkil-aminok acilezésekor [6-7] a HMDS&TFA reagensparos
PFKS tagja cseré¢lhetd volt pentafluor-propionsavra (PFPA) és heptafluor-vajsavra
(HFBA), ezért az egylépéses acil- és szilil-szarmazékka alakitast elvégeztem a fenti
reagensparosokkal is. Minden esetben a megfeleld perfluoracil-TMS észterek keletkeztek
azonos fragmentacioval. A kiilonféle PFKS-akkal keletkezd termékek fragmentacidja
karakterisztikus. A pentafluorpropionil- ¢és a heptafluor-butiril-TMS  észterek
toredékionjainak tomege az egy C-atomhoz kapcsoldodd két fluoridnak (-CF»)
megfeleléen m/z 50 ¢és m/z 100 tomegegységgel novekedtek a trifluoracetil
szarmazékokhoz képest. Az Orn és Lys két perfluoracilcsoporttal reagalt, ezért ezen AS-
aknal a PFKS-t6l fiiggden az m/z 100-as és 200-as tomegnovekedés volt megfigyelheto.
A legtobb AS (19-bdl 14) TFA-val, a GABA, a His és a Trp PFPA-val, mig az Ala és a
Gly HFBA-val adta a legnagyobb valaszjelet. Az egyes AS-akra jellemz6 SFl-okat,
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retenciokat és a harom PFKS-val mért valaszjeleket a 11. tablazatban foglaltam 6ssze. A
legrovidebb retencids id6vel a trifluoracetil szarmazékok elualodtak. A Phe, a Glu és az
Orn pentafluorpropionil-TMS és heptafluor-butiril-TMS termékeinek retencids sorrendje
megfordult a trifluoracetil-TMS észtereikhez képest. Kozeli retencidjuk miatt FS-
tizemmodban a fenti hdrom vegyiilet csicsa nem valt el egymdastol. A modszer
kidolgozasa alatt kiilon oldatban vizsgaltam ezeket, egyenkénti meghatarozasukat SFI-

jaikra sziiréssel oldottam meg.

4.2.1.1 AS-ak egylépéses szililezésének és acilezésének optimalizalasa

A modszer optimalizalasakor a kutatocsoport korabbi, primer fenilalkil-aminokkal
folytatott kutatasat [6] kovettem. Oldoszerek kozil a PYR, az ETAC és az ACN
alkalmazhatosagat vizsgaltam. Az ETAC-os és az ACN-es kdzegben az oldatot enyhén
opalosnak taldltam, ezért az oldoszerek koziil egyértelmiien a PYR-t részesitettem
elonyben. Mivel a fenilalkil-aminok acilezésekor a 80 °C 20 perc megfeleldnek bizonyult
[6], az AS-ak egylépéses szarmazékka alakitasanal is hasonlo eredményre szamitottam,
ezért a h6fok optimalizalasakor 60, 70, 80 és 100 °C-on 30 percig melegitettem az
oldatokat. A mért valaszjelekben 70 °C {616tt mar nem tapasztaltam szdmottevd valtozast.
A reakci6idét 10, 20, 30 és 50 perc kozott valtoztattam, a héfokot 70 °C-on tartva. Az
elvartaknak megfelelden a szdrmazékka alakulas 20 perc alatt végbement. A kisérletek
eredményeként elmondhatd, hogy az egylépéses acilezés ¢€s szililezés HMDS-TFA
reagensparossal széles héfok és reakcididd tartomanyban megfeleléen alkalmazhato, igy

a tovabbi mérések elvégzéséhez a 80 °C 30 percet valasztottam.
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11. tablazat A haromféle PFKS-val egy 1épésben perfluoracilezett és szililezett aminosavak (AS) (NH-TFA/PFP/HFB-TMS = trifluor-
acetil/pentafluor-propionil/heptafluor-butiril — trimetilszilil észter szarmazékok) retencios idejének, szelektiv fragmens ionjainak és a ~ 2

cyey

¥9

Retenciés idé (t Valaszjelek,
AS Keletkezett észter Szelektiv fragmens ionok (SFIs), m/z ¢ encg;sr; 8 (t), IE/pg - 10%
TFA | PEPAHFBA
Alanin [M-15]* 242, 292, 342; [M-15+TMS]* 314, 364, 414 2,88;2,97;3,35 | 153 | 1,04 | 162
Glicin [M]: 228, 278, 328; [M+TMS]* 300, 350, 400 3,09;3,27;367 | 137 | 1,39 | 415
) [M-15]* 270, 320, 370; [M-15+TMS]" 342, 392, 442; [M- ) ) 1,18 | 042 | 050
Valin CaHo 151" 226, 276, 326 3,87;4,14; 4,61
NH-TFA/PEP/ I1\M-15]* 284, 334, 384; [M-15+TMS]* 356, 406, 456; [M-15-
- , 334, 384; , 406, 456; . 408 1,48 | 0,81 | 0,50
Leucin  |HEB-TMS TMS]* 212, 262, 312 4,56; 4,98; 5,43
. [M-TMS+1]* 226, 276, 326; [M-15]* 284, 334, 384 [M- £ 14 1,33 | 0,70 | 0,72
Izoleucin 15+TMS]* 356, 406, 456 4,70; 5,13; 5,63
[M]+ 271, 321, 371; [M-15]* 256, 306, 356; [M-15+TMS]* . 035 | 274 | 178
GABA 308, 378, 428 5,36; 6,13; 6,61
[M+1]+ 346, 396, 446 ; [M-30]" 315, 365, 415; [M-15+TMS]*
Szerin 402, 452, 502; [M-C4H100,Si-15]" 212, 262, 312; [M-OTMS- | 5,44: 6,16; 6,62 | 394 | 1,92 | 2,50
NH-TFA/PFP/ N
15]* 290, 340
HFB-OTMS-TMS . -
Treonin [M-15]" 344, 394, 444; [M+1+TMS]" 432, 482, 532; [M- 569 6.44: 601 | 0,79 | 0,24 | 0,32
C4H100,Si-15]" 226, 276, 326 A
. NH-TFA/PFP/ [M]+ 283; 333, 383; [M-15]" 268, 318, 368; [M-C4HyO2Si]* ] ] 112 | 034 | 042
Prolin | rp.Tms 166, 216, 266 5:90; 6,62, 7,08
o [M+1]+ 374, 423, 474; [M-15]" 358, 408, 458; [M-15-OTMS]*
Asizr?s,z:? ﬂﬂBT gﬁr/&gpl 268, 318, 368; [M-15+TMS]* 430, 480, 520; [M-OTMS- 739:842;8,87 | 304 | 137 | 047
g TMS]* 212, 262, 312



https://hu.wikipedia.org/wiki/Alanin
https://hu.wikipedia.org/wiki/Gly
https://hu.wikipedia.org/wiki/Val
https://hu.wikipedia.org/wiki/Leu
https://hu.wikipedia.org/wiki/Ile
https://hu.wikipedia.org/wiki/Ser
https://hu.wikipedia.org/wiki/Thr
https://hu.wikipedia.org/wiki/Pro
https://hu.wikipedia.org/wiki/Asp
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Retenciés idé (t Vilaszjelek,
AS Keletkezett észter Szelektiv fragmens ionok (SFIs), m/z ¢ encgfr; 8 (tr), IE/pg - 10*
TFA | PEPAHFBA
] [M]+ 317, 367, 417; [M-15]" 302, 352, 402; [M+1+TMS]*
Metionin [NH-TFAPEPT - lag0 440, 490; [M-CaHeS]" 243, 293, 343; [M-CHaS-15]° 763:862;9,12 | 087 | 036 | 050
HFB-TMS
254, 304, 354
Hidroxi- INH-TFA/PFP/ |[M]: 371, 421, 471 [M-15]" 356, 406, 456; [M-CsH1OSIl" | g co g g4 1015 | 085 | 040 | 045
prolin [HFB-OTMS-TMS [254, 304, 354 ; [M-COOTMS-OTMS]"* 164, 214, 264
N ] [M+1]+ 334, 384, 434; [M-15]* 318, 368, 418; [M-
aTaerr,]i'rl,* HﬁBT Eﬁ‘,{gFP/ 15+TMS]* 390, 440, 490; [M-NHPFP/HFB-15]* 205, 205, |9,41;10,37;10,82 | 228 | 1,22 | 124
205; [M-PFP/HFB-15]* 220, 220, 220
Gluta- NH-TFA/PFP/  [[M]: 387, 437, 487; [M-15]" 372, 422, 472; [M-15-OTMS]" | 40 10 3. 1073 | 056 | 0,17 | 0,20
minsav* [HFB-diTMS 282, 332, 382; [M-15+TMS]" 444, 494, 544 e 2599, 2
[M]+ 396, 496, 596; [M-15]" 381, 481, 581; [M-
Ornitin* |\ NHPFP/HFB-COOTMS]* 166, 216, 266; [M-15+TMS]* 9,44; 10,26; 11,12 | 1.02 | 0,40 | 0,33
GiTFAIPEP/ 453, 553, 653
HEB.TMS [M]+ 410, 460, 510; [M-15]* 395, 445, 495; [M-
Lizin NHTFA/PFP/HFB-COOTMS]* 180, 230, 280; [M- 11,62; 12,08; 12,86 | 1,11 | 0,34 | 0,75
15+TMS]* 467, 567, 667
] [M-15]* 406, 456, 506; [M+1+TMS]" 478, 528, 578; [M-
Tirozin Hﬂ;gﬁﬁgi’m NHTFAJ* 308, 308, 308; [M-NHTFA/PEP/HFB- 14,99; 14,94, 1523 | 1,61 | 382 | 365
COOTMS]* 179, 179, 179
e [M-15]* 308, 358, 408; [M-45]" 278, 328, 378; [M+TMS]" ] ] 517 | 1,71 | 0,58
Hisztidin |\ rEA/PFP/ (395, 445, 495: [M+TMS-15]" 380, 430, 480 15,11;15,05; 15,27
Trf'flfo' HFB-TMS [M]+ 372, 422, 472; [M-15]* 357, 407, 457; 130 18,03; 18,60; 18,82 | 2,17 | 4,66 | 2,51

Jelolések: * = a harom csucs elvalasztasa a szelektiv ionokra valo sziiréssel lehetséges



https://hu.wikipedia.org/wiki/Met
https://hu.wikipedia.org/wiki/Glu
https://hu.wikipedia.org/w/index.php?title=Tyr_(aminosav)&action=edit&redlink=1
https://hu.wikipedia.org/wiki/His
https://hu.wikipedia.org/wiki/Trp
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szarmazékképzés Kkiterjesztése tovabbi multifunkcios

vegyiiletekre

Az AS-akhoz hasonldan kémiailag tobbfunkcids vegyiiletnek szamitanak a DIAHA,

az AA-ok: pl. az EtAm, a PrAm és a BUAm, valamint az amino-cukrok (AC) pl. az AmGlI

is. A felsorolt vegyiiletek és a peptidek szintén rendelkeznek szabad karboxil- és primer

aminocsoporttal, ezért feltételeztem, hogy ezen vegyiiletek is ugy viselkednek, mint az

AS-ak (15. abra).

a
[
5 3 EtAm AmGI
g O PrAm
< =
=] BuAm
g 40 DIAHA
Q
< N 0 ]]JL
I=JNe) [ [T [ T |"'y;""|—'/" T
= ﬁ 3 4 15 19 perc
B R0
T o )
& 8 EtAm PrAm BuAm DIAHA AmGI
N 2141 2281 2421 743 8
- 2 h b
XX
o3 511.1
o
=
S
= 5992
¢
o 286.1
2 655.1 | 4175
g N TN I P B
175 275 1200 300 1230 270 500 600 (650
m/z m/z m/z m/z m/z
[%2]
1= AlaGly GlyGly
3
O
s AlaAla2 GlyGlyGly
2 Alaslal
g
-:g O i T T T T T T T T
§ 10 12 14 perc
S AlaAlal AlaAla2 AlaGly GlyGly  GlyGlyGly
= 3131 3850 [ 299.1 371.2[ 285.0 401 1
O £
313.0 3572
385.0 " asen
[ \ [357.2
| || \ bl Il\ t ‘I || lll ‘{ . ‘n |. | \hLI'
300 s 200 w1275 375 (275 3751350 390

15. abra Amino-alkoholok (EtAm, PrAm, BuAm), 2,6-diamino-heptadekansav
(DiIAHA), amino-gliikoz (AmGI) és oligopeptidek egylépésben keletkezd trimetilszilil-
trifluoracil szarmazékaiknak kromatogramjai és tomegspektrumai
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A peptidek mérésénél meghatarozo a felépitd AS-ak szama. Az oligopeptidek,
melyek fehérjék épitékdvei lehetnek, ugymint az AlaAla, az AlaGly, a GlyGly és a
GlyGlyGly kozvetleniil mérhetdek. A tagszam ndvekedésével a megfeleld illékonysag
elérése szarmazékképzéssel egyre nehezebbé valt, hiszen a C- és az N-terminalis végeken
1évé aktiv hidrogének szubsztiticioja altaldban mar nem elégséges, amit az esetleges
oldallancokban 1év¢ hidroxil-, tiol- és aminocsoportok sem tudtak kompenzalni. Tovabbi
hatart szabhat a molekulatémeg, hiszen az ioncsapdas MS késziilékek meghatarozott m/z
tomegtartomanyban detektalnak. A kutatocsoportunk késziilékénél ez a hatar m/z 50-
1000.

Az alkalmazott koriilmények kozott a négy tagh peptideket mar nem tudtam nativ
formajukban mérni. Ezért a tobb AS-bdl allo peptidlancok Osszetételét a 3.4.3 fejezetben
ismertetett hidrolizis és a 3.4.4 szerinti szarmazékka alakitas utan hataroztam meg (16.

abra).

M Peptidl: ETA = Peptid2: ATE
AA —
85 g
~~ - ~~
S ES 2 & S oE B3I
(@) R S ™ < -
§£3 20108 83 se oB @ _
22T S Fpa S5 37 82 kg
Eax 1504949 S~ I oo L ©Sw g5
52 Nin g ~o ozl = TS =L
E5 % I de @ £ = RY Re
<= & 1,00 1 = 5% S N = o= So
z <8 = So Y o9 = = =
n p— - - ju ju— =
g o = 0,50 A = £ oo = = — =
5o = = B IE = = =
> o f— f— = f— f—
< H < 0,00 — —— —T T T — T T — —
Ala Gly val Ser Thr Asp  Glu Lys Tyr

ETA és ATE peptidekben azonositott aminosavak

16. abra ETA és ATE peptidekben a hidrolizis és az egylépéses szarmazékképzest

kovetben mért AS Osszetétel

A vizsgélat céljabol két 15 tagh peptidet vizsgaltam (Peptid1: ETA és Peptid2: ATE),
melyek AS 0Osszetétele megegyezd volt, szekvencidjuk egymads forditottjai (egybetiis
kodokkal jelolve: ETA = KDQYASNVVVGETA, ATE = ATEGVVNSAYQDK).
Mindkét peptid a porcalkotd aggrekdn G1 doménjének, egy T-sejt epitopot hordozd
szekvenciarészlete, valamint annak reverz valtozata. A szekvenciarészlet szintetikus

peptid forméaban Balb/c egérben arthritogén.

67



DOI:10.14753/SE.2021.2508

A 3.4.3 szerint hidrolizalt peptideket 13 kiilonféle AS alkotta, melyek koziil az Arg-t
TMS-szarmazékanak kis stabilitdsa miatt nem tudtam mérni. A két mintaban mért AS-ak
mennyisége megegyezett, mely bizonyitotta a modszer reprodukalhatosagat. Az AS-ak
mennyiségét kiilsd kalibracio alapjan szamoltam. A mérések szorasat a 16. abra
hibasavjai jelolik, az RSD%-uk 0,77 és 9,5 RSD% kozotti volt.

A kiils6é kalibracio elkészitésekor az AS-ak linearitasi tartomanyat 50-5000
pg/injektalt szarmazék tartomanyban nyolc koncentracido szinten vizsgaltam, az
eredményeket a 12. tablazatban foglaltam Gssze. A legalacsonyabb LOQ értékii a Ser, a
Thr, az Asp, a Met, a Val és a Trp, rendre 46, 43, 49, 47, 60 és 57 pg/injektalas. A GABA
linearitasi tartomanya 411-4931 pg/injektalas kozott csak egy nagysagrendet fedett le. Az
Ile és His LOQ értéke is magasabb volt, mint a tobbi AS-¢, 264 és 329 pg/injektalas. A
tobbi AS legkisebb meghatarozhaté mennyisége 70-120 pg/1 ul injektalt szarmazék volt.
Az Arg kivételével, ami kis termikus stabilitisa miatt nem detektalhatd, az AS-ak
acilezett-szililezett szarmazékai a vizsgalt koncentracio tartomanyban jol mérhetéek. Az
illesztett egyenes R? értéke 0,985-0,999 kozé esett. Ellendérzésként az AA-ok és
oligopeptidek linearitasat is mértem (12. tablazat). Az egyenesek egyenlete alapjan
megallapitottam, hogy peptidek érzékenysége a tagszam novekedésével csokken és LOQ

mennyiségiik egy nagysagrenddel magasabb, mint az AS-aké és AA-oké.
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12. tablazat Aminosavak, amino-alkoholok és oligopeptidek linearitasa, az
illesztett egyenesek egyenletei és az R? értékek

Linearitasi
Célvegyiilet tartomany, Egyenes egyenlete R?
pg/injektalas
Alanin 92-3298 y = 0,0039x + 0,3154 0,993
Glicin 117-4200 y =0,0030x + 0,2807 0,995
Valin 60-4342 y =0,0025x + 0,2358 0,998
Leucin 89-3190 y =0,0026x + 0,1861 0,998
Izoleucin 264-3808 y =0,0022x + 0,2063 0,997
GABA 411-4931 y =0,0049x — 0,0179 0,995
Szerin 46-3298 y = 0,0055x + 0,0953 0,996
Treonin 43-3093 y =0,0013x + 0,0124 0,997
Prolin 91-3275 y =0,0016x - 0,0518 0,998
§ Aszparaginsav 49-3549 y =0,0039x + 0,2358 0,999
£ Metionin 47-3411 y =0,0012x + 0,0595 0,998
§ Hidroxi-prolin 102-3674 y =0,0021x - 0,0652 0,998
Fenilalanin 75-5370 y =0,0032x + 0,0682 0,999
Glutaminsav 70-5019 y = 0,0008x + 0,0641 0,998
Aszparagin 112-3549 y = 0,0020x — 0,0813 0,998
Ornitin 82-2961 y =0,0037x - 0,1689 0,996
Lizin 105-3093 y =0,0017x - 0,0980 0,999
Tirozin 93-3334 y =0,0048x + 0,7371 0,992
Glutamin 120-4334 y =0,0008x + 0,0907 0,995
Hisztidin 329-4732 y =0,0022x - 0,4981 0,987
Triptofan 57-4091 y =0,0024x + 0,6360 0,989
. | Etanol-amin 90-5273 y =0,0012x + 0,0995 0,999
2 2 Propanol-amin 96-5616 y =0,0009x + 0,1143 0,999
E s 4-amino-
© . 95-5557 y = 0,0004x + 0,0460 0,998
butan-2-ol
Alanil-alanin 249-4988 y =0,0013x - 0,0877 0,999
£ Glicil-glicin 222-4433 y =0,0012x - 0,1667 0,999
E} Alanil-glicin 268-5364 y =0,0012x - 0,1865 0,999
G";'I'i'cgi:]'c"' 250-4995 |y =0,0003x +0,2136 | 0.999

Jeldlések: y = csucsteriilet (integrator egység: ~ = IE-107; # = IE-10°); x = injektalt

standard mennyisége, pg/1 ul
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4.2.3 Az egylépéses szarmazékképzés teljesitményjellemzoinek meghatarozasa

AS-akkal

4.2.3.1 A médszer aranyossaganak vizsgilata BCAA és vizelet mintakban

A kidolgozott mintael6készitési modszer gyakorlati alkalmazhatosagat magas AS-
tartalmi BCAA  étrend-kiegészité ¢€s anyagcserezavar ¢€s/vagy  neurologia
rendellenességgel diagnosztizalt betegek vizeletének AS-tartalom meghatarozasaval
vizsgéltam. Mindenekel6tt az eljaras aranyossagat teszteltem kétféle matrix jelenlétében.
A mérések értékelésénél a mintak AS-tartalmat kiilsé kalibracio alapjan hataroztam meg.
Elsdként egy olyan étrend-kiegészitot vizsgaltam, mely a ,,klasszikus BCAA” AS-aknak
tekintett Val-on, lle-on és Leu-on kiviil Asp-t és Orn-t tartalmazott. A 3.5 szerint
szarmazékka alakitott minta 1 ul-ét injektaltam. Az injektalt térfogatban igy az AS-ak
mennyisége elvi érték alapjan szamolva 0,45-9,03 ng/1 ul higitott szarmazék kozé esett,
a mérések RSD%-a 1,63-6,1 kozotti volt. A kiilonb6zé koncentracid szinten meért

valaszjeleket és RSD%-0kat a 17. abra mutatja.

Vailaszjel (csticsteriilet), IE-107
(parhuzamos mérések RSD%-a)

£ ] Leu
>
S 37,99 lle
=7 (5.7)
30,16 249,2450
150 ] (4,91) (4,25)
14720,26 16,58 Orn
1l (3.45) (4,65)
100 | L 12,13 11,70 5’549?3
] i) A )
1 (4,18) (2,68) 2,43
1 1|| 6,74 P (5,5)
50 - | | (2,36) L/ / L 167
1 |I | /1 (6,1)
] . e .y 0,81
0 . }‘/X (6,1)

|
4,5 7,2 9,2 perc
—: vak; —: 10 ul; —: 20 pl; —: 30 ul; —: 40 pl BCAA torzsoldat

17. abra Az egylépéses szarmazékképzes aranyossaganak jellemzése kiilonb6zo
mennyiségli BCAA étrend-kiegészitd mérésével

Az egylépéses szarmazékképzés aranyossagat biolodgia matrix vizsgalataval is igazoltam.

Vizelet mérésnél a referenciaként alkalmazott minta egészséges onkéntestdl (vizeletl),
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mig az AS-kat tartalmazok (vizelet2-3) anyagcserezavarral diagnosztizalt betegektol
szarmaztak. A harom kiilonb6z6 kiindulasi térfogata (100, 200 és 300 pl) vizeletet a 3.4.2
szerinti centrifugalast kovetéen a 3.4.4 és 3.5 fejezetben leirtak alapjan szarmazékka
alakitottam és HMDS-sel 10-szeresére higitottam. A szarmazékok 1 pl-ét injektaltam a

GC-MS késziilékbe. Az eredményeket a 18. abra mutatja.

vizelet2 vizelet3
£ Valaszjelek, IE-107 ~ Szamolt = Vilaszjelek, IE-107 ~ Szdmolt
8 (RSD%) koncentracié 83) (RSD%) koncentracio
= —» 0,47 (7,6) Glu S |—» 0,68 (0,48) Gl
1 f'-? 0,30 (6,6) 1,83 pg/ml 1 _I ]r>o,45 (6,8) 2,49 ug/ml
> 0,15 (7,4 Lo,
AV, (7.4) W 0,22 (7,6)
92  perc 92  perc
§ —»13,84 (1,34) y % ] l-.f.—» 12,50 (2.18) y
= ' 8,75(0,74) + 41,10 pg/ml =21 [\>859(354) 40,37 pg/ml
10 f 10{ |
1> 4.22(0,82) j 4,47 (3,71)
o= — )
15,2 perc 15,2 perc
5| Sl ooreso
S| [F»460(63) Trp g1 [0 @0 Trp
120 > 2,69(7,7) 9,37 ug/ml =21 > 06962 1,36 pug/ml
| [ 21 11'1}.0,34 (6,8)
}?1,37 73) WA VY
0 = S 0
18,0  perc 180  perc
vizelet2 vizelet2
g £ [\ 979(0.386)
i o A
Qi i i Tyr
S| [>936(467) . S| 688420 | g6 ::g,ml
1 ys '
i > 6,38 (2,57 10
104 | (257) 61,0 ug/ml 3,60 (2,81)
P> 337(6,1) .
ol W 0t
11,7 perc 15,0 perc

—: 100 pl; —: 200 ul; —: 300 pl vizelet

18. abra Az aminosav tartalom meghatarozasa anyagcserezavarral diagnosztizalt
betegek vizeletének kiilonb6z6 kiindulasi térfogataibol (vastagon szedve a szamolt
koncentraciok, zarojelben a parhuzamos mérések RSD%-a)
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Mindkét vizeletben nagy mennyiségii Glu-t, His-t és Trp-t mértem, az eredményeket
kiils6 kalibracio alapjan szamoltam. A vizelet2-vel és vizelet3-mal jelolt mintaban kozel
azonos volt a Glu ¢és His mennyisége, elobbi 1,83 és 2,49 pg/ml, utdbbi 41,10 és 40,37
értékeket mértem. A vizelet2-ben ezeken feliil Lys-t és Tyr-t azonositottam 61,0 és 8,3
pg/ml koncetracioban. PhD-munkam alatt a fenti két vizeletet tovabb elemeztem (1d.

4.2.4.6 fejezet), hogy a feltételezett koros allapot igazolasahoz tovabbi adatokat gytijtsek.

4.2.3.2 Tovabbi teljesitményjellemzok meghatarozasa BCAA matrix jelenlétében

A tovabbi teljesitményjellemzdk meghatarozdsdhoz standard addiciét alkalmaztam.
A korabban vizsgalt étrend-kiegészit0 mintahoz a becsiilt eredeti AS-tartalmuknak
megfeleld Leu-t, lle-t, Val-t, Asp-t és Orn-t tartalmaz6 ,kalibralo”-oldatot készitettem,
melybe ,,belsé standardként” Tyr-t tettem. A 3.5 szerint elokészitett oldatok. 1 ul-ét
injektaltam. Az eredményeket a 19. abra ismerteti. Az illesztett egyenesek korrelacioja
kapott x-tengely metszete megadta a minta AS-tartalmat, melyek sorban: Val 1,42; Leu
3,72; 1le 1,59; Asp 0,45 és Orn 0,36 ng/1 ul injektalt higitott szarmazék, az eredeti szilard
mintara szamitva rendre: 249, 126, 112, 35,6 és 28,5 mg/g volt. A parhuzamos mintak
tobbszori injektalasabol szamolt ismételhetdség 2,98-6,5 RSD%-nak adodott. A mért
értékek az elvit6l (-8)-(+40)%-kal tértek el. A PhD-kutataisomban vizsgalt étrend-
kiegészité AS-tartalma megfelelt az étrend-kiegészitOk hatdanyag-tartalmara vonatkozo
iranyelveknek [toleralhato eltérés (-20)-(+50) %], a Leu-tartalma 91%, az Asp és az Orn
mennyisége 102 és 99% volt. A Val és Leu jelentGsebb eltérést mutatott, a feltiintetett

érték 126 és 141%-at mértem a termékben.
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i Tyl': y= 9,6982X+O,164l Leu: Yy j 3,7193X+13,845O
’é 40 § R2= 0,999 R. = 0,996 )
| ] Visszanyerés = 106% Visszanyerés = 97%
T 35 RSD% = 3,64% RSD% =2,38%
N ] ,
< 1 lle:y = 3,8712x+6,1445
' ] R2=10,999
= 30 1 Visszanyerés = 95%
> ] RSD% = 3,76%
25 1 Val: y = 2,5103x+3,5766
] R%=0,996
20 Visszanyerés = 92%
] RSD% = 6,5%
15 3

Orn:y = 2,5733x+0,9385
R?=0,996
Visszanyerés = 110%
RSD% = 6,3%

AN N 6 8

3,72 159 142 0,36

Adalékolt standard, ng/injektalas

19. dbra Az egylépéses szarmazékképzés teljesitmény jellemzdinek meghatarozasa
standard addicioval BCAA étrend-kiegészitoben

4.2.4 BMA-0k egyidejii acilezése és szililezése

4.2.4.1 A mintael6készités kulcs 1épése: torzsoldatkészités

A BMA vegyiiletcsoport mintaelokészitésének kulcsfontossagti 1épése volt a helyes
olddszer megvalasztasa. Az irodalmi adatok az oldoszert vagy nem tlintették fel vagy
leggyakrabban metanolt alkalmaztak, ez alol egy tanulmany [142] jelentett kivételt.
Kisérleteink elején metanolos torzsoldatokat készitettem, azonban megfigyeltem, hogy
az I-DOPA acilezett szililezett szarmazéka frissen készitett torzsoldatabol egy csucsban,
mig néhany napos allast kovetden két csucsban eludlodott. A tomegspektrumokat
vizsgalva mindkét csicsban az m/z 267 volt az abundas ion. A cstcsokat a [M]+ alapjan
tudtam megkiilonboztetni. A korabbi retencioju csicsban m/z 451, a késébbiben m/z 509
ionokat detektaltam, amelyek az I-DOPA acilezett metil- és TMS-észter szarmazékainak
tomegei. A hiitében tarolds kozben metanolos kozegben a karbonsav spontan metil-
¢észterré alakult. A metanolos torzsoldatot rendszeres idOk6zonként szarmazékka alakitva

az I-DOPA metil-észterének folyamatos novekedését tapasztaltam, egy hét utan 1:3,
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harom hét allast kovetéen 9:10 teriiletaranyt mutatott a nem metilez6dott formahoz képest
(20. abra). Tobb honapos tarolas utan majd a teljes mennyiség atészterez6dott. Az észter
képzédés jelensége a metabolit savaknal is nyomon kovethetd volt. Ezért a metanol
alkalmazasat elvetettem ¢és a tovabbiakban oldoszerként sosavat hasznaltam a
torzsoldatkészitéshez. Erdsen savas kdzegben az ,,epinefrinek” (EP, NOREP, NORMNE)
¢és ,triptaminok” (indol-gytiris T, 5-MeT, ST) valaszjelének drasztikus csokkenését
tapasztaltam, mig a TYR, 3-MeTYR, DA és I-DOPA stabilitasa valtozatlan volt. Shin és
mtsai [142] ramutattak az erdsen savas kozegben végbemend triptaminokat érintd
polimerizacidra, melyet sajat tapasztalataim is aldtdmasztottak. Az irodalmi eldzmények
¢és a megfigyelt valtozasok alapjan a 0,25 mM HCl-at talaltam megfeleld olddszernek,
melyben a BMA-ok tarolas alatt megdérizték stabilitasukat és a karbonsavak is egységes

TMS-észter szarmazékokként voltak mérhetéek (20. abra).

Metil észter : TMS észter aranya

(2]
[y
3 A HCI 1 hénap )
O csak TMS észter
= | L 2 | A MeOH 5 honap 7.1
50 -] | m MeOH 3 hét 9:10
0 MeOH 1 hét 1:3
13 14 perc
1A I-DOPA di-O-TMS, 2A |- DOPA di-O-TMS, NH-
NH-TFA, metil észter TFA, TMS észter
26/7.3 1 & ! ‘i| oy
i /( i [« L
] & ] g
M1t
[M]f ] [50;_3-
45122 RS
o 1 ] ol 11
200 3(;0 460 5([;'3,‘ E E 200 3(;0 460 Sé‘D“ E E

20. abra 1-DOPA spontan metil-észterré alakulasa metanolos torzsoldatban, a metil- és
TMS-észter csucsok egymashoz viszonyitott aranya tarolés alatt metanolos és sosavas
oldatokban és a szarmazékok tomegspektruma
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4242 A célvegyiiletek optimalis elvalasztasa, BMA-0k és metabolitjai egyiittes

meghatarozasa

Az AS-aknal alkalmazott HMDS-TFA reagensparral a valaszjelek maximalisnak

tekinthetdk voltak, azonban a BMA-0k és metabolitjaik retencioi egymashoz kozel estek,

ami az egyidejii meghatarozast ellehetetlenitette. A korabban mar probalt PFPA-val és

HFBA-val a retencidk eltolodtak. A fluor atomok szamanak novekedésével nétt a BMA

szarmazékok illékonysidga, mig a bomlastermékeké az aminocsoport hianya miatt

valtozatlan maradt. A maximalis kiilonbségeket: 0,26; 0,32 és 0,16 percet, sorban a 3-
MeTYR-HVA, a NORMNE-VMA és a ST-5-HIAA szerint, a PFPA-val lehetett elérni

(21. abra).
n 7
c ]
>
o
o
= L,
< E HVA VMA 5-HIAA
LL ]
10 4
: 3-MeTYR NORMNE ST
o =L [ =2 =
10,0 115 17,0 perc
9 ]
= { |4t=0,26 perc Atr =0,32fperc Atr =0,16 perc
S
< 2 ]
o ]
L E HVA —> VMA —> 5-HIAA
10 4
3 3iMleTYR NORMNE ST
0 J L]
|||||||| T T _'_'_'_'_'_'_I_'_| T T T T T T T T T 1
10,0 11,5 17,0 perc
@
[
>
o
S
<
T HVA VMA > 5-HIAA
I 10
= 3-MeTYR NORMNE ¥ ST
— [ e
10,0 115 17,0 perc

21. abra BMA-ok és metabolitjai elvalasztasa kiilonféle perfluor-karbonsavakkal (TFA,

PFPA ¢és HFBA) és a HMDS parosaval
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A PFPA alkalmazasa kompromisszumos megoldasnak szamitott, hiszen a pentafluor-
propionil-TMS észterek valaszjele kisebb volt, mint a megfelelé trifluor-acil-TMS
szarmazeékoké, de ez a megoldas a jobb elvalasztds miatt sziikségszert volt. Kiilondsen,
ha figyelembe vessziik, hogy az elektronionizacié miatt a vegyiiletek abudans ionjai
paronként megegyeztek: 3-MeTYR-HVA m/z 209; NORMNE-VMA m/z 297 és ST-5-
HIAA m/z 218. Ez azzal magyarazhatd, hogy a BMA-ok aminocsoportot tartalmazo
lanca, mig a savak karboxilcsoportja hasadt le és ezaltal minden esetben a paronként
megegyez0 ionizalt gyliris vazat detektaljuk. A tovabbi azonositast segitették a [M]+ és
a [M-15]" ion, melyek kis intenzitissal az EP és NOREP kivételével mindenhol
megtalalhatok voltak a spektrumokban és a -CFz-csoportok m/z 50-es és -CFo-CFo-
csoportoknak koszonheté m/z 100-as tomegnovekedés a TFA szarmazékokhoz képest itt
is megfigyelheté volt, akar csak az AS-aknal. Az EP és NOREP vegyiileteknél
reagensparostol fliggetleniil az amino-csopot vesztést kovetden a molekulavazbol
szarmazd m/z 355 ion volt a spektrumban. A jellemz6é fragmentacidés mintazatot a
pentafluor-propionil-TMS  szarmazékok példiajan mutatom be (13. tablazat). A
metabolitokbol az alkalmazott PFKS-t6l fiiggetleniil kizardlag szililezett termékek
keletkeztek, melyek az ionizaciokor a BMA-hoz hasonléan viselkedtek, az ezekre

vonatkozo6 adatokat a 14. tablazat mutatja.
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13. tablazat BMA-ok pentafluor-propionil-TMS szarmazékainak retencios ideje,
fragmentacioja és tomegspektrumai

Célvegyiilet [M]+; [M-15]  Szelektiv fragmentum .
Retenciés 1dd, perc ion (SFI), m/z Tomegspektrum
[M]+ 355 192 [[79.1]
tiramin T™S 92.0] [M]T
7,58 m _ 35572
179 - 150 350
[M]+ 385 Eopd N
3-metoxi-tiramin VS0 222 N (MY
959 SO 2
209 150 350
26[7. i+
dopamin  |M11443 [M-15]428 ©  o67.0TMs =179 [ | L'Y'Ts
10,58 m A
™S 100 300
{[M] 399} 53 TMS = 179 e
epinefrin ™SO
10,72 TMSO =
200 300
355 TMS 281
[M]+ 473; [M-15] 458 297 For 7]
normetanefrin ™ [M-15]
11’49 'NHPFP — 455'5'2
TMS 200 4(I)()
[M]+ 306 [ELH]
triptamin = K5 M
11,93 %Aﬁ L
100 360
{[M]+ 531; [M-15] 516} )
norepinefrin s 355-OTMS = 267
12,27 .
e [MS]\HPFP 200 400
M]+ 559; [M-15] 544 :
levodopa M [ ] 253 TMS =179 17l92_i]7r2] .
.4 M T
1425 L iz
1 ‘ = 396 200 400 ‘
[M]+ 336; [M+TMS] 358 oo
5-metoxi-triptamin _— G
15,69 Q\/ﬁ/ b 350
150 350
[M]+ 394 [AEN]
szerotonin ™SQ - [M}f]
16,82 Cb/}/ ) 394,
200 3(I)() 4(I)0

Jelolések: {} = szamitott elvi m/z tdmeg, ami a tomegspektrumban nem jelenik meg
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14, tablazat BMA metabolitok TMS-észter szarmazékainak retencios ideje,

fragmentacioja és tomegspektrumai

Célvegyiilet  [M]+ Szelektiv fragmentum
Retencios id6 ion (SFI), m/z Tomegspektrum
(tr), perc
[M]+ 326; [M-15] 311; [M-30] 296 I PP
homovanillinsav 209-30 =179 170 [M] I
9'85 i W ¥ .llll.l
~ ™S 150 250 '
[M]+ 414; [M-15] 399 p77
vanillil-mandulasav 297
™S o [|\/|-]_5]
11,81 \;\/KB\HU\OTMq . L 399.1
Ms ‘ 360 35;0 I
[M]+ 335; [M-15] 320 218,
5-hidroxi- s 218 el [M] £
indolecetsav oTM™S | 335.1
16,98 A = :
N 200 300

4243 A szarmazékképzési modszer optimalizilasa a reakcioidé és a héfok

tekintetében

A reagensek optimalis aranyat kutatocsoportunk korabban mar részletesen vizsgalta
[6] és az AS-ak acilezett és szililezett szarmazékainak képzésére is sikeresen
reakciokoriilmények optimalizalasakor az id6t 10, 30, 60 és 90 perc kozott valtoztattam,
mikozben a héfokot 80 °C-on tartottam. A héfok vizsgalatanal 30 percig reagéltattam a
vegyiileteket 60, 80 és 100 °C-on. A valaszjeleket a 22. abra alapjan hasonlitottam 0ssze,
melyek szerint optimalis reakciokoriilménynek a 80 °C 30 percet valasztottam, ami
megegyezik az AS-aknal valasztott koriilménnyel. A mérések szorasat az abran
hibasavokkal jel616m, az RSD%-0k 1,19-8,6% kozottiek voltak.
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4244 A mddszer teljesitményjellemzéinek vizsgalata standard oldatban és

vizeletben

Az optimalizalt modszerrel szarmazékka alakitott vegyiiletek linearitasat hat pontos
kalibracioval (10, 50, 100, 500, 1000 pg/injektalas) 16-2200 ng/ml szarmazék
koncentracidé tartomanyban vizsgaltam (3.5 fejezet). A kiértékelésnél a FS modban
gyljtott adatokat az egyes vegyiiletek 13. tablazatban és 14. tablazatban ismertetett SFI-
jaira sziirtem. A linearitdss (R?) 0,991-0,999 kozott valtozott 3,88-6,4 RSD%
ismételhetdség mellett. A napon beliili és napok kozotti ismételhetdéség 92-106 és 95-
110% kozotti volt. A modszer f6bb teljesitményjellemzéinek adatait standard oldatban a
15. tablazat mutatja.

Matrixban (vizelet1) szintén meghataroztam a teljesitményjellemzoket (16. tablazat)
standard addicioval a 3.5 fejezet alapjan. A mintaelokészitésnél a kozvetlen
szarmazekképzés modszerét alkalmaztam, a vizeletet és a hozzdjuk adott standard
oldatokat egylitt vakuumbepdrlon tomegéllanddsagig széritottam, majd a 3.4.4 pont
szerint reagaltattam a reagensekkel és az oldatbol 1 ul-t injektaltam. A zavard csucsok
kisziirésére vak-oldatot (csak a reagenseket tartalmazta) és a vizeletet Gnmagaban,
addicio nélkiil is vizsgaltam. Az esetleges matrix hatds megallapitidsahoz ¢és a
visszanyerés szamolasdhoz a standard oldatok megfeleld mennyiségét matrix jelenléte
nélkiil 1s szarmazékkd alakitottam. Az eredményeket az FS-lizemmoddban rogzitett

adatok, SFI-ok szerinti extrahalasaval értékeltem.
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15. tablazat BMA-0k és metabolitjainak egylépéses szarmazékka alakitasanak és GC-MS

meghatarozasanak teljesitményjellemz6i standard oldatban

Linearitasi Pontossag, %
2 [0)
cél- tartomany Egyenes |, [RSDI (RSD f\)l) »
vegyiilet pg/ egyenlete % apon ano
.22 | ng/ml beliilli | kozotti
Injektalas . P
ismételhetoség
. y =0,0104x —
Tiramin 9-876 |18-1752 0.0539 0,991| 6,4 |100 (2,30)|101 (2,59)
3-metoxi- y =0,0127x +
TVR 10-1014 |20-2018 0.0310 0,997 5,9 | 99 (0,60) |97 (2,38)
Homo- y =0,0103x +
vanillinsay 11-1100 |22-2200 0.1624 0,997 5,5 (102 (1,41)| 97 (0,96)
Dopamin | 8-838 |16-1676 Y :g,gggx * 10,093 |4,58| 92 (2,63) | 108 (8.4)
L 206- y = 0,0035x —
Epinefrin {103-1033 2066 0.1821 0,998 6,2 {103 (1,99)|104 (0,61)
Norme- y =0,0107x +
canferin 10-962 |20-1932 0.2316 0,995| 5,7 | 98 (5,6) |102 (4,09)
Vanillil- y =0,0149x +
manulasay 10-953 [20-1906 0.1140 0,996 |4,50{106 (4,09) 110 (3,13)
Norepi- y =0,0142x +
nefrin 9-884 |18-1768 0.1786 0,996 | 5,5 | 97 (2,40) | 95 (3,65)
[-DOPA | 10-1022 [20-2044 y:8,8§393x+ 0,998 5,6 [101 (3,23)|102 (3,97)
. : 178- | y=0,0012x +
Triptamin | 89-889 1778 0,0003 0,999 5,6 | 97 (3,12) |108 (3,56)
5-metoxi- y =0,0033x —
riptamin 49-972 |98-1944 0,0290 0,9994,03| 99 (1,33) |104 (3,09)
. 102- y = 0,0006x —
Szerotonin | 51-1026 2052 0,0017 0,9993,88/100 (0,80)| 99 (2,00)
5-hidroxi-
) 104- y =0,0018x +
indol- 52-1036 2072 0,0037 0,993| 5,7 [101 (1,17)|103 (1,26)
ecetsav

Jelolések: y = csucsteriilet (integrator egység, IE-107); x = injektalt standard

ey

pg/injektalas értékekbdl szamolhatd
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16. tablazat BMA-os és metabolitjainak egylépéses szarmazékka alakitasanak és GC-MS

meghatarozasanak teljesitményjellemzo6i vizeletben

Linearitasi Pontossag, %

tartomany (RSD%) %

Cél- Egyenes | , [RSD| Napon | Napok %‘o\c’

vegyillet | pg/ | o | egyenlete % | beliili | kozotti | 5 ¥
Injektalas ismételhetoség S

Tiramin | 21-680 |42-1360 y:0060301763x' 0,992/ 8,6 |100 (1,45)| 100 (5.1) | 92
i'\r(nlgtox" 26-824 52-1648y:8’f§gg)(+0,999 8,0 | 89 (1,10) | 92 (8,0) | 96
o | 28-901 | 56-1802 y:00’20000717 X-10,082| 7.5 100 (3,03)| 104 (5.1) | 97
Dopamin | 22-696 |44-1392 y:0060308828x' 0,997| 6,9 | 99 (4,22) 103 (2,06)| 102
Epinefrin | 54-861 [108-1722” ~ 07 70,989\ 7.4 | 92(7,8) (113 (4,14)| 108
Norme- y =0,0073x +
tanform | 23743 | 46-1486 ¥ 0P *lo,089| 7.9 | 99 (5.4) |94 (412)| 97
vanill: | 27850 54-1700|Y = 000710991 | 7,1 | 96 (2:83) 1100 (3,01)| 101
Norepi- y =0,0097x +
narep 23-729 |46-1458Y = 000 10998 7.3 | 99 (3,83) [103 (1,43) 114
-DOPA | 29-458 | 58-916 yzg’ggjg“o,gag 9,1 |96 (4,11) |89 (3.27) | 94
Triptamin | 43-432 | 86-864 y:gggggx‘o,ggl 4,68| 93 (2,17) |95 (459) | 96
frpgf;‘r;xl'n 54-861 108-1722y:(?€2égx_0,985 9,5| 102 (6,1) |96 (10,4) | 94
Szerotonin| 23-731 | 46-1462 yzg’gfgé“o,ggs 6,5 | 93 (0,29) | 100 (5,9) | 104
5-hidroxi- _
indol- 54-430 |108- 860y_8’8§§52)(+0,986 6.7 | 98 (1,71) |97 (1,.86) | 99
ecetsav '

Jelolések: y = cstcsteriilet (integrator egység, 1E-107); x = injektalt standard mennyisége,

e

értékekbdl szamolhato; * = a visszanyerést a standard oldatokban és a vizeletben mért

valaszjelek aranya alapjan szamoltam
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4245 BMA-ok és metabolitjainak egyiittes mérése vizeletben egylépéses

szarmazékképzéssel

A kidolgozott moddszer gyakorlati alkalmazhatdsaganak bizonyitasara eldszor
egészséges onkéntes vizeletéhez (vizeletl) standard addicioval adtam a 3-MeTYR, a
NOREP, a NORMNE, a HVA ¢és a VMA vegyiileteket, oly moédon, hogy azok
koncentracidja egy valos beteg vizeletet képviseljen, vagyis a metabolit savak nagy
feleslegben legyenek a BMA-okhoz képest (23. abra). Ezért a VMA és a HVA

crer

szarmazéknak felel meg.

BMA-ok, HVA és VMA valaszjelei (cstcsteriilet): 1E-107; (RSD%)

2 < 14,528 f\ — dires,
3 A 2 ) (1.63) 50 ng/ml,
LEJ { E =~ 12,141 == '&: = — 100 ng/ml,
\1<A (2,76 \3<A \'ZA 200 ng/ml
304 1438 1,271 ‘I lelo IMeTYR,
6,1 | (3,65) x\ (344) NORMNE,
©D \ | ! NOREP
2071 0635 | 0,65 0,799  O-TMS, NH-
(1.22) | (3.73) il (141)  PFP, TMS-
104 \ / \ 0.367 H| / észter
0,333 ‘ ’ J 0,431 Armazékok
. (2,87) ) szarmazéko
o L9 T I\ V= VLI LD
9,25 9.75 1150 12,00 perc
1A 2A 3A 4A 5A
Visszanyerés, %  96% 97% 97% 101% 114%
A3-MeTYR —2AHVA  3ANORMNE 4AVMA  SANOREP
2093 32‘6_2 )
209.2
311|2
P22 .4
385.1
963
l ‘ ‘ 3993
AL b l L1 il 3

T T T T T
200 300 200 300 250 350 250 350 200 400
m/z m/z m/z m/z

23. abra 3-MeTYR, NOREP ¢s NORMNE meghatarozasa 100 ul vizeletben nagy
feleslegili (1000 pg/injektalas) HVA és VMA jelenlétében standard addicios modszerrel
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A vizelet mennyisége 100 pl volt. A szarmazékka alakitast, a mérést és a kiértékelést a
3.4.4 és 4.2.4.4 fejetekben ismertetettek szerint végeztem. Az esetleges matrix hatas
valaszjeliik allandonak bizonyult, a standard oldathoz képest 97% ¢és 101%-0S
visszanyeréssel mértem, megfeleld ismételhetdséggel (RSD%): HVA 2,76% és VMA
1,63%. Az eredmények alapjdn nincs matrix hatas a szarmazékképzést kovetd GC-MS
meghatarozasoknal. A harom BMA visszanyerése (96-114%) és ismételhetosége (1,21-
7,5%) jol egyezik a korabbi méréseinkkel, a pontos adatokat a 23. abra mutatja.

4.2.4.6 Betegek vizeletének elemzése a kozvetlen egylépéses szarmazékképzéssel

A vizsgalatokhoz harom neurologiai-/anyagcserezavarral diagnosztizalt beteg
vizelete (vizelet2-4) allt rendelkezésemre. A vizelet2 és vizelet3 mintakban a mért AS-ak
mellett (4.2.3.1 fejezet, 18. abra) nagy mennyiségii VMA-t (24. abra), mig a vizelet4-ben
5-HIAA mellett ST-t (25. abra) azonositottam.

Vizelet2 Vizelet3
VMA koncentricié, VMA koncentracio,
" ng/ul injektalas @ ng/ul injektalas
€ ; (RSD%) 5 ] (RSD%)
(@]
O O 0,350
0,778 S
= > (2.71%) ; (2,76%)
0,517 5 4 —> 0,228
10 - {\ > 51%) ] (4,69%)
; — 300 pl
3 > 0,256 E —» 0,109 — 200 pl
(3,98%) {\ (4,42%) 100 pl
J t E Q] | iires
0- 0+ . vizelet
12,00 perc 12,00 perc
Atlagos koncentracié: Atlagos koncentracié:
5,16 pg/ 1 ml vizelet 2,26 pg/ 1 ml vizelet
(3,93 RSD%0) (3,96 RSD%0)

24. abra Vizelet2-3 mintakban azonositott VM A mennyiségi meghatarozasa kozvetlen
szarmazekka alakitdssal HMDS & PFPA reagensparral

A kidolgozott eljaras aranyossagat a vizelet2-3 matrix jelenlétében 100, 200 és 300 pl

vizelet beparlasaval és a 3.4.4 szerinti szarmazékka alakitast kovetden vizsgaltam (3.5
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fejezet). A VMA mennyiségét kiils6 kalibracioval szamoltam, ami 5,16 és 2,26 pg/ 1 ml
vizelet értéknek adodott 3,93 és 3,96 RSD% mellett. A harom kiilonb6z6 mennyiségii
vizeletben mért koncentraciokat a 24. abra mutatja. A ST és 5-HIAA mennyiségét a

VMA-hoz hasonloan szamoltam. A koncentracidkban tapasztalt nagy kiilonbségek miatt

crer

igazitottam. A ST mennyisége 4,0 pg/ml (6,7% RSD), az 5-HIAA-j¢ 180 pg/ml (6,1%
RSD) volt (25. abra). A mért sav mennyisége a hatarérték, atlagosan 2000 ml/24 o6ra

vizelettel szamolva, tobb, mint negyvenszerese.

Vizelet4 ST-tartalma

~ 34 y=26578x-0,1503 = *2_ ol szamolt ST ¢s 5-HIAA
9 2 e 3 koncentracid a vizeletben
: R2=0998 . IS
W o, Q) (RSD%)
g
T - _ i 100 { 14 [}» 2A:5-HIAA 180 pg/ml
ks L (6,1%)
> 0 T T 1 1
0 0,5 1 15 50 4
\/
0,40 .
injektalt mennyiség, ng/1 pl E ) C’ 1A S(-g é;}?)ﬂg/m'
0 4 0
—
17,0 perc
Vizelet4 5-HIAA-tartalma
5 45 7 1A: ST 2A: 5-HIAA
— Sy
W 30 |y=22845x-1419 218.2 18.4
= RP=0998 = 23l 4
515 - i l 3943 L
§ - i TN i Y ﬁ) 1 d b
O T T T 1 ! !
0 5 10 15 | 20 200 400 200 300
18,02

injektalt mennyiség, ng/1 pl

25. abra ST és 5-HIAA meghatarozasa a vizelet4 mintaban kiilsd kalibracios modszerrel
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5. Megbeszélés

5.1 Novényi kannabinoidok mennyiségi meghatarozasa trimetilszilil

szarmazékokként matrixaik jelenlétében

A KNBD-ok mérését megel6z6 mintaeldkészités kidolgozasanal fontos szempont a
mintak sokfélesége. A kannabisz hatdoanyagtartalmat a termesztés helye és ideje, a talaj
tapanyag-tartalma egyiittesen hatarozzak meg. Eltérés mutatkozhat a szabadban és a
beltéren tartott novények hatdanyag-tartalma kozott [168]. A KNBD, kiilondsen a
pszichoaktiv THC tartalom a ndi virdgzo példanyokban a legmagasabb, ezen beliil is a
viragzo hajtasokban. Ezenkiviil az ipar a CBD-ban gazdag kendermagot €s olajat is nagy
mennyiségben hasznalja.

Az orvosi és gyogyaszati célra termesztett kender THC-tartalmat legtobbszor
szabalyozzak és hatoanyagtartalom szerinti kategoriakba soroljak [169]. A THC tartalom
ezekben a fajtakban 6-19%. Hazekamp kémiai profil alapjan kategorizalt 460
Hollandidban gytijtott kendert. A kutatisban terpének és negyvenhat KNBD
fajoknal jelentds mennyiségi THC-t, 127-137 mg/g-ot mértek. A vadkenderben a 6
hatéanyagok: CBD és THC mennyisége 10,9 £ 9,5 és THC 3,53 £ 5,40 mg/g volt. Ehhez
képest a CBC 0,64 + 0,56 mg/g és a CBG 0,28 + 0,38 mg/g értéke egy nagysagrenddel
kisebb volt. Egy szlovén kutatocsoport a Magyarorszagon eléfordul6 ipari kender CBD-
tartalmat 1,5-3% (m/m %) koriili értéknek talalta [171]. PhD-munkan soran olyan 1j,
extrakcio nélkiili, kozvetlen trimetilszilil szarmazékképzési eljarast dolgoztam ki,
melyben a korabban még kannabinoidok szililezésére nem alkalmazott HMDS reagens
szerepel TMS-donorként. Ezzel az eljarassal a C. ruderalisra jellemzé alacsony
hatbanyag tartalom is mérhet6. Ezt a C-rdl és C-rd2 mintak KNBD-tartalmanak
meghatarozasaval igazoltam. A C-rd1 {6 hatdanyagainak, a CBD-nek és a CBN-nek, a
koncentracioja: 4,4 és 6,6 mg/g volt. A CBC ennél alacsonyabb, 1,3 mg/g mennyiségben
volt a névényben. A késobbi idépontban gyijtott C-rd2 KNBD-profilja és -tartalma
alacsonyabb volt, mint a C-rd1-é. Legnagyobb, 0,46 mg/g mennyiségben CBD-t,
legkisebb, 0,19 mg/g koncentracioban CBG-t tartalmazott. A CBC mért értéke 0,27 mg/g
volt. A meghatarozott KNBD mennyiségek nagysagrendileg 6sszhangban vannak a

Hazekamp és a szlovén kutatok altal vadkenderben mért hatéanyag-tartalommal.
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5.2 Egylépéses acilezés és szililezés a HMDS/PFKS reagensparral

A HMDS amellett, hogy sokoldalu szililezé reagens, kutatocsoportunk eddig nem
ismert, szelektiv acilez6 tulajdonsagat is bizonyitotta [6]. A primer fenilalkil-aminokkal
végzett kutatas alapjan azt feltételeztiik, hogy az aromés gytirli jelenléte sziikséges az
aminocsoportok acilezett szarmazékokka alakitasahoz, mivel az alifas aminok (pl.
spermin, spermidin, kadaverin és putreszcin) nem reagaltak a HMDS&TFA
reagensparossal. Az AS-ak acilezésekor azonban az aromas gyuri jelenléte nélkiil is
képzddtek perfluoracil szarmazékok. Ezen feliil a karboxilcsoportok aktiv hidrogén-
atomja TMS-csoporttal szubsztitualdodott. A HMDS egyidejii kettés szerepe a
szarmazékképzésben Gjdonsag. A kutatasi eredményeim alapjan arra a kovetkeztetésre
jutottam, hogy a gytir(i szerepét egy szililezheté funkcids csoport jelenléte is kivalthatja,
ami az aminocsoport bazikussaganak csokkentésével eldsegiti a hidrogén-atom
szubsztitliciojat perfluoracil-csoporttal.

A kidolgozott szarmazékképzési modszer jol alkalmazhato étrend-kiegészitd és
vizeletminta célvegyiilet-tartalmdnak meghatirozasara. Nagyobb molekuldk, ugymint a
négy vagy tobb tagu peptidek mérése kiegészitd mintaeldokészitést igényel. Harom
kiilonboz6 tetrapeptiddel végeztem kisérletet: ASAA (Ala-Ser-Ala-Ala), SKWS (Ser-
Lys-Trp-Ser) és SWES (Ser-Trp-Glu-Ser). Oldas és kozvetlen szarmazékka alakitas utan
egyik sem volt mérhetd6 az alkalmazott kromatografias rendszerben. Ezért a
mintaelokészités elsd 1épéseként sosavas hidrolizist alkalmaztam, mely az alkotd AS-akra
bontotta a mintat. A hidrolizalt peptidek AS 0Osszetétele szarazra parlast és
szarmazeékképzést kovetden mérhetd volt. A modszer alkalmazhatd nagyobb tagszamu
peptidlancok meghatarozasara is. Ezt a kutatomunkéban az ATE és ETA peptidek GC-
MS meghatarozéasakor bizonyitottam.

Az egylépéses TMS-perfluoracil szarmazékok képzését nemcsak karboxil- és
aminocsoport, hanem a hidroxilcsoport szililezddése is segiti, ahogy azt az AA-0k, az
AmGl és a BMA-0k példajan is bemutattam. A HMDS/PFKS parossal végzett reakcio a
BMA-oknal kivaltja a szakirodalombol megismert kétlépéses szarmazékképzést, mely
nagyon érzékeny az alkalmazott koriilményekre [142-144]. Az els6 1épésben a szililezést
alacsony héfokon oOt-tiz percig végezték, ezzel védték ki az aminocsoportok szilil-

szarmazékkd alakuldsat. A modszert reprodukalva azt tapasztaltuk, hogy az alacsony
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héfok és rovid reakcididé nem elegendd a szilil-szarmazékok kialakitasahoz, az elsd
1épést (szililezést) kovetden injektdlva az oldatot a kromatogramon ¢és a
tomegspektrumban nem észlelhetdek a TMS-szarmazékok. Tovabbi érdekesség, hogy
ilyen korilményeket alkalmazva a primer aminocsoporttal nem rendelkez6, tehat nem
acilezhetd EP csucsa sem detektalhato. A masodik 1épés (acilezés) utan azonban
megjelennek a BMA-ok az O-TMS-NH-HFB termékek és a tri-O-TMS-EP is. A mintahoz
az egy lépésben adott HMDS-sel ¢s PFKS-val elkeriilhet6 az oldatok tobbszori melegitése
és lehiitése. A szekunder amin EP is szarmazékka alakithato a reagenseleggyel, azonban
ilyenkor csak a hidroxilcsoportok szililezddnek. Az EP triTMS-szarmazék valaszjele
joval kisebb, mint az acilezett-szililezett BMA-szarmazékoké.

A BMA-ok leggyakoribban vizsgalt forrasa a diagnosztikaban a vizelet, aminek nagy
elénye, hogy non-invaziv modon gylijthetd. A BMA-kat jellemzden a huszonnégy 6ran
keresztlil sosavra gyijtott vizeletbl mérik. Az alkalmazott sav toménysége nincs
egységesen szabalyozva, koncentracidja altalaban 2-6 N kozotti. Figyelembe véve az
irodalmi el6zményeket [142] és a sajat tapasztalataimat (ld. 4.2.4.1 és 5. fejezet) ez nem
egy idealis valasztas. A kezdeti minta ,epinefrin”- (EP, NOREP, NORMNE) és
Htriptamin”-tartalma (T, 5-MeT, ST) csokkenhet, mig a sav higulassal eléri a 0,27 mM
koncentraciot, ami megtévesztd eredményhez vezethet. Ezeket a szempontokat szem elott
tartava érdemes lenne a mintagytjtésre vonatkozo protokollt megujitani és szabalyozni.

A BMA-ok és metaboltjaik az egészséges emberek vizeletében is eléfordulnak,
jelenlétiik nem feltétleniil utal koros elvaltozasra. A diagnosztikaban a huszonnégy ora
alatt gytijtott vizeletre vonatkoztatott biogén amin koncentracié a meghatarozo. A klinikai
gyakorlatban alkalmazott hatartérték az EP-re és NOREP-re a legalacsonyabb 20-100
ug/24 ora. A DA-hoz, a NORMNE-hez és a 3-MeTYR-hoz tartozd referencia
koncentraci6 egy nagysagrenddel nagyobb, 400-550 pg/24 6ra. A metabolit savak 6-8
mg/24 ora tartomany folott jelezhetik a koros elvaltozast. N6knél és gyerekeknél ezek a
hatarértékek alacsonyabbak is lehetnek. A vizsgalt mintak egy nap alatt gytijtott térfogata
nem allt rendelkezésemre, ezért atlagosan 2000 ml/24 ora vizelettel szamoltam. A
vizelet2 a 8 mg/24 6ranal magasabb (10,3 mg/24 6ra), mig a vizelet3 az alatti (4,5 mg/24
ora) VMA-t tartalmazott. A vizelet magas VMA szintje egy tumoros megbetegedést, a
neuroblasztomat mutathatja ki, mig a magas 5-HIAA tumorra, karcinogénre és nem

karcinogénre egyarant, tovabba cisztas fibrozisra és felszivodasi zavarra is utalhat. A
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vizsgalt vizelet4 minta metabolit sav sokkal magasabbnak adodott, mint a referencia
tartomany felso értéke. Az egészségi allapot mellett a mért értékeket a vizsgalat elotti
napokban fogyasztott élelmiszerek (sajt, gyiimolcsok, avokado, paradicsom, padlizsan €s
bizonyos csonthéjasok) és gyogyszerek (aspirin, acetaminofen, antihisztaminok és
antidepresszansok) is befolyasoljak. A vérben vagy vizeletben mért magas AS tartalom
kiilonféle metabolikus zavarok és az elégtelen vesemiikodés indikatora lehet [172]. A
biologia mintdk miiszeres elemzése fontos része a betegség megallapitdsanak, azonban a
diagnozis felallitdisa mindenképpen orvosi kompetenciat és a panaszok, tiinetek és
vizsgélati eredmények egyiittes figyelembevételét igényli. E betegségek egy része
kezelheté megfeleld diétaval, étrend-kiegészitokkel és gydgyszeres terapia
alkalmazaséval.

Az étrend-kiegészitOk vitamin és dsvanyi anyag, valamint makrotapanyag-tartalmat
és a gyartashoz felhasznalhat6 alapanyagok listajat a 37/2004. (1V. 26.) ESzCsM rendelet
¢és az ¢lelmiszerkonyv elbirasai szabalyozzak. Az étrend-kiegészitok AS-tartalma nem
esik a szabalyozasa hatdlya ald, de ezen OsszetevOkre is alkalmazhatok az altalanos
iranyelvek. A termékeket forgalomba hozatalkor be kell jelenteni a hatosagnal. A
készitmények eldallitasa, mindség ellendrzése, csomagolésa, tarolasa és forgalmazasa
soran a Veszélyelemzés ¢és Kritikus Ellenérzépontok (HACCP) alapelveire épiild
eljarasokat kell alkalmazni és fenntartani. A termékeken feltiintetett hatdoanyagok
mennyiségének a gyarto altal elvégzett vizsgalatokon alapuld atlagértékeknek kell lennie.
Az iranyelvek alapjan a f6 Osszetevok (-20)-(+50)%-kal térhetnek el a csomagolason
feltiintetett értékt6l. A PhD-munkéban vizsgalt BCAA-minta AS-tartalma megfelelt
ennek a kritériumnak. A minimalis ,,hatéanyag” tartalom mellett fontos a felsd hatarérték
megallapitasa is, hiszen ezen termékeket altalaban egy normal étrend kiegészitéseként

fogyasztjak a vasarlok, igy fennallhat a taladagolas veszélye.
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6. Kovetkeztetések

Kutatasom elsé Iépéseként atfogd szarmazékképzési tanulmanyt készitettem,
melyben a legismertebb szililez6 reagensek (HMDS, BSTFA, MSTFA és MTBSTFA) és
a katalizatorok hatasat vizsgéaltam novényi KNBD-ok szarmazékképzésére azonos
kromatografias rendszerben. Megallapitottam, hogy a KNBD-ok trimetilszilil
szarmazekokka alakitasara a korabban még ilyen célra nem alkalmazott HMDS a
legmegfelelébb valasztas. Egy rovid, tizenharom perces programban valasztottam el 6t
névényi KNBD-ot és a két 6 metabolitot. Extrakcio nélkiili, kozvetlen szarmazékképzést
kovetden mértem két kenderminta hatéanyagtartalmat a matrixaik jelenlétében.

A HMDS acilezd tulajdonsagat PFKS jelenlétében, melyet kutatdcsoportunk ismert
fel, bovitettem egyidejii szililezéssel. A modszerrel els6ként alakitottam az AS-akat, az
AA-okat, a DiIAHA-t, az oligopeptidek és a BMA-okat egy 1épésben acilezett-szililezett
szarmazékokka. Az 0j eljarast BCAA étrend-kiegészitd AS-tartalmanak meghatarozasara
¢és neuroldgiai vagy anyagcsere rendelleneséggel diagnosztizalt betegek vizeletének
elemzésére hasznositottam. A reagenspar PFKS tagjdnak optimalizalasaval
elvalasztottam a BMA-okat savas bomlastermékeikt6l. A moddszerrel vizelet mintak
BMA-tartalmat mértem nagy feleslegli savas metabolit jelenlétében. A mintaelokészités
fobb teljesitményjellemzoit meghatdroztam standard oldattal és matrix jelenlétében is.
Felismertem az oldoszer jelentdségét a torzsoldatkészitésben. Uj mintagytijtési protokoll
bevezetésére tettem javaslatot. A szakirodalombol megismert iddigényes, savas és
semleges frakciokat kiilon gytijtd eljarast egyszerisitettem, a KNBD-okat, AS-akat és
BMA-okat matrixaik jelenlétében alakitottam szdrmazékka GC-MS meghatarozasukat

megeldzden.
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7. Osszefoglalas

Uj mintaelékészitési technikakat dolgoztam ki a biologiailag aktiv vegyiiletek, a
KNBD-ok, az AS-ak és a BMA-ok HMDS-sel képzett szarmazékaiknak GC-MS
meghatarozasdhoz. A kannabinoidok szdrmazékképzési tanulménydban a HMDS
szililezo tulajdonsagat hat masik reagenssel hasonlitottam 6ssze 6t ndvényi KNBD és két
bomlastermék, semleges ¢€s savas vegyliletek, egyideji mennyiségi mérésekor. A
vegyliletek elvalasztasara egy gyors, minddsszesen tizenharom perces programot
hasznaltam. A HMDS és a TFA, amelyeket még eddig nem hasznaltak a KNBD-k
szarmazékka alakitasahoz, idealis valasztasnak bizonyultak.

Uj szelektiv és kvantitativ analitikai eljarast mutattam be, amely az AS-ak, az AA-
ok, az AmGlI, a DIAHA, az oligopeptidek és a BMA-ok teljes szarmazékka alakitasat
egyetlen 1épésben extrakcio nélkiil biztositja. Ennek az 4j modszernek az alapjaa HMDS
¢s a PFKS parok egyedi reakcioképessége. A PFKS optimalizalasaval elészor
alkalmaztam egylépéses acilezést és szililezést a BMA-ok és savas metabolitjaik
elvalasztasara, valamint szelektiv, kdzvetlen kvantitativ meghatarozasara, egyetlen GC-
MS mérésben.

Az extrakcid nélkiili szarmazékképzés gyakorlati hasznalhatosagat kozvetlen
mintaelokészitési technikaval igazoltam. A szaritott novényi szovetek KNBD-tartalmat,
jelenlétében mértem. Az analitikai teljesitmény-jellemzdket mind a modelloldatokban,
mind a vizeletmatrixokban meghataroztam. Az ) modszer alkalmazaséaval elkeriilhetd a
célvegyiiletek vesztesége (1d6- és munkaigényes extrakcios lépések nélkiil alkalmazhato),
ami gyors, szelektiv, érzékeny, id6-, munka-, koltség- ¢és oldoszer-hatékony

munkastratégiat eredményez a z6ld kémiai kovetelményeknek megfelelden.
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8. Summary

New sample preparation techniques have been developed for the GC-MS
determination of biologically active compounds, such as cannabinoids, amino acids,
biogenic monoamines and for their metabolites as their HMDS-derivatives. In the
derivatization study of cannabinoids, the silylating properties of HMDS have been
compared with six other reagents in the simultaneous quantitative measurement of five
plant KNBDs and two metabolites, both neutral and acidic compounds. A fast program,
only thirteen minutes long, has been applied to separate the compounds. HMDS and TFA,
which have never been used for derivatization of the KNBDs, have proven to be an ideal
choice.

A new selective and quantitative analytical method has been presented that ensures
the conversion of amino acids, amino alcohols, amino sugars, amino carboxylic acids,
oligopeptides (di- and tripeptides), and BMAs to complete derivatives in a single step
without extraction. The basis of this new method is associated with the unique reactivity
of the HMDS and perfluorocarboxylic acid reagent pairs. By optimizing the associated
perfluorocarboxylic acid’s selection, one-step acylation and silylation was first applied to
separate BMAs from their corresponding acidic metabolites. Compounds were quantified
selectively in a single GC-MS run.

The practical utility of extraction free derivatization was verified by direct sample
preparation technique. The cannabinoid content of the dried plant tissues, the amino acid
concentrations of the dietary supplement and the urine, and the amount of the biogenic
monoamines in biological samples were measured in the presence of the matrix.
Analytical performance characteristics were determined both in model solutions and in
urine matrices. The loss of target compounds is avoided by the new method (it is
applicable without time and work consuming extraction steps), resulting in a fast,
selective, sensitive, time-, labour-, cost-, and solvent-effective working strategy,

corresponding to the green chemical requirements.
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12. Fiiggelék: Kannabinoidok és katecholaminok bioszintézise és bomlisa
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