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1. Bevezetés

A Dbioanalitika az analitika biologiai mintdk analizisével foglalkozo
tudomanyteriilete, amely komplex folyamat, ami nem csak az analitikai mérést jelenti,
hanem magaba foglalja a felvetett biologiai kérdés megvalaszoldsdhoz sziikséges
analitikai moddszer megtervezését, a mintavételt, a mintaelokészitést, a
modszerfejlesztést, szlikség esetén a validalast, az analitikai mérés végrehajtasat €s
legvégiil a kapott adatok kiértékelését és értelmezését [1].

Biologiai mintdk analizise sordn a vizsgalt vegyiiletek forrasukat tekintve
egyrészrol lehetnek a vizsgalt szervezetben természetes modon jelenlévd anyagok azaz
endogének, masrészrél a kornyezetb6l valamilyen modon bejutott/bejuttatott vegyiiletek
(exogének), amelyek kiilonb6z6 biokémiai folyamatokban vesznek részt és alakulnak at.

Az ,,omikak” (omics) tudomanyteriilete a biologiai molekulak egy csoportjanak
egylittes vizsgalatat célozza meg, annak érdekében, hogy az egyes komponensek kozotti
Osszefliggések rendszerszintli megértése lehetdvé valjon. Az omikékon beliil
megkiilonboztetiink az orokitdanyag Osszességével foglalkozo genomikat, az RNS-sel
és a gének atirasaval foglalkoz6 transzkriptomikat, a transzlacidé soran képz6do
fehérjéket vizsgald proteomikat és az anyagcesere kis molekulatomegii termékeivel, azaz
a metabolitokkal valamint azok utvonalaval foglalkoz6 metabolomikat. A lipidomika,
melyet gyakran a metabolomika részeként emlitenek, a sejtekben, szovetekben és
biologiai folyadékokban talalhat6 lipidek 6sszességevel foglalkozik.

Napjainkban a folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometrias
(LC-MS) modszerek széles korii elterjedése figyelheté meg a gyogyszerkutatas
(farmakoldgiai, farmakokinetikai vizsgalatok, hatdanyag kutatds, metabolizmus és
toxikologia), az igazsagiigy, az é€lelmiszeripar, a népegészségiigy, az orvos-bioldgiai
kutatasok (genomika, transzkriptomika, proteomika, metabolomika, biomarkerkutatas),
az orvos-diagnosztika vagy akar a kornyezetvédelem bioanalitikai teriiletein. Az
egydimenzids folyadékkromatografia az egyik legjelentdsebb elvalasztasi technika az
Osszetett bioldgiai matrixok vizsgalatanal. A komplex mintdk metabolomikai,
lipidomikai vagy proteomikai mérése soran a nagyszdmu komponensek koelucioja
megnehezithetik azok mindségi €és mennyiségi meghatarozasat. Ezekre megoldast
nyUjthat az offline vagy online kétdimenzioés folyadékkromatografias (2D-LC)

modszerek alkalmazasa.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A nagyhatékonysdgu folyadékkromatogrdfia

Az Osszetett bioldogiai mintak elemzésénél elengedhetetlen a vizsgalando
anyagok komponenseinek elvalasztasa, melynek kivald6 moddszerei a kromatografids
technikak. A kromatografias elvalasztas az eltéré fizikai-kémiai tulajdonsagu
komponensek két fazis kozotti (mozgo- és allofazis) elvalasztasan alapul. A kiilonb6z6
kromatografias modszerek csoportositasa torténhet a mozgo- és allofazis halmazallapota
szerint.  Napjainkban az egyik leggyakrabban alkalmazott moddszer a
folyadékkromatografia (LC) azon beliil a nagyhatékonysagii (HPLC) és az ultranagy-
hatékonysagi  folyadékkromatografias (UHPLC) technika. Ez egy olyan
oszlopkromatografias modszer (allofazis), ahol a mozgofazis folyadék, melynek
aramlasa kényszeraram hatasara jon 1étre [2—4].

A LC moddszereket az allo- és mozgodfazis fazisviszonya alapjan kiilonbozo
osztalyokba sorolhatjuk, amelyek koziil a leggyakrabban alkalmazott a normal fazisa
folyadékkromatografia (NPLC), a forditott fazist folyadékkromatografia (RPLC) illetve
a hidrofil kolcsonhatasi kromatografia (HILIC).

A normal fazisu folyadékkromatografia az egyik legrégebbi modszer, mely
soran polaris tulajdonsagu vegylileteket valasztanak el polaris allofazison apolaris,
vizmentes mozgotazis segitségével. A normal fazisu folyadékkromatografidban a nagy
mechanikai stabilitisa miatt a leginkabb elterjedt allofazis a szilikagél (80-90%),
emellett gyakoriak még az aluminium-oxid (5-10%) és a szilikagélhez kotott polaris
csoportot tartalmazo6 allofazisok (5-10%) is. A polaris csoportot tartalmazo kémiailag
modositott toltetekkel (amid, amino, ciano, diol, nitro stb.) a szilikagélnél megfigyelt, a
viz altal okozott dezaktivalé hatas csokkenthetd, valamint a szelektivitas ndvelése
érhet6 el [4].

A mozgofazisok jellemzésére bevezették az eluenserésség fogalmat, mely
megadja a  vizsgalt komponensek visszatartasanak = mértékét az  adott
folyadékkromatografias modban. A normal fazist folyadékkromatografia esetében a
mozgofazis apolaris jellegének csokkenésével novelhetd az eluenserdsség é€s igy
csokken a vizsgalt vegyliletek visszatartasa. A normal fazisu elvalasztas soran
leggyakrabban alkalmazott mozgofazisok a hexan, heptan és izooktan (gyengébb

elucios képességli oldoszerek). A klorozott szénhidrogének, mint a diklormetan,



dikloretan vagy a kloroform hasznalataval novelhetjiilk a kevésbé apoldris Szerves
anyagok oldhatésagat. A normal fazisi folyadékkromatografidban az erdsebb
oldészerek kozé az éterek, észterek és alkoholok tartoznak [4].

A hidrofil Kkolcsonhatasi kromatografia (HILIC) az olyan Kis
molekulatomegii, nagy polaritasu és ionos vegyiiletek vizsgalatara jott 1étre, melyek
mas folyadékkromatografias modszerek egyikével sem, vagy nehezen vizsgalhatok.
Habér az ionos ¢és ionos formaba hozhatd molekuldk elvalasztidsira a forditott fazist
ionpar kromatografia és az ioncserés kromatografia is alkalmazhato, a nagy polaritasu,
protonfunkcids csoportot nem tartalmazo vegyiiletek esetében az elvalasztas csak
HILIC alkalmazasaval oldhaté meg [4,5].

A HILIC elvélasztas soran az allofazis poldrisabb, mint a mozgofazis. HILIC
allofazisként az apolaris felilleti  allofazisokat kivéve, szinte az 0Osszes
folyadékkromatografiaban alkalmazott all6fazis hasznalhatd, mint a szilikagél, fém-oxid
(aluminium-oxid, cirkdénium-oxid, titan-dioxid), polarisan modositott szilikagél (amid,
amino, nitril, diol moddositott), anioncserélok, kationcserélok, zwitter-ionos (kettds
ionos) ¢és specidlisan modositott allofazisok. HILIC elvalasztds sordan a fizikailag
szorbealodott viz hatarfeliileti réteget képez, amelybe a vizsgalt vegyiiletek beoldodnak
a vizoldékonysaguktol fliggden. Minél nagyobb egy komponens vizoldékonysaga, annal
tobb 1d6t tolt a hatarfeliileti rétegben, igy annal nagyobb lesz a retencids ideje. A masik
fontos visszatartast megszabo tényez6 az erds ionos (ioncserés) kolcsonhatas, kiillondsen
a modositott szilikagél allofazisokon [4,6,7].

HILIC-ben hasznalt mozgofazisnak kevésbé polarisnak kell lennie az
allofazishoz képest és kis mennyiségben vizet kell tartalmaznia, mivel a vizsgalt
komponensek eltérd vandorlasi sebességét az allofazis feliiletén kialakult vizréteg és a
mozgofazis kozotti eltérd megoszlads fogja eredményezni. Ebbdl addodéan HILIC
elvalasztas esetében a viz lesz az er0s oldoszer, aminek novelésével a visszatartas
csokkenthetd. Ugyanakkor a viztartalom (az allofazistdl és a vegyiilet szerkezetétdl
fiiggéen) nem haladhatja meg a 3040 v/v%-ot, mert e folott megvaltozik a
kromatografias elvalasztas mechanizmusa. A mozgofazisban a vizhez mellett a vizzel
elegyed6, lehetéleg kis viszkozitasi szerves oldoszert alkalmaznak, amely
leggyakrabban acetonitril (ACN). Tovabbi mozgofazis szerves olddszerként lehet
alkalmazni metanolt (MeOH), acentont és tetrahidrofurant (THF), de utobbi esetében
figyelembe kell venni, hogy a polimerek nagy részét duzzasztja. HILIC alkalmazasanal

tovabbi kritikus szempont a megfelelé puffer vagy mozgofazis adalék alkalmazasa.



Mivel a moddszer 60—70%-ban acetonitril és metanol tartalmt, igy szerves alapu
pufferek hasznalata ajanlott, melyet — foleg MS detektalasnal és a szilard anyag kivalast
elkeriilve — leggyakrabban 5-50 mM koncentracioban alkalmaznak. Pufferként és
mozgofazis adalékként hasznalatos anyagok példaul az ammodnium-acetat, ammonium-
formiat, hangyasav, ecetsav ¢s trifluorecetsav [4,6,7].

A modszer nagy eldnye, hogy valtozatos szerkezetli vegyiiletek elvélasztasara
alkalmas, mint példaul semleges vegyiiletek, melyek polaris csoportot tartalmaznak (pl.
polihidroxi vegyiiletek), savas jellegli funkcids csoportot tartalmazo vegyiiletek, bazikus
funkcids csoportot tartalmazd vegyiiletek és ionos vagy ionizalhatd vegyiiletek
valaszthatok el. A  HILIC elterjedésének  tovabbi  magyarazata, hogy
tomegspektrometrias detektalassal (MS) kompatibilis, igy nagyon polaris vagy ionos
vegyiiletek vizsgalatara adhat megoldast, melyeket forditott fazisban nem, vagy csak
ionparképz6 additivek hozzaadasa utan lehet elvalasztani, amelyek az MS mérést
zavarjak. A fentiek ismeretében elmondhatd, hogy mara a HILIC jelentds szerepet tolt
be a hagyomanyos kromatografias modszerek kozott [4,6,7].

A forditott fazisu folyadékkromatografia alkalmazasa napjainkban a
legelterjedtebb technika, melyet féként apolaris anyagok elvalasztasara hasznalnak egy
apolarisabb allofazis és egy polarisabb mozgofazis segitségével. Az allotazis kémiailag
modositott szilika, amelynek feliiletét leggyakrabban hidrofob alkil (C,, C4, Cg, Cig és
Cso tagszamu), fenil, perfluorozott-fenil, ciklohexil vagy ciano csoportokkal tesznek
apolarissa. Minél hosszabb a szénlanc, anndl inkabb hidroféb karakterli lesz az allofazis,
mely rendszerint a retencid ndvekedésével jar. Az alkil lanc hosszénak hatdsa a
visszatartdsra telitési gorbével jellemezhetd, melynek maximuma —Cj; koriil van, azaz a
szénatomszam novelése a retencids tényezd értéke nem valtozik jelentésen. Ennek
ellenére mégis a Cig-as allofazis terjedt el, amely Horvdth és munkatdirsai nevéhez
fizédik. Napjainkban a modern szilikagél alapt allofazisok 10 pm alatti atlagos
szemcseatmérdjli, homogén eloszlasu, alacsony fémtartalmt teljesen porozus
részecskékkel toltottek, melynél a szemcse teljesen gombszimmetrikus, a feliiletét nem
boritjadk mélyedések vagy kiugrasok. A kis szemcseméretli pordzus toltetek eldnye,
hogy mechanikailag stabilabbak, ezaltal nagyobb nyomason is mikddnek (akar 1000—
1400 bar), valamint a szemcsét koriilvevo allo folyadékfilm okozta zonaszélesedés
kisebb. A 2 pm alatti toltetekkel rendelkezé allofazisok hasznalataval nagyobb
kromatografids felbontds érheté el, ezaltal az Osszetett mintak hatékonyabban

vizsgalhatok. JellemzOen ilyenek a biologiai mintak, mint a teljes vér, vérplazma,



vizelet, kiilonb6z6 szervi, szoveti extraktumok. Az elmult évek masik nagy sikere a 2
um alatti teljesen porozus toltetek mellett a héjszerkezeti toltetek [4].

A mozgofazis altaldban egy vagy tobb szerves oldoszer, viz és mozgdfazis
adalék keveréke. A forditott fazisi folyadékkromatografiaban leggyakrabban
alkalmazott mozgofazisok a viz mellett az ACN, etanol (EtOH), MeOH, 2-propanol és
THF. A 2-propanolt nagy viszkozitasuk miatt csak ritkan alkalmazzak. A vegyiileteket
elacios sorrendje a novekvo hidrofob tulajdonsag szerint valtozik. A mozgofazis polaris
jellegének csokkentését, azaz elucios erejének novelését tovabbi szerves olddszer
hozzaadasaval érhetjilk el, szemben a normal fazisi vagy HILIC elvélasztasi
modszerekkel [2,5].

Nem meglepd, hogy napjaink legnépszeriibb kromatografias modszere, hiszen a
mozg6fazis kismértékli valtoztatasdval a retencid konnyen szabdlyozhaté az
elvalasztand6 anyagok széles skaldjan, a kis molekuldktél egészen a bioldgiai
makromolekulakig.

Biologiai mintdk vizsgélatakor kiilondsen igaz, hogy az elvalasztani kivéant
komponensek kromatografids tulajdonsdgai nagymértékben eltérnek egymastol,
ilyenkor az izokratikus elvalasztas soran — amikor is az eluensosszetétel nem valtozik a
mérés alatt — a nagyobb megoszlasi hanyadossal jellemzett komponensnek nagyobb
visszatartdsa mellett nagyobb csucsszélesség és  rosszabb  kromatografias
csucsszimmetria figyelhet6 meg. Az eluenserdsség novelésével viszont a kordbban
eludlodd vegyiiletek kozotti felbontas romlik, holtidoben torténd elacio és/vagy
koelucid Iéphet fel. Erre a problémara az egyik megoldas a gradiens elucid alkalmazasa,
amely soran valtozik a mozgofazis Osszetétele. A vizsgalt vegyliletek visszatartdsanak
csOkkenését tobb paraméter valtoztatasaval is el lehet érni, igy beszélhetlink olddszer
gradiensr6l, aramlasi sebesség gradiensrél, homérséklet gradiensrél, pH gradiensrél,
ionpar- vagy sO gradiensrdl. Azt a fiiggvényt, amely szerint idében eltérd modon
valtoztatjuk az alabbi paraméter(eke)t nevezziik gradiens alaknak. A fent emlitett
mindhdrom kromatografids elvalasztdsi modszer leggyakrabban az mozg6fazis
gradienst alkalmazza. Fontos figyelembe venni, hogy gradiens elicié alkalmazasaval a
mérés soran megvaltozik az allofazis feliilete, ezért a kovetkezd mérés eldtt vissza kell
allitani a kezdeti korilményeket. Ezt hivjuk az oszlop egyensulyozasanak vagy
ekvilibracionak. Az azonos kondiciéo tartdsa a mérések kozott kritikus a

reprodukalhatdsag szempontjabol [4].



2.2. Kétdimenzios folyadékkromatogridfias technikdak

Napjainkban egyre nagyobb sziikség van az Osszetett biologia mintak mérésére,
igy az egydimenzidos folyadékkromatografia (1D-LC) az analitikai kémia egyik
legjelentdsebb elvalasztasi technikajava valt. A komplex mintak metabolomikai,
lipidomikai vagy proteomikai mérése soran a nagyszamu komponensek koelicioja
megneheziti a mindségi és mennyiségi meghatarozasukat. Erre megoldast nyutjthat a
két-  illetve  multidimenziés  kromatografia, amely két (vagy  tdbb)
folyadékkromatografias rendszer Osszekapcsoldsa. A kétdimenzids kromatografianal
harom f6bb technikai megvalositas kiilonboztethetd meg: ,,0ffline”, ,online”, és
,,szakaszos” elrendezés [8-10].

Az offline 2D-LC analizis soran a két dimenzié nincs egymassal fizikailag
kozvetleniil kapcsolatban. Az elsé oszloprdl megadott idokozonként gytjtott frakciok
mérése késébb egy masik kromatografids modszerrel torténik. A mddszer elénye, hogy
rendkiviil rugalmas, igy nem sziikséges a gylijtés sorrendjében mérni a frakcidkat.
Tovabbi elénye, hogy a masodik dimenzids elvalasztds optimalizalhatdo a frakciok
Osszetételétol fiiggden, ezért a masodik dimenzidoban az egyes frakciora eltérd
kromatografids mddszer alkalmazhatd. A mddszer hatranyaként emlitendd, hogy 1d6 és
munkaigényes. A moddszer kivitelezését tovabb neheziti, hogy az 0Osszegyljtott
frakciokat megfelelden tarolni és elokésziteni kell a tovabbi analizisig [11].

Az online 2D-LC (1. abra) esetén — az offline elrendezéssel ellentétben — a két
dimenzi6o fizikailag is kozvetleniil Ossze van kotve egymassal egy tobbutas
kapcsoloszelep (altalaban 6, 8, 10 vagy 12) segitségével. A szelepbe két azonos
térfogatth mintafelvivé hurok (loop) van bekotve. Amig az elsé dimenzid eludtumanak
frakcio gyljtése az egyik hurokba torténik, addig parhuzamosan a korabban masik
hurokba gytijtott frakcio elvalasztasa torténik a masodik dimenzidban. A szelep valtas
soran a két hurok miikodési ciklusa felcserélédik (1A abra) [12,13]. Hurok alkalmazasa
— mely passziv mintaatviteli eljaras (passive modulation) — egy egyszerti és hatékony
modszer, azonban haszndlatakor tigyelni kell az olddszer Osszeférhetetlenségre
kiilondsen ortogondlis elvalasztaskor, mivel a mésodik dimenzidban a minta olddszere
az elsé dimenziondl hasznalt mozgofazis lesz. Erre nyujt megoldast, ha a hurokban 1évd
minta a masodik dimenzié mozgo6fazisaval van higitva (active-solvent modulation) vagy
pedig vakuum és a hurok koré szerelt flitdszalak segitségével elparologtatjuk az

oldészert (vacuum-evaporation modulation). Masik korlatozo tényez6 a hurok térfogata,
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mely nem lehet til nagy a masodik dimenzids oszlop tulterhelésének elkeriilése
érdekében, de nem lehet tul kicsi se, hogy elegendé mennyiségii els6 dimenzidés mintat
lehessen gytijteni [14].

Az els6é oszloprol a frakciok csapdazasa torténhet hurok helyett oszlopon is
(csapdaoszlop, stationary-phase-assisted modulation). Csapdazasra altalaban egy rovid,
2-30 mm hosszli, 1-6 mm belsé atmérdjii oszlopot hasznilnak. A moddszer soran
ameddig az egyik csapdaoszlop az elsé dimenzid eluatumabdl a vizsgalt vegyiiletek
csapdazodnak, addig az el6z6 ciklusban a masik csapdaoszlopon gyajtott minta
eludlodik a méasodik dimenzi6 oszlopara. Ez a beallitas lehetdséget ad a minta dusitasara
a csapdaoszlopon, melynek eredményeként keskeny cstcsokat kaphatunk a masodik
dimenzidban (1B abra). Csapdaoszlop alkalmazasanak elénye, hogy csokkenteni lehet
a hurok esetében tapasztalt olddszer Osszeférhetetlenséget. A modszer tovabbi elénye,
hogy a dusitds kovetkeztében érzékenyebb detektalas érhetd el, valamint a frakcio
gyljtés soran a térfogat nem korlatoz6 tényez6 (a hurokkal ellentétben), addig amig
visszatartja a mérendé komponenseket. Ugyanakkor ez adja a moddszer hatranyat is,
ezért is fontos a megfelelé mozgo- és allofazis kivalasztasa, hogy a kiilonb6zo
tulajdonsag vegyiileteket egységesen vissza lehessen tartani. Erre megoldast nyujt az
els6 dimenzid effluentjének eluenserdsségének csokkentése higitd pumpa segitségével.
Tovabbi hatrany, hogy a mddszerfejlesztés sordn még tobb kromatografids koriilményt
kell optimalizalni [13,14].

Az online 2D-LC rendszer tovabbi kapcsolasi lehetdsége a parhuzamos oszlopok
alkalmazasa a masodik dimenzioban két detektor haszndlataval. Az adatok kiértekelése
soran gondosan kell eljarni, mivel ekkor az egymast kovetd frakciok mérése
parhuzamosan torténik, ezért a két kromatogram és a kapott adatok egyeztetése
sziikséges (1C abra) [13].

Az online modszer legnagyobb eldnye, hogy gyors és kdnnyen automatizalhat6.
Ugyanakkor be kell latni, hogy egy ilyen rendszer kivitelezése bonyolult, tobb
kromatografids eszkozre van sziikség, mint példaul megfeleld szeleprendszerre,
analitikai pumpdkra ¢és oszloptermosztat(ok)ra. Nagy koriiltekintéssel —kell
megvalasztani a mozgofazis dsszetételét kiillondsen az ortogonalis modszereknél, hiszen
a masodik dimenzidban a minta olddszere az elsd dimenzidnal haszndlt mozgofazis
lesz. Tovéabbi hatrany, hogy a masodik dimenzidoban a gradiens elucid lehetdsége
korlatozott, mivel az oszlop egyensulyozasa hosszabb id6t vesz igénybe a gyiijtott

frakciok szamatol és az elsé dimenzids analizis idejétol fiiggden [12,15].
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hurokkal, (B) csapdaoszloppal, valamint (C) pdrhuzamos oszlopokkal a masodik
dimenzioban [16].
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A szakaszos (,,stop-and-go”) modszer alkalmazasakor az elsé dimenzids
elvalasztast elualasat megszakitjak, majd az els6 frakci6 masodik dimenzios
elvalasztasa torténik. A masodik dimenzidos mérés befejezésével folytatddik az elso
dimenzids elvalasztas. A modszer eldnye az offline 2D-LC-hez képest, hogy a két
oszlop kozvetleniil 6ssze van kapcsolva (hurok vagy csapdaoszlop nélkiil), igy a
frakciok gylijtésével és tarolasaval kapcsolatos technikai problémak kikiiszobolhetok
[11]. A modszer legnagyobb hatranyat az adja, hogy a megallitott aramlas soran jelentOs
diffuzio 1ép fel, amely csucsszélesedéshez vezet. A kismolekuldkra ez a viselkedés
kiilondsen jellemz6. Ennek kdszonhetden a szakaszos technika nem terjedt el széles
korben [17], ugyanakkor nagyobb molekuldk, példaul peptidek esetén sikeresen
alkalmazzak [18].
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2. dbra A kétdimenzios elvalasztas kiilonbozo tipusai [14].

Mindhdrom kétdimenzidés modszer végrehajthatd atfogd vagy teljes, illetve az
ugynevezett ,,heart-cutting” modszerrel a frakciok gytijtésétdl fliggden, melyet a 2. abra
szemléltet. (Az utobbi kifejezést a tovabbiakban célzott modszerként hasznalom, mert

jelenleg nincs magyar szakirodalmi megfeleldje, és a modszer technikajat tekintve igy
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célszerli alkalmazni). A célzott modszernél (single heart-cutting, LC—LC, 2A abra) az
els6 dimenziobdl csak egy, a szamunkra érdekes frakcid keriil kivagéasra, majd a
masodik dimenzidban ujabb elvalasztasra. A tobbszorosen célzott modszer (multiple
heart-cutting, mLC—-LC, 2B abra) esetén, tobb frakciot gylijtenck a masodik dimenzids
elvéalasztdshoz. Célzott moddszerek esetén csapdaoszlop hasznalataval a masodik
dimenziéban kisebb térfogati oszlop alkalmazasa is elegendd, mivel az elsé dimenzid
nagy része a hulladékgytijtobe keriil. Ez lehetové teszi a masodik dimenzidban révidebb
oszlopok hasznalatat a hatékonysag csokkenése nélkiil, igy jelentdsen rovidiilhet a teljes
analizis id6. Ilyen esetben fontos, a megfeleld csapdaoszlop kivalasztisa, amelyet a
nagy nyomasingadozas és a magas nyomasi koriilmények kozott is hasznélni lehet [14].

Abban az esetben, ha az els6é dimenzid sszes frakcidjat vizsgaljuk a masodik
dimenzidban, atfogo elvalasztasrol (comprehensive, LC x LC, 2C abra) beszéliink.
Ilyen esetben a hurok alkalmazasa a masodik dimenzios futasi idejét korlatozza, mivel a
szelepvaltast a hurok térfogata és az elsé dimenzid aramlasi sebessége és a masodik
dimenzi6 egyenstulyozasa hatarozza meg, igy a masodik dimenzios elvalasztas altalaban
dimenzioban valasztjak el, akkor szelektiv atfogé technikarol (selective comprehensive,
sLC x LC, 2D abra) beszéliink. Az atfogd modszert foleg ismeretlen mintdk nem
célzott mérése esetén alkalmazzak, mikor a f6 cél a lehetd legtobb komponens
azonositasa egyetlen futasbol. Ez a megkdzelités lehetdvé teszi Osszetett bioldgiai
minték hatékonyabb elvélasztasat. [gy tehat elmondhato, hogy a célzott modszer a minta
kis alkotdelemeire Osszpontosit, mig az atfogd elvalasztas a mintardl teljes jellemzés
adhat [14].

A kétdimenzids kromatografias rendszer hatékonysadga és az elvalasztando
komponensek szdma novelhetd, ha a két dimenzi6 ortogondlis, azaz eltérd az elvalasztas
mechanizmusa. Ez kiilonb6z6 szelektivitast oszlopok kombinacidjaval érhetd el tgy,
hogy a két dimenzioban a retencids 1d6k kozott ne legyen linearis kapcsolat. Szamos
kromatografids elvéalasztasi mod valaszthaté a szelektivitds széles skaldjan, mint a
méret, a hidrofobicitas vagy a toltés. Példaul foszfolipidek analizise soran gyakran a
HILIC kromatografiat kapcsoljdk oOssze forditott fazisi kromatografiaval, eziltal a
HILIC els6 dimenzidban a lipid osztalyokat a fejcsoportok, azaz a polaritasuk szerint
valasztjak el, mig a masodik dimenzioban az azonos lipidosztalyhoz tartozo specieszek
forditott fazisu elvalasztasa a zsirsav alkil lancok szama, a kettos kotések szama és azok

elhelyezkedése alapjan torténik, igy lehetévé téve az izomerek elvalasztasat [13,19].
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Felmeriilhet a kérdés, hogy az adott mintanal a hagyomanyos egydimenzids
modszer vagy a kétdimenzios elvélasztas lesz a hatékony. Altalanossagban elmondhato,
hogy a 2D modszerhez sziikséges miiszerek dragabbak és tobb felhasznaloi tapasztalatot
igényelnek. Ugyanakkor a 2D nyujtotta nagyobb Kkromatografids felbontoképesség
lehetdsége nagyon vonzo, igy egy ponton az elénydk meghaladjak a magas koltségeket.
Ennek ellenére az 1D moddszer mellett szol, hogy az esetek tulnyomo tobbségében

rovidebb analizisid6t igényel [9].

2.3. Tomegspektrometria

A kromatografias eljarasok spektrofotometrias detektildssal dnmagukban nem,
vagy csak mérsékelten adnak informaciét a vizsgalt vegyliletek kémiai szerkezetérdl.
Ezért ismeretlen vegyiiletek azonositasa céljabol, kiillondsen biologiai mintak esetében a
vizsgalt vegyiiletek elvélasztasat kdvetden (online, offline) olyan detektalasi technikat
kell alkalmaznunk, amely sorén részleges vagy teljes szerkezeti informacidt nyerhetiink.
Erre kivalo megoldast nyljt a tomegspektrometrids (MS) analizis, amely hasznalataval a
vizsgalt vegyiiletekkel kapcsolatban a kovetkezd fobb informacidkat nyerhetjiik:
szlildion és fragmensionjainak tomeg/toltése (M/z), intenzitasuk és fragmentacios

mintazatuk [20].

Vakuum-
rendszer

Mintabevitel ‘ - ‘ Detektor ‘

3. abra A4 tomegspektrométer vdzlatos felépitése.

A tomegspektrométer harom 6 részbol épil fel:  ionforrasbol,
tomeganalizatorbol és detektorbol (3. abra). A mintat a késziilékbe torténd bevezetés
soran ionizaljuk az ionforras segitségével, majd az igy képzddd ionokat tomeg/toltésiik
(m/z) alapjan az analizator szétvalasztja, majd azok a detektorba jutva elektromos jelet

valtanak ki. Altalanosan elmondhato, hogy a tomegspektrométer analizator és detektor
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egysége vakuum alatt mikodik, azonban az ionforrasok kialakitasuktol fliggden

lehetnek vakuum alatt illetve 1€gkdri nyomason [20].

1. tablazat A leggyakoribb ionizacios technikak.

Ionizacios médszerek Roviditések
Elektroniitkbzéses ionizacid El
Kémiai ionizacid Cl

Gyors atom bombazas FAB
Elektroporlasztasos ionizacid ESI
Légkori nyomast kémiai ionizacio APCI
Matrix-segitett 1ézer deszorpcid/ionizacid MALDI
Légkori nyomasu fotoionizacio APPI
Direkt analizis valds idében DART

Az ionok elballitasara a tomegspektrométerben szamos modszert fejlesztettek ki,
melyek koziil a leggyakoribbakat az 1. tablazat foglalja Ossze. Az ionizécios
technikatdl fliggéen képzddhetnek pozitiv vagy negativ toltésti gyokionok vagy kvazi
molekulaionok (adduktok). A gyokionok az elektroniitk6zéses ionizacié (EI), kémiai
ionizacid (CI) és gyors atom bombazas (FAB) soran — amely nagyvakuumban torténik —
pozitiv toltéstiek lesznek egy vagy tobb elektron leadasaval és negativak egy vagy tobb
elektron felvételével. A 1égkdéri nyomasu ionizaciok (ESI, APCI, APPI) soran
jellemzden a vizsgalt vegyiilet protonalodhat vagy deprotonalddhat, valamint kiilonbozo
ionokkal, mint példaul natrium-, kalium-, ammonium-, acetat-, formiat-, kloridionokkal
kvazi-molekulaionokat képezhetnek [21].

Napjaink egyik legelterjedtebb  folyadékkromatografiaval —kompatibilis
ionizaciés modszere az elektroporlasztasos (elektrospray) ionizaciés technika (ESI).
Az értekezésben alkalmazott mérések sordn minden esetben ESI moddszert
alkalmaztunk, igy a tovabbiakban csak err6l az ionizacidés technikardl irok
részletesebben. Az ionok képzddése sordn két fontos folyamat jatszodik le
parhuzamosan az ionforrasban. Egyrészt az oldoszer elparologtatasa (deszolvatacid) €s
igy a mérendd komponensek gazfazisba juttatisa, mdasrészt a toltott részecskék
eléallitasa. Fontos megjegyezni, hogy az ESI technika, szemben az El vagy Cl-val,

ugynevezett ,,lagy” ionizaciés modszer, amely sordn a sziildion nem, vagy részben
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fragmentalodik. A leggyakoribb két ionizacids technikat Osszehasonlitva az APCI
esetében dontden csak egyszeresen toltdtt ionok, mig ESI sordn tobbszordsen toltott
ionok is képzddhetnek [21].

A vizsgalt minta oldatat egy 3-5 KV nagyfesziiltségre kapcsolt fitott fém
kapillarisba vezetik, ahol a kapillaris végén toltést vesz fel. Ezzel egy idében, a
folyadék a Kkapillarist koriilvevd cs6bdl kiaramld porlasztogaz (nebulizing gas)
segitségével porlasztodik. A fesziiltségnek koszonhetden a kapillaris végén ugynevezett
Taylor-konusz alakul ki, melyr6l kis toltott cseppek Szakadnak le. Az ionizacio
folyamata a mai napig nem teljesen ismert. A toltésvisszamaradasi modell szerint az
oldészer parologni kezd a 200-500 °C-o0s szaritogaz (drying gas, desolvation gas)
hatasara, a cseppek zsugorodnak, mig el nem érik azt a kritikus pontot, ahol a feliileti
taszitd erdk legydzik a feliileti kohézios erdket, igy szétrobbannak. Ezt a jelenséget
nevezik Coulomb-robbanasnak, melynek hatasara ionok és kisebb toltott aeroszol
cseppek keletkeznek. Az ionparolgasi elmélet szerint az iontaszitas miatt kisebb toltott
cseppek egymas utan hagyjak el a nagyobb toltott cseppeket, végiil a cseppek addig
zsugorodnak, amig az ionok vissza nem maradnak. Utobbi modell elsésorban a kisebb
molekulatdmegli vegyiiletek ionizaciojara illeszthetd, addig a nagyobb molekuldk
ionképzésére inkabb a toltésvisszamaradasi modell alkalmazhatd. A porlasztas soran
visszamaradt ionok a nagyvakuum alatt 1év6 analizatorba juttathatok egy aprd lyukon
(orifice) és lencsesoron keresztiil [4,21].

Az analizatorokat az aldbbi fébb paraméterek szerint lehet jellemezni:
vizsgalhato tomegtartomany, tdmegpontossag, felbontas és pasztazasi sebesség.

A tomegpontossag (accurate mass, AM) a késziilék megfelel kalibracidja
mellett, azt fejezi ki, hogy az analizator mekkora eltéréssel képes mérni az adott ion
tomegét a valds (elméleti) tomegéhez képest. A tdmegpontossagot Daltonban (Da,
abszolit tomegpontossag) vagy ppm-ben (az eltérés hany milliomod része a mért
tomegnek; relativ tomegpontossag) szoktdk megadni. Utdbbi pontosabb értéket ad. Az
ionok elvalasztdsanak paramétere a felbontas (R, dimenzidmentes szam), melyet a cslics
magassaganak felénél mért szélességgel (Am, félértékszélesség, full width at half

maximum, FWHM) kell szamolni, az 1. képlet szerint:

R= 2 [1. képlet]

Am

Nagy felbontasti tomegspektrométerrel (high resolution mass spectometry: HRMS)

elemdsszetételre is kovetkeztethetiink [22].
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Jelenleg kiilonféle hagyomanyos (single: MS) ¢és tandem (MS/MS)
tomeganalizatorok koziil valaszthatunk, melyek mindegyike eltérd érzékenységgel és
felbontassal rendelkezik. A leggyakoribb analizatorokat a 2. tablazat foglalja dssze. A
kvadrupdl és ioncsapda nagy érzékenységet, de korlatozott felbontast kinal, mig a TOF,
FT-ICR ¢és Orbitrap analizdtorok nagy felbontastiak. Nagy érzékenységik és
szelektivitasuk miatt célzott analiziseknél a harmas kvadrupol és harmas kvadrupoél
ioncsapda analizatorok a leggyakoribbak. Atfogé analizisre a Q-TOF, FT-ICR, LTQ-
Orbitrap és Q-Orbitrap késziilékek a legalkalmasabbak a nagy felbontasuknak és nagy
tomegfelbontasuknak  koszonhetden. Atfogd mérésekhez LC-hez  kapcsoltan
leggyakrabban TOF vagy Orbitrap analizatorokat hasznalnak [5,22].

A tomegspektrométerben az analizis soran képzddott és elvalasztott ionok
intenzitdsanak pontos méréséhez fontos szempont a megbizhaté detektor. A
kereskedelmi forgalomban a leggyakoribb tipusok: elektronsokszoroz6 detektor,
fotodidda detektor, mikrocsatornds lemezdetektor vagy Faraday-csésze detektor. A
detektor a mérés soran felvesz egy tomegspektrumot, ahol az x-tengelyen az m/z
értékek, mig az y-tengelyen az intenzitdsok szerepelnek. A relativ intenzitds az ion
ionaramahoz (abszollt intenzitas) viszonyitott, %-ban kifejezett értéke. A spektrumon

lathat6 legintenzivebb ion a bazision, a legintenzivebb csucs pedig a baziscsucs [20,21].

2. tablazat A leggyakoribb hagyomanyos (MS) és tandem (MS/MS) témeganalizatorok.

Analizatorok Angol roviditések
kvadrupol (MS) Q

lineéris ioncsapda (MS) LIT
kvadrupol ioncsapda (MS) QIT

repiilési id6 (MS) TOF

Fourier transzformacios ion ciklotron rezonancia (MS) FT-ICR
Orbitrap (MS) Orbitrap
harmas kvadrupol (MS/MS) TQ/Q9Q
harmas kvadrupol ioncsapda (MS/MS) Q-Trap
kvadrupol repiilési id6 (MS/MS) Q-TOF
linearis kvadrupol ioncsapda Orbitrap (MS/MS) LTQ-Orbitrap
kvadrupol Orbitrap (MS/MS) Q-Orbitrap
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Munkank soran két késziilékkel dolgoztunk: egy Thermo TSQ Fortis harmas
kvadrup6l és egy Thermo Q Exactive Plus Hybrid Quadrupole-Orbitrap tandem
tomegspektrométerekkel, ezért a tovabbiakban harmas kvadrupol és az Orbitap
tomeganalizatorokat mutatom be részletesebben. Mindkét késziilék esetében a vizsgalt
vegyiiletek fragmentacids mintadzata tanulmanyozhato.

A tandem tomegspektrometria sordn a tomeganalizis tobb 1épcsében torténik,
mely soran az egyes 1épcsok kozott az ionok aktivalasaval fragmentaciot idéznek eld. A
tandem tomegspektrometridban ionatmeneteket, azaz prekurzor ion—termékion
kapcsolatokat vizsgalnak. A kvadrupdl tomeganalizator négy parhuzamos fémrudbol
épiil fel. A fémrudakra egyenaramot kapcsolnak, a szemben 1év6 rudakra azonos fazisi
valtoaramot helyeznek, mig a szomszédos rudak polaritasa ellentétes. A rudak
polaritdsa folyamatosan valtozik, ennek kovetkeztében az ionok haladasi irdnyukra
merdleges transzverzalis mozgast végeznek. A rudak kozotti térben haladd pozitiv
toltésti ionokat a pozitiv toltésli rudak taszitjak, mig a negativ toltésiiek vonzzak, ezaltal
oszcillalo mozgasra kényszerlilnek. Ha az ionok mozgésdnak amplitiddja kisebb a
kvadrupol rudak kozotti tavolsaganal, akkor atjutnak a kvadrupol polusai kozott.
Amennyiben az amplitidé ezt meghaladja, belelitkoznek a rudakba. Felbontoképessége
a fémrudak hosszanak novelésével né, mig a rudak keresztmetszetének novelése az
érzékenységet fokozza. A harmas kvadrupél (QqQ) valdjaban két kvadrupol
analizatorbol all (Q; és Qs), a masodik kvadrupdl (g2) egy iitk6zési cella, ahol a
fragmentacié torténik. A fragmentacio el6idézéséhez aktivalasra van sziikség, melyet
leggyakrabban litk6zéssel indukalt disszociacioval (collision induced dissociation, CID)
érnek el nitrogén vagy argon litkoz6gaz segitségével [4,23].

Gyartotol és késziiléktdl fliggden tobb pasztazasi modot alkalmazhatunk harmas
kvadrupodlok esetében. Teljes tomegspektrum pésztizasakor a Q; és Qs is pasztazod
tizemmodban (full scan) mikodik és az iitk6zési cellaban nincs fragmentacio. Szelektiv
ionkovetéskor (selected ion monitoring, SIM) a Q1 egy adott tomegre van beallitva, az
itk6zési cellaban nem torténik fragmentacid, a Qs pedig pasztdzo lizemmodban van.
Termékion pasztazas (product ion scan) esetén a Q; egy adott tomegre van allitva, qp-
ben megtorténik a fragmentacio, majd a Qs pasztazé6 modban van. Ezzel a beallitassal
szerkezeti informacid nyerhetd a kivalasztott prekurzor ionr6l, valamint mennyiségi
vizsgélatokhoz az 4tmenetek optimalizalasa is ebben a modban torténik. Kivalasztott
ionatmenet detektalasakor (multiple/selected reaction monitoring, MRM/SRM) a Q; a

prekurzor ion, a Qz a termékion kvetésére van allitva. Altalanosan elfogadott szabély,
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hogy tandem tomegspektrometridss mennyiségi meghatarozaskor két ionatmenet
detektalasa sziikséges: az intenzivebb ion, a célion (quantifier) a mennyiségi
meghatarozashoz, mig a masik ion, a kiséréion (qualifier), valamint az ion intenzitasok
aranya szolgal a mindségi azonositasra. MRM/SRM beallitas esetén az érzékenység és a
szelektivitas is novelhetd, ha a komponenst az adott elicios ablakban vizsgaljuk a
megfeleld, csak rd jellemzdé ionatmenet megvalasztasaval. Az érzékenység javulas a
zajcsokkentés révén novekvéd jel/zaj viszonynak iS koszonhetd. Prekurzor ion
pasztazasakor (precursor ion scan) a Qi pasztazé modban miikodik, mikdzben a Q3 egy
adott ion kovetésére van éllitva. Igy lehetdség van felderiteni, hogy az adott
fragmension, melyik prekurzor ionbol vagy ionokbdl szdrmazik. Semleges vesztés
pasztazasa (neutral loss scan) esetében a Qi és a Qs is pasztazo modban van, de a Q3
pasztazasa egy meghatarozott tomeggel el van tolva [4,23].

Az Orbitrap tomeganalizator egy nagyteljesitményli analizator, amely az
ionokat elektrosztatikus mezoben csapdazza, igy nagy felbontast, tomegpontossagot és
érzékenységet nyujt. A ThermoFisher Scientific cég kifejlesztette az Exactive csaladot,
melynek koltségeit az ioncsapda analizator elhagyasaval csokkentette. Ez sziikségessé
tette az AGC (automatikus erdsitésszabalyozas, automatic gain control) mechanizmus
kidolgozasat, melyet csak Orbitrap detektalasnal hasznalnak. Ezenkiviil a Q Exactive
késziilékek megkonnyitették az ismert €s ismeretlen anyagok analizisét nagy felbontasu
¢és tomegpontossagu (HR/AM) méréssel, melyet nagyon magas szelektivitassal értek el
(kevesebb, mint 5 ppm tomegpontossag). igy a Q Exactive csalad az alkalmazasok
széles skaldjat biztositja az atfogd mérésektdl, a mennyiségi meghatarozason at, egészen
az elemi Osszetétel meghatarozasaig. Az 4. abran egy Q Exactive tipusu kvadrupol-
Orbitrap késziilék szerkezeti abraja lathato [24,25].

A C-csapda (C-trap) el6tti kvadrupol szolgal az adott m/z értékii ionok
kivalasztasara, mely késziiléktol fliggben széles tomegtartomanyt olel at (50-6000 m/z).
(A Q Exactive késziilékek hibrid tandem tomegspektrométerek, mivel kéttipusa
analizatorral rendelkeznek.) A C-csapda egy radidfrekvencia (RF) alapu iongyijto,
mely az ionokat késébb a HCD cellaba (higher-energy C-trap dissociation) vagy az
analizatorba kiildi. A HCD cella szolgal az ionok fragmentéalasara, mely a mar emlitett
iitkozéssel indukalt disszociacioval (CID) megy végbe nitrogéngaz segitségével. A C-
csapdabol az ionok kis csomagokban érkeznek az Orbitrap analizatorba, ahol az ionok
elvalasztasat nagyszamu, a m/z-tdl fliggd eltérd frekvenciaju oszcillaciés mozgasuk

teszi lehetové. A késziilek egy idoben valtozd, latszolagos ionaramot rogzit és a
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igy analizatorként és detektorként is mikddik [24,25].
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4, abra Q Exactive-tipusu tomegspektrométer szerkezeti abrdja [24].

Q Exactive késziiléktol fiiggden, kiilonbozé itizemmodokat alkalmazhatunk:
teljes tomegspektrum rogzitése, az Osszes ion fragmentacioja (all ion fragmentation,
AIF), SIM, parhuzamos reakcid monitorozas (parallel reaction monitoring, PRM),
adatfiiggd (data dependent acquisition, DDA), adatfiiggetlen mérés (data independent
acquisition, DIA) ¢és ezek kombinacidja. Adatfiiggé mérés soran a teljes
tomegtartomany mérése torténik, majd a spektrumban taldlhatd adott szamu
legintenzivebb prekurzor iont egyenként fragmentalja, és a keletkezett fragmensionok
tomegeit egy MS/MS spektrumban rogziti. Ezzel szemben az adatfiiggetlen mérés soran
a kivalasztott tomegtartomany Osszes ionjat egyszerre fragmentaljuk, ennek
koszonhetden tobb informacio nyerhetd az adott mintardl, ugyanakkor az informacio
kinyerése is nehezebb [25,26].

Az 5. abran lathatd, hogy mig a harmas kvadrupolnal alkalmazott SRM
technikdval csak a kivalasztott termék ionokat detektaljuk, addig PRM esetén egy
cikluson beliil keletkezett adott iitkozési energiaju (CE) Osszes fragmens iont nagy

felbontassal és nagy tomegpontossaggal mérjiik [25,26].
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5. abra MS/MS mérési modszerek dsszehasonlitasa, (A) SRM modszer, (B) PRM
modszer [26].

A tomegspektrometrids analizissel kapott adatok kiértékelését jelentdsen
befolyasolja, hogy a mérés milyen pasztazasi modban tortént és volt-e az MS detektalas
elétt valamilyen elvalasztasi technika, mint példaul LC-ds vagy gazkromatografias
elvalasztasi technika. Célzott, mennyiségi mérések kiértékelése torténhet a gyartd sajat
szoftverével vagy szabad hozzaférésii programokkal. Atfogd méréseknél az
adatkiértékelés tobb 1épésbdl all, ahhoz hogy azonositani tudjuk a mintdban talalhat6
komponenseket az MS adatok sziirésére ¢s feldolgozasa sziikséges. A vizsgalt anyagok
prekurzor és fragmensionjairél (MS/MS mérés esetében) csucslista késziil, mely
magaba foglalja az adott ionok kromatografias csucsainak sSimitasat (smoothing), a
retencidés idejilk korrigalasat, az alapvonal korrekciojat, dekonvoltciojat, az
1zotopcesucsok sziirését, adott ionok kizarasat és csucsteriilet vagy cslicsmagassag
normalizacidjat. A kiértékelés soran kapott csucslista elemeit adatbazisokkal és
konyvtarakkal vethetjiik Ossze azonositasuk céljabol manudlisan vagy megfeleld
program segitségével. Proteomikai, metabolomikai és lipidomikai LC-MS/MS
mérésekhez tobb fizetds €s ingyenes csucslista készité program és adatbazis/konyvtar
érhetd el a teljesség igénye nélkiil: Compound Discoverer, TraceFinder, mzCloud,
Mzmine2, Skyline, MaxQuant, XCMS Online, KEGG, HMDB, METLIN, MassBank,
LIPID MAPS, LipidSearch, LipidBlast, Metaboanalyst stb. Munkank soran az atfogd
mérésekkel kapott adatok kiértékelését Progenesis QI metabolomikai szoftverrel

(Nonlinear Dynamics, Newcastle, Egyesiilt Kiralysag) végeztiik.
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2.4. A foszfolipidek szerepe a szorongasos megbetegedésekben

Az elmult évtizedekben a bioanalitika fejlédése egyre nagyobb mennyiségii
bioldgiai adatot generalt, amellyel molekularis komponensek atfogd vizsgalata valt
lehetévé. Az ,,omikak” (omics) tudomanyteriilete a bioldgiai molekulak egy
csoportjanak egyiittes vizsgalatat célozza meg, annak érdekében, hogy az egyes
komponensek kozotti korrelaciok rendszerszinti megértése lehetévé valjon. Az
omikdkon beliil megkiilonboztetink az Orokitdanyag Osszességével foglalkozo
genomikat, az RNS-sel €s a gének atirasaval foglalkozo transzkriptomikat, a transzlacio
soran képzodod fehérjéket vizsgald proteomikéat €s az anyagcseretermékekkel, azaz
metabolitokkal valamint azok utvonalaval foglalkozo metabolomikat. A lipidomika,
melyet gyakran a metabolomika részeként emlitenek, a sejtekben, szdvetekben és
bioldgiai folyadékokban talalhatd lipidek Osszességével foglalkozik. A szervezetbe
bejutott xenobiotikumok (gyogyszerek, mérgek, kabitoszerek sth.) anyagcsere
vizsgalatat is metabolomikanak hivjak [27, 28].

A lipidek csoportjaba kémiailag egymastol jelentésen kiilonboz6 biomolekulak
tartoznak, azonban egy koOz0s sajatsaguk, hogy részlegesen vagy teljesen
hidrofobak/lipofilek, azaz vizben nem vagy rosszul oldédnak. A sejt membranok f6
alkotoi (6. abra), a foszfolipidek amfipatikus tulajdonsaguak, azaz egy molekulan beliil
hidrofob és hidrofil részekkel is rendelkeznek. Doktori munkam soran foszfolipidek
vizsgalataval foglalkoztam, ezért a tovabbiakban csak erre a vegyliletcsoportra térek ki.
A foszfolipidek polaris hidrofil részét ,fejnek”, a hosszii zsirsavlancok (12-26
szénatom) alkotta hidrofob részt pedig ,,faroknak” nevezziik. Ezen tulajdonsdgoknak
koszonhetden a foszfolipidek lipid kettOsréteg kialakitdsara, tehat a biologiai

membranok felépitésére képesek [29].

membran tartalék
lipidek lipidek

[ ]

(foszfolipidek] [glikolipidek] [szterolok ’ [triagliceridek}

foglzi:;?g;k —0 szfi_?i%si:;g:zfo L.tszfingolipiclek \— koleszterin

6. abra A membranlipidek csoportositasa, a trigliceridek, foszfolipidek és glikolipidek
vazlatos szerkezetével [30].
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A foszfolipidek kémiai szempontbol két csoportra oszthatok attol fiiggden, hogy
milyen alkohol lehet a foszforsavval és a zsirsavval észterezve. Glicerofoszfatidok
(foszfogliceridek) esetében  glicerin, mig szfingofoszfolipideknél szfingozin
észteresitédik [31].

7. abra A glicerofoszfatidok dltalanos molekula szerkezete, ahol Ry és R, a zsirsav ldanc,
X= fejcsoportot meghatarozo vegyiilet.

A glicerofoszfatidok szerkezetét egy glicerin vaz adja, ahol a glicerin els6 két
szénatomjat (sn-1 és sn-2, lasd kés6bb) hosszli zsirsavlanc, mig a harmadikat egy
foszfat észteresiti (7. abra). Ez a legegyszer(ibb glicerofoszfatid, a foszfatidsav (PA). A
legtobb esetben a foszfatcsoporthoz egy tovabbi hidroxilcsoportot tartalmazé vegytilet
kapcsolodik, kialakitva a teljes fejcsoportot. gy beszélhetiink foszfatidil-kolinrél,
foszfatidil-etanolaminrol, foszfatidil-glicerinrél, foszfatidil-inozitolrol és foszfatidil-
szerinr6l (8. abra).

A foszfatidil-kolin (PC), vagy mas néven lecitin, a legnagyobb mennyiségben
eléforduld foszfolipid az allati €s ndovényi sejtekben, mely akar a membrant alkoto
foszfolipidek felét adhatja. A foszfatidil-etanolamin (PE), vagyis kefalin kisebb
mennyiségben fordul eld a sejtekben, mint a PC. Jelentdsége a baktériumokban van. A
foszfatidil-glicerin (PG) baktériumokban, emlés és novényi sejtekben egyarant
megtaldlhatdo. Az emldsokben nagy mennyiségben van jelen a mitokondriumok
membranjaban, valamint szamos protein kinaz aktivalasaban vesz részt. A foszfatidil-
inozitol (Pl) legnagyobb koncentracioban az idegrendszerben talalhato. Feladata a
hormonok és neurotranszmitterek hatasanak kozvetitése. A foszfatidil-szerin (PS) a
sejtmembranok kisebb alkotéeleme, az emldsokben gyakorlatilag az egyetlen

foszfolipid, melyek aminosavat (szerin) tartalmaz [32].
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8. abra A glicerofoszfatid molekula fejcsoportjai.

A foszfolipidekb6l — vezethetok le a lizofoszfolipidek, amelyek a
glicerinmolekula sn-2 szénatomjan nem tartalmaznak zsirsavésztert. A lizofoszfolipid-

monoacil szarmazékokat a legtobb sejt kis koncentracioban tartalmazza [31].
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Q. dbra A plazmansav (A) és plazménsav (B) szerkezete.

A plazmansav és plazménsav (9. abra) a sejtekben nem fordul el6, azonban a
szarmazékaik elterjedtek. (A plazménsavak szarmazékainak Osszefoglaldé neve a

plazmalogén). A  plazmansavak esetében a glicerin els6 szénatomjanak
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hidroxilcsoportjahoz éterkotéssel kapcsolodik egy telitett alifas lanct alkohol. A
plazménsavak pedig éterkotés helyett enoléter kotéssel rendelkeznek, valamint kettds
kotést tartalmazo telitetlen alkohol kapcsolodik hozzajuk. Elsésorban izom- ¢és
idegmembranokban fordulnak el6 [32].

A szfingofoszfolipidek (szfingolipidek) koziil a szfingomielin (SM) (10. abra)
az egyetlen foszfolipid. A szfingomielin vazat nem glicerin, hanem szfingozin adja. Az
sn-2-h6z aminocsoport csatlakozik, amelyhez ha tovabbi zsirsav kapcsolodik savamid
kotéssel, akkor ceramidot kapunk. A szfingomielinben a ceramid primer alkohol
csoportjahoz egy kolin-foszfat kotédik. Fontos a szerepe a membran merevségének
fenntartasaban, valamint a lipid tutajokban taldlhat6 fehérjék stabilizalasaban van

[32,33].
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10. dbra A szfingomielin (SM) szerkezete.

Az allati és emberi szervezetben altalaban 16:0, 18:0, 18:1, 18:2 és 20:4
zsirsavat tartalmazo foszfolipidek fordulnak eld, de a kézponti idegrendszer molekulai
kozott el6fordulhatnak hosszabb szénlancu, tobbszordsen telitett zsirsavak is, példaul
20:5, 22:5, 22:6 [31].

A foszfolipid osztalyok nevezéktana, azaz a kétbetlis rovidités, a molekuldban
helyet foglald zsirsavlanc szénatomjainak szdma és a kettds kotések szama alapjan
torténik. A TUPAC rendszer a sztereospecifikus szamozasi rendszert alkalmazza (sn,
stereospecific numbering), igy a korabban emlitett és az abrakon is lathatd R; és R;
zsirsavlancot sn-1 és sn-2-nek nevezi. Ezt a molekula roviditett neve utan zar6jelben
vagy anélkiil tiintetjiik fel. Példaul a PC 36:0 esetén egy olyan foszfatidilkolin osztalyba
tartoz6 molekularol beszéliink, amely két darab telitett zsirsavlancot tartalmaz és a két
zsirsavban Osszesen 36 szénatom talalhato. Ha a vizsgalt molekula PC 18:0/18:1, akkor
a foszfatidil-kolinban az sn-1 pozicioban 1év6 zsirsav 18 szénatomos és telitett, mig az

sn-2 ugyanilyen hosszisagu, azonban egyszeresen telitetlen [33—35].

26



A lipidek mint sejt és sejtmembran alkotok meghatdrozo szerepet jatszhatnak
tobb betegség kialakuldsaban. A pszichiatriai rendellenességek egyik leggyakoribb
megbetegedése a szorongas. A betegség ¢letkortdl fiiggetleniil barkit érinthet, a paciens
gyakran meg sem tudja jelolni a betegségének pontos kezdetét, mivel a tiinetek
legtobbszor lassan, fokozatosan fejlddnek ki. A betegséget testi és lelki tiinetek kisérik
¢s a beteg viselkedése is megvaltozik. A fobias és szorongédsos zavarokat a betegségek
nemzetkdzi osztalyozasara szolgald kodrendszer szerint tobb kategoriaba sorolhatjuk,
mint a szocialis fobia, agorafobia, panikzavar, generalizalt szorongas stb. [36,38].

Az éallatkisérleteknek koszonhetden sikeriilt feltérképezni a neurdlis
palyarendszert, amely kapcsolatban allhat a szorongassal. A ragcsalokon végzett
vizsgalatokbol kideriilt, hogy az alabbi agyteriiletek jatszanak kulcsfontossagu szerepet
a fenyegetés ¢észlelésében, a szorongds feldolgozdsdban ¢és a valaszreakcio
Kivitelezésében: az amigdala, az accumbensmag, a hippokampusz, a ventromedialis
hipotalamusz, az agyvizvezeték kortli (periaqueductalis) sziirkeallomany, a talamusz
magvai, az insularis kéreg ¢és néhany prefrontalis régi6. Az evolucid soran ezek a 6
alkotok a kiilonbozd allatfajokban tovabb oroklédtek, igy hasonld funkcidkat toltenek
be az ember esetében is [39].

A szorongast és félelmet szabalyozd neurokeringés Osszekottetésben van a
stresszvalaszt kivaltd neurondlis kordkkel, ezért néhany agyi régido mindkét folyamat
iranyitasdban szerepet jatszik. Ilyen tertilet a hipotalamusz—hipofizis—mellékvesekéreg
tengely, amely aktivalodasaval kortizol hormon szabadul fel a mellékvesekéregbdl. A
stresszvalasz mellett a szorongds kialakitdsdban 1s szerepet jatszik. A
kortikotropinfelszabaditd6 hormon (vagy kortikoliberin) tiltermelddése a hipotalamusz
altal szintén szorongasszer(i tiineteket mutat. A hipotalamusz kortikoliberint termeld
neuronjainak szabalyozasaban az amigdala és a hippokampusz vesz részt. Ha az
amigdala talzottan aktiv, nd a kortikoliberin elvalasztas €s a szervezet stressz hidnyaban
1s reakciot valt ki. A hippokampusz feladata ezzel szemben a kortikoliberin termelés
gatldsa, ezért a hippokampusz miikodésének csokkenése szintén szorongasos
betegségekhez vezet. A hippokampusz és az amigdala informaciot kapnak a prefrontalis
kéregbdl, amely agyteriilet tobbek kozott a személyiség irdnyitasaért, az absztrakt
gondolkodasért és az érzelmek koordinalasaért felelds [39,40].

A lipidek meghatarozo szerepet jatszanak a neuralis folyamatokban, ezért az agy
lipid Osszetétele jelentdsen befolyasolhatja a szubjektiv érzékelést, a hangulatot és a

viselkedést. A plazmamembranban taldlhaté foszfolipid kettOsréteg hatart képez az
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extra- ¢és intracellularis tér kozott. A lipidek meghatdrozzdk a fehérjék helyzetét és
miikodését a membranon beliil, befolyasoljak az exo- és endocita folyamatokat,
valamint masodlagos hirvivoként mukodhetnek. Hidrolizisiik soran mindkét iranyban
elhagyhatjdk a sejtmembrant, hogy jeleket tovabbitsanak az intracellularis
kompartmentek vagy mas sejtek felé [41].

A depresszid és szorongasos megbetegedések gyakran egyiitt fordulnak eld,
mely betegségek kialakulasa nem teljesen tisztazott. A mai ismereteink szerint
kiilonbozé agyi régiokon ¢és szabalyozé6 mechanizmusokon keresztiil allnak
kapcsolatban. Mindkét betegség kialakuldsaban a plazmamembrant alkoto
glicerofoszfatidok és szfingofoszfolipidek meghatarozo szerepet jatszanak [41].

A foszfolipidek kiilonb6z6 osztalya specieszei széles koncentracio tartomanyban
fordulnak eld a bioldgiai mintdkban, ezért a megfeleld mintael6készités alkalmazéasa
kulcsfontossagl az analizisiikhoz. A mintael6készités soran a foszfolipidek dusitasa
mellett a komplex bioldgiai matrix egyéb zavar6 komponenseinek (fehérjék,
szachar6zok egyéb kis molekulak) eltavolitasa is fontos szempont. A leggyakrabban
alkalmazott modszer a Folch vagy Bligh and Dyer folyadék—folyadék extrakcio. Az
extrahalé szer kloroform, metanol ¢s viz keveréke, mely kivaloan alkalmas a
foszfolipidek extrakcidjara. Tovabbi folyadék—folyadék extrakciés mintaeldkészitési
modszer Matyash és munkatdarsaihoz kotheté. Az extrakcid soran a kloroform helyett
terc-butil metil-éter szerepel. Elénye ennek a modszernek, hogy a szamunkra fontos
szerves fazis feliil helyezkedik el, igy annak gylijtése soran nem kell atnytalnunk a vizes
fazison. A  folyadék-folyadék extrakci6 mellett szilard fazisi extrakcios
mintael6készitési modszerek is elterjedtek a foszfolipidek dusitasara. A szilard fazisu
extrakcid soran foként ciano-, amino- és diol- csoportot tartalmazo tolteteket hasznalnak
[36,42,43].

A foszfolipidek tomegspektrometrids mérése soran az irodalomban szadmos
modszer megtaladlhatd. Kordbban elterjedt modszer volt a foszfolipidek direkt infazids
tomegspektrometrids mérése, amely sordn nem hasznaltak elvalasztastechnikat az MS
detektalas el6tt. Napjainkban bioldgiai mintdk elemzésére a legelterjedtebb mddszer az
LC-MS Kkapcsolt technika [33,36,42,43]. Amig a foszfolipidek forditott fazisu
elvalasztasakor az allofazison vald visszatartdsukat a zsirsavlanc szénatomjainak és
kettdskotéseinek szama hatarozza meg, addig a normal fazisu és HILIC modszereknél
az elvalasztas alapjat a polaris fejcsoport hidrofil tulajdonsaga szabja meg [28,44,45]. A

lipidek pontos azonositdsahoz LC-MS mérések soran nem elég a pontos tomeg €S az

28



MS/MS spektrum, hanem a retencios id6 is fontos paraméter, melyet az ekvivalens
szénatomszam modell (eqvivalent carbon number model) ir le. Forditott fazist
elvalasztas esetén a lipidek retencidja né a zsirsavlancok szénatomjainak szamaval, és
csokken azok telitettlenségének mértékével. Ennek ismeretében sok fals pozitiv
eredmény kisziirhetd, melyeket az izobarok, szerkezeti izomerek vagy egyéb kvazi-
molekulaionok okozhatnak [46].

A biologiai rendszerekben eléforduld nagyszamu foszfolipidek hatékonyabb
elvalasztasara megoldast jelenthet a kétdimenzids kromatografia alkalmazasa. Az elso
online atfog6 2D-LC-MS rendszert Nie és munkatarsai irtak le, mely soran az oldoszer
Osszeférhetetlenség elkeriilésére olddszer elparologtatast alkalmaztak. Ez volt az elsd
tanulméany mely bemutatta, hogy a 2D-LC alkalmazésaval cs6kkenhetd az ionelnyomo6

hatas és ezaltal ndhet az érzékenység [36].

2.5. Az N,N-dimetiltriptamin terdpias céllal torténd adagoldsa iszkémids
dllatokban

Az N,N-dimetiltriptamin (DMT, 11. abra) egy indol alkaloid vegyiilet, amely
természetes modon megtalalhatd tobb ndvényben és allatban. Dél- és Kozép-
Amerikdban évszdzadok oOta fogyasztjak kiilonbozé ritudlékhoz ndvényi fézetként
(ayahuasca, hoasca, yagé), spiritudlis és gyogyitasi céllal. Ezeket a spiritualis fozeteket
a régioban dshonos novények gyokerébdl, cserjékbdl és sz6l6bdl készitették, melyeket
az Oslakosok az istenekkel valé6 kommunikdcido megkonnyitésének céljabol hasznaltak.
A saman ritualék beszamoloi alapjan, a fogyasztok békésnek érezték magukat, foleg a
novényekben taldlhatd DMT pszichoaktiv hatdsanak koszonhetden. Strassmann és
munkatarsai a 90-es években a DMT hatdsait vizsgaltdk, melybdl kideriilt, hogy
bizonyos dozis felett (0,2 mg/ttkg) intenziv hallucinogén hatdsokat valt ki emberekben.
Ezek utan nem meglepd, hogy napjainkban Eurdpéba és Eszak-Amerikaba is eljutott

¢élvezeti szerként [47,48].
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11. abra A dimetiltriptamin szerkezete.

Az endogén DMT bioszintézise egy esszencidlis aminosav, a triptofan
dekarboxilezésével kezdédik, mely soran triptamin keletkezik. Ezt egy metilezési 1épés
koveti, melyet egy N-metiltranszferaz (példaul indoletilamin-N-metiltranszferaz, INMT)
enzim végez, melyhez a metil csoportot az S-adenozilmetionin adja. A masodik
enzimatikus metilezéssel az N-metiltriptaminbol DMT képzddik, amely tehat a triptofan
egyik metabolikus terméke [47,48]. Az INMT szamos szovetben termelddik,
legnagyobb mennyiségben a tiiddben, mellékvesében €s a pajzsmirigyben. Eléfordul
placentaban, véazizomban, szivizomban, vékonybélben, gyomorban, hasnyalmirigyben
és nyirokcsomokban is, valamint koncentraltabban van jelen a gerincveld eliilsé
szarvaban. Ugyanakkor nem csak a periférias szovetekben, hanem az agyban is
megtalalhat6. Ebbdl adodoan feltételezhetd, hogy ahol INMT enzim talalhato, ott DMT
is [47].

A szomatikus sejtek altal termelt DMT-rdl kideriilt, hogy oxidativ stressz
hatdsara vagy oxigénhianyos (hipoxia) koriilmények kozott a koncentracidja nd.
Ugyanakkor a fizioldgiai szerepe még mai napig nem tisztazott [49-52]. A DMT
feltételezett idegsejteket védo hatasat agyi €és vese iszkémia modellekben alkalmaztak,
mely soran csokkentették a vérellatast. A kisérleti ragcsalokba beadott szuprafiziologias
(a fiziologias mennyiségnél magasabb) mennyiségli DMT csokkentette az agyi
infarktust [53], valamint human agykérgi neuron sejttenyészetben elésegitette a sejtek
talélését [54].

Az elmult 60 év soran szamos tanulmany sziiletett, amelyekben kiilonb6z6 allati
szovetekbdl, emberi vizeletbdl, vérbdl, gerincveld folyadékbol LC technikaval endogén
DMT-t és annak metabolitjait mutattdk ki. Napjainkban a kismolekuldk mennyiségi
meghatarozasara biologiai mintakban az LC-MS/MS kapcsolt technika az egyik
legelterjedtebb bioanalitikai moddszer. Nagy érzékenységének ¢és szelektivitdsanak

koszonhetéen, megbizhatobb adatokat tud szolgaltatni, mint Onmagaban a
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folyadékkromatografia UV vagy fluoreszcens detektalassal, ami igaz a DMT esetében
iIs [55]. Csupan néhany kozlemény szamolt be az endogén DMT jelenlétérdl
emldsokben, példaul patkany tobozmirigy mikrodializatumaban [50], patkany vesében,
tidoben, majban, agyban, nyial majban és human tiidében [56]. Bizonyos nézetek
szerint, ha kiilsdleg juttatjuk be a DMT-t a szervezetbe, az endogén szint kimutatasa
nem relevans a jelentds koncentracié kiilonbség miatt [57]. Manapsag a DMT
mennyiségi meghatdrozasat plazmabol ¢és agybol forditott fazisi kromatografidhoz
kapcsolt tandem tomegspektrometrias modszerrel hatarozzak meg.

A méréshez sziikséges minta mennyisége kritikus pont, féleg farmakokinetikai
vizsgalatoknal, vagy ragcsalok iddsoros vérvételénél, ahol kevés minta all
rendelkezésre. A masik kulcsfontossagii tényezd a teljes futdsi idd, melyet a lehetd
legalacsonyabban érdemes tartani. A DMT szint meghatarozasahoz olyan komplex
bioldgiai mintakban, mint az agy és a vérplazma, a gradiens elicié alkalmazasa
elengedhetetlen. Emiatt a mérés teljes futasi ideje megnd az oszlopmosas és az 0szlop
kiegyensulyozasanak idejével. A szakirodalomban a DMT kimutatasara szolgalo,
gradiens eluciot alkalmazé LC-MS/MS modszerek teljes futasi ideje 11,5-25 perc kozé
tehetd agy- és vérplazma mintak esetében [58—61].

2.6. Szintetikus kannabinoidok és metabolitjaik

Az elsd szintetikus kannabinoidok cigarettaként elszivott ndvényi tormelékek
voltak, melyek Spice, Spice Gold és Spice Diamond fantazianéven keriiltek forgalomba
a 2000-es évek kozepén. A THC-hoz (tetrahidrokannabinol, a marihuana f6
pszichoaktiv hatdanyaga) hasonld hatasuk és legalis mivoltuk miatt egyre népszeriibbé
valtak, igy tobb orszagban is tuddsitott a média a termékek internetes és bolti
terjesztésérdl. A hazai 2008. decemberi hiraddsok visszhangja utan az egyes boltok a
Spice forgalmazasat besziintették, de rovidesen uj néven és Osszetétellel (Smoke, Aroma,
Sence) valtak ismét elérhetdvé [62]. (A hétkoznapi nyelvben gyakran hasznaljak a
,,biofti”, , herbal”, , fiiszer”, ,zsalya”, ,varazsfi”, ,legalis fi”, ,szinti-fi”, ,fiist616”
elnevezéseket, melyek szintén ezeket a termékeket jelolik.) A németorszagi analitikai
vizsgalatokat kovetden a termékekben egy, a szakirodalomban mar 1994-ben leirt

szintetikus kannabinoidot mutattak ki, a JWH-018 vegyiiletet [63].
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Nem csak a laikusok szamara rendelkeznek nehezen értelmezhetd
nevezéktannal, hanem sokszor a vegyészek is konnyen elvesznek a szintetikus
kannabinoidok roviditett vagy par betlikombinaciét tartalmazé neveiben. Eleinte az
eladok a sikeres marketing céljabol figyelemfelkelté, a drog csabitisara utald neveket
adtak a termékeknek, mint példaul AKB-48 (japan lanyzenekar) vagy XLR-11 (az
Egyesiilt Allamokban repiildgépekhez kifejlesztett rakéta iizemanyag). Tovabba
léteznek legitim tudomanyos célokra létrehozott szintetikus kannabinoid receptor
agonistak, melyek elnevezése vagy az intézményre vagy az alkotd nevére utal. Ilyen
vegytiletek példaul a JWH (John William Huffman, vegyész), AM (Alexandros
Makiryannis, vegyész), WIN (Sterling-Winthrop, gyogyszeripari vallalat), HU (Hebrew
University, jeruzsalemi egyetem) vagy a CP (Carl Pfizer, a Pfizer gyogyszergyar
alapitoja) [64].

Ezek utan belathato, hogy a terméknevek nem felelnek meg semmilyen kémiai
osztalyozasnak, ezért 2011-ben a Kabitdszer és a Kabitoszer-fiiggdség Europai
Megfigyelokozpontja (European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction,
EMCDDA) olyan szisztematikus elnevezést vezetett be, amely az egyes vegyiileteket a
négy csoportos farmakofor modell felhasznalasaval irja le (12-16. abra):

- magcsoport (indol, indazol, karbazol)

- farok csoport (pentil, 5-fluoropentil, 4-fluorobutil, 4-fluorobenzil,

tetrahidropiranil-metil, ciklohexil-metil)

- kapcsolod csoport (metanon, etanon, karboxamid, karboxilat)

- ¢és kapcsolt csoport, mely lehet ciklikus (adamantil, naftil, kumil, quinolinil)

vagy nem ciklikus csoport (butanoat vagy aminobutanoat tipusu).
Az egyes csoportokban szereplé Szerkezeti egységekhez ezutin egyedi kodbetiit
rendelnek, amely a ,,(Farok-) - Farok Kapcsolo” formatumban

adja meg az adott szintetikus kannabinoidot [65].
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12. abra A szintetikus kannabinoidok kiilonbozd mag tipusai, zdarojelben az angol és a
réviditett megfelelGik [65].

13. dbra A szintetikus kannabinoidok kiilonbozé farok tipusal, zardjelben az angol és a
roviditett megfelelGik [65].

14. dabra A szintetikus kannabinoidok kiilonbozd kapcesolo csoportal, zardjelben az
angol és a roviditett megfelelGik [65].
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15. dbra A szintetikus kannabinoidok ciklikus kapcsolt csoportai, zardjelben az angol és
a roviditett megfeleldik [65].
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16. dbra A szintetikus kannabinoidok nem-ciklikus kapcsolt csoportai, zdréjelben az
angol és a roviditett megfeleldik [65].

A szerkezet valtoztatasaval a vegyiilet receptor kotddése is valtozik [65]. Az
elmult par évben olyan anyagok jelentek meg a piacon, melyek haszndlata soran
stlyosabb klinikai tiineteket tapasztaltak, mint a kannabisz fogyasztasat kovetden.
Szamos in vivo és in vitro tanulmany mutatott ra, hogy a THC gyenge parcialis agonista
a CB; receptorokon, mig a szintetikus kannabinoidok teljes agonistaként viselkednek a
CB; és CB; kannabinoid receptorokon. Ez a tény szolgalhat valaszul a hiraddsokban és
a szakirodalomban is fellelhetd szamos esetre, melyek szintetikus kannabinoid
fogyasztast kovetden akut mérgezést vagy tiladagolas altali halalt allapitottak meg [66].

A marihudna ismert hatasain kiviil (jokedv, feldobottsag, lassu reakcididod,
almossag, torzult érzékelés) szamos kellemetlen mellékhatassal is bir. Ezek koziil a
leggyakrabban a megvaltozott hangulat, zavart tudatdllapot, szorongas, paranoia,
agresszid, vOoros vagy véreres szem, eémelygés, hanyas, verejtékezés, szdjszarazsag és
laz figyelheté meg. Sulyosabb esetben akut vesekarosodas, mellkasi fajdalom, névekvo

pulzusszam (tachikardia), vérnyomas novekedés vagy csokkenés is el6fordulhat. A
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halalos kimenetelli tiladagolas leggyakrabban a kardiovaszkularis hatasokhoz kothetd
[67].

Ezen kiviil allatkisérletek és sejtvizsgalatok kimutattak, hogy szamos szintetikus
kannabinoid metabolit is képes nagy affinitassal kotédni a CB; és CB, kannabinoid
receptorokhoz, mikdzben a semleges agonistaktol, a parcialis agonistdkon 4t a teljes
agonistakig terjedd tulajdonsagokkal rendelkeznek. Ezeket az anyagcsere termékeket
aktiv metabolitoknak hivjuk. Az eddigiek ismeretében kijelenthetjiik, hogy a szintetikus
kannabinoidok fogyasztdsa nem biztonsagos, ezért nem szabad a marihuana alternativ
formdjanak tekinteni. Nagyobb toxicitast fejtenek ki a kannabiszhoz képest, mely a
szintetikus kannabinoidok és metabolitjaik egyiittes hatdsanak tulajdonithatd. Az
eredmények aldtdmasztjadk, hogy a szintetikus kannabinoidok farmakologiai ¢és
toxikologiai tulajdonsagai sulyos egészségiigyi kockazatot jelentenek [66].

Az 1 pszichoaktiv anyagok, igy a szintetikus kannabinoidok legnagyobb
mennyiségben Kinabdl szarmaznak, ahol a vegyipari és gyogyszeripari vallalatok
nyiltan értékesitik ezeket a szereket. Az eurdpai fogyasztd konnyedén, internetes
webaruhazakon keresztiil tudja olcson, kdzvetleniil a gyart6tdl beszerezni a termékeket.
Egy 0j anyag lefoglalasat az Eurépai Uni6 tagallamai az EMCDDA felé jelzik. Ennek
koszonhetden az elmult években stabilizalodott az uj pszichoaktiv anyagok feketepiaci
megjelenése. Mindazonaltal tovabbra is évi 50-nél tobb 1 pszichoaktiv anyagrol
érkezik bejelentés [68,69]. Ennek ellenére néhany anyag akar évekig is a piacon marad.
Erre j6 példa az SF-MDMB-PICA, mely Magyarorszagon 2015. jalius 11. 6ta szamit 1)
pszichoaktiv anyagnak (a jegyzék szerkezeti leirdsanak megfelelden), az eurdpai és
hazai lefoglalasokban, valamint a bioldgiai mintdkban 2016 oOta szerepel. Szegeden
2019-ben ez a vegyiilet szerepelt a legtobbet a pozitiv vizelet és vérmintak kozott [70],
sOt a 2020-as év elso felében is azonositottuk az anyamolekula jelenlétét a human vér és
vizeletmintakban.

A 2020-as év végéig kozel 830 uj pszichoaktiv anyagot kovettek figyelemmel,
melyek koziil 46-ot elsé alkalommal 2020-ban jelentettek az EU Korai Jelzérendszere
felé. Europaban az 1 pszichoaktiv szerek lefoglaldsait jellemzden a szintetikus
kannabinoidok ¢és katinonok uraljak, amelyek egyiittesen a 2020-ban jelentett
lefoglalasok 60%-at tették ki. [69]. Tehat a szamok is azt mutatjak, hogy a piac gyorsan
n6 és valtozik, ezért a renddrség munkdjat segitve, az ijonnan megjelent vegyiileteket
minél hamarabb be kell épiteni a mdar alkalmazott rutin analitikai moédszerbe. A

szintetikus kannabinoidok mennyiségi és mindségi analizise egy referenciaanyaggal
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torténd azonositason alapul. Az 0j diz4jner drogok feketepiaci megjelenéséhez képest
akdr 4-6 honap is eltelhet, mire a gyartd cégek forgalmazni kezdik a referencia
standardokat. Ezt az id6t a hatosag altal lefoglalt szerek tisztitasaval le lehet roviditeni,
igy a tobb mint 90%-os tisztitott anyag szolgalhat standardként a biologiai mintak
méréséhez [71].

A szintetikus kannabinoidok kimutatdsa az igazsagligyi és klinikai gyakorlatban
elsésorban vizelet és vérmintabol torténik. A detektalds soran a fogyaszto altal bevitt
anyagot, az anyamolekulat mutatjak ki. A szintetikus kannabinoidok gyors
metabolizaciojanak eredményeként sok esetben a fogyasztasuk beismerése ellenére sem
sikeriilt azonositani az anyamolekulat a biologiai mintabol. Ezért az anyamolekula
mellett sziikséges annak karakterisztikus, f6 metabolitjait is vizsgalni [72]. A legtobb
szintetikus kannabinoid Il. fazist gliikuronid vagy szulfat metabolitként valasztodik ki.
A torvényszEéki és klinikai gyakorlatban a vizelet mintdkat B-gliikkuroniddz enzimmel
kezelik, ezzel novelve a |. fazist metabolitok és az anyamolekula mennyiségét, amelyek
a II. fazisa metabolitok enzimatikus hidrolizise soran képz6édnek. Mivel a Il. fazisa
metabolitok nem stabilak, spontan elvesztik a cukor egységeiket, ezért a gyakorlatban,
ha az |I. fazisG metabolitok kozil keriil Kivalasztasra a Karakterisztikus
anyagcseretermék [73].

Amikor egy Uj szintetikus kannabinoid megjelenik a feketepiacon, az
igazsagiigyi szakértok szamara még nem all rendelkezésre referencia anyag vagy pozitiv
vizelet- és vérminta. Annak érdekében, hogy az 10j szert és annak metabolitjait
hatékonyan ki lehessen mutatni, megel6z6 metabolit vizsgalatok sziikségesek. Erre tobb
lehet6ség is rendelkezésre all, melyek elonyeit és hatranyait 6sszehasonlitva a leginkabb
megfeleld eljarast lehet kivalasztani.

A leggyakrabban alkalmazott in vitro metabolomikai modellek a human
majmikroszoéma €és a huméan majsejt. A human méjmikroszoma legnagyobb eldnye,
hogy az inkubacié egyszerli, konnyen elvégezhetd és alacsony koltségvetésii, a tobb
donortdl szarmazd majmikroszomaval. A human majsejtek lehetdséget nyijtanak az I.
és 1I. fazisa metabolitok képzésére is, ellentétben a majmikroszomaval. A majsejtes
kezelések legnagyobb hatranyat a magas koltségek jelentik. Tovabbi hatranyuk, hogy
citotoxicitds €s gyogyszer-anyagcsere vizsgalatokra csak rovid ideig hasznalhatdak
(kevesebb, mint 8 oOra), igy tobb Oras vagy napos kezelésre altalaban nem alkalmasak
[74-79].
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Az eddigiek ismeretében belathatd, hogy a szintetikus kannabinoidok gyors
metabolizacidja miatt az anyamolekuldk mellett azok karakterisztikus metabolitjait is
vizsgalnunk kell, hogy bizonyitani tudjuk a fogyasztas tényét ezzel segitve az
igazsagligyi szervek munkajat.

A szintetikus kannabinoidok fogyasztasanak igazolasat vizeletbdl, teljes vérbol,
szérumbol, plazmabol, ritkabban nyalbol és hajbol végzik. A vizsgalt vegyiileteknek
megfeleléen mindegyik matrix specialis mintaelokészitési eljarast igényel. A
mintaelOkészitéssel a matrixban 1év6 zavard6 komponensek (fehérjék, lipidek, sok stb.)
eltavolithatok, csokkentve a hattérzajt; a vizsgalt komponensek dusulnak, ami noveli az
érzékenységet, csokkenti a kimutatdsi hatart, ezaltal jobb eredményt adva.
Altalanossagban elmondhato, hogy a jol megvalasztott mintaeldkészités pozitiv hatéssal
van az analitikai modszer pontossdgara, torzitatlansdgara és szelektivitisara nézve.
Mivel a bioldgiai mintdkban talalhaté komponensek nagy része bomlékony, ezért a
stabilitas vizsgalatoknak fontos szerepe van a modszerfejlesztés soran [80,81].

Az igazsagiigyi gyakorlat szintetikus kannabinoid jelenlétének igazoldsa sorén a
mintak eldkezelésére leggyakrabban hasznalt eljardsok a fehérjekicsapas, a folyadék-
folyadék extrakci6 €s a szilard fazisu extrakci6. Fehérjekicsapasra teljes vér, szérum,
vérplazma ¢és nyalmintak esetén van sziikség, melyre leggyakrabban acetonitrilt,
perklorsavat vagy triklorecetsavat hasznalnak. A vizeletmintdk elemzésekor altalaban —
a mar emlitett — enzimes kezelésre van sziikség. Biologiai mintatdl fliggetleniil a
leggyakrabban alkalmazott eljaras a folyadék-folyadék extrakcio. A mintaeldkészités
soran a biologiai mintdhoz egy vele szelektiven elegyedd szerves oldoszer
hozzaadasaval, a vizes fazisbol a szerves fazisba juttathatd6 a mérendd komponens.
Extrakcios oldoszerként leggyakrabban metil terc-butil étert, kloroformot, dietil-étert,
vagy oldoszer keveréket, példaul hexan/etilacetatot vagy klorbutan/2-propanolt
alkalmaznak. A folyadék—folyadék extrakciot kisozassal is lehet segiteni, példaul
ammonium-acetat hasznalataval. Az utobbi években a szilard fazisi extrakcido egyre
népszeriibb lett a dizdjner drogok mintaeldkészitésekor. Leggyakrabban forditott fazist
(Cs, Cig) tolteteket alkalmaznak. Mintaelokészités soran elsé 1épésként a toltetet
aktivalni kell, ezt kdveti a minta felvitele, majd a nemkivanatos szennyezOk olddszeres
lemosasa, végiil a megfeleld oldoszerrel az oszlopon visszatartott komponens leoldasa
torténik. A szilardfazisi extrakcié alkalmazasaval a matrixszennyezok hatékonyabban
eltavolithatok, ugyanakkora a modszer hatranya, hogy id6- és munkaigényes, valamint
magasabb koltségekkel jar [80,81].
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A szintetikus kannabinoidokat lehet vizsgalni immunprobéaval, géaz- vagy
folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometrias technikédval. Az enzimhez
kotott immunoszorbens probat (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) a pozitiv
mintdk sziirésére alkalmazzak. Az ELISA gyors analitikai modszer, de alacsony
specifikussaga miatt hasznalata nem terjedt el a szintetikus kannabinoidok
azonositasanal. A gazkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometria (GC-MS) szintén
elterjedt analitikai modszer, azonban a szintetikus kannabinoidok semleges vagy enyhén
savas karakterli vegyiiletek, melyek polaris amino vagy hidroxil csoportjukkal
kolcsonhatasba 1éphetnek a kolonna feliiletével. A megfeleld derivatizacids reagenssel
novelhetd a detektdlhatosdg ¢és a stabilitds, igy az elobb emlitett probléma
kikiiszobdlhetd, azonban a derivatizacio tovabbi miiveletet jelent az analizisben, ezért a
modszer 1d6- és munkaigényes lesz, valamint tovabbi koltségekkel jar. Tovabbi
problémaként meriilhet fel, hogy a gazkromatografids injektalds sordn a magas
hémérséklet a vizsgalt vegyiiletek bomlasdhoz vezet, ezért 0sszességében a GC-MS
nem terjedt el a szintetikus kannabinoidok analizisére. A szintetikus kannabinoidok
kimutatasara a mai napig az LC-MS a legnépszeriibb technika. A kromatografias
elvalasztashoz leginkabb forditott fazist, C18 oszlopokat hasznalnak. A szintetikus
kannabinoidok és metabolitjaik ionizacidjahoz ESI vagy APCI modszert hasznalnak.
Mennyiségi meghatarozashoz leggyakrabban MRM/SRM modot alkalmaznak. A
elkertiilése €s az ismeretlen vegyiiletek azonositasara napjainkban a HRMS késziilékek

hasznalata kertil el6térbe [80,81].

2.6.1. AF-MDMB-BICA, mint uj szintetikus kannabinoid

2020. augusztus 11-én a renddrség egy Uuj, életveszélyes dizajner drog
megjelenésérdl adott hirt, melyet addig 51 kiilonb6zd lefoglalasban azonositottak. Az
Orszagos Rendér-fokapitanysag, a Nemzeti Szakértéi és Kutatdé Koézpont (NSZKK),
valamint az EMMI Nemzeti Drog Fokuszpont képvisel6i a sajtotajékoztaton egy 1j
szintetikus kannabinoid, a 4F-MDMB-BICA ((metil-2-(1-(4-fluorobutil)-1H-indol-3-
karboxamido)-3,3-dimetilbutanoat) megjelenésérdl szamoltak be. A veszélyes, 1]
pszichoaktiv anyag a jelenlegi ismeretek szerint 2020. majus végén jelent meg a hazai
drogpiacon. A renddrség ,,vardzsdohany” néven ismert, szintetikus hatdanyaggal

atitatott dohanymintabdl, zold gydgyndvény-tormelékbdl vagy barnds-narancssarga
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szini porb6l mutatta ki az 0j hatdéanyagot. Az NSZKK egy miskolci halalesetben
igazolta az 0j szintetikus kannabinoid jelenlétét. A bejelentésig Osszesen 11 haldleset
volt kothet6 az G dizajner droghoz [82,83]. Azdta ez a szam csak novekedett [69].

Az EMCDDA 2020. decemberi beszamoldjaban Osszesen 111 gyants novényi
tormelék, por, itatospapir €s e-folyadék lefoglalast jelentettek, melyek mindegyike 4F-
MDMB-BICA-hoz volt kothetd. Az eurdpai orszagok kiilonb6zd jogi besorolas ala
helyezték az Uj szintetikus kannabinoidot, mint kabitoszer (Horvatorszag, Ciprus,
Franciaorszag, Olaszorszag, Lettorszag, Luxemburg, Lengyelorszag, Egyesiil Kiralysag,
Torokorszag), 4 pszichoaktiv anyag (Magyarorszag, Ausztria, Belgium, Németorszag),

gyogyszer (Norvégia, Litvania) vagy legalis szer [84].

mag
farok
fo) \ N\/\/\F
kapcsolo 0
csoport  HN
p o/

kapcsolt csoport

17. abra 4F-MDMB-BICA szerkezete.

A 17. abran lathat, hogy a 4F-MDMB-BICA szerkezetileg egy indol magbol,
egy 4-fluorbutil farokbol, egy karboxamid kapcsolocsoportbol és egy metil-dimetil-
butanodt nem-ciklikus kapcsolt csoportbol all. Szerkezetileg hasonlit a 2019-es év
leggyakrabban fogyasztott szeréhez, az SF-MDMB-PICA-hoz, mely egy plusz metilén
csoportban kiilonbozik a farok részen, a 4F-MDMB-BINACA pedig az indazol magban
tér el.

A receptorkotddési vizsgalatok azt mutattak, hogy a 4F-MDMB-BICA teljes
agonista a CB; kannabinoid receptoron, melynek eréssége: ECs50=121 nM. Az ECs az a
koncentracio, amely a maximalis hatas 50%-at valtja Ki. Ez az érték minél kisebb, annal

erdsebb a hatas. A 4F-MDMB-BICA ECs értékeit 0sszevetve a szerkezetileg hasonlo
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SF-MDMB-PICA-val és 4F-MDMB-BINACA-val azt tapasztaltdk, hogy elébbi 12-57-
szer, utobbi 5-44-szer erésebb hatast valt ki a CB; receptorokon [85].
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3. Célkituizeés

Munkank soran célul tiztiik ki egy- és kétdimenzios folyadékkromatografiaval
kapcsolt tomegspektrometrias bioanalitikai modszerek Kifejlesztését és alkalmazasat
orvos-bioldgiai kérdések megvalaszolasara analitikai megkdzelitéssel.

A lipidek meghatarozé szerepet jatszanak a neuralis folyamatokban, ezért az agy
lipid Osszetétele jelentdsen befolyasolja a szubjektiv érzékelést, a hangulatot és a
viselkedést. Célul thztiikk ki a szorongd €és nem-szorongd egértorzsek vérplazma és
agymintainak foszfolipid (glicerofoszfatid és szfingofoszfolipid) szintjének vizsgalatat.
A vérplazma glicerofoszfatid és szfingofoszfolipid Gsszetételét hidrofil kodlesonhatasi
folyadékkromatografiaval kapcsolt nagy felbontasu tomegspektrometrias (HILIC-
HRMS) moddszerrel hataroztuk meg. A kordbbi kutatdsi eredmények bizonyitottak,
hogy a prefrontalis kéreg, a dorzalis és a ventralis hippokampusz agyteriiletek érintettek
a szorongasos megbetegedések kialakulasaban. Ezért vizsgélataink erre a harom
agyteriiletre terjedtek ki. Az agy komplex Osszetétele miatt, egy 1), online atfogé 2D-
UHPLC-HRMS moddszer kidolgozasaval terveztiik a szorongd €s nem szorongd egerek
kiilonbozo agyi régioinak glicerofoszfatid és szfingofoszfolipid Gsszetételének
tanulmadnyozasat.

A szomatikus sejtek altal termelt dimetiltriptaminrol (DMT) kideriilt, hogy
oxidativ stressz hatidsara vagy oxigénhidnyos koriilmények kozott a koncentracidja
megnd. A kisérleti allatokba beadott nagyobb mennyiségli DMT csokkentette az agyi
infarktus kialakulasat. Céljaink kozott szerepelt az endogén illetve az intravénas
infuzioval bejutatott exogén DMT iszkémids koriilmények soran bekovetkezd
koncentracidjanak nyomon kovetése patkany agy- ¢€s vérplazmamintikban. A
mennyiségi meghatarozashoz egy gyors, célzott kétdimenzids
folyadékkromatografiaval kapcsolt, nagy felbontasti tandem tomegspektrometrias (2D-
UHPLC-HRMS/MS) maddszert dolgoztunk ki.

Napjainkban fontos torekvés, hogy a szintetikus kannabinoidok gyors
metabolizacidja miatt az anyamolekuldk mellett azok karakterisztikus metabolitjait is
vizsgaljuk. A 4F-MDMB-BICA az egyik legujabb szintetikus kannabinoid, melynek
fogyasztasahoz tobb haldleset is kothetd. Munkank soran célul tiiztiik ki a 4F-MDMB-
BICA I. fazisu metabolitjainak azonositasat az anyamolekula human majmikroszémas

kezelését kovetden (in vitro), valamint a rendérség altal lefoglalt vizelet- és
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vérmintakbol (in vivo). Tovabbi célunk kozott szerepelt, a meglévé célzott rutin
igazsagiigyi analitikai LC-MS/MS modszer kibdvitése a kivalasztott karakterisztikus .
fazisa metabolitokkal, abbol a célbol, hogy a 4F-MDMB-BICA hasznalatat igazolni
tudjuk akkor is, ha az anyamolekula szintje mind a vérben, mind a vizeletben a

kimutatasi hatar ala csokkent.
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4. Kisérleti rész

A kisérleti rész bemutatdsa a jobb és egyszeriibb attekinthetdség érdekében, tobb
részre tagolodik az irodalmi attekintésben targyalt témakordket és a hozzajuk
kapcsolddo analitikai modszereket kovetve. Az LC és UHPLC rendszerek elkiilonitése
soran UHPLC modszernek tekintettem a 2 um részecskeméret alatti all6fazissal torténd

elvalasztast UHPLC rendszerrel.

4.1. Vizsgalt anyagok

4.1.1. A vérplazma glicerofoszfatid és szfingofoszfolipid vizsgdlata HILIC-HRMS
madszerrel

A modszerfejlesztéshez és a mennyiségi mérésekhez hasznalt bels6 standardokat
az Avanti Polar Lipids-t6] (Alabaster, USA) szereztiik be (3. tablazat). A tovabbiakban
a LIPID MAPS szerinti nevezéktant és roviditéseit fogom alkalmazni az egyes lipidekre

[86,87].

4.1.2. Az agyi glicerofoszfatid és szfingofoszfolipid vizsgdlata online, dtfogo 2D-
UHPLC-HRMS modszerrel

A szorongd és nem Szorongd egerek agyi glicerofoszfatid és szfingomielin
Osszetételének Osszehasonlitdsahoz a CER d18:1/12:0 kiviil, ugyanazokat a belso

standardokat alkalmaztuk, mint a HILIC-HRMS modszernél.

3. tablazat A meres soran alkalmazott belsé standardok szerkezete és

roviditeseik.

o 0 (0]
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3. tablazat folyatasa A mérés soran alkalmazott belso standardok szerkezete és

roviditeseik.
o o
2 2 OH \/\/\/\/\/\/\/\/u\ b ™
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4.1.3. Célzott 2D-UHPLC-HRMS/MS modszer a dimetiltriptamin kimutatasdara

A >98,5% tisztasagi N,N-dimetiltriptamin (DMT) standardot a Lipomed AG-t61
(Arlesheim, Svajc) szereztiik be. A belsé standardként (IS) hasznalt, 99%-nal nagyobb
tisztasagu alfa-metiltriptamint (AMT) a Szegedi Tudomanyegyetem Orvostudomanyi
Karanak Igazsagligyi Orvostani Intézete biztositotta szamunkra, melyet ezton IS

koszonunk. A DMT és az AMT szerkezete a 4. tablazatban lathato.

4, tablazat A merés sorvan alkalmazott anyagok szerkezete, és roviditése.

HN

HN A N S NH,

DMT AMT (belso6 standard)
N,N-dimetiltriptamin a-metiltriptamin

4.1.4. AF-MDMB-BICA és metabolitjainak vizsgadlata

A 4F-MDMB-BICA (metil-2-(1-(4-fluorobutil)-1H-indol-3-karboxamido)-3,3-
dimetilbutanoat, tovabbi nevei: MDMB-4F-BICA, 4F-MDMB-BUTICA, MDMB-4F-
BUTICA, 4-Fluoro MDMB-BICA, 4-Fluoro MDMB-BUTICA, 4F-MDMB-2201,
4FBC, 4FBCA, MDMB-073-F) szintetikus kannabinoidot az NSZKK biztositotta
szamunkra. A standard oldatot (1 mg/ml metanolban) a lefoglalt mintdk metanolos
extrakcidjaval nyerték ki. A bels6é standardként hasznalt AB-FUBINACA-D4 ((S)-N-
(1-amino-3-metil-1-oxobutan-2-il)-1-(4-fluorobenzil)-1H-indazol-4,5,6,7-d4-3-
karboxamid) szintetikus kannabinoidot a Cayman Chemicals (Ann Arbor, USA)

gyartotol szereztiik be.
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4.2. Felhasznalt vegyszerek

A kisérletek soran alkalmazott LC-MS tisztasagu oldoszerek, viz (H,O), metanol
(MeOH), acetonitril (ACN), etil-acetat (EtOAc), ammonium-formiat VWR (Radnor,
USA), propan-2-ol Fluka (Buchs, Svijc), hangyasav (FA), 35%-0s ammonia oldat
Fisher Scientific (Hampton, USA), a HPLC tisztasaga hexan, kloroform VWR (Radnor,
USA), valamint a GC-MS tisztasagii aceton Merck (Darmstadt, Németorszag)
gyartmanyuak voltak. A reagens tisztasagu 70%-os perklorsavat a VWR-t61 (Radnor,
USA) szereztiik be.

A DMT patkanykisérletek soran alkalmazott vegyszerek Medikus Partner
(Biatorbagy, Magyarorszag, az in vivo kisérletekhez) és CP-Pharma (Németorszag,
érzéstelenitoként) gyartmanytak voltak. Az antropin, lidokain Egis (Budapest,
Magyarorszag), etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA), pargilin Sigma-Aldrich (St Louis,
USA), kloralhidrat Molar Chemicals (Budapest, Magyarorszag) ¢és a steril fiziologids
sooldat B. Braun (Melsungen, Németorszag) gyartmanyu volt.

A szintetikus kannabinoidok metabolomikai kisérletéhez a human
majmikroszomat és az inkubacidhoz sziikséges tapkozeget, enzimeket, NADPH-
regenerald rendszer oldatait a Corning Gentest (Tewksbury, USA) gyartotol szereztiik
be. A vizelet mintak enzimatikus hidroliziséhez Helix pomatia éti csigabol nyert p-
gliikuronidaz enzimet hasznaltunk, mely Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) gyartmanyu

volt.

4.3. Allatkisérletek

4.3.1. A vérplazma glicerofoszfatid és szfingofoszfolipid vizsgdlata HILIC-HRMS
modszerrel

Az allatkisérletek a Szegedi Tudoméinyegyetem Elettani, Szervezettani és
Idegtudomanyi Tanszékén zajlottak Dr. Szegedi Viktor iranyitdsaval. A szorongd és
nem szorongd egeér torzsek eredetileg az EGIS Gyogyszergyar Zrt.-t6l (Budapest,
Magyarorszag) szarmaztak, melyeket direkt kétirdnyu beltenyésztéssel hoztak létre a
szorongas modellezésére. A 2,5-3 honapos him egereket 24 = 1 °C hdmérsékleten, 12
oOra vilagos és 12 ora sotét ciklusban (vilagitas 8:00-kor kapcsol be), ad libitum etetéssel

és itatassal tartottak. A kisérletekbe 80-85. generacios egyedek keriiltek bevonasra. A
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vérplazma gytijtéséhez 3 ml térfogatt K3 EDTA-tartalmu csdveket (BD Vacutainer,
Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) hasznaltunk, hogy elkeriiljiik a vér alvadéasat
[88]. A kisérlet megfelelt az Eurdpai Unid 2010/63/EU iranyelvnek, valamint a Nemzeti
Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal (NEBIH) is jovahagyta (engedély szam:
XXX1/2012).

4.3.2. Az agyi glicerofoszfatid és szfingofoszfolipid vizsgdlata online, atfogo 2D-
UHPLC-HRMS mddszerrel

Az allatkisérletek a Szegedi Tudomanyegyetem Elettani, Szervezettani és
Idegtudomanyi Tanszékén zajlottak, mely sordn az el6z6 pontban targyalt 80—85.
generacids egereket hasznaltunk. Az egerek agyat elaltatasuk utan egybdl kivették, majd
3 agyteriiletet, a prefrontalis kérget (PFC), a dorzalis hippokampuszt (DHPC) ¢és a
ventralis hippokampuszt (VHPC) eltdvolitottdk a lipidomikai mérésekhez. Miutdn
frissen lemérték, folyékony nitrogénben gyorsfagyasztottdk és a mintael6készitésig —80
°C-on taroltuk. A tanulmany megfelelt az Eurdpai Unié 2010/63/EU iranyelvnek,
valamint a NEBIH is jovahagyta (engedély szam: XXXI/2012).

4.3.3. Célzott 2D-UHPLC-HRMS/MS mdadszer a dimetiltriptamin kimutatdsdra

A patkany kisérletek a Szegedi Tudomanyegyetem Orvosi Fizikai és Orvosi
Informatikai Intézetében torténtek Dr. Farkas Eszter vezetésével. Az eljarast a NEBIH
(engedélyszam: XXXII/2013) valamint a Magyar Tudomanyos Akadémia Allatkisérleti
Osztalykozi Tudomanyos Bizottsaga hagyta jova a 40/2013. (II. 14.) Korm. rendelet és
az Europai Uni6 2010/63/EU iranyelvének megfelelden.

A kisérlet soran négy 3 honapos fiatal, him Sprague-Dawley patkanyokat
(Charles River Laboratories, 328 + 18 g) hasznaltunk. A szokasos élelmet és vizet ad
libitum adagoltak. Az allatokat 23 °C-os homérsékleten, allandé paratartalom mellett,
12 ora vilagos és 12 ora sotét ciklus fényviszonyok (a vilagitas 7:00-kor kapcsol be)
kozott tartottak.

A kisérlet sematikus rajza a 18. abran lathato. A 2 o6ras kisérlet soran 4
idépontban tortént a vérminta gyiijtése: a kisérlet kezdetén, hipoxia elétt, hipoxia utan,

valamint a kisérlet végén. Az endogén kisérlet soran 1 mg/ttkg/6ra DMT mennyiséget
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adtak be intravéndsan. Az 1 ml teljes vér centrifugalasat kovetéen 200 pl fels6 fazis,
azaz vérplazma lett gylijtve EDTA tartalmu centrifuga csébe. A kisérlet végén az agyat
eltavolitottdk az allatbol, majd folyékony nitrogénnel fagyasztottdk ¢és a
mintaelOkészitésig a vérplazma mintaval egyiitt —80 °C-on taroltuk. Az endogén DMT

kimutatasahoz a kisérlet soran nem adtunk DMT-t intravéndsan a kisérleti patkanyokba.

Vérvétel Vérvétel
(vérgéz + plazma) Vérvétel (plazma) (vérgaz + plazma)
& SD SD SD ¢ ¢ *

100 § 15 § 150 ¢ 15

Globalis eloagyi iscl

1 mg/kg DMT vagy oldoszere i.v.

1d6: 60’

¥

VO Hipoxia Reperflzié | Transzkardiélis
perfuzio

SD — terjed6 depolarizacio

(IM KCl-al kivaltva)
2VO —két ér elzarasa

18. dabra A kisérlet sematikus abrdja, jelezve a 4 vérvételi idopontot.

4.4. Mintaelokeészitesi modszerek

4.4.1. A vérplazma glicerofoszfatid és szfingofoszfolipid vizsgdlata HILIC-HRMS
modszerrel

Az egér vérplazma mintael6készités alapjat a Folch extrakcio [89] adta, melyet
modositottunk. A 10 pl plazméhoz 10 pl belsd standardot adtunk, amely a kdvetkezdket
tartalmazta: 125 pmol/ul PC 14:0/14:0, 125 pmol/ul LPC 19:0, 50 pmol/ul PE
17:0/17:0, 30 pmol/pl LPE 14:0, 2 pmol/ul PG 17:0/17:0, 5 pmol/ul LPG 14:0, 50
pmol/ul PA 17:0/17:0, 50 pmol/ul LPA 17:0, 50 pmol/ul PS 17:0/17:0, 125 pmol/ul
SM d18:1/12 és 15 pmol/ul CER d18:1/12:0. Intenziv razatas (vortex) utan 5 pl di-
terc-butil-hidroxi-toluolt (2 mg/ml etanolban) és 450 pl kloroform:metanol 2:1 (v/v%)
térfogat aranyu oldatot adtunk a mintdhoz, majd 15 percig szobahdmérsékleten razattuk.
Ezutan 115 pl 50 mM ammoénium-formiat oldatot adtunk hozza és 20 mdasodpercig
intenziven razattuk. 5 percig szobahémérsékleten allni hagytuk, majd centrifugaltuk 10
percig (10.000 g). Ezt kovetden a minta alsé szerves fazisabol 200 pl-t gyijtottiink, és a
felsé fazist Gjra extrahaltuk 200 pl kloroformmal. A centrifugélast kdovetden a 300 pl
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als6 fazist hozzaadtuk a kordbban begyiijtott 200 pl-hez és szobahdmérsékleten
beparoltuk. A mintdkat a méréshez 100 pl 2:1 (v/v%) térfogat ardnyt
kloroform:metanol oldatban vettiik vissza.

A visszanyerés, matrixhatas ¢és teljes folyamathatékonysag vizsgalatokat
Matuszewski és Cappiello munkaja alapjan végeztiik el [90,91]. Mindharom paramétert
harom parhuzamos mintaelOkészitéssel és méréssel értékeltiik ki az alabbi képletek

szerint (2—4. képlet):

visszanyerés (%) = % x 100 [2. képlet]
matrixhatas (%) = =x 100 [3. képlet]
teljes folyamathatékonysag (%) = %X 100 [4. képlet]

ahol az A az atlag csucsteriilet azon mintael6készités soran, ahol a standard keverék az
extrakcid el6tt lett a vérplazméhoz adva. B azon cstlcsteriiletek atlaga, amikor a
mintael6készités utan adtuk a standard oldatokat a vérplazmahoz és végiil a C, amely a

matrix nélkiili standard oldat csucsteriiletét mutatja.

4.4.2. Az agyi glicerofoszfatid és szfingofoszfolipid vizsgdlata online, dtfogo 2D-
UHPLC-HRMS mdadszerrel

Az egéragy mintakat 1,7 ml-es mikro centrifuga csdvekbe gytijtottiik, tomegiiket
pontosan lemértiik, majd 50 mM ammoénium-formidt oldatot adtunk hozza annak
megfeleléen, hogy 5 pg/ul-es koncentracioji homogenizatumot kapjunk. A
homogenizalast 1 percig, maximalis erdsséggel, 50%-os pulzalassal egy BioLogics
Model 150VT (Biologics, Manassas, USA) gyartmanya ultrahangos homogenizal6val
végeztiik.

A folyadék—folyadék extrakciot a vérplazma mintdkhoz hasonldéan hajtottuk
végre. 10 pl agy homogenizatumhoz 10 pl belsé standard oldatot adtunk, amely a
kovetkezoket tartalmazta: 100 pmol/ul PC 14:0/14:0, 100 pmol/ul LPC 19:0, 50
pmol/ul PE 17:0/17:0, 30 pmol/ul LPE 14:0, 5 pmol/ul PG 17:0/17:0, 5 pmol/ul LPG
14:0, 50 pmol/ul PA 17:0/17:0, 50 pmol/ul LPA 17:0, 50 pmol/ul PS 17:0/17:0 és 125
pmol/ul SM d18:1/12. A mintael6készités tovabbi mennyiségei megegyeznek az egér
vérplazma mintael6készitésnél (4.4.1. fejezet) alkalmazottakkal. Az extrakcid
visszanyerésének hatékonysagat a 2. képlettel, a matrixhatast a 3. képlet alapjan

szamoltuk ki.
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4.4.3. Célzott 2D-UHPLC-HRMS/MS modszer a dimetiltriptamin kimutatdasdra

Az extrakcio elott 50 ul patkany vérplazmahoz 5 ul bels6 standardot (200
ng/ml metanolos oldat) ¢és 5 pl metanolt adtunk. Ezt kdvetden 50 pl 5.3 % (v/v %)
ammonia oldatot és 300 pl etil-acetatot adtunk a mintdhoz, 30 masodpercig intenziven
razattuk, majd 10 percig szobahOmérsékleten, razogépen razattuk (250 rpm, korkoros
mozgds, Dual-Action Shaker KL 2 razoégép, Edmund Biihler, Bodelshausen,
Németorszag). A mintat ezutdn 5 percig jégen pihentettiik, majd 4 °C-on, 12 percig
21.000 g-vel centrifugaltuk (Universal 320 R, Hettich, Tuttlingen, Németorszag). 250 ul
fels6 fazist gyiijtottiink, majd a maradék also6 fazist 300 pl etil-acetattal Gjra extrahaltuk.
Az masodik centrifugélast kovetden a 300 ul felsé fazist egyesitettiik az elézovel, majd
szobahOmérsékleten beparoltuk. Az analizishez a mintat 100 pl metanolban
visszaoldottuk.

A patkanyagy mintdk homogenizalasa Kdrkkdinen munkdjan [56] alapul,
melyet a tovabbiakban modositottunk. A mintaeldkészitéshez fél patkanyagyat
hasznaltunk fel, melyet 12 ml-es centrifuga csovekben pontosan lemértiink, majd
jéghideg 0,1 M perklorsavat adtunk hozza (1 g agyhoz 7 ml perklorsav). A mintakat
jégen BioLogics Model 150VT ultrahangos homogenizatorral (Manassas, USA)
homogenizaltuk, 3 x 1 percig, kdozepes erdsséggel, 80%-os pulzalassal. A centrifugalast
kovetden (9000 g, 12 perc, 4 °C, Universal 320 Rm Hettich, Tuttlingen, Németorszag)
400 pl agy homogenizatumhoz 5 pl belsé standardot (200 ng/ml metanolos oldat), 5 pl
metanolt és 200 pl 8%-os ammonia oldatot adtunk, majd intenziven razattuk. A
mintdhoz ezutdn 500 pl etil-acetatot adtunk, 30 masodpercig vortexeltilk, majd 10
percig szobahdmérsékleten, rdzogépen razattuk (250 rpm, korkords mozgas, Dual-
Action Shaker KL 2, Edmund Biihler, Bodelshauen, Németorszag). A vérplazma
mintakhoz hasonloan 5 percig jégen pihentettiik, majd 4 °C-on 12 percig centrifugaltuk
(21.000 g, Universal 320 R, Hettich, Tuttlingen, Németorszag). A felsé fazis 350 ul-ét
gyljtottiik, majd az als6 fazist 500 pl etil-acetattal Gjra extrahaltuk. A centrifugélést
kovetden 500 pl felsé fazist a korabban gylijtétt mintahoz adtuk, majd beparoltuk és a
plazméhoz hasonl6an, 100 pl metanolban oldottuk vissza.

DMT metanolos oldatat adtuk a kezeletlen vérplazma- és agymintdhoz. igy a végsé
koncentracid megegyezett a kezelt mintakkal. A kiils6 kalibracids egyenesek az alabbi

koncentraciok voltak: 0; 0,2; 2; 10; 20; 40; 100 és 200 ng/ml plazmara nézve illetve 0;
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0,175; 1,75; 8,75; 17,5; 35; 87,5; 175 és 350 ng/g agyra nézve. A kimutatasi hatart (limit
of detection, LOD, 5. képlet) és meghatarozasi hatar (limit of quantification, LOQ, 6.
képlet) az alabbi képletek szerint szamoltuk ki, ahol az SD a szérds mig az S a

kalibraciés egyenes meredeksége:

LOD = 22222 [5. képlet]
LOQ = =22 [6. képlet]

A validalashoz a torzitatlansagot, pontossagot, visszanyerést (2. képlet),
matrixhatast (3. képlet) ¢s a teljes folyamathatékonysagot (4. képlet) 3 kiilonb6zo
koncentracioban vizsgaltuk, plazmaban 10 ng/ml (,,Low”), 40 ng/ml (,,Mid”) és 200
ng/ml (,,High”), agyban 17,5 ng/ml (,,Low’), 35 ng/ml (,,Mid”) és 350 ng/ml (,,High”).
A torzitatlansdg a mddszer rendszeres hibajara utal, azaz a mért érték mennyire tér el a
valos értéktol (7. képlet):

a mért c, atlag—névleges cy

torzitatlansag (%) ¢, = ( )X 100 [7. képlet]

néleges cy
A pontossag a modszer véletlenszerli hibdjara utal, amit egy rovid idétartamban azonos
mérési koriilmények kozotti végziink. A pontossagot a variacios egylitthatoval (CV%)

fejezziik ki, és a 8. képlet alapjan szamoljuk ki.

S
éTtékétlag

pontossag CV% = [8. képlet]

ahol S a szoras, az értéky,, pedig az adott érték (koncentricio, cslcsteriilet, aranyszam
stb.) atlaga. Ezen kiviil vizsgaltuk a mintak stabilitasat 16 °C-on, mely soran a
kalibracios oldatokat 24 ora elteltével wjra megmértik. A keresztszennyezés
vizsgalatndl vak (kezeletlen allatkisérletb6l szdrmazo, standard oldat nélkiili matrix)

mintat injektaltunk a legmagasabb kalibracios pontok utan.

4.4.4. AF-MDMB-BICA és metabolitiainak vizsgadlata

Az in vivo metabolitok azonositasahoz 5 vizelet- és 2 vérminta allt
rendelkezésiinkre, melyeket a Szegedi Tudomanyegyetem Igazsagiligyi Orvostani
Intézete biztositotta szamunkra a renddrség altal hozott mintakbol.

A majmikroszomas kisérlet soran a 4F-MDMB-BICA (1 mg/ml etanolos
oldat) szintetikus kannabinoidot 50 pl méajmikroszoéma szuszpenzioban inkubaltuk 37
°C-on, 30 percig. A szuszpenzido 50 mM kalium-foszfat pufferbdl (pH 7.,4), 10 mM
szuperoxid-dizmutaz (SOD) enzimbdl és NADPH regenerald oldatokbol (A és B oldat)
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allt. A reakcidt 160 pl 5% (v/v%) ammonia oldattal €s 300 pl etil-acetattal allitottuk
meg, majd 10 percig centrifugaltuk (1750 g, MLW K-26 D, Engelsdorf, Németorszag).
250 pl feliiluszot paroltunk be, majd 200 ul 1:1 térfogat aranya (A:B) eluensben
oldottuk vissza. A méréshez 10 pl-t injektaltunk. A kontroll minta nem tartalmazott
szintetikus kannabinoidot csak a reakcidelegyet.

A vizeletmintak el6készitése a Szegedi Tudomanyegyetem Igazsagiligyi
Orvostani Intézetében zajlott, az altalunk kidolgozott mddszer szerint. A vizeletmintak
enzimatikus hidroliziséhez 2,7 ul B-glilkkuronidaz enzimet, 395 ul natrium-acetat puffert
(pH 5), valamint 5 pul belsd standardot (2 pg/ml etanolos oldat) adtunk 2 ml vizelethez,
majd egy éjszakan at inkubaltuk. Az inkubaciét kovetden 60 pl 5%-os (v/v%) ammonia
oldatot, majd 4 ml etil-acetatot adtunk az elegyhez. Az extrakcids elegyet 1 percig
intenziven razattuk (Multi-Pulse Vortexer, Glas-Col, Terre Haute, USA), majd 8 percig
centrifugaltuk szobahémérsékleten (1750 g, MLW K-26 D, Engelsdorf, Németorszag).
Ezt kovetden 3 ml felsé szerves fazist paroltunk be 50 °C-on (Turbovap beparlo,
Zymark, Hopkinton, USA). A beparlast kovetéen 200 pl 1:1 v/v aranya A:B eluensben
vettlik vissza, majd 10 pl térfogatot injektaltunk atfogo és félig célzott méréshez és 15
ul-t a célzott rutin analizishez.

A vérmintak elékészitése soran a kovetkezOképpen jartunk el: 1 ml teljes
vérhez 10 pl bels6 standard oldatot (2 pg/ml etanolos oldat), 1,2 g ammoénium-szulfatot
és 1,5 ml acetonitrilt adtunk. 1 perces intenziv rédzatast kdvetden 10 percig
centrifugaltuk a mintat a vizeletmintdk el6készitésénél alkalmazott laboratériumi
berendezésekkel. Ezutan 1 ml felsd fazist paroltunk be és 200 pl 1:1 térfogat aranyt A:B
eluensben oldottuk vissza. Annak érdekében, hogy az analitikai nagymiiszereket és azok
szlik kapillarisait védjiik, a mintdkat még egyszer centrifugaltuk (21.000 g, 10 perc,
szobahOmérséklet, Universal 320 R, Hettich, Németorszag) és 10 pl-t injektaltunk az
atfogo ¢€s félig célzott méréshez, valamint 15 pl-t a célzott rutin analizishez.

A célzott LC-MS/MS modszer validalasahoz a 4.5.3 fejezetben bemutatott
paraméterek vizsgalatat végeztiik el. Az LOD és LOQ értékeket az elézd fejezetben
ismertetett modon szdmoltuk ki (5, 6. képlet), melyhez az alabbi kalibracidés pontokat
készitettiik el: 0; 0,02; 0,2; 1; 2 és 5 ng/ml vizeletben ¢€s 0; 0,04; 0,4; 2; 4 és 10 ng/ml
vérben. A torzitatlansagot (7. képlet), pontossagot (8. képlet), visszanyerést (2. képlet),
matrixhatast (3. képlet) és teljes folyamathatékonysagot (4. képlet) harom kiilonb6z6
koncentracioban vizsgaltuk, melyek a kovetkezdk: 0,02 ng/ml (,,Low”), 1 ng/ml

(,Mid”) és 5 ng/mL (,,High”) vizeletben, valamint 0,4 ng/ml (,,Low’), 2 ng/ml (,,Mid”)
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¢s 4 ng/ml (,High”) vérben. Ezen kiviil vizsgaltuk a mintdk stabilitdsat
szobahdmérsékleten, mely sordn a ,,Low”, ,,Mid” és ,,High” oldatokat 24 ora elteltével
ujra megmértiik. A keresztszennyezés vizsgalatanal vak vizelet- és vérmintat

injektaltunk a legmagasabb kalibracios pontok utan.

4.5. Alkalmazott miiszerek, kromatogrdfias oszlopok, modszerek és
szoftverek

4.5.1. A vérplazma glicerofoszfatid és szfingofoszfolipid vizsgdlata HILIC-HRMS
modszerrel

Az LC-HRMS analizishez Waters Acquity I-Class UPLC (Waters, Milford,
USA) ultra nagyhatékonysagi folyadékkromatografias késziiléket (UHPLC)
hasznaltunk, mely egy binaris pumpdbdl, automata mintaadagold egységbdl ¢és
oszloptermosztatbol allt. Az UHPLC rendszer egy Thermo Scientific Q Exactive Plus
Hybrid Quadrupol-Orbitrap (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) nagyfelbontasu
tomegspektrométerrel volt 6sszekapcsolva.

A végsé modszer kromatografias elvalasztasa egy Kinetex HILIC oszlopon (150
x 2,1 mm, 2,6 um, 100 A, Phenomenex, Torrance, USA) tortént, mikozben az
oszlophémérséklet 50 °C-on volt tartva. Az injektalt térfogat 10 uL volt. Az A eluens 50
mM ammoénium-formiat vizes oldata, mig a B eluens aceton volt. Az elvalasztas soran a
kovetkez6 gradiens programot alkalmaztuk: O perc, 97% B; 7 perc, 70% B; 8 perc, 50%
B; 10 perc, 50% B; 11 perc, 97% B; és 15 perc, 97% B. Az aramlés sebessége az
analizis soran 0,4 ml/perc volt. Az injektor tiije az injektalast kovetden hexan:propan-2-
ol:viz (2:2:0,1, v/Iviv%) oldattal volt mosva.

A tomegspektrométert negativ  modban, flitott ESI forrds alkalmazdsaval
hasznaltuk, a kovetkezd bedllitasokkal: kapillaris hémérséklet 250 °C; S-Lencse RF
szint 50; spray fesziiltség 2,5 kV; porlasztd gazaram 45 6nkényes egység (a.u., arbitrary
unit) (sheath gas flow); kopeny gazaram 2 a.u. (sweep gas flow); szarité gazaram 10 a.u.
(auxilary gas flow). A teljes tomegspektrum rogzitését 100-1000 m/z
tdmegtartomanyban végeztiik 35.000-es felbontas (FWHM) mellett. Az AGC 3 x 10°
toltés, mig a maximalis gyiijtési id6t (IT) 100 ms-ra allitottuk be.

Az UHPLC rendszert MassLynx 4.1 SCN 901 szoftverrel (Waters, Milford,
USA), a tomegspektrométert és az adatgyijtését Xcalibur 4.0 szoftverrel (Thermo
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Fisher Scientific, Waltham, USA) vezéreltik. Az LC-HRMS analizis soran kapott
adatok bioinformatikai feldolgozasat a Progenesis QI 2.1 (Nonlinear Dynamics,
Newcastle, Egyesiilt Kiralysag) programmal végeztik el. A nyers adatfajlokat
kozvetlenil a Progenezis Ql-ba importaltuk, ahol csucslista (deizotopalas,
dekonvolucio, retenciés id6 igazitas, kromatografids cstucsok simitasa) készitést
kovetden a LipidBlast adatbazis segitségével a foszfolipidek el6zetes azonositasa tortént
[92]. A Progenezis QI-bdl szarmazo6 feldolgozott adatokat (amelyek magukba foglaljak
a cstcsteriiletet, az m/z értéket és a retencios id6t) Microsoft Excel szoftverbe
exportaltuk. Ezutan elvégeztiik a csucsteriiletek normalizalasat, amely az adott vegyiilet
és a belsd standard csucsteriilet aranyanak kiszamitasan alapult. A lipid specieszek
azonositasat a LIPID MAPS pontos tomegméréseken alapulo (<5 ppm tdmegpontossag)
adatbazis-keresésével, sajat méréseinkb6l (LC-HRMS ¢és LC-HRMS/MS) késziilt
adatbazis és irodalmi forrasok [93-98] alapjan hataroztuk meg. Az igy kapott
normalizalt adatokat a SIMCA 14.1 szoftverbe (Umetrics, Umed, Svédorszag)
importaltuk, ahol elvégeztiik az ortogonalis részleges legkisebb négyzetek
diszkriminacios analizisét (OPLS-DA) és a fékomponens analizist (principal
component analysis, PCA). Az S abrak eredményei a potencialis biomarkereket adjak a
szorong6 egér modellekben. Az adatok abrazoldsdhoz oszlop- és dobozdiagramokat
alkalmaztunk, melyeken jeloltiik a standard hibat (standard error, SE). A szorongo és
nem szorongo egerek kozotti kiilonbségekhez a t-probat a GraphPad Prism 5 statisztikai
szoftverrel (GraphPad Software, Inc., La Jolla , USA) végeztik el. A statisztika
szignifikancia p-értékei * <0,05; ** p < 0,01 és *** p <0,001.

4.5.2. Az agyi glicerofoszfatid és szfingofoszfolipid vizsgdlata online, dtfogo 2D-
UHPLC-HRMS mdadszerrel

Az online atfogd 2D-UHPLC-HRMS analizist egy Waters Acquity I-Class
UPLC kromatografias rendszer (Waters, Milford, USA) segitségével végeztiik, amely
két binaris pumpaval, automata mintaadagoloval és két hat utas, kétallast valtoszeleppel
volt felszerelve. Az elsé dimenziés HILIC oszlop eluensét egy HITACHI L-7100
pumpaval (Hitachi, Tokio, Japan) és nagynyomast statikus T-keverd segitségével
(IDEX, Oak Harbor, USA) higitottuk. Az els6 ¢és madasodik dimenzids analitikai
oszlopokat az UHPLC rendszer oszloptermosztatjaban tartottuk alland6 50 °C-0s

hémérsékleten, mig a csapdaoszlopokhoz az L-7350 LaChrom oszloptermosztatot
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(Merck, Darmstadt, Németorszdg) hasznaltuk. Az UHPLC rendszert egy Thermo
Scientific Q Exactive Plus Hybrid-Quadrupol-Orbitrap (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) tomegspektrométerhez kapcsoltuk. Az online 2D-UHPLC-HRMS
rendszeriink elrendezését a 19. abra szemlélteti.

A 2D-UHPLC-HRMS rendszerben az elsd €s a masodik dimenzids oszlopokat
két hat utas valtoszelepen, valamint két Luna C18 (20 x 2,0 mm, 5 pum, 100 A,
Phenomenex, Torrance, USA) csapdaoszlopon keresztiil kapcsoltuk Ossze. A hat utas
szelepek valtasa iitemezetten tortént, amig a HILIC oszloprdl az eluatum lipid
komponensei az egyik C18 csapdaoszlopon dusulnak, addig a masik CI18
csapdaoszlopon és analitikai oszlopon az el6z6é ciklusban mar csapdazott vegyiiletek
masodik dimenzids elvalasztaisa és HRMS detektalasa torténik. A foszfolipidek
hatékony csapddzasanak érdekében, a csapdazasi folyamat soran a HILIC effluenet 5
mM ammonium-formiattal higitottuk egy statikus T keverén keresztiil 0,6 ml/perces
aramlasi  sebességgel, igy csokkentve a mozgofazis eluenserdsségét. A
csapdaoszlopokat hasonléan az analitikai oszlopokhoz 50 °C-on tartottuk a teljes futasi
ido alatt.
Pozicidban az elsé dimenzio HILIC oszlopanak higitott eludtuma az 1. csapdaoszlopon
dasul, mely 8 percig tart. Ezutan szelepvaltas torténik, melyet a 2. Pozicid szemléltet.
Ekkor az elsé dimenzid higitott eluatuma a 2. csapdaoszlopon disul mikdzben az 1.
csapdaoszlopon mar dusult foszfolipidek elualédnak a masodik dimenzio forditott
fazisu oszlopara. A teljes analizis gradiens programjat a szelepvaltasokkal a Fiiggelék
F1 tablazata mutatja be. A szelepvaltasok szama paratlan (5) volt, melyre azért volt
sziikség, hogy az el6z6 mérés utolso frakcidja és a kovetkezd mérés elsd frakcidja ne
ugyanazon a csapdaoszlopon dusuljon. Ezért két modszert dolgoztunk ki, melyek csak a
szelepvaltasokban kiilonboztek, a kromatografias és tomegspektrometrias paraméterek
azonosak voltak. Tehat a két mddszer egymast valtotta a szekvencidban. Az elsd
dimenzidés HILIC oszlop mosasi és oszlopegyenstilyozasi szakaszaban (32—40 perc)
csapdazodott komponenseket a kovetkezd injektalas elsd forditott fazisu futdsa (08
perc) soran detektaltuk, de a kiértékelés soran figyelmen kiviil hagytuk. (Az 5.2
fejezetben talalhatd 26. abra szemlélteti, a fehér hattérii frakciok nem szerepelnek a

kiértékelésben.)
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19. dbra Az online datfogo 2D-UHPLC-HRMS rendszer felépitése a kétféle szelepdllassal
(1. Pozicio és 2. Pozicio).
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A lipid osztalyok elvalasztasa az els¢ dimenzioban egy Kinetex HILIC oszlopon
(150 x 2,1 mm, 2,6 um, 100 A, Phenomenex, Torrance, USA) tortént. Az A eluens 50
mM ammonium-formiat vizes oldata, a B eluens pedig aceton volt. A gradiens
programot a Fiiggelékben talalhaté F1 tablazat mutatja be. Az aramlasi sebesség az
analizis ideje alatt 0,4 ml/perc volt. 10 pl mintt injektaltunk, a tiit minden injektalast
kdvetden hexan:propan-2-ol:viz 2:2:0.1 (v/v/v%) aranyu keverékével mostuk le.

A masodik dimenzidban a mozgdfazis 5 mM ammonium-formiatot tartalmazott.
Az A eluens 50:50 (v/v%) aranya viz és aceton keveréke, a B eluens pedig 5% vizet
tartalmazd aceton volt. A masodik dimenziés forditott fazist elvalasztast 0,4 ml/perc
dramlasi sebességgel, egy Acquity BEH C18 oszlopon (50 x 2,1 mm, 1,7 um, 130 A,
Waters, Milford, USA) tortént. A gradiens program a Fiiggelékben talalhato F1
tablazatban van részletezve.

A tomegspektrometrias mérést negativ ionizaciés modban végeztik egy flitott
ESI forrassal, mely a kdvetkezdk szerint volt bedllitva: kapillaris hdmérséklet 250 °C;
S-Lencse RF szint 50; spray fesziiltség 2,5 kV; porlaszté gazaram 45 a.u., kopeny
gazéram 2 a.u.; szaritd gazaram 10 a.u. A teljes tomegspektrum rogzitését 100—-1000
m/z tomegtartomanyban végeztiik 35.000-es felbontas (FWHM) mellett. Az AGC 3 x
10° t5ltés, mig IT-t 100 ms-ra allitottuk be.

A folyadékkromatografias rendszert MassLynx 4.1 SCN 901 szoftverrel
(Waters, Milford, USA), a tomegspektrométert Xcalibur 4.0 programmal (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA) vezérteltiik.

A nyers mérési adatok kiértékelését, a cstcslista készitést (dekonvolucio,
deizotopalés, retencids 1d0 igazitds) és az eldzetes azonositdst a LipidBlast adatbazis
kereséssel a Progenesis QI programban (Nonlinear Dynamics, Newcastle, Egyesiilt
Kiralysag) végeztiik el. A feldolgozott adatokat ezutan Microsoft Excel programba
exportaltuk, melyek az azonositott vegyliletek cstcsteriiletét, az m/z értékekét és a
retencios idoket tartalmaztak. Az Excelben végeztiik el a csucsteriiletek normalizalast,
mely a mért foszfolipid speciesz és a belsd standard cstcsteriileteinek aranyan alapult.
A foszfolipidek azonositasat, hasonldan a 4.3.1 fejezetben targyalt modon pontos tomeg
(<5 ppm tomegpontossag), LIPID MAPS adatbazis és a sajat adatbazisunk alapjan
végeztiik. A sajat adatbazisunk az eldzetes mérések adataibol, irodalmi adatokbol és a
foszfolipid osztalyok, illetve foszfolipid specieszek retencids viselkedésén alapuld
retencios idokbol alltak mindkét dimenzioban [98-104].
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A normalizalt csucsteriiletek tobbvaltozos statisztikai elemzését a SIMCA 14.1
szoftverrel (Umetics, Umed, Svédorszag) végeztik el. Az OPLS-DA és S diagram
eredményeivel a potencialis biomarkerek azonosithatok a szorongd egérekben. Az
adatok abrazolasahoz oszlop- €s dobozdiagramokat alkalmaztunk, melyeken jeloltiik a
standard hibat (standard error, SEM). A szorongd és nem szorongd egerek kozotti
kiilonbségekhez a t-probat a GraphPad Prism 5 statisztikai szoftverrel (GraphPad
Software, Inc., La Jolla , USA) végeztiik el. A statisztika szignifikancia p-értékei * <
0,05; ** p<0,01 és *** p <0,001.

4.5.3. Célzott 2D-UHPLC-HRMS/MS médszer a dimetiltriptamin kimutatdsdra

A célzott 2D-UHPLC-HRMS/MS mérések soran Thermo Scientific Q Exactive
Plus Hybrid Quadrupol-Orbitrap (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA)
tomegspektrométert kapcsoltunk Ossze egy Waters Acquity I-Class UPLC (Waters,
Milford, USA) ultranagy-hatékonysagu folyadékkromatografias berendezéssel. Az
UHPLC rendszer két binaris pumpabodl, egy automata mintaadagold egységbdl, egy
oszloptermosztatbol allt, melyhez két hat utas, kétallasu kapcsoloszelep csatlakozott. A
csapdaoszlop mozgofazisat egy Knauer 64 HPLC-pumpaval (Knauer, Berlin,
Németorszag) és nagynyomasu, rozsdamentes acél T keverd segitségével (IDEX, Oak
Harbor, USA) higitottuk. Az els6 és masodik dimenzios kromatografias oszlopokat az
UHPLC oszloptermosztat egységében fiitdttik, mig a csapdaoszlopot egy L-7350
LaChrom oszloptermosztatban (Merck, Darmstadt, Németorszag) tartottuk allando
hémérsékleten.

A végsé célzott 2D-UHPLC-HRMS/MS analizis soran az elsé dimenzids
kromatografias elvalasztast egy Kinetex HILIC oszlopon (150 x 2,1 mm, 2,6 pm, 100
A, Phenomenex, Torrance, USA) végeztiik, melyet egy HILIC véddoszloppal (4 x 3
mm, 2,6 um, 100 A, Phenomenex, Torrance, USA) lattunk el. A masodik dimenzids
elvalasztast egy Luna Omega Polar C18 oszlopon (50 x 2,1 mm, 1,6 um, 100 A,
Phenomenex, Torrance, USA) végeztik. A vegyiiletek dusitasahoz egy Luna C18
csapdaoszlopot (20 x 2 mm, 5 pm, 100 A, Phenomenex) alkalmaztunk, és két hat utas
valtoszelepen keresztiil csatlakoztattuk az elsé és masodik dimenzids oszlophoz (20.

abra).

58



A modszer fejlesztése soran a kdvetkez6 kromatografias oszlopokat is teszteltiik
elsé dimenzidban: Luna HILIC (150 x 3 mm, 3 pm, 200 A, Phenomenex, Torrance,
USA), Luna Omega Sugar (100 x 2,1 mm, 3 pm, 100 A, Phenomenex, Torrance, USA)
és Luna NH; (150 x 2 mm, 3 um, 100 A, Phenomenex, Torrance, USA). A masodik
dimenzidban kiprobalt tovabbi allofazisok a kdvetkezok voltak: Kinetex C18 (50 x 2,1
mm, 2,6 um, 100 A, Phenomenex, Torrance, USA), Luna Omega PS C18 (50 x 2,1 mm,
1,6 um, 100 A, Phenomenex, Torrance, USA), Acquity UPLC BEH C18 (50 x 2,1 mm,
1,7 um, 130 A, Waters, Milford, USA) és CORTECS UPLC C18+ (50 x 2,1 mm, 1,6
um, 90 A, Waters, Milford, USA). A hat utas valtoszelepek iitemezett dtkapcsolasaval
az elsé dimenzi6 HILIC oszlopanak higitott mozgo6fazisa a Luna C18 csapdaoszlopra
Keriilt (20. abra). Annak érdekében, hogy a célzott vegyliletek a csapdaoszloprol
pumpa segitségével vizes ammoniaoldatot (pH 10,2) 3 ml/perc dramlési sebességgel a
csapdaoszlopra vezettik. A higitd pumpa ammonids mozgofazisa egy statikus T
keverével a HILIC oszlophoz és a hat utas szelephez csatlakoztattuk. Az els6é és
masodik dimenzio kromatografias oszlopai, valamint a csapdaoszlop 50 °C-on voltak
temperalva az oszloptermosztatokban.

A mérés soran 10 pl mintat injektaltunk az elsé dimenziés Kinetex HILIC
oszlopra. Az els6 dimenzid esetében: az A eluens 50 mM ammonium-formiat oldat, a B
eluens 0,1% hangyasav acetonitrilben. A masodik dimenzioban az A eluens 0,1%
hangyasavas oldat volt, mig a B eluens esetében 0,1% FA acetonitrilben. A Luna C18
csapdaoszlopon dusult komponensek a masodik dimenzié Luna Omega Polar C18
oszlopara elualddtak. Mindkét dimenzidban gradiens eltcios elvalasztast alkalmaztunk
két hat utas valtoszelep segitségével, melynek a szeleppozicioit és a gradiens programjat
a Fiiggelékben talalhatd F5. tablazat foglalja Ossze.

A 20. abra mutatja be a 2D-UHPLC-HRMS/MS modszer két szelepallasahoz
tartozd sematikus abrdjat. Csapdazaskor mindkét valtoszelep 1-es pozicidban van. A
csapdazas 1,80 és 3,49 perc kozé esik, ekkor a HILIC elvélasztas gradiens programja
izokratikus szakaszban van, mely a Fiiggelék F5. tablazataban lathato. Ezt kovetden
3,50 percnél mindkét valtoszelep 2-es pozicidba fordul, azaz a csapdaoszlopon dusult
komponensek a masodik dimenzi6 Omega Polar C18 oszlopara eludlodnak, megtorténik
a masodik dimenzios elvalasztas ¢s HRMS/MS detektalés. A teljes 10 perces futdsi id6t
ugy értiik el hogy, miutan az elsé dimenzids elvalasztas és csapdazas megtortént, 3,5-10

perc kozott az elsé dimenziés HILIC oszlopot mostuk és a kezdeti mozgo6fazis
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Osszetételre egyensulyoztuk. 3,5 perctdl kezdddott a masodik dimenzios elvalasztas, és
a kovetkezo futas 3,5 percéig tartott a masodik dimenzié Omega Polar C18 oszlopanak
mosasa €s egyenstlyozasa, mikozben az elsé dimenzios HILIC elvalasztas és csapdéazas

zajlott.
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20. abra A celzott 2D-UHPLC-HRMS/MS rendszer felépitése a kétféle szelepallassal,
(A) csapdazas és (B) detektalas.
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Ahhoz hogy csokkentsiik a tomegspektrométer keresztszennyezését, az eluatumot
csak 4,5-5,5 perc kozott engedtiik be az ESI forrasba. Az analizis fennmaradé idejében
a forrast egy Knauer 64 HPLC-pumpa (Knauer, Berlin, Németorszag) segitségével,
ACN:H,0 (90:10, v/v%) oldattal 0,1 ml/perc aramlasi sebességgel mostuk.

A B

kiséroion célion

144,0808 158.0964

\' 21eV ‘ 10eV
..J’ ...’

/\ HN '.'

g 7 **NH,
‘l‘. I célion kiséroion r R
"'.. ------- _» 58.0651 143,075;0‘,.

10eV 30eV

21. abra A DMT (4) és az AMT (B) szerkezete a feltételezett fragmentdcioval, a
célionok és a kisérdionok (alattuk az angol szakkifejezés) pontos tomegével, valamint az
optimalizalt titkozési energidjukkal.

A tomegspektrométert pozitiv modban, fiitott ESI forrds alkalmazdséaval
miukodtettiik, a kovetkezd beallitasokkal: kapillaris homérséklet 250 °C, S-Lencse RF
szint 50, spray fesziiltség 3,5 kV, porlasztd gazaram 45 a.u., kdpeny gazaram 2 a.u. és
szaritd gazaram 10 a.u.. A méréseket PRM modban, 17.500 felbontassal (FWHM), 1 x
105 AGC toltéssel, valamint 50 ms IT-vel végeztik. A prekurzor ionok
ablakszélességének 2 Da-t adtunk meg. Az iitkdzési energidkat (CE) optimalizaltuk az
egyes vegyiiletek atmeneteire, melyek feltételezett fragmentaciojat a 21. abra mutatja.
A f6 HRMS/MS paramétereket a kromatografias retencios idével a 5. tablazat foglalja

0ssze.

S. tablazat A f6bb HRMS/MS paraméterek valamint a retencios idok az egyes

vegyiiletekre.
) _ Utkozési  Leanyion Utkozési Retenciés
Szerkezeti . Leany ion ) )
Vegyiilet [M+H] energia  (kisérdéion) energia idé
képlet (célion) m/z
(eV) m/z (eV) (perc)
DMT CioHigN,  189,1386 58,0651 10 144,0808 21 4,99
AMT CuHiN,  175,1230 158,0964 10 143,0730 30 4,99
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Az UHPLC rendszert a MassLynx 4.1 SCN 901 szoftver (Waters, Milford,
USA) vezérelte, mig az MS adatgy(jtését Xcalibur 4.1 szoftverrel (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) végeztik. A GraphPad Prism 5 statisztikai szoftvert
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) oszlopdiagramok, dobozdiagramok és

pontdiagramok rajzolasahoz, valamint a paros t-teszt elvégzéséhez hasznaltuk.

4.5.4. AF-MDMB-BICA és metabolitjiainak vizsgadlata

A 4F-MDMB-BICA vizsgalatat kiilonb6z6 miszereken ¢€s analitikai
modszerekkel végeztiik. Elsé 1épésként a lehetséges metabolitok azonositdsadhoz egy
atfogé LC-HRMS modszert alkalmaztunk, majd a szerkezeti azonositast félig célzott
LC-HRMS/MS technikaval végeztik. Miutan azonositottuk a karakterisztikus
metabolitokat a rutin célzott LC-MS/MS analitikai médszerbe iiltettik at. Igy a 3
modszerhez tartoz6 kromatografidas ¢és  tomegspektrometrids miiszereket és
koriilményeket egymas utan mutatom be.

A méjmikroszoma, vizelet és vérmintdk analizise atfogé LC-HRMS és félig
célzott LC-HRMS/MS modszerekkel egy Waters Acquity I-Class UPLC
kromatografias rendszerrel (Milford, USA) kapcsolt nagy felbontasu Q Exactive Plus
Hyprid-Quadrupole Orbitrap tomegspektrométerrel (Thermo Ficher Scientific,
Waltham, USA) tortént. A kromatografias elvalasztashoz Accucore C30 oszlopot (150
x 2.1 mm, 2.6 um, Thermo Ficher Scientific, Waltham, USA) egy Accucore C30 (10 x
2.1 mm, 2.6 um, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) eldtétoszlopot hasznaltunk.
Az UHPLC A eluens 0,1% hangyasav vizes oldata, a B eluens pedig 0,1% hangyasav
acetonitrilben volt. Az analizis soran alkalmazott gradiens a kovetkezd volt: az analizis
ideje, azaz 15 perc alatt 20%-r61 60% B eluensre valtozik az Osszetétel 0,4 ml/perc
aramlasi sebességgel. Ezutan az aramlasi sebesség 0,4 ml/percr6l 0,7 ml/percre, és
100% B mozgotazisra modosul fél perc alatt. Ezt a kondiciot 2 percig tartjuk, mig az
oszlop mosodik, majd 2,5 perc alatt a rendszer visszaall a kezdeti Osszetételre és
aramlasi sebességre. A teljes futasi id6 20 perc. Az oszlopot 50 °C-on, a mintakat 15 °C
homérsékleten tartottuk és 10 pl-t injektaltunk.

A tomegspektrométert pozitiv modban, fiitdtt ESI forrassal hasznaltuk az alabbi
beallitasokkal: kapillaris homérséklet 262,5 °C, ion spray fesziiltség 3,5 kV, porlaszto

gazaram 50 a.u., kopeny gazaram 2,5 a.u. és szarito gazaram 12,5 a.u. Teljes
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tomegspektrum rogzitését atfogé LC-HRMS modszernél 150-600 m/z tartomanyban,
100 ms maximalis IT, 70.000 felbontast (FWHM) és 3 x 10° AGC-t alkalmaztunk, mig
PRM moédban, azaz LC-HRMS/MS moddszernél ezek az értékek, 30 ms maximum IT,
17.500 felbontds (FWHM) és 3 x 10° AGC. Az ablakszélességnek 1 Da értéket
allitottunk be, iitkdzési energidknak pedig 20, 30 ¢és 45 eV-ot. A kiértékelés soran
tomegpontossag 5 ppm volt.

A Waters UHPLC rendszert MassLynx 4.1 SCN 901 szoftverrel (Waters,
Milford, USA) vezéreltiik, mig a nagy felbontasu tomegspektrométer vezérlését és az
adatok kiértékelést Xcalibur 4.3 szoftverrel (Thermo Ficher Scientific, Waltham, USA)
végeztiik. Az in vitro majmikroszoma kezelt és kontroll mintak LC-HRMS nyers
adatfgjljait a Progenesis QI szoftverbe importaltuk, ahol cstcslistat készitettiink Az
azonositas soran a [M+H]", [M+Na]", [M+K]", [M+ACN+H]" és [M-H,0+H]" kvazi-
molekulaionokat zartuk ki. Egyutas ANOVA statisztikai probat végeztiink el, ahol a p
érték < 0,05, a maximalis valtozas > 20 értéknek allitottuk be a kezelt mintakban. Az
LC-HRMS/MS mérések soran a lehetséges szerkezeteket tigy hataroztuk meg, hogy a
HRMS/MS spektrumokat manudlisan Osszehasonlitottuk a lehetséges fragmentacios
leirt, hasonld magot, kapcsold és kapcsolt csoportot tartalmazd szintetikus
kannabinoidok fragmentacios mechanizmusan alapult [105-108].

A szintetikus kannabinoidok fogyasztdsanak kimutatdsa intézetiinkben egy
Shimadzu Nexera (Kioto, Japan) UHPLC rendszerrel és egy hozza kapcsolt TSQ Fortis
harmas kvadrupollal (Thermo Scientific, Waltham, USA) tortént. A kromatografias
elvalasztashoz egy Kinetex C18 oszlopot (100 x 2.1 mm, 2.6 um, Phenomenex,
Torrance, USA) és el6tét oszlopot (4 x 2 mm, 5 um, Phenomenex, Torrance, USA)
alkalmaztunk.

A célzott LC-MS/MS mérés soran A eluens 0,1% hangyasav vizes oldatat B
eluensként pedig 0,1% hangyasavat acetonitrilben alkalmaztunk. Az analizis 0,4
ml/perc aramlasi sebességgel és 40% B eluenssel indult, mely 5 perc alatt érte el a 80%-
ot, majd tovabbi 1 perc alatt a 100% B-t. 1 percig igy tartottuk, mikdzben az dramlési
sebességet 0,9 ml/perc-re emeltiik, majd 2,5 perc alatt a rendszer visszaallt a kezdeti
kondiciora. Az analizis soran az oszlopot 50 °C-os allando hémérsékleten tartottuk és
15 pl mintat injektaltunk.

A tomegspektrométert pozitiv mddban, ESI forrdssal hasznaltuk az aldbbi

beallitasokkal: kapillaris hdmérséklet 300 °C, porlasztasi hdmérséklet 350 °C, ion spray
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fesziiltség 4,5 kV, porlaszté gazaram 50 a.u., kdpeny gazaram 1 a.u. és szaritd gazaram
5 a.u. Az adatgy(ijtés SRM moddban tortént. A Q1 és Qs kvadrupolok 0,7 felbontasra
(FWHM), az iitkozési gaz pedig 1,5 mTorr-ra volt beéllitva. Az ESI forras
optimalizalasat az egyes vegyiiletekre aramlé injektalasos (flow injection analysis: FIA)
modszerrel végeztiik, mely soran kivélasztottuk a célionokat és kisérdionokat, illetve a
hozzajuk tartozo litk6zési energiakat és lencséket optimalizaltuk.

Az Shimadzu UHPLC rendszert LabSolution szoftverrel (Shimadzu, Kioto,
Japéan) vezéreltiik, mig a harmas kvadrupol tomegspektrométer vezérlését €s az adatok
kiértékelést Xcalibur 4.2 szoftverrel (Thermo Ficher Scientific, Waltham, USA)
végeztik. Az LC-MS/MS mérések mennyiségi értékelését az Xcalibur programmal

végeztiik kiils6 kalibracié alkalmazéséaval.

64



5. Kisérleti eredmények és értékelésiik

A kisérleti eredmények bemutatdsa négy részre tagolédik az irodalmi
Osszefoglaloban targyalt témaknak és a kisérleti részben bemutatott modszereknek
megfeleléen. A konnyebb attekinthetéség érdekében, a kisérleti részben bevezetett
roviditéseket hasznalom, illetve csak a magyarazatok értelmezéséhez sziikséges adatok
kozlésére szoritkozom. A részletes mérési eredmények az értekezés alapjaul szolgdlod

kozleményekben (9.1 fejezet) megtalalhatok.

5.1. A vérplazma glicerofoszfatid és szfingofoszfolipid vizsgdlata HILIC-
HRMS mddszerrel

Célul tiztik ki egy gyors analitikai mddszer kidolgozasat, amely alkalmas
foszfolpid osztalyok nagy hatékonysaga elvalasztasara. A kidolgozott modszert
szorongasos megbetegedéses egér modelljében, a vérplazma glicerofoszfatid ¢és
szfingofoszfolipid molekula specieszek azonositdsara ¢s mennyiségi meghatarozasara
alkalmaztuk. A HILIC-HRMS koriilmények optimalizalasa soran a 4.1.1. fejezetben
bemutatott, 11 foszfolipid molekula speciesz standardot hasznaltuk. Az analizist és az
adatkiértékelést is optimalizaltuk, kiilonos figyelmet forditva a foszfolipid specieszek
elvéalasztasara, a szelektivitasra, azonositasra és mennyiségi meghatarozasra.

A héjszerkezetli részecskékkel toltott, HILIC oszlopok megfeleld kromatografias
felbontast biztositanak a foszfolipid osztalyok elvalasztasara, ezért munkank soran
Kinetex HILIC oszlopra esett a valasztasunk [109,110]. A foszfolipid osztalyok
hatékonyabb elvalasztasa érdekében 150 mm hosszisagi kromatografias oszlopot
hasznaltunk.

A HILIC elvalasztas egyik kritikus pontja a megfeleld mozgofazis kivalasztasa,
ezért harom kiilonbozo szerves eluenst probaltunk ki: metanolt, acetonitrilt és acetont. A
foszfolipid standardok vizsgalatakor metanol szerves eluens hasznalatakor alacsony
retencios idoket kaptunk. A legnagyobb retencios €s ionizacios hatékonysagot PC, LPC
¢s SM molekuldkndl aceton alkalmazéasaval értiik el. HILIC elvalasztas soran a
mozg6fazisnak kis mennyiségli vizet (minimum 3%) mindig tartalmaznia kell [111-
113], mivel az allofazis feliiletén kialakult vizréteg és a kevésbé polaris mozgodfazis

kozotti eltéré megoszlas eredményezi a komponensek eltérd vandorldsi sebességét.
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Ahhoz, hogy a minimum 3% vizet tartalmaz6 mozgofazist biztositsuk, a gradiens eltcio
97% szerves fazisrol indult és a 4.5.1. fejezetben leirtaknak megfeleléen valtozott. Ez az
induld 0Osszetétel elegendonek bizonyult a foszfolipid osztalyok elvalasztasdhoz ¢és a
retenciok reprodukalhatosdgahoz. A mozgofazishoz kevert adalékokkal befolyasolni
lehet a vizsgalt vegyiiletek kromatografias elvalasztasanak hatékonysagat, valamint az
MS detektalhatosagukat [114]. A modszer optimalizalasa soran vizsgaltuk az
ammonium-acetat illetve az ammonium-formiat hatasat, azonban jelents kiilonbséget a
két puffer kozott nem tapasztaltunk a foszfolipidek visszatartasanak és elvalasztasanak
tekintetében. MS detektalasnal fontos szempont, hogy a mozgofazis adalék illékony
legyen, igy a valasztasunk az ammonium-formiat séra esett [110]. 50 mM ammoénium-
formiat koncentracioja biztositotta szamunkra a foszfolipidek hatékony elvalasztasat,
elfogadhat6 ionelnyomd hatas mellett.

Az oszlop homérsékletének 40-60 °C homérséklet kozotti valtoztatasa
elhanyagolhato hatassal volt az elvalasztasra és cstcsalakra nézve. Figyelembe véve a
rendszer nyomasat és az oszlop élettartamat, az 50 °C-os oszloptermosztat hdmérséklet
megfelel6 kompromisszumnak bizonyult.

Az aramlasi sebesség novelésével csokkentek a retenciés id6k és a
csticsszélességek, azonban a tomegspektrometrias  detektaldas soran  Kisebb
csucsteriileteket eredményezett. A végleges modszerben 0,4 ml/perc aramlasi
sebességet alkalmaztunk, amellyel rovid analizis id6t és magas szelektivitast értiink el a
vizsgalt foszfolipidekre. Altalanosan elmondhatd, hogy a gradiens meredeksége
kismértékben befolyasolja a szfingofoszfolipid ¢és glicerofoszfatid osztalyok
kromatografias felbontasat HILIC modban [110]. Vizsgalataink soran a gradiens
meredekségét 0,5-r6l 3,86-ra valtoztattuk, amelynek hatasara kb. 20%-kal csokkent a
foszfolipid osztalyok kromatografias felbontasa, viszont jelentdsen novelte a jel/zaj
viszony aranyat és csOkkentette a kromatografias csucs szélességét, igy a fobb
foszfolipid osztalyokat 7 percen beliil el tudtuk valasztani.

A kidolgozott modszerrel el6zetes egér vérplazmaméréseket végeztiink, hogy
megvizsgaljuk a matrixhatdsat az egyes foszfolipid osztdlyok kromatografids
viselkedésére. A 22. abran fekete szinnel Osszesitett (,,poolozott”) egér vérplazma
bazision kromatogramja lathat6 az azonositott foszfolipid osztalyokkal, pirossal pedig a
bels6 standardok extrahalt ionkromatogramja lathato. A mérés soran negativ ESI modot
alkalmaztunk és a molekula fejcsoportjatol fliggéen az adott foszfolipideket [M—H]
illetve [M+COO] kvazi molekulaionként detektaltuk (6. tablazat).
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6. tablazar Adott foszfolipid osztdlyok retencios idétartomanya és a vizsgalt kvazi
molekulaionok tipusai az egér vérplazmaban a végleges HILIC-HRMS mddszerben.

Foszfolipid osztaly  Retencios idé tartomany (perc)  Megfigyelt ionok, ESI

PG 2,78 - 2,84 [M-H]
PI 2,99 3,18 [M—H]
LPG 3,24 —3,36 [M—H]
LPI 3,77-3,84 [M-H]
PE 3,89 4,08 [M-H]
PS 4,35 4,48 [M-HT
LPE 4,74 - 5,06 [M—H]
PC 5,49 — 5,86 [M+HCOO]
SM 5,86 — 6,21 [M+HCOO]
LPC 6,47 — 6,81 [M+HCOO]

A CER d18:1/12:0 standardot a kevésbé polaris lipid specieszek kromatografias
viselkedésének tanulmanyozasaként adtuk a foszfolipid standard keverékhez. Erdekes
modon a LPC 19:0 két kromatografias cstucsban elualodott (22. abra), melyek
alapvonalban is elvaltak (6,37 perc és 6,48 percnél, utobbi sokkal intenzivebb). A két
csucs fragmentéacidja megegyezett, azonban az acil fragmensionok aranya eltért. Ez a
[115]. Hasonlo izomerizaciot figyeltink meg a LPE 14:0 esetében is, ahol az sn-1
izomernek nagyobb volt a visszatartasa. Ha retencié szempontjabol dsszehasonlitjuk a
vegylileteket, akkor lathatd, hogy a glicerin vdzhoz kapcsol6dd zsirsavlancok szama
befolyasolja az elvalasztast, igy az adott lipid osztalyon beliil altalaban a lizovegyiiletek
elualodnak késébb. Példaul a LPE 14:0 és PE 17:0/17:0 retencids ideje 4,94 illetve
4,03 perc volt. PS 17:0/17:0, PA 17:0/17:0 és LPA 17:0 esetében a kromatografias
cstucsoknal torzulast, azaz aszimmetrikus elhtizodast (,,tailing”) tapasztaltunk, mely a
PS esetén a foszforilezett szerin csoport ikerionos (zwitterion) alakjanak, foszfatidsavak
esetén pedig a foszfatcsoport kiilonb6zé deprotonalddasi allapotanak tulajdonithato

[116].
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22. abra Egér vérplazma HILIC-HRMS bdzision kromatogramja, ahol a foszfolipid
osztalyok feketével, a belsd standarok pirossal vannak jelolve.

A kidolgozott HILIC-HRMS moddszert egerek vérplazma foszfolipid
Osszetételének meghatarozasara hasznaltuk, ahol az alabbi 10 foszfolipid osztalyt
vizsgaltunk: PG, PI, LPG, LPI, PE, PS, LPE, PC, SM ¢és LPC (22. abra).
Modszeriinkkel Osszesen 130 foszfolipidet azonositottunk, melyek a Fiiggelék F2
tablazataban talalhatok. Az azonositist a 4.5.1. fejezetben emlitett modon, sajat
HILIC-HRMS ¢és HILIC-HRMS/MS méréseinkb6l késziilt adatbazisbol (mely
tartalmazza a retencids idoket, pontos tomegeket €s fragmens ionok tomegét), a LIPID
MAPS pontos tomegméréseken alapuld (tomegpontossag <5 ppm) adatbazis-
keresésével, valamint irodalmi forrasok [93-98] alapjan végeztiik el. Az azonositott
szfingofoszfolipid és glicerofoszfatid molekula specieszek szamat a foszfolipid
osztalyokon beliil és azok eloszlasat a 23. abra mutatja be. A LPI, LPE és LPC egyes
eseteiben sikeriilt az sn-1 és sn-2 izomerek elvalasztasa. A legtobb molekula specieszt a
SM, PC ¢és PE osztalyok esetén azonositottuk. Az alkil-étert és vinil-étert tartalmazo
foszfolipidek meghatarozdan a PE és PC osztalyokban voltak jelen. A LPC és LPE
nagyobb mennyiségben volt jelen a tobbi lizofoszfolipiddel szemben. Sajnos a
kidolgozott médszeriink nem volt megfelelé a PA és LPA mennyiségi meghatarozasara
a mar emlitett kromatografids cslicstorzulds miatt.

A kiértékelés soran az egyes foszfolipid molekula specieszek relativ
mennyiségét ugy hataroztuk meg, hogy a foszfolipid molekula specieszek normalizalt
csucsteriiletét elosztottuk az osztalyon beliili foszfolipid molekula specieszek

normalizalt cstcsteriiletének dsszegével, €s az eredményt megszoroztuk szézzal.
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23. abra Az egér vérplazma foszfolipid molekula specieszek szamdnak eloszldsa a
foszfolipid osztdlyokon beliil.

Az Osszetett biologiai mintak esetében, mint a vérplazma, kiilonos figyelemmel
kell a mintael6készités soran eljarnunk, mivel a matrixban 1évé egyéb endogén
komponensek, illetve a mintaeldkészités soran bekeriilt tovabbi anyagok befolyasoljak a
mérendd vegyliletek kromatografias viselkedését, visszanyerését, ionizalhatdsagat és
igy detektalhatosagat. Ez kiilondsen igaz az ESI mérések esetében [117]. Igy a munkank
soran a 4.1.1. fejezetben bemutatott Gsszes foszfolipid standardra megvizsgaltuk a
visszanyerést, matrixhatast és a két paraméter ereddjét, a teljes folyamathatékonysagot.
A kapott eredményeket a 24. abra foglalja 6ssze, melyeket a 2-4. képlet szerint
szamoltunk ki [90,91].

A visszanyerés atlagosan 78% volt a vizsgalt foszfolipid és ceramid
standardokra, kivéve a LPG 14:0, ahol a visszanyerés 49,5% volt. Erdekességképpen az
egyes lipid osztalyok lizofoszfolipdjei esetében alacsonyabb visszanyerést kaptunk. A
vizsgalt foszfolipid standardok matrixhatasa 84,3-99,4% tartomanyba esett. A PS
17:0/17:0 esetében a matrixban 1évé egyéb komponensek segitették a vegyiilet
ionizalodasat, mig a CER d18:1/12:0 (59%) és a LPA 17:0 (72,6%) esetében
csokkentették az ionizacid hatasfokat. Ez azzal magyarazhatd, hogy a matrixban 1évo
nagy koncentracioju, jol ionizalédd egyéb komponensek ionelnyomé hatéast
eredményeznek az ionizacid soran. Az Osszes foszfolipid standardra az atlagos teljes
folyamathatékonysag 71,8% volt, kivéve CER d18:1/12:0 (51,1%) és LPA 17:0
(53,7%) esetében. PS  17:0/17:0 esetében  100%-nal magasabb teljes
folyamathatékonysag értéket kaptunk.
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24. abra A foszfolipid standardok visszanyerése, matrixhatdsa és teljes
folyamathatékonysaga.

A kidolgozott HILIC-HRMS mddszeriinket végiil 8 szorongd és 8 nem szorongd
egér vérplazma foszfolipid tartalmanak Osszehasonlitdo vizsgalatara alkalmaztuk. A
méréseink soran 10 foszfolipid osztaly 130 endogén specieszét azonositottuk, melyek
szam szerint a kovetkezok: 4 PG, 3 LPG, 13 PI, 6 LPI, 19 PE, 14 LPE, 24 PC, 15
LPC, 7 PS és 25 SM (23. abra). Az egyes foszfolipid osztalyok &sszmennyiségének
meghatarozasahoz dsszeadtuk az adott osztalyokba tartozo specieszek csucsteriileteinek
aranyat. A szorong6 €s nem szorongo egereknél kapott értékeket Osszehasonlitottuk.
Mindegyik foszfolipid osztdlyra elmondhat6, hogy a szorongd egerekben
alulszabalyozottak, azaz kisebb mennyiségben fordultak el a nem szorongd
egyedekhez képest. A SM, PI, LPC ¢és LPE foszfolipid osztalyok esetében szignifikans
kiilonbség volt megfigyelheto.

A kapott normalizalt csucsteriileteket statisztikai elemzését SIMCA és GraphPad
5 programokkal végeztiik. A fékomponens analizissel igazoltan elkiiloniil a szorongo és
nem szorongd egerek csoportja, mig az OPLS-DA eredményekkel alatamasztottuk,
hogy a kiilonbségeket a két csoportban szignifikansan eltéré foszfolipid specieszek
adjak. Az S-diagram segit értelmezni az OPLS-DA eredményeit, valamint eldre jelzi a
lehetséges biomarkereket [118]. Az S-diagram a nevébdl adoddan gyakran az S betii
alakjat veszi fel, és az S két végén azok a valtozok helyezkednek el, melyeknek magas a

megbizhatdsaga, valamint mutatja a lehetséges alul- és feliilszabalyozott biomarkereket.
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25. abra A szorongo és nem szorongo egerek vérplazma foszfolipidjeinek S diagramja.
Pirossal a szignifikans kiilonbséget mutato foszfolipid specieszek vannak jelslve.

A statisztikai programok segitségével kKimutatott 130 foszfolipid speciesz koziil
35 volt szignifikansan eltérd a két egércsoport vérplazmajaban (p < 0,05), melyet a 25.
abra mutat piros szinnel. Ezek koziil csupén két komponens a PC 38:4 ¢s a PC 42:6
valtozast a Pl 32:1-nél figyeltik meg, mely 4,55-sz0r6s volt. A kétszeresnél nagyobb
valtozast a Pl 36:5, LPE 16:1 és LPE 20:5 komponenseknél mutattuk ki. 11
speciesznél tapasztaltunk 50 és 100% kozotti valtozast, melyek az kovetkezok: Pl 34:3,
Pl 40:4, PI 40:5, LPI 22:6, LPE 16:0, LPE 18:1, LPE 18:3, LPE 20:1, PC 42:6,
LPC 16:1 és LPC 22:4. A 35 azonositott komponens kozott a telitetlen zsirsavakat
tartalmaz6 foszfolipidek voltak talsulyban (8sszesen 31 db), melyekbdl 16 tobbszordsen
telitetlen. A leginkabb feliilszabalyozott a LPE ¢és Pl glicerofoszfatid osztalyok voltak.
Emellett megfigyeltiik, hogy a statisztikailag eltéré (p < 0,05) LPE-k normalizalt
csucstertileteinek Osszege a vérplazmaban talalhaté LPE-k 98%-at tette ki, mig ez az
érték Pl esetén ez az érték 34% volt. Ennek oka, hogy a Pl 38:4 a vérplazmaban a
legnagyobb mennyiségben el6forduld foszfatidil-ionozitol (62%-a a teljes PI-nek),

amely nem mutatott szignifikans eltérést. A szfingomielinek esetében az SM 32:1, SM
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34:1, SM 34:2, SM 38:2 ¢és SM 42:2 mutatott jelentds eltérést a két csoport kozt.
Erdekességképpen, a két egércsoport kozott jelentds valtozast mutatd éter és
plazmalogéneket is sikeriilt azonositani (LPE O-18; LPC P-18:0; PE O-34:3, P-34:2).

Munkank soran a vérplazma foszfolipid Gsszetételére dsszpontositottunk, mely
jelezheti a szorongasos betegségek kialakuldsat. Korabban leirtak, hogy a vérplazmaban
az n-6 zsirsavak, glicerofoszfatidek és szfingofoszfolipideinek korrelaciot mutatnak a
depresszios korképekkel, melyek tovabbi vizsgalataval biomarkereket azonosithatunk a
betegség elbrejelzésére és kimutatasara [119,120]. Wei és munkatdrsai hasonldan a
glicerofoszfatidokban talaltak kiilonbséget a szorongasos zavarokat vizsgalva [121].
Tian és munkatarsai altal kozolt kutatas is alatamasztja, hogy a szorongo6 egerek szérum
¢és hippokampusz 6sszlipid szintjeiben a f6 valtozasok a glicerofoszfatidekhez kothetok
[122]. A munkank soran kifejlesztett HILIC-HRMS modszer és az alkalmazott
bioinformatikai szoftverek gyors ¢és atfogd eszkozt biztositanak a vérplazma
foszfolipidek mennyiségi meghatarozasara és mindségi vizsgalatira. Osszesen 10
osztalyt lefedd, 130 vérplazma foszfolipidet sikeriilt mennyiségileg meghatarozni. A
végsd modszeriinket 8 szorongd és 8 nem szorongd egér vérplazmdjanak foszfolipid
Osszetételének elemzésére hasznaltuk. A Pl, LPE, SM ¢és PC osztalyok
foszfolipid speciesz esetében szignifikans eltérést figyeltiink meg a szorongo6 egerekben
a nem szorong6d egyedekhez képest. Kiemelendd, hogy 33 foszfolipid speciesz a
szorong6d egérmodellben feliilszabalyozott, mig a PC 38:4 ¢és PC 42:6 esetében
alulszabalyozottsagot figyeltink meg. Tian és munkatarsai [122] altal bemutatott
eredményekhez hasonldan nalunk is a LPE osztadly mutatta a legjelentdsebb valtozast.
A legnagyobb eltéréseket (> 2-szeres valtozas) a két csoport kozott a Pl 32:1, Pl 36:5,
LPE 16:1 és LPE 20:5 esetében figyeltiik meg.

5.2. Az agyi glicerofoszfatid és szfingofoszfolipid vizsgdlata online 2D-
UHPLC-HRMS modszerrel

Az irodalmi eredmények alatamasztjdk azt a nézetet, miszerint az agy
membranképzd lipidjei dontd szerepet jatszhatnak a depresszidban €s a szorongasos
rendellenességekben. A szorongdsos betegségek biologiai hatterében jelenlegi

feltevések szerint az ingeriiletatvivé anyagok és a peptidek miikodési zavara all. A
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lipidek azonban, mint sejtmembran komponensek, alapvetd szerepet jatszanak a
kiilonféle receptorok lokalizacidjaban és miikodésében. Ezéltal az agyban talalhato
lipidek diszreguldcidja hozzajarulhat a sulyos depresszids és szorongasos korképhez
[41]. A munkank soran komplex egéragy foszfolipid Osszetételének meghatarozasara
egy online 2D-UHPLC-HRMS maddszert fejlesztettiink ki. Az elsé dimenzidban a fobb
foszfolipid osztalyok HILIC elvalasztasat kovetéen az adott frakciok foszfolipid
komponenseinek online dusitasa egy forditott fazisti csapdaoszlopon tortént. A forditott
fazisu C18 allofazis alkalmazasaval, az azonos osztalyhoz tartozd foszfolipidek
kromatografias visszatartasat befolyasolja a zsirsavlancok szama és hossza, valamint a
kettos kotések szama és azok elhelyezkedése [28], ezért a masodik dimenzidban az
adott osztaly foszfolipid specieszeinek elvalasztasa tortént, melyet HRMS detektalas
kovetett. A modszerfejlesztés soran szamos kromatografias paramétert vizsgaltunk és
optimalizaltunk.

Hasonléan az 5.1 fejezetben leirtakhoz 11 foszfolipid osztalyt lefedd 11
foszfolipid specieszt alkalmaztunk a foszfolipidek vizsgalatara. Az els6 dimenzio
optimalizalasakor 2,1 mm belsé atmérdjii, pordzus toltetii, Kinetex HILIC 100 mm és
150 mm hosszt oszlopokat vizsgaltunk, és az utobbi esetében hatékonyabb elvalasztast
kaptunk a foszfolipid osztalyokra, igy ezzel végeztik a tovabbi kromatografias
paraméterek optimalizaldsit. A mozgo6fazis szerves komponenseként metanolt,
acetonitrilt és acetont vizsgaltunk, melyek koziil a legnagyobb retenciot és a legjobb
elvalasztast a PC-k és SM-ek esetében aceton alkalmazasaval értiikk el, igy a végsé
modszerhez ezt valasztottuk ki. HILIC modban a mozgoéfazis vizkoncentracioja
jelentdsen befolyésolja a retencios id6 reprodukélhatosagét és a retencidés mechanizmust
[111,112], ezért az el6z6 fejezetben leirtakhoz hasonldan, a vizet minimum 3%-on
tartottuk a mozgofazisban. Az A eluensben 50 mM ammonium-formiatot hasznaltunk
mozgofazis adalékként, a B eluens pedig aceton volt. A 40 perces analizis soran 11
foszfolipid osztalyt valasztottunk el, melyek a kovetkezok voltak: PG, PI, LPG, LPI,
PE, PS, LPE, PC, PA, SM és LPC. A foszfolipid specisek masodik dimenzidban
torténd elvalasztdsahoz az elsé dimenzid eluatumat 5 frakciora osztottuk egységes 8
perces retencios idéablakokkal.

Mar a 2.2 fejezetben is emlitésre keriilt, hogy egy 2D-LC rendszerben az elsé
dimenzi6 eludtuménak csapdazasara, illetve gyiijtésére altalaban csapdaoszlopot vagy
hurkot alkalmaznak. Csapdaoszlop hasznalata esetén, kiilonos tekintettel az ortogonalis

rendszerekre (példaul NPxRP, HILICxRP), az els6é dimenzi6 eludtuméanak erdsségeét
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ugy kell bedllitani, hogy a mérendd anyagok a csapdaoszlopon megfeleld
hatékonysaggal dusuljanak. A HILICXRP mdédszeriink kidolgozéasa sordn nem kellett az
olddszer-0sszeférhetetlenséggel szdmolnunk, hiszen az alkalmazott olddszerek
egymassal korlatlanul elegyednek. A HILIC elvalasztds mozgofazisa nagy elicios
erdsséggel rendelkezik a méasodik dimenzids forditott fazisu elvalasztds soran. Ezért a
modszerfejlesztés soran az elsé dimenzios eluatumot alacsony eluens erésségii 5 mM
ammoénium-formiat vizes oldataval higitottuk ki, a vizsgalt foszfolipid specieszek
hatékony csapdazasa érdekében. A HILIC eluatum elicids erdsségének csokkentése
céljaul vizsgaltuk a higitd oldat aramlasi sebességének hatasat a foszfolipid specieszek
csapdazasi hatékonysagara 0,2—1 ml/perc tartomanyban. A foszfolipid specieszek
csapdazasi hatékonysaganak ¢és a csapdazas soran fellépd nyomasnovekedést
figyelembe vételével, a 0,6 ml/perces aramlasi sebesség megfelelé6 kompromisszumnak
bizonyult.

A foszfolipid specieszek forditott fazisu elvalasztasara Acquity UPLC BEH C18
1,7 um részecskeméretii oszlopot valasztottunk Ki. Foszfolipidek forditott fazisu mérése
soran fontos szempont, hogy a nagy visszatartassal rendelkez6 foszfolipidek
elualasahoz megfeleld szerves olddszert kell a mozgofazishoz valasztani. Az analitikai
modszer kidolgozasa soran nagy elicios erdsségi, vizzel elegyedd acetont valasztottuk
szerves oldoszerként a B eluensben. 5 mM ammoénium-formidt mozgo6fazis adalék
mellett, az A eluens Gsszetétele 50:50 (v/v%) aranyu Vviz és acetonitril elegye volt, a B
eluens pedig 5%-ban (v/v%) vizet tartalmazo aceton volt. Az UHPLC-HRMS modszer
masodik dimenzidjanak optimalizdldsa soran vizsgaltuk az oszlop hOmérsékletét, a
mozgofazis aramlasi sebességét és a gradiens meredekségét. Szinkronban az elsé
dimenzios HILIC elvélasztassal és a megfeleld masodik dimenzids retencid ¢és
kromatografias felbontas elérésének érdekében 8 perces futdsi idot allitottunk be a
masodik dimenzids elvalasztashoz, amely magaba foglalta az o0szlopmosast és
egyensulyozast is. Mind az 6t HILIC frakcio esetében egységes gradiens programot
alkalmaztunk a masodik dimenzidoban annak érdekében, hogy az egymast kovetd
masodik dimenzids elvalasztds sordn azonos retencids iddvel eludlodjanak azok a
foszfolipid specieszek, amelyek két HILIC frakcioban is jelen voltak (mint példaul
egyes PC és PS komponensek). {gy tudtuk tartani a kozel azonos kromatografias és
ionizéacios koriilményeket a tobb HILIC frakcidoban jelenlévd specieszek esetében,
amely fontos szempont a mennyiségi analizis soran. A 26. abra szemlélteti a végleges

modszerhez tartozo elsd €s masodik dimenzids gradiens programot (narancssarga
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vonal), és az elsé ¢s masodik dimenzids bazision kromatogramokat egy nem szorongd
egér VHPC agymintajan keresztiil. Az alkalmazott kromatografias paraméterek
megfelel6 kompromisszumnak bizonyultak a rendszer nyomadsa, a vizsgalt vegyiiletek

retencidja, szelektivitasa, valamint az ionizacids hatékonysaguk szempontjabol.
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26. dbra Nem szorongo egér VHPC agymintdjanak bazision kromatogramja az elsé (A)
és masodik (B) dimenzioban feltiintetve az adott frakcioban lévo lipidosztalyokat. A
narancssarga vonal jeloli a gradiens programot.

Egy analitikai modszer kidolgozasakor fontos szempont az alkalmazott
mintaelokészités hatékonysaganak vizsgalata. A munkank soran az agyi foszfolipidek
dusitasara modositott Folch extrakciot [89] alkalmaztunk, amelynek hatékonysagat az
4.4.1 fejezetben részletezett modszert kovetve meghataroztuk a vizsgalt foszfolipid
standardok visszanyerését (2. képlet) ¢és matrixhatasat (3. képlet). A kapott
eredményeket Osszegezve elmondhatjuk, hogy az atlagos visszanyerés 85% feletti

értéke egy hatékony extrakcios mddszerre utal. A 27. abran lathatdé matrixhatas atlagos

75



értékei 63,0 és 88,0% kozott mozogtak, ami elfogadhatd ionelnyomo hatas tekintettel az

agyszovet Osszetettségére.
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27 abra A vizsgdalt foszfolipid standardok datlagos matrixhatasa.

Az alkalmazott 2D-UHPLC-HRMS modszer elényét 6t endogén PE speciesz
elsé és masodik dimenzids elvalasztasa soran kapott extrahalt ionkromatogramokon
keresztiil szeretném szemléltetni (28 abra). Az 6t vizsgalt vegyiiletnél négy esetében
kaptunk alapvonalra torténd elvalasztast (Rs > 1,5), részletezve: a PE 36:5-PE 36:4
(Rs=2,64); PE 36:4-PE 36:3 (Rs=0,67), PE 36:3-PE 36:2 (Rs=2,14) és PE 36:2-PE
36:1 (Rs=1,94). A mddszeriinkkel az LPI, LPE és LPC osztalyokban tobb esetben
sikeriilt az sn-1 és sn-2 izomereket is elvalasztani (F3. tablazat). A kromtografias

felbontast (Rs) a 9. képlet alapjan szamoltuk ki:
Ry =2 x E—im [9. képlet]

wi1t+wsy
ahol tgry a korabban elualodott cstics retencids ideje, try a késébb elualodott csucs
retencids ideje, Wy a korabban elualddott csucs alapvonali csucsszélessége és w, a

késobb elualodott cstcs alapvonalnal mért csucsszélessége.
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28. dbra Ot kivalasztott PE speciesz egydimenziés HILIC-HRMS (A) és 2D-UHPLC-
HRMS (B) maodszerrel kapott extrahalt ionkromatogramjai.

Feltételezésiink szerint a szorongd és nem szorong6d egerek agyi foszfolipid
Osszetételében kiilonbség lehet, ennek igazolasdra az ) 2D analitikai modszeriinket
alkalmaztuk 8 szorongd és 9 nem szorongd egér Osszehasonlitasanak vizsgalatara.
Mennyiségi méréseket megeldzden kibdvitettilk a mar meglévd adatbdzisunkat az 1j
2D-UHPLC-HRMS moddszer egéragyra kapott eredményeivel (F3. tablazat). A
mérések soran 151 endogén glicerofoszfatid és szfingomielin specieszt azonositottunk,
melyek osztalyonként szamszeriisitve a kovetkezok voltak: 3 LPG, 7 PG, 5 LPI, 13 PI,
35 PE, 14 LPE, 37 PC, 11 PS, 8 SM, 14 LPC ¢és 4 PA. A kapott eredményeink
alatdmasztjak azt a megallapitast, hogy az idegszovetek nagy szdmban tartalmaznak
plazmansavat és plazménsavat [123]. A 29. abra az acil-, alkil-éter- és vinil-éter
oldallancokat tartalmazd agyi foszfolipid osztalyok szerinti eloszlasat szemlélteti. Az
abran jol lathato, hogy a legtobb plazmalogén és az éter analdog dontden a PE és PC

osztalyokhoz rendelhetd.
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29. dbra Az egéragyban azonositott foszfolipid specieszek.

A mennyiségi vizsgalataink kiterjedtek a szorongd és nem szorongd egerek
VHPC, DHPC ¢és FPC agyrégioinak foszfolipid 0sszetételének meghatarozasara. Az
azonositott foszfolipidek mennyiségi meghatarozasahoz az egyes foszfolipid specieszek
csucslista készitését kovetden, a kapott csucsteriileteket a megfeleld osztalyhoz tartozo
bels6é standarddal normalizaltuk. Az azonos foszfolipid osztalyba tartozé specieszek
normalizalt cstcsteriileteinek Osszegzését kovetden megkaptuk az egyes specieszek
osztalyon beliili szazalékos eloszlasat (F3 tablazat). A két egértorzs DHPC, VHPC és
PFC agyrégidiban azonositott adott osztalyhoz tartozd Osszes foszfolipid normalizalt
csucstertileteinek statisztikai kiértékelését kovetden elmondhatjuk, hogy a VHPC és
PFC agyrégiokban 4 foszfolipid osztaly esetén jelentds kiilonbséget figyeltiink meg. A
LPG és PA normalizalt csucsteriiletei a PFC-ben novekedést mutattak a nem szorongo
egyedekhez képest, mig a PS szignifikdns csokkenést mutatott. Hasonld csokkend
tendenciat figyeltiink meg a VHPC PE 6sszetételében.

A harom agyrégio 151 vizsgalt foszfolipid speciesze koziil 37 foszfolipid
esetében szignifikans kiilonbség volt megfigyelhetd. Az eredményeket a Fiiggelékben
talalhatd F4. tablazat foglalja 0Ossze. A két egértorzs egyes agyrégioinak
Osszehasonlitasakor megallapitottuk, hogy a szorongd egerek DHPC agyteriiletében
csak a SM 36:1 esetében volt emelkedés megfigyelhetd, szemben az 6t alulszabalyozott
PE speciesszel.

A VHPC régiok foszfolipid Osszetételének vizsgalatakor megallapitottuk, hogy
a PE, PC, Pl és PG osztalyokbol szarmaz6 20 szignifikdnsan kiilonb6z6 speciesz

alacsonyabb koncentracioban volt jelen a szorong6 egyedekben.
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A PFC vizsgalatakor 11 speciesz esetében azonositottunk szignifikans
kiilonbséget, amelyek koziil a PE 38:0, PS 36:1, PS 40:6, LPE 20:1 és a PE O-38; PE
P-38:2 volt alulszabalyozott a szorongd csoportban. Erdekességképpel elmondhato,
hogy ellentétben a DHPC és VHPC agyi régiokkal, a PE 40:5 nagyobb mennyiségben
volt jelen a szorong6 egerek PFC-¢ben.

Az egyes foszfolipid specieszek mennyiségi valtozasanak vizsgalatakor a
legnagyobb mértékii novekedést a PE 40:5, PA 36:2 ¢és a PC 42:9-nél, mig csokkenést
a PE 38:0, LPE 20:1 (sn-2) és PS 36:1 esctében tapasztaltunk.

PFC
9
1
1 '
2 o 17
DHPC VHPC

30. dbra A szignifikansan kiilonbozé foszfolipid speciezsek szama agyrégiok szerinti
eloszlasa.

Végezetiill megvizsgaltuk a szignifikans kiilonbséget mutatd specieszek
agyteriilet szerinti eloszlasat. A 37 foszfolipid speciesz koziil csak a PE 40:5 mutatott
szignifikans kiilonbséget, azonban eltérd iranya valtozast a harom vizsgalt agyrégidban
(30. abra).

Osszefoglaldsként elmondhaté, hogy az altalunk kidolgozott atfogo, online 2D-
UHPLC-HRMS modszer alkalmas agyi glicerofoszfatid és szfingofoszfolipid
specieszek azonositasara és mennyiségi meghatarozasara. Az Ujszer(i rendszeriinkben a
HILIC és a forditott fazisu elvalasztas Osszekapcsolasat Ggy terveztiik meg, hogy két
forditott fazisu csapdaoszlop segitségével parhuzamosan, online modon tortént a
kiilonboz6é foszfolipid osztalyhoz tartozd specieszek csapdazasa €s forditott fazisu
elvalasztdsa valamint detektdldsa. Az 0j 2D analitikai mddszer alkalmazasa soran
Osszehasonlitottuk a szorongd és nem szorongd egerek agyi foszfolipid osszetételét. A

kapott eredmények alapjan megallapitottuk, hogy 37 foszfolipid speciesz esetében
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szignifikans kiilonbség volt megfigyelhetd, amelyek koziil 20-at azonositottunk VHPC-
ban, 6-ot DHPC-ban és 11-et PFC-ben. Fontos megjegyezni, hogy a szorongd csoport
VHPC agyteriiletében a foszfolipid specieszek koncentracioban egyiranyl valtozast
mutattunk Kki. Osszességében elmondhatd, hogy az altalunk kifejlesztett, teljesen
automatizalt, online 2D-UHPLC-HRMS mddszert sikeresen alkalmaztuk az agyi

foszfolipidek jellemzésére a szorongasos betegségeket egér modelljének vizsgalatakor.

5.3. Célzott 2D-UHPLC-HRMS/MS méddszer a dimetiltriptamin
kimutatdsdra

Napjainkban a DMT célzott mennyiségi meghatarozasara biologiai mintakbol az
LC-MS/MS kapcsolt technika az egyik legelterjedtebb bioanalitikai modszer. A
nagyfelbontast tandem tomegspektrometrias (HRMS/MS) moddszert kombindlva egy
ortogonalis 2D-LC elvalasztassal megbizhatobb adatokkal szolgalhat biologiai mintdk
vizsgalatakor. A 2D-LC-HRMS/MS technikéval kisebb mintatérfogat esetében is
hasonlo, vagy akar jobb kimutatasi hatart lehet elérni. Els6dleges célunk volt egy 1j,
gyors célzott 2D-UHPLC-HRMS/MS analitikai modszer kidolgozasa, amely alkalmas
iszkémiat eldidézd patkany kisérletekben alkalmazott DMT mennyiségi valtozasanak
nyomon kdvetésére agy ¢és vérplazma mintdkban. Tovabbi céljaink kozott szerepelt a
2.5 fejezetben targyalt elméletek szerinti endogén DMT jelenlétének igazolasa.

A modszerfejlesztés elsd 1épésében meghataroztuk a DMT és bels6 standardként
hasznalt AMT megfeleld ionatmeneteit €s az ahhoz tartozd fobb tomegspektrometrias
paramétereket, amelyeket a 4.5.3. fejezetben taldlhaté 21. adbran és 5. tablazatban
foglaltam Ossze.

Az 0j analitikai modszerrel kapcsolatos fontos kritériumként fogalmaztuk meg,
hogy a teljes kromatografias futasi id6 ne haladja meg a 10 percet. Az els6 dimenzidban
HILIC elvalasztast alkalmaztunk, melyhez 2,1 ¢és 3 mm belsdé atmérdji, kiilonbozo
allofazish, teljesen porozus vagy héjszerkezetli toltettel rendelkezd, 100 és 150 mm
hosszu oszlopokat teszteltiink. Az elsé dimenzids oszlop kivalasztasahoz egységesen 6
perces, 0,3 ml/perces aramlési sebességli izokratikus elvalasztast alkalmaztunk, mely
soran a mozgofazis 90:10 (v/v%) aranya 50 mM ammonium-formiat vizes oldata és
0,1% hangyasavat tartalmazé acetonitril volt. A Luna Omega Sugar oszlop
vizsgalatakor a DMT (tg=1,35 perc) és az AMT (tr=1,40 perc) kis retencios id6vel
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elualodott aszimmetrikus csucsalakkal. Hasonlo eredményt kaptunk a Luna NH; oszlop
esetében is, a DMT (tr=1,23 perc) viszonylag alacsony visszatartasa mellett az AMT
esetében extrém nagy csucsszélességet figyeltiink meg. Nagyobb visszatartast sikertlt
elérni 1 perces csucsszélesség mellett a vizsgalt két komponensre (DMT tr=3,89 perc,
AMT tg=4,84 perc) Luna HILIC oszlop vizsgalatakor. A Kinetex HILIC allofazis
esetében tapasztalt nagy visszatartas sziikségessé tette a mozgotazis szerves tartalmanak
15%-ra torténé emelését, hogy a vizsgalt komponensek 6 perc alatt elualddjanak.
Erdekességképpen megemliteném, hogy az allofazison fellépd retencidés mechanizmus a
nagyobb visszatartas és szimmetrikus cstucsalak mellett elucids sorrendvaltozast (AMT
tr=2,72 perc, DMT tgr=3,09 perc) is okozott. A vizsgalt két vegyliletre kapott kedvezo
kromatografias viselkedés miatt a Kinetex HILIC oszlopot valasztottuk ki az elsd
dimenzios elvalasztashoz. Tekintettel a vizsgalt biologiai mintdk Osszetettségére €s a
gyors analizisre a HILIC elvalasztds soran olddszer és aramlési sebesség gradienst
alkalmaztunk (F5. tablazat).

A masodik dimenzidé optimalizalasa soran fontos szempont volt az alacsony
kimutatési hatar elérésének érdekében, hogy az AMT és a DMT megfeleld visszatartas
mellett keskeny ¢és szimmetrikus kromatografias cstcsalakkal elualdodjanak. A
modszerfejlesztés soran 6t kiillonbozé C18 allofazist vizsgaltunk. Az Osszehasonlitas
soran egységesen a mozgéfazis 0,1% hangyasav tartalma mellett az A eluens viz, a B
eluens pedig metanol volt. Az alkalmazott oldoszer gradiens program a kovetkezd volt:
0-1 perc 10% B, 1-4 perc 40% B, majd 6 perc alatt az 0szlop mosasa és egyensulyozasa
tortént. A CORTECS C18, az Omega PS C18 és a Kinetex C18 allofazisok
alkalmazasakor viszonylag széles kromatografias csucsokat figyeltink meg (kb. 0,5
perc a DMT és 0,3 perc az AMT esetében). A BEH CI18 és az Omega Polar C18
oszlopoknal nagyobb visszatartast és keskenyebb cstcsszélességet kaptunk a két
vegyliletre. A kedvezdbb csucsszimmetria miatt a 1,6 pm részecskemérettel rendelkezd
Omega Polar C18 oszlopot valasztottuk ki tovabbi vizsgalatokhoz a masodik
dimenzidban. A mozgdfazis szerves oldoszer tipusa befolyasolhatja a kromatografias
csticsszélességét és a retencidos mechanizmust. Metanol acetonitrilre torténd cseréje
keskenyebb csticsszélességeket eredményezett a retencios idok kismértékii csokkenése
mellett a vizsgalt két vegyiiletnél. A masodik dimenziés gradiens program
optimalizéldsa soran tovabbi szempont volt az elsé dimenzids gradiens programmal

torténd szinkronizalas.
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Az elsé dimenzidés HILIC oszlop eludtumaban 1évé DMT ¢és AMT csapdazasat
egy C18 csapdaoszlop segitségével hajtottuk végre. A vizsgalt komponensek hatékony
csapdazasanak érdekében csokkenteniink kellett az els6 dimenzi6 eludtumanak eluens
erosségét. A 4.5.3. fejezet 20. abraja mutatja be a 2D-UHPLC-HRMS/MS rendszer
felépitését és mikodését. Az elsé és masodik dimenzidban 1évé kromatografias
oszlopokat két programozhat6 kétallast hat utas szelepen és egy C18 csapdaoszlopon
keresztiil kapcsoltuk 6ssze. Az elsé dimenzidos HILIC eluatum higitasat az oszlop utan
egy statikus T-keverdn keresztiil csatlakoztatott higito pumpa segitségével végeztiik. A
higito eluens Gsszetétele és annak aramlasi sebessége befolyasolja a vizsgalt vegyiiletek
els6 dimenzids elvalasztds eluatumabol a csapdaoszlopon torténd dusitdsanak
hatékonysagat. A higité eluens 4ramlasi sebességének a DMT és AMT csapdazasi
hatékonysagara gyakorolt hatdsdnak vizsgalatakor a forditott fazisu elvélasztas soran kis
eluens erésséggel rendelkez6 0,1% hangyasav vizes oldatat hasznaltunk. Kezdetben az
1 ml/perc aramlasi sebesség alacsony csapdazasi hatékonysagot eredményezett (31.
abra). A higito eluens aramlasi sebességének tovabbi novelése (1; 2; 2,5 illetve 3
ml/perc) csak kis mértékben segitette a két vegyiilet visszatartasat a csapdaoszlopon. A
magas Vizes oldoszertartalom mellett tapasztalt alacsony csapdazasi hatékonysag a
DMT (pKs: 8,68) [124] és az AMT (pKs: 9,96) [125] savi disszociacios allandojaval
magyarazhato. Az alkalmazott 0,1% hangyasav vizes higito eluens 2,7-es pH-ja mellett
a DMT ¢és az AMT protonalt formai dominéalnak, amelyek forditott fazisu elvalasztas
soran alacsony visszatartassal rendelkeznek. Ezért a protonalt forma visszaszoritasaval a
csapdazasi hatékonysag javithato a higito eluens pH-janak novelésével. A higitd eluens
vizes ammoniaoldatra (pH=10,2) torténd cseréje elfogadhatdé kompromisszumnak
bizonyult, ha figyelembe vessziik a vizsgalt vegyiiletek protonaltsagi allapotat valamint
a csapdaoszlop és a masodik dimenzios oszlop pH-stabilitasat. A 31. abra jol
szemlélteti a csapdazasi hatékonysag dramai javuldsat a higitoszer pH-janak
novelésével. A DMT csucsteriiletének nagyobb mértéki emelkedése az AMT-hez

képest, az alacsonyabb pKs értékével magyarazhato (~1,3 egység eltérés).
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Higitdo pumpa aramasi sebessége

31. dbra A higito pumpa aramlasi sebességének hatdasa a csapdazasi hatékonysagra,
ahol az eluens 1-3 mil/perc daramlasi sebességnél 0.1% FA és 3 ml/perc aramlasi
sebességnél a pH 10,2. Az egymast kéveto kisérletek soran kapott csucsteriiletek

szdzalékos novekedésének értékei az oszlopokon feltiintetve.

A modszerfejlesztés utolsd 1épésében Osszehangoltuk az elsd dimenzids ¢€s
masodik dimenzidés elvalasztasok valamint a csapdaoszlopon torténé dusitas
kromatografids paramétereit. A végleges 2D-UHPLC-HRMS/MS rendszer kapcsolasi
rajza (20. abra), kromatografias paraméterei (F5. tablazat) és mikodési elve a 4.5.3.
fejezetben talalhato.

A DMT ¢és az AMT standardok 1D-LC-HRMS/MS és 2D-UHPLC-HRMS/MS
mérése soran kapott extrahdlt ionkromatogramjait a 32. abra szemlélteti. Az dbran jol
lathat6, hogy a masodik dimenzidban keskeny, szimmetrikus csticsokat kaptunk és a
DMT és AMT egy idoben, megfeleld visszatartassal elualodtak. A vizsgalt DMT és az
alkalmazott belsd standard AMT azonos retencios idovel torténd eludlasa megbizhatobb
mennyiségi eredményeket biztosit, hiszen az ESI soran egységes matrixhatas 1ép fel. A
2D-UHPLC-HRMS/MS modszeriink retencios idejének ismételhetdségét megvizsgalva
a DMT ¢és az AMT retencios ideje 4,98-5,00 perc tartomanyban valtozott, ezek alapjan
elmondhato, hogy az elvélasztashoz és dusitashoz alkalmazott oszlopok megfelelden
egyensulyozddnak, ezéltal modszeriink reprodukalhato.

Az eddig ismert irodalmi adatok alapjan elmondhatd, hogy az A&ltalunk

kidolgozott 10 perces teljes futasi id6 gyorsabb, mint az irodalomban megtalalhato
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egydimenziés LC-MS/MS moédszerek, amelyek a DMT mennyiségét vizsgaltak agyban
¢és plazmaban [58-61].
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32. abra A DMT és AMT standardok célionjainak kromatogramjai (A) az elsé dimenzios
HILIC-HRMS/MS médszerrel és (B) a 2D-UHPLC-HRMS/MS mddszerrel.

A modszerfejlesztésiink tovabbi kihivasa volt hatékony mintaelékészitési
modszerek kidolgozasa, amelyek alkalmasak patkanyagy- és vérplazma mintakbol a
DMT dusitasdra. Az irodalomban szamos mintaelokészitési modszert irtak mar le a
DMT-vel kapcsolatban [56,58-61,126,127], azonban sok esetben hianyoztak a
mintael6késztés hatékonysagat jelzé f6 paraméterek, mint a visszanyerés, matrixhatas és
a teljes folyamathatékonysag. A DMT dusitasara emlds szovetekbdl gyakran szilard
fazisu extrakcios eljarasokat alkalmaznak [56,58,59], azonban ezek a modszerek
dragak, munka- és iddigényesek. A 2D-LC technika alkalmazasaval a negativ
matrixhatas csokkenthetd, ezért lehetdségiink nyilt egyszeriibb mintaelokésztési eljaras

kidolgozéasara folyadék-folyadék extrakcido alkalmazasaval. A korabban mar emlitett
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disszocidcids viszonyok miatt a vérplazma- és agymintdk oldatainak pH-jat eltoltuk
bazikus tartomanyba, igy segitve a DMT dusulasat az etil-acetatos szerves fazisban. Az
altalunk kidolgozott 0j extrakcidos modszer hatékonysagat leird fobb paramétereket a 33.
abra mutatja be. A visszanyerés, matrixhatas és teljes folyamathatékonysag értékeket
az 4.4.1 fejezetben megtalalhato képletek (2—4. képlet) alapjan szamoltuk ki. A célzott
2D rendszerek esetén a negativ matrixhatds csokkentésének egyik lehetdsége, hogy a
vizsgalt vegyiiletek els6 dimenzios elvalasztasa soran a frakciogyljtés a lehetd
legkisebb iddablakban torténjen meg, igy csokkentve az egyéb detektalas soran zavaro
komponensek csapdazasanak lehetdségét. A végleges analitikai modszeriink esetében a
DMT ¢és AMT els6 dimenzios eluatumbdl valdo csapdazasa 1,8-3,49 perc kozotti

tartomdnyban tortént.
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33. abra DMT és AMT visszanyerés, matrixhatas és teljes folyamathatékonysagananak
eredményei (A) plazmaban és (B) agyban.
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Az altalunk kidolgozott 1) mintael6készitési modszer visszanyerésének
hatékonysaga vérplazma vizsgalatakor a DMT-re nézve 20-30%-kal jobbnak bizonyult,
mint az eddigi irodalmi adatok [60,61]. Agymintdk esetében a belsd standardra
mérsékelt ionelnyomo hatas Iépett fel, de Osszességében elmondhatd, hogy mindkét
vegyiilet esetén a komplex bioldgiai matrixokbdl kapott kedvezé matrixhatas értékek
(161% plazmaban és 174% agyban) egyértelmiien jelzik az Gj 2D-UHPLC-HRMS/MS
modszer eldnyét. A teljes folyamathatékonysagra kapott kedvezd értékek (145%
plazméaban ¢és 153% agyban) tovabbi megerdsitést adtak az 0j analitikai mddszer
hatékonysagarol.

A biologiai mintak mérése eldtt, a kidolgozott teljes analitikai modszert
validaltuk a 4.4.3 fejezetben felsorolt paraméterck szerint, melynek eredményeit a 7.
tablazat foglalja 6ssze.

A Dbioldgiai kisérletek soran 4 id6pontban tortént vérvétel, ezért a modszer
fejlesztése soran tovabbi céljaink kozott szerepelt a méréshez sziikséges vérplazma
mennyiségének minimalizaldsa, ezzel mérsékelve a vérvétel kedvezOtlen hatdsat a
miitéti beavatkozasok soran [128]. A 0,108 ng/ml-es kimutatasi hatart 50 ul vérplazma
feldolgozasaval értiink el, Osszevetve a korabbi tanulmanyokkal, ahol az ehhez kozeli
értéket csak nagyobb mennyiségii (200, 500, 1000 ul) vérplazmaval sikertlt elérni [59—
61]. Agymintdk esetén szintén kedvezdbb LOD értéket kaptunk, mint Barker és
munkatdrsai [58].

1. tablazat Az uj 2D-UHPLC-HRMS/MS mddszer fobb validalasi paraméterei. CV%:
Szazalékos variacios koefficiens.

Vérplazma Agy
LOD 0,108 ng/ml 0,212 ng/g
LOQ 0,328 ng/ml 0,642 ng/g
Torzitatlansag ,,Low” (%) 111,7 111,6
Torzitatlansag ,,Mid” (%) 89,6 88,5
Torzitatlansag ,,High” (%) 102,6 100,9
Pontossag ,,Low” (CV%) 2,8 2,7
Pontossag ,,Mid” (CV%) 1,4 51
Pontossag ,,High” (CV%) 1,4 1,3
Keresztszennyezés (%) 0,056 0,078
Stabilitas (%) -0,452 -0,500
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Az 0j 2D-UHPLC-HRMS/MS moddszeriink alkalmazasanak egyik célja volt, a
DMT szint valtozasanak kovetése iszkémia eldtt, alatt, hipoxia utdn és a reperfizid
végén, valamint az agyszovet DMT tartalmanak meghatarozésa a kisérlet végén.
Tovéabbi céljaink kozott szerepelt az endogén DMT jelenlétének igazolasa
vérplazmaban és agyban.

Az irodalomban szamos tanulmany foglalkozik az exogén DMT bioldgiai
mintakbol térténé meghatarozasaval, azonban jelenlegi tudomasunk szerint csak egy
kozlemény igazolta az endogén DMT jelenlétét patkdnyagyban és vérplazmaban egy
izokratikus LC-MS/MS analitikai modszerrel [56]. Fontos megjegyezni, hogy az
altalunk kidolgozott uj 2D-UHPLC-HRMS/MS modszer megbizhatobb adatokkal
szolgal, mivel a kétdimenzids kromatografids elvalasztast egy nagy tdomegpontossagu és
nagyfelbontdsu tomegspektrometrids detektdlds kovette. Ilyen paraméterek példaul a
retenciés id6 (4,99 perc), két karakterisztikus ionatmenet (célion esetén 58,0651 m/z,
kisérdion esetén 144,0808 m/z), nagy tomegpontossag, valamint a célion és kiséréion
csucsteriileteinek ardnya (2,1 + 0,21). Annak ellenére, hogy a céliont sikeriilt

Kimutatnunk, a fent emlitett tovabbi paraméterek mindegyike nem teljesiilt, ezért az

crer

crer

kapott kalibraciés gorbék megfelelé determinacios egyiitthatoval rendelkeztek (r° >
0,99).
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0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).
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A kidolgozott modszert ezutan sikeresen alkalmaztuk kezelt patkdanyok
A kisérlet kezdetén, a DMT beadédsat megel6zéen vérplazma mintdkban a DMT
mennyisége a kimutatasi hatar ala esett. A legmagasabb 49,3—114,3 ng/ml koncentraciot
az 0sszes allat esetén a hipoxia elott figyeltiikk meg. Az 1, 3 és 4-es patkany esetében a
DMT koncentracigja szignifikans csokkenést mutatott hipoxia utdn. Az oxigénhidny
utan, a kezelés végéig a DMT koncentracioja atlagosan 3,8 ng/ml-re csokkent.

A masik fontos kérdés volt, hogy az agyban a DMT szint hogyan valtozik
oxigénhidnyos koriilmények kozott kezeletlen és DMT-vel kezelt allatok esetében.
Ehhez kontroll és kezelt allatok agyszoveteit vizsgaltuk. A vérplazma mintakhoz
hasonloan a kisérletet kovetden az endogén DMT nem volt kimutathaté6 a mintdkban
igy nem tudtuk igazolni, a hipoxia altal kivaltott endogén DMT szint novekedést. A
kezelés hatasara a DMT koncentracidja megemelkedett (2—6,1 ng/g agy). Azonban a
DMT valos koncentracidja ennél magasabb lehet, mivel a DMT gyorsan bomlik a
mintagy(jtés soran [128], amely kiilondsen igaz az agymintak esetén.

Osszefoglalasként elmondhaté, hogy az altalunk kidolgozott és validalt 2D-
UHPLC-HRMS/MS modszer alkalmas a kisérleti allatoknak terapias céllal beadott
DMT mérésére patkany agybol €s vérplazmabol.

5.4. AF-MDMB-BICA és metabolitjiainak vizsgalata

Napjainkban a szintetikus kannabinoidok fogyasztasa komoly tarsadalmi
probléma, kiemelt tekintettel a fiatal korosztdly érintettségére. Az igazsagiligyi
gyakorlatban a hasznélatuk igazolasa vizelet és vérmintabodl torténik, azonban a gyors
metabolizmusuknak (példaul SF-MDMB-PICA felezési ideje 2,68 ora, SF-MDMB-
PINACA felezési ideje 2,50 ora [70]) koszonhetéen az anyamolekula kimutatasa a
fogyasztasukat kovetéen igen szik idGablakra korlatozodik, azonban a képz6do
metabolitok mérésével ez jelentésen kitolhato. Munkank célja volt az eurdpai
drogpiacon 2020-ban megjelent 4F-MDMB-BICA 1 pszichoaktiv szer . fazisu
metabolitjainak azonositasa in vitro human majmikroszéma és in vivo human vér- és
vizeletmintdb6l LC-HRMS ¢és LC-HRMS/MS analitikai modszerekkel. Tovabba
kidolgoztunk, validaltunk és alkalmaztunk egy gyors célzott LC-MS/MS analitikai
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modszert 4F-MDMB-BICA anyamolekula mennyiségi meghatarozasara human vizelet
¢s vérmintakbol.

A munkank soran elsOként megvizsgaltuk a 4F-MDMB-BICA fragmentacids
mintdzatat és optimalizaltuk a fobb fragmensionok képzddéséhez sziikséges iitkozési
energiakat. Az egyszeresen toltott protonalt anyamolekula [M+H]®, melynek mért
tomege 363,2085 m/z (elméleti tomeg: 363,2078 Da), két f6 fragmens iont adott.
Célionként 218,0975 m/z (elméleti tomeg: 218,0976 Da) fragmens iont, mig kisérd
ionként a 144,0444 m/z (elméleti tomeg: 144,0444 Da) fragmens iont valasztottuk ki. A
célion a metil-dimetil-butanoat molekularész elvesztésével képzodott az amid kotés
hasitasanak kovetkeztében. A 4-fluor-butil farok csoport vesztésével, az indol mag adja
a kisér6 iont. A 35. abra mutatja a 4F-MDMB-BICA feltételezett fragmentaciojat a
HRMS/MS spektrum alapjan.
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35. abra A AF-MDMB-BICA szerkezete, a 4 f6 szerkezeti egységgel (mag, farok,
kapcsolo és kapcsolt csoport) valamint a lehetséges fragmentacio az elméleti
tomegekkel és a HRMS/MS spektrum a mért tomegekkel.

A 4F-MDMB-BICA in vitro ¢és in vivo metabolitjainak azonositasara atfogo
LC-HRMS és félig célzott LC-HRMS/MS modszereket dolgoztunk ki. A metabolitok,
kiilonos tekintettel az izomerek elvalasztasdhoz egy 150 mm hosszl, héjszerkezetii C30
allofazist hasznaltunk. A mérések soran A eluensnek 0,1% hangyasav vizes oldatat, B
eluensnek pedig 0,1% hangyasavat tartalmazo acetonitrilt valasztottunk olddszer és

aramlasi sebesség gradiens program mellett. A 4F-MDMB-BICA retencios ideje az
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LC-HRMS és LC-HRMS/MS mérések soran 11,54 perc volt, a képzddd I. fazisu
metabolitok a vartnak megfelelden kisebb visszatartassal rendelkeztek (tr: 3,75-9,36
perc kozott, kivéve az M33 tg: 12,11 perc), mint az anyamolekula. A 4F-MDMB-BICA
30 perces in vitro human majmikroszomas inkubalasat kovetbéen a feltételezett
metabolitok azonositdsdhoz elséként a kezelt és kontroll mintak atfogd6 LC-HRMS
analitikai mérését végeztiik el. A kapott HRMS nyers fajlokat a Progenesis QI program
segitségével dolgoztuk fel, majd statisztikailag Osszevetettiik a kontroll és a kezelt
mintakat. A kezelés soran képz6dé 0j kromatografias csucsokhoz rendelt m/z ionokbol
csucslistat készitettiink. Az igy kapot komponensek szerkezetének meghatarozasdhoz a
félig célzott LC-HRMS/MS modszert alkalmaztuk. A lehetséges szerkezeteket tgy
hatdroztuk meg, hogy a HRMS/MS spektrumokat manualisan Osszehasonlitottuk a
valamint az irodalomban mar leirt, hasonl6 magot, kapcsold és kapcsolt csoportot
tartalmaz6 szintetikus kannabinoidok fragmentaciés mechanizmusan alapult [105-108].
Az anyamolekulat és az azonositott metabolitokat rangsoroltuk a PRM mérések sordn
ugy, hogy az adott komponens cstcsteriiletét és a belsé standardként hasznalt AB-
FUBINACA-D4 csucsteriiletének aranyat vizsgaltuk. A legmagasabban rangsorolt
vegyliilet a legnagyobb csucsteriilet aranyt vegyiiletet adta. Fontos azonban
megjegyezni, hogy a kapott rangsor informativ és nem tiikr6zi a pontos mennyiségi
sorrendet, mivel a kisérleteink soran nem allt rendelkezésiinkre metabolit standard,
amely elengedhetetlen a pontos mennyiségi meghatarozashoz.

A C30 oszlop alkalmazéisa lehetdvé tette az adott biologiai transzformécio
izomerjeinek hatékony elvalasztasat, amit jol szemléltet a mono-hidroxilezett izomerek
bemutatott extrahalt ionkromatogramja (36. abra). A fragmentacios mintazat alapjan az

in vitro kezelt mintadkban 30 metabolitot sikeriilt azonositanunk.
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36. @abra A mono-hidroxilezett izomerek LC-HRMS/MS ionkromatogramja human
mdjmikroszomaval kezelt mintabol, a modositas lehetséges helyével.

A majmikroszémas kisérletekkel 4F-MDMB-BICA SZ4mos

oxidativ  defluorozas, dehidrogénezés, egyszeres ¢és kétszeres hidroxilezés,
amidhidrolizis, karboxilezés és ezek kombinacioja, amelyeket a Fiiggelékben talalhato
F6. tablazatban részleteztem. Az N-dealkilezett (M18) és a mono-hidroxilezett (M25)
metabolit rendelkezett az in vitro kisérletekben a legnagyobb csucsteriilet arannyal, igy
Ok szerepelnek a rangsor elején. Az M25 metabolit HRMS/MS spektrumanak (37.
abra) elemzésébdl lathato, hogy a modositas lehetséges helye az indol magon van. Az
egy metilén csoportban kiilonb6z6 SF-MDMB-PICA human majsejt inkubacidja soran
Swortwood és munkatarsai a fo metabolit terméknek az észter hidrolizalt+oxidativ
defluorozott format talaltak [106]. Ez azért érdekes, mert ezt a tipusit médositast human
majmikroszémds kezelés sordn nem sikeriilt azonositanunk. Azonban az észter-
hidrolizalt+dehidrogénezett (M26) metabolitot sikeriilt azonositani majmikroszoémaban,
mind az LC-HRMS, mind az LC-HRMS/MS mérésekkel, amely csupan 0,02 Da
tomegegységgel tér el az észter hidrolizalt+oxidativ defluorozott (M09) metabolittol.
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37. abra M25 egyszeresen hidroxilezett metabolit feltételezett szerkezete, a modositds
feltételezett helyének feltiintetésével, fragmentdcios mintazata és HRMS/MS spektruma.

A 4F-MDMB-BICA feltételezett in vivo metabolitjainak meghatarozasahoz az
anyamolekuldra és a f0 metabolitra (M29) eldzetesen szlrt 6t pozitiv human
vizeletmintat vizsgaltunk a kidolgozott félig célzott LC-HRMS/MS modszerrel az in
Vivo metabolitok azonositasdnak céljabol. Osszesen 20 in vivo metabolitot sikeriilt
azonositani a vizelet mintakbol, amelyek koziil harom 4j metabolit volt ugy, mint az
észter hidrolizalt+oxidativ defluorozott (MO09), az észter hidrolizalt+egyszeresen
hidroxilezett (M13,) valamint a butansav (MZ21) metabolitok. A kétszeresen
hidroxilezett metabolitok koziil az MO05, M10, M14, M15, M17 és M23, az N-
dealkilalt+egyszeresen hidroxilezett metabolitok koziil az M20, valamint a mono-
hidroxilezett metabolitok koziil az M27, M28, M30, M31 és M33 nem volt jelen a
vizeletmintakban. Tovabbi érdekesség, hogy az egyszeresen hidroxilezett metabolitok
kozil, in vivo mintakban nem azonositottuk azokat a metabolitokat (M28, M30, M31),
amelyeknél a modositas a molekula farki részét érintette. A csucsteriiletek aranyanak
rangsoroldsa soran a vizeletben a f0 metabolitnak az MDMB-4en-PINACA, 5F-
MDMB-PICA, 5F-AMB, 4F-MDMB-BINCA ¢és AMB-FUBINCA szintetikus
kannabinoidokhoz hasonloan az észter hidrolizalt metabolit (M29) bizonyult [105-
108,129-131]. Az eredményekbdl lathatd, hogy a vizeletben azonositott M29 f6
metabolit a majmikroszémaban az 6tddik volt, mig ha sszehasonlitjuk az SF-MDMB-

PICA majsejtes eredményeivel, ott szintén az észter hidrolizis metabolitja képzddott a
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legnagyobb mennyiségben [106]. Erdekes médon, az 5F-MDMB-PICA egyszeresen
hidroxilezett metabolitja a majsejtes kezelését kovetden kis mennyiségben képzodott
[106,129]. A 4F-MDMB-BICA indol magon tortént mono-hidroxilezés modositasa
(M25) a majmikroszémaban az elsd, a vizeletben masodik helyen szerepelt.

A vizelet minték esetében a 4AF-MDMB-BICA fogyasztasainak mennyiségérol, a
fogyasztas €s a mintavétel kozott eltelt idérdl sajnos nem 4&llt rendelkezésiinkre
informacio, ezért nehéz megbizhatd magyarazatot adni az egyes mintakban azonositott
metabolitok szamanak nagy eltérésére. Amig a 2. vizeletb6l 19 metabolitot mutattuk ki,
addig a 3. vizeletmintaban csak kett6 metabolitot azonositottunk. Az 1, 3, 4, 5
vizeletmintak mérési eredményei jol szemléltetik a metabolitok mérésének fontossagat a
fogyasztas tényének igazolasa soran, hiszen az anyamolekulat ezekben az esetben nem
sikeriilt azonositunk.

A 4F-MDMB-BICA tovabbi in vivo metabolitokjainak azonositasara két
elézetesen sziirt pozitiv vérmintat is megvizsgaltunk. Az 1. vizelet és az 1. vér, mig a 2.
vizelet a 2. vér két személyt6l szarmazott. A vérmintak félig célzott LC-HRMS/MS
mérése nem eredményezett 4j metabolitokat. A két vérmintaban 6sszesen 13 metabolitot
azonositottunk. A vizelethez hasonléan a vérmintak esetén is a 2. vérbol mutattuk ki a
legtobb metabolitot (11 db), mig az 1. vérmintaban csak az észter hidrolizalt (M29),
valamint az észter hidrolizis+dehidrogénezett (M26) metabolitokat azonositottuk f6
metabolikus termékként.

Fontos megjegyezni, hogy a rangsorban masodik N-dealkilezett metabolit (M18)
nem valaszthato karakterisztikus anyagcsere termékként, mivel az 5SF-MDMB-PICA-val
k6z6s metabolit [105,106]. Az M26 metabolitot mindkét vérmintaban azonositottuk, igy
ezt valasztottuk tovabbi karakterisztikus metabolitként az 4F-MDMB-BICA
fogyasztasanak bizonyitasara vérmintaban. Ellentétben a vizeletmintakkal az
anyamolekul4t mindkét esetben sikertiilt azonositanunk.

Az LC-HRMS/MS mérések soran kapott eredményeket atiiltettiik az igazsagiigyi
gyakorlatban hasznalt célzott LC-MS/MS rutin analitikai modszeriinkbe a 4F-MDMB-
BICA szintetikus kannabinoid mennyiségi meghatarozasara ¢s a kivalasztott
karakterisztikus metabolitok kimutatasara vizelet (M29, M25) és vérmintabol (M29,
M26). A rutin kromatografias elvalasztasunk egy 100 mm hosszu, héjszerkezetii C18
allofazison torténik, melyhez egy gyors gradiens eltci6 tarsul, 6 perces analizis idével,
amely az izomerek kevésbé hatékony elvalasztisahoz vezet. Igy a tovabbiakban az

izomerek neve helyett az adott biotranszformaciokat tiintetem csak fel (8, 9. tablazat).
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A 6 perces analizis soran 32 vizsgalt szintetikus kannabinoid (anyamolekula és
metabolitok) ionatmeneteit (célion, kiséréion) kibovitettik a 4F-MDMB-BICA
anyamolekula és a harom kivalasztott metabolit atmencteivel. A fobb LC-MS/MS

paramétercket a 8. tablazatban foglaltam 6ssze.

8. tablazat A f6 LC-MS/MS parameéterek, ahol a CE az iitkézési energia.

Anya-
Retencios Y Célion Kiséré
Komponens molekula CE (eV) CE (eV)
id6 (min) (m/z) ion (m/z)
(m/z)
AB-FUBINACA-
2,19 373,2 257,1 25 - -
D4
Eszter hidrolizis 2,33 349,2 218,1 20 144 35
Mono-
) ) 2,04 379,2 234,1 20 144 35
hidroxilezés
Eszter hidrolizis +
] 2,14 347,2 218,1 20 144 35
dehidrogénezés
4F-MDMB-BICA 3,69 363,2 218,1 19 144 38

A célzott LC-MS/MS modszert a 4F-MDMB-BICA mennyiségének human
vizeletben és vérben torténd meghatarozasara validaltuk, mely soran meghataroztuk a
kimutatasi hatart, a mennyiségi meghatirozas hatart, a linearitast, a pontossagot, a
torzitatlansagot, a visszanyerést, a matrixhatast és a teljes folyamathatékonysagot. A
tovabbiakban csak a fontosabb eredményeket szeretném ismertetni. Vizeletben 0,003
ng/ml, vérben 0,004 ng/ml LOD, valamint vizeletben 0,010 ng/ml, vérben 0,011 ng/ml
LOQ értékeket kaptunk. A 4F-MDMB-BICA visszanyerését alacsony, kozepes és
magas koncentracioban is vizsgaltuk. Vizeletben 74 és 119% kozotti értékeket kaptunk,
mig vérben a visszanyerés 72 és 129% kozotti tartomanyba esett. A kalibracios gorbék
az adott koncentracids tartomanyban lineérisak voltak (vizelet: 0,02—5 ng/ml, vér: 0,04—
10 ng/ml). A kapott validacios eredmények alapjan elmondhato, hogy a célzott LC-
MS/MS modszer és a hozza kapcsolodd mintaeldkészitési eljarasok alkalmasak a 4F-
MDMB-BICA anyamolekula mennyiségi meghatarozasara vizelet- é¢s vérmintakbol.

A célzott modszerrel meghataroztuk az egyes mintakban a 4F-MDMB-BICA

crer

volt mennyiségileg meghatarozhaté az anyamolekula, addig a két vérminta esetében
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0,920 ng/ml és >10 ng/ml koncentracio értékeket kaptunk (9. tablazat). Az elsédleges
és a masodlagos karakterisztikus metabolitok tekintetében a vizelet- és vérmintak

eredményeit a 9. tablazat tartalmazza.

9. tablazat Human vizelet és vérmintak LC-MS/MS eredményei, ahol + a detektalt, * a
nem detektalt komponens.

1 2. 3 4 5 1 2
Komponens ) . ) ) )
Vizelet Vizelet Vizelet Vizelet Vizelet Vér Vér
Eszter hidrolizis + + + + + + +
Mono-hidroxilezés + + + + + X +
Eszter hidrolizis +
+ + X X X + +
dehidrogénezés
0,970 0,920 >10
AF-MDMB-BICA X X x X
ng/mi ng/ml ng/ml

A kapott eredmények alapjan elmondhato, hogy az alkalmazott analitikai
modszeriinkkel sikeriilt leirni a 4F-MDMB-BICA 1. fazisi metabolitjait human
majmikroszémabol, vizeletb6l és vérmintabol. Munkank soran egy uj megkozelitést
alkalmaztunk a metabolitok azonositasara, mely egy atfogé LC-HRMS, félig célzott
LC-HRMS/MS és célzott LC-MS/MS analitikai modszerekbdl allt. Osszesen 33
metabolitot sikeriilt azonositanunk in vitro majmikroszomas kezelést kovetden,
valamint in vivo vér- és vizeletmintakbol. A 4F-MDMB-BICA 4 {6 szerkezeti részén, a
magon, a farkon, a kapcsold és kapcsolt csoportokon szamos biotranszformaciot
azonositottunk, melyek koziil az észter hidrolizis metabolikus terméket valasztottuk ki

karakterisztikus metabolitnak a célzott rutin analitikai méréséhez.
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6. Osszefoglalas

Doktori munkam célja volt egy- és kétdimenzios folyadékkromatografiaval
kapcsolt  tomegspektrometrias  bioanalitikai modszerek kifejlesztése, melyeket
lipidomikai és metabolomikai vonatkozasban lehet alkalmazni. Az analitikai modszerek
kidolgozasa magaba foglalta a mintaeldkészités, folyadékkromatografids elvalasztas,
tomegspektrometrids detektalas és az adatfeldolgozds paramétereinek vizsgélatat és
optimalizalasat. A dolgozatomban bemutatott 0 bioanalitikai modszereket sikeresen
alkalmaztuk a felmeriild orvos-bioldgiai kérdések megvalaszolasara.

A kidolgozott, Gj HILIC-HRMS analitikai modszeriinket a szorongésos
megbetegedéses egér modelljében, a vérplazma glicerofoszfatid és szfingofoszfolipid
molekula specieszek azonositasara, mennyiségi meghatarozasara, valamint a betegség
jellegének vizsgalatara alkalmaztuk. Osszesen 10 foszfolipid osztdlyhoz tartozo 130
foszfolipidet sikeriilt mennyiségileg meghatirozni egér vérplazmdbol. A szorong6d és
nem szorongd egerek vérplazma foszfolipid Osszetételének Osszehasonlitasakor a
foszfatidil-kolin (PC), foszfatidil-inozitol (PI), lizofoszfatidil-etanolamin (PE) ¢és
szfingomielin  (SM) osztalyok koncentracidjaban  tapasztaltunk  szignifikans
kiilonbséget. A statisztikai  kiértékelést kovetéen 35  glicerofoszfatid  és
szfingofoszfolipid esetében talaltunk szignifikans kiilonbséget, és ezek koziil 33
speciesznél magasabb koncentracid volt megfigyelhet6 a szorongd egértdrzshoz tartozo
egyedéknél. A legnagyobb mennyiségi eltérést a két egértorzs dsszehasonlitasakor a Pl
32:1, P1 36:5, LPE 16:1 és LPE 20:5 komponenseknél figyeltiik meg.

A sejtmembrant alkotd lipidek alapvetd szerepet jatszanak a kiilonféle
receptorok lokalizacidjaban ¢és mikodésében, ezért az agyi lipidosszetételben
bekovetkezd valtozas hozzdjarulhat a stilyos depresszios €s szorongasos korképhez. Az
altalunk kidolgozott ) online atfogé 2D-UHPLC-HRMS moédszer alkalmazasaval a
vizsgalt egérmodellek harom agyteriiletének, a prefrontalis kéreg (PFC), a dorzalis
hippokampusz (DHPC) és a ventralis hippokampusz (VHPC) foszfolipid Osszetételét
kivantuk meghatarozni. A 40 perces mérés soran 151 glicerofoszfatidot és
szfingomielint azonositottunk a vizsgalt agyteriiletekben. A szorongd és nem szorongd
egerek agyi foszfolipid Osszetételének Osszehasonlitasakor megallapitottuk, hogy a
VHPC és PFC agyrégiokban 4 foszfolipid osztaly esetén szignifikans kiilonbség van.

Legjobb tudomdasunk szerint elséként irtuk le a kiillonbozd agyi régiok foszfolipid
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Osszetételét és mennyiségi valtozasait a szorongasos betegségek egér modelljében. A
statisztikai adatelemzés soran megallapitottuk, hogy 37 lipid speciesz Osszetételében
volt  szignifikdns  kiilonbség a  két egércsoport harom  agyteriiletének
Osszehasonlitasakor. Ezek koziil 20-at azonositottunk a VHPC-ban, 6-ot a DHPC-ban és
11-et a PFC-ben. Fontos megemliteni, hogy a VHPC régiok foszfolipid sszetételének
vizsgalatakor a PE, PC, PI és foszfatidil-glicerin (PG) osztalyokbdl szarmazo 20
szignifikansan kiillonb6zo speciesz egységesen alacsonyabb koncentracidoban volt jelen a
szorongd egyedekben. Erdekességképpen, a 37 foszfolipid speciesz koziil mindossze a
PE 40:5 mutatott szignifikans kiilonbséget mind a harom vizsgalt agyrégioban, azonban
a valtozasok eltérd iranytak voltak.

A szorongd és nem szorongd egértorzsek vérplazmajanak és agyi foszfolipid
Osszetételének vizsgalata soran szignifikans kiilonbséget mutato foszfolipid specieszek
Osszevetésekor mindossze 3 kozos glicerofoszfatidot azonositottunk a  két
szOvettipusban azonban eltéré irdnyuak voltak, ugy mint a Pl 36:5, LPE 20:1 és PC
34:2. A kapott eredmények alapjdul szolgalhatnak a szorongisos megbetegedéshez
kapcsolodo gyogyszerfejlesztésekhez és/vagy a betegség korai elbrejelzéséhez, hiszen
az altalunk tapasztalt valtozadsok tovabbi biomarker kutatasok alapjat képezhetik.
Osszességében elmondhato, hogy a kidolgozott HILIC-HRMS és online atfogé 2D-
UHPLC-HRMS analitikai modszereket sikeresen alkalmaztuk a vérplazma ¢és az agy
foszfolipid Osszetételének mennyiségi és mindségi analizisére a szorongd €és nem
szorongd egerek vizsgalatakor.

A dimetiltriptamin (DMT) oxigénhianyos (hipoxia) allapot esetében fellépd
pontos fiziologias hatasa még nem tisztazott. Az erre iranyuld biologiai kisérletekhez
kapcsolodoan a doktori munkdm soran célul tiztik ki egy gyors célzott analitikai
modszer kidolgozasat, amellyel kovetni lehet a DMT mennyiségének valtozasat
hipoxias allapotot el6idéz6 patkany kisérletekben. Ehhez egy 1j, gyors célzott 2D-
UHPLC-HRMS/MS modszert dolgoztunk ki vérplazma- és agymintak mérésére. A
modszerfejlesztés soran  alkalmazott  qj folyadék-folyadék  extrakcios
mintael6készitéssel kevesebb biologiai minta felhasznalasaval az irodalmi adatoknal
jobb kimutatasi hatart sikeriilt elérni. A modszerfejlesztés soran kapott kedvezdébb
matrixhatds érékek egyértelmiien jelzik a mintaeldkészités és a 2D-UHPLC-
HRMS/MS moddszer tovabbi elényeit. Fontos megjegyezni, hogy mindezt a
szakirodalomban megtalalhaté egydimenzios analitikai modszerekhez képest, rovidebb,

minddssze 10 perces teljes analizis idovel sikertilt elérni.
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A hipoxiat eldidézé patkanykisérletekhezn gytijtott agy és iddsoros vérplazma
kezelés hatasara az oxigénhidnyos allapot fellépése utin az DMT koncentracidja a
vérplazméaban csokkent, és a kezelés hatdsara a DMT mennyisége megndtt az agyban.
Tovabbi eredményként elmondhat6, hogy az uj analitikai modszeriinkkel a DMT-re
kapott alacsony kimutatési hatar ellenére a kisérletek soran nem tudtuk megerdsiteni az
endogén DMT jelenlétét és annak emelkedését sem az agyban sem a vérplazmaban. Az
elért eredmények alapjan elmondhatd, hogy az 0j célzott 2D-UHPLC-HRMS/MS
analitikai modszert sikeresen alkalmaztuk kisérleti allatok terapias céllal beadott DMT
munkam részét nem képez6 tovabbi biologiai vizsgalatok bizonyitottak, hogy a kisérlet
soran intravénasan adagolt DMT kivédte az iszkémias sejtkarosodast [132].

Napjainkban a szintetikus kannabinoidok fogyasztasa kiilonosen a fiatal
korosztaly érintettsége miatt komoly tarsadalmi probléma. A szintetikus kannabinoidok
dinamikusan valtozé piaca kihivas elé allitja az igazsagiigyi dolgozokat, toxikologus
szakért6ket ¢és analitikusokat egyarant. Sajnos szamos esetben a szerhasznalatot
beismerdk vizelet és vérmintaibol nem sikeriilt az anyamolekulat kimutatnunk, melynek
oka a szintetikus kannabinoidok gyors metabolizmusaval magyarazhato. Ebbol
kifoly6lag az anyamolekuldk mellett a karakterisztikus metabolitok analizisével
megbizhatobba valna a szintetikus kannabinoidok fogyasztasanak igazolasa. Ezért
doktori munkam tovabbi részeként a 2020-ban megjelent, 4F-MDMB-BICA 1
szintetikus kannabinoid I. fazisu reakciokban képz6d6 metabolitjait azonositottuk in
vitro human majmikroszéma, in vivo vizelet és vérmintakbol. Kutatasunk soran 1j
analitikai megkozelitést alkalmaztunk a metabolitok meghatarozasara, mely egy atfogo
LC-HRMS, félig célzott LC-HRMS/MS és egy célzott rutin LC-MS/MS analitikai
modszerekbdl épiilt fel. Az atfogd LC-HRMS mérések kiértékelése soran kapott
lehetséges metabolitok azonositasat egy félig célzott LC-HRMS/MS mérés kovetette.
A lehetséges szerkezetek meghatarozasdhoz a HRMS/MS spektrumok kiértékelése az
szintetikus kannabinoidok fragmentacidés mechanizmusan alapult.

In vitro human majmikroszomas inkubaciobol, valamint in vivo vizeletbdl és
vérbol Osszesen 33 metabolitot sikeriilt azonositani. A 4F-MDMB-BICA négy {6
szerkezeti részén, a magon, a farkon, a kapcsold és kapcsolt csoporton szamos

biotranszformaciét azonositottunk, ugy mint észter hidrolizis, amidhidrolizis,
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karboxilezés, N-dealkilezés, egyszeres és kétszeres hidroxilezés, oxidativ defluorozas,
dehidrogénezés és ezek kombinacidja. Az in vivo mérések eredményei alapjan az észter
hidrolizis, a mono-hidroxilezés és az észter hidrolizis+dehidrogénezés metabolikus
termékeket valasztottuk Ki karakterisztikus metabolitnak, mely vegyiileteket a mar
meglévo célzott LC-MS/MS moédszeriinkhoz igazitottunk, sikeresen validaltunk és
azota is alkalmazunk a mindennapi rutin analitikai mérések soran.

Kijelenthetjiik, hogy a 4F-MDMB-BICA fogyasztasanak igazolasat vizelet- és
vérmintabol els6ként a kutatocsoportunk irta le. Ezzel pedig nem csak a hazai, hanem a

nemzetkzi igazsagiigyi szervek munkajat is nagymértékben segitettiik.
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7. Summary

The main goal of my doctoral dissertation was to develop one- and two-
dimensional liquid chromatography coupled to mass spectrometric bioanalytical
methods that can be applied in metabolomics and lipidomics studies. The development
of analytical methods included the study and optimization of sample preparation, liquid
chromatographic separation, mass spectrometric detection and data processing
parameters. The new bioanalytical methods presented in my dissertation have been
successfully applied to answer the emerging biomedical questions.

With inbreeding the anxious and non-anxious mouse strains, it is possible to
study anxiety disorder at the molecular level. In a mouse model of anxiety disease, we
hypothesised that there could be a significant difference in the plasma phospholipid
composition of anxious and non-anxious mice. In order to confirm the hypothesis, we
developed a rapid comprehensive HILIC-HRMS method and used it for the
quantification of 130 phospholipids covering 10 phospholipid classes in mouse plasma.
Significant differences in the total concentrations of phosphatidylcholine (PC),
phosphatidylinositol (PI), lysophosphatidylethanolamine (PE) and sphingomyelin (SM)
classes were found in anxiety-related behaviour group. 33 lipid species were determined
up-regulated in the anxiety mouse model, while down-regulation was found only in PC
38:4 and PC 42:6. The highest observed fold changes were found compared with non-
anxiety to anxiety groups PI 32:1, PI 36:5, LPE 16:1, and LPE 20:5 between the two
groups.

Thanks to the animal model of anxiety, we have been able to investigate the
neural pathway that can be associated with anxiety. In this study, we determined the
phospholipid composition of three brain areas of anxious and non-anxious mice (dorsal
hippocampus, ventral hippocampus and prefrontal cortex) using a novel,
comprehensive online 2D-UHPLC-HRMS coupled technique. The 2D-UHPLC
separation was carried out by a combination of HILIC in the first dimension followed
by second-dimensional RP chromatography. In the first dimension, lipid classes were
distinguished by HILIC, while the second-dimensional separation of individual
phospholipid and SM species was achieved by RP chromatography. For the enrichment
of diluted HILIC eluent and for the RP separation of trapped lipid species, two RP
trapping columns were used separately. The final method provided quantification of 151
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phospholipid species in three brain regions, ventral hippocampus (VHPC), dorsal
hippocampus (DHPC) and prefrontal cortex (PFC) within a 40-minute run time. With
the established method, the differences of phospholipid composition in brain regions of
9 non-anxiety and 8 anxiety mice were compared. Our study revealed that 37
glycerophospholipid and sphingomyelin species had significantly altered concentration
in the anxiety group: 20 were found in VHPC, 6 in DHPC and 11 in PFC. For PE 40:5,
significant changes were observed in all three regions regularly. It is worth noting that
significant unidirectional alteration of the concentration of phospholipid species was
observed in the ventral hippocampus of the anxious group. In all brain regions
examined, only PE 40:5 showed a significant change.

When comparing phospholipid species with significant differences in the plasma
and brain phospholipid composition of anxious and non-anxious mouse strains, only 3
common glycerophospholipids were identified in the two tissue types; namely Pl 36:5,
LPE 20:1 and PC 34:2. While significantly different anxiety mice showed a decrease in
plasma, there was a significant increase in the brain. Based on the results, it can be
stated that the two analytical methods developed are suitable for the quantitative and
qualitative analysis of plasma and brain phospholipid composition. Our results may
provide a good basis for future drug developments, as the changes experienced may
form the basis of biomarker research. Overall, the developed rapid HILIC-HRMS
method and the fully automated, online comprehensive 2D-UHPLC-HRMS were
successfully applied in profiling plasma and brain phospholipids and sphingomyelins in
a mouse model of anxiety disorders.

In the other part of my doctoral research, my goal was to develop a rapid
targeted method to follow the changes in the amount of dimethyltryptamine (DMT) in
hypoxia experiments. The aim of the experiment was to demonstrate the
neuroprotective effect of dimethyltryptamine by developing a heart-cutting 2D-LC-
HRMS/MS method for measuring plasma and brain samples. With the new liquid-
liquid extraction sample preparation procedure lower amounts of biological samples are
needed for the measurements. The limit of detection was able to reduce compared to in
the literature so far. For DMT, the obtained 90% of recovery of our new sample
preparation procedure in plasma was better by approximately 20-30% than data in early
studies. The obtained favourable matrix effect values for both compounds from a
complex biological matrix clearly indicated the benefit of the application of this 2D-
LC-HRMS/MS method.
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With the two-dimensional method, we also decreased the total analysis time to
only 10 minutes which, to our knowledge, is shorter than those of one-dimensional
methods described in the literature. Plasma measurements show that
dimethyltryptamine concentrations decrease after hypoxia while increasing in the brain
compared to the control group. In terms of results, our analytical approach is suitable
for detecting the presence of dimethyltryptamine administered therapeutically to
experimental animals. It is likely that DMT may have a neuroprotective role in hypoxic
conditions. Additional biological experiments (not part of my doctoral dissertation)
demonstrated that DMT administered intravenously during the experiment prevented
ischemic cell damage.

Nowadays, the black market for designer drugs is changing dynamically.
Consequently, to establish consumption, it is essential to identify and quantify newly
released synthetic cannabinoids as quickly as possible. Due to their rapid metabolism, in
many cases, despite the recognition of their consumption, the mother compound could
not be identified in biological fluids. In our work, we aimed to identify the phase |
metabolites of 4F--MDMB-BICA synthetic cannabinoid released in Hungary in 2020. In
our work, we used a new approach to identify metabolites consisting of an untargeted
LC-HRMS, a semi-targeted LC-HRMS/MS and targeted LC-MS/MS analytical
methods. The obtained HRMS data of control and treated pooled human liver
microsome (pHLM) samples were statistically compared by the Progenesis QI software,
and then the putative metabolites were manually filtered based on literature data.
Molecular ions selected manually were further studied by semi-targeted LC-
HRMS/MS measurement in order to obtain structural information of interests. The
possible substructures or structures of unknown molecular ions were determined by
manually comparing the related HRMS/MS spectra with their hypothetical
fragmentation, which was based on fragmentation of the parent compound and literature
data of other synthetic cannabinoids with similar core, linker and linked group.

A total of 33 metabolites were identified from in vitro pHLM incubation as well
as in vivo urine and blood. The application of C30 column allowed us to separate the
isomers of given metabolites, such as those of ester hydrolysis and mono-hydroxylation
within 20 min of total run time. Several biotransformations were identified in the four
major parts of 4F-MDMB-BICA, the core, the tail, the linker and the linked group:
ester hydrolysis, monohydroxylation and their combinations were selected as

characteristic metabolites. The LC-MS/MS method was successfully validated. The
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selected metabolites with parent compound 4F-MDMD-BICA were adapted to our
routine targeted LC-MS/MS method, which was validated and applied successfully in
the analysis of authentic urine and blood samples.

To the best of our knowledge, this is the first attempt to describe and analyze the
phase | metabolites of 4F-MDMD-BICA to demonstrate its consumption from urine
and blood samples. In doing so, we have greatly assisted the work of not only

Hungarian but also international forensic organisations.
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11. Fiiggelék

F1. tablazat 2D-UHPLC-HRMS mdodszer gradiens programja a szelepallasokkal

Elsé dimenzié (HILIC) Szelepallas Maisodik dimenzio (RP-LC)
Lipid Retenciés | B eluens 1. 2. Lipid Retencios | B eluens
osztalyok | idé (perc) (%) modszer modszer speciesz | idé (perc) (%)
nem- 0,0 97 0,0 30
polaris 2,0 95
lipidek, 50 95
FA 1 2 51 30
CE
LPG 8,0 30
PG
Nem- 8,0 30
polaris 10,0 95
LPI lipidek, 13,0 95
Pl 2 1 FA 13,1 30
PE CER
LPG 16,0 30
PG
16,0 30
LPE LPI 18,0 95
PC 1 2 Pl 21,0 95
PS PE 21,1 30
24,0 30
PC 24,0 30
PS LPE 26,0 95
SM 2 1 PC 29,0 95
LPC 30,0 82 PS 29,1 30
PA 31,0 50 32,0 30
PC 32,0 30
35,0 50 PS 34,0 95
35,5 97 1 2 SM 37,0 95
LPC 37,1 30
40,0 97 PA 40,0 30

F2. tablazat Eger vérplazmaban azonositott foszfolipidek és fobb kromatografias és
tomegspektrometrias adataik

?zonos.it(_)tt Megfigyelt M egfigyelt Retit:;:’jclos Molekulatomeg Témegpontossg

oszfolipid ) ion [m/z]

speciesz izomer i [pech __ i (ppm)

ESI tartomany elméleti mért

1 PG 34:2 745,5025 745,5024 -0,1

2 PG 34:1 747,5182 747,5170 -1,6

g | PO [M-H]' 2.78-2,84 749,5338 749,5328 13
(STD) U ’ ' ’

4 PG 36:4 769,5025 769,5017 -1,0

5 PG 36:2 773,5338 773,5327 -14

6 Pl 32:1 807,5029 807,5033 0,5

7 Pl 34:3 . 831,5029 831,5029 0,0

8 | Pl342 [M-H] 299318 5335186 | 8335179 08

9 Pl 36:5 855,5029 855,4998 -3,6
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F2. tablazat folytatasa Egér vérplazmaban azonositott foszfolipidek és fobb
kromatografias és tomegspektrometrias adataik

?zonos_it(_)tt Megfigyelt M egfigyelt Reti(:;:,icws Molekulatomeg Témegpontossig

oszfolipid . ion [m/z]

speciesz izomer _ [pech __ i (ppm)

ESI tartomany elméleti mért

10 Pl 36:4 857,5186 857,5184 -0,2

11 Pl 36:2 861,5499 861,5488 -1,3

12 Pl 38:6 881,5186 881,5176 -1,1

13 Pl 38:5 883,5342 883,5332 -1,1

14 Pl 38:4 [M-H] 2,99-3,18 885,5499 885,5521 2,5

15 Pl 40:7 907,5342 907,5336 -0,7

16 Pl 40:6 909,5499 909,5488 -1,2

17 Pl 40:5 911,5655 911,5615 -4.4

18 Pl 40:4 913,5812 913,5789 -2,5
LPG 14:0

19 (STD) 455,2416 455,2407 -2,0

20 LPG 18:2 [M-H] 3,24-3,36 507,2729 507,2717 -2,4

21 LPG 18:1 509,2885 509,2876 -1,8

22 LPG 22:6 555,2729 555,2726 -0,5

23 LPI 16:0 571,2889 571,2883 -1,1

24 LPI 18:2 595,2889 595,2891 0,3

25 LPI 18:0 + [M-HT 3,77-3,84 599,3202 599,3222 3,3

26 LPI 20:4 619,2889 619,2882 -1,1

27 LPI 22:6 643,2889 643,2881 -1,2
PE 0-32:1,

28 P-32:0 674,5130 674,5131 0,1

29 PE 32:0 690,5079 690,5079 -1,6
PE 0-34:3;

30 P-34:2 698,5130 698,5122 -1,1

31 PE 34:2 714,5079 714,5068 -1,5

PE 34:0

32 (STD) 718,5392 718,5382 -1,4
PE O-36:5;

33 P-36:4 722,5130 722,5128 -0,3
PE O-36:3;

34 P-36:2 726,5443 726,5448 0,7

35 PE 36:4 738,5079 738,5076 -0,4

36 PE 36:2 742,5392 742,5383 -1,2
PE O-38:7;

37 P38'6 [M-H] 3,89-4.08 746,5130 746,5120 -1,3
PE 0O-38:5;

38 P-38:4 750,5443 750,5432 -1,5

39 PE 38:6 762,5079 762,5048 -4,1

40 PE 38:5 764,5236 764,5226 -1,3

41 PE 38:4 766,5392 766,5372 -2,6
PE 0-40:7;

42 P-40'6 774,5443 744,5419 -3,1
PE 0-40:5;

43 P-40:4 778,5756 778,5746 -1,3

44 PE 40:8 786,5079 786,5080 0,1

45 PE 40:6 790,5392 790,5355 -4,7

46 PE P-42:6 802,5756 802,5751 -0,6
PE 42:10,

47 | 0-42:3, P- 810,5079 810,5074 -0,6

42:2
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F2. tablazat folytatasa Egér vérplazmaban azonositott foszfolipidek és fobb
kromatografias és tomegspektrometrias adataik
Azonositott . Megfigyelt Retencids Molekulatomeg
- Megfigyelt : id6 Tomegpontossig
foszfolipid . ion [m/z]
speciesz 1zomer [perc] (ppm)
P ESI’ tartomany elméleti mért
PS 34:0
48 (STD) 762,5291 762,5281 -1,3
49 PS 36:4 782,4978 782,4986 1,0
50 PS 36:2 786,5291 786,5280 -1,4
51 PS 36:1 [M-HT 4,35-4,48 788,5447 788,5436 -1,4
52 PS 38:6 806,4978 806,4972 -0,7
53 PS 38:5 808,5134 808,5119 -1,9
54 PS 38:4 810,5291 810,5270 -2,6
55 PS 40:6 834,5291 834,5279 -1,4
LPE 14:00
56 (STD) + 424,2470 424,2462 -1,9
57 LPE P-16:0 436,2834 436,2821 -3,0
58 | LPE O-16:0 438,2990 438,2978 -2,7
59 LPE 16:1 450,2626 450,2616 -2,2
60 LPE 16:0 452,2783 452,2775 -1,8
LPE O-
61 18:1; P- 464,3147 464,3143 -0,9
18:0 :
62 | LPE 0-18:0 [M-H] 4,74-5,06 466,3303 4663292 2.4
63 LPE 18:3 474,2626 474,2617 -1,9
64 LPE 18:2 476,2783 476,2774 -1,9
65 LPE 18:1 478,2939 478,2927 -2,5
66 LPE 18:0 480,3096 480,3084 -2,5
67 LPE 20:5 498,2626 498,2622 -0,8
68 LPE 20:4 500,2783 500,2779 -0,8
69 LPE 20:1 506,3252 506,3239 -2,6
70 LPE 22:6 524,2783 524,2776 -1,3
PC 28:0
71 (STD) 722,4973 722,4968 -0,7
72 PC 30:0 750,5286 750,5277 -1,2
PC 0-32:1;
73 P-32:0 762,5649 762,5683 45
74 PC 0O-32:0 764,5806 764,5838 4.2
75 PC 32:2 774,5286 774,5289 0,4
76 PC 32:1 776,5442 776,5442 0,0
77 PC 32:0 778,5599 778,5594 -0,6
PC 0-34:2;
78 P341 788,5806 788,5778 -3,6
79 PCP%ﬁé:l; [M+HCOO] 5,49-5,86 790,5962 790,5986 3,0
80 PC 34:3 800,5442 800,5438 -0,5
81 PC 34:2 802,5599 802,5633 4,2
82 PC 36:5 824,5442 824,5443 0,1
83 PC 36:4 826,5599 826,5620 2,5
84 PC 36:2 830,5912 830,5917 0,6
PC 0O-38:5;
85 P_384 838,5962 838,5983 2,5
g6 | 'C ggﬁg; O- 848,5442 848,5432 1,2
87 PC 38:6 850,5599 850,5590 -1,1
88 PC 38:4 854,5912 854,5927 1,8
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F2. tablazat folytatasa Egér vérplazmaban azonositott foszfolipidek és fobb
kromatografias és tomegspektrometrias adataik

?zonos_it(_)tt Megfigyelt M egfigyelt Reti(:;:,icws Molekulatomeg Témegpontossig
oszfolipid . ion [m/z]
speciesz izomer _ [pech __ i (ppm)
ESI tartomany elméleti mért
PC 0-40:6;
89 P_40°5 864,5755 864,5769 1,6
90 PC 40:8 874,5599 874,5601 0,2
91 PC 40:7 . 876,5755 876,5740 -1,7
92 PC 40:6 [M+HCOO] 5,49-5,86 878,5912 878,5903 -1,0
93 PC 42:8 902,5912 902,5923 1,2
94 PC 42:7 904,6068 904,6060 -0,9
95 PC 42:6 906,6225 906,6212 -14
SM 30:1
96 (STD) 691,5034 691,5024 -14
97 SM 32:1 719,5340 719,5340 0,0
98 SM 33:1 733,5496 733,5493 -0,4
99 SM 34:2 745,5496 745,5497 0,1
100 SM 34:1 747,5653 747,5658 0,7
101 SM 34:0 749,5809 749,5819 1,3
102 SM 35:1 761,5809 761,5788 -2,8
103 SM 36:3 771,5653 771,5648 -0,6
104 SM 36:2 773,5809 773,5804 -0,6
105 SM 36:1 775,5966 775,5985 2,4
106 SM 36:0 777,6122 732,6145 3,0
107 SM 37:1 789,6122 789,6116 -0,8
108 SM 38:2 [M+HCOO] 5,86-6,21 801,6122 801,6133 14
109 SM 39:2 815,6279 815,6289 1,2
110 SM 39:1 817,6435 817,6443 1,0
111 SM 40:3 827,6279 827,6291 14
112 SM 40:2 829,6435 829,6464 3,5
113 SM 40:1 831,6592 831,6622 3,6
114 SM 41:2 843,6592 843,6599 0,8
115 SM 41:1 845,6748 845,6760 14
116 SM 42:4 853,6436 853,6428 -0,9
117 SM 42:3 855,6592 855,6613 2,5
118 SM 42:2 857,6748 857,6772 2,8
119 SM 43:2 871,6905 871,6890 -1,7
120 SM 43:1 873,7061 873,7056 -0,6
121 SM 44:2 885,7061 885,7048 -1,5
122 LPC 14:.0 512,2989 512,2994 1,0
123 | LPC P-16:0 524,3353 524,3347 -1,1
124 | HPCV 526,3500 | 526,3507 04
125 LPC 16:1 538,3145 538,3148 0,6
126 | LPC16:0 540,3302 540,3305 0,6
127 | LPC P-18:0 i 552,3302 552,3284 -3,3
LPC O- [M+HCOO] 6,47-6,81
128 180 554,3822 554,3828 1,1
129 | LPC18:2 564,3302 564,3307 0,9
130 | LPC18:0 568,3615 568,3639 42
131 LE’SCTES’)'O + 5823771 | 5823769 03
132 LPC 20:4 588,3302 588,3306 0,7
133 LPC 20:1 594,3771 594,3766 -0,8
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F2. tablazat folytatasa Egér vérplazmaban azonositott foszfolipidek és fobb
kromatografias és tomegspektrometrias adataik

N . . Retencios ..
Azonos_lt(_)tt M_egflgyelt Megflgyelt idé Molekulatomeg Témegpontossig
foszfolipid izomer ion [m/z]
speciesz [perc] (ppm)
ESI tartomany elméleti mért

134 | LPC 20:0 596,3928 596,3928 0,0
135 | LPC22:6 + [M+HCOOY 6,47-6,81 612,3302 612,3307 0,8
136 | LPC22:4 616,3615 616,3611 -0,6

F3. tablazat Egéragyban azonositott foszfolipidek és fobb kromatografias és
tomegspektrometrias adataik

Flc;;zil(‘jo Foszfqlipid Retencios idé Molekulatémeg (m/z) pIn(;tl:::;gég Szorong:lzﬁirﬁi(t:s;t?;gog )n belili
osztaly Speciesz (perc) elméleti mért (ppm) DHPC VHPC PFC
LPG 16:0 9,02 4832729 | 4832722 1,4 14,34 20,69 21,32
LPG 18:1 9,65 509,2885 | 509,2892 14 432 6,19 4.46
LPG 18:0 9,63 511,3042 | 511,3056 27 81,33 73,11 74.23
PG 32:0 10,40 7215025 | 7215011 1,9 31,05 35,53 33,79
PG 342 10,22 7455025 | 7455009 2.1 1,79 133 173
PG 364 10,30 769,5025 | 769,5014 14 18,60 2151 2544
PG 362 10,36 7735338 | 7735316 238 23,63 15,94 13,73
PG 36:1 10,52 7755494 | 7755480 18 4,83 4,07 3,57
PG 38:6 10,26 7935025 | 793,5031 0.8 2,09 1,66 157
PG 384 10,42 7975338 | 7975324 18 18,01 19,95 20,17
LPI 160 16,85 571,2889 | 571,2880 G 8.84 6.61 9.4
LPI 18:1 16,92 597,3045 | 597,3039 1,0 7,58 713 6,97
LPI 18:0 (sn-2) 17,08 599,3202 | 599,3196 1,0 541 438 5,05
LPI 18:0 (sn-1) 17,16 599,3202 | 599,3195 12 4755 38,07 39,89
LPI 204 16,73 619,2880 | 619,2881 13 30,62 4381 38,85
Pl 34:2 18,19 8335186 | 8335162 2.9 0,01 0,01 0,01
Pl 365 18,22 8555029 | 8555046 2.0 0,02 0,03 0,03
Pl 364 18,19 857,5186 | 857,5167 272 5,27 7,26 5,92
Pl 362 18,31 861,5499 | 861,5489 12 0,16 0,13 0,05
Pl 361 18,42 863,5655 | 863,5636 22 1,08 0,87 0,28
PI 0'3388':4?; P- 18,36 871,5706 | 871,5697 1,0 0,14 0.1 0.1
Pl 386 18,15 8815186 | 8815171 17 0.6 0,71 0,71
Pl 385 18,20 8835342 | 8835326 1,8 49 6,03 442
Pl 384 18,31 8855499 | 8855493 20,7 8528 82,42 86,45
Pl 407 18,17 907,5342 | 907,5324 20 0,09 0.1 0,09
Pl 406 18,28 909,5499 | 909,5485 15 1,65 2,08 1,84
Pl 405 18,29 911,5655 | 911,5681 2.9 0,06 0,08 0,02
Pl 404 18,40 9135812 | 9135799 14 021 0,17 0,07
PE 3211 18,54 688,4923 | 688,4912 G 0,16 011 0.13
PE 320 18,66 690,5079 | 690,5069 14 0,04 0,02 0,04
PE 0'33‘2?2' i 18,61 698,5130 | 6985121 1,3 0,16 01 01
PE 0'33‘2:21' = 18,72 700,5287 700,5278 -1,3 4,91 5,18 4,23
PE 342 18,56 7145079 | 714,5061 25 04 0,38 0,38
PE 341 18,68 716,5236 | 716,5225 15 123 13 1,48
PE 0'33%3' . 18,59 7225130 | 7225113 2.4 555 258 3,01
PE 033%3; = 18,72 7265443 | 726,5433 14 6,59 5,54 3,98
PE 351 18,66 730,5392 | 730,5380 16 0,09 0,01 0,02
PE 365 18,42 736,4923 | 736,4914 12 0,07 0,08 0,08
PE 364 18,54 738,5079 | 738,5069 14 1,34 137 1,37
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F3.

tablazat folytatasa Egéragyban azonositott foszfolipidek és fobb kromatografias és

tomegspektrometridas adataik

Foszfo- . s san .. Tomeg- Szorongo egerek osztalyokon beliili
lipid F(S)S?;?:;szld Ret?neclr(g idé Molekulatdmeg (m/2) pontossag relativ intenzitas (%)
osztily P P elméleti meért (ppm) DHPC VHPC PFC
PE 36:3 1858 7405236 | _740,5219 23 025 032 0.15
PE 36:2 18,68 7425392 | 742,5384 11 0.17 011 0.15
PE 361 18,78 7445549 | 74,5537 16 317 2,64 2,38
PE 08T P 18,54 7465130 | 7465124 08 12,83 12,01 12,79
PE 0385 - 1871 7505443 | 750,5431 1,6 8,2 901 1025
PE O 18,82 7545756 | 754,5741 2 355 253 185
PE 38:6 1850 7625079 | 7625080 01 6.87 735 7.86
PE 385 18,56 764,5236 | 764,5254 24 0,39 0,36 0,39
PE 38:4 18,67 7665392 | 7665373 25 9,93 10,94 10,78
PE 38:3 18,73 7685549 | 768,5537 16 0,03 0,01 0,04
PE 3822 18,78 7705705 | _770,5689 2.1 03 0,18 013
PE O 08, - 18,55 7725283 | 7725276 0,9 3,45 3,08 3,37
PE 381 1893 7725862 | 7725850 16 0,06 0,01 0,01
PE O 18,66 7745443 | 7745429 18 16,7 16,25 16,38
PE 38:0 18,90 7746018 | 7746019 0.1 0,05 0,02 0,02
PE O, - 18,95 7826069 | 782,6069 0 0,72 057 0,33
PE oo P 19,12 784,6226 | 784,627 11 041 0,30 018
PE 20:6 18,63 7905392 | 7905376 2 13,05 13,07 1533
PE 2055 18,83 7925549 | 792,5526 2.9 0,04 0,04 0,03
PE 20:4 18,75 794,5705 | _794,5682 2.9 2,14 218 2,39
PE 2011 19,04 800,6175 | 80,6172 04 0,05 0,02 0,01
I R e I CXT 8106382 | 8106372 12 0,09 0,05 0,03
PE 225 18,64 8205862 | 820,5859 04 0,12 0.18 0,17
PE 1222 18,87 8266331 | 8266316 18 031 0,30 0,20
LPE P-16:0 25,37 4362834 | 436,2628 14 1055 7.96 1138
LPE 16:0 2507 452,2783 | 4522177 13 797 6,99 9,16
LPE 0'1188:%' P- 25,71 464,3147 | 464,3141 -13 20,04 12,79 135
LPE 1822 2512 4762783 | 4762774 19 0.13 0.1 0.14
LPE 181 (sn-2) 25,28 4782039 | 4782034 1 121 107 118
LPE 18:1 (sn-1) 25,35 478,2039 | 478,2034 1 735 7.13 7,00
LPE 18:0 (sn-2) 25,55 480,3096 | 480,3090 12 31 4,36 3,69
LPE 18:0 (sn-1) 25,62 4803096 | _480,3095 0.2 24,11 29,14 24.9
LPE 204 2511 500,2783_| 500,279 0.8 10,03 12,06 10,32
LPE 201 (sn2) 25,60 5063252 | 506,325 14 0.13 0.18 0,08
LPE 20:1 (sn-1) 25,66 5063252 | 506,326 12 0,62 055 0,28
LPE 226 25,08 524,2783 | 524,2777 11 13,66 1746 18,1
LPE 2211 (sn-2) 25,92 534,3565 | 534,355 13 0,02 0,01 0,01
LPE 22:1 (sn-1) 2551 534,3565 | 534,361 0,7 0,17 0,20 0,24
PC 30:0 26,54 7505286 | 750,5281 20,7 0,19 0,09 0,15
PC O 26,74 762,5649 | 762,5650 01 013 0,09 0,10
PC 321 26,58 7765442 | 7765457 19 133 104 132
PC 32:0 26,67 7785509 | 778,507 03 17 16,00 1693
PC O3 34,21 7865286 | 7865282 05 012 042 023
PC Sy 26,77 7905962 | 7905939 -2.9 1,74 1,36 L
PC 0-34:0 26,94 7926119 | _792,6119 0 033 021 0.26
PC 3433 26,50 800,5442 | 80,5441 0.1 0,01 0,00 0,01
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F3. tablazat folytatasa Egéragyban azonositott foszfolipidek és fobb kromatogrdfias és
tomegspektrometrids adataik.

Foszfo- L s s . Tomeg- Szorongo egerek osztilyokon beliili
lipid F(SJsgng Spzld Retencios idé Molekulatémeg (m/z) pontossig relatiy intenzitds (%)

osztily P (perc) elméleti meért (ppm) DHPC VHPC PFC
PC 342 26,59 802,5599 | 802,5576 2,9 1,10 131 1,39
PC 341 26,69 8045755 | 804,5748 0,9 23,78 21,73 22,97
PC 34:0 26,82 8065912 | 806,5929 2,1 8,73 9,69 10,60
PC O'%%_‘Z P- 34,22 8105286 | 810,5282 05 0,18 0,54 0,21
PC O 25,61 812,5806 | 812,5829 28 0,01 0,00 0,02
PC 033%21 P- 26,88 816,6119 | 816,6115 05 0,07 0,02 0,02
PC 3655 26,44 8245442 | 8245444 0.2 0,11 0,13 0,15
PC 36:4 26,55 8265599 | 826,5508 0,1 7,63 8,43 7,84
PC 363 26,62 8285755 | 8285747 1,0 0,02 0,04 0,02
PC 36:2 26,72 8305012 | 830,5894 27 1,77 1,45 1,52
PC 36:1 26,83 832,6068 | 832,6062 0,7 15,98 16,08 14,50
PC 0'3388'_43; P- 26,75 8406119 | 840,6116 04 0,20 0,34 0,27
PC 0585 26,85 842,6275 | 8426260 18 0,19 0,27 0,19
PC 38:7, 0-38:0 26,40 8485442 | 8485446 05 0,04 0,05 0,07
PC 38:6 26,51 8505599 | 850,5596 04 8,20 9,49 9,52
PC 385 26,73 8525755 | 852,5731 2,8 - 0,01 0,01
PC 384 26,69 8545012 | 854,5906 0,7 337 2,98 2,89
PC 3822 26,36 858,6225 | 858,6201 2,38 0,29 0,19 0,15
PC 38:1 26,99 860,6381 | 860,6365 1,9 1,92 1,67 1,05
PC O"Z%_% P- 26,58 8645755 | 864,5746 1,0 0,01 0,00 0,01
PC 40:8 26,37 8745599 | 874,5587 14 0,83 1,50 1,40
PC 40:7 26,53 8765755 | 876,5742 15 0,80 0,93 1,15
PC 40:6 26,64 8785912 | 878,5908 05 2,40 2,68 2,84
PC 4055 26,74 880,6068 | 880,6047 24 0,07 0,06 0,09
PC 40:4 26,78 882,6225 | 882,621 16 0,49 0,52 0,49
PC 40:2 26,98 886,6538 | 886,653L 0,8 0,43 0,31 0,13
PC 40:1 27,18 888,6694 | 888,6687 0,8 0,47 0,31 0,21
PC 42:9 26,48 9005755 | 900,5751 04 0,01 0,00 0,01
PC 42:7 26,64 904,6068 | 904,6060 0,9 0,03 0,03 0,03
PS 341 34,39 7605134 | 760,5147 1,7 0,25 0,39 0,53
PS 36:1 34,52 7885447 | 788,5427 25 10,63 4,67 2,56
PS 385 34,24 8085134 | 808,5138 05 0,07 0,06 0,06
PS 384 34,22 8105291 | 810,5283 1,0 5,62 3,75 2,42
PS 383 34,26 8125450 | 812,5435 15 0,18 0,67 0,39
PS 3822 34,34 8145604 | 814,5504 12 0,34 1,08 0,69
PS 38:1 34,46 8165760 | 816,5746 17 0,93 1,56 0,71
PS 407 26,29 8325134 | 8325114 24 1,22 1,10 1,59
PS 40:6 26,37 8345291 | 834,5281 12 78,78 84,35 89,53
PS 40:3 26,63 8405760 | 840,5743 2,0 0,33 0,29 0,27
PS 42:9 34,34 8565134 | 856,524 12 1,63 2,10 1,25
LPC 14:0 32,88 512,2089 | 512,2986 0,6 1,81 1,65 1,81
LPC P-16:0 33,33 5243353 | 524,3357 0,8 0,06 0,00 0,03
LPC 0-16:0 33,33 526,3509 | 526,3494 2.8 0,16 0,02 0,05
LPC 16:1 32,98 5383145 | 5383144 0,2 1,10 1,00 1,71
LPC 16:0 (sn-2) 33,16 540,3302 | 540,3302 0,0 6,01 6,36 8,53
LPC 16:0 (sn-1) 33,24 540,3302 | 540,3306 0,7 4313 35,10 35,79
LPC 182 33,09 564,3302 | 564,3301 0.2 0,59 0,41 0,76
LPC 18:1 33,32 566,3458 | 566,3458 0,0 25,66 28,05 25,67
LPC 18:0 3357 568,3615 | 568,3612 05 10,54 12,65 9,58
LPC 20:4 33,08 588,3302 | 588,3301 0.2 7,10 9,60 9,54
LPC 20:3 EE 500,3458 | 590,3451 12 0,14 0,09 0,18
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F3. tablazat folytatasa Egéragyban azonositott foszfolipidek és fobb kromatogrdfias és
tomegspektrometrids adataik.

Foszfo- L s s . Tomeg- Szorongo egerek osztalyokon beliili
lipid F(SJSEL(?QSDZId Retinglr(g id6 Molekulatomeg (m/2) pontossag relativ intenzitas (%)
osztily P P elméleti meért (ppm) DHPC VHPC PFC
LPC 20:1 33,63 594,3771 594,3770 -0,2 1,06 1,07 0,94
LPC 20:0 33,87 596,3928 596,3927 -0,2 0,16 0,02 0,07
LPC 22:6 33,06 612,3302 612,3300 -0,3 2,47 3,96 5,34
PA 34:1 34,34 673,4814 673,4804 -15 21,95 22,84 26,88
PA 36:2 34,34 699,4970 699,4965 -0,7 3,21 0,68 1,06
PA 36:1 34,47 701,5127 701,5118 -1,3 21,82 12,99 13,70
PA 40:6 34,29 747,4970 747,4972 0,3 53,03 63,50 58,36
SM 34:1 34,40 747,5653 747,5632 -2,9 4,00 5,18 4,85
SM 34:0 34,46 749,5809 749,5787 -2,9 0,10 0,01 0,09
SM 35:1 35,63 761,5809 761,5787 -2,9 1,52 1,18 1,29
SM 36:2 34,44 773,5809 773,5808 -0,1 5,96 8,08 8,32
SM 36:1 34,55 775,5966 775,5965 -0,1 76,00 72,33 77,23
SM 38:1 34,72 803,6279 803,6279 0,0 3,19 4,23 3,04
SM 40:1 34,91 831,6592 831,6615 2,8 0,58 1,26 0,23
SM 42:2 34,87 857,6748 857,6746 -0,2 8,66 7,73 4,95
F4. tablazat A 2D-UHPLC-HRMS mérés soran azonositott szignifikans kiilonbséget
mutato agyi foszfolipid specieszek valtozdsa Szorongo és nem szorongé egerek
agyrégioiban
Csucsteriilet szazalékos
. L o, - . Szignifikancia valtozasa a nem
Egéragy régio Foszfolipid speciesz
érték (p) szorong6 egértorzshoz
képest
DHPC PE 40:5 < 0,001 27
DHPC PE 0-36:3, P-36:2 0,011 60
DHPC PE 0-38:3, P-38:2 0,017 62
DHPC PE 34:1 0,020 84
DHPC PE O-40:7, P-40:6 0,023 75
DHPC SM 36:1 0,041 123
VHPC PE 40:5 0,001 16
VHPC PC 38:5 0,002 56
VHPC PC 0-34:1, P-34:0 0,004 58
VHPC PC 40:2 0,007 34
VHPC PC 40:4 0,009 65
VHPC PC 0-36:2, P-36:1 0,010 16
VHPC PE O-40:7, P-40:6 0,013 77
VHPC PE 34:1 0,015 78
VHPC PC 36:3 0,015 30
VHPC PE O-40:8, P-40:7 0,016 80
VHPC PC 38:1 0,020 61
VHPC PE 38:4 0,021 79
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FA4. tablazat folytatisa A 2D-UHPLC-HRMS mérés soran azonositott szignifikans
kiilonbséget mutato agyi foszfolipid specieszek valtozdsa szorongo és nem szorongo

egerek agyregioiban
Csucsteriilet
Egéragy régio Foszfolipid species? Szignifikancia szazalékos valtozasa
érték (p) a nem szorongo
egértorzshoz képest
VHPC P136:5 0,029 59
VHPC PC 40:6 0,030 73
VHPC PE 40:6 0,032 84
VHPC PG 32:0 0,037 76
VHPC PC 38:7, 0-38:0 0,037 50
VHPC PC 34:2 0,040 76
VHPC PE 0-38:5, P-38:4 0,040 79
VHPC PC 0-32:1, P-32:0 0,040 65
PFC PE 40:5 < 0,001 384
PFC PE 38:0 0,003 24
PFC PA 40:6 0,006 159
PFC PS 36:1 0,007 40
PFC PA 36:2 0,019 221
PFC PC 42:9 0,019 256
PFC PS 40:6 0,026 71
PFC PE 0-38:3, P-38:2 0,031 61
PFC LPE 20:1 (sn-2) 0,031 34
PFC PG 34:2 0,039 179
PFC LPG 18:0 0,042 174
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F5. tablazat A célzott 2D-UHPLC-HRMS/MS modszer gradiens programja mindkét dimenzioban, szelepvaltasokkal

Els6 dimenzi6 gradiens programja Masodik dimenzi6 gradient programja Szelepvaltasok
Id6 (perc) B% Aramlasi Idé (perc) B% Aramlési Idé (perc) Szelep 1 Szelep 2
sebesség sebesség
(ml/perc) (ml/perc)
0,00 85 0,3 0,00 2 0,5 0,00 2. Pozicid 2. Pozicio
1,80 1. Pozicié 1. Pozicié
3,00 2 0,5
3,10 2 0,3
3,50 2 0,3 3,5 2. Pozicio 2. Pozicio
4,00 85 0,3
4,50 50 1,0
5,50 100 0,3
6,00 100 0,3
6,10 100 0,5
6,50 50 1,0
7,00 85 1,2
8,00 1. Pozicid 1. Pozicid
8,01 2. Pozici 2. Pozicid
9,00 100 0,5
9,50 2 0,5 9,50 1. Pozici6 1. Pozicid
9,51 2. Pozicid 2. Pozicid
9,90 85 1,2
10,00 85 0,3 10,00 2 0,5



F6. tablazat A f6bbLC-HRMS/MS adatai a 4F-MDMB-BICA anyavegyiilet (P) és az azonositott I. fazisu metabolitjainak szerkezeti informdcioi
retencios idejiik (tg) sorrendjében. A rangsorolashoz osszehasonlitottuk az egyes metabolitok és a belso standard (AB-FUBINACA-D4) atlagos
csucstertiletaranyat. ND: nem detektalt.

Rangsor
Karakterisztikus ~ Biotranszformacé . Elméleti t Elméleti maj-
ID  Biotranszformacié feltételezett hel Osszegképlet tomeg [ eF:'c] fragmensionok mikroszé- Vizelet Vizelet Vizelet Vizelet Vizelet Vér Vér
eltctelezett helye M+H] P tomege [m/z] ! m‘:z" 1 2 3 4 5 1 2
218,0976
P 4F-MDMB-BICA CxoHFN,O;  363,2078 11,54 144 0444 1 ND 17 ND ND ND 1 2
Eszter hidrolizis + kapcsolt csoport és 144 0444
MO01  N-dealkilacio + mag és kapcsolt CisHisN,O3  273,1234 3,75 ! 13 6 3 ND ND ND ND 7
. . 116,0495
dehidrogénezés csoport
N-dealkilacio + mag és kapcsolt 144,0444
MO02 mono-hidroxilezés csoport CisH2oNO4  305,1496 3,90 162.1125 20 ND 13 ND ND ND ND ND
N-dealkilacio+ , 160,0393
MO03 mono-hidroxilezés mag és mag CisHoN,Os  305,1496 4,02 132,0444 17 ND 18 ND ND ND ND ND
N-dealkilacio + ) 160,0393
MO04 mono-hidroxilezés mag és mag C16H20N-04 305,1496 4,55 132.0444 8 9 8 ND ND ND ND ND
2 I mag és kapcsolt 234,0925
MO05  Di-hidroxilezés csoport CxoHFN,Os  395,1977 4,72 160,0393 25 ND ND ND ND ND ND ND
Oxidativ 232,0968
MO06  defluorozas + farok és mag CyoHsN,05 377,2071 5,34 ! 30 13-14 15 ND ND ND ND ND
. S 160,0393
mono-hidroxilezés
N-dealkilacié + . 160,0393
Mo7 mono-hidroxilezés mag és mag CisHoN,O4  305,1496 5,61 132,0444 21 12 11 ND ND ND ND ND
Eszter hidrolizis + kapcsolt csoport és 234,0925
M08 mono-hidroxilezés mag CigH2sFN,O,  365,1871 5,65 1600393 26 3 4 ND 3 ND ND 9
Eszter hidrolizis +
o kapcsolt csoport és 216,1019 12-
M09  oxidativ ) farok CiHxN,Os  347,1965 5,68 144,0444 ND ND 14 ND ND ND ND 13
defluorozas
Lo - . 144,0444
M10 Di-hidroxilezés farok és farok CyH,7FN,Os  395,1977 571 2500874 27 ND ND ND ND ND ND ND
Eszter hidrolizis + mag és kapcsolt 218,0976
M11 mono-hidroxilezés csoport CioHsFN,O,  365,1871 5,90 144,0444 28 5 6 ND ND ND ND 5)
M12  Amid hidrolizis kaposold csoport  CigHuFNO,  236,1081 6,00 gggggi 12 7 10 ND  ND 2 ND ND
Eszter hidrolizis + kapcsolt csoport és 234,,0925
M13 mono-hidroxilezés farok CigHsFNO,  365,1871 6,07 1440444 ND 10 ND ND ND ND ND ND
M14  Di-hidroxilezés mag és farok CxoH27FN,Os 3951977 6,13 ;gggggi 29 ND ND ND ND ND ND ND
M15  Di-hidroxilezés mag és farok CxoHFN,Os  395,1977 6,50 LEN(UEE 19 ND ND ND ND ND ND ND

250,0874



F6. tablazat folytatisa A f6bbLC-HRMS/MS adatai a 4F-MDMB-BICA anyavegyiilet (P) és az azonositott 1. fazisu metabolitjainak szerkezeti

informacioi retencios idejiik (tg) sorrendjében. A rangsoroldashoz ésszehasonlitottuk az egyes metabolitok és a belsé standard (AB-FUBINACA-
D4) atlagos csucsteriiletaranyat. ND: nem detektalt.

ID

M16

M17

M18

M19

M20

M21

M22

M23

M24

M25

M26

M27

M28

M29

M30

M31

M32

M33

Biotranszformacio

Eszter hidroliziss +
mono-hidroxilezés

Di-hidroxilezés
N-dealkilacio

Karboxilezés

N-dealkilezés +
mono-hidroxilezés

Butansav
Mono-hidroxilezés

Di-hidroxilezés

Oxidativ
defluorozas

Mono-hidroxilezés

Eszter hidrolizis +
dehidrogénezés

Mono-hidroxilezés
Mono-hidroxilezés
Eszter hidrolizis

Mono-hidroxilezés
Mono-hidroxilezés
Mono-hidroxilezés

Mono-hidroxilezés

Karakterisztikus
metabolit

majmikroszoma

(1.), vizelet (2.)

majmikroszoma
(2.), vér (2)

vizelet (1.), vér

@)

Biotranszformacé
feltételezett helye

kapcsolt csoport és
mag

farok és farok
mag
kapcsolt csoport
mag és mag
farok
kapcsolt csoport
farok és farok
farok

mag

kapcsolt csoport és
kapcsolt csoport

mag
farok
kapcsolt csoport
farok
farok
mag

mag

Osszegképlet

Ci1gH25FN,O4
CaoH27FN20s
Ci6H20N203
CaoH25FN205
Ci6H20N204
CioH26N20s5
CaoH27FN,O4
CaoH27FN20s
CaoH2sN204
CaoH27FN,O4
C19H23FN20;
CaoH27FN,O4
CaoH27FN,O4
C19H25FN205
CaoH27FN,O4
CaoH27FN204
CaoH27FN2O4

Caz0H27FN20,4

Elméleti
tomeg
[M+H]"

365,1871
395,1977
289,1547
393,1820
305,1496
375,1914
379,2028
395,1977
361,2122
379,2028
347,1765
379,2028
379,2028
349,1922
379,2028
379,2028
379,2028

379,2028

tr
[perc]
6,70
6,90
7,32
7,41
7,43
7,97
7,98
8,09
8,09
8,09
8,17
8,34
8,53
8,83
9,11
9,24
9,36

12,11

Elméleti
fragmensionok
tomege [m/z]

234,0925
144,0444
335,1765
250,0874
144,0444
116,0495
218,0976
144,0444
160,0393
132,0444
230,0812
144,0444
218,0976
144,0444
335,1765
250,0874
216,1019
144,0444
234,0925
160,0393
218,0976
144,0444
234,0925
144,0444
234,0925
144,0444
218,0976
144,0444
144,0444
234,0925
144,0444
234,0925
234,0925
160,0393
234,0925
160,0393

maj-
mikroszo-
ma
31
18
2
24
23
ND
7
22

16

11

10

14

Vizelet
1

15

ND

ND

13-14

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

11

ND

Vizelet
2

20

ND

19

9

ND

7

12

ND

ND

ND

ND

ND

ND

16

ND

Rangsor

Vizelet
3

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
1
ND
ND
ND
2
ND
ND
ND

ND

Vizelet
4

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

1

ND

ND

ND

2

ND

ND

ND

ND

Vizelet
5

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

3

ND

ND

ND

1

ND

ND

ND

ND

Vér

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Vér

ND

ND

ND

ND

ND

ND

10

12-
13

14

ND

ND

ND

11







