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IRODALMI ATTEKINTES

A hibrid kvadrupol Orbitrap tomegspektrométerekben 6tvozodnek a kiilonb6zo
tomeganalizatorok altal biztositott elénydk tigy, mint a kvandrupdl tdmeganalizatorok
szlildion szelekcidja, valamint az Orbitrap tomeganalizator segitségével megvaldsithato
nagyfelbontasu adatgytijtés. Elonyos tulajdonsagai 1évén ezen késziilékek mennyiségi
meghatarozas szempontjabol képesek felvenni az erre a célra leginkabb elterjedt harmas
kvadrupol témegspektrométerekkel is a versenyt. Abban az esetben, ha egy médszerben
10 vagy annal tobb komponenst vizsgalunk egyszerre a teljes mérési ciklus tul sok merési
eseménybdl tevédik Ossze, igy jelentOs érzékenységvesztést tapasztalunk. Az
érzékenységvesztés oka, hogy az Orbitrap tdmeganalizator mérési ideje joval tobb id6t
vesz igénybe, mint a sziildionok gytiijtése csapdazasa és fragmentalésa, igy tul sok mérési
esemény esetén a teljes ciklusidé annyira hosszu lesz, hogy a késziilék nem képes
elegend6 adatpont gylijtésére a teljes kromatografias cstics mentén. Az Orbitrap
tdmeganalizator mérési ideje nem csokkenthetd mivel igy elveszne a készélik egyik
legnagyobb eréssége a nagy tomegfelbontas. Ezt a problémat hivatott orvosolni a
multiplex merési technika (MSX), melynek alkalmazésa esetén a készulék folyamatosan
gyljti, csapdazza és fragmentdlja a kiilonbozd sziiléinokat, majd azokat egyszerre
injektalja az Orbitrap tomeganalizatora. Ezaltal jelentésen csokkenthetd a mérési
események szdma és rovidithetd a teljes mérési ciklus, igy a késziilek tobb adatpont
rogzitésére képes egy kromatogréfias csics mentén. A MSX technika alkalmazésa
mellett a késziilék valamennyi elektro-optikai berendezése a teljes mérési ciklusban
hasznos munkat végez, ezaltal a készllék teljesitménye maximalisan kihasznalhato.
Mivel a begyijtott sziildinokat vagy fragmenseket a késziilék egy idében analizalja, azok
egyszerre jelennek meg a tdmegspektrumon.

A multiplex mérési technikat elsdként a proteomikdban alkalmaztak
adatfliggetlen mérési izemmoddal (DIA) kombinalva. Jelentds eredményeket értek el
peptidek fehérjék kvalifikdlasaban és kvantifikédlasdban. Ugyancsak DIA mérési
uzemmoddal kombinélva hasznaltak kismolekulak, peszticidek, gyogyszermaradvanyok
és mikotoxinok kimutatasara. A szakirodalomban taldlhaté multiplex modszerek
azonban igen hosszUak, egy minta analizise 15-60 percet vesz igénybe. Tovabba nem
talalunk a szakirodalomban olyan tanulmanyokat, amik a multiplex technikat a késziilék
legszelektivebbnek mondhatd parhuzamos reakcio analizis (PRM) Uzemmodjaval



parositjak mennyiségi meghatarozas céljabdl, vagy gyors, akar egy perces modszerekben
hasznalnak.

Az €16 szervezetekben taldlhatd kdzponti metabolitok meghatarozasa kiilondsen
fontos, hiszen mennyiségi valtozasukbdl szdmos betegségre kovetkeztethetiink. A
kdzponti metabolitok nagy szama, valtozatos kémiai tulajdonsagai és szeles koncentracio
tartomanyt feloleld eléfordulasuk a biologiai mintdkban nagy kihivast jelent analitikai
szempontbdl. Analizisik folyadekkromatografiaval csatolt tomegspektrometriaval (LC-
MS) igencsak nehézkes hiszen poléris, szolvatalt korulmények kozott ionos vagy
ikerionos mivoltuk miatt az altalanosan elterjedt forditott fazisu toltetek nehézkesen
hasznalhatok. A probléma kikiiszobolhetd szarmazékképz6 reagensek alkalmazasaval,
ionpér-képz6 kromatografia, vagy hidrofil interakcios folyadékkromatogréfia
hasznélataval, &m ezek a megoldasok segitségével rovid, 5 percnél rdvidebb
analizisidével rendelkezé mddszerek nem fejleszthetdk.

Ugyancsak nagy Kkihivas elé allitja az ezzel foglalkoz6 analitikusokat a
fonalasgombék &ltal extracellurélisan kivalasztott mérgezé hatdsi vegylletek, a
mikotoxinok mennyiségi meghatarozéasa. Bizonyos ¢élelmiszerekben felsé hatarukat az
Eurdpai Unidban az Eurdpai Bizottsag 1881/2006/EK rendelete szabalyozza. A rendelet
feldolgozatlan blzaban és kukoricdban az aflatoxin B1, aflatoxin B2, aflatoxin Gl1,
aflatoxin G2, zearalenon, ochratoxin A, dezoxynivalnenol, fumonisin B1 és fumonisin
koncentraciok kimutatasara a legelterjedtebbek az LC-MS alapd modszerek. A gabona
mintakbol hatékony kinyerésiikre az eredetileg novényvéddszerek meghatarozasara
alkalmazhat6 QUEChERSs minteel6készitési eljaras, a leginkabb elterjedt eszkoz. Bar a
szakirodalomban szamos multitoxin modszer elérhetd, benniik egy minta analizise
legtdbbszor 8-15 percet vesz igénybe, illetve nem talalunk olyan gyors madszereket, ahol

nagyfelbontast Orbitrap készlléket hasznalnanak.



CELKITUZESEK

Doktori munkam soran célom volt olyan multiplex mérési technikat PRM mérési
Uzemmadddal kombinald modszerek fejlesztése, melyek segitségével a vizsgalt
komponensek egy percnél rovidebb analizisidvel vizsgalhatok. Ennek érdekében az

alabbi célokat tliztem ki:
1. PRM-MSX modszerek fejlesztéséhez sziikséges alapelvek kidolgozasa.

2. PRM-MSX moddszer fejlesztése  kdzponti  metabolitok  mennyiségi

meghatarozasahoz.

3. PRM-MSX moédszer fejlesztése hatarértékkel rendelkez6 mikotoxinok

kvantitativ méréséhez feldolgozatlan buza és kukorica matrix esetén.

4. Fejlesztett modszerek validalas az érvényben 1évé validacidés utmutatoknak

megfelelden.

5. Fejlesztett mddszerek 0©sszehasonitdisa MSX technikdt nem alkalmazo,

szakirodalmi peldak alapjan fejlesztett modszerekkel.



ALKALMAZOTT MODSZEREK

Mintaelokészitési modszerek:

Szilard-folyadék extrakcid

Modositott QuEChERs mintaelokészitési modszer mely az alabbi elemekbdl
tevodott 6ssze: szilard-folyadék extrakcid, kisdzasos folyadék-folyadék extrakcid
(SALLE), diszperz fazisu szilard fazisu extrakcio (dSPE), beparlas visszaoldas.
Matrix azonos kalibrécids oldatsorozat alkalmazéasa buza és kukorica maétrix

esetén.

Validalasi paraméterek meghatarozasa:

Kimutatas és detektalas also hataranak megallapitasa

Dinamikus tartomany meghatarozésa

Matrixhatas meghatarozasa utélagos extraktum adagolasos maédszerrel
Matrixfaktor meghatarozasa kukorica és bliza matrix esetén

Visszanyerés meghatarozas kukorica és blza matrix esetén

Méréstechnikai modszerek

Nagyfelbontasu tomegspektrometria.
Aramlasba torténd injektalasos analizis.
Nagyhatékonysagu folyadékkromatogréafia.

Ultra nagyhatékonyséagu folyadékkromatografia.



Eredmeények

1. PRM-MSX mddszerek fejlesztéséhez sziikséges alapelvek kidolgozasa.

Meghataroztuk azokat az alapelveket, amik egy sikeres mulitplex mddszer
kidolgozédsdhoz sziikségesek. Megallapitottuk, hogy multiplex technika alkalmazésa
esetén egy merési eseményeben csak olyan vegyuletek vizsgalhatok melyek legalabb egy
darab egyedi pontos tomegl fragmenssel rendelkeznek. Két fragmenst akkor tekintettlink
kiilonbozdének, ha legalabb 50 ppm eltérés volt tomeg/ toltés értékiik kozott. Amennyiben
ez a feltétel nem teljesul, Ugy a vegylleteket kilén mérési eseménybe kel sorolni.
Megallapitottuk, hogy izobar vegyuleteket, illetve olyan vegyileteket, amik prekurzor
m/z értékei kozott kisebb a kulonbség mint 0,4 m/z, egy mérési eseménybe Kkell
elhelyezni, kilénbséget viszont csak akkor tudunk koztiik tenni, ha legalabb egy darab
egyedi fragmenssel rendelkeznek Megallapitottuk, hogy kellé szelektivitasi multiplex
modszer csak ugy fejleszthetd, ha kihasznaljuk a késziilékre jellemzd legsziikebb, 0,4
m/z széles kvadrupol izolacids ablakot, valamint a vizsgéalt vegyuletek két specifikus
fragmensét monitorozzuk 3 ppm széles témegablakban. Abban az esetben, ha a két
specifikus fragmens aranya az elére megallapitott értékt6l nagyban eltér, a mennyiségi

meghatarozas nem lehetséges az adott minta esetében.

2. Kozponti metabolitok mennyiségi meghatarozasara alkalmas multiplex

madszer fejlesztése

A kidolgozott alapelvek alapjdn mennyiségi meghatarozast lehetévé tévo
maodszert fejlesztettiink kdzponti metabolitok mérésére. A modszerfejlesztés soran olyan
vegyuleteket valasztottunk ki, amelyek a kdzponti metabolikus Gtvonal tagjai, ahhoz
kapcsol6dd aminosavak és egyéb metabolikus szempontb6l fontos vegyiletek. A
huszonharom vélasztott vegyllet detektalasdhoz negativ ionizacids médot valasztottunk,
mig belsé standardként egy szintetikus aminosavat, a tienil-alanint alkalmaztunk.
Figyelembe véve a kidolgozott alapelveket a vegytleteket 6t mérési eseménybe soroltuk.
Kilonbséget tudtunk tenni az izobar citromsav és izocitromsav kozott, hiszen mind a két
vegyllet esetében talaltunk egyedi fragmenst. Az alkalmazott beallitdsok mellett a teljes

mérési ciklus 64 ms hosszUsagu, a teljes modszer pedig 36 masodperc hosszusagu volt



3. Kozponti metabolitok mennyiségi meghatarozasara alkalmas multiplex

modszer validalasa

rrrrr

kiilonb6z6 analitikai teljesitményjelzdkkel jellemeztiik. A fejlesztett modszer teljesitette
a szelektivitasi kovetelményeket. Valamennyi komponensre meghataroztuk a kimutatas
also hatarat (LLOQ), és azokat 6sszevetettilk egy altalunk fejlesztett, multiplex technikat
nem alkalmaz6 mddszerrel, amely viszont egyszerre csak egy vegyilet meghatarozasara
volt alkalmas. Megallapitottuk, hogy csupan harom vegyilet esetén kis mértékben
csokkent az érzékenység multiplex technika alkalmazésa esetén, azaz a mulitplex
technika alkalmazasa egyes vegyuleteknél csokkentheti az érzékenységet, am
Osszességben nem jar nagysagrendi érzékenység csokkenéssel. Az 0Osszes vizsgalt
vegylletre linearis kalibracids egyenest kaptunk, tovabba a kalibracids egyenesek
megfeleld illeszkedéssel rendelkeztek. Osszevetve a multiplex és a nem multiplex
modszerek alkalmazésa esetén kapott dinamikus tartomanyokat megfigyeltik, hogy a
mulitplex technika alkalmazdsa Onmagaban nem eredményez sziikebb dinamikus

tartomanyt.

4. Kozponti metabolitok mennyiségi meghatarozasara alkalmas multiplex

maodszer alkalmazasa bioldgiai mintakon

A fejlesztett modszerrel harom modell organizmusban (Aspergillus nidulanst,
Arabidopsis thalianat és a HO-1-N-1 human karcindma sejtvonal) hataroztuk meg a
vizsgalt vegyuletek koncentraciojat. A novényi és human sejt mintdkban minden
metabolit mennyiségét 6t szazaléknal kisebb szdrassal tudtuk meghatarozni, a fonalas
gomba extraktumokban tébb komponens mennyiségi meghatarozasa esetén is 6t és tiz
szdzalék kozotti szorast tapasztaltunk. Megallapitottuk, hogy a meghatarozott
mennyiségek a szakirodalmi példakkal jo korrelaciot mutatnak, jelentds eltérést egyik
vegydlet esetén sem talaltunk. Ezen tal mind a harom vizsgalt matrixban vizsgaltuk az
egyes komponensekre jellemzé matrixhatast. Mivel a vizsgalt vegyuletek esszencialis
mivolta miatt matrix-vak minta készitésére nem volt lehetéségiink, utdlagos extraktum
adagolasos technika segitségével hataroztuk meg a matrixhatast. Megallapitottuk, hogy
valamiennyi matrixnak minden komponensre ionelnyomé hatasa volt, de az egyik

esetben sem volt nagyobb harminc szazaléknal.



5. Felsé hatarértékkel rendelkez6 mikotoxinok mennyiségi meghatarozasara

alkalmas multiplex mddszer fejlesztése

Multiplex mérési technika alkalmazésaval mennyiségi meghatarozasra alkalmas
modszert fejlesztettiink olyan mikotoxinok mérésére, amely felsé hatarértékét
feldolgozatlan buzaban ¢és kukoricdban az Eurdpiai Unié Bizottsaga kiilonbozo
rendeletekkel szabalyozza. A végsé mddszer 11 mikotoxint és egy belsé standardot
tartalmazott. Az elsd pontban megfogalmazott alapelvek csak akkor érvényesiiltek, ha az
azonos alapvazzal rendelkezd vegylileteket kiillonb6zd csoportba soroltuk, igy a végséd
modszer 4 mérési eseménybdl tevddott ossze. Az igy fejlesztett mdodszer méresi
ciklusideje 256 ms volt. Az el6kisérletek soran nyers extraktumbol nem tudtuk
valamennyi vizsgalt mikotoxint hatarértékben detektalni, a végsé moddszerben egy
tobblépéses, modositott QuEChERs mintaeldkészitési eljarast alkalmaztunk, amely egy
szilard-folyadék extrakcidbdl, egy Kkis6zasos folyadék-folyadék extrakciobdl, egy
diszperz szilard fazist folyadék extrakciobol, és egy beparlds visszaolddsi 1€pésbol
tevodott ossze. Bar elvalasztas nem tortént rajta, a matrixhatas csokkentése érdekében
egy rovid kromatografids oszlopot is alkalmaztunk, igy a végsé modszer egy perc

hosszusagu volt.

6. Fels6 hatarértékkel rendelkezd mikotoxinok mennyiségi meghatirozasara

alkalmas multiplex modszer validalasa

A fejlesztett mddszer teljesitette a validaciés Utmutatokban szelektivitasra
vonatkozo elfogadasi kritériumokat, egyik komponens se volt kimutathatd a készitett
matrix-vak mintakbol. A kimutatasi hatarok vizsgalata soran megéllapitottuk, hogy mind
baza mind kukorica matrixban hatarértéknél kisebb alsé kimutatasi hatart (LLOQ)
tudtunk elérni. A szakirodalmi példak alapjan fejlesztett UHPLC-MS/MS maodszerrel
alacsonyabb kimutatasi hatarokat értink el, aminek az oka, hogy ez a mddszer
alkalmazott kromatografias elvalasztast, igy a mért mikotoxinoktol elvalasztott matrix
komponensek ionelnyomo hatésa kevesbé érvényesilt. Mind a két matrixban valamennyi
komponensre meghataroztuk a dinamikus tartomanyt és a kimutatds fels6 hatarat
(ULOQ). Valamennyi komponensre lineéris kalibracios egyenesek kaptunk, megfeleld
illeszkedéssel. A fejlesztett UHPLC-MS/MS mddszerrel hasonlon széles dinamikus

tartomanyokat tudtunk elérni, mint a multiplex médszerrel. A matrixhatas meghatarozasa
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soran megallapitottuk, hogy a legtobb vizsgalt mikotoxin esetén a matrixnak jelentOs
ionelnyom6 hatasa van, a&m a két koncentracion o6t ismétlésben meghatarozott
matrixfaktorok szorasa husz szazaleknal kisebb volt minden mért komponens esetén, igy
a modszer teljesitette az ide vonatkozod el6irasokban foglaltakat. A fejlesztett UHPLC-
MS/MS modszer esetén valamennyi komponensre kKisebb matrixhatast figyeltink meg,
aminek oka a kromatografias elvalasztasban keresendd. A visszanyerés vizsgalata soran
az Eurdpai Bizottsag ide vonatkozd rendeletében megfogalmazott kdvetelményeket a
modszer minden mért komponens esetén teljesitette, minden komponensre 0-7 és 0.9
kozotti visszanyerés értékeket kaptunk. Ha a kapott LLOQ értékeket a visszanyeréssel
korrigaljuk, a korrigalt értékek ugyan ugy kisebbek az egyes mikotoxinokra vonatkozo
hatarértéknél. Ez a gyakorlatban azt jelenti, hogy a fejlesztett multiplex modszerrel abban
az esetben is képesek vagyunk a vizsgalt vegyuletek hatarérték alatti mennyiségi
meghatarozasara, ha figyelembe vesszik az alkalmazott extrakcids eljards esetleges

tokéletlenségeit.
Osszegzésként a kovetkezé eredményekrél szamolhatunk be:

1. Kidolgoztuk egy specifikus FIA-PRM-MSX mddszer fejlesztéséhez szlikseges
alapelveket.

2. FIA-PRM-MSX modszert fejlesztettiink k6zponti metabolitok analizisére.

3. A kozponti metabolitok mérésére fejlesztett FIA-PRM-MSX modszer
valamennyi vizsgalt validacios paramétere megfelelt a validacids Gtmutatokban
leirt elfogadasi kritériumoknak.

4. A fejlesztett FIA-PRM-MSX mddszer sikeresen alkalmaztuk biologiai mintakon

5. PRM-MSX modszert fejlesztettiink hatarértékkel rendelkez6 mikotoxinok
analizisére.

6. A mikotoxinok mérésére fejlesztett PRM-MSX mddszer valamennyi vizsgalt
validaciés paramétere megfelelt a validacios Gtmutatokban leirt elfogadasi
kritériumoknak.

7. A mikotoxinok mérésére fejlesztett PRM-MSX modszer alkalmas valamennyi
vizsgalt mikotoxint hatarértéknél kisebb koncentracidban torténd mennyiségi

meghatarozasara, blza és kukorica matrixban.



Summary

In my doctoral thesis FIA-PRM-MSX methods were develop with the help of
Orbitrap MS, which can be used for quantification of the tested compounds with a fast
analysis time.

In the first step, we laid out the basic principles that are necessary for the
successful development of an FIA-PRM-MSX method.

Then a method for measuring central metabolites and their associated amino
acids was developed. During the development of the method, the 23 tested compounds
were classified into five groups, so the entire measurement method was 36 seconds long.
The developed method successfully fulfilled the all examined validation requirements.
During the measurement of biological samples, the tested compounds were successfully
detected in filamentous fungi, human cells, and plant extracts.

MSX method was also developed for the quantitative determination of
mycotoxins with upper limit determined by the European Union in unprocessed wheat
and corn. During the development of the method, the 12 investigated mycotoxins were
classified into four groups according to their fragmentation characteristics. The sample
preparation and the sample loading procedure were also optimized; thus, the entire
method was one minute long. The method was validated in according to the EMA
guidelines and compared with a UHPLC-MS/MS method developed based on examples
from the literature. During the validation of the method, it was found that it is suitable
for the quantification of all tested mycotoxins in limit value in a wheat and corn matrix.
In addition, linear calibration lines were obtained for all components. During the
examination of the matrix effect, high ion suppression effect was detected for the
investigated compounds, but the standard deviation of the matrix factor was always less
than 20%. The developed sample preparation procedure had a better recovery than the
minimum values recommended in the legislation for all tested mycotoxins, with a small
standard deviation. If the observed detection limits were corrected by recovery, the
corrected LLOQ values for all examined compounds were smaller than the limit values.

Overall, two PRM-MSX methods were developed using MSX technique, which
were suitable for the simultaneous detection of more than ten components with an

analysis time of one minute or less.
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