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2. Bevezetés

A nagyhatékonysagu folyadékkromatografiaval csatolt tomegspektrometria
(HPLC-MS) nagy pontossaganak, érzekenységének, robusztussaganak és gyorsasaganak
koszonhetéen napjainkban a legelterjedtebb analitikai technika az 1000 Daltonnal kisebb
molekulatomegii vegyiiletek kvantitativ és kvalitativ vizsgalataban (Tiller et al., 2003).
Az elmult években egyre inkdbb elterjedtek a nagy atereszté képességli mérési
modszerek, melyek révén a mintakbol a leheté legrovidebb analizis id6 mellett
hatarozhatok meg a vizsgalt vegyiiletek mennyiségi és minéségi paraméterei (van der
Laan et al., 2019; Rola et al., 2020). A nagy ateresztoképességii modszerek 1étrejottét
olyan fejlesztések tették lehetdvé, mint a fejlett mintaelokészité rendszerek, a 2 um alatti
szemcseatmér6ji kromatografias oszlopok, a korszerti ionforrasok és tomeganalizatorok.
A rovid analizis idének koszonhetéen a HPLC-MS késziilékek egységnyi id6 alatt joval
tobb minta vizsgalatara képesek, mint akar csak egy évtizeddel ezel6tt (Beccaria and
Cabooter, 2020).

Jelenleg a legrovidebb analizis id6vel a kromatografias elvalasztast nem
alkalmazd, aramlasba torténé injektalasos (flow injection analysis, FIA) eljarasok
rendelkeznek (Nanita and Kaldon, 2016). A FIA modszerek alkalmazasakor valamennyi
mintakomponens egy idében érkezik a tomegspektrométer ionforrasaba. Tobb
komponens egyméas melletti detektdlasa esetén a jelenleg elérheté nagyfelbontasu
tomegspektrométerek (HRMS) a legszelektivebbnek mondhatd Gzemmaodjaikban nem
rendelkeznek megfeleld gyorsasaggal kell6 mennyiségii adatpont gytjtésére. A tiznél
tobb komponens egymas melletti meghatérozasara alkalmazhat6 FIA-HRMS mdédszerek
a legtobb esetben valamilyen MS1 Gizemmaodot alkalmaznak (Chekmeneva et al., 2015).
Ezeknek a mérési izemmodoknak az az egyik legnagyobb hatranya, hogy nem tudnak
kilonbséget tenni izobar vegyulletek kozott (Gray et al., 2016). Ha azonban a vizsgalt
komponensek koncentracidjat pontosan szeretnénk meghatarozni, a
tomegspektrométereknek a lehet6 legszelektivebb mérési iizemmaodban kell miikodnilik.

A nagyfelbontast,  kvadrup6l  analizatorral  rendelkez6  Orbitrap
tomegspektrométerek legszelektivebb mérési lGzemmoddja a parhuzamos reakcio
monitorozas (PRM), ahol az egyes sziil6ionokbol képz6d6 valamennyi fragmens pontos
tdmegeét vizsgaljuk (Bourmaud et al., 2016). Az Orbitrap témeganalizator viszonylag
hosszl analizis idejének koszonhetéen a PRM Uzemmod alkalmazésa mellett tiz, vagy

anndl tébb komponens egyideji vizsgalata esetén a kimutatasi hatarok jelent6s romlasa
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észlelhetd (Bourmaud et al., 2016). Ezen a jelenségen segithet egy, az Orbitrap
analizatoros késziilékekhez kotheté meérési modszer alkalmazasa. E modszer, az Un.
multiplex mérési technika (MSX) alkalmazasaval egyesiteni tudjuk a FIA-MS mddszerek
gyorsasagat, és a PRM meérési izemmod nagy szelektivitasat, igy gyors és kellé
szelektivitdsi mérési megoldasokat tudunk kidolgozni nagyfelbontasi Orbitrap
analizatoros tdmegspektrométereken.



3. Irodalmi attekintés

3.1 Mulitplex méréstechnika Orbitrap tomegspektrométerekben

A lehet6 legegyszer(ibb és alacsony koltségii, de a nagy felbontast és a pontos
tomeg meghatarozasat egyidejlileg biztositd rutin vizsgalatok kivitelezésére alkalmas
tomegspektrométerek irani igény vezetett 2011-ben a hibrid kvadrupdl-Orbitrap
tomegspektrométerek megjelenéséhez (Michalski et al., 2011), amelyben 6tvézédik a
kvadrupol altal biztositott sziiléion kivalasztas és az Orbitrap témeganalizator
segitségével megvalositott nagyfelbontasu detektalds. Ez a készllék megbizhato és
érzékeny, mennyiségi és mindségi vizsgalatok végrehajtasara alkalmas, mind MS1 és
MS2 mérési izemmaodban, célzott és nem célzott mérések soran egyarant. Mivel bizonyos
adatgytiijtési modokban kiemelkedd érzékenységet és szelektivitast biztosit, nemcsak a
proteomikaban, lipidomikaban, metabolomikaban és altalaban a bioanalitikaban
alkalmazhat6, hanem Kkis mennyiségben jelen 1év6 vegyiiletek mennyiségi
meghatéarozaséra is az élelmiszerbiztonsag es a kornyezeti analitika tertiletén (Zubarev
and Makarov, 2013). Ezekben a készililékben a sziiléionok kivalasztasa, a fragmentacio,
a lednyionok izolalasa és a detektalas olyan, térben elkiiloniilé egységekben jatszodik le,
melyeket egy specidlis egység, a C-csapda kot 6ssze, amely tulajdonképpen egy lineéris
ioncsapda (1. abra). Az ionforrasban keletkez6, toltéssel rendelkezé részecskék a
kvadrupol analizatoron keresztul jutnak el az ionok tarolasara szolgalé C-csapdaba, majd
onnan full-scan mérések esetén rogton, vagy MS2 vizsgalatoknal a HCD cellaban
lejatszodd fragmentaciot kovetéen Kkerllnek a C-csapdan keresztil az Orbitrap

tdmeganalizatorba.

HCD cella C-csapda Kvadrupél
tomeganalizator

|
H

| Orbitrap i
tomeganalizator

1. abra: Q Exactive Orbitrap késziilékek felépitése



A hagyomanyos tandem kvadrupol tomegspektrométerektdl eltéréen a hibrid
Orbitrap késziilékekben a kvadrupoOl szerepe csak a sziiléionok elklldnitésére,
kivalasztasara korlatozdodik. A fragmentacid nitrogéen gaz felhasznalasaval az Utkozési
cellaban jatszodik le (1. abra). A térben elkiiloniild titkozési cella teszi lehetdvé, hogy a
pontos tomeg detektaldsdhoz sziikséges ultranagy vakuum biztositott legyen az
analizatoron belll. Az ionok (sziildionok és fragmensek) 6sszegylijtése és tarolasa mellett
a radiofrekvencian alapul6 C-csapda feladata az ionok felgyorsitasa és tomeganalizatorba
juttatdsa. Az Orbitrap analizator egy orsé alakd kdzponti és két egymas felé fordulo,
hordd alakd kiils6 elektrodbdl tevodik ossze. A csapdazott ionok az elektrodok kozé
kapcsolt elektromos térben tomeg/toltés (m/z) aranyuktol fliggd frekvenciaval
harmonikus oszcillaciot végeznek a kdzponti elektrod kordl. Az oszcillacié frekvenciaja
kozvetleniil detektalhato a két kiils6 elektrodban indukalddo aram révén, melynek Fourier
transzformacioja adja a tomegspektrumot. Az Orbitrap tdmeganalizétor a C-csapda fel6l
érkez6 ionokat nem folyamatosan monitorozza, hanem ciklusosan miikodik; a C-
csapdabol ultragyors injektalassal pontszer(i ionfelh6ként bejuttatott megfelel szamu ion
oszcillaciojat és x tengely mentén torténé kitérését vizsgélva szolgéltatja a
tdmegspektrumot.

A megoldand6 analitikai problématol fliggéen a késziléket kiilonb6zo
adatgytiijtési paraméterekkel miikddtethetjiik. Fragmentalast nem igényld vizsgalatok
esetén, ha a kvadrupdl széles tomegtartomanyt feldleld tomegfilterként miikodik, MS1
uzemmodban vizsgalhatjuk a toltéssel rendelkezé részecskéket, illetve lehetGség van
egysegnyi tomegek izolalasara is (0,4 Da) kivalasztott ion monitorozas médban (Selected
lon Monitoring, SIM). Bizonyos esetekben, pl. komplex matrixok, izomerek, nyomnyi
mennyiségben jelen 1évé anyagok vizsgalata esetén a megfeleld szelektivitds eléréséhez
vagy azonositashoz sziikség lehet fragmentacidra. Az un. minden ion fragmentalas
moédban  (All lon Fragmentation, AIF) a kvadrupol altal kivalasztott széles
tOmegtartomanyba es6 0sszes sziildion egyszerre fragmentalddik és ezéltal nem konkrét
sziiléionokhoz kapcsolt termékionokat kapunk. Nagyobb szelektivitast biztosit az
adatfiiggetlen analizis (Data Independent Analysis, DIA), amely soran a felhasznalé altal
kivalasztott viszonylag keskeny (néhany 10 Da) tomegtartomanyba esé valamennyi
sziiléion fragmentalddik egyszerre, igy a termék ionok egy sziikebb m/z tartomanyba es6
sziiléionoktol szarmaznak. Nem célzott (non-targeted) fragmentacio elérhetd adat fiiggd
(data-dependent, DDMS2) adatgyiijtéssel, amely a felhasznalo altal meghatarozott
szamu, adott kiiszobértéket meghaladd abundanciaju, egységnyi m/z tartomanyba esé ion
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fragmentaciojat jelenti. Célzott (targeted) fragmentécid valdsithaté meg PRM maodban,
mely soran a felhasznal6 &ltal (egységnyi m/z felbontasban) kivalasztott sziil6ionokbol
keletkez6 Osszes termékion egyszerre detektalhatd.

Az Orbitrap témeganalizator felbontasa az oszcillaciok szamaval, azaz a mérési
id6ével aranyosan né és elsGsorban ez hatarozza meg a mérési ciklus hosszat. A
kvandrup6l témeganalizator, a C-csapda és a HCD cella sokkal gyorsabban képes
elvégezni a tomeganalizishez sziikséges mennyiségii ion ateresztését, csapdazasat és
fragmentalasat egységnyi felbontassal, mint amennyi id6ére sziiksége van az Orbitrap
analizatornak a t6ltéssel rendelkezé komponensek pontos tdmegének meghatarozasahoz.
Annak ellenére, hogy a C-csapddban és a HCD celldban az ionok csapdazésa és
fragmentalasa az ¢l6z6 ion csomag tomeganalizisével parhuzamosan torténik, egy adott
mérési eseményen belll a kvadrupdl tomeganalizator, a C-csapda és a HCD cella hasznos
munkaja nem tolti ki a teljes mérési eseményt. Abban az esetben, ha a mérési ciklus nem
csupan egy, hanem tébb mérési eseménybdl tevodik Ossze, el6fordulhat, hogy egy
kromatografias cstcs egyértelmi detektalasahoz sziikséges 10-12 adatpontot a kesziilek
nem képes rogziteni. Kilénodsen igaz ez ultra nagy hatékonysagu folyadékkromatografias
(UHPLC) korulmények mellett, ahol keskeny félértékszélességii kromatografias csticsok
jellemzoek.

A bemutatott problémat hivatott orvosolni az Ugynevezett multiplex mérési
technika (multiplex, MSX) (Zubarev and Makarov, 2013). A MSX lényege, hogy a
tdmeganalizis teljes ideje alatt folyamatosan torténik az ionok Osszegylijtése, azaz a
készulék egy mérési eseményben tobb sziiléiont (maximum 10) gyiijt be — és a mérési
modszertdl fliggden - azokat egyszerre injektalja az Orbitrap tdmeganalizatorba, illetve
MS2 mereések esetén a sziiléionokat egymas utan fragmentalja és a keletkezd
fragmenseket egydtt juttatja az analizatorba (2. abra). Mivel az egy mérési eseményen
beliil begyijtott toltéssel rendelkezd részecskéket (akar sziildionokat, akéar fragmenseket)
a tomeganalizator egy idoben analizalja, azok egy tomegspektrumon jelennek meg. A
MSX technika alkalmazésa mellett a késziilék valamennyi elektro-optikai berendezése a
teljes mérési ciklusban hasznos munkéat végez, ezéltal a készllék teljesitménye
maximalisan kihasznalhato. Tovabba a mérési események szama csokkenthetd, ezaltal a
teljes mérési ciklus hossza rovidithetd. Ennek kdszonhetden a késziilék tobb adatpontot

képes rogziteni egy adott kromatogréafias csucsrol.



MSX alkalmazasa nélkul | Orbitrap HRMS mérés ﬂ Orbitrap HRMS meérés H

Prekurzorok Prekrzorok
gyljtése C-csapda gyljtése C-csapda

1d6
MSX alkaimazéasaval | Orbitrap HRMS mérés | Orbitrap HRMS mérés |
[ P Prekurzorok Prekurzorok Prekurzorok
gyljtése C-csapda || gylijtése C-csapda | gyijtése C-csapda gyljtése C-csapda | gylijtése C-csapda | gyijtése C-csapda
Id6
ooy C102.05598> ‘ Glutaminsav MS2 | g CRas.003Ee Multiplex MS?
L %3 Glutaminsav
N (SECLET RN E Almasav
g (146.04585>
207 o8.02470 — 707]
5 J 5901345 7402438 85.02944 11002491 132 86789 163 11282 &’ :
0 T : - — - - - - 3 60
80 80 100 120 140 160 180 3 4
mfs £ 50
100 a15.00368> AlmasavMs? | §
N — & 133.01428
o] . SEETITER
fo0d 71.01352 ] QEEEBE\
$,0] C:_D RE 74.02449 N T S—
3 (133.0025> 103 89.02444 128.035350 214604593
gey e 8002042 120.44534 J 18311248 OE 59.01337 ‘L ‘ 163.00087
"o o 100 Tz 10 w0 160 80 80 100 120 140 180 180
m/z mfz

2. dbra: Méreési ciklus felépitése MSX alkalmazasaval és alkalmazésa nélkil

A multiplex mérési technikat els6ként a proteomikaban alkalmaztak DIA mérési
Uzemmoddal kombindlva. A MSX-DIA eljéras rovidebb pasztazo ciklusok véletlenszeri
kivalasztasan alapul, melynek kovetkeztében olyan molekulék is azonosithatok, melyek
a hagyoméanyos DIA analizis soran nem kiilonithet6k el, mert tomegiik kevéssé tér el és
fragmentaciojuk megegyezik (Egertson et al., 2013). A DIA és MSX-DIA modszereket
Sidoli és mtsai hasonlitottak dssze hiszton fehérjék analizise soran. Eredményeik szerint
a multiplex adatgyiijtés kétszer tobb MSMS scant, atlagosan 5%-kal tobb full scant,
kevesebb hattériont és kevésbé komplex extrahalt ion kromatogramokat eredményezett
(Sidoli et al., 2016). A DIA-MSX mérési iizemmod elonyeit kihasznalva a késdbbiekben
sikeresen fejlesztettek kvantitativ madszert direkt inflziés mintabevételt alkalmazva 200
hiszton peptid analiziséhez is (Sidoli et al., 2019).

A proteomikai alkalmazasok mellett kismolekulak kvalitativ analizise is
megoldhaté a DIA-MSX mérési technikaval. Wang és tarsai 2017-ben olyan mddszert
dolgoztak ki, ami alkalmas volt 448 peszticid kimutatdsara zoldségekbdl és
gytimolcsokbdl. Munkajuk sorén fliggetlen full scan-DDMS2 adatgyiijtés alkalmazasaval
valamennyi peszticid felhasznalasaval egy adatbazis épitettek, ami tartalmazta
valamennyi vizsgalt peszticidre jellemz6 retencios id6t, valamint a sziiléionok és a
fragmensek pontos témegét. A kvalitativ mérések Full MS/DIA-MSX technikaval
torténtek. A full scan mérési esemeny biztositotta az adott peszticid retencios idejét a DIA
adatgyiijtés pedig a fragmensek pontos tomegét. Végsé moddszerik 94%-0S

hatékonysagunak bizonyult a vizsgalt vegyuleteket 10 pg/kg koncentracioban tartalmazé
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gyumolcs és zoldsegmintdk analizise soran (Wang et al., 2017). A kutatdcsoport
ugyanezen alapelvek mentén fejlesztett modszert 105 allatgydgyaszatban hasznalt
gyogyszermaradvany analizisére tejb6l. A modszer 96%-0s hatékonysagunak bizonyult
10 pg/kg vizsgalt komponens koncentracié mellett (Wang et al., 2018). Ugyancsak DIA-
MSX kvalitativ mérési modszert dolgoztak ki 58 mikotoxin kimutatasara zold teabdl (Jia
et al., 2019). Amennyiben a DIA mérési lzemmddot multiplex mérési technikaval
kombinaljuk jelentésen csokkentheté a mérési események szama, igy a ciklusidok
rovidithetdk, vagy ugyanolyan hosszu ciklusidé mellett a mérési események szama
novelhetd, igy pontosabb detektalast érheto el.

Szintén proteomikaban alkalmaztdk el6szor a multiplex technikat kvantitativ
analizis céljabol (Gallien et al., 2012). A tanulmanyban harmas kvadrupol késziilék
szelektalt reakcidé monitorozason (selected reaction monitoring, SRM) alapuld, valamint
az Orbitrap keszllék SIM, PRM mérési Uzemmddjait hasonlitottdk 0Ossze és
megallapitottak, hogy a legnagyobb érzékenységet és szelektivitast (LOQ 20 amol) a
PRM modszer biztositotta. Multiplex alkalmazasa tovabb ndvelte a PRM mddszer
hatékonysagat annak kdszonhetden, hogy a vizsgalt peptidek szama tovabb ndvelhetd
volt. A PRM-MSX modszerrel 770 éleszt6 peptid mennyiségét hataroztak meg 60 perc
futasi id6 mellett. Megallapitottdk, hogy multiplex mérések esetén az egy mérési
eseményben egy ionra jutdé akkumulaciés id6t osztani kell az egy mérési eseményben
multiplexalt sziiléionok mennyiségével. Erre azért van sziikség, hogy az adott mérési
eseményben multiplexalt ionok ateresztése, csapdazdsa és fragmentalasa ne legyen
hosszabb id6, mint az Orbitrap analizator mérési ideje, mivel abban az esetben a MSX
technika alkalmazéasa értelmét veszitené.

Meg kell jegyezni, hogy multiplex mérési Uzemmdd esetén az egy
tdmegspektrumon megjelend tébb sziildionokhoz tartozd fragmensek értelmezése és
kvantitativ, kvalitativ célokra torténd felhasznalasa, csak az Orbitrap készulékekre
jellemz6 nagy felbontas miatt lehetséges. Nagy felbontés alkalmazasa nélkil a kapott
spektrumok értelmezhetetlenek lennének, hiszen a hasonld m/z értéki jelek

atlapolédnanak.

11



3.2 Kozponti metabolitok és MS alapu méréstechnikajuk
3.2.1 Kdzponti metabolitok, mint biomarkerek

Az ¢16 szervezetek a szerves tapanyagbol kiilonb6zo prekurzorokat készitenek,

amelyeket felhasznalnak sejtalkotoik felépitéséhez, energiatermeléshez, és egyéb
endergonikus folyamataikhoz. A {6 energia eldallitdo utvonalakként is funkcionald
kdzponti metabolikus utvonalak, a glikolizis, a pentoz-foszfat Gtvonal (PPP) és a
citromsavciklus enzimatikus lépések sorozatdn keresztil alakitjak at a cukrokat
metabolikus szempontbdl fontos prekurzorokka és keresztezik a kiilonb6zé anabolikus
(lebontd) és katabolikus (bioszintetikus) Utvonalakat (Sudarsan et al., 2014).
A tiz enzimatikus reakciobdl &ll6 glikolizis sordn a kiindulési gluk6z molekuldbol
oxidacios 1épéseket kovetden két piruvat képzodik, mikézben adenozin-trifoszfat (ATP)
és nikotinamid-adenin-dinukleotid (NADH) termel6dik. A legtébb kdztitermék
valamilyen szénhidréat-foszfat tipusu vegyulet (Litwack, 2018).

A glikolizissel parhuzamos Utvonal, a PPP eredményeképpen tobbek kozott a
nukleotid bioszintézis prekurzora, a rib6z-5-foszfat keletkezik. Kémiai szempontbdl
vizsgalva a PPP koztitermékei a glikolizishez hasonléan szénhidrat-foszfat jellegii
vegyuletek (Kathagen-Buhmann et al., 2016).

A citromsavciklus valamennyi aerob organizmusban lejatszédé folyamat, amely
soran a szénhidratokban, zsirokban és fehérjékben elraktarozott energia acetil-koenzim A
oxidacioja révén szabadul fel. Tovabba, a ciklus egyes elemei bizonyos aminosavak
prekurzorai (Berg et al., 2002).

A kozponti metabolomikus Utvonalak esszencialis mivolta miatt, a bennik
szerepld koztitermékek mennyiségének valtozdsa szamos megbetegedésre enged
kovetkeztetni. Tobbek kozott a citromsavceiklusban szerepet jatszo enzimekben torténd
0rokolt és szerzett mutéaciok 6sszefiiggésbe hozhatok tobbfajta rakos megbetegedéssel is,
mint példaul a mellékvesevel6 rakkal (Jochmanova and Pacak, 2016).

A citromsavciklus elemeinek vizsgéalata ugyancsak elengedhetetlen a
metasztatikus tumor sejtek vizsgalatdhoz, ugyanis tébb kutatas is bebizonyitotta, hogy a
ciklusban részt vevé metabolitok mennyisége metasztazis esetén megné (Simdes et al.,
2015; Caneba et al., 2012).

Az elmult években tobb kutatas is részletesen foglalkozott a borostyankdsavval,

mint lehetséges tumormarkerrel. Egyes kutatdsok szerint a rakos sejtekben a
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borostyankdésav-dehidrogendz  valtozo expresszidjanak koszonhetden felhalmozodo
borostyankésav  epigenetikus valtozdsokat indukal, megvaltoztatja a rakos sejtek
metabolizmusat, tovabba epitélium-mezenchimalis atmeneteket idéz el6 (Dalla Pozza et
al., 2020). Wang és mtsai szerint (Wang et al., 2014) a borostyankésav mennyiségi
meghatarozasaval megvaldsithat6 az oralis laphdmrak korai kimutatasa. Zhu és mtsai az
egészséges emberekhez képest szignifikansan nagyobb borostyankésav koncentraciot
észleltek a vastagbélrakban szenvedd betegek verében (Zhu et al., 2015).

A vizeletben megemelkedett mennyiségben megjelend glutarsav jelezheti egy
ritka betegseg, az egyes tipust glutarsav acidurea kialakulasat, amit a glutaril-CoA
dehidrogenéz orokletes hianya okoz (Kolker et al., 2011).

A tumorsejtek metasztatikus sajatossagait célzd kutatasok fontos eleme az
aminosavak vizsgalata, ugyanis az aminosavak mennyisége befolyasolhatja a rakos sejtek
metasztatikus viselkedését (Fu and Meadows, 2007). A glutamin lebontisban torténd
zavarok Osszefliggésben allnak a nemalkoholos steatohepatitis kialakulasaval, igy a
glutamin a betegség potencialis biomarkere lehet (Garcia Whitlock and Titchenell, 2020).
Ugyancsak biomarkernek tekintheté az aszparagin és az aszparagin-szintaz, amelynek
elsésorban a leukémia kimutatasaban van szerepe (Lorenzi et al., 2006). T6bb kutatasban
is beszdmoltak méar a D-szerin csokkent szintjérél. Ezek alapjan a kézelmultban folyd
kutatasok arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a szerin szint csdokkenése a skizofrénia és
a depresszio potencialis biomarkere lehet (MacKay et al., 2019).

Mint azt az el6z6 példak jol szemléltetik, az egyes aminosavak mennyiségében
bekovetkezé valtozasok bizonyos betegségek biomarkerének tekintheték. Ugyanakkor
aminosav profil felallitdsaval és vizsgalataval is kovetkeztethetlink egyes betegségek
kialakulasara. Egészséges és rakos gyermekek vérének aminosav profiljat
0sszehasonlitva szignifikans csokkenést figyeltek meg a vizsgalt onkoldgiai betegek
esetén a glutamin mennyiségében, mig szignifikans névekedést az aszpartat, glutaminsav,
aszparagin, szerin, citrullin és triptofdn mennyiségében (Synakiewicz et al., 2017).

Mint az a bemutatott példakon jol latszik, a kiilonb6zd citromsavciklus elemek
és a hozzajuk kapcsolodd aminosavak €s egyéb szerves savak mennyiségi
meghatarozasaval szamos betegség kimutathato, illetve tobb bioldgiai folyamat nyomon
kovetheté. Ezen metabolitok mennyisegi analizise a korai diagndzison tdl, a manapsag
egyre inkabb elterjedt személyre szabott kezelések és gydgyszerfejlesztések

szempontjabol is dontd.
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3.2.1 Kozponti metabolitok meérése bioldgiai mintdkbol

A kdzponti metabolitok nagy szdma, valtozatos kémiai tulajdonsagai és széles
koncentraci6 tartomanyt felolelé el6fordulasuk a bioldgiai mintakban nagy kihivast jelent
analitikai szempontbol. Ezek a kis molekulatomegii cukrok, cukor-foszfatok,
nukleotidok, karbonsavak polaris vegyiiletek, meghatarozasuk kiilonb6z6 analitikai
maodszerekkel valosithaté meg.

Méresukhoz a leggyakrabban alkalmazott technika a GC-MS (Eylem et al.,
2022), mellyel egy kétlépéses szarmazékképzést kovetéen szinte valamennyi kézponti
metabolit egyetlen analizissel meghatarozhatd. A mddszer hatranya, hogy a
szarmazékképz6 reagensek bomlékonysaga miatt a reakcidk vizmentes kortilményeket
igényelnek, viszont a meghatarozand6 metabolitok a bioldgiai mintakban vizes kbzegben
talalhatok, ezért a mintak beparlasa/liofilizalasa sziikséges, ami a vegyuletek bomlasahoz
vezethet (Guo and Li, 2010).

A kozponti metabolitok LC-MS alapi meghatarozasakor a legnagyobb
nehézséget az jelenti, hogy a legtobb kdzponti metabolit polaris, szolvatalt kérilmények
kozott ionos vagy ikerionos vegyllet, igy a legtobb, altaldnosan elterjedt hidrofob
karakterti forditott fazisu tolteten visszatartas nélkiil halad at (Moldoveanu and David,
2013). A probléma kikiiszobolheté szarmazékképzé reagensek alkalmazasaval, ionpar-
képz6 kromatografia (ion-pairing chromatography, IPC), vagy hidrofil interakcios
folyadékkromatografia (hydrophilic interaction liquid chromatography, HILIC)
hasznélataval.

A metabolitok szarmazékképzése révén nemcsak a retencid, de az érzékenység
is novelheté forditott fazisu toltet alkalmazdsa mellett. Kilonbozé szarmazékképzo
reagensek terjedtek el, pl. o-benzil-hidroxilamin (OBHA) (Tan et al., 2014), ami
alkalmazhat6 karbonil és karboxil csoportok atalakitasara és a keletkez6 szarmazékok
pozitiv és negativ ionizaciés modban egyarant mérhet6k. Tovabba a dimetil-amino-
fenacil-bromid alkalmas karboxil-, amino-, és tiol-csoportok egyuttes atalakitasara,
Kiterjesztve ezzel a vizsgalhaté metabolitok korét (Willacey et al., 2019).

Az ionpar kromatogréfia a polaris, ionos metabolitok meghatarozasat azaltal
teszi lehetdvé, hogy a mozgd fazisban jelen 1évo ellentétes toltésti reagens hatdsara
kialakulé hidrofob ionparok a forditott fazisi allofazison nagyobb visszatartast
szenvednek (Lu et al., 2010). Az ionpar képzd reagensnek az MS detektalds miatt

megfeleléen illékonynak kell lennie, ezért a kdzponti metabolitok meghatarozasahoz
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alkil-aminok, mint peldaul tributil-amin (Buscher et al., 2009; Lu et al., 2010) és a tributil-
ammonium-acetat (Luo et al., 2007) alkalmazhato.

Széles korben elterjedt polaris vegyuletek LC-MS alapti mérésére a hidrofil
interakciods folyadékkromatogréafia (HILIC), ami kivaloan alkalmas kdzponti metabolitok
meérésere is (Tang et al., 2016). A HILIC allofazisok legtobb esetben hidrofil jellegiiek,
igy a gradiens HILIC modszerek az elvélasztés elejen magas szerves olddszer tartalmi
mozgo fazist aramoltatnak az oszlopon, majd fokozatosan novelik a vizes pufferes eluens
részaranyat a mozgo fazisban, amely hatasara a vizsgalt polaris komponensek elualédnak
az oszloprol. Napjainkban nem csak szilanol funkcios csoporttal rendelkez6 allofazisokat
(Themelis et al., 2017) alkalmaznak poléris vegylletek elvalasztasara, hanem amino
(King et al., 2019), amid (Gika et al., 2012), (Tsochatzis et al., 2019), diol (Cuykx et al.,
2017), valamint ikerionos (Huang et al., 2012; Westrop et al., 2015) toltetek is elterjedtek
a metabolomikai kutatdsokban. A HILIC oszlop alkalmazésa esetén szélesebb cstcsokat,
retencidos 1d6 eltolodasokat tapasztalhatunk, tovabba a magas szerves oldoszer
koncentracio mellett indulé gradiens elvalasztasok miatt a mintakat az injektalashoz
szerves olddszerben kell oldani, ami gyakran oldhatdsagi problémakhoz vezet. A HILIC
modszerek legnagyobb héatranya, hogy Aaltaldban hossz( re-ekvilibracios id6vel
rendelkeznek, igy igazan gyors mddszerek nem fejleszthet6k segitségiikkel (McCalley,
2018).

Mint azt az el6z6 példakbol is lattuk, a kozponti metabolitok LC-MS detektalasa
polaris mivoltuk miatt csak kilénleges mozg6 vagy alléfazis alkalmazasaval lehetséges.
A szakirodalomban nem talalunk a hdrom bemutatott technika valamelyikét alkalmazé
olyan mddszert, ahol tobb kdzponti metabolit mennyiségi meghatarozasa 6t percnél
rovidebb analizis id6 mellett valosulna meg.

Rovidebb analizis id6 érhet6 el direkt infuziés MS (DI-MS) (Chekmeneva et al.,
2015), vagy rovid forditott fazisu oszlopok alkalmazasaval (Gray et al., 2016), de mint
azt a bevezetdben emlitettem, a HRMS késziilékek relativ hossza analizis ideje nem teszi
lehetdvé, hogy a legszelektivebb lizemmodjukban a késziilék ionforrasdba egy idében

érkez6 10 vagy annal tébb komponenst analizaljunk.
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3.3 Mikotoxinok jellemzdi és analizisiik
3.3.1 Mikotoxinok jellemzése

Mikotoxinoknak nevezziik a fonalasgombék altal extracelluralisan kivalasztott
mérgezo vegyiileteket. Az emberre nézve kronikus és akut toxikus hatassal rendelkeznek.
A kronikus toxicitas esetén a hosszu idon at tartd alacsony dézis okozhat daganatos
elvaltozasokat, mig az akut toxicitas gyors és egyértelmii jeleket mutat (Freire and da
Rocha, 2016). Az emberek és az allatok elsésorban mikotoxinnal fert6zott élelmiszer
bevitel kapcsan kertlhetnek kapcsolatba mikotoxinokkal. A mikotoxinok feldolgozott
élelmiszerben is megjelennek, ugyanis a legtébb mikotoxin hdstabil, azaz siitést kovetén
véltozatlan forméban jelenik meg a készételekben (Schaarschmidt and Fauhl-Hassek,
2021).

Az élelmiszerekben hat kiemelt mikotoxin vagy mikotoxin-csoport létezik: az
aflatoxinok, a trichotechének, a zearalenon (ZEA), a fumonizinek, az ochratoxin (OTA)
és a patulin (Alshannag and Yu, 2017).

A mikotoxinok termelésére képes fonalas gombakat két csoportba soroljuk attol
fiiggben, hogy mikor kolonizaljak az ¢lelmiszer alapanyagokat. A szantofoldi
peneészgombéak, amelyek a magasabb nedvességtartalmat kedvelik (>20%), a betakaritas
elétt fertézik meg a novényeket. Ezzel szemben az alacsonyabb viztartalom mellett is
életképes raktari penészgombak a novények betakaritdsa utan termelnek toxinokat. A
szantofoldi gombafertézések leggyakoribb okozoi a Fusarium és Alternaria nemzetsegbe
tartoz6 gombak, kuiléndsképpen a Fusarium culmorum és a F. graminearum fajok.
Erdemes megjegyezni, hogy a Fusarium fertézések kapcsan az élelmiszerekbe jutd
mikotoxinokat nem csak egy, hanem tobbféle gombafaj is okozhatja. Az emlitett raktari
penészgombak leggyakoribb képvisel6i az Aspergillus és a Penicillium nemzetségbe
tartozo fajok (Tanaka et al., 1988).
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3. bra: Ellényekre leginkabb artalmas mikotoxinok szerkezete

Az egyik legismertebb mikotoxin szdrmazékok az aflatoxinok, melyek kémiai
szerkezetilket tekintve difuranokumarin szarmazékoknak tekintheték. Osszesen 18
valtozatuk ismert. A legfontosabbak az aflatoxin G1 (AG1l), az aflatoxin G2 (AG2), az
aflatoxin B1 (AB1), az aflatoxin B2 (AB2), az aflatoxin M1 és aflatoxin M2 (Iram et al.,
2016). Legnagyobb mennyiségben a magas paratartalmat kedvel Aspergillus flavus és
A. parasiticus torzsek képesek aflatoxinok termelésére (Kumar et al., 2016). Az aflatoxin
B1, B1, GI és G2 nagy mennyiségben fordulhat el olajos magvakban, szdjaban,
kolesben, rizsben, kukoricaban és méas gabonafélékben (Mahato et al., 2019), mig az
aflatoxin M1 és M2 elsdsorban tejben jelenhet meg (Duarte et al., 2013). Valamennyi
aflatoxinnak sulyos majkarosito és rakkelt6 hatasa van (Gong et al., 2016). A hatvanas
években aflatoxin mérgezés volt az emlékezetes angliai pulykavész okozéja, ami toébb
mint szazezer allat pusztulasahoz vezetett (Wannop, 1961).

Az Aspergillus és Penicillin fajok kiilonb6z6 ochratoxin szarmazékok
termelésére is képesek. Az ochratoxinok legismertebb képviseldje a legnagyobb biologiai
aktivitassal rendelkez6 ochratoxin A (OTA), amely szerkezetét tekintve egy
dihidrokumarinhoz kapcsolodé B-fenilalanin. Vese- és majkérositd, valamint teratogén
hatasa ismert. Az OTA kimutathato kiilonb6z6 zoldség és gytimolcsfélékben, tovabba
rizsben, kukoricaban és féldimogyordban is (Tao et al., 2018).
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Ugyancsak Penicillium és Aspergillus gombafajok masodlagos metabolitja az
antibiotikus hatast patulin. A patulin allatra és embere erésen mérgezd, rakkeltd és
teratogén hatast vegyiilet. Leginkabb kiilonb6z6 zoldségekben és gyiimolcsokben, illetve
a beldliik készilt élelmiszerekben fordul eld, mint példaul almalében és almaborban. A
gabonafélékben el6fordulasa kevesbé jellemzé (Puel et al., 2010).

A szfingolipidekkel szerkezeti hasonldsdgot mutatd fumonizinek képesek azok
bioszintézisének gatlasara, igy jelentds toxikus hatassal rendelkeznek, sejthalalt vagy
sejtburjanzast indukalhatnak. Fumonizinek termelésére elsésorban Fusarium torzsek
képesek, mint példaul a F. verticillioides, a F. proliferatum, de az Alternaria nemzetségbe
tartozd gombakbol is mutattak mar ki fumonizin vegyiileteket. Els6sorban kukoricaban
és kukorica alapu élelmiszerekben fellelheté mikotoxinok (Alshannag and Yu, 2017).
Legfontosabbak képvisel6ik a fumonizin B1 (FB1), fumonizin B2 (FB2), azonban t6bb
mint 6tven fumonizin szdrmazék ismert (Bartok et al., 2006). Magyarorszagon az egyik
legnagyobb problémat a Fusarium fertézések okozzak (Tima et al., 2016).

Szerkezete miatt az 6sztrogénhez hasonlo bioaktivitassal rendelkez6 vegyiilet a
zearaleon (ZEA) és szarmazékai. A ZEA a szervezetbe kerllve nem okoz heveny
mérgezést, viszont kiillonboz6 ndgyogyaszati jellegli rendellenességeket valthat ki. ZEA-
val fert6zott ételek fogyasztisa esetén megfigyeltek mar méh megnagyobbodast,
petefészek és méh miikodési zavarokat. Megjelenése kiillonbozd gabonafélékben, rizsben
¢és kukoricdban a leggyakoribb, elsdsorban a betakaritast eldtti idészakban jelenik meg a
ndvényekben (Alshannag and Yu, 2017).

Az egyik leggyakoribb mikotoxin szarmazékok a terpén vézas trichotecének.
Kémiai szerkezetiiket tekintve tetraciklusos 12,13-epoxitrichotecén-9 variansok.
Toxicitdsuk az alapvazhoz kapcsolddd funkcios csoportoktol fiiggéen valtozhat
(McCormick et al., 2011). Legfontosabb képviseldik a T-2 toxin (T2), a HT-2 toxin (HT2)
és a dezoxinivalenol (DON), mas néven vomitoxin. Erésen toxikus vegyiiletek,
elsésorban a hamjellegi szerveket karositjak (Pinton et al., 2012). A gabonafélékben
leggyakoribb trichotecén a DON.

A felsoroltakon kiviil még szamos élettani hatassal rendelkez6 mikotoxin ismert,
am az emlitett vegylletek fordulnak el leginkabb az élelmiszerekben és legnagyobb
koncentracioban, ezaltal ezen vegyiletek élelmiszerbiztonsagi kockazata a legnagyobb,

ezért megengedett mennyiségik hatdséagilag szabalyozott.
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3.3.2 Mikotoxinokra vonatkozo élelmiszerbiztonsagi eldirasok

A Fold novekvd lakossaga miatt a mindségi élelmiszerhez vald hozzajutas
naprol-napra egyre nagyobb kihivas elé allitja az emberiséget. Az elmult években a
megtermelt gabonaban megnovekedett a mikotoxinnal valo fertézések esélye, elsdésorban
a valtozo éghajlati viszonyoknak és az intenziv mezdgazdasagnak koszonhetéen. A
szennyezett gabonatermékek nem csupan emberekre veszélyesek, hanem a szennyezett
gabonakat fogyaszté allatokra is. Mivel a mikotoxin szennyezések az emberi fogyasztasra
szant allati és novényi élelmiszereket egyarant érintik, az élelmiszerbiztonsag egyik
fontos sarokkdve a mikotoxinok mennyiségi vizsgalata (Bullerman, 1979).

A helyes mezégazdasagi gyakorlat alkalmazasdval, amely magaba foglalja a
gabonak megfeleld modon torténd szaritasat, tarolasat és valogatasat, a mikotoxinok
okozta egészségiigyi kockazat és gazdasagi kar egyarant cs6kkenthetd. A legsulyosabb
egészségkarositd hatassal biro és leggyakrabban el6fordulé mikotoxinok legmagasabb
megengedett mennyiségét az Eurdpai Unié rendeletekkel szabalyozza, melyek
betartasaért az illetékes hatosagok feleldsek.

Az élelmiszerekben el6forduld szennyez6 anyagok felsé hatarértékét az Eurdpai
Unidban, koztik mikotoxinokét is az Eurdpai Bizottsdg 1881/2006/EK rendelete
szabalyozza (1 tablazat). Az ide vonatkozd szakirodalom alapjan a megallapitott
hatarértékek alatti mértékben mikotoxinnal szennyezett élelmiszerek rendszeres
fogyasztdsa nem okoz negativ egészségligyi hatast. A megallapitott hatarértékeknél
alacsonyabb mikotoxin tartalom a helyes mezOgazdasagi, halaszati és €lelmiszeripari
gyakorlat alkalmazésaval és az élelmiszer fogyasztashoz kapcsol6dd kockéazat
figyelembevételével elérhetd. A rendelet ugyanakkor kikoti, hogy a kozegészség
hatékony védelme érdekében a felsd hatarértéket meghaladd szennyez6 anyag tartalmt
termék nem hozhatd forgalomba, sem énalldéan, sem mas élelmiszerekkel keverve.

A Bizottsdg 2013-ban vezetett be egy ajanlast (2013/165/EU), melyben
élelmiszerek HT2 és T2 tartalmanak monitorozéasara tesznek javaslatot. Az ajanlasban
indikativ értékeket hataroznak meg, amely felletti tobbszori kimutatas esetén ajanlott
vizsgélatokat végezni az emlitett toxinok nagy mennyiségét eredményezd tényezok
feltarasara. A megallapitott indikativ mennyiség feldolgozatlan kukorica esetén T2 és
HT2 toxinra 200 pg/kg, mig buzara 100 pg/kg (1. tablazat)
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1. tAblazat: Mikotoxinok fels6 hatarértékei feldolgozatlan buzaban és kukoricaban

Buzéra vonatkozé Kukoricéara vonatkozo

hatarértékek (ng/kg) hatarértékek (ng/kg)
AB1 2 )
AB2 B1, B2, G1, G2 0sszege 4 B1, B2, G1, G2 Gsszege 10
AGl B1, B2, G1, G2 0sszege 4 B1, B2, G1, G2 Gsszege 10
AG2 B1, B2, G1, G2 Gsszege 4 B1, B2, G1, G2 0sszege 10
ZEA 100 200
OTA 5 5
DON 1250 1750
FB1 - B1, B2 6sszege 2000
FB2 - B1, B2 6sszege 2000

A mikotoxinokat kivalasztdé fonalas gombak nem egyenletesen névekednek a
gazdandvényen, ezért a természetes mintak toxintartalma nem tekinthetd homogénnek.
Ebbdl adodik, hogy a mikotoxin analizisek sordn az egyik legnagyobb hibaforras
altaldban a helytelen mintavételi gyakorlat. A Bizottsag ezért nem csak az egyes
élelmiszereket szennyezé mikotoxinok felsé hatarértékét allapitotta meg, hanem egy
kilon rendeletben a helyes mintavételi és elemzési eljarasokat is el6irta (401/2006/EK
rendelet). A rendelet meghatarozza, hogy az alkalmazott analitika eljarasok soran milyen
tartomanyban fogadhato el az egyes toxinokra kalkulalhat6 visszanyerés. Feldolgozatlan
buza és kukorica tekintve, a megallapitott hatarérték esetén aflatoxinokra 70-100%
kozotti, OTA-ra 70-110% kozotti, DON-ra ZEA-ra, FB1-re és FB2-re 70-120% kozotti,
T2 és HT2-re 60-130% kozotti visszanyerés fogadhatd el.

3.3.3 Mintaelokészitési eljarasok mikotoxinok nyomnyi kimutatasahoz

A fogyasztok egészségének védelme és a hatalyban 1évd jogszabalyok altal eloirt
kovetelményeknek valé megfelelés miatt kiemelten fontos olyan megfeleld
érzékenységgel és pontossaggal rendelkezd vizsgalati modszerek kidolgozasa, amelyek
alkalmasak mikotoxinok nyomnyi kimutatasara. A vizsgalati eljarasok alkalmaval a
betakaritott, majd eltarolt gabonakbol elsd 1épésben reprezentativ mintavétel tortenik,
majd egy megfelelé mintaeldkészitési eljaras soran a mikotoxinokat kivonjak a névenyi
mintakbol, illetve olyan formaba hozzdk, hogy valamilyen miszeres analitikai

modszerrel vizsgalhatok legyenek, végll a kapott adatokat értelmezik (4. abra).
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4. abra: Rutin mikotoxin vizsgalat folyamata

A mintael6készitési eljarasok elsd 1épése a gabona-magok Orlését kovetd szilard-
folyadék extrakcio. A jelenleg alkalmazott tobb toxin egyidejii meghatarozasat lehet6vé
tev6 un. multitoxin mddszerek sordn metanol-viz vagy acetonitril-viz keveréket
hasznalnak extrakcios olddszerként (Breidbach, 2017) valamilyen szerves savval
kiegészitve, ugyanis a fumonizinek és ochratoxinok alacsony pH mellett nyerhetdk ki a
leghatékonyabban (Capriotti et al., 2014). Ugyanakkor etanol, aceton, etil-acetat és
kloroform tartalmd old6szerrendszereket is alkalmaznak (Zhang and Banerjee, 2020).
Annak érdekében, hogy a szilad és folyadék fazis kozott a lehetd legintenzivebb legyen
az érintkezeés, az extrakciot vertikalis razogép segitségével végzik, esetleg ultrahangos
kezelés segitségével ndvelik az extrakcios hatékonysagot (Zhang and Banerjee, 2020).

A 2003-ban kifejlesztett, eredetileg ndvényvédészerek meghatarozasara
alkalmazhaté QUEChERs (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) gyors,
egyszer(, olcso, hatékony, robosztus és biztonsagos el6kezelési technika (Anastassiades
et al., 2003) kisebb modositasokkal mikotoxinok novényekbdl torténd kinyerésére is
alkalmazhat6 (Cunha and Fernandes, 2010). A modszer harom 1épésbdl all. Els6 1épés a
mar bemutatott szilard-folyadék extrakcio, legtobb esetben acetonitril vagy acetonitril-
viz oldoszerelegy alkalmazdsa mellett. A masodik lépésben a kapott extraktumot
kis6zasos folyadék-folyadék extrakcionak (salting-out liquid-liquid extraction, SALLE)
vetik ald. A SALLE soran a nyers extraktumhoz kiilonboz6 asvanyi sokat tartalmazo

porkeveréket adnak, melynek hatasara az eredetileg egy fazisu viz és acetonitril tartalmd
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elegy két fazisra valik szét. Idedlis esetben az alsé vizes fazisban halmozddnak fel a
detektalast esetlegesen zavard sok, mig a fels6 szerves fazisban a mikotoxinok. A
harmadik 1épésben a SALLE fels6 fazisat diszperz szilard fazisa extrakcionak (Dispersive
solid phase extraction, dSPE) vetik ala, azaz valamilyen szilard adszorbenst adnak a
folyadékhoz, amely képes megkdtni egyes matrix komponenseket. Leggyakrabban
oktadecil funkciés csoporttal (C18) mddositott szilikat, primer és szekunder amin
adszorbenst (PSA), vagy aktiv szén szorbenseket alkalmaznak, amelyek elsésorban a
lipid jellegh matrix komponenseket hivatottak megkdtni. A dSPE eljaras elonye a
Klasszikus szilard fazisu extrakcioval (solid phase extraction, SPE) szemben, hogy
gyorsabban kivitelezhet6, ugyanis egy homogenizalési és centrifugalasi 1épésbél all.
Ugyanakkor az SPE eljarasok segitségével nagyobb mértékben csokkenthetd a
matrixhatas a dSPE-hez képest. Abban az esetben, ha a matrixhatas jelentds és ezért az
analitikai modszer nem megfelel6en érzékeny, érdemes az SPE mddszert alkalmazni. Ha
viszont a matrixhatas kisebb mértékii csokkentése is elegendd, a dSPE is megfeleld
eljaras lehet. Amennyiben sziikséges, a dSPE vagy SPE mintael6készitési eljarast
kovetéen a mintakat koncentralni is lehet, az olddszer valamilyen inert gazzal torténd
leparlasaval, és kisebb térfogatba torténé visszaoldasaval. Erdemes megjegyezni, hogy a
koncentrélas hatdsara nem csak a vizsgalt mikotoxinok, hanem a matrix komponensek
koncentracioja is ndvekszik, ezért a toményités az érzékenység ndvelése szempontjabdl
nem minden esetben kifizetddo.

Nagy tisztasagi mintak készithet6k az antigén kdlcsdnhatason alapulé immun-
affinitas oszlopok (Immunoaffinity Column, IAC) alkalmazasaval. Az eljarés az SPE
eljarashoz hasonld, ugyanis a nyers extraktumokat egy szilard tolteten vezetjik at, ami a
mikotoxinokat megkoti, azonban a matrix komponensek nem lépnek kdlcsénhatasba a
szilard fazissal. Ennek koszonhetden a késObbiekben a toltetrél lemosott mikotoxinok
mellett, elenyész6 mennyiségben vannak jelen a zavard matrix komponensek. Az IAC
alapti modszerekkel a mintdk jelentds matrixhatas novekedés nélkiil toményithetok. A
modszer hatranya, hogy alkalmazésa joval koltségesebb, mint a SPE vagy dSPE
modszerek (Kong et al., 2013).

3.3.4 Mikotoxinok kvantitativ analitikai vizsgalata

A mikotoxinok felfedezése, megismerése, és a hozzakapcsolddd kutatasok

szorosan 6sszefliggenek a detektalasukra alkalmazott analitikai vizsgalatokkal.
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Az aflatoxinok felfedezése Ota a vékonyréteg kromatogréfia volt a mikotoxin-
analitika hagyomanyos eszkdze, tobbek kdzott innen ered az aflatoxinok neve is, ugyanis
UV fény alatt a vékonyrétegen az AG1 és AG2 zold (green) mig az AB1 és AB2 keék
(blue) szint foltot ad (Sargeant et al., 1961). A vékonyréteg kromatografia bar elégséges
moddszernek bizonyult a mikotoxinok kimutatdsdhoz, az analitikai miiszerek fejlédése
miatt a joval szelektivebb és ezaltal megbizhatobb elvélasztason alapuld eljarasok
fokozatosan kiszoritottdk. Alacsony koltsegei miatt ugyanakkor a vékonyréteg
kromatografias eljarasokat a mai napig hasznaljak (Braicu et al., 2008).

Alternativ. mddszerként meg kell emliteni a gazkromatogréfias (Gas
Chromatography, GC) modszereket is. Bar a GC és GC-MS modszerek szamos
kismolekula kimutatasara bizonyultak hatékony platformnak, a legtébb mikotoxin nem
elég illékony a szarmazékkeépzés nelkili analizishez (Pereira et al., 2014). Ennek
koszonhetden a mintaelOkészitési eljarasok koriilményesek, és nagyban fliggenek a
szarmazékképzési reakcio hatékonysagatol (Rodriguez-Carrasco et al., 2014).

Mikotoxinok kimutatasara a legelterjedtebbek a folyadékkromatografias
eljarasok ultraibolya (ultraviolet, UV), fluoreszcens (fluorescent, FL), vagy MS
detektorok alkalmazasaval. A 2 pum-nél kisebb porusméretii kolonnakat alkalmazo
UHPLC modszerek megjelenése nagy eldrelépést jelentett a mikotoxinok analizisében.
Az UHPLC modszerek — az alkalmazott detektortol fliggetlenul - gyorsabbak,
alkalmazasukkal kisebb félértékszélességii csiicsok és jobb kimutatési hatarok érhetdk el,
mint egy HPLC mddszer segitségével (Fekete et al., 2014).

A HPLC-UV mddszerek az altaluk biztositott magas kimutatasi hatarok és a
matrixkomponensek zavard hatdsa miatt hattérbe szorultak a fluoreszcens detektalast
(HPLC-FLD) alkalmazd mddszerek mellett. A specifikus elnyelési és kibocsatasi
hullamhosszt alkalmazé HPLC-FLD mddszerek jéval szelektivebbek, ugyanakkor
érzékenyebbek, mint a HPLC-UV mddszerek (Jiménez and Mateo, 1997). Mivel a
legtobb mikotoxin nem fluoreszkal, a vizsgalt vegyuleteket szarmazekképezni kell.
Leginkabb koltséghatékonyak az elvalasztast megel6z6 szarmazékképzést alkalmazo
eljarasok (Jaimez et al., 2000), de elterjedtek az oszlop utani szarmazékképzések is (Traag
et al., 1987). A HPLC-FLD mddszerek elénye, hogy a szilkseges beruhazasi koltségek
Iényegesen alacsonyabbak egy HPLC-MS modszer hasonld koltségeinél. Ugyanakkor a
HPLC-FLD detektaldsok hatranya, hogy valamennyi fluoreszkalo vegyiilettol el kell
valasztani a vizsgalt mikotoxinokat, igy a mddszerek az ismert HPLC-MS mddszereknél

Iényegesen hosszabbak.
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Az eclébbi  példakndl  nagyobb  szelektivitdssal ~ rendelkeznek a
tdmegspektrometrids detektalast alkalmazdé modszerek, hiszen az adott komponensre a
retencios id6n tal a bel6le képz6d6 molekulaion tomege is jellemzo6. Kilondsen igaz ez a
tandem MS eljarasokra (MS/MS), ahol egy komponens molekulaionjabol keletkezo -
legtobb esetben - egyedi fragmenseket vizsgaljuk. gy az adott mikotoxin azonosithato a
retencios id6, a molekulaion tdbmege, az abbol keletkez6 fragmensek tomegei, illetve azok
intenzitas aranya segitségevel (Rauniyar, 2015). Mivel a matrixkomponensek kdzott nagy
valoszinliséggel nem talalunk olyan vegyiiletet, amely valamennyi, az el6bb felsorolt
paraméterében megegyezik a vizsgalt mikotoxinnal, a HPLC-MS/MS mdodszerek
alkalmazasakor nem szlikséges elvalasztani valamennyi matrixkomponenstdl a vizsgalt
mikotoxinokat. Ugyanakkor meg kell jegyezni, hogy matrixkomponensek jelenléte az
ionforrasban  ionelnyomast (ionsupression) eredményez, igy csokkentheti az
érzékenységet. A nagy specifikussagnak koszonhetéen az LC-MS/MS mddszerek
segitségével egy mintaban tobb mikotoxin kimutatasara is lehetéségiink van. Jelenleg a
szakirodalomban fellelhetd moddszerek kozott taldlunk olyat, amely egy mintdbdl az
Osszes hatarértékkel rendelkezé mikotoxint képes kimutatni egy injektalasbol (Spanjer et
al., 2008). A mai multitoxin modszerek segitségével pg/kg koncentracioé tartomanyban
tudunk mikotoxinokat kimutatni, jellemz6en 10-20 perc hosszissagu analitikai futasok
mellett (De Santis et al., 2017) (Kim et al., 2017).

Napjainkban az egyik legmodernebb mikotoxin kimutatasi eljardsok a HRMS
technikat alkalmazé modszerek, tobbek kozott a 2010-es években megjelent hibrid,
kvadrup6l-Orbitrap készillekeket alkalmazd moddszerek. A hibrid, kvadrup6l Orbitrap
készllékek képesek a vizsgalt mikotoxinok fragmenseit nagy témegpontossaggal
kimutatni, azaz a teoretikus €s a mért tomeg kozott 5 ppm-nél kisebb a tomegkilonbség.
A készulék tomegskalajanak rendszeres kalibralasaval ez a tomegkulonbség akar 2-3 ppm
is lehet (Castaldo et al., 2019). A nagy tdmegpontossagbdl fakaddan az Orbitrap
tomeganalizatorral rendelkezd késziilékek egyik nagy elénye, hogy joval kisebb zaj
jellemz6 rajuk, mint egy harmas kvadrupol MS-re vagy egy repiilési id6 analizatorral
ellatott MS-re (Makarov et al., 2006).
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4. Célkituzeés

Az elmult évek tomegspektrometrias fejlesztéseinek koszonhetéen egyre tobb
kvantitativ analitikai feladat oldhaté meg rovid, nagy ateresztdé képességli modszerek
segitségével. Kulonosen elterjedtek a FIA-MS mddszerek. HRMS késziilékekben a lassu
analizis id6 miatt tobb komponens egymas melletti mennyiségi meghatérozasa nem
valosithatd meg kelld érzékenység mellett, kiilonosen igaz ez a FIA-HRMS mérések
esetén, ahol valamennyi mért komponens azonos idében jut az ionforrasba. Ezt a
problémat orvosolhatja az Orbitrap késziilékekben elérhetd MSX mérési technika.

Doktori munk&m soran célom volt olyan FIA-PRM-MSX modszerek
kidolgozasa, ahol MSX mérési technikat alkalmazva lehetévé valik tobb vegytilet
egyidejii kvantitativ analizise kevesebb, mint 1 perc alatt.

Mivel a szakirodalomban a FIA-PRM-MSX maodszereket még nem publikaltak,
elso 1épésként a modszerfejlesztésekhez sziikséges alapelvek lefektetése volt a cél.
Célom volt egy olyan FIA-PRM-MSX maddszer fejlesztése, amely kdzponti metabolitok
kvantitativ mérésére alkalmas. A fejlesztett modszert szerettem volna 6sszehasonlitani
Kimutatasi hatar, dinamikus tartomany és linearitds szempontjabdl egy nem multiplex
maodszerrel. Hogy megbizonyosodjunk a kidolgozott médszerek alkalmazhat6sagarol,
kiilonb6z6 matrixokon kivantuk tesztelni 6ket. Tovabbi célom volt a fejlesztett modszerre
jellemzd matrixhatas vizsgalata.

Ugyancsak FIA-PRM-MSX alapu modszert szerettem volna fejleszteni
mikotoxinok kvantitativ vizsgélatara. Azokat a mikotoxinokat kivantam vizsgalni,
amelyek legmagasabb hatarértékét az érvényben 1év6 jogszabalyok szabalyozzak
feldolgozatlan buzaban és kukoricaban. A fejlesztett modszer a jelenlegi modszer
validalasi ajanlasoknak megfelelden validalni szerettem volna, igy vizsgéalni kivantam a
szelektivitast, a kKimutatasi hatart, a linearitast és dinamikus tartomanyt, a matrixhatast és
a visszanyerést. Annak érdekében, hogy a kapott analitikai teljesitményjelzok
konnyebben értelmezhetdk legyenek, a kimutatasi hatart, a linearitast és a dinamikus
tartomanyt szerettem volna 6sszehasonlitani egy a szakirodalmi példak alapjan fejlesztett
UHPLC-MS médszerrel.
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5. Anyagok és modszerek

5.1 Felhasznalt anyagok

Munkank soran valamennyi felhasznalt vegyszer kereskedelmi forgalomban
kaphatd. A felhasznalt oldoszerek mindegyike UHPLC-MS tisztasagu volt (VWR,
Magyarorszdg). A MgSOas, NaCl, trindtrium-citrat, ammonium-formiat, az LC-MS
tisztasagu ecetsav és hangyasav és a kdzponti metabolit standardok a Merck Kft. termékei
voltak. A mikotoxin standardok kozull az AB1, AB2, AG1, AG2, DON, ZEA, verucarol
toxinokat a Merck Kft-t6l, a OTA, T2, HT2 standarodokat a Romer Kft-t6l, mig a
Fumonizin standardokat a Fumizol Kft-t6l szereztuk be.

5.2 Kdzponti metabolitok analizise

5.2.1 Aspergillus nidulans tdrzs tenyésztése és extrahalasa

A doktori munkam soran a Szegedi Mikrobiologiai Gyijtemény (Szeged
Microbiology Collection, SZMC) SZMC 0552 szamu Aspergillus nidulans torzsét
hasznaltuk. A fonalas gombat 500 ml burgonya dextr6z (PDB) taptalajon tenyésztettiik.
Inokulalashoz 5 ml 0,9% NaCl oldatban felvett 10° spéraszami konidium szuszpenzi6t
alkalmaztunk. A tenyészeteket négy napig inkubaltuk 25 °C-on, 100 fordulat/perc
fordulatszdmon horizontélis rdz6gépben (VWR, Debrecen, Magyarorszag).

A négy napos inkubélast kovetden a fermentlevet €s a micéliumot 1,5 pm
porusatmérdjli iivegszalas szlird segitségével szétvalasztottuk, majd a micéliumot
liofilizaltuk egy éjszakan at. A liofilizalt micéliumot ddrzsmozsarban folyékony
nitrogénnal elporlasztottuk, majd 1 g-ot mértiink mikrocentrifuga csévekbe. A mintdkhoz
1 ml 4 °C-os viz:metanol 6:4 aranyu elegyet adtunk, majd a mintakat 5 percig ultrahangos
kadban (Elma Ultrasonic Technology) 23 kHz-en kezeltiik, jeges fiirdoben. Ezek utan a
mintakat 15 masodpercig vortex (VWR, Debrecen, Magyarorszag) segitségével
homogenizaltuk, majd 10 percig 12000 fordulat/perc fordulatszdmmal centrifugaltuk
(Eppendorf R, Hamburg, Németorszag) 4 °C-on. A felliliszot -80 °C-on HPLC fiolakban
taroltuk a FIA-PRM-MSX analizisig.
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5.2.2 Arabidobsis thaliana felnevelése és extrahalasa

Arabidopsis thaliana vad tipust (Col-0) magok sterilizalasdhoz 70%-os etanolt
és 4%-os higitott natrium-hipoklorit oldatot alkalmaztunk. Ezt kovetéen a magokat steril
vizzel mostuk egy percig 6t alkalommal. A csirdztatast miianyag Petri-csészében
vegeztik 1% szachardzt és 1% novényi agart (Duchefa Biochemie B.V., Haarlem,
Hollandia) tartalmazo B5 taptalajon (Gamborg B5 Medium Including Vitamins, Duchefa
Biochemie). A Petri-csészéket ndovénynevelé szobaba helyeztiik, ahol folyamatos
megvilagitas mellet (50 umol m2 s 1) 21 °C-on tartottuk 5 napig.

Az A. thaliana leveleket Osszegyijtottilk, majd dorzsmozsarban folyékony
nitrogén mellett porra 6roltiik. Ezek utdn 25 mg 6rleményt 200 pl viz:metanol 6:4 aranyu
elegyével nedvesitettiink, majd 1 ml viz:metanol 4:6 elegyet adtunk a mintdkhoz. A
mintakat a fonalas gomba mintakhoz hasonldan ultrahangos kezelésnek vetettik ald,
kevertettlk, illetve centrifugéltuk. A felllisz6t -80 °C-on taroltuk FIA-PRM-MSX

analizisig.

5.2.3 HO-1-N-1 human karcindma sejtek tenyésztése és extrahalasa

HO-1-N-1 (JCRB0831) human karcindma sejtvonalat DMEM/F-12 (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium:F12; Lonza) médiumban tenyésztettiik, amely 10% ho-
inaktivalt (56 °C, 30 min) magzati borju szérumot (EuroClone) tartalmazott, kiegészitve
4 mM glutaminnal, 100 U/ml penicillinnel és 100 pg/ml sztreptomicinnel. A
tenyésztéseket 37 °C-on végeztik 5 térfogat szazalék széndioxid tartalmud atmoszféraban.
A sejteket 6 lyuka talcara Gltettiik, lyukanként 1.5 x 10° sejtszam mellett.

A 24 oras inkubaciot kovetden a kitapadt sejtekrdl a feliiluszot lemostuk, majd
kétszer 500 ml 0,9 szazalékos NaCl oldattal mostuk. Ezek utan a sejtekhez 500 ml 4 °C-
0s viz:metanol 6:4 arany( elegyet adtunk, majd sejtkapard segitségével feltartuk a
sejteket. A kapott sejt szuszpenzidt mikrocentrifuga csovekbe helyeztik, majd a fonalas
gomba és névényi mintdkhoz hasonldan ultrahangos kezelésnek vetettik ala, kevertettik,
illetve centrifugaltuk a mintakat. A fellluszét -80 °C-on taroltuk FIA-PRM-MSX

analizisig.
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5.2.4 FIA-MS paraméterek

A kozponti metabolitok analizise soran hasznalt FIA-MS rendszer egy Dionex
UltiMate 3000 UHPLC rendszerhez csatolt Thermo Scientific Q Exacitve Plus Orbitrap
tomegspektrométerbdl allt (Thermo Scientific, San Jose, USA). Valamennyi méréshez
fiitott elektroporlasztasos ionforrast (heated electrospray ionization, HESI) hasznaltunk.
Az MS toémegskaldjat minden 24 6raban kalibraltuk. Maédositott kalibrécios oldatot
alkalmaztunk, amely az aldbbi vegyiileteket tartalmazta: natrium-dodecil-szulfat (m/z
265.14790), natrium-taurokolsav (m/z 514.28440), Ultramark 1621 (m/z 1279.99721,
1379.99083, 1479.98444, 1579.97805, 1679.97166), szarkozin (m/z 88.04040),
aminovajsav (m/z 102.05605) és ornitin (m/z 131.08260).

A modszerfejlesztést kovetden az alkalmazott eluens MeOH:H20:CH3COOH
1:1:0.2 aranyu elegye volt. Az aramlasi sebesség 500 pl/min volt, mig az
oszloptermosztat hémérsékletét 30 °C-ra allitottuk. Az injektalasi térfogat minden
esetben 5 pl volt. A mérések soran egy Phenomenex AQ C18 SecurityGuard el6tét
oszlopot (Phenomenex, Torrance, USA) alkalmaztunk.

Mind a mérések, mind pedig az adatkiértékelés soran Thermo Scientific
TraceFinder 4.1 szoftvert hasznaltunk. Az egyes sziildionokhoz tartozd fragmensek
kigytjtését Thermo Scientific Qual Browser 4.0 szoftver segitségével végeztik el. A
mennyiségi meghatarozasok sordn az egyes sziiléokhoz tartozd fragmenseket 3 ppm
széles tomegablakban vizsgaltuk. Amennyiben egy sziil6ion két fragmensét is vizsgaltuk,
a két fragmenshez tartozo extrahalt ion kromatogram intenzitasaranya kdzotti maximalis
eltérés 20 % lehetett. Az egyes fragmensparokhoz tartoz6 intenzitasaranyt a standard
oldatokban tapasztalt arany alapjan, manuélisan allitottuk be.

A fragmentacids paraméterek optimalizalasa soran is FIA-HRMS technikat
alkalmaztuk, az ismertetett kromatografias paraméterek mellett. Minden egyes vegyilet
10 pg/ml toménységli oldatat hasznaltunk, MeOH:H20 4:6 olddszerben oldva. Els6
Iépésben a vizsgalt vegylletek sziiléionjait azonositottuk be, majd azokat diszkrét
normalizélt fragmentacids energidk (NCE) mellett analizaltuk. Az optimalizacids
mérések sorén a felbontds 70000 volt (m/z=200), 2e5 automatikus erdsitésszabalyozas
(AGC) mellett.

A végsé MSX modszerben a porlasztd gaz aramlasi sebességét 50, a kisérogaz
aramlési sebességét 20, a fuiggdnygaz aramlési sebességét 1 késziilékre jellemz6 aramlasi

értékre allitottuk be. A spray feszultség -4 kV értékre allitottuk be, mig az iontovabbito
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kapillarist 300 °C-ra melegitettiik. A kiséré gaz homérséklete 405 °C volt. A felbontas

17500 (m/z=200), a C-csapda maximalis akkumulacios ideje egy mérési esemeény alatt

10 ms volt. A kvadrupdl izolacids ablaka 0,4 m/z volt. A végsé MSX modszerben szerepld

atmeneteket, fragmentéacios energiakat, és multiplex csoportokat a 2. tédblazat

tartalmazza. A modszer 0,5 perc hosszusagu volt.

A fejlesztett multiplex és nem mulitplex modszerek a kromatografids és

tomegspektrometrias korilményeket tekintve azonosak voltak annyi kilénbséggel, hogy

a nem multiplex mddszerekben csupan a belsé standardot és tovabbi egy komponenst

analizalt a tomegspektrométer.

2. tablazat: Kdzponti metabolitok méresére fejlesztett modszer atmenetei

Fragmentac

Komponens Sziiléion m/z Kva ntifikalo K\{a“f'kélé i0s energia MSX
ion m/z ion m/z (NCE) ID
Aszparagin 131,02240 114,01962 113,03572 10 1
Cisztation 221,06015 134,02815 120,01254 10 1
Glutarsav 131,02240 87,04511 113,02451 10 1
Oxalecetsav 131,02240 87,00874 - 10 1
Tienil-alanin 170,02802 153,00152 109,01174 10 1
Aszparaginsav 132,03021 88,04034 115,00361 30 2
Citrullin 174,08841 131,08255 - 30 2
Glutamin 145,03807 127,05133 128,03533 30 2
Ketoglutarsav 145,03807 101,02442 73,02923 30 2
Fenil-tejsav 165,05572 147,04512 119,05023 30 2
Akonitsav 173,00916 85,02945 129,01941 30 3
Fumarsav 115,00376 71,01359 87,00882 30 3
Szerin 104,03532 74,02445 72,00883 30 3
Borostyankdsav 117,01930 73,02916 99,00873 30 3
Treonin 118,05097 74,06027 102,05591 30 3
Citromsav 191,01973 87,00873 - 50 4
Hisztidin 154,06223 93,04578 137,03564 50 4
Izocitromsav 191,01973 73,02924 117,01932 50 4
Nikotinsav 122,02475 78,03474 94,02982 50 4
Tirozin 180,06664 119,0502 163,04011 50 4
Glutaminsav 146,04585 102,05602 128,03532 30 5
Almasav 133,01294 71,01356 115,00371 30 5
Triptofan 203,08264 116,05051 159,09271 30 5
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5.2.5 Standard oldatok készitése

A vizsgalt komponensek és a belsd standard torzsoldatokat 1 mg/ml
koncentracioban készitettik el metanolt, vizet vagy tized szazalékos ecetsavat hasznélva.
Ebbdl az oldatbol kiindulva szériahigitassal készitettlink 4 pg/ml, 400 ng/ml, 40 ng/ml és
4 ng/ml toménységili torzsoldatokat. Az oldoszer minden esetben MeOH:H20 4:6 volt.
Tizennégy pontos kalibracios oldatsorozatot készitettiink, amely valamennyi pontja 1000
ng/ml koncentracioban tartalmazta a belsé standardod. A belsé standard tienil-analin volt.
A Kkészitett kalibracids oldatsorozat koncentracié tartomanya a vizsgalt komponensekre
nézve 10000 ng/ml és 0,2 ng/ml koz6tti volt.

5.2.6. Szelektivitas vizsgalata

A szelektivitas vizsgalata soran a fejlesztett MSX mddszerrel olyan oldatokat
mértink, ahol az egyes mintak csak egy vizsgalt komponenst tartalmaztak 10 pg/ml
tdmeénységben. A sikeres szelektivitasi teszt esetén csak annél a komponensnél kaptunk

S/N>3 nagysagu jelet, amelyet valdban tartalmazott a minta.
5.2.7. LLOQ értékek meghatarozasa

A meghatarozas alsé hatara (lower limit of quantification, LLOQ)
meghatarozasa soran az 5.2.5 fejezetben targyalt oldatsorozatot hasznaltuk. LLOQ-nak
a kalibracios egyenes legalso még illeszthetd pontjat tekintettilk, amennyiben a jel-zaj
viszony nagyobb volt 6tnél. Amennyiben sziikséges volt koztes kalibraciés pontokat is

készitettiink az LLOQ pontosabb meghatarozasahoz.
5.2.7. Dinamikus tartoméany meghatarozasa

A dinamikus tartomany meghatarozasa soran valamennyi komponensre az 5.2.5
fejezetben targyalt oldatsorozatot hasznaltuk. Minden kalibracios szintet 6t ismétlésben
injektaltunk. A parhuzamos kalibracios szintek mérése soran mért koncentraciok relativ
szorasa nem lehetett nagyobb, mint 20%. A kalibracios egyenes also pontja valamennyi
komponensre az LLOQ szintje volt. A kalibracios pontok esetében a szamolt és a valos
koncentraciok megengedett kiilonbsége +15% volt, kivéve az LLOQ szintjén, ahol +20%.

A Kkalibracios egyenes illesztése soran linearis illesztést hasznaltunk, az R? értékének
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pedig minden esetben nagyobbnak kellett lennie 0,99-nél. Az illesztések soran stlyozast
nem hasznaltunk. A kimutatas fels6 hatara (upper limit ot quantification, ULOQ) minden
esetben az a kalibraciés pont volt, amire még eérvényesek voltak a reszletezett

kritériumok.
5.2.8. Biologiai mintak mérése és matrixhatas meghatarozasa

A vizsgélt mintdk metabolit tartalmanak meghatarozdsa soran 190 pl
extraktumhoz 10 pl tienil-alanin bels6 standardot tartalmazé oldatot adtunk ugy, hogy a
belsé standard végsé koncentracidja 1000 ng/ml legyen. A vizsgalt bioldgiai mintak
koncentréciojat ot fliggetlen mintaeldkészitési eljarast kovetden kapott pairhuzamos minta
segitségével hataroztuk meg.

A matrixhatds meghatarozasa soran 190 ul extraktumhoz 10 ul olyan oldatot
adtunk, amely a belsé standard mellett a vizsgalt komponenseket olyan mennyiségben
tartalmazta, hogy az adagolas utan a bioldgiai mintakban mért koncentréacié elméletben
otven szazalékkal novekedjen. Ezt kovetden az addiciondlt és nem addicionalt mintakat
a fejlesztett modszerrel mértiik, majd az alabbi képlettel szamoltuk a matrixhatast:

Areays — Areag

Matrixhatas = x 100
Areayr

ahol Areaas a vizsgalt komponens standard addicionalast kovetéen mért cstcs alatti
terilete, Areas az vizsgalt komponens standard addicionalas eltt mért csucs alatti

terllete, Areaat pedig az addicionalt mennyiség csucs alatti terilete tiszta olddszerben.
5.3 Mikotoxinok analizise

Mikotoxinok analizise sordn a mind a mddszerfejlesztés, mind a validalas az

5.2.4 alfejezetben bemutatott készuléken tortént.
5.3.1 Mdbdszerfejlesztés
5.3.1.1 Kromatografias és tomegspektrometrias korilmények optimalizalasa

Az optimalis eluens dsszetétel megallapitasahoz minden komponenst tekintve 1
pug/ml - koncentraciéju  standard oldatot készitettink az  extrakcids oldoszer

(acetonitril:viz:ecetsav 79:20:1) felhasznalasaval.
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A tesztelt eluensek pontos dsszetételét a 3. tablazat tartalmazza. Az aramlasi
sebesség 0,5 ml/min, az oszloptermosztat hdmérséklete 40 °C, az injektalt térfogat 5 pl
volt. A mérések soran egy Phenomenex AQ C18 SecurityGuard el6tétkolonnat
alkalmaztunk.

Az ionforras paraméterei a kovetkezOk voltak: porlasztd gaz aramlési sebessége
50, a kisérégaz aramlasi sebessége 20, a fliggonygaz dramlasi sebessége 1, a késziilékre
jellemzo6 aramlasi érték volt. A spray fesziltséget 4,5 kV értékre allitottuk be, mig az
iontovabbito kapillarist 320 °C-ra melegitettiik. A kiséré gaz hdmérséklete 420 °C volt.
Valamennyi eluens esetében meghataroztuk a képzodé adduktokat. Az adduktok
meghatdrozdsa sordn  pasztdzé  Uzemmoddot  hasznaltunk,  200-1000 m/z
tomegtartomanyban. A felbontas 70000 volt (m/: 200), 1e6 AGC mellett.

Mind a mérések, mind pedig az adatkiértékelés soran Thermo Scientific
TraceFinder 4.1 szoftvert hasznaltunk. Az egyes sziildionokhoz tartozd fragmensek
kigytjtését Thermo Scientific Qual Browser 4.0 szoftver segitségével végeztik el. A
mennyiségi meghatarozasok soran az egyes sziiléionokhoz tartoz6 fragmenseket 3 ppm
széles tomegablakban vizsgaltuk. Amennyiben egy sziil6ion két fragmensét is vizsgaltuk,
a két fragmenshez tartozo extrahalt ion kromatogram intenzitasaranya kzotti maximalis
eltérés 20 % lehetett. Az egyes fragmensparokhoz tartoz6 intenzitasaranyt a standard

oldatokban tapasztalt arany alapjan, manuélisan allitottuk be.

3. tablazat: A modszerfejlesztés soran tesztelt eluensek

Sorszam Eluens Oszetétele
1 Metanol:viz 1:1 + 5 mmol/L ammoénium-formiat + 0,1 % hangyasav
2 Metanol: viz 1:1 + 5 mmol/L ammonium-formiat + 0,3 % hangyasav
3 Metanol:viz 1:1 + 5 mmol/L ammonium-formiat + 0,5 % hangyasav
4 Metanol:viz 1:1 + 5 mmol/L ammonium-acetat + 0,5% ecetsav
5 Metanol:viz 1:1 + 0,1% ecetsav
6 Metanol:viz 1:1 + 0,1% hangyasav
7 Acetonitril:viz 1:1 + 0,1% ecetsav
8 Acetonitril:viz 1:1 + 0,1% hangyasav
9 Metanol:viz 1:1
10 Acetonitril:viz 1:1
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A kivalasztott eluens alkalmazasa mellett az egyes komponensekre legnagyobb
intenzitassal rendelkez6 addukt fragmenseit is meghataroztuk, a fragmentécios energiat
10 egységenként valtoztatva NCE 10-110 kozott. Az MS paraméterek megegyeztek az
eluens kivalasztasa soran alkalmazottakkal. A fragmensek meghatarozdsa PRM
uzemmadban tortént 70000 felbontas (m/z 200), és 2e5 AGC mellett. Az 6sszes detektalt
MS?2 jelet kigyt;jtottitk anndl a harom fragmentacios energianal, ahol a harom legnagyobb
intenzitassal rendelkez6 fragmens a legnagyobb jelet adta.

Az optimalis fragmentacios energian kigy(jtottik az egyes sziiléionokra

jellemz0 detektalhato fragmenseket.

4. tablazat: Mikotoxinok mérése soran alkalmazott &tmenetek

Toin _saloon ot Catragmers 'rTD (RN Frmenans X
AGl M+H 329,06558 215,06935 200,04605 214,06165 60 1
FB2 M+H 706,40083 336,32693 318,31644 159,0288 40 1
VOL M+H 267,15909 185,13214 157,1012 175,11154 50 1
AG2 M+H 331,08123 245,07991 217,08514 189,05408 60 2
OTA M+H 404,08954 257,02087 358,08432 239,01016 20 2
T2 M+NH4 484,25411 169,10077 154,07755 215,10611 50 2
AB1 M+H 313,07066 241,04877 269,04358 242,05656 60 3
HT2 M+NH4 442,24354 169,10103 157,10118 197,09563 40 3
ZEA M+H 319,154 69,06995 205,08537 283,13257 40 3
AB2 M+H 315,08631 259,05927 287,09085 243,06448 60 4
FB1 M+H 722,39575 334,31113 95,08608 74,06017 40 4
DON M+H 297,13326 175,07515 105,07059 79,05452 50 4

A vizsgalt mikotoxinokat négy csoportba soroltuk ugy, hogy legyen harom
olyan fragmensiik, melyek relativ intenzitasa nagyobb, mint 30% és az adott csoporton
beliil specifikusak az adott komponensre. Késdbbiekben az igy kapott legintenzivebb
fragmensek segitségével végeztiik el a mennyiségi meghatérozast (célfragmens), mig a
tovabbi két fragmenst az adott komponens jelenlétének bizonyitasara hasznéaltuk fel
(konfirmalo fragmens). A végsé modszerben a toxinokat négy csoportba soroltuk, igy egy
teljes mérési ciklus négy mérési eseménybdl allt (4. tablazat). A végsé modszerben a
mérések PRM lizemmddban térténtek 17500 felbontas (m/z 200), és 2e5 AGC mellett.

Az kvadrupdl izolacids ablaka 0,4 m/z volt.
5.3.1.2. Extrakcids és kromatografias kértlmények optimalizalasa

A munkank soran felhasznalt kukorica és blza mintakat helyi termeldktol

szereztik be. Egy gram kukorica 6rleményhez 4 ml bels6 standard tartalmu extrakcios
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oldoszert, mig 1 g buza drleményhez 5 ml belsé standard tartalmt extrakcids olddszert
adtunk. Az extrakcids oldoszer dsszetétele acetonitril:viz:ecetsav 79:20:1 volt, illetve 50
ng/ml koncentracioban tartalmazta a belsé standardod (VOL). A mintakat ezt kovetéen
90 percig kevertettiik vertikalis razdgépben (Heidolph, Schwabach, Németorszag).
Keverés utdn a mintikat 2500 fordulat/percen 15 percig centrifugaltuk. Centrifugélas
kovetoen a feliiluszot analizaltuk.

A SALLE mintael6készitési eljaras soran a vertikalis razogépben torténd
kevertetést kovetden a feliiliszohoz 0,8 g magnézium-szulfat, 0,2 g natrium-klorid és 0,2
g natrium-citrat 6sszetételli porkeveréket adtunk, majd centrifugacsében két percig vortex
keverd segitségével kevertettlk. Ezt kovetéen 8000 fordulat/percen 15 percig
centrifugaltuk. Centrifugalas utan a feluliszét HPLC-fiolaba pipettaztuk.

A dSPE mintaelokészitési eljaras sordn a SALLE extrakciot kovetden kapott
felilluszohoz meghatarozott mennyiségi adszorbenst adtunk (5. tablazat), majd a
mintakat két percig vortex keverd segitségével kevertettiik. A kapott zavaros oldatot 8000
fordulat/percen 15 percig centrifugaltuk, a feltlusz6t 0,2 um poérusatmérdjii
poli(tetrafluor-etilén) (PTFE) sziirén (Whatman, Buckinghamshire, Egyesult Kiralysag)

szurtuk.

5. tAblazat: A gabona el6készitése soran tesztelt dSPE szorbensek és szorbens
keverékek

Sorszam Osszetétel

1 50 mg aktiv szén

2 200 mg PSA

3 200 mg C18

4 200 mg PSA, 200 mg C18 adszorbens

5 200 mg PSA, 50 mg aktiv szén

6 200 mg C18 adszorbens, 50 mg aktiv szén

7 200 mg PSA, 200 mg C18 adszorbens, 50 mg aktiv szén

Amennyiben a mintakat tizszeresére tomenyitettilk, a SALLE, majd dSPE
mintael6készitést kovetden kapott sziirletet nitrogén gazaram alatt szarazra paroltuk. A
szarazra parolt mintakat annyi extrakcids oldészerben oldottuk vissza, hogy tizszeres
koncentralast érjiink el. Az elkésziilt oldatot 30 masodpercig vortex keverd segitségével
homogenizaltuk, majd 4 percig ultrahangos kadba helyeztiik, végezetil 0,2 pm

porusatmérdjii PTFE szlirén szlrtiik.
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Az extrakcids korilmények optimalizalasaval parhuzamosan a kromatografias

korulményeket is modositottuk, mig a tomegspektrometrids paraméterek az 5.1.1.1
fejezetben ismertetekkel azonosak voltak.
Amennyiben a kukorica és blza mintakat csak szilard-folyadék extrakcionak, vagy
SALLE mintael6készitési eljarasnak vetettiik ala a kromatografids kortlmenyek a
kovetkezdk voltak: a mérések soran metanol:viz 1:1 + 5 mmol/l ammoénium-formiat + 0,5
% hangyasav Osszetételli eluenst hasznaltunk, Phenomenex AQ C18 SecurityGuard
elététkolonna (Phenomenex, Torrance, USA) alkalmazasa mellett. Az aramlasi sebesség
500 pl/perc volt, mig az injektalasi térfogat 5 pl. Az oszloptermosztat hdmérsékletét 40
°C-ra allitottuk.

Amikor a szilard-folyadék extrakcio és SALLE mintael6készitési eljarason tul
dSPE modszert is alkalmaztunk az alabbi kromatogréafias korilmények kézott végeztik a
méréseket: eluenskent metanol:viz 7:3 + 5 mmol/L ammonium-formiat + 0,5 %
hangyasav Osszetételli oldatot hasznaltunk, Thermo Scientific Hypersil GOLD C18
allofazisa (Thermo Scientific, San Jose, USA) 50 x 2,1 mm, 1,9 um szemcseméretii
kolonna alkalmazasa mellett. Az injektalasi térfogat 5 pl volt, mig az aramlasi sebesség

0,5 ml/min. Az oszloptermosztat hdmérsékletét 40 °C-ra allitottuk be.
5.3.1.4 UHPLC-MS/MS mddszer fejlesztése

Az UHPLC-MS/MS mérési mddszerben a témegspektrometrids beallitasok a
5.1.1.1 fejezetben targyalt paraméterekkel azonosak voltak. Az elvélasztas soran —
akarcsak a mulitplex mérési modszerben — az aldbbi eluenseket hasznaltuk: viz + 5
mmol/L ammonium-formiat + 0,5 % hangyasav (A), metanol + 5 mmol/L ammonium-
formiat + 0,5 % hangyasav (B). Az elvalasztasokat Thermo Scientific Hypersil GOLD
C18 alléfazisi 50 x 2,1 mm, 1,9 um szemcseméretli oszlopon végeztik, melyet
fazisazonos el6tétoszloppal lattunk el. Az oszloptermosztat 40 °C-on Gizemelt, mig az
injektalasi térfogat 5 pl volt. Az alkalmazott gradiens programot a 6. tablazat
tartalmazza. Az aramlési sebesség, hasonléan a MSX modszerhez, 500 pl/min volt. A
vizsgalt komponensek atmenetei megegyeztek a MSX maddszer soran vizsgalt
atmenetekkel, viszont MSX technikat nem alkalmaztunk a mérések soran. Az analizalt

komponensek retencios ideje a 7. tablazatban olvashato.
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6. tablazat: UHPLC-MS/MS mérések gradiens programja

Retencios id6 (perc) B%

0 5
3 5

14,5 74
15 95
17 95

17.1 5
18 5

7. tablazat: Komponensek retencios ideje az UHPLC-MS/MS maodszer alkalmazasaval

Komponens Retencios id6 (perc)
DON 2,40
VOL 6,24
AG2 8,62
AG1 9,02
AB2 9,31
AB1 9,75
HT2 11,27

T2 13,23
FB1 12,75
ZEA 13,85
FB2 14,14
OTA 15,09

5.3.2 Mddszervalidalas

A mikotoxinok mérésére fejlesztett modszer validaldsa sordn az Eurdpai
kovettiik (Guideline on bioanalytical method validation, 2011). A fejezetben tobb esetben
a koncentraciot pg/kg-ban adtunk meg, ahol a mikotoxinok mennyiséget gabona
szarazanyagra vonatkoztattuk abban az esetben, ha az alkalmazott mintael6készitési
eljarast alkalmazzuk (szilard-folyadék extrakcié, SALLE, dSPE, toményités) 100

szézalekos extrakcios hatékonysagot feltételezve.
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Az egyes mikotoxinok fels6 hatarértékének az Eurdpai Bizottsdg idevonatkozd
rendeletében feldolgozatlan buza és kukoricara vonatkozd adatokat tekintettiik (Bizottsag
1881/2006/EK rendelete, 2006). HT2 és T2 esetén az Eurdpai Bizottsag ide vonatkozd
ajanlasaban feldolgozatlan buzéra és kukoricara vonatkozo indikativ ertékeket tekintettiik
(2013/165/EU). Amennyiben a rendeletben tobb toxin egyuttes maximalis mennyisége
van megadva, az egyuttes maximalis mennyiséget elosztottuk az oda vonatkozé toxinok
szamaval, és a kapott koncentraciot tekintettik hatarértéknek. A modszer validalasa soran

alapul vett hatarértékeket a 8. tablazat tartalmazza.

8. tdblazat: Mikotoxinok fels6 hatarértéke

Kukorica Buza

Hatarérték (ng/kg)  Hatarérték (ug/kg)

AB1 5 2
AB2 5 2
AG1 5 2
AG?2 5 2
DON 1750 1250
FB1 1000 -
FB2 1000 -
HT2 100 100
OTA 5 5
T2 100 100
ZEA 200 100

5.3.2.1 Szelektivitas vizsgalata

Szelektivitas vizsgélata soran toxin-vak extraktumokat készitettlink. A gabona
Orleményeket szilard-folyadék extrakcionak, SALLE mintaeldkészitési eljarasnak, dSPE
eljarasnak vetettik ald, majd a beparlas és visszaoldas segitségével a mintakat tizszeresre
tOményitettlik (5.3.1.2 fejezet).

A készitett toxin-vak extraktumokat injektaltuk a kesziilékbe megvizsgélva,
hogy a komponensek kimutathatok-e az extraktumokbol. A vizsgalatot akkor tekintettiik
sikeresnek, ha a toxin-vak mintdkban a zavar6 komponensek jele az LLOQ 20
szazalékanal kisebb volt a vizsgalt analitok esetén, illetve 5 szazaléknal kisebb volt a

belso standard esetén.
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Az EMA éltal eldirt szelektivitasi vizsgalatokat egy tovabbi vizsgélattal
egészitettik ki. A 190 pl toxin-vak extraktumhoz 10 pl toxin standardot adagoltunk ugy,
hogy a mikotoxinok végsd koncentracioja 10 pg/ml legyen. Az addicid sordn a standard
oldat egyszerre egy toxint tartalmazott, igy 6sszesen 12 adalékolt mintat készitettink. A
mintakat haromszor injektaltuk a készilékbe. A vizsgalatot akkor tekintettiik sikeresnek,
ha a mérést kvetden csak annal a komponensnél kaptunk S/N>3 nagysagu jelet, amelyet

valdban tartalmazott a minta.
5.3.2.2. LLOQ és LLOD értékek meghatarozasa

LLOQ-nak a matrix-azonos kalibracios egyenes legalso még illesztheté pontjat
tekintettiik, amennyiben a jel-zaj viszony nagyobb volt 6tnél. Amennyiben sziikséges volt
koztes kalibracids pontokat is készitettiink az LLOQ pontosabb meghatarozasahoz. A
kimutatas also hataranak (lower limit of detection, LLOD) azt a koncentraciot tekintettik,

ahol a jel-zaj viszony nagyobb volt haromnal.
5.3.2.3. Dinamikus tartomany és linearitas meghatarozasa

A dinamikus tartomany és linearitas vizsgalata soran toxin-vak extraktumokat
készitettiink. A gabona Orleményeket szilard-folyadék extrakcionak, SALLE
mintaeldkészitési eljarasnak, dSPE eljarasnak vetettiik ala, majd a beparlas és visszaoldas
segitségével a mintakat tizszeresre toményitettik (3.3.1.2 fejezet).

A toxin-vak extraktumok segitségével matrix-azonos kalibréaciés oldatsorozatot
készitettlink. Az egyes kalibracios mintak elkészitése soran 190 ul toxin-vak gabona
extraktumhoz 10 pl-t adtunk a megfelel6 kettes tipusi munkaoldatbdl. A munkaoldatok
készitéséhez 200 pg por alapu mikotoxin toxin-vak extraktumban torténd beoldasaval
torzsoldatokat készitettiink. A torzsoldatok segitségével egyes tipusu munkaoldat
sorozatot készitettiink, amely valamennyi hatarértékkel rendelkezd vizsgalt toxint
tartalmazott 100000, 10000, 1000, 100 és 10 ng/ml koncentracidban. Az egyes tipust
munkaoldat sorozat segitségével készitettiik a kettes tipusi munkaoldat sorozatot. Az
elkészitett kalibracios oldatsorozat 16 tagd volt, 10000-0,125 pg/kg gabona
szarazanyagra visszaszamolva.

Egy kalibracidés pontot 6t alkalommal injektaltunk. Az egyes kalibracids
szinteken mért koncentraciok relativ szordsa nem lehetett nagyobb mint 20%. A

kalibréacids egyenes alsé pontja valamennyi komponensre az LLOQ szintje volt. A
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kalibracids pontok esetén a rezidualisok maximum +£15%-o0sak lehettek, kivéve az LLOQ
szintjén, ahol £20%. A kalibrécids egyenes illesztése soran lineéris illesztést hasznaltunk,
az R? értékének pedig minden esetben nagyobbnak kellett lennie 0,99-nél. Az illesztések
soran sulyozast nem alkalmaztunk. A kimutatas felsé hatara (ULOQ) minden esetben az

a kalibrécids pont volt, amire még érvényesek voltak a részletezett feltételek.
5.3.2.4 Métrixhatds meghatarozasa

A matrixhatas meghatarozadsdhoz két koncentracioban hat ismétlésben
készitettlink mintakat toxin-vak extraktumban és tiszta extrakcios oldoszerben. A matrix-
azonos mintdk keszitése soran 190 pl toxin-vak extraktumhoz 10 pl mikotoxint
tartalmaz6 oldatot adtunk ugy, hogy azok koncentracidja az LLOQ kétszeresenek
(MEC1) és az ULOQ 80 szazalékanak (MEC2) feleljen meg. Az MEC1 és MEC2
koncentraciok az alabbiak voltak FIA-PRM-MSX mddszer esetén (MEC1 kukoricaban,
MEC2 kukoricaban, MEC1 buzéban, MEC2 buzéban): AB1 (5,6 pg/kg, 480 pg/kg, 3
Mg/kg, 280 pg/kg), AB2 (4,8 ng/kg, 480 pa/kg, 2 pa/kg, 280 pg/kg), AG1L (5,6 pa/kg,
480 ng/kg, 3 pg/kg, 280 ug/kg), AG2 (5,6 pg/kg, 480 pg/kg, 3 pg/kg, 280 pg/kg), DON
(1280 pg/kg, 7680 pg/kg, 960 pg/kg, 1920 pg/kg), FB1 (40 pg/kg, 960 pg/kg), FB2 (40
Mg/kg, 1200 pg/kg,), HT2 (128 pg/kg, 4160 pg/kg, 40 pg/kg, 280 pg/kg), OTA (7 pa/kg,
480 pg/kg, 4 pg/kg, 280 pg/kg), T2 (20 pg/kg, 640 pg/kg, 30 pg/kg, 480 pg/kg), and
ZEA (128 ug/kg, 3840 pg/kg, 120 pg/kg, 480 pg/kg). Az MEC1 és MEC2 koncentraciok
az alabbiak voltak UHPLC-MS/MS maodszer esetén: AB1 (5,6 pg/kg, 480 pg/kg, 3 pug/kg,
280 ug/kg), AB2 (4,8 na/kg, 480 pg/kg, 2 ng/kg, 280 pg/kg), AG1 (5,6 pg/kg, 480 pg/kg,
3 pg/kg, 280 pg/kg), AG2 (5,6 pnag/kg, 480 pg/kg, 3 ng/kg, 280 pg/kg), DON (1280 ug/kg,
7680 pg/kg, 960 pg/kg, 1920 pg/kg), FB1 (40 ug/kg, 960 ug/kg), FB2 (40 ug/kg, 1200
pg/kg, HT2 (128 pg/kg, 4160 pg/kg, 40 pg/kg, 280 pg/kg), OTA (2 pg/kg, 800 pg/kg,16
ug/kg, 1120 pg/kg), T2 (8 pg/kg, 200 pg/kg, 16 pg/kg, 1120 pg/kg), and ZEA (8 pg/kg,
400 pg/kg, 5 pa/kg, 192 pg/kg). A toxin-vak extraktumok készitése soran a gabona
6rleményeket szilard-folyadék extrakcionak, SALLE mintael6készitési eljarasnak, dSPE
eljarasnak vetettiik ala, majd a beparlas és visszaoldas segitségével a mintakat tizszeresre
toményitettik (5.3.1.2 fejezet). A matrix-mentes oldatok készitése soran 190 pl
extrakcios oldoszerhez 10 pl mikotoxinokat tartalmazo oldatot adtunk. A matrix faktort

a matrix-azonos mintaban tapasztalt csucs alatti tertlet és az extrakcios olddszerben
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megfigyelt csucs alatti tertilet hanyadosaként szamoltuk, 0sszesen tizenkét hanyados
atlagaként. A kapott tizenkét érték szdrasat is kiszadmoltuk.

5.3.2.5 Visszanyerés szamitasa

A visszanyerés meghatarozasahoz két koncentracioban, koncentracioként hat
ismétlésben készitettink mintdkat. A két koncentracid a rendeletben megszabott
hatérértek 80, illetve 120 szazaléka volt. Kukorica métrix esetén ezek a koncentraciok az
alabbiak voltak: AB1 (4 pg/kg, 6 ng/kg), AB2 (4 pa/kg, 6 pg/kg), AGL (4 pg/kg, 6
ug/kg), AG2 (4 ug/kg, 6 ng/kg), DON (1400 pg/kg, 2100 pg/kg), FB1 (800 pg/kg, 1200
pg/kg), FB2 (800 pg/kg, 1200 pg/kg), HT2 (80 pg/kg, 120 pg/kg), OTA (4 pg/kg, 6
Ha/kg), T2 (80 pg/kg, 120 pg/kg), and ZEA (160 pg/kg, 240 pg/kg). Blza métrix esetén
a két vizsgalt koncentracio szint az alabbi volt: AB1 (1,6 ug/kg, 2,4 ug/kg), AB2 (1,6
ua/kg, 2,4 ug/kg), AG1 (1,6 pg/kg, 2,4 ng/kg), AG2 (1,6 pg/kg, 2,4 pg/kg), DON (1000
pg/kg, 1500 pg/kg), HT2 (40 pg/kg, 60 pg/kg), OTA (4 pg/kg, 6 pg/kg), T2 (40 pg/kg,
60 pg/kg), and ZEA (80 pg/kg, 120 pg/kg).

A mintak elkészitése sordn 1 g darélt toxint kimutathatd mennyiségben nem
tartalmazé gabonahoz 100 pL valamennyi mikotoxint tartalmazé oldatot adtunk. A kapott
mintdkat 16 6ran keresztll levegén, fényt6l elzart helyen taroltuk, hogy az oldoszer
elparologjon. Az igy kapott toxinnal szennyezett, szaraz daralt gabona mintakat szilard-
folyadék extrakcionak, SALLE mintaelOkészitési eljarasnak, dSPE eljarasnak vetettiik
ala, majd a beparlas és visszaoldas segitségével a mintakat tizszeresre toményitettik
(3.3.1.2 fejezet).

Az elkészitett mintak koncentraciojat matrix-azonos kalibraciés gorbe
segitségével hataroztuk meg. A visszanyerést a mért és a nominalis koncentracio
hanyadosaként hataroztuk meg. Az egyes mintdk mérése soran tapasztalt visszanyerés

értékeket atlagoltuk, illetve szdrast szamoltunk.
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6. EREDMENYUK ES ERTEKELESUK

6.1 Multiplex modszerek alapelvei

Amennyiben Orbitrap tomegspektrométerrel egy idében tobb vegylletet
hatarozunk meg PRM merési izemmad segitségével, minden egyes sziiléion sajat mérési
eseménnyel rendelkezik, amelyek 6sszessége adja meg a teljes mérési ciklust. Amikor
tiz, vagy annal tobb sziildion alkot egy mérési ciklust az Orbitrap tdmeganalizator hosszu
méreési ideje miatt a teljes méreési ciklus hossziva valik. A hossz( mérési ciklusok miatt
csOkken az érzékenység, mivel a késziilék nem tud elég adatpontot gyiijteni egy
kromatogréafias csics meghatarozasahoz, amihez legalabb 10 adatpontra van sziikség
(Holcapek et al., 2012). Ez a jelenség kiilonosen megneheziti a nagy érzékenységi
modszerek fejlesztését UHPLC korilmények alkalmazéasa esetén, ahol keskeny
félértékszélességli kromatografids csucsok a gyakoriak. Multiplex mérési technika
alkalmazasaval a mérési események szama csokkenthetd, igy a mérési ciklus ideje
jelentésen lerovidithetd. Ennek koszonhetden keskeny félértékszélességli kromatografias

csucsok esetén is kell6 mennyiségii adatpontot tud rogziteni a késziilék (5. abra).
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5. &bra: Mérési események szdma hagyomanyos (A) és multiplex (B) mérési technika
alkalmazasa mellett
Az 5. &bra egy olyan esetet mutat, ahol 23 sziil6ion iont vizsgalunk egyidében
Orbitrap todmegspektrometer segitségével 17500-as felbontds mellett (m/z=200),
multiplex mérési technika alkalmazasaval (B) és anélkil (A). A fiiggéleges vonalak az
egy sziléionra vonatkozé adatpontokat szimbolizaljak, a zo6ld pontok pedig az
alapvonalnal nagyobb intenzitassal rendelkezd adatpontokat jeldlik. Jol latszik, hogy az

abra A részén egy sziiléionra csupan 8 alapvonalnal nagyobb intenzitdsu adatpontot
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rogzitett a késziilék még egy relativ nagy intenzitasi kromatogréafias csics esetén is, ami
nem elégséges a bemutatott kromatogréfias csucs jellemzéséhez. Amennyiben MSX
méreési technikat alkalmazunk, és a mérési események szamat otre csokkentjik, a merési
ciklus lerovidulése miatt a kivalasztott sziiléionra mar 38, alapvonalnal nagyobb
intenzitasu adatpontot képes gytjteni a késziilék, igy a bemutatott kromatografias cstcs
egyértelmiien meghatarozhato.

Mint az a bemutatott példan is latszik, a multiplex mérési technika elényei
els6sorban akkor érzékelhetdk, ha a vizsgalt vegyuletek kromatografidsan nem
elvalaszthatdk, vagy nem all szdndékunkban elvalasztani 6ket. Ilyen mérési modszerek
példaul a FIA modszerek, melyekkel gyors analizisek végezhet6k el, mivel a mintakat
kromatografias elvalasztas nélkul juttatjuk a tomegspektrométer ionforrasaba.

Mivel a szakirodalomban nem talalhatd kismolekuldk kvantitativ
meghatarozasat lehetévé tevé multiplex technikat alkalmaz6 PRM modszer,
kutatomunkam els6 1épéseként lefektettiik azokat az alapelveket, amik egy sikeres
modszer fejlesztéséhez szilksegesek.

Mivel PRM mérési tizemmaddban a sziildionbodl keletkezd dsszes fragmentumot
detektaljuk, a multiplex technika segitségével rogzitett tomegspektrumon az egy mérési
eseményben vizsgalt 6sszes vegyllet valamennyi fragmentuma egy spektrumon jelenik
meg (2. abra). Ebbol kovetkezik, hogy a megbizhatdo mennyiségi és mindségi
meghatarozas feltétele, hogy egy mérési eseményben, csak olyan vegyuleteket
vizsgéljunk, melyek egyedi, a tobbi vegyiilettdl eltéré tomegli fragmentumokkal is
rendelkeznek. Fontos megjegyezni, hogy ez nem azt jelenti, hogy az egy mérési
eseményben vizsgalt vegyiileteknek nem lehetnek azonos tomegil fragmensei is.

Tapasztalatunk szerint két fragmens akkor tekintheté nem azonos tomegiinek,
ha a tapasztalt pontos témeguk kdzott 50 ppm tdmegkilonbség van 17500-as felbontés
mellett (m/z=200). Annak érdekében, hogy ndveljik a fejlesztett modszerek
megbizhatosagat, két fragmens tomegét akkor tekintettiik kiilonboz6nek, ha a mért
tomeguk kézott 100 ppm kilonbség volt.

Amennyiben lehet6ség volt ra egy vegyiilet két fragmensét vizsgaltuk. Az
intenzivebbet vettik alapul a mennyisegi meghatarozashoz, mig a két fragmens
intenzitasaranyat figyeltiik a min6ségi meghatarozas soran. Amennyiben ez az arany a
kilon mérés soradn a tiszta vegyulet fragmentacidjakor tapasztalt intenzitas aranytol 20
szazaléknal nagyobb mértékben tért el, az adott komponens azonositasat sikertelennek

tekintettlk. A kis tomegii szerves savak vizsgalatkor azt tapasztaltuk, hogy nem minden
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vegyllet esetén keletkezett egynél tobb fragmens. llyen esetekben nem volt lehetéség az
fragmensek intenzitasaranyanak vizsgalatara.

A csucsazonositashoz 3 ppm széles témegablakot hasznaltunk, ezzel is tovabb
novelve a mérés megbizhatésagat. Az ilyen sziik tomegtartomanyt ugy tudtuk biztositani,
hogy a mérések soran a készlilék tomegpontossagat naponta kalibraltuk. Negativ mérési
tizemmod esetén bovitett kalibracios tartomannyal dolgoztunk, amely 80 és 140 m/z
kdzotti tomegtartomanyban is tartalmazott tomegeket.

A meérésekhez hasznalt Orbitrap késziilék kvadrupodljanak legsziikebb izolacios
ablaka 0,4 m/z. A vizsgalt vegyuletek kozott el6fordultak izobar molekulak (pl.:
citromsav-izocitromsav), illetve tdbb vegyilet molekulaionja (pl.: ketoglutarsav-
glutamin), vagy adduktja [HT2+NH4]"= 442,24354 — [OTA+K]*= 442,04542) kdzotti
tomegkulonbség kisebb volt 0,4 m/z értéknél. Ezeket a vegyuleteket egy csoportba kellett
sorolni, hiszen a kvadrupdl nem volt képes tomegiik alapjan szétvalasztani 6ket. Ilyen
esetetekben meg kell vizsgélni, hogy a zavaré molekulaion, vagy addukt rendelkezik-e
olyan fragmensekkel, amik zavarhatjak a vizsgalt komponens detektalhatosagat.

A polaritas valtast elvetettik a modszerfejlesztés soran. Annak ellenére, hogy az
Orbitrap készilékekben a polaritasvaltas relativ gyors més nagyfelbontasi MS-ekhez
képest (Abou-Elwafa Abdallah et al., 2019), kortlbelul 500 ms (Breitkopf et al., 2017), a
két ionizacids mod a mérés soran alterndl, igy a polaritasvaltas ideje tobbszordsen
hozzéadodik a mérési ciklus hosszahoz, ami nem teszi lehetdvé elegendd adatpont
gylijtését kis félértékszélességli kromatografias csucsok esetén.

A FIA-MS mérések megbizhatdsdga és pontossaga ndvelheté belsé standard
hasznalataval. A vizsgalt vegyuletek izotop jel6lt szd&rmazékai a legalkalmasabb bels6
standardok, hiszen a jel6lt és a nem jeldlt forma kromatografiasan ugyanugy viselkedik,
illetve ionizalhatosagukat az ionelnyomo hatasok is ugyanolyan mértékben befolyasoljak
(Michel et al., 2015) (Wright et al., 2019). Ugyanakkor MSX modszerek alkalmazasakor
a jelolt belso standard hasznalata elkeriilend6, mivel megduplazza a vizsgélt sziiléionok
szamat, ami noveli a mérési események szamat, ezaltal a teljes mérési ciklus hosszat,
nagyfoku érzékenység csokkenéshez vezetve. Ezért a mérések soran egy modszerhez egy
bels6 standardod hasznaltunk, ¢és valamennyi vizsgalt vegylilet mennyisegi
meghatarozasahoz azt alkalmaztuk.

Osszességében elmondhatd, hogy a fejlesztett multiplex mddszerek pontossaga

harom alappilléren nyugodott:
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1. akvadrupol izolalta az egyes sziil6ionokat 0,4 m/z széles izolacids ablakban,

2. a vizsgalt sziiléionok egy specifikus fragmensét vizsgaltuk 3 ppm szeles
tdmegablakban,

3. avizsgalt sziiléionok két specifikus fragmensének intenzitas aranyat vizsgaltuk

3 ppm széles témegablakban.

A fent emlitett harom pont alapjan kidolgozott mddszerek nem bizonyultak
pontatlanabbnak egy altalanos FIA modszernél, viszont a rovid ciklusidé miatt tobb

vegylilet egymas melletti pontos analizisét tették lehetové.

6.2 Multiplex moddszer fejlesztése kozponti metabolitok  mennyiségi

meghatérozésara

A mddszerfejlesztés olyan vegyuleteket érintett, amelyek a kozponti
metabolikus U(tvonal tagjai, ahhoz kapcsolédé aminosavak és egyéb metabolikus

szempontbdl fontos vegyuletek (6 dbra).
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6 abra: Kivalasztott vegyliletek elhelyezkedése a kiilonb6zé metabolikus
utvonalakban

A vegyuletek detektalasdhoz negativ ionizacios médot valasztottunk, mivel a
citromsavciklus elemeinek és az aminosavak tomegspektrometrids detektalasara
leginkabb ez az ionizécids Uzemmdd terjedt el (Al Kadhi et al., 2017). Mivel a
polaritasvaltast a 6.1 fejezetben részletezett okoknal fogva elvetettiik, csak olyan
vegylleteket valasztottunk ki, amelyek negativ ionizaciés modban kelléen intenziv
molekulaiont képeztek.

Bels6 standardnak egy szintetikus aminosavat, a tienil-alanint valasztottuk,
hiszen ¢€l6 szervezetben ez a vegylilet nem fordulhat eld, ezaltal nem zavarja a mért

komponensek detektalhatdsagat (Stokka and Flatmark, 2002).
44



6.2.2 Mddszerfejlesztés

A mobdszerfejlesztés elsé 1épeseként optimalizaltuk a ,kromatogréfias”
korilményeket. Habar célunk kromatografias elvalasztast mell6z6 FIA modszer
kidolgozasa volt, a szimmetrikusabb cslcsalak elérése erdekében egy egyszerii
elététoszlopot alkalmaztunk. Mozgofazisként metanol-viz keveréket hasznaltunk
tizedsz&zalékos ecetsav jelenléte mellett, amely elésegitette a vizsgalt vegyiletek
ionizacidjat. Kovetkezé 1épésben standard oldatok segitségével meghataroztuk
valamennyi komponens molekulaionjanak pontos tomegét. Nagy intenzitasu adduktionok
képzOdését egyik vegyiilet esetében sem tapasztaltuk. Elvégeztik a molekulaionok
diszkrét energidkon torténé fragmentalasat, hogy meg tudjuk hatarozni az 06sszes
keletkezd fragmentumot.

A fragmensek ismeretében a kivalasztott huszonharom vegyuletet csoportokban

soroltuk az alabbi megfontolasok figyelembevételével.
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7. &bra: Citromsav és izocitromsav MS2 spektruma multiplex mérési koriilmények
kozott (A), illetve nem multiplex mérési  korilmények kozott (B: citromsav,
C:izocitromsav)

A citromsav és az izocitromsav izobar vegyiletek, igy egy csoportba kell sorolni
6ket. Annak ellenére, hogy a két vegydlet legintenzivebb fragmense megegyezik (m/z

111,00877), mindkét vegyilethez rendelhet6k specifikus fragmensek (citromsav: m/z
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87,00873; izocitromsav: m/z 73,0292 és 72,99287), melyek alkalmasak mennyiségi és
mindségi meghatarozasukhoz (7. dbra).

A ketoglutarsav és a glutamin sziiléionra (m/z=145,01425 és 145,06189) kozott
kevesebb, mint 0,05 m/z kilénbség van, igy az Orbitrap MS-re jellemz6 0,4 m/z értékii
legsziikebb izolacids ablak segitségével a két vegyiilet nem elvalaszthato. Ugyanakkor a
kiilonboz6 szerkezetnek €s a glutamin nitrogén tartalmanak kdszonhetden tobb specifikus
fragmenssel is rendelkeznek.

Ugyancsak hasonl6 sziiléion tomeggel rendelkezik az oxalecetsav
(m/z=130,99860), a glutarsav (m/z=131,03498) és az aszparagin (m/z=131,04622), igy a
felsorolt vegylileteket egy csoportba soroltuk. lzoladldsuk a hérom sziil6ion
tomegatlagaval tortént (m/z =131,02660). Kilon kiemelendd, hogy az oxalecetsav és a
glutarsav mennyiségi meghatarozasara hasznalt fragmensek hasonld tomegiiek voltak
(m/z 87,00880 és m/z 87,04525) mégis mennyiségi meghatarozasra alkalmasnak
bizonyultak, ugyanis a kozottiik 1évé tomegeltérés 419 ppm volt. llyen kis tomegeltérésii
fragmensek elkllonitése csak nagyfelbontasu készilek hasznalat mellett lehetséges.

Tobb aminosav is rendelkezik C2HsNO: és CoH2NO: elemi Osszetétell
fragmenssel, tobbek kozo6tt a szerin, a treonin a triptofan, a tirozin, a glutamin és a
hisztidin. Mivel a treoninbdl és a szerinbdl csak az emlitett fragmensek képzodtek, igy a
két vegyuletet kilon csoportba kellett elhelyezni Ggy, hogy az adott csoport ne
tartalmazza a triptofant, a tirozint, a glutamint és a hisztidint. Ez utébbi vegyuletek esetén
tobb intenziv fragmenst is azonositottunk.

Szémos citromsavciklus elemnél (fumarsav, almasav, oxalecetsav, citromsav)
figyeltik meg az m/z = 87,00874 tomegii és C3H303 elemi Osszetételll fragmenst, ami az
almasav kivételével valamennyi felsorolt vegyulet két legintenzivebb fragmensének
egyike volt. Ezért ezeket a vegyuleteket kiillon csoportban kellett helyezni. Megfigyeltik
tovabba, hogy a ketoglutarsav, az izocitromsav és a borostyankdsav egyik legintenzivebb
fragmense is azonos (m/z = 73,02916) tovabba az aromas fenil-tejsav €és tirozin
fragmentacios mintaja is olyan nagyfokd egyezést mutat, hogy a felsorolt komponenseket
nem lehetett egy csoportba elhelyezni.

Az akonitsav legnagyobb intenzitasu fragmense (m/z = 85,02945) a
glutaminsav, a citromsav és az izocitromsav MS2 analizise soran is keletkezett. Annak
érdekében, hogy nagy érzékenységgel detektalhassuk az akonitsavat, az emlitett két

vegyulettel nem kertlhetett egy csoportba.
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A hasonl6 szerkezet kdvetkeztében az aszparagin és az aszparaginsav, valamint
a glutamin és a glutaminsav fragmentacioja tobb hasonlé fragmenst eredményez, igy nem
szerepelhetnek egy csoportban.

Teljesen egyedi fragmensekkel rendelkezik a citrullin, a nikotinsav, tovabba a
kén tartalmu belso6 standard tienil-analin és a cisztation is. Az ilyen, egyedi fragmentacios
mintazattal rendelkez6 komponensek barmelyik csoportba sorolhatdk, ezért
elhelyezésiket az hatarozta meg, hogy az egyes csoportokban szereplé vegyiiletek szama
ne térjen el szamottevoen.

Erdemes megjegyezni, hogy a vizsgalt vegyiiletek csoportokba sorolasanal nem
csak egy ,,j0 megoldas” létezik, elméletben tobb olyan csoportfelosztés lehetséges, ahol
nincsenek atfedd fragmensek.

A fentiek figyelembevételével kidolgozott mddszerben a vegylleteket o6t
csoportban soroltuk (2. tAblazat). Az els6 négy csoportban 5-5 komponens szerepelt, mig
az Otodikben harom. Vizsgalataink szerint az egyes csoportokon belul a vizsgalt
fragmensek intenzitdsa kiilonb6zé fragmentdcids energia mellett nem valtozott
szamottevOen, ezért az egyes csoportokon belill a fragmentaciés energidt nem
valtoztattuk. PRM adatgyiijtési mod alkalmazasa mellett 17500-as felbontéassal (m/z 200)
érhet6 el a legnagyobb érzékenyég, ami 64 ms mérési idot vesz igénybe. Figyelembe véve
azt, hogy az 6sszes sziiléiont 5 csoportba soroltuk, a teljes ciklusidé 320 ms-nak adodott.
Mivel egy kromatografias cslcshoz a megbizhatd kvantitativ analizis biztositasa
érdekében 10-12 adatpont szlikséges, a kidolgozott FIA-PRM-MSX mddszer 4 s futési
id6t jelent. Ez alkalmassd tesz nemcsak FIA-MS mddszerek, de UHPLC-MS/MS

modszerek alkalmazasara.
6.2.3 Mddszervalidalas

Abbol a célbol, hogy megvizsgaljuk, hogy a multiplex mérési technika hogyan
befolyasolja a PRM adatgyiijtést, meghataroztuk a kidolgozott FIA-PRM-MSX és egy
hagyomanyos FIA-PRM modszer linearitasat, valamint a detektalas és a meghatarozas

alsé hatarét.
6.2.3.1 Szelektivitas vizsgalata

A szelektivitds meghatarozasakor olyan standard oldatokat analizaltunk, melyek
csak egyetlen vegyiletet tartalmaztak nagy koncentracidban (10 pg/ml). Az alkalmazott
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nagy koncentracid segitségével eldonthettiik, hogy az adott sziilionok specifikus
fragmensei valdban csak az adott vegytiletre jellemzOk. A szelektivitast akkor tekintettik
elfogadhatoénak, ha az egyes vegylileteket csak az Oket tartalmazd mintakban tudtuk
kimutatni, mig a tobbi mintaban a kimutatasi hatar alatti jelet kaptunk (S/N > 3). A végs6

maodszer sikeresen teljesitette ezt a validalasi kdvetelményt.
6.2.3.2 A kimutatés és a detektalas als6 hataranak meghatarozasa

Az LLOQ-t standard keverék oldatok segitségével hataroztuk meg (9. tablazat).
Az LLOQ-nak azt a legkisebb koncentracidt tekintettiik, ahol az adott kalibréacios szint a
kalibracios egyenes illesztéséhez hasznalhatd volt, illetve a jel-zaj arany Otnél
nagyobbnak adodott. Amennyiben lehetéség volt ra a sziléionok Kisebb intenzitasu
fragmensét hasznaltuk az LLOQ értékek meghatarozasahoz.

Annak érdekében, hogy felderithesslk, hogy az alkalmazott MSX technikanak
milyen hatdsa van az érzékenységre, a modszert 6sszehasonlitottuk olyan nem MSX
modszerekkel, melyek esetén a belsd standard mellett csak egy tovabbi vegytiletet
analizalt a készulék. Mivel a MSX és a nem MSX modszerekben csak a detektalasi mod
kilonbodzott (ugyanolyan kromatografias korilmények, ionforras beallitasok stb.) az
esetleges érzékenység vesztést csak a MSX technikénak tulajdonithattuk.

Az LLOQ értékek meghatérozasa soran azt tapasztaltuk, hogy a MSX technika
alkalmazéasaval harom esetben csokkent, tizenkilenc esetben pedig nem valtozott
érdemben az érzékenység (10. tablazat). Az aszparagin, a cisztation és az aszparaginsav
esetén 50-60% kozotti érzékenység csokkenés jelentkezett a MSX mérési mddszer
alkalmazasa mellett. Az érzékenység csOkkenésének oka lehetett, hogy a kérdéses
vegyuletek a tobbi vegyiiletnél keskenyebb félértékszélességli csuccsal rendelkeznek.
Annak ellenére, hogy a MSX moédszer alkalmazasaval csokkent a ciklusid6 ahhoz képest,
mintha valamennyi vegyuletet MSX technika alkalmazasa mellett mérnénk, mégse tudott
a készilék annyi adatpontot rogziteni, mint amikor csak egy vegyuletet vizsgéaltunk a nem
MSX mérések soran. Azokban az esetekben, ahol nem csokkent az érzékenység,
feltehetdleg hasonldé mennyiségili adatpontot rogzitett a késziilék mind a két tipust
maodszer esetén, igy nem valtoztak érdemben a kimutatasi hatarok.

Osszességében elmondhatd, hogy a multiplex mérési technika alkalmazasa
egyes vegyuleteknél csokkentheti az érzekenységet, am 0Osszessegben nem jar

nagysagrendi érzékenység csokkenéssel.
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9. tablazat: LLOQ értékek MSX és nem MSX mérési technika alkalmazasa mellett

MSX modszer Nem MSX modszer

Komponens LLOQ [ng/ml] LLOQ [ng/ml]
Aszparagin 8,2 4,3
Cisztation 4,2 2,8
Glutarsav 1,2 1,4
Oxaélecetsav 44 42
Aszparaginsav 4,3 1,8
Citrullin 1,1 1,2
Glutamin 9,8 10,1
Ketoglutarsav 48,2 48,4
Fenil-tejsav 1,2 1,1
Akonitsav 52 9,8
Fumarsav 9,1 10,2
Szerin 0,9 0,9
Borostyankdsav 4.8 4,7
Treonin 1,1 1,2
Citromsav 49,7 49,8
Hisztidin 49 9,7
Izocitromsav 21,9 19,7
Nikotinsav 81,4 82,4
Tirozin 4,8 4,9
Glutaminsav 20,6 20,3
Almasav 4,6 4,8
Triptofan 51 4,9

6.2.3.3 Linearitas és dinamikus tartomany

A MSX modszer alkalmazasakor belsé standard hasznalataval valamennyi
komponens esetén lineris kalibréacids egyenest kaptunk. A 10. abran a szerin kalibracios
egyenesét tlntettik fel. Az illesztések sordn nem hasznaltunk sulyozast, és a kalibracios
szintek pontossaganak hibahatara +15% volt, az LLOQ-nal +20%. A Kkalibracids
egyenesek alsé pontjanak az LLOQ értékeket tekintettiik, mig az ULOQ (upper limit of
quantitation) érteknek annak a legnagyobb koncentracioju standard oldatnak a
koncentraciojat, amelyre még érvenyes volt az a feltétel, hogy az egyenes illesztésekor
kapott R? érték nagyobb, mint 0,99.
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8. abra: A szerin kalibracios egyenese MSX mddszer alkalmazésaval

A 10 tablazatban foglaltuk 06ssze a kivalasztott kdzponti metabolitok
meghatarozasara kidolgozott MSX és nem MSX modszerre jellemzé dinamikus
tartomanyokat. Megallapithatjuk, hogy a vegyiiletek jelentds részében a MSX mddszer
csak viszonylag sziik tartomanyban biztosit linearis kalibraciot. A doktori munkam soran
alkalmazott FIA modszerekre altalanosan jellemzd, hogy alkalmazasukkal csak sziik
dinamikus tartomany érheté el (Zubaidi et al., 2019). Ennek oka, hogy az injektalt
mintékban talalhaté komponensek egy idépontban 1épnek be a késziilék ionforrasaba, igy
jelentds ionelnyomo, vagy ionerdsitd (ion enhancement) hatds éri a mért komponenseket,
ami miatt a kalibracios egyenesek sziik tartomanyban illeszthetdk linedrisan. Ezen a
probléman segit a bels6 standard alkalmazasa. A belsé standardra hasonld mértékben
érvényes az ionforrdsban tapasztalhato ionelnyomd/ionerdsitd hatas, igy alkalmazasaval
korrigélni tudjuk a nagyobb koncentracioju kalibracios mintdk esetén tapasztalhato
intenzitas csokkenést/novekedést. Az altaluk alkalmazott szintetikus aminosav, a tienil-
analin bels6 standard segitségével sok hasonld szerkezetli aminosav (pl. szerin, triptofén,
treonin) esetén kaptunk akar harom nagysagrendet at6lelé tartomanyban is linearis
kalibracios egyenest. Ezzel szemben a kis tomegii szerves savak esetén csak egy, masfél
nagysagrendben bizonyult linedrisnak a kalibréacid. A jelenség oka az lehet, hogy a szdban
forgé vegyiiletetekre nagyobb mértékben érvényesiltek az ionforrasban tapasztalt
ionelnyomo/ionerdsité hatasok, mint a belsé standardra. Annak érdekében, hogy a

vizsgalt vegyiiletek szamat ne noveljiik, csak egy belsd standardot alkalmaztunk.
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10. tablazat: Dinamikus tartomany és R? értékek alakulasa MSX és nem MSX mddszer
esetén

Multiplex médszer Nem multiplex modszer
Dinamikus Dinamikus
Komponens tartomany R? tartomany R?
[ng/ml] [ng/ml]

Aszparagin 20-5000 0,9989 10-1000 0,9998
Cisztation 10-200 0,9980 5-100 0,9978
Glutéarsav 5-500 0,9970 5-500 0,9994

Oxalecetsav 100-1000 0,9937 100-2000 0,9942

Aszparaginsav 10-1000 0,9938 5-500 0,9994
Citrullin 5-500 0,9962 5-500 0,9952
Glutamin 20-5000 0,9974 20-5000 0,9920

Ketoglutarsav 100-1000 0,9962 100-1000 0,9951

Fenil-tejsav 5-500 0,9980 5-500 0,9997
Akonitsav 10-2000 0,9953 20-2000 0,9974
Fumarsav 20-1000 0,9944 20-1000 0,9923

Szerin 10-10000 0,9998 10-10000 0,9994
Borostyankdsav 20-200 0,9962 20-100 0,9910
Treonin 5-10000 0,997 5-10000 0,9996

Citromsav 100-1000 0,9987 100-1000 0,9982
Hisztidin 20-500 0,9957 20-500 0,9985

Izocitromsav 50-500 0,9928 50-200 0,9911
Nikotinsav 100-10000 0,9970 100-10000 0,9999

Tirozin 10-5000 0,9992 10-5000 0,9980

Glutaminsav 50-1000 0,9944 50-1000 0,9938
Almasav 10-200 0,9994 10-200 09921
Triptofan 10-10000 0,9979 10-10000 0,9990

Amennyiben szélesebb dinamikus tartomany elérése a cél a szerves savak esetén
1s, egy tovabbi, a szerves savakkal hasonlo szerkezettel rendelkezd belsé standard
modszerbe illesztésével ez a probléma orvosolhatd. A belsé standardok szadmanak
novelése ugyanakkor noveli az ionforrasba egy idében belépd anyagmennyiséget, igy
tovabbi ionelnyomé hatast okoz, ezaltal csokken az érzékenység. Esetlinkben a
modszerfejlesztés soran a nagyobb érzé¢kenységet tekintettiik elsddlegesnek a dinamikus
tartomannyal szemben, ezeért alkalmaztunk egy belsé standardot. A dinamikus tartomany
novelhetd kvadratikus illesztés alkalmazasaval (Gu et al., 2014), ugyanakkor ez a tipusu
illesztés nagyobb pontatlansagot okoz a mintak mérése soran. Nagy koncentracidknal egy

masik lehetéség a dinamikus tartomany novelésére a vizsgalt sziiléionok és fragmensek
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egy kevésbé intenziv izotdpjanak figyelembevétele (Trobbiani et al., 2017). A technika
alkalmazéasat a mddszerfejlesztés sordn elvetettiik, ugyanis annak érdekében, hogy egy
vegydulet tobb izotopjat is detektalni tudjuk, a kvadrupolt nagy izolacids ablak mellett kell
hasznalni, ami megnoveli a zaj nagysagat, ezaltal rontja az érzékenységet, és csokkenti a
maodszer megbizhatdsagat.

Osszevetve a MSX és a nem MSX modszerek alkalmazasa esetén kapott
dinamikus tartomanyokat megallapithatjuk, hogy a MSX technika alkalmazasa
Onmagaban nem eredményez sziikebb dinamikus tartomanyt. A szerves savak esetén
tapasztalt sziik kalibracios tartomanyok a nem tokéletesen megvalasztott belsd

standardnak koszonhetok.
6.2.3.4 Alkalmazas bioldgiai mintakon

Annak érdekében, hogy megbizonyosodjunk a fejlesztett mddszer
alkalmazhatdsagéarol, biologiai mintdkon teszteltuk. Harom modell organizmust
valasztottunk ki, a fonalas gomba A. nidulanst, a novény A. thalianat és a HO-1-N-1
human karcinéma sejtvonalat. A biologiai matrixokbol a vizsgalt vegyileteket irodalmi
példak alapjan nyertiik ki (Zhang et al., 2019; Sotelo-Silveira et al., 2015; Zhou et al.,
2020).

Valamennyi elkészitett mintat Otszor injektaltunk, majd a metabolitok
hogy a sikeresen kimutatott vegyletek esetén minden esetben tiz szazalék alatti szorassal
tudjuk detektalni a komponenseket. A ndvényi és human sejt mintakban minden metabolit
mennyiségét 6t szazaléknal kisebb szdréssal tudtuk meghatérozni, a fonalas gomba
extraktumokban tébb komponens mennyiségi meghatarozasa esetén is 6t és tiz szazalék
kozotti szorast tapasztaltunk. Osszességében elmondhatd, hogy a fejlesztett modszer a
sikeresen detektalt komponenseket kell precizitassal képes kimutatni (11. tablazat).

Az A. nidulans extraktumokban a legtébb komponenst kimutattuk a nikotinsav
és a citrullin kivételével, annak ellenére, hogy a gomba mind a két vegyuletet termeli (EI-
Sayed et al., 2019) (Vatsala et al., 1976). A nikotinsav sikertelen detektalasanak oka
feltehetdleg a magas LLOQ értékben keresendd. A detektalt metabolitok mennyisége
nagysagrendileg megegyezett a rokon A. niger micéliumaban talalhatd ugyanezen
metabolitok mennyiségevel (Jernejc et al., 1992, Lameiras et al., 2015).
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11. tablazat: Kiilonboz6 bioldgiai mintakban kimutatott metabolitok mennyisége

A . i Arabidopsis HO-1-N-1 human
spergillus nidulans ; .
thaliana sejtvonal
Mennyiség az Mennyiég az Mennyiég az
Komponens extraktumban extraktumban extraktumban
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Aszparagin 120 (£6,7)* 1008 (£3) -
Cisztation 80 (x4,6) - -
Glutarsav 12 (£8,9) - -
Oxaélecetsav 12657 (+4,8) 12925 (£3,3) 5623 (+4,9)
Aszparaginsav 344 (£7,9) 1390 (x2,4) 1190 (£1,8)
Citrullin - 220,6 (x3,7) -
Glutamin 8462 (5) 8191,7 (x2,9) 14691 (+1,2)
Ketoglutarsav 147 (+4,6) 197,1 (£3,3) 1058 (£1,2)
Fenil-tejsav 6 (£5,2) - -
Akonitsav 125(%2,2) 26,2 (£3) 219 (+4,6)
Fumarsav 580 (+2,5) 3161,7 (x2,3) 2671 (£3,6)
Szerin 135 (16,3) 739,6 (£3,7) 338 (x4,8)
Borostyankdsav 36411 (+4,1) 1508,1 (£3) 953 (£1,6)
Treonin 280 (x6,8) 2932,1 (x4,4) 346 (£3,4)
Citromsav 1547 (£1,7) 296,1 (£5,1) 2160 (x2,9)
Hisztidin 1052 (+2,4) - 1126 (£2)
Izocitromsav 75 (4,5) - -
Nikotinsav - - -
Tirozin 81 (£7,3) 22,3 (¢4,1) -
Glutaminsav 8462 (5) 2079,4 (x1,7) 1650 (+1,1)
Almasav 1252 (+4,6) 1184,2 (£3,9) 2312 (x2,1)
Triptofan 40 (£8,1) 13,2 (¥4,2) 23,1 (x2,7)

*:Minden érték 6t ismétlés atlaga. Atlag (+RSD%)

Kevesebb komponenst mutattunk ki a ndvényi eredetii extraktumban és human
karcindbma sejtekben. A sikertelen kimutatdsok oka részben a magas LLOQ értékekben
keresendd, amely (a késobbi fejezetben részletesen targyalt) a matrixhatdsra vezethetd
vissza. Tovabba az alkalmazott extrakcids mddszerek altalanos eljarasok, amelyek egyes
komponensek esetében nem rendelkeznek megfelelé hatékonysaggal a keresett
komponensek kimutatasdhoz. A felsorolt faktorok egymast erdsitd hatasa vezethetett
példaul a glutarsav és a fenil-tejsav sikertelen kimutatashoz, melyeket a human karcinbma

sejtek nagyon kis mennyiségben tartalmaznak (Gerstner et al., 2005 Li et al., 2019).
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A modszer alkalmazhatdsagat tamasztja ald, hogy A. thaliana levelek vizsgalata
sorén az altalunk meghatérozott koncentraciokhoz hasonld6 mennyiségben detektaltadk a
citromsavciklus elemeit (Lee et al., 2020). Aminosavak és citromsavciklus elemek
tekintetében ugyancsak nagysagrendileg azonos mennyiséget mutattak ki HeLa sejtvonal

lizalasat kovet6en (Chen et al., 2016).
6.2.4 Matrixhatés vizsgélata

A mobdszerben szerepld komponensek esszencidlisak a vizsgalt biologiai
rendszerekben, igy nem lehet olyan extraktumot késziteni, amelyek ne tartalmaznak a
meért vegylleteket. Ezért az §sszetett matrixszal rendelkez6 mintak esetén megszokott
matrix-azonos kalibracios oldatsorozatok elkészitésére nem volt lehetéség. Ugyanakkor
elengedhetetlen volt a matrixhatas vizsgalata, hogy megismerjik, mekkora pontatlansag
adodik abbdl, hogy a mintak nagy mennyiségben tartalmaznak matrixkomponenseket,
mig a kalibracids oldatsorozat tiszta oldoszerben készilt. A matrixhatas meghatarozasa
sordn a Matuszewski altal kidolgozott utdlagos extrakcidés adagolast kovetd
0sszehasonlitdsos mddszert alkalmaztuk (Matuszewski et al., 2003). Az eljarast soran
elsé 1épésben a vizsgalt extraktumokat két részre osztottuk. Az egyik részhez 6t térfogat
szazalék mennyiségben belsé standardod adtunk, majd a fejlesztett modszerrel
koncentraciok alapjan egy olyan oldatot készitettiink, amely a belsé standard mellett
akkora koncentraciéban tartalmazta a vizsgalt komponenseket, hogy azokat a minta
masik részletéhez 6t térfogatszazalék egységben adva, a mintdban 1évé koncentracid
Otven szazalékkal novekedjen. Ezek utdn az adalékolt mintaban kapott cslcsalatti
teriiletbdl kivontuk a kiinduldsi mintaban kapott cstics alatti teriiletet, majd a kapott
eredmény és az adalékolt mennyiséghez tartoz6 csucs alatti teriilet hanyadosat vettiik
(5.2.8 fejezet). A konnyebb értelmezhet6ség érdekében a kapott eredményeket
szazalékos értékben fejeztiik ki. Amennyiben a matrixhatas negativ eldjelii, a matrixnak
ionelnyom0 hatdsa van az adott komponensre, mig ha pozitiv eléjelli, a matrixnak
jelintenzitas ndveld hatdsa van az adott komponensre. A vizsgalati modszer jellegébdl
adodoan csak azokban az esetekben tudtuk meghatarozni a matrixhatast, ahol sikeresen

kimutattuk a komponenst a mintakbal.
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Mint az varhatd volt, az eredmények szerint a biologiai mintakban 1év6
hattérkomponensek jelcsokkentd hatasanak koszonhetéen a legtobb komponenst a
nominalisnal kisebb koncentracioban detektaltuk a mintakban.

Az A. nidulans extraktumok vizsgalata soran valamennyi sikeresen kimutatott
komponens esetén a matrixnak ionelnyom6 hatdsa volt. A matrix jelenlétének
koszonhetéen tizennégy esetben husz szazaléknal kisebb, mig hat esetben husz és

huszonot szazalék kdzotti jelintenzitas csokkenest figyeltiink meg (9.abra)
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9. &bra: Matrixhatés A. nidulans extraktumokban

Az A. thaliana extraktumok vizsgalata esetén tiz esetben tapasztaltunk hdsz
szazaleknal kisebb matrix okozta ionelnyomo hatast, mig négy esetben volt minusz hisz
és huszonot szazalék kozotti a matrixhatas (10. abra)
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10. dbra: Matrixhatas A. thaliana extraktumokban
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A HO-1-N-1 humén karcinébma sejtvonal vizsgalat soran csak négy esetben
kaptunk hisz és huszondét szazalék kdzott negativ matrix hatdst, mig a tobbi esetben a

matrixnak nem volt hiisz szazaléknal nagyobb jelintenzitas csokkentd hatasa (11. abra)
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11. dbra: Matrixhatds human karcinéma sejtekben

Osszességében elmondhatd, hogy a mért komponensek detektalhatosagat a
vizsgalt rendszerekben a hattérkomponensek nem befolyasoljak jelentésen. Ennek oka az
lehet, hogy mar a standard mintdk mérése soran jelentés a mért komponensek egymasra
gyakorolt ionelnyom¢ hatdsa dsszevetve a bioldgiai mintdkban a matrixkomponensek

altal kifejtett ionelnyomd hatéssal.

6.3 Multiplex modszer fejlesztése mikotoxinok mennyiségi meghatarozasara
6.3.1 Tomegspektrometrias korilmények optimalizalasa

Mikotoxinok mennyiségi meghatarozasara alkalmas multiplex modszer
kidolgozasakor els6 1épésként az optimalis eluenst valasztottuk ki. A Kivélasztas soran a
legfontosabb szempont az volt, hogy valamennyi komponenst a leheté legnagyobb
jelintenzitassal tudjunk detektalni. Aflatoxinok esetén a legnagyobb jelintenzitast Ggy
tudtuk elérni, ha a keletkezé natrium adduktok képzddését visszaszoritottuk. Zhou és
munkatarsai szerint a proton €¢s ammoénium adduktok akkor képzddnek a legnagyobb
aranyban, ha alkalmazott eluens 60-80 szazalékban tartalmaz metanolt, illetve 1-10 mmol
mennyiségben ammaonium ionokat (Zhou and Hamburger, 1995). Tapasztalataink szerint
a metanol:viz 1:1 + 5 mmol/l ammonium-formiat + 0,5 % hangyasav Osszetételii eluens

alkalmazasakor volt a legkisebb a keletkez6 natrium adduktok mennyisége. Az emlitett
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eluens a vizsgalt fumonizinek esetén is a legnagyobb proton addukt intenzitast
eredmeényezte. A trichotecének mérésekor megfigyeltiik, hogy a metanol:viz 1:1 + 5
mmol/l ammonium-formiat + 0,3 % hangyasav Osszetételii eluens segitségével érhetd el
a legnagyobb jelintenzitds. Az OTA esetében a jelintenzitdst csak kis mértékben
befolyésolta az eluensek Osszetétele. A HT2 és T2 analizise sordn megfigyeltik, hogy a
vegyuletek proton adduktja kis intenzitassal rendelkezett, azonban az alkalmazott
cluensben 1év6 ammoénium sok jelenléte nagy mennyiségli ammonium-addukt
képzodesehez vezetett, ezért az ammonium adduktot valasztottuk sziiléionnak. Mivel az
élelmiszerekben az aflatoxinokra vonatkozik a legalacsonyabb kimutatasi hatar, azt az
eluens Osszetételt részesitettiik elényben, amely az aflatoxinok mérése szempontjabol
kedvezG6bb volt, igy a metanol:viz 1:1 + 5 mmol/l ammaénium-formiéat + 0,5 % hangyasav
Osszetétel puffert valasztottuk. A végleges modszer soran ett6l az dsszetételtdl eltértiink,
a metanol:viz 7:3 + 5 mmol/l ammoénium-formiat + 0,5 % 0Osszetételi oldoszert
alkalmaztunk. A véltoztatds okét részletesen a 6.3.4 fejezetben fejtem ki.

A mddszerfejlesztés kezdetén a kdzponti metabolitok analiziséhez is hasznalt
elététoszlop alkalmazésat terveztiik. A késdbbi vizsgalatok sordn azonban kidertilt, hogy
pusztan az el6tétoszlop alkalmazasa mellett a modszer nem elég érzékeny a vizsgalt
aflatoxinok hatarértékben torténd detektalasahoz, ezért a mérések sorén egy révid C18
toltett UHPLC oszlopot alkalmaztunk. Az UHPLC oszlopra valé valtés indoklasat a 6.3.4
fejezet tartalmazza.

A multiplex moédszer fejlesztéséhez elengedhetetlen a vizsgalt vegyiiletek
valamennyi fragmensének ismerete, ezért megvizsgaltuk, hogyan valtozik a
komponensek fragmentacidja, ha az Utkozési energiat (NCE) tiz egységenkent
valtoztatjuk a 20 és 90 kozdtti tartomanyban. Minden komponens esetében kivalasztottuk
azt az optimalis fragmentacids energiat, ahol a legnagyobb volt a harom legintenzivebb
fragmens vélaszjele. Valamennyi toxinra kigytijtottilk az 6sszes detektalhatd fragmenst

az optimalisnak itélt fragmentacios energiakon.
6.3.2 Multiplex médszer fejlesztése

A MSX mddszerhez belsd standardnak a természetben nagyon ritkan eléfordulo
trichotechént, a verucarrolt valasztottuk, mivel fert6zott buzaban és kukoricdban nem
jellemz6 az eléfordulasa (Biselli et al., 2005). igy a multiplex médszer kidolgozasakor

Osszesen tizenkét vegyiletet kellett figyelembe venniink.
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A vegyuletek mérési eseményekbe torténd osztalyozasakor eldszor a sziiléion
ionok m/z értékeit vizsgaltuk meg. A megfelel6 eluens kivalasztasa soran megfigyeltiik,
hogy sok vegyilet esetén tobb addukt ion is képzdédik, jellemzOen natrium és kalium
adduktok. Ennek megfeleléen leellendriztiik, hogy a vizsgalt vegyiiletek Osszes
lehetséges sziiléiona kdzott talalhato-e olyan paros, ahol a sziil6ionok témege kdzotti
kilénbség kisebb, mint 0,4 m/z. A DON néatrium és a ZEA proton adduktja kdzott csupén
0,04 m/z kulénbség van, ugyanakkor a DON natrium ionjanak fragmentacioja esetén nem
keletkezik olyan fragmens, amely a ZEA optimalis fragmentacios energia mellett
keletkez6 fragmenseivel azonos lenne. Ugyancsak 0,4 m/z-nél kisebb kiilénbség van az
ABL1 nétrium és DON kalium, az AB1 kélium és AG1 néatrium, az AB2 kalium és AG2
natrium, az FB1 kalium és FB2 natrium adduktja kdzott, de a felsorolt adduktok kdzott
egyet sem vizsgaltunk a mérések soran, igy hasonlé tomegik nem jelentett problémat a
késobbickben. A HT2 ammonium és az OTA kalium adduktja kozott csupan 0,2 m/z
kulonbség van, de a kivalasztott eluens alkalmazasa mellett az OTA kélium adduktjanak
intenzitdsa olyan mértékben lecsdkkent, hogy a készilék 10 pg/ml-es standard
koncentracio mellett se tudta kimutatni. A fentiek ismeretében megallapitottuk, hogy a
sziil6ionok m/z értékei nem befolyasoljak a mikotoxinok mérési eseményekbe torténd
sorolasat.
alabbi szempontokat vettik figyelembe:

1. A négy aflatoxin hasonl6 fragmentacios mintazattal rendelkezik, igy nem
helyezhetdk egy mérési eseménybe.

2. A négy trichotecén alapvézzal rendelkez6 molekuldnak (DON, T2, HT2 és VOL)
a szerkezeti hasonlosagbol eredéen nincsenek specifikus fragmensei, igy
kiilonboz6 csoportokba kell sorolni 6ket. Ezek alapjan a modszernek minimum
négy mérési eseményt kellett tartalmaznia.

3. Az aflatoxinok és a trichotechének fragmenseit vizsgalva megfigyeltiik, hogy a
VOL, HT2 és T2 barmelyik aflatoxinnal egy csoportba helyezhetd, ugyanis
minden parositas mellett talaltunk nagy intenzitast fragmenseket minden vegyilet
esetén. A DON azonban csak az AB2-vel kerllhetett egy csoportba. A ZEA esetén
specifikus fragmenst csak abban az esetben talaltunk, ha a HT2 és az AB1-gyel
helyeztiik egy csoportba.

4. Az OTA és a két vizsgalt fumonizin barmely trichotecén-aflatoxin par mellé

kerulhetett, igy ezeket a vegyileteket véletlenszertien soroltuk csoportokba. A
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csoportokon belil az egyes vegyiletek fragmentacids energiait kiilonb6zo értékre
allitottuk be a lehet6 legnagyobb jelintenzitas elérése érdekében (4. tablazat).

A végs6 modszerben az azonos csoportba tartozo vegyiiletek egy mérési
eseményben szerepelnek, a mérési események 6sszessege pedig a teljes mérési ciklust
adja. Mivel a mérések soran a felbontast 17500 (m/z=200) értékre allitottuk, egy mérési
esemény 64 ms volt, mig a teljes ciklus 256 ms-nak adddott, hiszen a vizsgalt tizenkét
komponenst négy csoportba soroltuk. Osszehasonlitasképpen, ha valamennyi vizsgalt
komponenst kilon mérési eseménybe helyeztilk volna, a teljes mérési ciklus pontosan
haromszor ilyen hosszl, 768 ms lett volna. Ebben az esetben a fumonizinek és a DON
kivételével egyik Kivalasztott mikotoxint sem tudtuk volna a hatarérték kozelében
kimutatni sem buza, sem kukorica matrix esetén, mivel a készllék nem lett volna képes
a csucs definidlasahoz szilkséges 10 adatpont gytjtésére. A MSX technika
alkalmazéasaval azonban az adatpontok szama megnovekedett, mint az lathat6 a HT2
toxin példajan keresztlil bemutatva a 12. 4bran.

100, 030 Al o, 039 B
3 ’ \ ] f\‘,\
907 1 1N 907 I
3 / \ ]
80 f \ 80 / \
— ] / \ — 3 { i
g 707 / \ g 704 : \
(] B \ o = / 4
BFE \ 2 60 s
§ N T ! *
[9] m 9] ] |
E 50 / \ E 504 \
Z \ Z 7 :
8 407 ‘ 5 409 ; \
3 / \ €3 / A
30 / \ 303
7 | \ E /‘ |
207 , \ 20 / \
; / \ ] f . \
10 / \ 10 1 !
- annn N : w|r L
0 T T I“\ T T T T T T T T \\gl T 0 T T T /| T II T T T T T T T T T 1
030 035 0.40 045 030 0.35 0.40 045
d6 (min) 16 (min)

12. dbra: HT2 kimutatas soran gy(ijtott adatpontok tizenkét vegyiilet parhuzamos
kimutatasa esetén. A: MSX technika alkalmazasa nélkil, B: MSX technika
alkalmazasaval

6.3.3 UHPLC-MS/MS mddszer fejlesztése

Akarcsak a kdzponti metabolitok mérése esetén a mikotoxinok analizise soran
is kidolgoztunk egy altalanosnak tekintheté modszert, amivel 6ssze tudtuk hasonlitani a
MSX modszer teljesitoképességét. Irodalmi példak alapjan (De Santis et al., 2019;
Narvaez et al., 2020) UHPLC-MS/MS modszert fejlesztettiink, C18 toltetii

kromatografias oszlop alkalmazasaval. Az eluens dsszetétele (5 mmol/l amménium-
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formiat és 0,5% hangyasav) és az ionforras paraméterei megegyeztek a MSX maddszerben
alkalmazottakkal. Az oszlop jelenlétének és a gradiens elicionak koszonhetden
valamennyi vegyuletet el tudtuk valasztani, igy bar a vegyiletek ugyanazon atmeneteit
ugyanolyan fragmentacios energia mellett vizsgaltuk, mint a MSX maddszer esetén, a
késziilék egy idében csak egy sziiléiont analizélt. A végleges modszer tizennyolc perc
hosszusagu volt, amely megfelelt egy atlagos multitoxin vizsgalat idejének (Narvaez et
al., 2020).

6.3.4 Mikotoxin extrakcié optimalizalasa

Olyan komplex matrixokbdl térténd mérések esetén, mint a mikotoxin analizis
buzabdl és kukoricabdl, a mintael6készités nagy jelentdséggel bir, ugyanis a végso
modszer érzékenyégét a mérések soran alkalmazott késziilék teljesitOképessége mellett a
mintaelokészités hatdrozza meg legnagyobb mértékben. Ennek megfeleléen a
mintael6készités valamennyi 1épését optimalizaltuk.

Az mintael6készitési 1épések optimalizdlasa sorén toxint nem tartalmazo6 buzéat
¢és kukoricat készitettiink eld, majd az extraktumokhoz mikotoxinokat adagoltunk olyan
mértékben, hogy az oldat homogenizalasa utan kapott mintdk a mikotoxinokat a
hatarértéknek megfeleld mennyiségben tartalmazzak.

Elészor a kukorica és btiza 6rleményt acetonitril:viz:ecetsav oldoszer eleggyel
extrahaltunk, majd a felliliszot injektaltuk az HRMS késziilékbe, a kdzponti metabolitok
analizise soran is alkalmazott el6tétkolonna alkalmazasa mellett. A fejlesztett multiplex
maodszerrel azonban egy vizsgéalt toxint se tudtunk kimutatni a hatarértékben addicionalt
vak mintakbol. Ugyanakkor a kidolgozott UHPLC-HRMS modszer segitségével a HT?2
kivételével, valamennyi toxint hatarértékben detektaltuk. Mivel a 6.2.3.2 fejezetben
megallapitottuk, hogy a multiplex technika alkalmazdsa Onmagaban nem okoz
érzékenyseég vesztést, ezért feltételeztiik, hogy a matrixban 1év6 egyéb komponensek
nagy mennyiségére vezethetd vissza a kisebb érzékenység. Megfigyeléseink 6sszhangban
vannak a szakirodalmi tapasztalatokkal, miszerint a kukorica minték analizise soran a
jelintenzitas csokkenésének oka az extraktumokban 1évé zsirok és pigmentek (Zhang et
al., 2018).

El6szor rovid forditott fazisu kolonna alkalmazésaval kivantuk csokkenteni a
matrixkomponensek zavar hatasat (Gray et al., 2016). Olyan izokratikus LC mddszer

kidolgozasa volt a cél, amely a vizsgalt komponensek minimalis retenciojat eredményezi,
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igy a zavard komponensektdl kis mértékben elvalnak, ugyanakkor a modszer kelléen
gyors tud maradni. Ezt az eddigiekben is alkalmazott ammonium-formiat és ecetsav
tartalm0 eluensek segitségevel szerettlik volna elérni, csupan a viz-metanol aranyt
valtoztattuk. Azt tapasztaltuk, hogy a 7:3 aranyt metanol-viz eluensisszetétel mellett a
megéllapitott feltételek teljestilnek. A kromatogréafids oszlop alkalmazasaval a teljes
modszer 0,6 percrdl 1 percre hosszabbodott (13. abra). Bar az érzékenység nétt, tovabbra

sem tudtuk a vizsgalt komponenseket hatarértekben detektalni.

100 ,

90— )

80- M L

i

60— o
3 |

50— | ‘

Relativ intenzitas (%)
w EY
T T

N
o
Ll

L

0.0 02 0.4 0.6 0.8
1d& (min)

13. 4bra. Egy vizsgalt minta teljes ion kromatogramja

Az érzékenység az alkalmazott mintaelOkészitési eljards modositasaval is
novelhet6. A mintaelokészitési eljarast a QUEChERS mintael6készités egyes 1épéseivel
egészitettik ki. Ennek megfeleléen az extraktumokat SALLE-nak vetettiik ala. SALLE
soran a kukorica vagy buza extraktumokhoz kiilonb6zé asvanyi és szerves sokat nagy
koncentracidban tartalmazo oldatot adtunk, melynek hatasara a kapott oldat kétfazisu lett.
A fels6 szerves fazisban a vizsgalt komponensek feldUsultak, mig a kiindulasi
extraktumban talhato sok és polaris vegyiiletek az als6 fazisban maradtak. Akarcsak a
rovid kolonna alkalmazasa, a SALLE mintael6készitési 1épés bevezetése is jelintenzitas
novekedést okozott, de a vizsgalt vegylleteket tovabbra sem tudtuk hatarértékben
detektalni.

A matrixkomponensek mennyiségének tovabbi csokkentésének érdekében a
szakirodalomban tobb helyen fellelheté dSPE modszert is adaptaltuk (Cunha and
Fernandes, 2010), PSA, C18 adszorbens, aktiv szen, illetve ezek keverékenek
hatékonysagat vizsgaltuk dSPE alkalmazésa soran. Az aktiv szén tartalmu szorbens

keverékek a trichotechének kimutathatdsagat ndvelték, ugyanakkor az aktiv szén a tébbi
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vizsgalt toxint megkototte. A PSA-C18 szorbens keverék alkalmazésa valamennyi
komponens kimutathatosagat novelte. Ennek ellenére a legalacsonyabb hatarertékkel
rendelkez6 aflatoxinok és OTA hatarértékben térténé mennyisegi meghatarozasahoz még
mindig nem volt elég érzékeny a mddszer.

Miutén a nyers extraktumokat SALLE és dSPE mintael6készitési 1épéseknek
vetettlik ala, a kapott mintakat tizszeresére toményitettiik beparlas és eluensben torténd
visszaoldas segitsegével. A mérések sordn megfigyeltik, hogy amennyiben tizszeres
tomeényitést alkalmazunk, a legtébb toxin esetén nem ndvekedett tizszeresre az egyes
komponensek csucs alatti teriilete. A jelintenzitas névekedés azonban mar elegendének
bizonyult ahhoz, hogy valamennyi vizsgalt mikotoxint az eléirasokban megadott
hatarértékben detektalhassunk. Mivel a mérések soran egy révid kromatogréafias oszlopot
alkalmaztunk — még ha nem is tortént rajta elvalasztas — a fejlesztett mddszerre a

dolgozatban innentél kezdve PRM-MSX néven hivatkozunk.
6.3.5 Modszer validalasa

Annak érdekében, hogy megbizonyosodjunk arrél, hogy a fejlesztett modszer
valdban alkalmas a vizsgalt mikotoxinok hatarértékben valo kimutatasara, a médszert az
érvényben 1évé EMA tmutatd alapjan validaltuk. A validalas soran meghataroztuk a
PRM-MSX modszerre jellemzé LLOD és LLOQ értékeket, a dinamikus tartomanyt, a
matrix hatast €s a visszanyerést, valamit a kapott értékeket dsszevetettiik a szakirodalmi

példak alapjan fejlesztett UHPLC-MS/MS maodszer hasonlé paramétereivel.
6.3.5.1 Szelektivitas vizsgalata

A szelektivitas vizsgélata sordn a vizsgalni kivant mikotoxinokat kimutathat6
mennyiségben nem tartalmazé blza és kukorica extraktumokat (matrix-vak mintakat) a
fejlesztett modszerrel mérve egyik vizsgalt toxin esetén sem tapasztaltunk olyan zavar6
jelet, amelynek intenzitasa az LLOQ intenzitasanak 20 szazaléka lett volna. Tovabba, a
belsé standardra jellemz6 csucs alatti teriilet 6t szazalékanal nagyobb mennyiségben jelen
1év6 zavard komponenst sem talaltunk.

Egy tovabbi szelektivitds vizsgalatot is elvégeztink, mely soran toxin-vak
mintak adagolasaval olyan mintakat készitettiink, amelyek csak egy toxint tartalmaztak

magas koncentracioban. Valamennyi toxint csak abbdl a mintabol tudtuk kimutatni,
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amelyben az ténylegesen jelen volt, tehat a kivalasztott specifikus fragmensek csak az
adott sziildionbdl keletkeztek.

6.3.5.2 Kimutatas és meghatarozas alsé hataranak meghatarozasa

A LLOD és LLOQ értékek meghatarozasa soran toxin-vak extraktumokhoz
adagoltuk a bels6 standardot, illetve toxin-vak extraktumban feloldott mikotoxinokat, igy
egy matrix-azonos higitdsi sort készitettink 10000-0,125 pg/kg koncentracio
tartomanyban. Az oldatsorozat segitségével meghataroztuk valamennyi komponensre a
LLOD és LLOQ értékeket a PRM-MSX és az UHPLC-MS/MS modszerrel is (12.
téblazat: LLOD és LLOQ értékek kukorica matrixban pg/kg-ban. Valamennyi
komponens esetén azt a koncentraciot jeloltik meg LLOD értéknek, ahol a kapott jel a
zaj minimum haromszorosa volt. Az LLOQ eértéknek azt a koncentraciot tekintettik,
amely esetén a zaj minimum 6tszérésénél nagyobb jelet detektaltunk. Az LLOQ értékek
meghatarozasanal tovabbi szempont volt, hogy a meghatarozott koncentracio a
késobbiekben illesztett kalibracidos egyenes legalsé illesztheté pontja legyen. Fontos
megjegyezni, hogy az LLOD és LLOQ értékek buza, illetve kukorica tomegre
visszaszamolva tlntettik fel és a teljes analitikai modszerre vonatkoznak, ami

tartalmazza a mintael6készitést is a tizszeres toményitési 1épéssel egyfitt.

12. tablazat: LLOD és LLOQ értékek kukorica matrixban pg/kg-ban

PRM-MSX UHPLC-MS/MS

LLOD LLOQ LLOD LLOQ Hatarérték

(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)  (pg/kg) (ng/kg)
AB1 1,5 2,8 0,125* 0,2 5
AB2 1,1 2,4 0,125* 0,3 5
AG1 1,4 2,8 0,125* 0,2 5
AG?2 2,1 2,8 0,125* 0,3 5
DON 533 640 105 128 1750
FB1 14,4 20 22 30 1000
FB2 9,6 20 21 30 1000
HT?2 43 64 42 61 100
OTA 2,4 3,5 0,3 1 5
T2 4,8 10 1,25 4 100
ZEA 41,6 64 1,75 4 200

* Vizsgalt koncentraciotartomany alsé pontja
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A kukorica matrixban tapasztalt kimutatdsi hatarokat (12. tablazat)
megvizsgalva megallapithatjuk, hogy valamennyi aflatoxin, az OTA és a HTA toxin
esetén a multiplex modszer segitségével a hatarértéknek megfelelé mennyiség fele is
megbizhatéan meghatarozhatd. A DON ¢s a ZEA esetén az LLOQ harmada volt az el6irt
hatarérteknek. A T2 vizsgalata soran tapasztalt kimutatasi hatar az indikativ mennyiség
egy tizede, a két vizsgalt fumonizin esetén pedig az LLOQ érték negyvened resze az
Eurépai Unios rendeletekben megszabott hatarértéknek. Osszességében elmondhato,
hogy a fejlesztett mddszer segitségével valamennyi komponens a megszabott
hatarértéknél alacsonyabb koncentrécidban hatarozhatd meg.

A PRM-MSX mddszert az UHPLC-MS/MS maddszerrel 6sszehasonlitva
kukorica matrix esetén megfigyelheté, hogy az aflatoxinok és a ZEA meghatarozasa
soran kozel egy nagysagrenddel jobb érzékenység érheté el UHPLC-MS/MS technika
segitségével. Ugyancsak érzékenyebb az UHPLC-MS/MS mddszer a DON, az OTA és a
T2 vizsgalata esetén. A fumonizinek és a HT2 toxin nagyobb érzékenységgel mutathatok
ki PRM-MSX maodszerrel, mint UHPLC-MS/MS mérésekkel. Réviden dsszefoglalva a
legtdbb esetben érzékenyebb az UHPLC-MS/MS mddszer, de valamennyi toxint a PRM-
MSX modszer segitségével is hatarértékben tudtunk mennyiségileg meghatarozni. A
Kisebb érzékenység okat részletesen a 6.3.5.4 fejezetben targyaljuk.

Blza matrixban vizsgalva a kimutatasi és meghatarozasi hatarokat (13. tablazat)
megallapithatd, hogy annak ellenére sikerilt valamennyi vizsgalt vegylletet a
hatarérteknél kisebb kimutatési hatarral meghatarozni, hogy a hatarérték a legtébbszor
alacsonyabb, mint kukorica esetén. Ennek oka lehet, hogy az altalunk is alkalmazott
QUECHhERS mintael6készitést kovetéen a bliza extraktumoknak kisebb a zsir és pigment
tartalma, mint a kukorica extraktumoknak (Garcia-Lopez et al., 2008). A fumonizinekre
nem vonatkozik legfels6 megengedett hatarérték buzara, igy az emlitett vegyiileteket nem
vizsgaltuk. Erdemes megemliteni, hogy egyes toxinokat kukorica maétrixhoz képest
nagyobb érzékenységgel tudtunk kimutatni (DON, OTA, HT2). Osszességében
elmondhat6, hogy blza matrix esetén is alkalmas a moddszer minden komponens
hatarértéknél alacsonyabb koncentracidban térténé meghatarozasara.

Akarcsak kukorica matrix esetén, buza matrixban is meghataroztuk az LLOD és
LLOQ értékeket UHPLC-MS/MS modszer segitségével (13. tadblazat). Eredményeink
szerint a vizsgalt aflatoxinok, a ZEA és a DON esetében nagyobb érzékenységet tudtunk
kromatografias elvalasztas segitségével elérni. Ugyanakkor HT2, OTA, és T2 esetén a

multiplex médszer bizonyult kis mértékben érzékenyebbnek.
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13. tablazat: LLOD és LLOQ értékek buza matrixban pg/kg-ban

PRM-MSX UHPLC-MS/MS

LLOD LLOQ LLOD LLOQ Hatarérték

(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)  (pg/kg) (ng/kg)
AB1 1,05 1,5 0,125* 0,3 2
AB?2 0,4 1 0,15 0,5 2
AG1 0,9 1,5 0,125* 0,3 2
AG2 1,4 1,6 0,15 0,5 2
DON 355 480 280 320 1250
HT2 14,5 20 20 40 50
OTA 1,35 2 3,1 5 5

T2 11 15 8 16 50

ZEA 45,5 60 0,5 2,5 100

*: Vizsgalt koncentrécid tartoméany alsé pontja

Osszességében elmondhatd, hogy a vizsgalt toxinok a fejlesztett PRM-MSX
modszer segitségével mind kukorica, mind blza matrix esetén hatarértékben
detektalhatok és mennyiségileg meghatarozhatok. A kidolgozott PRM-MSX maodszert
UHPLC-MS/MS modszerrel 6sszehasonlitva megallapithatd, hogy a kromatografias
elvalasztést is tartalmazd modszer tobb vegyulet esetén érzékenyebb, de a PRM-MSX
maodszer is alkalmas valamennyi vizsgalt toxint hatarértékben detektalni.

6.3.5.3 Linearitas és dinamikus tartomany meghatarozasa

A linearitads és dinamikus tartomany vizsgalatahoz egy olyan oldatsorozatot
hasznaltuk, amely 10000-0,125 pg/kg koncentracié tartomanyban tartalmazott matrix-
azonos kalibracios pontokat. A multiplex modszer segitsegével mind blza, mind kukorica
matrix esetén linearis kalibracios gorbéket kaptunk VOL belsé standard alkalmazasa
mellett. Akércsak a kdzponti metabolitok analizisénél, itt is a kalibracios egyenesek elsd
matrix azonos standard oldat volt. Az R? értékek minden vegyiilet esetében nagyobbak
adodtak mint 0,99, igy teljesil az EMA (tmutaté idevonatkozd kdvetelménye (14.
tablazat)

A multiplex modszer segitségével kapott kalibracids egyeneseket az UHPLC-
MS/MS modszerrel Gsszehasonlitva megallapithatd, hogy az R? értékekben nincs
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szamottevd kiilonbség, azaz PRM-MSX mddszer alkalmazasa esetén nem romlik a

kalibracios egyenes illeszthetésége.

14. tablazat: Linearitas és dinamikus tartomany kiilonb6zé matrixok mellett

Kukorica matrix Blza matrix
Kalibrégiés R? Kalibréf:iés
tartomany tartomany
MSX O (i) gk M O qgky (k)
AB1 0,9989 0,9990 2,8-600 0,2-100 0,9977 10,9988 1,5-350  0,3-100
AB2 0,9956 0,9981 2,4-600 0,3-100 0,9967 0,9975 1-350 0,5-100
AG1 0,9977 0,9985 2,8-600 0,2-100 0,9983 10,9981 1,5-350 0,3-100
AG2 0,9973 0,9982 2,8-600 0,3-100 0,9969 0,9984 2-350 0,5-100
DON 10,9937 10,9991 640-9600 128-3500 0,9937 0,9982 480-2400 320-9600
FB1 0,9971 0,9997 20-1200 30-3500 - - - -
FB2 0,9931 0,9998 20-1500 30-3500 - - - -
HT2 0,9931 0,9993 64-5200 61-3500 0,9943 0,9978 20-350 40-240
OTA 10,9986 0,9972 5-600 1-1000 0,9973 0,9999 2-350 8-1400
T2 0,9986 0,9985 10-800 4-250 0,9958 0,9953  15-600 16-480
ZEA 09971 0,9981 64-560 4-500 0,9962 10,9984  60-600 2,5-240

MSX.: PRM-MSX mddszerrel meghatarozott értékek
O.: UHPLC-MS/MS mddszerrel meghatarozott értékek

aflatoxinok esetétn UHPLC-MS/MS maodszer
alacsonyabb ULOQ értékeket kaptunk, ugyanakkor az LLOQ értékek is alacsonyabbak

A vizsgalt segitségével
voltak. Ezek alapjan mind a két modszerre igaz, hogy az aflatoxinok esetén a dinamikus
tartomany két, két és fél nagysagrendet dlelt at. A fumonizineket csak kukorica matrixban
vizsgaltuk, hiszen a hatalyos jogszabalyok csak kukoricara vonatkoznak. Az FB1 és FB2
szélesebb dinamikus tartomannyal rendelkezett UHPLC-MS/MS modszer alkalmazasa
mellett, akarcsak a DON ¢és a ZEA. HT2, OTA ¢s T2 esetében nem volt szamottevo

kiilonbség a két modszer alkalmazasa mellett megfigyelhetd dinamikus tartoméanyban.
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6.3.5.4 Matrixhatas

Az LC-ESI-MS mddszerek alkalmazasa esetén dsszetett matrixokban a vizsgalt
komponensek valaszjele csokkenhet, vagy felerésodhet a jelen 1évé hattérkomponensek
és a vizsgalat targyat képez6 vegyiiletek kozotti, az ionforrasban toérténd versengésnek
koszonhetoen.

A matrixhatés vizsgalatahoz olyan mintakban vetettik 6ssze az egyes toxinok
valaszjelét, ahol a vizsgalt toxinok koncentracidja azonos volt, am az egyik
mintasorozatban a komponenseket az eluensben oldottuk, mig a masik oldatsorozat
matrix vak mintak utdlagos toxinaddiciojaval készult. A cslcs alatti terlletek
hanyadosabol hataroztuk meg a matrix faktort két koncentracioban, az egyik a tapasztalt

LLOQ haromszorosa, a masik az ULOQ 80 szazaléka volt.

15. tdblazat: Matrix faktor és szorasa a vizsgalt matrixokban

Kukorica matrix Blza matrix
MSX. 0. MSX. 0.

Matrix- RSD% Matrix- RSD% Matrix- RSD% Matrix- RSD%
faktor (n=12)  faktor (n=12) faktor (n=12) faktor (n=12)

AB1 0,25 17,1 0,78 5,0 0,14 14 0,68 7,6
AB2 0,18 18,5 0,80 5,2 0,19 14,8 0,71 6,5
AG1 0,14 18,5 0,81 11,5 0,16 12,2 0,69 7,1
AG2 0,12 19,9 0,83 8,4 0,07 17,2 0,65 7,0
DON 0,28 17,3 0,64 13,8 0,28 18,6 0,68 14,2
FB1 0,51 14,6 0,78 8,6 - - - -
FB2 0,96 9,4 0,81 13,7 - - - -
HT2 0,35 14,7 0,72 6,8 0,79 14,4 0,79 9,2
OTA 111 8,4 0,74 6,9 0,92 14,6 0,86 8,7
T2 0,34 15,9 0,86 9,2 0,42 19,1 0,81 11,2
ZEA 0,64 15,6 0,70 7,8 1,21 9,3 0,79 8,9

MSX.: PRM-MSX maodszerrel meghatarozott értékek
O.: UHPLC-MS/MS mddszerrel meghatarozott értékek

A multiplex modszer alkalmazaskor a valaszjel névekedését csak az OTA eseten
kukoricaban, valamint ZEA esetén buzaban tapasztaltuk, minden mas vegyilet valaszjele
csokkent a matrix komponensek jelenléte kdvetkeztében. A matrixhatas nagysaga szerint

osztalyozhatd: enyhe (x20% jelintenzitas ndvekedés vagy csokkenés), kozepes (20-50%

67



kozotti  jelintenzitds nodvekedés vagy csokkenés), vagy erds (50%-nal nagyobb
jelintenzitas novekedés vagy csokkenés) lehet (Ferrer Amate et al., 2010).

Enyhe matrixhatast OTA és FB2 esetén tapasztaltunk mindkét vizsgalt
matrixban, mig kdzepes matrix hatast figyelink meg FB1 és ZEA esetén. A legnagyobb
jelintenzitas csokkenés az aflatoxinok és a DON esetén jelentkezett. Ez 6sszhangban van
Bonfiglio és mtsai. altal bemutatott eredményekkel, miszerint az egyes komponensek ESI
ionforrashan tapasztalhato jelcsokkenése vegyiiletfiiggd, a legpolarisabb vegyuletekre a
legerésebb (Bonfiglio et al., 1999). Tovabba megfigyeltik, hogy az AB2, AG1 és DON
toxinok kivételével a matrix faktor nagysaga kiilonbozik az egyes matrixokban. HT2, T2
és ZEA vegylletek vizsgalata sordn kukorica matrix esetén nagyobb jelintenzitast
csokkent6 hatast tapasztaltunk, mint buza esetén, ami 6sszhangban van Fernandes mtsai.
eredményeivel (Fernandes et al., 2015).

A célkomponensek az egyedi mintakban kell6 pontossaggal akkor hatarozhatok
meg, ha a matrixhatds megkozelitéleg allando a teljes vizsgalt koncentréacid
tartomanyban. Az EMA (tmutatd szerint az egyes komponensekre vonatkozo6 dinamikus
koncentracid tartomany also és felsé pontjan vizsgalt matrix faktor szordsa nem lehet
nagyobb, mint 20%. Az altalunk fejlesztett multiplex mddszer teljesitette ezt a feltételt,
hiszen a legnagyobb szdras 19,9% volt AFG2 esetén kukorica métrixban.

A tapasztalt nagy matrixhatds oka a QuEChERS mintaeldkészités, és a
kromatografids elvalasztas hianya lehet. Mikotoxinok gabondkbol torténd mennyiségi
meghatarozasa soran QUEChERS mintael6készités alkalmazasa mellett tobb kutatas is
szamottevl jelintenzitas novekedésrdl, vagy csokkenésrdl szamol be (Fernandes et al.,
2015, Pantano et al., 2021). Az alkalmazott dSPE technika normal SPE-re torténé
cseré¢jével, vagy immunaffinitds alapu toltetek segitségével csokkenthetd lenne a
matrixhatas (Woo et al., 2019), de ezen mintaecl6készitési eljarasok alkalmazésaval a
vizsgalatok kivitelezése idéigényesebb és koltségesebb lenne. Osszevetve a PRM-MSX
és az UHPLC-MS/MS modszer alkalmazésa mellett megfigyelt matrixfaktor értékeket
lathatd, hogy a PRM-MSX maddszerre jellemz6 nagy matrixhatas oka a megfeleld

kromatografias elvalasztas hianya.
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6.3.5.5 Visszanyerés

A multiplex modszer precizitasat és pontossagat a teljes mintaeldkészitést és a
PRM-MSX mddszert is magaba foglald visszanyerési kisérletek segitségével hataroztuk
meg (16. tdblazat)

16. tablazat: Az egyes mikotoxinok visszanyerés a vizsgalt matrixokban

Kukorica matrix BuUza matrix
MSX. 0. MSX. 0.
Rec. RSD% Rec. RSD% Rec. RSD% Rec. RSD%

(n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
AB1 0,86 13,8 0,87 12,7 0,78 9,2 0,81 11,13
AB2 0,81 7,4 0,82 11,4 0,83 8,3 0,79 8,81
AG1 0,76 6,8 0,86 9,9 0,79 8,6 0,88 13,81
AG2 0,74 6,9 0,84 7,8 0,78 8,5 0,81 6,51
DON 0,85 4,9 0,82 6,8 0,71 11,8 0,79 9,15
FB1 0,71 12,1 0,79 7,9 - - - -
FB2 0,75 7,9 0,76 8,7 - - - -
HT2 0,93 6,1 0,88 11,8 0,71 11,3 0,81 9,15
OTA 0,74 7,2 0,81 6,8 0,71 8,4 0,76 7,88
T2 0,91 7,2 0,79 58 0,87 16,5 0,81 9,18
ZEA 0,87 8,2 0,91 6,8 0,81 11,4 0,87 12,1

MSX.: PRM-MSX maodszerrel meghatarozott értékek
O.: UHPLC-MS/MS mddszerrel meghatarozott értékek
Rec.: Visszanyerés

A visszanyeres vizsgalata sordn toxin-vak kukorica és buza mintakhoz
mikotoxinokat adagoltunk ismert mennyiségben. A vizsgalatokat a hatarérték 80, illetve
120 szazalékanak megfelelé két koncentracioban végeztuk el. Hat-hat parhuzamos
extrakciot végeztiink mindkét koncentracié esetén, igy 0Osszesen tizenkét extrakcio
alapjan szamitottuk ki a meghatéarozast és a szdrast. A visszanyerést az ismert adagolt
koncentracio, valamint a mintakban matrix azonos kalibracioval meghatarozott
koncentracié hanyadosabol szamoltuk.

A visszanyerés kukorica matrix esetén 0,71 és 0,93 kdzott, buza matrix esetén
pedig 0,71 és 0,87 kozott valtozott kisebb, mint 16,5% szoras mellett, ami megfelel az
Europai Bizottsdg 401/2006/EK rendeletében el6irt alkalmassagi kritériumnak. Hasonld

visszanyerési értékeket kaptunk az UHPLC-MS/MS mddszer alkalmazasakor, ami
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alatamasztja azt, hogy a visszanyerés elsdsorban nem a tomegspektrometrids mérést,
hanem az extrakcid hatékonysagat hivatott jellemezni. Az értékek bizonyitjak, hogy a
multiplex technika alkalmazhatésaga érdekében alkalmazott tobb 1épcsés extrakcid
megfeleld hatékonysaggal tortént.

A kapott visszanyeresi értékek nem mutatnak nagy eltérést a szakirodalomban
bemutatott értékektdl (Zhang and Banerjee, 2020), (De Santis et al., 2019).

Erdekes megvizsgalni, hogy ha a visszanyeréssel normalizaljuk az LLOQ
értékeket, hogyan viszonyulnak a normalizalt értékek a hatarértékhez (17. tablazat).
Amennyiben a normalizalt LLOQ értékek joval magasabbak a hatarértéknél, a modszer
nem lenne alkalmazhat6. PRM-MSX maodszer esetén valamennyi vizsgalt komponens
magasabb visszanyeréssel korrigalt LLOQ értékkel rendelkezik, mint a jogszabalyokban
megallapitott hatarérték mindkét vizsgalt matrixban, tehat a modszer alkalmas val6s
mintak mikotoxin tartalmanak hatarértékben torténd detektalasara és mennyiségi

meghatarozasara.

17. tdblazat: Visszanyeréssel korrigalt LLOQ értékek PRM-MSX maodszer esetén

Kukorica Buza
Normalizalt LLOQ  Hatéarérték Normalizalt Hatarérték
(Hg/kg) (ng/kg) LLOQ (Hg/kg) (ng/kg)

AB1 3.3 5 18 2
AB2 3,0 5 1,2 2
AG1l 3,7 5 1,8 2
AG2 3,8 5 1,9 2
DON 752,9 1750 619,2 1250
FB1 28,2 1000 - -
FB2 26,7 1000 - -
HT?2 68,8 100 25,8 50
OTA 4.7 5 2,6 5

T2 11,0 100 17.0 50
ZEA 73,6 200 71,4 100
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7. Osszefoglalas

Bar a HRMS késziilékek az egyik legkorszertibb MS technikéat alkalmazzék,
érzékenysegik jelentdsen leromolhat, ha az adott mérési ciklus sok mérési eseménybdl
tevodik 0ssze. Kiilonosen igaz ez tobb komponens egy idoben térténd detektalasa esetén,
mint példaul UHPLC korilmények és FIA mintabevitel mellett. Ezt a problémaét hivatott
orvosolni az Orbitrap MS-ekben elérheté MSX technika, amely soran egy mérési
eseményben tobb sziil6ion gyiijtése és fragmentalasa torténik, melyeket egyszerre injektal
a késziilék az Orbitrap tomeganalizatorba. A MSX technika alkalmazasaval csokkenthetd
a meérési események szama, ezaltal a teljes mérési ciklus hossza, igy jobb érzékenység
érhet6 el egy id6ben elualédé komponensek esetén.

Szamos bioldgiai folyamatban fontos szerepet jatszo, illetve biomarkerként is
hasznalhatd kdzponti metabolitok és a hozzajuk kapcsolédé aminosavak LC-MS alapu
méréstechnikaja nagy kihivasok elé allitja a kutatdkat, ugyanis a szokvanyos
allofazisokon ezek a vegyiletek nem analizdlhatok. Béar vannak kromatografias
elvalasztdst nem alkalmazé FIA-HRMS mddszerek, a jobb érzékenyseg miatt ezek
kevésbé szelektiv mérési uzemmadddal operalnak, amik nem tudnak kilonbséget tenni az
izobar vegyuletek kozott.

Toxikus hatasuk miatt tobb fonalas gomba altal termelt mikotoxinra a hatdsdgok
hatarértéket allapitottak meg. Az élelmiszerekbdl ezen alacsony hatarértékek
kimutatasara alkalmazhato legkorszertibb eljarasok a LC-HRMS technikak.

Doktori munkéam soran célom volt Orbitrap MS segitségével olyan FIA-PRM-
MSX moédszerek fejlesztése, amely segitségével gyors analizisidd mellett tudunk
kvantitativ elemzéseket elvégezni adott komponensek csoportjaira.

Els6 1épésben megallapitottuk azokat a szabalyokat, melyek mentén egy FIA-
PRM-MSX modszer sikeresen kifejlesztheto.

Ezt kovetden modszert fejlesztettiink kozponti metabolitok és a hozzajuk
kapcsol6dd aminosavak mérésére. A mddszerfejlesztés soran a vizsgalt 23 vegyiiletet 6t
csoportba soroltuk, igy a teljes mérési modszer 36 masodperc hosszusagu volt. A
fejlesztett mddszer megfelelt a szelektivitasi kovetelményeknek. A FIA-PRM-MSX
modszert nem MSX maodszerekkel dsszehasonlitva megallapitottuk, hogy a FIA-PRM-
MSX technika alkalmazasa nem okoz érzekenység csokkenést, rosszabb linearitast vagy

szitkebb dinamikus tartomanyt.
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A modszert kiilonboz6 bioldgiai mintakon teszteltlik, és sikeresen mutattuk ki a
kdzponti metabolitokat és egyes aminosavakat fonalas gomba, humén sejtvonal és
ndvényi extraktumokbol.

PRM-MSX mddszert fejlesztettink olyan feldolgozatlan buzaban és
kukoricaban el6fordulé mikotoxinok kvantitativ meghatarozasara, amelyek hatarértékét
az Eurdpai Uni6 meghatérozza. A modszerfejlesztés sordn a vizsgalt 12 mikotoxint
fragmentacios sajatsagaiknak megfeleléen négy csoportba soroltuk, illetve optimalizaltuk
a mintaelokészitést, a mintabeviteli eljarast is, melynek koszonhetéen a teljes modszer
egy perc hosszusagu volt. A modszert ezek utan az EMA iranyelveknek megfeleléen
validaltuk, illetve dsszehasonlitottuk egy szakirodalmi példak alapjan fejlesztett UHPLC-
MS/MS modszerrel. A modszer validalasa soran megallapitottuk, hogy az alkalmas
valamennyi vizsgalt mikotoxin hatarértékben térténé mennyiségi meghatarozasara blza
és kukorica matrixban. Tovabba valamennyi komponens esetén lineéris kalibracios
egyeneseket kaptunk. A métrixhatés vizsgalata soran megallapitottuk, hogy bar a matrix
érzékenyen érinti a mddszeriinket, a matrix-faktor szérasa minden esetben 20%-nal
Kisebb volt. A fejlesztett mintael6készitési eljaras a jogszabalyokban javasolt minimalis
értékeknél jobb visszanyeréssel rendelkezett valamennyi vizsgélt mikotoxinra, alacsony
relativ szoréds mellett. Amennyiben a megfigyelt kimutatasi hatarokat korrigaltuk a
visszanyeréssel megallapitottuk, hogy valamennyi vizsgalt komponenst hatarértéknél
kisebb mennyiségben tudunk kimutatni.

Osszességében elmondhatd, hogy a MSX technika alkalmazasaval két PRM-
MSX mddszert fejlesztettiink, amely alkalmas volt tiznél tébb komponens egymas

melletti detektalasara egy perces vagy annal rovidebb analizisidé mellett.

72



8. Summary

The HRMS instruments apply one of the state-of-the-art acquisition techniques,
but when the measuring cycle contains many measuring events the sensitivity decreases
dramatically. This effect is especially true in the case of simultaneous detection of
multiple compounds, applying UHPLC parameters and FIA sample loading. The MSX
acquisition technique available in Orbitrap MS is intended to resolve this problem , where
several precursors are collected and fragmented in one measurement event, which are
injected to the Orbitrap mass analyzer in one portion. Using MSX technique, the number
of the measuring events can be reduced, thereby reducing the whole acquisition cycle
length, thus better sensitivity can be achieved for co-eluting compounds.

The LC-MS-based measurement technique of central metabolites and their
related amino acids, which play an important role in many biological processes and can
also be used as biomarkers, presents a great challenge to researchers, as these compounds
cannot be analyzed on conventional stationary phases. Although there are FIA-HRMS
methods that do not use chromatographic separation, due to their better sensitivity, they
operate with a less selective measurement mode, which cannot differentiate between
isobaric compounds.

Due to their toxic effect, the authorities have established the highest limit value
for mycotoxins produced by filamentous fungi in food. LC-HRMS techniques are the
most up-to-date methods that can be used to detect these low limit values in foods.

In my doctoral thesis, my goal was to develop FIA-PRM-MSX methods 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 selectivity requirements. By comparing
the multiplex method with a non-multiplex method, it was found that the use of the FIA-
PRM-MSX technique does not cause a decrease in sensitivity, worse linearity, or dynamic
range. During the measurement of biological samples, the tested compounds were

successfully detected in filamentous fungi, human cells, and plant extracts.
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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, and 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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