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1. Roviditések jegyzéke

A proteinogén aminosavak estében az altalanosan alkalmazott egy és harombetls jelolésket

hasznaltam.

6-MeTIMP
6-MeTITP
6-MMP
6-MMPr
6-MP
6-TA
6-TG
6-TGDP
6-TGMP
6-TGN
6-TGTP
6-TIMP
6-TITP
6-TXMP
ACQ

AlH

ALL
AMQ
APCI
APPI

AUC
AZA
Cad

CE

Cit

CVv
DnsC1
DP
DTT
EDTA
EMA
ESI

Eta

Eth
FDA
FMOC-CI
GC
GMPS
GST
HGPRT

6-metil-tioinozin-monofoszfat
6-metil-tioinozin-trifoszfat
6-metil-merkaptopurin
6-metil-merkaptopurin ribozid
6-merkaptopurin

6-tiuronsav

6-tioguanin

6-tioguanin-difoszfat
6-tioguanin-monofoszfat
6-tioguanin-nukleotid
6-tioguanin-trifoszfat
6-tioinzin-monofoszfat
6-tioinozin-trifoszfat
6-tioxantozin-monofoszfat
6-aminokinolil-N-hidroxiszukcinimidil-karbamat
autoimmun hepatitis

akut limfoblasztos leukémia
6-aminokinolin

atmoszférikus nyomasu kémiai ionizécid
atmoszferikus nyomasu fotoioniz4cio
gorbe alatti tertilet

azatioprin

Kadaverin

utkozési energia

Citrullin

variacios egyltthato6

Danzil-klorid

deklaszter potencial

ditiotreitol

etilén-diamin-tetraecetsav

Eurdpai Gyogyszeriigynokség (European Medicines Agency)
elektroporlasztasos ioniz&ciot

Etil-amin

Etanolamin

Food and Drug Administration
9-fluorenil-metil-klérformiéat-klorid
gazkromatogréafia
guanidin-5-monofoszfat-szintetaz
glutation-S-transzferaz
hipoxantin-guanin-foszforibozil-transzferaz
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Hsn Hisztamin

IBD gyulladasos bélbetegségek

ICR ion ciklotron rezonancia analizator
IM ion mobilitasi cella

IMPDH inozin-5-monofoszfat-dehidrogenaz
IT ioncsapda analizator

ITPA inozin-trifoszfat-pirofoszfataz
Komp. komponens

Konc. koncentracid

LC folyadékkromatogréfia

LLOQ also kvantitalasi hatar

LOD kimutatasi hatar

LOQ kvantitalasi hatar

ME matrixhatas

Mea Metil-amin

MRM Multiple Reaction Monitoring mod
MS tdmegspektrometria

N.D. nem detektalhatd

NMR magneses magrezonancia

OPA Oftalaldehid

Orn Ornitin

oT Orbitrap anlizator

PDA fotodiodasoros detektor

Pha 2-Fenetil-amin

Put Putreszcin

Q kvadrupol analizator

SD standard deviacio

SIL stabil izotoppal jelzett vegyilet
SRM Selected Reaction Monitoring mod
Stn Szerotonin

Tau Taurin

TDM terapias gyoégyszerszint monitorozas
TNF tumor nekrozis faktor

TOF repiilési 1d6 analizator

Tpa Triptamin

TPMT tiopurin-S-metiltranszeféaz

Tra Tiramin

UHPLC Ultranagy hatékonysagu folyadékkromatogréafia
ULOQ felso kvantitalasi hatar

uv ultraibolya

VVT vorosvértest

X0 xantin-oxidaz



2. Bevezeteés

A tudomanyos kutatas szdmos teriiletén egyre nagyobb szerepet kapnak az omikai
technikak, amelyek lehet6évé teszik a komplex bioldgiai mintdk rendszerszintli vizsgalatat.
A proteomika, genomika és transzkiptomika mellett, egyre tObbszor alkalmaznak
metabolomikai megkozelitéseket, mivel a kiilonb6z6 metabolitok mennyiségi valtozésa
indikativ lehet egyes patologias elvaltozasok esetében, mint példaul az elhizés, vagy a
cukorbetegseg. A metabolit profilban bekovetkez eltérések segithetnek azonositani egyes
betegségek korai jeleit, ezaltal diagnosztikai jelent6séggel birnak. Ezen felil
hozzajarulhatnak a korlefolyds nyomon kovetéséhez, valamint értékes informaciokat
nyujthatnak a személyre szabott kezelések tervezéséhez. Ennek kovetkeztében a biomarker
kutatdsok soran is gyakran elStérbe keriilnek bizonyos kis molekuldk vagy
molekulacsoportok mennyiségi valtozasanak vizsgalata. Cukorbetegség esetén a vér glikoz
szintjének vizsgalata a rutin diagnosztika szerves resze, emellett mas metabolitok, példaul
egyes zsirsavak mennyisége is fontos informéacidval bir a terapia szempontjabol. A tumoros
elvaltozasok esetén szintén fontosak lehetnek egyes metabolitok, példaul a 2-hidroxiglutarat
mennyisége, amely segitheti a tumor azonositasat. A szervezet sajat metabolitjainak
analizise mellett a metabolomika a gyogyszerhatéanyagok és gydgyszermetabolizmus
vizsgalataban is alapvetd szeretep jatszik, mivel lehetdvé teszi a gyogyszerek és azok
metabolitjainak komplex bioldgiai reakciok soran bekdvetkezd valtozasainak atfogod
elemzését. E megkozelités révén a kutatok képesek feltarni a gyogyszerek farmakokinetikai
és farmakodinamias jellemzdit, beleértve a felszivodast, szoveti eloszlast, metabolizmust és
kilralést. A metabolomikai elemzések segithetnek az egyéni variabilitds megértésében is,
azaz hogy a kiilonb6zd genotipusok hogyan befolyasoljdk a gyogyszerek hatisat és a
mellékhatasok kockézatat. Ezen tilmenden a metabolomika alkalmazésa hozzajarulhat 1
gyogyszerek felfedezéséhez és a meglévd terapiak optimalizalasahoz, igy a személyre
szabott orvoslas fejlédéséhez is jelentdés mértékben hozzajarul.

Kutatdsunk soran kiilonboz6 testfolyadék mintdk metabolit profiljat vizsgaltuk meg,
egészséges és patoldgids allapotokban  kromatogréfias elvélasztassal — kapcsolt
tdmegspektrometrias technikak hasznalataval. Munkank soran aminosavak, biogén aminok,
valamint gyogyszer metabolitok vizsgalatat végeztik el, mely magaba foglalta a sziikséges
kromatografias és tomegspektrometrids modszerek fejlesztését, az elérhetdé modszerek

modositasat eés optimalizalast.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Metabolomikai analizisek endogen molekulédk vizsgélatara

A metabolomikai analizis a biologiai rendszerekben zajlé6 metabolikus folyamatok
atfogo vizsgalatat jelenti, amely soran az endogén molekulak, példaul lipidek, aminosavak
és szénhidratok koncentréciojat és dinamikajat vizsgaljak. Az endogén molekulak olyan
anyagok, amelyek a szervezetben természetes Uton keletkeznek, és fontos szerepet jatszanak
az ¢él6 rendszerek biokémiai folyamataiban. A metabolomikai kutatasok soran ezeknek a
molekulaknak az azonositasa és mennyisegi meghatarozasa torténik, valamint ezen
adatokbol a molekularis interakcidkra és az adott metabolitokra adott bioldgiai valaszokra
kovetkeztethetlink. Emiatt a szervezet endogén molekuldinak, mint példaul a
nitrogéntartalmi szerves molekuldk vizsgéilata kiemelten fontos az eld szervezetek

miikodésének megértése szempontjabol.

3.1.1. Aminosavak szerkezete és élettani funkcioi

Az aminosavak a fehérjék elemi épitékovei, melyekbdl az emberi szervezetben 20
a-aminosav és az iminosav prolin hasznalddik fel a fehérjék szintézisére [1]. Mint a
neviikbdl is kideriil ezek a vegyiiletek olyan karbonsavak melyekben az a-helyzetii
szénatomhoz egy aminocsoport kapcsolodik. Az egyes aminosavak az a-szénatomhoz
kapcsol6dod oldallacaikban kulénbdznek egymastol és a glicin kivételével legaldbb egy
kiralitdscentrumot tartalmaznak [2]. A proteinogén aminosavak L-aminosavak, az emberi
szervezetben jellemzéen csak kis mennyiségii D-aminosav talalhatd. Az aminosavak
csoportositasa tobb féle képen térténhet, az egyik gyakori csoportositas az oldallanc kémiai

karakterisztikaja alapjan torténik, melyet az 1. abra szemléltet.



A. Toltéssel rendelkezd oldalléncot tartalmazé aminosavak

Pozitiv Negativ
Z A ~ ’ A \
Arginin Hisztidin Lizin Aszparaginsav Glutaminsav
“Q “ @ g @ @
'S'O pKs2,03 '(/O pKa 1,70 A/o Ko 2,15 /YO oKa1,95 '(/O PKs 2,16
NH,
pKe 9,00 oK 909 K.sxs pK 95&
® H o) @ DK. 371
NH s\ AN
HZN‘< pK.d 15
NH2® DK» 10,/ 67
PK. 12,10
B. Polaros, toltéssel nem rendelkezé oldallancot tartalmazé aminosavak C. Specialis esetek
Szerin Treonin Aszparagin Glutamin Cisztein Szelenocisztein  Glicin Prolin
(Ser)e (Thr)o (Asn)m (Gln)@ (Cys)@ (Sec)m (Gly) @ (Pro)Q
0‘191 pKl9 pK234 pKa 195

pK.2 18

'9 pKa2,13 ﬁ/ PKa 2,20 A/ PKa 2,16

(0] DK: 10,47
DK.905 phggs DK.8 76 P 9
2 pKa m % pK m PKa 9 %
ox.s 14

D. Hidroféb oldallancot tartalmazé aminosavak

Alanin 1zoleucin Leucin Metionin Fenilalanin Triptofén Tirozin Valin
(nia) ) e) @ (Lew) (B Mety( (Phe) @ ) @ ) @ val) @
PKa 2,16 pK» 2,18 /YDK »2,38 4, PKa 2,24 A/DK 2,27
PK. 2,32 /YO /yo o o
i/ 0 o o
NH i o:.u:s‘ e
N, o .99 Hees
pKa 9,58
A\
OH
PK. 10,10

1. &bra A 21 fehérje épité aminosav csoportositas az oldallanc karakterisztikaja alapjan. Az
aminosavak harombetiis és egybetiis roviditései €s savi disszocidciés allandoi is
feltlintetésre kerlltek. Az abran lathatd toltéssel rendelkezdé oldallancok esetében a
fiziologias 7,4-es pH-n eléfordulod toltési allapotot reprezentalja.
(https://www.technologynetworks.com/applied-sciences/articles/essential-amino-acids-

chart-abbreviations-and-structure-324357)
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Az oldallanc, amely egyetlen hidrogén atomtol - mint a glicin esetében - egészen az
Osszetett aromas gytrikig terjedhet - mint a triptofan esetében - egyedi kémiai és fizikai
tulajdonsagokkal ruhdzza fel az egyes aminosavakat. Ezen oldallancok véltozatossaga
okozza az egyes aminosavak sajatos kémiai viselkedését és funkcidit [3].

Egy masik csoportositasi lehet6ség az aminosavak esszencialita alapjan torténik.
Definicio szerint azokat az aminosavakat, amelyeket a szervezet nem tud sajat maga
szintetizalni, és a taplalékkal kell felvenni, esszencialis aminosavaknak nevezzik. Ide
tartozik toébbek kozott a fenilalanin, a valin, a triptofan, a treonin, az izoleucin, a metionin,
a hisztidin, a leucin és a lizin. Ezzel szemben a nem esszencialis aminosavak a szervezetben
mas molekuldkbdl szintetizalhatok, és nem sziikséges a taplalékkal torténd beviteliik.
Tovabba, léteznek olyan aminosavak is, amelyek normal korilmények kozott nem
esszencialisak, de bizonyos helyzetekben esszenciélissa valhatnak, ezek a feltételesen
esszencialis aminosavak [1,3].

A fehérjeszintézisben betoltott szerepik mellett az aminosavak képesek az
anyagcsere Utvonalak szabalyzasara is. Bizonyos aminosavakat kulonféle patologias
allapotokban potencidlis biomarkerként azonositottak. Depresszios és egyéb mentalis
zavarokban szenved6 egyéneknél csokkent szérum triptofan szintet figyeltek meg [4], mig
tid6-, gyomor-, vastagbél-, emlé- és prosztatadagnatos betegek esetében tobb aminosav
szintjének valtozasat is kimutattak[5]. Bar a killonféle tumorok esetében méas-mas aminosav
szintje bizonyult indikativnak, a glutamin minden dagnatos elvaltozas esetében esszencialis
a tumorsejtek osztodasa szempontjabdl [6]. A mentalis zavarok és daganatos elvaltozasok
mellett az aminosavak a cukorbetegség patomechanizmusaban is szerepet jatszanak [5]. Az
inzulin gatolja a fehérjék lebontasat, mikdzben fokozza az aminosavak felvételét a sejtekbe
[5]. Ezenkivdl a lizin, aszpartat, treonin, metionin és alanin a 2-es tipust cukorbetegség

potencialis biomarkereinek bizonyultak [7].

3.1.2. Biogén aminok szerkezete és élettani funkcidja

A biogén aminok a nitrogéntartalmu szerves vegyiletek csoportjaba tartoznak. A
legtobb biogén amin eldallitasara tobb kiilonbozo sejttipus is képes, mig bizonyos biogén
aminok, példaul a szerotonin eléallitasara csak bizonyos dedikalt sejttipusok, példaul a
neuronok képesek [1]. A kutatasaink soran vizsgalt biogén aminok képzddését a 2. abra

szemlélteti.
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o
H%H Glicin dekarboxilaz
. CHa-NH,

MNHz =

Glicin (Gly) Metil-amin (Mea)
o Alanin dekarboxilaz

C
b \Hkou p  CH;-CH,-NH,

NHz
Alanin (Ala) Etil-amin (Eta)
" OH
o  Szerin dekarboxilaz
T HO-CH,-CH,-NH,
Szerin (Ser) Etanolamin (Eth)
? o}
e, . . . . Ve~ -NH2
HS H Cisztein dioxigenaz Cijsztein szulfinat dekarboxilaz Hipotaurin dehidrogenaz HO’Q\O
NH; > »
Cisztein (Cys) Taurin (Tau)
o
™ on  Omitin dekarboxiliz  JHN-(CH, ) -NH,
NH; >
Ormmitin (Ormm) Putreszcin (Put)
o - . e
HQN\/\/\‘)J\OH Lizin dekarboxilaz LHN-(CH, ) s-NH,
NH;
Lizin (Lys) Kadaverin (Cad)
2 M
N Hisztidin dekarboxilaz <i
& J OH Y I NH,
HN NH %
>
Hisztamin (Hsn
Hisztidin (His) (Hisn)
o
NH,
4 Fenilalanin dekarboxilaz ©/\’
NHa
>
Fenilalanin (Phe) 2-fenetil-amin (Pha)
o] NH2
/Q/\chm Tirozin dekarboxiléz ,©/\/
HO NHz o HO
Ll
Tirozin (Tyr) Tiramin (Tra)
o
WOH Triptofan dekarboxilaz
AN I NH; % QT\/NHz
” N
H
Triptofan (T1p) Triptamin (Tpa)
NH
[}
QJ/\‘/H\OH Triptofan hidroxiliz DOPA- dekarboxilaz H
Hi NHz
R — R —
H
- . Szerotoninin
Triptofan (Tt
p (Trp) (st)

2. &bra Az altalunk vizsgalt biogén aminok képzdédése.
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A biogén aminok valtozatos élettani funkciokkal rendelkeznek. A hisztamin fontos
szerepet tOlt be a sejtproliferaciéban, és differenciacidban, a regeneracidban és a
sebgyogyuléasban, az érrendszer permeabilizaciojaban, neurotranszmisszios folyamatokban;
valamint a gyulladasos reakcidkban is [8]. A triptamin, a tiramin és a 2-fenetil-amin
neuromodulatorként és vaszkularis regulatorokként szerepet jatszanak az idegrendszeri és
érrendszeri funkciokban [9], mig a kadaverin €s a putreszcin a sejtosztddas fontos molekulai
[10]. Elettani szerepik mellett a biogén aminok szamos betegség patomechanizmusaban,
mint példaul a magas vérnyomas [11], a skizofrénia [12] és a rak kialakuldsdban [13] is
szerepet jatszanak. Egy japan populacion végzett vizsgalat sordn negativ korrelaciot
mutattak ki az etilamin és a 2-es tipusu cukorbetegség kialakulasanak kockazata kdzott [14].
A metil-amin az egyik legegyszer(ibb alifas amin az emberi szervezetben, melyet szdmos
szovetben és testfolyadékban azonositottak [15]. A metil-amin szerepét megfigyelték
kdzponti idegrendszeri zavarok esetén [15], valamint igazoltak, hogy terhességi toxémia
esetén a metil-amin koncentracidja szllés utan hosszabb ideig magasabb marad, mint
normal terhesség esetén [16]. Az etanolamin az emberi test minden sejtjében jelen van a
foszfolipidek alkotorészeként, valamint szabad forméban a testfolyadékokban is
megtalalato. A foszfatidil-etanolamin f6 alkotorészeként az etanolamin szerepet jatszik a
neurodegenerativ rendellenességek, mint példaul a Parkinzon-kor progresszigjaban, a
tumorfejlodésben és a ferroptozis folyamataiban [17]. A szerotonin mint a kdzponti
idegrendszer fontos neurotranszmittere kulcsszerepet jatszik a depresszid kialakulaséban

[18], valamint 6sszefliggesbe hozhatd az elhizassal €s a cukorbetegséggel is [19].

3.1.3. Aminosavak és biogén aminok vizsgalati lehetoségei

Az aminosavak és biogén aminok vizsgalata szdmos biokémiai és analitikai
maodszerrel lehetséges, mint példaul a gazkromatografia (GC), folyadékkromatogréafia (LC),
magneses magrazonancia (NMR) és témegspektrometria (MS). A nagy érzékenységii LC-
MS rendszerek segitségével az alacsony koncentracidéban jelen levé molekuldk is
vizsgalhatok komplex biologiai mintdkban. LC és LC-MS analiziesek esetében mégis
gyakran szlikség van a célvegyuletek mddositasara a detektalasi és kvantitalasi hatar javitasa
érdekében. Ha szarmazékképzésre van sziikség, az torténhet a mintael6készités soran,
valamint az oszlop utan (post-column) is elvégezheté [20-22]. A szarmazékkeépzés a
vizsgalandd molekula és egy reagens kozotti kémiai reakciét jelent, amely megvaltoztatja a

molekula kémiai és fizikai tulajdonsagait, javitva a detektalast, az elvalasztasi
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hatékonysagot es az illékonysagot, valamint stabilizalja a molekulakat, ami jobb
kromatogréfias analizist tesz lehetévé [22-25]. Az aminosavak €s biogén aminok
szdrmazékképzésére szdmos reagens hasznélhatd, mint példaul danzil-klorid (DnsC1),
ftalaldehid (OPA), 9-fluorenil-metil-kl6rformiat-klorid (FMOC-CI) vagy az AccQ-Tag
[20-22]. Az MS sok esetben a kromatografias analizisek kiegészit6jeként hasznalhato az
elemzések szelektivitasanak és erzékenységének novelesére, valamint az ultraibolya (UV)

vagy fluoreszcens detektalassal azonositott komponensek megerésitésére [26,27].

3.1.3.1. Az AccQ-Tag derivatizacios technika

Az AccQ-Tag derivatizacios technika (Waters), egyfajta szarmazékkepzés, ami a 6-
aminokinolil-N-hidroxiszukcinimidil-karbamatot (ACQ) hasznalja a primer és szekunder
aminok rendkiviil stabil fluoreszcens szarmazékokka torténé atalakitasara (3. dbra) [28]. A
reakcio elsé 1épésében a primer és szekunder aminok reakcidba lépnek az ACQ reagenssel.
A mésodik Iépés egy lassabb reakcid, ahol a fennmaradt reagens vizzel reagal, és 6-
aminokinolin  (AMQ), N-hidroxszukcinimid és CO. melléktermékek képzédnek. A
derivatizalas utolso lépése soran a f6 melléktermék, az AMQ és a fennmaradt reagens
egymassal egy rendkivll stabil bisz-aminokinolin-karbamidot képez. Ezek a
melléktermékek nem befolyasoljak az aminosavak azonositdsat vagy mennyiségi
meghatarozasat [29], viszont a kromatografias analizis soran mindségi kontrollként
szolgalhatnak a derivatizalasi reakcio sikeressegének és hatékonysaganak bizonyitasara. A
modositott  molekuldak  folyadékkromatografidaval elvélaszthatok, a fluoreszcens
szarmazékok pedig 260 nm hulldmhosszon detektalhatok.

2 OH
~ ~OH primer amin

. 0
N.__O. N
GO SOR

Nig %y N

6-aminokinolil-N-hidroxiszukcinimidil- o)
karbamat (ACQ reagens)

r” “OH
NH

szekunder amin H
N N—
X
| \g o
H20 N HO
H H
. . N N
N-Hidroxil- N NH2 S g m
szukcinimid + CO, + |, Z o N
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3. abra Az AccQ-Tag Ultra reagenssel (ACQ) végzet szarmazékképzési reakciok primer és

szekunder aminok estében.
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3.2. Metabolomikai analizisek xenobiotikumok vizsgélatara

A xenobiotikumok olyan anyagok, melyek nem természetes részei az ¢€lo
szervezetek anyagcseréjének, azonban bejuthatnak a szervezetbe. Xenobiotikumok lehetnek
példaul a gyogyszerek, vegyi anyagok, ipari szennyezok, peszticidek vagy egyéb kornyezeti
toxikus anyagok. A metabolomikai elemzések lehetdséget biztositanak ezen anyagok
biologiai rendszerekre gyakorolt hatidsanak vizsgalatéra, ezaltal informéaciot nyerhetlink
arrol, hogy ezek a xenobiotikumok hogyan valtoztatjdk meg az €16 szervezetek
anyagcserefolyamatait. A xenobiotikumok a szervezetben komplex és dinamikus
folyamatokat, példaul biotranszformécios reakciokat inditanak el, melyek soran a szervezet
megprobalja a vegyuleteket inaktivalni és/vagy eltavolitani. E folyamatok soran az anyagok
0j metabolitok forméajaban jelennek meg, melyek valtozatos mdédon hatnak a bioldgiai
rendszerekre.

A xenobiotikumokkal kapcsolatos metabolomikai analizisek rendkivil fontosak a
toxikologiai  kutatdsokban, mivel segitenek az ipari és gyogyszeripari termékek
biztonsaganak és hatékonysaganak felmérésében. Tovabba, az egyes vegylletek
biotranszformacids profiljanak elemzése segithet a személyre szabott orvoslasban is, mivel
az emberek kozott el6forduld genetikai kiillonbségek befolyasolhatjak a xenobiotikumok
metabolizmusat, igy a kezelés optimalizélhato.

A metabolomikéanak kulcsfontossdgu szerepe van a terépids gyogyszerszint-
monitorozasban (therapeutic drug monitoring, TDM) is, mivel lehetévé teszi a gyogyszerek
hatasainak, metabolizmusanak és kivalasztddasanak részletes és atfogd vizsgalatat a
szervezetben. A TDM célja, hogy biztositsa a gyogyszer hatékony, ugyanakkor biztonsagos
alkalmazasat, azaltal, hogy figyelemmel kiséri a gyogyszerek és azok metabolitjainak
koncentracidjat a vérplazmaban vagy egyéb bioldgiai mintdkban, és ez alapjan
meghatarozza az optimalis dozist. Ez legféképpen a sziik terapias tartomannyal és toxikus
mellékhatasokkal rendelkez6 gyogyszereket érinti, valamint azon terapias készitményeket,

melyek biotranszformacioja soran inaktiv vagy toxikus metabolitok képzddhetnek.

3.2.1. Az autoimmun hepatitisz és kezelése

Az autoimmun hepatitisz (AIH) egy ritka kronikus gyulladasos majbetegség, amely
els6sorban noket érint, de minden nemnél barmely életkorban el6fordulhat. Az AlH-t a
szérum immunglobulin G és a keringd autoantitestek emelkedett szintje, a transzaminazok

fokozott aktivitdsa és majgyulladas jellemzi [30]. A visszatéré majbetegségek, mint a
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cirrozis, akut hepatitis és vegstadiumu majbetegség kialakulasanak megel6zése érdekében
az AlH kezelése a legtébb esetben élethosszig tarto terapiat igényel [30]. Kezelése az esetek
tobbségeben szteroid-monoterapiaval kezdddik, amelyet az azatioprinnal (AZA) végzett
fenntartd kezelés kovet [31,32]. Bar a hosszu tavu szteroidterapia szdmos mellékhatast,
példaul cukorbetegséget, hipertoniat és sulygyarapodast okozhat, ezek el6forduldsa
csokkenthet6 az AZA és szteroidok kombinalt alkalmazasaval. [30-32].

3.2.2. Az azatioprin metabolizmusa

Az AZA metabolizmusa 6sszetett, és tobb enzimatikus Utvonalat foglal magéban,
amelyek aktiv, inaktiv és potencidlisan toxikus metabolitokat eredményeznek. A 4. dbra a
fébb metabolikus utvonalakat abrazolja.
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4. abra Az AZA metabolitok f6bb metabolitikus ttvonalai [33]. A z6ld szin a bioaktiv mig
a fekete szin az inkativ metabolitokat jel6li. Piros szinnel az atalaakitast végz6 enzimek
lathatdk AZA: azatioprin; 6-MP: 6-merkaptopurin; 6-TA: 6-tiuronsav; 6-MeTIMP: 6-
metiltioinozin-monofoszfat; 6-TIMP: 6-tioinzin-monofoszfat; 6-TITP: 6-tioinozin-
trifoszfat; 6-MeTITP: 6-metil-tioinozin-trifoszfat; 6-TXMP: 6-tioxantozin-monofoszfat; 6-
TGMP: 6-tioguanin-monofoszfat; 6-TGDP: 6-tioguanin-difoszfat; 6-TGTP: 6-tioguanin-
trifoszfat; TPMT: tiopurin-S-metiltranszefaz; XO: xantin-oxidaz; ITPA: inozin-trifoszfat-
pirofoszfatdz; IMPDH: inozin-5-monofoszfat-dehidrogenaz; GMPS: guanidin-5-
monofoszfat-szintetaz; 6TGN: 6-tioguanin-nukleotid; 6-MMP: 6-metil-merkaptopurin;
GST: glutatione-S-transzferaz; HGPRT: hipoxantin-guanin-foszforibozil-transzferaz.

16



Az AZA korulbelil 88%-a a gyomor-bél traktusbol torténd felszivodast kovetden a
vorosvértestekben (VVT) a glutatione-S-transzferaz (GST) segitségével 6-merkaptopurinna
(6-MP) és metilnitro-tioimidazolla alakul at. A 6-MP a tovabbiakban tobb Gtvonalon
keresztil metabolizalodhat. A tiopurin-metiltranszferdz (TPMT) enzim Kkatalizélta
reakcioban metilalodhat 6-metil-merkaptopurin ribozidda (6MMPr), ami potencialis
hepatotoxikus vegyulet. A xantin-oxidaz (XO) altal inaktiv 6-tiuronsavva (6-TA) alakulhat;
illetve a hipoxantin-guanin-foszforibozil-transzfer&z (HGPRT) révén 6-tiozin-
monofoszfatta (6-TIMP) konvertalodhat [34]. A TPMT képes a 6-TIMP S-metilaciojat is
katalizalni, igy 6-metiltioinozin-monofoszfat (6-MeTIMP) keletkezik. Mind a 6-TIMP,
mind a 6-MeTIMP gatolja a foszforibozil-pirofoszfat-amidotranszferaz enzimet, ezaltal
csokkentve a de novo purin biozintézis mértékét. Ezt kovetéen a 6-TIMP egy kétlépcsds
reakcidban 6-tioguanin-nukleotidokkd (6-TGN) alakul &t. Els6 lépésként az inozin-5-
monofoszfat-dehidrogendz  (IMPDH) altal Kkatalizalt reakcioban  6-tioxantozin-
monofoszfattd (6-TXMP) alakul, amelyet a guanidin-5-monofoszfat-szintetaz (GMPS)
alakit at 6-TGN-é. A 6-TGN-ek tekintheték az AZA {6 terapias metabolitjainak. A 6-TGN-
ek sorozatos foszforilacios lepesekben &talakulnak 6-tioguanin-monofoszfatta (6-TGMP)
majd 6-tioguanin-difoszfattd (6-TGDP) és végll 6-tioguanin-trifoszfatta (6-TGTP) [33].
Bar a 6-TGN-cket tekintik a f& terapids metabolitoknak, magas szintjuk azonban

életveszélyes mieloszupressziot okozhat [33,34].

3.2.3. Az azatioprin terapiés felhasznélasa

Az AlH kezelésén kivil az AZA és metabolitjainak alkalmazasa kiterjed a krénikus
gyulladasos betegségek, gyermekkori akut limfoblasztos leukémia (ALL) és gyulladasos
bélbetegségek (IBD) kezelésére is [35-37]. Az AZA-t eredetileg a gyermekkori leukémia
kezelésére fejlesztették ki, azonban a T-sejtekre gyakorolt antiproliferativ hatdsanak
felismerése kovetkeztében sikeresen alkalmazzék autoimmun betegségek kezelésében ésa
szervatiiltetést kovetd kilokédés megel6zésére. Azonban a tiopurinok immunszuppressziv
hatdsdnak pontos molekularis mechanizmusa még nem teljesen tisztdzott [33], am
ismeretes, hogy az endogén purinokkal szembeni antagonista hatdsuk révén
beavatkozhatnak a DNS-szintezisbe [33]. A tiopurin gyogyszerek hatékonyak a betegséeg
kitjulasanak megel6zésében, de nem alkalmasak a remisszid indukalasara [33]. Biologiai
gyogyszerekkel, peldaul tumor nekrézis faktor (TNF) elleni szerekkel kombinalva kedvez6

hatas érhet6 el, mivel javitjdk a klinikai remissziot és a nyalkahartya gyogyulasat [38].
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Azonban azon betegek korében, akiknél antitestek képzddnek egy anti-TNF készitménnyel
szemben, jelentésen nagyobb a valosziniisége annak, hogy egy kovetkez6 anti-TNF terapia
sordn is antitestek keletkeznek. llyen esetekben a kombinalt anti-TNF és tiopurin terdpia
sordn a TDM alkalmazasa eldsegitheti az immunogenitas megel6zését a masodik anti-TNF
kezelés esetén. A TDM alkalmazésa az anti-TNF és tiopurin kombinacios terapiaban
nemcsak a biologiai hatdéanyag szintjenek monitorozasat, hanem a 6-TG szintjének
bioldgiai hatdsok maximalizalasa érdekében [39]. A tiopurin szintjének d6zismodositassal
vagy farmakoldgiai manipulacioval térténé optimalizalasa koltséghatékonyabb lehet, mint
a bioldgiai hatéanyag dozisanak novelése [39].

Az AZA szint stabilizalédasdhoz 2-4 hetes kezelésre van szikség, ami mas
immunszupresszans kezeléshez képest hosszabb id6 [34]. Az AZA kezelés laboratoriumi
monitorozasa magaban foglalja a teljes vérkép elemzést és a majfunkcids tesztek elvégzését,
kalonos figyelmet forditva a hepatitis és a leukopénia eldjeleinek megjelenésere. A kezelés
sordn az els6 két honapban kéthetente, ezt kovetéen pedig haromhavonta javasolt a
laboratoriumi ellendrzés. A Brit Gasztroenterologiai Tarsasag nemrégiben egy olyan
ajanlast fogalmazott meg, hogy az IBD AZA kezelése soran a tiopurin metabolitokat is
ellendrizni kell a toxicitas és a dozirozasi hibak megel6zése érdekében [34]. A rendelkezésre
allé adatok tobbsége IBD-betegekre vonatkoz6 vizsgéalatokbol szarmazik, és az autoimmun
AlH kezelésében alkalmazott AZA-ra vonatkozé specifikus ajanlasok még nem kerdiltek
kidolgozasra. A tiopurin-metabolitok nyomon kovetése a 6-TGN és 6-MMP
Ugy modosithatd, hogy a 6-TGN és 6-MMP koncentraciok a normalis terapias tartomanyban
maradjanak. Ez kulondsen fontos azoknal a betegeknél, akik nem mutatnak megfeleld
valaszt a kezelésre, vagy akiknél toxikus metabolitok halmozddnak fel. A tiopurin-
metabolitok monitorozasa azonban csupan a standard laboratoriumi mérések kiegészitd

elemzését jelenti [34].
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3.3. Folyadékkromatogréafia-témegspektrometria

Biologiai mintak, mint példaul a vér vagy mas testfolyadékok analitikai vizsgalata
sorén nagyon fontos a mintak komplexitasdnak csokkentése annak érdekében, hogy minél
tobb informacio legyen kinyerhet6 egy mintabol. A kiilonféle elvalasztastechnikai eljarasok
egyik legszélesebb kdrben hasznélt formaja a folyadékkromatografia, azon belil is a
nagyhatékonysagu- vagy ultranagy-hatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC és
UHPLC). A nagy felbontoképesség, jO reprodukélhatosag, az elvélasztast biztosito
kolcsonhatési tipusok széles valasztéka és a tomegspektrometrids analizissel valo
kompatibilitas miatt a folyadékkromatografia széles korben alkalmazott a killonféele omikai,
példaul proteomikai és metabolomikai kutatasok soran. A kromatografban a vizsgalando
vegyuletek elvélasztdsa a fizikai kémia tulajdonsagokon alapul, mig a
tdmegspektrométerben a kromatografias oszloprél elualédé komponensek, az ionizéciot
kovetd tomeg/toltés (m/z) viszony alapjan kerllnek elvélasztasra [40]. Komplex biologiai
mintdk esetében mindkét elvalasztasi mod elényei  kihasznalhatok. Megfeleld
kromatografias elvalasztas segitségével csokkenthetd a matrix hatas, az ionszupresszio,
valamint lehet6séget biztosit izobar vegyiiletek elvalasztasara és vizsgalatara is.

A tomegspektrométer miikodése soran semleges részecskékbdl gaz fazisu ionokat
allit el6, majd az ionok elvélasztasat végzi tomeg/toltés (m/z) aranyuk alapjan. Az egyes
tomegspektrométerek kildnféle ionforrasokat és tomeganalizatorokat tartalmaznak, melyek
eltér6 fizakai/kémiai tulajdonsdgokat hasznalnak ki az ionizacidhoz ¢és az ionok

elvélasztasahoz.

3.3.1. lonizé&cibs technikak

Kiilonb6z6 ionizacios technikak ismertek melyek feladata a vizsgdlandé mintak
ionizécioja és gazhalmazallapotba alakitasa. Kromatografias elvalasztassal kapcsolt analizis
soran a leggyakrabban harom ionizéciés technikat alkalmaznak, az elektroporlasztasos
ionizaciét (Electrospray lonization, ESI), atmoszférikus nyomdasd kémiai ionizacio
(Atmospheric Pressure Chemical lonization, APCI) és az atmoszferikus nyomasu
fotoionizacio (Atmospheric Pressure Photoionization, APPI). Az alkalmazott ionizacids
technika kivalasztasa nagymeértékben fligg a komponensek méretétdl és polaritasatol [40].
Ezen ionizécios technikak az agynevezett lagy ionizacids technikak csoportjaba tartoznak,
amely azt jelenti, hogy az ionizacio soran a molekulak nem fragmentéalodnak. Az ESI soran

a kromatografias oszloprél elualédd mintat egy nagyfesziiltségre kapcsolt kapillarison
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keresztiil aramoltatjak at, majd egy homérséklet gradiens és szaritogaz alkalmazéasaval az
oldoszer elparolgésa utan az ionizalt célmolekuldk bejutnak a tdmegspektrométerbe, ahol

megtorténik az ionok m/z alapu elvélasztésa.

3.3.2. Témeganalizatorok

Az analizatorok feladata az ionforrasbol érkezd ionok tomeg/toltés (m/z) ardnyuk
szerinti elvalasztdsa. Az elvalasztas torténhet elektromos dram vagy magneses mezo
segitségével. Az analizatorok csoportositasa miikodési elviik és csoportositasuk atalaban
felbontas alapjan torténhet igy megkilonbozethetink Kis, kozepes és nagyfelbontasd
tdmeganalizatorokat. A leggyakoribb analizatorok a kvadrupol analizator (Q), repiilési id6
analizator (TOF), ioncsapda (IT), ion ciklotron rezonancia analizator (ICR), Orbitrap (OT)
és ion mobilitasi cella (IM) [40].

3.3.3. Tandem tomegspektrometria

Az egyszerli tomegspektorméterek hasznalata mellett igen elterjedt az ugynevezett
tandem tomegspektrométerek hasznélata. A tandem témegspektrométerek tébb analizatort
is tartalmaznak és hasznalatukkal lehetéség van a célmolekuldk fragmnetéalasara, ezaltal
fontos szerkezeti informéciok nyerheték a tandem tdmegspektrumokbol (MS/MS). A
tandem tomegspektrométerek tartalmazhatnak tobb ugyanazon az elven miik6dé analizatort,
paldaul a harom kvadrupollal felszerelt készilékeket, de lehetnek ugynevezett hibrid
késziilékek, amelyek tobb kiillonb6z6 elven miikodé analizatort tartalmaznak. Az 5. dbra a
QTRAP hibrid tandem témegspektrométer (Sciex) felépitését szemlélteti, amely kvadrupol

és ioncsapda analizatorokat tartalmaz.

5. abra Sciex 5500 Qtrap tomegspektrométer felépitése. 1. takardlemez és orifisz, 2. Qjet
ion vezetd, 3. Q0-as régio, 4. Q1 kvadrupdl, 5. Q2 iitkdz6 cella, 6. Q3 kvadrupol/linearis

ioncsapda, 7. detektor
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A rendszer kiilonlegessége, hogy beallitastol fliggéen a harmadik kvadrupol képes
linearis ioncsapda lizemmodban is mikodni. A hibrid felépitésnek koszonhetéen a
készulékkel kiilonféle analizis formak érhetéek el, mint példaul a fragmens ion analizis,
prekurzor ion analizis, semleges vesztés vizsgélat vagy az Ugynevezett Selected/Multiple
Reaction Monitoring (SRM, MRM). SRM moddban miikddve a késziilék csak egy elbre
meghatarozott prekurzor iont enged bejutni az iitk6zési cellaba, majd a képz6dott fragmens
ionok koziil a harmadik kvadrupol csak egy elére meghatarozott fragmenst enged tovabb a
detektorba (6. abra).

kvadrupol 2 SRM/MRM
kvadrupol 1 (litkdzési cella) kvadrupol 3 spektrum
) —) { - | ) |
O o °0g
EEEE @03 5503 o -
OO0 S
U_ ) U_ ) U_ ‘) retencios idd
prekurzorion fragmentacié fragmens ion
kivalasztasa kivalasztasa

6. abra Selected/Multiple Reaction Monitoring (SRM/MRM) elve [41].

fgy a tdmegspektorméter csak a kivalasztott prekurzor ion és a hozza tartozo
kivalasztott fragmens ion egylttes jelenléte esetén regisztral jelet [41]. A prekurzor ion-
fragmens ion parhoz tartoz6 m/z értékek, igynevezett SRM atmenetek, beallitasa biztositja
a mddszer szelektivitasat és specifikussagat. A gorbe alatti terlilet (AUC) aranyos a
tomegspektrométerbe bejutott anyag mennyiségével, igy a mddszer kvantitativ
vizsgalatokra is kivaléan alkalmazhatd. Szemi-kvantitativ médban az SRM modszer jol
alkalmazhaté relativ kvantitalasra, azonban megfeleld beallitasokkal abszolat kvantitalas is
lehetséges. Mind relativ, mind abszolut kvantitalasnal sziikség van stabil izotoppal jelzett
(SIL) referencia molekulak hasznalatara, melyek belsé standardként funkcionalnak az
analizisek soran. SRM analizis soran a tomegspektrométer tobb szaz atmenet egyidejii
vizsgalatara képes, ezéltal tobb célmolekula vizsgalatara is alkalmas ugyanazon mintabol.
Az SRM mddszerek érzékenysege tovabb javithatd, ha a celmolekulédkat egy megadott
retencios id6 ablakban monitorozzuk, ez az ugynevezett ,scheduled” SRM modszer,
melnyek segitségével tobb szdz komponens megfeleld érzékenységli vizsgalata is lehetséges

relative rovid kromatografias elvalasztas mellett is.
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4. Célkitiizések

Munkam soran célzott tomegspektrometrias modszerek fejlesztését és alkalmazasat tiiztem
ki célul metabolomikai kérdések megvalaszolasahoz. A kutatas soran az alabbi specifikus
célokat tiztem Kki:
1. UHPLC-SRM modszer fejlesztése aminosavak és biogén aminok vizsgalatara
2. A Kkifejlesztett mddszer validalasa és alkalmazasa komplex bioldgiai mintak
vizsgalatara
3. UHPLC-SRM modszer fejlesztése Azatioprin metabolitok vizsgélatara

4. A kifejlesztett modszer validalasa és alkalmazésa klinikai mintak vizsgalatéara

22



5. Anyagok és mddszerek

5.1. Felhasznalt anyagok

Az aminosav és biogén amin analizis soran vizsgalt aminosav standardokat a Waters
kft-t61 (alanin, arginin, aszparaginsav, glicin, glutaminsav, hisztamin, cisztein, lizin, szerin,
prolin, treonin, tirozin, metionin, valin, leucin, izoleucin és fenilalanin) és a Merck Kft.-t61
(aszparagin, glutamin, taurin, hisztamin, etanolamin, metil-amin, etil-amin, citrullin, ornitin,
putreszcin, kadaverin, tiramin, triptamin, 2-fenetil-amin) véasaroltuk. A stabil izotoppal
jelzett triptofant a Cambridge Isotope Laboratories-tol szereztik be. A derviatizacios
reakciokhoz hasznélt AccQ-Tag Ultra derivatizalé kitet, valamint a kromatografias
elvalasztashoz hasznalt AccQ-Tag Ultra A és B eluenst a Waters Kft. szallitotta, mig az LC
mindségli metanolt és vizet, valamint a mintaclokészitéshez hasznalt 3kDa-os Nanosept
oszlopot a VWR Kft-t61 szereztiik be.

Az azatioprin (AZA) metabolitok vizsgalata soran hasznalt LC mindségi
acetonitrilt, metanolt és vizet a VWR Kft-t6l, a HPLC mindségl trifluor-ecetsavat, 6-
tioguanint (6-TG), 5-bromouracilt és DL-ditiotreitolt (DTT) a Merck Kft.-t6l szereztik be.
A 6-metil-merkaptopurint (6-MMP) és a stabil izotoppal jeldlt 6-tioguanin-13C*°N (izotop
tisztasag 98 atom % 3C, 98 atom % °N) és 6-metil-merkaptopurin-D3 (izotdp tisztasag 98
atom % D3) a Toronto Research Chemicals Inc-t61 vasaroltuk.

5.2. Mintagyiijtés

Az aminosavak és biogén aminok meghatarozasat szérum és kdnnymintakban
végeztik el. A kutatds soran 5 egészséges donortol gyiijtottiink szérum és konnymintakat.
A mintagylijtés a Helsinki deklaracid elvei szerint tortént a Debreceni Egyetem altal
kiallitott etikai engedely alapjan (DEOEC RKEB/IKEB 4701A-2016). A kénnymintak
gyljtést tivegkapillaris segitségével vegzetik, (VWR Kft.) stimulé&cié és érzéstelenités
nélkdl [42], kordbbi munké&nkhoz hasonléan [43]. Minden donor mindkét szemébdl
gyljtottiink konnymintéakat.

Az AZA-tartalmd Imurannal (Aspen Pharma Trading Ltd.) kezelt AIH betegek
vérmintait a Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Gasztroenteroldgiai
Osztalyanak munkatéarsai bocsajtottak rendelkezésiinkre. A mintagyiijtés a Helsinki
deklaracio elvei szerint tortent a Debreceni Egyetem altal kiallitott etikai engedély alapjan
(12759-6/2019/EUIG).
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5.3. Standardok és mindségi kontroll (QC) mintdk készitése

A vizsgadland6 aminosavakbol és biogén aminokbol egy 2,5 mmol/L-es
koncentracidju torzsoldatot keszitettiink (minden egyes vizsgalt molekula koncentracidja
2,5 mmol/L volt), amint -20°C-on taroltunk. A mindségi ellenérzésre (QC) szolgald mintak
harom kiilonb6z6 koncentracioban (2,5 umol/L, 7,5 pmol/L és 15 umol/L) készlltek harom
kiilonb6z6 matrixban (MilliQ viz, szérum ¢€s konny), amiket a késObbiekben a validacios
kisérletekhez hasznaltunk fel.

Az AZA metabolitok (6-TG és 6-MMP) standard oldatat a 6-TG és 6-TG_SIL
esetében metanol-2M NaOH-ban (3:7), mig a 6-MMP és 6-MMP_SIL esetében tiszta
metanolban készitettik el 1 mg/ml végkoncentracidban. Az egyedi oldatokat -20 °C-on
taroltuk. A Kkalibraciés gorbék elkészitéese soran az egyedi standard oldatok
sorozathigitasanal metanol-viz (3:7) olddszert hasznalatunk. A QC mintakat egészséges
onkéntesekt6l nyert szérum felhasznalasaval készitettik, az egyes analitokat 5 ng/ml, 20
ng/ml, 625 ng/ml és 1250 ng/ml végkoncentriciOban tartalmaztak, melyeket a kés6bbi

validacioés kisérletekhez hasznaltunk fel.

5.4. AccQ-Tag reagensel torténo szarmazékképzés

Az aminosav és biogén amin analizishez hasznéalt standardok és bioldgiai mintak
derivatizalasat AccQ-Tag Ultra derivatizacios kit (Waters) segitségével végeztik el a gyartd
utasitasaink megfeleléen. 10 pl mintahoz 70 pl borét puffert (pH=8,8), majd 20 pl AccQ-
Tag Ultra derivatizacios reagenst adtunk, majd a konponensek ¢sszekeverése utan a mintat
1 percig inkubaltuk szobahémérsékleten, amit egy 10 perces inkubalas kdvetett 55 °C-on,

amig a 3.1.3.1 fejezetben targyalt reakcidk lezajlottak.

5.5. Kromatografias és tomegspektrometrias paraméterek

Az LC-MS analiziseket ~ Waters  ACQUITY H-Class UHPLC
folyadékkromatografids  rendszerrel (Waters) kapcsolt 5500 QTRAP (Sciex)
tOmegspektrometrias rendszeren veégeztik. Az UHPLC készlléket az Empower 3
szoftvertrel (Waters), mig a tdmegspektrométert az Analyst 1.6.3. verzidju szoftverrel

(Sciex) vezéreltik.
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5.5.1. Aminosavak és biogén aminok vizsgalata

Az AccQ-Tag derivatizalt mintak kromatografias elvalasztasat AccQ-Tag Ultra C18

oszlopon (1,7 pum, 2,1 x 100 mm, Waters) végeztik, amely egy Acquity el6tét oszloppal

(0,2 um, 2,21 mm, Waters) volt felszerelve. Az alkalmazott gradiens el(cios modszer hossza

11 perc volt, az aramlasi sebesseg 0,65 ml/perc, az alkalmazott oszlop hémérséklet pedig

54 °C volt. A kromatogréfias elvalasztashoz négy kiilonb6z6 olddszer keveréket
hasznéltunk, az ,,A” olddészer 100% AccQ-Tag Ultra A eluens, a ,,B” oldoszer 10% AccQ-
Tag Ultra B eluens LC tisztasagh vizzel higitva, a ,,C” oldészer 100% LC tisztasagu viz, a

, D oldoszer pedig 100% AccQ-Tag Ultra B eluens volt. Az 1. tablazat tartalmazza az

kromatogréafias elvalasztas soran alkalmazott gradiens elucids profilt, az Acquity H-class

rendszeren alkalmazhatd gradiens tipusok pedig a 7. abran lathatok.

) Aramlasi .
1dé sebesség %A %B %C %D Grf';tdlens
(perc) tipus
(ml/perc)
0.00 0.65 10.00 0.00 90.00 0.00
0.29 0.65 9.90 0.00 90.10 0.00 6
3.50 0.65 9.90 0.00 90.10 0.00 6
4.60 0.65 9.90 25.00 65.10 0.00 7
5.49 0.65 9.00 80.00 11.00 0.00 6
7.10 0.65 8.00 25.00 57.90 9.10 6
7.30 0.65 8.00 1560 57.90 18.50 6
7.50 0.65 8.00 1200 57.90 22.10 6
8.20 0.65 7.80 0.00 77.20  15.00 6
8.30 0.65 4.00 0.00 36.30 59.70 6
8.55 0.65 4.00 0.00 36.30 59.70 6
8.60 0.65 4.00 65.00 26.00 5.00 6
9.20 0.65 4.00 60.00 36.00 0.00 6
9.70 0.65 10.00 0.00 90.00 0.00 6
10.90 0.65 10.00 0.00 90.00 0.00 6

1. tdblazat Az aminosavak és biogén aminok elvalasztasanal alkalmazott gradiens ellcios

profil.
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7. &bra Az Acquity H-class rendszeren alkalmazhaté gradiens tipusok.

Az UHPLC-UV spektrumok detektalasdt PDA detektorral végeztem 260 nm
hullamhosszon, 10 pont/masodperces adatgyiijtési sebességgel.

A kromatografids oszloprol érkezd eluensek ionizéldsara elektroporlasztisos
ionizéaciot (ESI) alkalmaztunk 5000 V fesziltséggel. Az UHPLC-SRM spektrumokat
pozitiv ion mddban regisztraltuk. Az ionforras gaz 1 értéke 30 psi, az ionforras gaz 2 értéke
50 psi, a szaritogaz értéke 30 psi, az ionforras hdmérséklete pedig 500 °C volt, a ciklus id6
0.5 maésodperc, a ciklusok szdma 1319. Az alkalmazott egyedi deklaszter potencial és
Utkdzési energia ertékeket a 4. tablazat tartalmazza. A regisztralt UHPLC-UV
spektrumokat az Empower 3 szoftverrel , mig az UHPLC-SRM spektrumokat Skyline
szoftverrel [44] értékeltik (verzio szdm 23.1.0.455).

5.5.2. AZA metabolitok vizsgélata

A 6-TG és 6-MMP molekulak folyadékkromatogréafias elvalasztasat AccQ-tag Ultra
C18 oszlopon (1,7 um; 2,1 x 100 mm, Waters) végeztiik, amely elott egy Acquity el6tét
oszlopot (0,2 um; 2,1 mm Waters) hasznéltunk. A teljes analizis hossza, az ekvilibarlasi
idovel egylitt 4 perc volt. Az elvélasztas soran alkalmazott aramlési sebesség 0,40 mi/perc

az oszlop homérséklete 40 °C volt. Az ,,A” eluens 0,02 mol/l ammonium-formiat, 0,3%
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(v/v) hangyasavat tartalmazo vizben oldva (pH = 3,00), a,,B” eluens pedig 100% acetonitril

volt. A 2. tdblazat tartalmazza az UPLC elvalasztas soran alkalmazott eltcids gradienst.

Aramlasi

1dé sebesség %A %B Grgdlens
(perc) (ml/perc) tipus
0.00 0.40 90.00  10.00 -
0.10 0.40 90.00 10.00 6
1.00 0.40 10.00  90.00 6
1.50 0.40 90.00 10.00 6
4.00 0.40 90.00 10.00 6

2. tablazat Elucios gradiens az AZA metabolitok elemzéséhez. ,,A” eluens: 0,02 mol/I
ammonium-formiat 0,3% (v/v) hangyasavat tartalmazé vizben (pH = 3,00), ,,B” eluens:
100% acetonitril.

Az SRM alapu célzott MS-analizist elektrospray ionizacidval végeztik pozitiv ion
tizemmodban, 5500 V porlasztasi fesziiltséggel. Az ionforras hdmérsékletét 500 °C-ra,
ionforras gaz 1 értéke 30 psi, az ionforras gaz 2 értéke 50 psi, a szaritdgaz értéke 30 psi volt.
Az alkalmazott deklaszter potencial 100 eV volt, a fragmentaciohoz pedig 40 eV utkozési
energiat hasznaltunk. Belsé standardként a stabil izotopokkal jelolt 6-tioguanin-3C°N (6-
TG_SIL) és 6-metil-merkaptopurin-Dz  (6-MMP_SIL) vegyiileteket hasznéltuk. Az
UHPLC-SRM spektrumokat a Skyline szoftverrel (verzié szam 23.1.0.455) elemeztiik [44].

5.6. LC-MS modszerek validalasa

5.6.1. Aminosavak és biogén aminok vizsgalatara szolgal6 modszer validalasa
A kifejleszett mddszert a Galba és munkatarsai és Grey és munkatarsai [45,46] altal
alkalmazott, az FDA iranyelveknek [47] megfelelé modon validaltuk. A validalas soran
vizsgaltuk a linearitast, pontossagot, egy napon belili és napok kozdtti variabilitast, matrix
hatast, a visszanyerést, a kimutatasi hatart (LOD), a kvantitalasi hatart (LOQ) és a stabilitast.
A linearitast 0,25-30 umol/L-es koncentracié tartomanyban vizsgaltuk mind harom
matrixban (MilliQ viz, szérum és konny). Mindharom vizsgalt matrix esetén harom

parhuzamos analizist végeztink, majd a kapott kalibracios egyenesek segitsegével
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meghataroztuk a kimutatasi hatart (LOD) és a kvantitalasi hatart (LOQ) a kovetkezd

Osszefliggések felhasznalasaval:

LOD =3 x SDm/m 1)
LOQ = 10 x SDp/m (2)

ahol ,,SDm” a meredekség szorasa és ,,m” a meredekség:

midnegyik mintat 6tszor analizaltuk és ezen eredményekbdl meghataroztuk a pontossagot,
az egy napon beluli variabilitast, a matrix hatast, a visszanyerest és a stabilitast. A napok
kozotti variabilitas szamitdsdhoz harom egymadst kdvetd nap (naponta 5 mérés minden
koncentracidbol és matrixbol) mérési eredményeit hasznaltuk fel. A visszanyerést a mért
értékek és a néveleges értékek osszevetésével szamitottuk ki. A matrixhatast (ME) a

kovetkezd képlet felhasznalasaval hataroztuk meg:

ME = [(A - B)/A] x 100 3)

ahol az ,,A”, a Milli Q vizben mért gorbe alatti teriilet, a ,,B” a szérum vagy a konny
matrixban ugyanahhoz a koncentraciéhoz tartozé gorbe alatti terdlet.

Az autosampler stabilitast Ugy teszteltik, hogy a QC mintakat 12 6ran keresztil 4°C a
készlllékben  hagytuk, majd analizaltuk. A  fagyasztasi-olvasztasi  stabilitas
meghatarozasahoz a QC mintékat -70°C-on lefagyasztottuk, majd szobahémérsékleten
felolvasztottuk; ezt a fagyasztas-olvasztas ciklust pedig haromszor megismételtik. A
stabilitdst mind derivatizalas el6tt, mind derivatizalds utdn fagyasztott mintakon
megvizsgaltuk, az eredményeket pedig a frissen elkészitett QC mintadk értékeihez

hasonlitottuk.

5.6.2. AZA metabolitok vizsgalatara szolgalé modszer validalasa

A kifejlesztett LC-MS mddszert az Eurdpai Gyogyszerligynokség (European
Medicines Agency- EMA) M10-es iranyelve és gyogyszerekre vonatkozé nemzetkozi
szabalyozésokat 6sszehangolo ICH (International Council for Harmonisation) [48] el6irasai
alapjan validaltuk Yu és munkatarsai, valamint Miao és munkatarsai [36,49] korébbi

munkaja alapjan. Meghataroztuk a linearitast, a szelektivitast, a specificitast, a pontossagot
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és a precizitast, az egy napon beluli és a napok kozotti variabilitast, az atmosodast, a
visszanyerést, a matrixhatast, az als6 kvantitalasi hatart (LLOQ) és a fels6 kvantitalasi
hatarat (ULOQ).

A Kkalibraci6s standardok ugyanabban a bioldgiai métrixban kesziltek, mint a
késébbiekben vizsgalt Klinikai mintak. A vizsgalt kalibracios tartomany 2,5-5000 ng/mi
volt, amit az Eurdpai Gyogyszerligynokség iranymutatasainak megfeleléen vizsgaltuk. A
kritériumok szerint az LLOQ esetében a pontossag a névleges koncentracio £20%-an belul,
mig az §sszes tobbi kalibracids pont esetén £15%-0s hataron beliil mozoghat és a kalibrécios
pontok legalabb 75%-anak teljesitenie kell a kritériumokat [48].

A szelektivitds meghatarozasahoz olyan matrix mintakat elemeztiink, ami nem
tartalmazta a vizsgalt vegylleteket és/vagy annak SIL verzidjat. A kritérium szerint a
vizsgalt retencios idoknél nem lehetnek interferald csucsok.

A specificitas vizsgalatahoz 5-bromouracilt hasznaltunk, amely egy purin nukleotid
analogja a vizsgalt molekuldknak. A kritérium alapjan az 5-bromouracil nem zavarhatja a
célmolekulak és SIL verzidik meghatarozasat.

A pontossagot és precizitast 5, 20, 625 és 1250 ng/ml koncentracioju QC mintak
elemzésével hataroztuk meg. Az egy napon belili és a napok kozotti variabilitast a QC
mintak 6t parhuzamos analiziséb6l hataroztuk meg ugyanazon a napon és még két tovabbi
napon keresztul.

A rendszer atmosddasat a kalibracios gorbék ULOQ értékét kovetd matrix mintak
elemzésével vizsgaltuk.

A maétrix hatasat hat kiilonb6z6 matrixbdl szarmazo alacsony (20 ng/ml) és magas
Az eredményeket az azonos koncentracioju metanol-viz (3:7) elegyben meghatéarozott

koncentracidval. A métrixhatds (ME) kiszamitasahoz kovetkez6 képletet hasznaltuk:

ME = [(Cw - Cm)/Cw] x 100, (4)

ahol Cw az analitok MilliQ vizben 1év6 koncentracidja, Cm pedig a matrixba kevert analitok
azonos koncentracidjanak koncentracidja. Az EMA kritérium alapjan a pontossag és a
variacios egydtthaté nem lehet tébb mint 15%.

A mintak fagyasztasi-olvasztasi stabilitasat a QC mintak elemzésevel vizsgaltuk
harom fagyasztas-olvasztas ciklus utan -70 °C-on. Az EMA kritériumok alapjan az alacsony

és magas koncentraciéju QC mintékat (20 ng/ml, illetve 1250 ng/ml) a vizsgalandé klinikai
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mintakkal azonos mddon kell kezelni. A QC mintakat a fagyasztas-olvasztasi ciklusok
kozott legalabb 12 6ran at fagyasztva kell tartani és a stabilitas vizsgalatokat frissen készitett
kalibrécios standardok és QC-k felhasznalasaval kell elvégezni. A validalt fagyasztasi-
olvasztasi ciklusok szamanak legalabb haromnak kell lennie. A vizsgalt molekulak hosszu
tavu stabilitasat -20 -C-on 10 hétig tarolt matrixban vizsgaltuk.

A 6-TG és 6-MMP valamint a bels6 standardok torzsoldatainak és munkaoldatainak
stabilitasat a vizsgalati mintak elemzésehez hasznalt tarolasi korilmények kozott hataroztuk
meg az oldatok legalacsonyabb és legmagasabb koncentraciojanak felhasznaldsaval.
Meghataroztuk a feldolgozott mintak stabilitasat is, beleértve az elemzeés befejezeseig eltelt
id6t, valamint az autosampler stabilitast is, illetve az ismételt analizisek reprodukalhatosagat

is vizsgaltuk.

5.7. Szérum és konny mintdk aminosav és biogén amin tartalmanak

analizise

A vizsgalatokhoz gyijtott konnymintakbol 3-3 pl mennyiséget MilliQ vizzel 50 pl-
re egészitettink ki, majd Nanosept3K sziirén (VWR Kft.) centrifugaltuk, hogy a
vizsgalandé komponenseket elvalasszuk a fehérjéktdl €s a nagyobb molekula tomegii
vegyiiletekt6l. A centrifugalast 2x10 percig 16000 g-n végeztik 4°C-on, majd a sziirletet
vakuum koncentratorban (Thermo Scientific) beszéritottuk 80 ul borat pufferben torténd
feloldas utan elvégeztik az 5.4 fejezetben ismeretetett AccQ-Tag derivatizalasi reakciot.

A szérum mintdkbdl 100 pl-t szhrtiink at Nanosept3K sziir6n és hasolndan a
konnymintak el6készitéséhez 2x10 percig 16000 g-n 4°C-on centrifugaltuk. Az AccQ-Tag
derivatizalést 10 pl sziirletbdl végeztik el.

Az igy elbkészitett konnymintakat higitas nélkil, mig a szérum mintdkat higitas
nélkil és tizszeres higitasban is analizaltuk az LC-MS rendszeren. A kromatografias
oszlopra felvitt térfogat minden esetben 1ul volt, a szdmitott aminosav koncentracio értékek

az eredeti mintdkra vonatkoztak.

5.8. AZA metabolitok vizsgalata AIH-s betegek vérmintaiban

Az EDTA-val kezelt csébe gytijtott vérmintakat kétszeres térfogatit UPLC mindség
vizzel 1 percig keverve lizaltuk. Ezutan 200 pL lizatumhoz 100 pL SIL molekula keveréket
(0,2 pg/ml minden egyes vegylilet esetében) és 150 pL (0,1 mol/l vizben oldott) DTT-t
adtunk, majd a fehérjéket 40 puL 100%-0s trifluorecetsavval 1 percig torténd kevertetés
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soran kicsaptuk. A mintdkat 15 percen Kkeresztil 16100 g-vel centrifugaltuk
szobah6émérsékleten, majd 2 x 200 pL feliilluszot egy 0j csObe pipettaztunk és 45 percig 100
°C-on inkubaltuk, majd ismet 15 percig 16100 g-vel centrifugaltuk. Ezt kovetéen 200 pL
feliilluszot egy uj csébe pipettaztuk, és megismételtiik az el6z6 centrifugalasi 1épést. A tiszta
feliilaszobol 100 pL térfogatot pipettaztunk a mintatartokba, melyekbdl 5 uL-t injektaljuk
az UPLC rendszerre. A 6-TGN-eket a savas koriilmények kozott torténd melegitéssel 6-TG-
vé hidrolizaltuk, és a 6-TGN koncentrécidjat a 6-TG szintjének elemzésével hataroztuk

=77

- sz

[50] a kovetkezo képlet segitségével:
C (pmol/8 x 108 VVT) = 8 x 100 x C (ng/ml)/M (g/mol)/VVT(T/I), (5)
ahol C (pmol/8 x 108 VVT) a koncentraciot jelenti pmol/8 x 108 VVT-ben, C (ng/ml) az

analit koncentrécidjat ng/ml-ben, M (g/mol) az analit molekulatémegét, és VVT (T/I) a
vorosvértestek szamat jelenti 10'%/1-ben az EDTA-as vérmintakban.
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6. Eredmények

Munkank soran az emberi szervezetben endogen médon megtalalhaté aminosavak
és biogén aminok, valamint Azatioprin metabolit xenobiotikumok célzott
tomegspektrometrias vizsgalatat végeztik el, mely magéaba foglalta a mddszerek
fejelsztését, validalasat és alkalmazasat bioldgiai mintakon.

6.1. UHPLC-MS mddszerfejesztés aminosavak es biogén aminok
vizsgalatara

Mivel az aminosavak és biogén aminok mennyiségi valtozasa kéros elvaltozasokat
jelezhet az emberi szervezetben, kifejlesztettiink egy a vizsgalatukra alkalmas gyors
UHPLC-MS modszert. Az alanin, argininin, aszparagin, aszpartat, kadaverin, citrullin,
cisztein, etanolamin, etil-amin, glutamat, glutamin, glicin, hisztamin, hisztidin, izoleucin,
leucin, lizin, metionin, metil-amin, ornitin, fenilalanin, prolin, putreszcin, szerin, szerotonin,
taurin, treonin, trionin, triptamin, triptofan, tiramin, tirozin, valin és 2-fenetil-amin
molekulak vizsgalatara a 3.1.3.1 fejezetben részletezett AccQ-Tag derivatizacios technikat
alkalmaztuk, melyet UHPLC-MS analizis kovetett.

6.1.1. Tomegsektrometrias paraméterek meghatarozasa

Mivel a mintael6készités soran hasznalt derivatizalasi reakcio tomegkiilonbséget
eredményez a vizsgalanddé molekuldkon, a tomegspektrometrias analizis el6tt sziikséges
volt meghatarozni a prekurzor ionok m/z értékét. A hisztidin, ornitin, citrullin és egyes
biogén aminok esetében egynél tébb szabad aminocsoport is megtalalhatd a molekulaban
(2. dbra), igy megvizsgaltuk a tobbszords derivatizalodas lehetdségét is. Az 3. tablazat a
tébb mint egy szabad aminocsoportot tartalmazé molekulak peridktalt prekurzor ion m/z

értékeit tartalmazza.
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Atlagos

2 Egyszeresen Kétszeresen
molaris

Név N derivatizat derivatizat
tomeg
m/z m/z
(g/mol)
Citrulin 175.20 346.20 516.20
Hisztamin 111.15 282.20 452.20
Hisztidin 155.15 326.00 496.00
Kadaverin 102.18 273.20 443.20
Ornitin 132.16 303.20 473.20
Putreszcin 88.15 259.20 429.20
Szerotonin 176.21 347.20 517.20
Triptamin 160.26 331.20 501.20

3. tablazat Az egynél tobb szabad aminocsoportot tartalmazé molekulak lehetséges

prekurzor ionjai AccQ-Tag reagenssel végzett szarmazékképzés utan.

A tomegspektrometrids vizsgélatok alapjan a citrullin, hisztidin, hisztamin és
triptamin esetében egy amino csoport esetében volt megfigyelhet6 a szarmazékképzés, mig
a kadaverin, ornitin, és putreszcin esetében két amino csoport szarmazékképzése volt
azonosithatd. A szerotonin esetében egyszeres es kétszeres modositas is azonosithat6 volt,
azonban a kétszeresen modositott forma sokkal alacsonyabb intenzitéssal jelentkezett az
egyszereshez képest az analizisek soran. Mivel az egyszeresen és kétszeresen szarmazékkolt
molekulak kozotti arany allando volt, a tovabbi analizisek soran a kétszeresen maédositott
forma értékeit hasznaltuk a mddszerfajl elkészitéséhez. A szarmazékolt molekuldk
fragmentacios analizisének elvégzése (8. abra) utan Iétrehoztuk a kivalasztott iondtmenetek

vizsgalatara alkalmas SRM mddszerfajlt, melynek részleteit a 4. tAblazat tartalmazza.
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Q1 Q3 tr ablak

Komponens (M/2) (M/2) (perc) DP (eV) CE (eV)
Hisztidin 326 171 1.06-1.90 230 18
Aszparagin 303 171 1.30-2.14 150 15
Taurin 296.15 171 1.51-2.35 120 25
Szerin 276 171 2.00-2.84 230 18
Glutamin 317 171 2.16-3.00 210 16
Arginin 345 171 2.28-3.12 110 21
Hisztamin 282.15 171 2.39-3.23 120 25
Glicin 246 171 2.54-3.38 230 15
Etanolamin 232.08 171 2.84-3.68 120 25
Aszpartat 304 171 3.10-3.94 160 16
Metilamin 202 171 3.48-4.32 120 25
Glutamat 318 171 4.45-5.29 210 16
Citrullin 346.2 171 4.54-5.38 120 25
Treonin 290 171 5.12-5.96 120 10
Alanin 260 171 5.58-6.42 160 13
Etilamin 216 171 5.77-6.61 120 25
Prolin 286 171 6.01-6.85 130 15
Ornitin 473.3 171 6.64-7.48 120 25
Cisztein 291 171 7.06-7.90 120 13
Lizin 487 171 7.25-8.09 230 22
Tirozin 352 171 7.30-8.14 210 15
Putreszcin 429.15 171 7.38-8.22 120 25
Metionin 320 171 7.52-8.36 120 16
Szerotonin® 347.2 171 7.58-8.42 120 25
Valin 288 171 7.63-8.47 100 16
Kadaverin 443.2 171 7.65-8.49 120 25
Tiramin 308.2 171 7.68-8.52 120 25
Izoleucin 302 171 8.08-8.92 120 25
Leucin 302 171 8.08-8.92 120 25
Szerotonin? 517.2 171 8.14-8.98 130 15
Fenilalanin 336 171 8.30-9.14 160 20
Triptofan 375 171 8.41-9.25 160 20
SIL Triptofan 388 171 8.41-9.25 120 25
Triptamin 331.2 171 8.54-9.38 120 25
2-fenetil-amin 292.2 171 8.54-9.38 230 18

4. tablazat Az aninosvak és biogén aminok vizsgalatara alkalmas SRM modszer
paraméterei. Q1 (m/z): perkurzor ion m/z, Q3 (m/z): fragmens ion m/z, tr ablak: retencios

idGablak percben, DP (eV): deklaszter potenciél, CE (eV): Utkozesi energia.
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8. abra AccQ-Tag reagenssel mddositott primer (A) és szekunder (B) aminok

fragmentacioja soran képz6dé vizsgalt fragmens ion szerkezete.

6.1.2. UHPLC-UV-MS mddszerfejlesztés

A mddszert egy 5500QTRAP tandem tdmegspektrométerrel 6sszekapcsolt Acquity
H-Class UHPLC-rendszeren fejlesztettik ki. A kromatografias eltcios profilt
optimalizéltuk, melynek eredményeként egy a 33 aminosav és biogén amin elvalasztasara
alkalmas 11 perces gradienst hoztunk létre. A derivatizalt molekuldkat 260 nm-es
hullamhosszon fotodiddasoros (PDA) detektorral és az 5500QTRAP tdmegspektrométerrel
SRM uzemmddban detektaltuk. Az 9. abran a vizsgalt derivatizalt molekulak reprezentativ

kromatogramja lathaté6 UHPLC-UV analizis soran.
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9. dbra A 33 derivatizalt aminosav és biogén amin reprezentativ UV kromatogramja. Az x tengely az id6t mutatja percben, mig az y tengely a 260

nm-en a PDA detektoron regisztralt intenzitast mutatja. Az aminosavak esetében a harombetlis kodot hasznaltuk, AMQ: 6-aminokinolin, Tau:

taurin, Hsn: hisztamin, Eth: etanolamin, Mea: metil-amin, Eta: etil-amin, Derivatiz&cios csucs: bisz-aminokinolin-karbamid, Put: putreszcin, Stn:

szerotonin, Cad: kadaverin, Tra: tiramin, Tpa + Pha: triptamin és 2-fenetil-amin.
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Az optimalizalt kromatografias paraméterek alkalmazésaval a derivatizalt molekulak
elvalasztdsa a triptamin és a 2-fenetil-amin kivételével sikeres volt, viszont a

tomegkiilonbség miatt az egyedi analizisiik az SRM modszerrel elvégezhetd volt (10. abra).

Triptamin 2-Fenetil-amin
1 331.20»171.00 25 292.20» 171.00
9.0
0.8 *4 2 _.s_yo
=) =)
= OB = 15 A
‘] 0.4 ]|
= =
2 2
g 02 K = 05 \\
8. 9. 9.1 89 90 91
Retencios ido Retencios ido

10. abra Az AccQ-Tag derivatizalt triptamin és 2-fenetil-amin reprezentativ. SRM-
spektruma a megfelelé SRM-atmenetekkel. Az x tengelyen a retencios id6 lathato percben,

mig az y tengely a csucs intenzitast reprezentalja.

6.1.3. UHPLC-UV-MS modszer validacid

A kifejlesztett médszert az FDA iranymutatasainak megfeleléen validaltuk Galba és
munkatarsai, valamint Grey és munkatarsai munkaja alapjan [45,46]. A kalibracios
tartomanyt harom kilénféle matrixban, MilliQ vizben, szérumban és kénnyben 0,25-30
umol/l koncentracio vizsgaltuk, melyek alapjan meghataroztuk a kimutatasi hatart (LOD)
és a kvantitalasi hatart (LOQ) is. Az UV-detektorral regisztralt adatok alapjan az 5.6.1
fejezetben feltlintetett Osszefliggesek alapjan szamolt eredényeket az 1. melléklet
tartalmazza, mig az SRM-elemzés eredényeit a 2. melléklet tartalmazza.

Az UV-detektorral regisztralt adatok estében a kimutatasi hatdrok (LOD) a
kovetkezé szerint alakultak: MilliQ vizben 0,108-2,023 pumol/l, szérum matrixban 0,097-
2,304 pumol/l, konny matrixban pedig 0,124-1,372 umol/l tartomany figyelheté meg. A
kvantitalasi hatarok esetében magasabb koncentraciok voltak megfigyelhetok: MilliQ
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vizben 0,361-6,743 pumol/l, szérum matrixban 0,325-7,679 umol/l, konny matrixban pedig
0,412-5,575 umol/I. A lineéris kalibracids tartomany MilliQ vizben matrixban 1-20 pmol/I
kdzotti része minden vizsgélt molekula estében megfigyelhetd, szérum matrix esetében ez
a tartomany médosul 2,5-25 pumol/I-re, kénny métrix estében pedig 1-15 pumol/l-re.

Az SRM analizis eredményei alapjan meghatarozott kimutatdsi hatarok a
kovetkezOk szerint alakultak: MilliQ vizben 0,021-1,042 umol/l, szérumban 0,025-0,858
umol/l, konnyben 0,038-1,574 pumol/l tartomény figyelhetd meg. A kvantitalasi hatarok
esetében itt is magasabb koncentraciok voltak megfigyelhetok: MilliQ vizben 0,071-3,472
umol/l, szérumban 0,083-2,86 umol/l, konnyben 0,127-5,247 umol/I. A linearis kalibracios
tartomany 0,25-1 umol/l kdzotti része minden vizsgalt molekula estében megfigyelhetd. A
biogén aminok esetében jellemzden kis koncentracioban volt lineari 6sszefliggés a gorbe
alatti tertilet és a koncentracio kozott, az aminosavak esetében viszont tagabb 0,25-20 pmol/l
kdzotti tartoméany volt jellemzo.

Az UHPLC-UV és az SRM analizissel regisztralt eredmények ¢sszehasonlitasa azt
mutatta, hogy mig a triptamin és a 2-fenetil-amin egyedi analizise SRM analizissel is
elvégezhetd, a szamitott linearis dinamikai tartomanyok szélesebbek voltak az UHPLC-UV
analizis esetében az SRM-hez képest. Az adatok alapjan Ggy dontéttiink, hogy az UHPLC-
UV analizist hasznaljuk a derivatizalt aminosavak és biogén aminok mennyiségi
meghatarozasara és a kifejlesztett modszer tovabbi validaldséra. Az SRM-analizist a
kromatografids csicsok megerdsitésére, valamint az egyiittesen jelen 1évo triptamin és 2-
fenetil-amin mindségi és mennyiségi elemzésére alkalmaztuk.

A kifejlesztett mddszer validalasahoz MilliQ viz, szérum és konny matrixokban QC
mintdkat hoztunk létre, melyek 2,5 pumol/l, 7,5 umol/l és 15 umol/l koncentracidban
tartalmazték a vizsgalt analitokat. A mintak analizisével meghataroztuk az egy napon beldli
és napok kozotti variabilitast, pontossagat és precizitasat, ezen eredményeket a 3. melléklet
tartalmazza. A 33 derivatizalt molekula esetében a pontossag 85,66% és 114,41% kozott
mozgott MilliQ vizben, 90,92% és 114,12% kozott szérum matrixban és 91,39% és
114,80% kozott konny métrixban. Az egy napon beluli és a napok kozotti variabilitast és
pontossag MilliQ vizben és a konnymatrixban 15% alattinak, mig szérum matrixban pedig
9% alattinak bizonyult. A QC-mintdk elemzése soran kapott adatokbdl szamitott
visszanyerés 85%-nal magasabb volt (4. melléklet). A matrixhatas vizsgalata soran (4.
melléklet) jelentds interferenciat tapasztaltunk. Szérum matrix estében 15% feletti volt a
matrixhatas a hisztidin, a glutamin, az arginin, a hisztamin, a szerotonin, a triptofan, a

triptamin és a 2-fenetil-amin estében, jelemzdéen az alacsony koncentracio esetében. A
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konny matrix estében a lizin, a tirozin, a valin, a kadaverin és a triptofan esetében figyeltiink
meg 15%-ot meghaladé matrixhatast. A molekulak stabilitasat kiilonb6z6 koriilmények
kozott vizsgaltuk. Vizsgaltuk a stabilitAsukat az autosamplerben, valamint derivatizalas
el6tti és derivatizalds utani fagyasztési-olvasztasi ciklusok soran is (5. melléklet).
Adatainkat figyelembe véve arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a mintakat nem szabad
12 o6ranal hosszabb ideig az autosamplerben tarolni, és a fagyasztasi-olvasztasi ciklusokat

is kertiIni kell a pontos mennyiségi meghatéarozas érdekében.

6.3.1. Szérum és kdénny minték aninosav és biogén amin tartalmanak meghatéarozasa
A validalt mddszer segitségével meghataroztuk a kivalasztott aminosavak és biogén
aminok koncentraciojat egeszséges onkéntesektol gyijtott szérum- és konnymintakban. A
mintagy(ijtést kovetden a szérum és a kdnnymintakat 3 kDa-o0s spin oszlopokon tisztitottuk
és AccQ-tag derivatizalasnak vetettik ala. A mintael6készités soran fellépd lehetséges
veszteség meghatarozasdhoz megvizsgaltuk az aminosav és biogén amin standard keveréket
tisztitas nélkul és tisztitas utan. A tisztitott és nem tisztitott mintak cstcsterlletei kzott nem
tapasztaltunk szignifikans kilonbséget. Az 6t egészséges Onkéntestél szarmazd szérum
mintakat derivatizaltuk, a validalt modszerrel elemeztiik, és kiszdmitottuk a molekulak
kalibrécio soran alkalmazott standardok retencios ideje alapjan, valamint a specifikus SRM
atmenetek segitségével végeztik el. A szérum reprezenteativ UV spektrumat a 11. abra
szemleéteti, az onkéntesektdl gytijtott mintdkban meghatarozott koncentracio értekeket az 5.

tablazat tartalmazza.
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11. abra Szérum minta reprezentativ UV kromatogramja. Az x tengely a retencios id6t mutatja percben, mig az y tengely a 260 nm-en a PDA
detektoron regisztralt intenzitast mutatja. Az aminosavak esetében a harombetiis kodot hasznaltuk, AMQ: 6-aminokinolin, Tau: taurin, Eth:

etanolamin, Derivatizacios csucs: bisz-aminokinolin-karbamid, Put: putreszcin, Cad: kadaverin
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Koncentréacié (umol/l)
Mintal Minta2 Minta3 Minta4 Minta5

Hisztidin His 70.96 102.66  103.64 77.36  83.75
Aszparagin Asn 42.47 64.76 50.61 55.29 53.83

Komponens Rovidités

Taurin Tau 52.09 129.92 41.72 5322  60.30
Szerin Ser 92.28 142,17  104.86 145.38 144.03
Glutamin Gln 790.05 702.40 1025.00 919.45 1073.15
Arginin Arg 46.95 115.61 72.63 126.12 92.15
Glicin Gly 389.10 161.67  377.60 298.28 410.85
Etanolamin Eth 7.97 6.96 7.81 8.19 8.75
Aszpartat Asp 2.67 7.13 <LOQ 3.14 4.07
Metil-amin Mea SRM SRM SRM  SRM SRM
Glutamét Glu 7.93 24.02 502 1491 1453
Citrulin Cit 16.03 23.33 19.19 2884 17.85
Treonin Thr 80.53 140.02  144.87 11491 17450
Alanin Ala 324.90 346.20 204.81 276.20 455.50
Etil-amin Eta <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Prolin Pro 277.47 173.15  167.17 19559 194.99
Ornitin orn 28.09 55.65 39.04 5283 35.86
Cisztein Cys 103.82 82.86 9239 92,79  133.90
Lizin Lys 103.09 223.05 129.16 111.65 171.02
Tirozin Tyr 48.08 62.98 56.47 63.87  50.67

Putreszcin Put <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 2.63
Metionin Met 17.89 26.42 3144 1852  21.25

Szerotonin Stn SRM SRM SRM  SRM SRM
Valin Val 204.36 282.25 188.30 190.14 174.23
Kadaverin Cad <LOQ 241 <LOQ N.D. N.D.
Izoleucin lle 53.77 104.82 56.57 56.86  43.73
Leucin Leu 75.31 158.39 76.30 73.11 65.44

fenilalanin Phe 46.62 59.21 36.84 4895  39.50
Triptofan Trp <LOQ 6.33 2.60 2.92 2.27

5. téblazat A vizsgalt aminosavak és biogén aminok koncentracidja egészséges

onkéntesekt6l gytiijtott szérumban. <LOQ: a molekula UHPLC-UV analizissel azonosithatd
volt, de a koncentrécié a kvantitalasi hatar al esett; SRM: a molekula csak SRM maodszerrel
volt kimutathatd, a koncentracioja a kvantitalasi hatar ala esett; N.D.: a molekula nem volt
kimutathatd. Az adatok két technikai parhuzamos atlagértékét reprezentaljak.

Az 5 egészséges Oonkéntesbdl gylijtott szerum mintaban a hisztamin, a tiramin, a triptamin
és a 2-fenetil-amin kivételével valamennyi derivatizalt aminosavat és biogén amint
azonositani tudtuk. Az etil-amint UHPLC-UV analizissel kimutattuk a szérum mintakban,
de a koncentracio a kvantitalasi hatarérték alatt volt, mig a metil-amint csak SRM analizissel
tudtuk kimutatni.
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A 12. abran a vizsgalt molekulak atlag koncentracidi lathatok az analizalt szérum

mintakban.
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12. 4bra Az aminosavak és biogén aminok koncentracidja a vizsgalt szérum mintakban
umol/l dimenzioban (n=5). Az aminosavak a harombetiis kodjukkal vannak feltiintetve. Az
adatsor az egyes molekuldk atlag koncentracié értékeit abrazoljak, a hibasavok az atlagtol
val6 atlagos eltérést (SEM) reprezentéljak. Tau: taurin, Eth: etanolamin, Put: putreszcin,
Cad: kadaverin.

Az eredmények alapjan a glutamin, az alanin és a glicin volt jelen a legnagyobb
koncentracidban, mig a szerin, treonin, prolin, cisztein, lizin, valin és leucin koncentracidja
100 umol/I-nél magasabbank bizonyult. A vizsgalt biogén aminok szintje jelentésen
alacsonyabb volt a szérumban, mint a proteinogén és nem-proteinogén aminosavaké.

Ugyanezen 5 egészseges onkéntestdl konnymintakat is gytijtottiink. A mintagyijtés
soran mindkét szembdl megkiséreltik a konny gytijtését, azonban ez nem minden esetben
volt lehetséges, igy 6sszesen 8 konnyminta analizisét vegeztik el, melyeket egyedi
mintaként tekintettiik. A derivatizalas és elemzés utan a vizsgalt molekulak a szerotonin,
putreszcin, triptamin és a 2-fenetil-amin kivételével azonosithatok voltak a mintakban (6.

tablazat). A kdnnymintak reprezentativ UV spektrumat a 13. dbra tartalmazza.
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13. dbra Konny minta reprezentativ UV kromatogramja. Az x tengely a retencios idot mutatja percben, mig az y tengely a 260 nm-en a PDA

detektoron regisztralt intenzitast mutatja. Az aminosavak esetében a harombetiis kodot hasznaltuk, AMQ: 6-aminokinolin, Tau: taurin, Eth:

etanolamin, Derivatizaciés csucs: bisz-aminokinolin-karbamid
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Koncentracié (umol/l)

Komponens Rovidités

Mintal Minta2 Minta3 Minta4 Minta5

oS oD 0S oD oS oD oD oD

Hisztidin His 19.55 30.85 <LOQ <LOQ N.D. N.D. N.D. N.D.
Aszparagin Asn <LOQ 886 <LOQ <LOQ SRM SRM SRM SRM
Taurin Tau 1.77 12.47 10.38 11.68 9.67 11.48 1138 <LOQ

Szerin Ser 103.98 149.07 64.47 83.27 26.37 16.60 10.25 9.03

Glutamin Gln 20.97 38.72 9.70 17.77 <LOQ 23.15 <LOQ <LOQ
Arginin Arg 36.98 46.60 18.80 17.52 10.25 <LOQ <LOQ 7.70

Histamine Hsn N.D. N.D. N.D. N.D. SRM N.D. N.D. N.D.
Glicin Gly <LOQ 1258 <LOQ <LOQ SRM SRM SRM SRM

Etanolamin Eth <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Aszpartat Asp 13.35 2698 <LOQ 1153 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Metil-amin Mea SRM SRM SRM SRM SRM SRM SRM SRM
Glutamét Glu 1535 30.22 <LOQ 11.02 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

Citrulin Cit 9.33 10.03 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Treonin Thr 2153 31.72 1340 16.71 7.68 7.17 <LOQ <LOQ
Alanin Ala 40.02 48.17 2553 30.00 1045 9.05 <LOQ <LOQ
Etil-amin Eta <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Prolin Pro 7.43 13.22 <LOQ <LOQ <LOQ 10.07 <LOQ <LOQ
Ornitin Orn 11.12 2493 11.23 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Cisztein Cys 9.32 933 875 857 1057 793 <LOQ 833
Lizin Lys 9.10 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Tirozin Tyr 8.62 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Metionin Met <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ N.D. <LOQ
Szerotonin Stn N.D. N.D. N.D. N.D. SRM N.D. N.D. N.D.
Valin Val 0.88 14.67 <LOQ 7.48 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Kadaverin Cad N.D. <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ N.D. N.D.
Tiramin Tra <LOQ <LOQ N.D. <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Izoleucin lle 730 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Leucin Leu <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
fenilalanin Phe <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Triptofan Trp 888 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Triptamin+
2-fenetil-  Tpa+Pha N.D. N.D. N.D. ND. SRM N.D. N.. N.D.
amin

6. tablazat A vizsgélt aminosavak és biogén aminok koncentracidja egészséges
onkéntesektdl gyijtott konnymintakban. OS: Bal szem (Oculus sinister), OD: jobb szem
(oculus dexter); <LOQ: a molekula UHPLC-UV analizissel azonosithaté volt, de a
koncentrécid a kvantitalasi hatar ald esett; SRM: a molekula csak SRM madszerrel volt
kimutathatd, a koncentracioja a kvantitalasi hatar ala esett; N.D.: a molekula nem volt
kimutathato. Az adatok két technikai parhuzamos atlagértékét reprezentaljak.
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Az etanolamin, etilamin, metionin, kadaverin, tiramin, leucin és fenilalanin UHPLC-
UV analizissel kimutathatd volt a kdnnymintakban, azonban a koncentracidjuk a

kvantitalasi hatarérték ala esett. A metilamint csak SRM analizissel tudtuk kimutatni.

A 14. abra a vizsgalt molekulak atlag koncentracioi lathatok a vizsgalt konnymintakban.
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14. abra Az aminosavak es biogén aminok koncentracidja a vizsgalt konnymintakban
umol/l dimenzioban (n=5). Az aminosavak a harombetiis kodjukkal vannak feltiintetve. Az
adatsor az egyes molekulék atlag koncentracio értékeit abrazoljak, a hibasavok az atlagtol
valo atlagos eltérést (SEM) reprezentaljak. Tau: taurin.

A validalt modszerrel 17 proteinogén és 2 nem-proteinogén aminosav és a taurin
mennyiségi meghatarozdsa volt lehetséges. A szérummintdk elemzése soran kapott
eredményekhez hasonléan a biogén aminok koncentrécidja a konnyben is alacsonyabb volt
az aminosavakhoz képest. Eredményeink alapjan a vizsgalt biomolekulak kozul a szerin

koncentracidja a legmagasabb a kénnyben.

6.2. UHPLC-MS modszerfejesztés Azatioprin metabolitok vizsgalatara
Az AZA metabolitok koncentraciojanak nyomon kovetése fontos informéacioval
szolgalhat az AIH-s betegek terapiaja soran, ezért kifejlesztettiink egy SRM-alapu LC-MS

maodszert a 6-TG és a 6-MMP azonositasara és mennyiségi meghatarozasara.
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6.2.1. Tomegsektrometrias paraméterek meghatarozasa

Az aminosav és biogén amin analizishez hasionléan a modszerfejlesztés kezdetén
meghataroztuk az SRM modszerfajlhoz szikséges paramétereket standard molekuldk
segitségevel. Az analizishez stabil izotoppal jeldlt (SIL) standardokat is felhasznéaltunk. Az

SRM maodszer paramétereit a 7. tdblazat tartalmazza.

Komponens Q1 (m/z) Q3 (m/z) t?pibrlgk DP (eV) CE (eV)
6-TG 168 .2 151.2 0.48-1.14 100 40
6-TG 168.2 134.3 0.48-1.14 100 40
6-TG 168.2 126.1 0.48-1.14 100 40
6-TG 168.2 107.2 0.48-1.14 100 40

6-TG_SIL 171 154 0.48-1.14 100 40
6-TG_SIL 171 137 0.48-1.14 100 40
6-TG_SIL 171 129 0.48-1.14 100 40
6-TG_SIL 171 110 0.48-1.14 100 40
6-MMP 167 152 1.36-2.02 100 40
6-MMP 167 134 1.36-2.02 100 40
6-MMP 167 119 1.36-2.02 100 40

6-MMP_SIL 170.2 152 1.36-2.02 100 40

6-MMP_SIL 170.2 125 1.36-2.02 100 40

6-MMP_SIL  170.2 119 1.36-2.02 100 40

7. tablazat Az SRM elemzés paraméterei. Q1 m/z: Perkurzor ion, Q3 m/z: termékion, tr
ablak: retencids idéablak percben, DP (ev): deklaszter potencial, CE (eV): ttkdzési energia.
6-TG_SIL: Stabil izotopjelzett 6-tioguanin-*C®N. 6-MMP_SIL: Stabil izotop-jelolt 6-

metil-merkaptopurin-Ds.

6.2.2. UHPLC-MS modszerfejlesztés

A modszert egy Acquity H-Class UHPLC készulékhez (Waters) kapcsolt
5500QTRAP tandem tdomegspektrometrids (Sciex) rendszeren fejlesztettik  Kki.
Optimalizaltunk egy megfelelé kromatografias eltcids profilt optimalizaltuk, és egy gyors,
4 perces gradienst hoztunk létre. A SIL standardokat mindségi kontrollként és a pontos
mennyiségi meghatarozas érdekében hasznaltunk. Az alkalmazott SRM-atmenetek
specifikusak voltak (15. dbra) a célmolekuldkra, ennek megfeleléen a célmolekulak és
szintetikus megfeleléik azonositasa sikeresen megtortént. A mért retencios idoék 0,73 perc
(6-TG és 6-TG_SIL) és 1,66 perc (6-MMP és 6-MMP_SIL) voltak.
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15. &bra A vizsgélt azatioprin metabolitok reprezentativ SRM-spektrumai: (A) 6-TG, (B)
6-TG_SIL, (C) 6-MMP, (D) 6-MMP_SIL. Az x tengelyen a retencios id6 lathat6é percben,
mig az y tengely a cslcs intenzitast reprezentaljaA spektrumok mellett az egyes SRM

atmenetek is lathatéak.

6.2.3. UHPLC-MS mddszer validacio

A Kkifejlesztett LC-MS modszert az Eurdpai Gyodgyszerligynokség (EMA)
irAnymutatasai szerint validaltuk [48], melynek soran vizsgaltuk a mddszer szelektivitasat,
specificitasat, az atmosodast, a linedris tartomanyt, az alsé kvanitéalas hatart (LLOQ), a fels6
kvantitalasi hatart (ULOQ), a pontossagot, a precizitast, a visszanyerést, a matrixhatast és a
stabilitast.

6.2.3.1. A modszer érzekenysége és kalibraciés tartomanya

A madszer erzékenységenek és kalibracios tartomanyanak meghatarozasahoz a
matrixot egészséges Onkéntesektdl gylijtott vérmintakbol allitottuk eld. Mindkét vizsgalt
molekula esetén 2,5-2500 ng/ml koncentracié tartomanyban vizsgaltuk a linearitast az
elkészitett matrixban. A kalibraciés gorbe, az LLOQ és az ULOQ meghatarozasahoz a

linearis tartomanyt harom fliggetlen kisérlet soran, két ismétlésben, harom napon keresztul
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vizsgaltuk. A regisztralt adatok felhasznalasaval linearis regresszio analizist végeztiink
logaritmikus skalak alkalmazasaval. Az elemzés soran a 6-TG esetében y = 0,0073*x +
0,0042 (R? = 1), mig a 6-MMP esetében y = 0,0087*x - 0,0035 (R? = 0,9993) egyenleteket
kaptuk. Az LLOQ 5 ng/ml-nek, mig az ULOQ 1250 ng/ml-nek bizonyult mindkét vizsgalt

molekula esetében.

6.2.3.2. Szelektivitas, specificitas és atmosodas vizsgalata

A rendszer szelektivitdsanak és atmosodasanak meghatarozaséhoz hat egyedi matrix
mintét (analit és SIL nélkili) hasznaltunk. A 6-TG szelektivitasa esetében az analit valasz
az LLOQ értéken 7,60 %, mig a 6-MMP esetében 2,31 % volt; a SIL bels6 standard valaszok
az LLOQ értéken 1,12%, illetve 0,02% voltak (8. tablazat).

Szelektivitds Specificitas ~ Atmosodas
Komponens Analitvalasz Analit valasz Analit valasz

(%0) (%0) (%0)

6-TG 7.60 5.17 10.37
6-TG-IS 1.12 0.15 1.09
6-MMP 2.31 1.48 3.28
6-MMP-1S 0.02 0.03 0.01

8. tébldzat A szelektivitas a specificitas és az &tmosodas vizsgalati eredményei

analitonként.

Az atmos6das vizsgalata soran a 6-TG és a 6-MMP analit valaszai a matrix mintaban
az ULOQ injektalasa utan 10,37 % és 3,28 %, mig a SIL bels6 standardok valaszai 1,09 %
és 0,01 % voltak (8. tablazat).
amely molekula szerkezete hasolnl6 a cél molekulakhoz. Eredményeink azt mutatték, hogy
az analit valaszok 5,17 % és 1,48 % voltak a 6-TG és 6-MMP esetében, mig az SIL belsé
standard valaszok 0,15 % és 0,03 % voltak a 6-TG_SIL és 6-MMP_SIL esetében a vizsgalt

retencios id6 tartomanyokban (8. tblazat).

6.2.3.3. Pontossag, precizitas és visszanyerés
A modszer validalasa soran megvizsgaltuk a napon bellli és a napok kozotti

analizisek pontossagat, precizitasat és visszanyeréseét (9. tablazat).
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Egy napon belili analizisek (n=5)
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6-TG 5 449 019 422 89.72 431 0.63 1455 86.18
20 1934 101 523 96.71 17.82 243 13.60 89.12
625 605.36 15.05 249 96.86 62649 53.68 857 100.24
1250 1171.08 21.75 1.86 93.69 1252.12 12261 9.79 100.17
6-MMP 5 507 038 744 10140 469 0.64 13.66 93.86
20 1888 087  4.63 9440 1800 269 14.93 90.00
625 598.71 16.06  2.68 95.79 667.39 73.10 10.95 106.78
1250 1096.89 19.03 1.74 87.75 1207.29 179.60 14.88 96.58

9. tdblazat A 6-TG és a 6-MMP pontossaga, precizitasa és visszanyerése.

deviacio, CV%: variacios egyuitthat6%.

SD: standard

Adataink azt mutatjak, hogy a pontossag, a visszanyerés és a precizitas (CV%) az

egyes koncentréaciok esetében a névleges koncentracié 15%-anal kisebb volt.

6.2.3.4. Métrixhatés vizsgéalata

A matrix hatasat hat kiilonb6z6 matrixbol szarmazo alacsony (20 ng/ml) és magas

(1250 ng/ml) koncentréacioju QC analizisével vizsgaltuk harom parhuzamost alkalmazva. A

matrixhatas vizsgalat eredményei a 10. tAblazatban lathatok.

Atla . ) _r ]

Komponens (nS/(r:nl) koncg. SD CV% Vlssz(ggeres Matz(l;:)f)]atas
(ng/ml)

6-TG 20 20.378 2431 11.932 101.889 5.033

1250 1436.8 175.363 12.205 114.944 -12.793

6-MMP 20 22.284  3.213 14.419 111.421 3.08

1250 1436.06 212.728 14.813 114.884 -12.877

10. téblazat A matrixhatas es a visszanyerés vizsgalati eredmenyei a 6-TG és a 6-MMP

esetében. SD: standard deviacid, CV%: variacios egyutthat6%.

A pontossag (CV%), a visszanyerés és a matrixhatas minden egyes koncentracional

a nevleges koncentracio 15%-anal kisebbnek bizonyult.
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6.2.3.5. Stabilitas vizsgalatok

A validalas soran megvizsgaltuk a fagyasztas-olvasztasi stabilitasat, a hosszu tavu
tarolasi (10 hét) stabilitisat és a munkaoldatok stabilitasat. A tarolds minden esetben -20-C-
on tortént. Az analitok stabilitasat alacsony (20 ng/ml) és magas (1250 ng/ml)
koncentracioju QC mintak elemzésével hataroztuk meg két technikai parhuzamost

analizalva. Az eredményeket a 11. tablazat tartalmazza.

Komponens 6-TG 6-MMP
QC elméleti koncentracio 20 1250 20 1250
(ng/ml)
Atlag
koncentracié 21.42 1439.19 22.65 1240.67
harom fagysztasi- _(ng/ml)
olvasztasi Ciklus SD 2.11 22.00 0.00 14.01
utan CV% 9.84 1.53 0.02 1.13
Visszanyeres 1,99 19514 11325  99.25
(%)
Atlag
koncentracié 12.86 822.29 13.87 764.15
(ng/ml)
, quzzutgvu SD 0.14 16.06 0.04 2.35
tarolas -20 °C-on CV% 1.09 1.95 0.30 0.31
Visszanyeres o) g 65.78 69.35 61.13
(%)
Atlag
koncentracié 26.17 1583.54 20.41 1369.73
(ng/ml)
Munblf?_ oldat SD 1.65 75.22 0.20 10.70
stabilitasa CV% 6.29 4.75 0.97 0.78
Visszanyeres  1ah97 12668 102.05 10958

(%)

11. tdblazat A 6-TG és a 6-MMP stabilitasi vizsgalatainak eredményei.

Kisérleteink soran az autosampler stabilitast is teszteltik. A vizsgalatokhoz hat
AZA-val kezelt AIH-s betegtél szarmazé vérmintat analizaltunk kozvetlenul a
mintael6készités utan és hat 6ran at 4°C-on az autosamplerben torténd tarolas utan. Az

eredményeket a 12. tablazat tartalmazza.
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Minta

Koncentracié

Koncentracié

Komponens azonosito (ng/ml) (ng/ml) b CV%
Oh 6h
6-TG S 06 73.36 74.93 3.71 5.00
S 09 81.13 80.03 2.65 3.28
S 26 111.40 116.84 6.38 5.59
S 31 103.80 99.95 3.56 3.49
S 38 69.83 71.53 1.82 2.58
S 58 92.72 92.17 1.47 1.59
6-MMP S 06 2631.37 2594.93 22.36 0.86
S 09 1929.34 1859.15 67.36 3.56
S 26 877.86 931.80 51.64 571
S 31 2489.42 2587.77 58.55 2.31
S 38 451.82 429.46 18.42 4.18
S 58 805.33 795.90 39.48 4.93

12. tdblazat Autosampler stabilitasi vizsgalat eredményei. SD: standard deviacio, CV%:
variacios egyutthat6%.

Az ismételt injektalasi reprodukalhatosagot alacsony, kodzepes és magas
koncentracioju QC mintak 6t parhuzamos injektalasaval teszteltlik 12 éra autosamplerben
torténd tarolas majd harom oras -20°C-on tarolds utdn. Az eredményeket a 13. tablazat

tartalmazza.

Elméleti Atlag
Komponens koncentracié koncentraci6  SD CV% Visszanyerés %
(ng/ml) (ng/ml)
6-TG 20 22.84 0.20 0.85 114.22
625 552.88 20.71 3.75 88.46
1250  1250.96 43.59 3.49 100.08
6-MMP 20 31.85 2.24 7.04 159.27
625 782.60 58.94 7.53 125.22
1250  1620.34 26.72 1.65 129.63

13. tablazat Az ismételt injektalasi reprodukalhatosag vizsgalata. SD: standard deviacio,
CV%: variacios egyutthat6%.

A 6-TG esetében a visszanyerést vizsgalva a kilonbségek 15%-nal alacsonyabbak
voltak, mig a 6-MMP esetéeben a kulonbségek 25%-és 60% kozott mozogtak. A
legmagasabb visszanyerési hatékonysagot a 20 ng/ml koncentraciéji QC mintaban

tapasztaltuk.
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vermintaiban

Hogy bizonyitsuk a validalt modszer hasznalhatdsagat klinikai mintak elemzésére,
megvizsgaltuk a 6-TG és 6-MMP mennyiségét AlH-ban szenvedé betegek vérmintaiban. A
betegek kilonboz6 dozisi AZA (Imuran) kezelést kaptak. A terapids hatékonysag
szempontjabol fontos 6-TGN és MMPr koncentraciokat a 6-TG és 6-MMP
fejezetben targyalt keplet segitségével [51,52]. A vizsgalt analitok koncentraciojat és a

derivalt koncentracio értékeket a 14. tablazat tartalmazza.

AZA

Minta (Imuran) \Vorosvértest Koncentréci6 (ng/mi) Koncentracié
azonosité \x szam (T/) g (pmol/8x108 VV/T)
dozis (mg)

6-TG 6-MMP 6-TGNs 6-MMPr
S 34 25 4.48 23.82 11.72 25.44 12.60
S 40 100 4.08 128.26 2175.13 150.42 2566.01
S 42 50 3.24 45.81 69.86 67.66 103.78
S 56 375 3.97 132.18 1445.52 159.31 1752.54

14. tdblazat Az AZA metabolitok koncentracidja és vorosvertest szamta normalizalt AIH-
ban szenved6 betegek vérmintaiban. Vorosvértest szam (T/1): a mintak vordsvertest szama

10%/1 dimenzidban.

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a validalt modszer segitségével

meghatarozott metabolit koncentréacid aranyos az alkalmazott terapias dozissal.
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7. Diszkusszi6

A metabolomikai vizsgalatok kulcsszerepet jatszanak az endogén molekulak és
xenobiotikumok analizisében, mivel képesek atfogd képet adni a bioldgiai rendszerek
kémiai Osszetételérdl. Az endogén molekuldk, mint példaul a metabolitok, informaciot
nyUjtanaka sejtek és szdvetek allapotéarol, mig a xenobiotikumok, mint a gyogyszerek,
toxikus anyagok vagy kornyezeti szennyezok, hatassal lehetnek a metabolikus haldzatokra.
A metabolomika lehetévé teszi a molekularis interakciok, biokémiai utak és fizioldgiai
valaszok feltérképezését, ami elengedhetetlen a betegségek mechanizmusainak
megértésében, a biomarkerek azonositasédban, valamint a gydgyszerfejlesztésben és a
toxicitas elérejelzésében. Az LC-MS analizis killondsen fontos eszkdze ennek a tertletnek,
mivel képes a metabolitokat és valamint a xenobiotikumokat érzékenyen és specifikus
vizsgalatara. Az LC-MS technika kombinalja a kromatografia el6nyeit a
tdmegspektrometridval, amelyek lehet6vé teszik a vegyiletek elvalasztasat valamint a
molekulak azonositasat és kvantitalasat. Ez a modszer kiléndsen hasznos a metabolikus
hal6zatok megértésében, a gydgyszerek hatasainak és toxicitasanak vizsgalataban, valamint
a betegseégek mechanizmusainak feltarasaban.

A Kkutatds soran célom célzott LC-MS mddszerek tervezése, validalasa és

alkalmazésa volt bioldgiai mintakon.

7.1. Aminosavak és biogen aminok meghatarozasa

Kifejlesztettiink egy LC-MS madszert szérum és kdnnymintak aminosav és biogén
amin tartalmanak vizsgélatara, melyet az FDA irdnymutatasainak megfelelden validaltunk.
A validéciés kisérletek eredményeibdl megallapitottuk, hogy a moddszer megfeleld
érzékenységli és széles dinamikus tartomannyal rendelkezik, amely alkalmassa teszi
komplex biol6giai mintdk elemzésére. Az UV- és SRM alapu detektalds eredményeit
dsszehasonlitva arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy az UV detektalas szélesebb
dinamikus tartomannyal rendelkezik, ezért a célmolekuldk kvantitalasara ezt a detektalasi
modot hasznaltuk. Az SRM-analizist a kromatografias csiicsok megerdsitésére, valamint az
egylittesen jelen 1évé triptamin és 2-fenetil-amin mindségi és mennyiségi elemzésére
alkalmaztuk. A variabilitas, pontossag és precizitas vizsgalata soran az eredmények az FDA
kritériumoknak megfeleléen +15%-nal kisebb eltérést mutattak. Jelentés matrix hatast
azonositottunk a vizsgalataink soran, igy ezen maodszer hasznalata soran a kalibracios

gorbéket célszerli az alkalmazott matrixban elkésziteni a megfeleld kvantitalas érdekében.
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A stabilitasi vizsgalatok alapjan elmondhatd, hogy kerllni kell a mintak hosszu tavu
tarolasat es az ismételt fagyasztas-olvasztas ciklusokat.

Az emberi testfolyadékok kozil a szérum a legszélesebb kdrben alkalmazott
biol6giai minta az orvostudomanyban, killéndsen a kdros elvaltozasok diagnosztizalasaban
és az alkalmazott terapidk monitorozasaban. A szérum fehérjékben és metabolitokban
gazdag, és minimalisan invaziv mdédon nyerheté minta, igy kiemelt jelentGséget kap a
biomarker kutatdsokban [53,54]. A validalt moddszer segitségével megvizsgaltuk o6t
egészséges Onkéntes szérum mintjat. A hisztamin, a tiramin, a triptamin és a 2-fenetil-amin
kivételével minden célmolekulat sikerllt azonositanunk és az etil-amin és metil-amin
kivételével a kvantitalasuk is lehetséges volt. Az eredmények alapjan a szérumban a
glutamin és az alanin koncentracidja a legmagasabb, amely 6sszhangban van a tudoméanyos
irodalommal [55-57]. A f6bb nitrogén transzporterek mellett a szerin, glicin, treonin, prolin,
lizin, valin és leucin koncentracidja 100 umol/I-nél nagyobbnak bizonyult. A vizsgéalt
biogen aminok szintje jelentdsen alacsonyabb volt a szérumban, mint a proteinogén és nem-
proteinogén aminosavake.

A szérum aminosav profiljaban bekovetkez6 valtozasok monitorozasanak fontos
szerepe van mind a biologiai mind pedig az orvostudomanyokban, mivel az aminosavak
fontos szerepet toltenek be a szervezet homeosztatikus folyamataiban és bizonyos
betegségek patogenezisében is. Osszefiiggést talaltak a szérum glicin koncentracio és az
inzulinrezisztencia, valamint a metabolikus szindroma kozoétt [58,59]. Az eladgazd lancu
aminosavak, mint a valin, leucin és izoleucin emelkedett mennyiségét azonositottak
juharszirup betegségben [60], mig jelentds csokkenésiiket mutattak ki az elagazo lanch
ketosav-dehidrogenaz-kinaz hidny okozta autizmus esetében [61]. Az aminosavak mellett a
biogén aminok is fontos szerepet jatszanak a homeosztatikus és patoldgias folyamatokban.
Az etanolamin, mint a plazmalogének alkotoeleme szerepet jatszhat neuroldgiai problémak,
példaul az Alzheimer-kdér kialakulasaban [62,63]. A poliaminok, mint példaul a putreszcin
¢s a kadaverin kiilonb6z6 funkciokat toltenek be az emberi szervezetben, és jelentds
szerepik van olyan kéros allapotokban, mint a kronikus veseelégtelenség vagy az
autoimmun pajzsmirigybetegségek [64,65]. Ezen kiviil a kadaverint az emlérak
kialakulasanak szabalyozo6jaként is azonositottak [66].

Bar a kiilonb6z0 patoldgias elvaltozasok diagnosztizalasahoz leggyakrabban szérum
mintakat vizsgalnak, a konny is jelentdés orvostudomanyi relevanciaval bir. A koénny
fehérjetartalmanak valtozasat tobb lokalis és szisztéméas patologids elvaltozassal is

Osszefliggésbe hoztak [67—70], igy fontos szerepet jatszika biomarker kutatasokban [71-
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74]. A kénnymintak vizsgalatanak tovabbi elénye a nem invaziv és viszonylag egyszerii
mintavéleti mod. Az ugyanazon Ot egészséges egyéntdl gyljtott konny analizise sordn a
szerotonin, a triptamin, putreszcin és a 2-fenetil-amin kivételével minden célmolekula
azonositasa sikeres volt. Az etanolamin, etilamin, metilamin, metionin, kadaverin, tiramin,
leucin és fenilalanin kivételével a vizsgalt molekuldk kvanitativ meghatarozasa is lehetséges
volt. A szérummintak elemzése soran kapott eredményekhez hasonléan a kénnyekben a
biogén aminok koncentracioja alacsonyabb volt, mint az aminosavaké. Tovabba kimutattuk,
hogy a vizsgalt aminosavak és biogén aminok eltéré koncentracioban fordulnak elé a
kdnnyben és a szérumban.

Bar értékes biomarker forrasként szolgal, a kénny metabolit profiljdban bekovetkez6
valtozasokat nem vizsgaltak olyan behat6an, mint a szérum esetében. Tobb tanulmany soran
is megfigyelték a konny metabolit profiljanak valtozasat keratoconus, keratitis és széraz
szem szindroma esetében [75-77], azonban a kénnyben talalhaté aminosavak és biogén
aminok jelent6ségér6l csak korlatozott informéacio all rendelkezésre a szakirodalomban.
ChenzZhuo és munkatarsai kimutattak, hogy az alanin, aszpartat és taurin szintje
szignifikansan magasabb volt a szaraz szem szindréméaban szenvedd betegek konnyében,
mint az egészséges kontrollokéban [78]. Nakatsukasa és munkatarsai munkaja alapjan az
arginin, metionin és taurin mennyisége csokkenést mutatott, mig az ornitin, lizin és treonin
mennyisége ndvekedést mutatott szemfelszini betegségekben [79].

Bar a tudoméanyos irodalomban elérheté informacié mennyisége korlatozott, a
rendelkezésre all6 tanulmanyokbdl kiderll, hogy a kénny aminosav- és biogén amin
profiljanak elemzése értékes informaciokkal szolgalhat a kiillonboz6 patologias

elvalzotésokra jellemz6 molekularis valtozasokrol.

7.2. Azatioprin metabolitok meghatarozasa

Az aminosavak és biogén aminok vizsgalatat lehetdvé tevd moddszer mellett
kifejlesztettink egy  Azatioprin  metabolitok  kvantitadlasara alkalmas célzott
tomegspektrometrias maddszert is, melyet az Eurdpai Gydgyszeriigynokség iranyelvei
szerint validaltunk. A validacios kisérletek eredményeib6l megallapitottuk, hogy a modszer
megfeleld érzékenységli és specificitast, minden vizsgalt paraméter megfelelt az EMA altalt
tamasztott kritériumoknak [48]. A kalibracids pontok esetében az LLOQ-érték esetében a
névleges koncentracié 20 %-andal kisebb, az 6sszes tobbi pont esetében pedig 15 %-nél

kisebb eltérest tapasztaltunk. A szelektivitas, specificitas és atmosddas vizsgalata soran az
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eredményeink 20% ¢és 5% alatti eltérést mutattak az analit és belsé standard valaszok
tekintetében, a pontossag, precizitas és visszanyerési vizsgalatok soran pedig az eltérések a
névleges koncentracié 15%-anal kisebbnek bizonyultak. A matrix hatés vizsgalata soran az
aminosav es biogén amin vizsgalati mdodszerhez képest sokkal alacsonyabb zavard hatést
detektaltunk. Bar a stabilitas vizsgalatok soran alkalmazott harom fagyasztasi-olvasztasi
koncentracidja a vizsgalt 10 hetes id6tartam alatt jelent6sen csokkent. Ezek az adatok arra
utalnak, hogy a mintak hosszu tavua tarolasat kertlni kell. Az autosampler torténé 6 oOras
Ujbdli injektalasanak reprodukalhatdsagi vizsgalta sordn sokkal nagyobb eltéréseket
tapasztaltunk, kulénésen az alacsony koncentraciok és a 6-MMP esetében. A validalt
modszerrel megvizsgaltunk kiilonb6zo AZA (Imuran) doézissal kezet betegektdl szarmazo
vermintakat és meghataroztuk a 6-TG és 6-MMP koncentraciojat, valamint a vorosvértest
szamra torténé normlaizalassal a 6-TGN és 6-MMPr mennyiségét. Az adataink alapjan
elmondhat6 volt, hogy a validalt moddszer segitségével meghatarozott metabolit
koncentraci6 ertéekek 6sszhangban vannak a gyogyszer dozisaval.
szereppel bir a gydgyszer toxicitds megeldzése szempontajol. Osszefiiggést mutattak ki a
magas 6-MMPr szintje és a hepatotoxicitas kozott; amennyiben a 6-MMPr koncentrécio
meghaladja az 5700 pmol/8 x 108 VVT értéket, haromszorosara ndvekszik a hepatotoxicitas
kockazata [33,80,81]. Emellett a 6-TGN szint vizsgalata hasznos lehet azon betegek
esetében, akik az optimalisan beallitott AZA/6-merkaptopurin dozis ellenére sem reagalnak
a terapiara [82].

Yu és munkatéarsai nemrégiben publikaltak egy UPLC-UV mddszert a 6-TG és a 6-
MMP vizsgalatara vorosvértestekben [36]. Bar madszerik hasznosnak bizonyult az AZA
metabolitok elemzésére, az altalunk kifejlesztett és validalt modszer célzott
tdmegspektrometrias technikat és stabil izotdppal jelzett standardokat hasznal, ami nagyobb
pontossagot és szelektivitast biztosit. Bar a modszeriink lineéris dinamikus tartoméanya kissé
sziikebb, mint a Yu és munkatarsai altal kifejlesztett modszeré, azonban az MS-analizis
nagyobb érzékenysége miatt az LLOQ érték mindkét molekula esetében alacsonyabb. Az
MS-alapu azonositas nagy szelektivitast biztosit, ami lehetdvé teszi a potencialis zavaro
agensek kisztrését. A munkacsoportunk altal kifejlesztett UHPLC-MS mddszer alkalmas

vizsgalatara.
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7.3 A vizsgélatok korlatai

Munkank elsé részében egy gyors, érzékeny, validalt SRM analizissel kombinalt
UHPLC-UV moadszert fejlesztettiink , ami alkalmas a 33 AccQ-Tag-derivatizalt aminosav
¢és biogén amin egyidejii vizsgalatara. Bar a validalt mddszer jol hasznalhato a vizsgalt
testfolyadékok elemzésére, a mintavétel és a minta elokészitése kihivast jelenthet.
Eredményeink azt mutattdk, hogy a minta el6készitése soran keriilni kell a fagyasztasi-
olvasztasi ciklusokat, ezert a mintdk tarolasat és felhasznalasat a legnagyobb
korultekintessel kell végezni. Tovabbi korlatot jelenthet a mintadk egyedi variabilitasa és a
bazélis konnymintak alacsony gyiijthetd mennyisege. A konnytermelés sebessége
egyénenként jelent6s eltéréseket mutat, és sok esetben a koénnyminta gytijtés nem
lehetséges. A moddszeriink 3 pl konnymintat igényel, ezért az alacsony konnytermelési
rataval rendelkezd alanyok nem vonhatok be a vizsgalatokba. Kimutattuk, hogy a kdnnyek
aminosavtartalma nem csak az egyének kozott, hanem a bal és a jobb szem kozott is
nagymértékii valtozékonysagot mutat. A kdnnyminta gytijtés soran célszerii, ha ugyanaz a
személy végzi a mintagy(ijtést, a technikai eltérések minimalizalasa érdekében, de az egyéni
kilénbségek a konnyek Osszetételében tovabbra is problémat jelenthetnek. A bemutatott
modszert a vizsgalt két testfolyadékon Kivil mas, orvosi szempontbdl fontos testfolyadékok,
példaul nyal és verejték elemzésére is tovabb lehet optimalizéalni. Tovabbi korlatot jelentett,
hogy a biogén aminok koncentracidja tobbnyire a kvantitalasi hatar ald esett. Mig
egészséges korulmények kozott e biogén aminok koncentraci6ja alacsony a
testfolyadékokban, addig a kéros elvaltozasok, példaul a cukorbetegség, szamos molekula,
részében kifejlesztettiink és validaltunk egy célzott tomegspektrometrids médszert két AZA
metabolit, a 6-TG és 6-MMP mennyiségének vizsgalatara. Bar a modszer jol
hasznalhaténak bizonyult a klinikai mintdk elemzése soran, vizsgalatunk egyik limital6
tényezd6je, hogy csak ezen két AZA-metabolitra 0sszpontositottunk, mas potencialis
metabolitok, mint példaul a 6-tioinozinsav, vagy potencialis toxikus szarmazékok, mint
példaul a 6-tioinozin-monofoszfat elemzésére nem kerilt sor. Egy masik limital6 tényezot
az alkalmazott analitikai rendszer, amelynek tizemeltetésére csak megfeleléen kiképzett
szemelyzet képes. Azonban a tomegspektrometerek altal biztositott szelektivitas, amely
lehetdve teszi a célmolekulak megkiilonboztetését a potencidlisan interferald anyagoktol,
szllkségessé teszi az alkalmazasukat, kilondsen olyan esetekben, amikor fontos terapias

valtoztatasokkal kapcsolatos dontéseket kell hozni.

57



8. Osszefoglalas

A kutatds soran célunk human testfolyadek mintdk elemzésére alkalmas
metabolomikai mddszerek fejlesztése volt, melyek hianypdétloak a klinikai kutatasokban. Az
aminosavak és biogén aminok elemzése fontos informéacioval szolgalhat az
orvostudoményokban, &m legjobb tudoméasunk szerint jelenleg nincs olyan validalt
analitikai modszer amely alkalmas ezen molekuldk egyidejii vizsgalatara. Ezért
kifejlesztettink és az FDA iranyelvek szerint validaltunk egy UHPLC-MS modszert, ami
alkalmas 33 aminosav és biogén amin egyidejii gyors analizisére komplex bioldgiai
mintakbol. A validalt modszert szérum- és konnymintékon teszteltiik, bizonyitva a médszer
megbizhatosagat és alkalmazhatdsagat klinikai szempontbol relevans mintakon. Az
egészséges Onkéntesektdl gylijtdtt mintak analizisébdl szdrmazo eredmények dsszhangban
allnak a tudomanyos irodalomban fellelhetd adatokkal.

Az Azatioprin metabolitok vizsgélata fontos szereppel bir a terapids gydgyszerszint
bedllitdsdban, mely a kezelés hatékonysaga szempontjabol kiemelten fontos. Munkank
soran kifejlesztettiink és az Eurdpai Gyogyszertigynokség kritériumai szerint validaltunk
egy UHPLC-MS modszert két Azatioprin metabolit, a 6-tioguanin és a 6-
metilmerkaptopurin analizisere. A validalt modszert azatioprin kezelés alatt 116 autoimmun
hepatitiszben szenvedd betegek vérmintain teszteltiik. A kifejlesztett modszer alkalmasnak
meghatarozott koncentracio értékek 6sszhangban voltak a gyogyszer ddzisaval is. Az
eredmények alapjan a kifejlesztett modszer alkalmas a vizsgalt molekuldk mennyiségi
meghatarozasara klinikai mintakban, és segithet a gyogyszer dozisanak optimalizalasaban a

kezelés soran.
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9. Summary

The aim of our research was to develop metabolomic methods for the analysis of
human body fluid samples, which are a niche in clinical research. The analysis of amino
acids and biogenic amines can provide important information for the medical sciences, but
to the best of our knowledge there is currently no validated analytical method that can
simultaneously analyse these molecules. Therefore, we have developed and validated a
UHPLC-MS method according to the FDA guidelines for the rapid simultaneous analysis
of 33 amino acids and biogenic amines from complex biological samples. The validated
method was tested on serum and tear samples, demonstrating the reliability and applicability
of the method on samples with clinical relevance. The results obtained from the analysis of
samples collected from healthy volunteers are in agreement with data available in the
scientific literature.

The analysis of azathioprine metabolites plays an important role in the therapeutic
drug level adjustment, which has high importance in the efficacy of treatment. In our work,
we developed and validated a UHPLC-MS method for the analysis of two azathioprine
metabolites, 6-thioguanine and 6-methylmercaptopurine, according to the criteria of the
European Medicines Agency. The validated method was tested on blood samples from
patients with autoimmune hepatitis treated with azathioprine. The method developed proved
to be suitable for the determination of the concentrations of the two metabolites and the
determined concentration values were consistent with the dose of the drug. The results
suggest that the developed method is suitable for the quantification of the tested molecules

in clinical samples and may help to optimise the drug dose during treatment.
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12. Mellékletek

1. melléklet : A vizsgalt molekuldk PDA detektorral meghatarozott kalibracios paraméterei kiilonb6z6 matrixokban . tr: retencios id6, MQ: MilliQ viz, LOD: kimutatasi hatar, LOQ: kvantitalasi

hatar.
KomponensRovidités tr (perc) LOD (pmol/l) LOQ (umol/l) Lineéris taromany (umol/l) R2 Kalibracios egyenes
MQ Szérum Koénny| MQ Szérum Kénny| MQ Szérum Kénny| MQ  Szérum Kénny | MQ Szérum Koénny MQ Szérum Kdnny

Hisztidin His 1445 1445 1447 |1.811 2304 0.725 [6.036 7679 2.416 |1.00-25.00 2.50-30.00 1.00-25.00(0.9960 0.9929 0.9962 | y=3860.5x-2913 y=3892.1x-5107.1 y=3669.8x-2107.1
Aszparagin Asn |1.678 1677 1.679 |0.382 0.337 0.593 |1.272 1.124 1.976 |0.50-25.00 0.50-30.00 0.50-20.00|0.9946 0.9979 0.9981 |y=3828.2x-190.91 y=3748x-663.53 y=3720.2x-818.48
Taurin Tau (1916 1.917 1.915 |0.203 0.198 0.218 |0.677 0.659 0.728 [0.25-25.00 2.50-30.00 0.50-25.00/0.9987 0.9996 0.9977 | y=4890x-523.91 y=4729.1x-2402.4 y=4420.8x+312.95
Szerin Ser |2.370 2.367 2.372 |0.206 0.222 0.177 |[0.688 0.741 0.589 |0.25-25.00 2.50-25.00 0.50-25.00{0.9963 0.9983 0.9938 |y=4479.2x-66.304 y=4448.8x-1539.6 y=4009.3x+1387.1
Glutamin GIn |2547 2546 2550 |2.023 1911 1.672 |6.743 6.368 5.575 |0.50-25.00 0.50-30.00 1.00-25.00{0.9937 0.9973 0.9954 |y=1417.1x-106.37 y=1286x+1204.9 y=1389.2x+476.11
Arginin Arg |2.643 2643 2650 [1.372 0.097 0.779 |4572 0.325 2598 |0.50-20.00 0.50-25.00 1.00-25.00(0.9971 0.9909 0.9889 |y=1608.9x-750.81 y=1412.1x-372.8 y=1731x-193.31
Hisztamin Hsn 12748 2744 2754 |0.717 0.753 0.518 (2390 25510 1.728 |0.50-25.00 2.50-25.00 0.50-25.00(0.9964 0.9974 0.9950 |y=2629.8x-81.772 y=2668.8x-2084.9 y=2577.5x-546.46
Glicin Gly [2911 2906 2913 |0.407 0.379 0.736 |1.357 1.263 2.454 [0.50-25.00 2.50-30.00 1.00-25.00[0.9961 0.9992 0.9932 |y=4152.6x+635.83 y=4139.6x-1428.2 y=3710.6x+566.8
Etanolamin Eth |3.208 3205 3.212 [0.253 0.223 0.279 |0.844 0.745 0.931 |0.50-25.00 2.50-30.00 0.25-15.00{0.9952 0.9989 0.9995 |y=4658.6x-173.92 y=4606.2x-2136.7 y=4269.7x+269.24
Aszpartat Asp [3.482 3475 3.481 |0.253 0.223 0.204 |0.842 0.743 0.680 |0.50-25.00 0.50-30.00 0.50-20.00|0.9870 0.9964 0.9976 |y=4180.9x+305.26 y=4188.1x-278.46 y=4263.2-1075.9
Metil-amin Mea [3.876 3.870 3.879 |0.256 0.306 0.204 |0.853 1.018 0.681 |0.25-25.00 0.50-30.00 0.25-15.00|0.9885 0.9965 0.9991 |y=4057.6x-149.51 y=4080x-1009.4 y=3915x-408.56
Glutamat Glu |4.845 4840 4.841 |0.444 0.491 0.359 |1.481 1637 1.197 |0.25-25.00 0.50-30.00 0.25-15.00{0.9900 0.9971 0.9985 |y=3650.5x+159.46 y=3830.6x-290.2 y=3578.2x+69.564
Citrullin Cit 14940 4938 4938 |0.372 0438 0.277 (1240 1459 0.923 |0.25-25.00 2.50-30.00 0.25-15.00|0.9962 0.9989 0.9997 |y=4024.1x+36.865 y=4088.8x-1881.8 y=3734.5x+223.58
Treonin Thr 15493 5500 5514 {0.183 0.168 0.197 [0.609 0560 0.655 [0.25-25.00 2.50-30.00 1.00-25.00|0.9962 0.9991 0.9923 | y=4577x-189.99 y=4518.4x-1481.8 y=4097.2x+1032.5
Alanin Ala 5946 5956 5.977 |0.221 0.235 0.124 [0.735 0783 0.412 |0.25-25.00 1.00-30.00 0.25-15.00{0.9910 0.9973 0.9989 | y=4485.8x-301.83 y=4444.7x+401.51 y=4229.7x+46.267
Etil-amin Eta |6.146 6.157 6.181 |0.184 0.132 0.149 |0.614 0.440 0.496 |0.50-25.00 0.25-30.00 0.25-15.00|0.9809 0.9948 0.9982 |y=4651.6x+1115.2 y=4698.4x-191.1 y=4616.2x-299.08
Prolin Pro 16.356 6.378 6.417 {0.133 0.160 0.264 |0.444 0533 0.879 |0.25-25.00 2.50-30.00 1.00-25.00{0.9948 0.9987 0.9916 | y=4175.9x-37.55 y=4144.9x-1235.4 y=3756.1x+882.19
Ornitin Om 16914 6970 7.061 [0.149 0.167 0.164 |0.496 0557 0.545 |0.25-25.00 2.50-30.00 0.25-15.00{0.9892 0.9964 0.9987 |y=7707.5x-40.697 y=7813.7x-2198.1 y=7290.7x+363.3
Cisztein Cys |7.336 7.397 7.492 [0.168 0.140 0.200 {0.559 0.465 0.666 |0.50-25.00 2.50-30.00 1.00-25.00|0.9982 0.9995 0.9974 | y=3983x-579.2 y=3855x-1903.3 y=3483.4x+443.04
Lizin Lys |7.521 7578 7.668 |0.226 0.255 0.523 [0.753 0.849 1.742 (0.25-25.00 2.50-30.00 0.25-15.00(0.9859 0.9945 0.9983 |y=6416.8x+263.85 y=6297.1x-552.86 y=5433.3x-148.64
Tirozin Tyr |7.596 7.643 7.724 |0.168 0.243 0.780 |0.559 0.811 2.599 [0.50-25.00 2.50-30.00 0.50-25.00{0.9990 0.9996 0.9991 |y=4213.5x-194.44 y=3992.8x-2012.4 y=3402.4x+2.7552
Putreszcin Put |7.665 7.719 7.796 |0.141 0.261 0.132 |0.469 0.871 0.440 |0.25-25.00 2.50-30.00 0.25-15.00|0.9891 0.9966 0.9987 | y=7099.6x-194.6 y=7616.2x-3549.9 y=7072.7x-42.892
Metionin Met |7.865 7.887 7.922 [0.132 0.129 0.383 |0.440 0.431 1.276 |0.50-25.00 2.50-30.00 1.00-25.00(0.9970 0.9994 0.9949 | y=4363.9x-142.2 y=4184x-1767.6 y=3639.9x+879.88
Szerotonin Stn 7.920 7935 7.962 |0.814 0.124 0.383 |2.714 0.414 1.278 |0.50-30.00 2.50-25.00 0.25-30.000.9980 0.9978 0.9981 |y=3858.1x-1256.7 y=3782.5x-4345.7 y=3295.7x-47.009
Valin Val  |7.991 8001 8019 |{0.113 0391 0.208 [0.376 1304 0.693 [0.25-25.00 2.50-30.00 0.25-20.00|0.9943 0.9985 0.9982 |y=3972.4x+114.77 y=3670.1x-486.45 y=2371.7x+142.08
Kadaverin Cad |8.029 8033 8.044 |0.207 0.142 0.330 |0.690 0.472 1.100 |0.25-25.00 2.50-30.00 0.25-15.00|0.9858 0.9947 0.9977 |y=6926.8x+255.02 y=7099x-2537.3 y=5684.9x-79.418
Tiramin Tra |8.069 8.075 8.090 |[0.297 0.299 0.195 [0.990 0.995 0.649 |0.25-25.00 2.50-30.00 0.25-20.00|0.9983 0.9996 0.9992 |y=4229.9x+82.921 y=4164.2x-1991 y=4183.3x-270.81
Izoleucin lle 8.446 8453 8.468 |0.129 0.165 0.184 |0.431 0552 0.614 [0.25-25.00 2.50-30.00 0.50-20.000.9949 0.9986 0.9979 | y=4553x-38.987 y=4547.8x-1589.8 y=4396.9x-967.46
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1. melléklet folytatas

Komponens|Rovidités tr (perc) LOD (pmol/l) LOQ (umol/l) Lineéris taromany (umol/l) R2 Kalibracids egyenes
MQ Szérum Koénny| MQ Szérum Kénny| MQ Szérum Kénny| MQ  Szérum Kénny | MQ Szérum Koénny MQ Szérum Kdnny
Leucin Leu (8535 8544 8562 |0.108 0.113 0.245 |0.361 0.376 0.818 |0.25-20.00 0.50-25.00 0.25-20.00{0.9982 0.9974 0.9988 |y=5886.6x-913.74 y=5546x+747.22 y=5280.4x+157.72

Fenilalanin Phe 18.662 8673 8.696 |0.166 0.160 0.210 |0.552 0532 0.701 |0.25-25.00 2.50-30.00 0.50-25.00|0.9987 0.9996 0.9982 |y=4783.6x-200.49 y=4600.5x-2403.9 y=4259x+40.601
Triptofan Trp 8785 8794 8.807 |0.606 0.217 0.197 2020 0.724 0.656 |1.00-25.00 2.50-30.00 0.25-25.00|0.9992 0.9995 0.9993 |y=3638.1x-1608.8 y=3438.7x-3021.5 y=3197.3x-322.9

Triptamin+
2-fe|r?etil-zlamin Tpa+Pha(g.932 8931 8933 |0.143 0.175 0.267 |0.467 0.584 0.889 [0.25-25.00 2.50-30.00 0.25-25.00/0.9975 0.9995 0.9966 | y=10129x-1079.1 y=9741.7x-5269.3 y=8947.3x+2112.5

2. melléklet : A vizsgélt molekulédk SRM analizisselmeghatarozott kalibracios paraméterei kiilonb6z6 matrixokban . tr: retencios idé, MQ: MilliQ viz, LOD: kimutatasi hatar, LOQ: kvantitalasi

hatar.
Komonens [Révidités LODl(umoI/I.)' LOQ’(pmoI/I')' Lineéaris tarc,>mény (pn]olll) , R? _ Kalibréc,i()s egyenes _
MQ Szérum Konny| MQ Szérum Koénny| MQ Szerum  Koénny | MQ Szérum Koénny MQ Szerum Kdénny
Hisztidin His 0.615 0384 0.054 |2.050 1.281 0.182 | 0.25-5.00 0.25-15.00 0.25-30.00(0.9501 0.9571  0.9901 y=12312x+188.41 y=6690.8x+299.92 y=5816x+583
Aszparagin Asn 0104 0.065 0.093 |0.348 0.218 0.309 [0.25-25.00 0.25-30.00 0.25-30.00(0.9922 0.9971  0.9812 | y=371420x+303930  y=333720x+42504 y=301810x+59681
Taurin Tau |[0.106 0.079 0.134 [0.352 0.263 0.448 |0.25-15.00 0.25-15.00 0.25-10.00(0.9844 0.9939  0.991 y=124750x+184720 y=1091100x+222630 y=1132800x+131900
Szerin Ser 0338 0.123 0.161 |1.126 0.410 0.536 |0.25-20.00 0.25-15.00 0.25-20.00(0.9728 0.9939  0.9914 | y=230160x+43664 y=188530x+35518 y=173870x+41266

Glutamin GIn 0.267 0.114 0.104 {0.890 0.380 0.346 |0.25-20.00 0.25-30.00 0.25-20.00(0.9811 0.9933  0.9945 | y=116290x+9123.6 y=92320x+76101 y=89145x+6316.2
Arginin Arg |0.061 0.050 0.039 [0.203 0.166 0.131 |0.25-25.00 0.25-30.00 0.25-25.00(0.9969 0.9964  0.9958 y=75362x+1810.2 y=69439x+2550.3 y=64679x+4159.5
Hisztamin Hsn |0.195 0.107 0.074 |0.649 0.357 0.245 |0.25-15.00 0.25-10.00 0.25-10.00(0.9718 0.9954 0.99 y=1628100x+32780 y=1475700x+176490 y=1527800x+228440
Glicin Gly 0.400 0.140 0.105 [1.333 0.466 0.352 |0.25-15.00 0.25-15.00 0.25-20.00|0.969 0.9937  0.9928 y=87225x+43383 y=71687x+23415 y=66764x+22287
Etanolamin Eth 0.060 0.099 0.073 |0.200 0.331 0.243 | 0.25-2.50 0.25-5.00 0.25-2.50 [0.9946 0.9861  0.9891 | y=7892700x+578120 y=5700900x+1002000 y=6852100x+596130
Aszpartat Asp |0.057 0.108 0.130 {0.192 0.359 0.435 |0.25-20.00 0.25-30.00 0.25-20.00(0.9957 0.9957 0.9945 | y=243470x+15357 y=213400x+10136 y=209250x+14457
Metil-amin Mea [0.094 0.067 0.038 [0.313 0.223 0.127 | 0.25-2.50 0.25-2.50 0.25-2.50 {0.9899 0.9794 0.9879 |y=10998000x+854830 Y=9605800X+780600 y=9828200x+1005600
Glutamat Glu 0.176 0.156 0.048 [0.588 0.519 0.160 |0.25-20.00 0.25-30.00 0.25-20.00(0.9914 0.9955 0.9961 y=200980x+20420 y=172740x+15552 y=167000x+19499
Citrullin Cit 0.107 0.053 0.129 {0.358 0.177 0.431 |0.25-20.00 0.25-30.00 0.25-20.00(0.9903 0.9895  0.9924 | y=787570x+115960  y=651310x+115560 y=665430x+99481
Treonin Thr 0.105 0.053 0.094 |0.351 0.176  0.312 |0.25-25.00 0.25-30.00 0.25-20.00{0.9911 0.999  0.9969 | y=130650x+11749 y=114800x+15572 y=110240x+10328

Alanin Ala 0.176  0.088 0.110 |0.587 0.293  0.366 |0.25-20.00 0.25-30.00 0.25-20.00(0.9931 0.9931 0.9963 | y=321060x+38689  y=276410x+111620 y=282980x+38419
Etil-amin Eta 0.197 0.200 0.145 |0.657 0.666 0.482 | 0.25-1.00 0.25-1.00 0.25-1.00 {0.9967 0.9876  0.996 | y=3884500x+13176 y=12643000x+526520 y=11584000x+1455100
Prolin Pro 0.118 0.060 0.066 [0.393 0.201 0.221 |0.25-15.00 0.25-15.00 0.25-15.00(0.9897 0.9955 0.9729 | y=910020x+106240 y=819010x+132710  y=788890x+140950

Ornitin Orn |0.115 0.078 0.066 [0.383 0.259 0.222 |0.25-20.00 0.25-30.00 0.25-20.00(0.9943 0.9953  0.9981 | y=336010x+41211 y=285230x+35028 y=287020x+39900
Cisztein Cys |0.069 0.044 0.040 |0.231 0.146 0.132 |0.25-25.00 0.25-30.00 0.25-20.00(0.9953 0.9973  0.9977 | y=245860x+19091 y=211030x+26068 y=214730x+14727
Lizin Lys 0.097 0.079 0.074 [0.324 0.264 0.247 |0.25-25.00 0.25-30.00 0.25-20.00]0.9865 0.9933  0.9944 y=84038x+14540 y=70943x+16772 y=71621x+7238.7
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2. melléklet folytatas

Komonens Révidités LOD (umol/l) LOQ (umol/l) Lineéris taromany (umol/l) R? Kalibracios egyenes
MQ Szérum Koénny| MQ Szérum Kénny| MQ Szérum Koénny | MQ Szérum Konny MQ Szérum Kdénny
Tirozin Tyr 0.113 0.094 0.076 |0.377 0.314 0.253 |0.25-25.00 0.25-30.00 0.25-20.00(0.9905 0.995 0.9956 y=154990x+18819 y=128700x+16351 y=130000x+14760
Putreszcin Put 0.095 0.035 0.077 {0.317 0.118 0.257 |0.25-20.00 0.25-20.00 0.25-20.00(0.9912 0.9951 0.9917 | y=632210x+113100  y=569010x+77417 y=564250x+101050
Metionin Met 0.086 0.030 0.068 |0.286 0.100 0.227 [0.25-15.00 0.25-20.00 0.25-20.00(0.9949 0.9946 0.9912 y=751150x+75080 y=571340x+64245 y=534400x+69109
Szerotonint Stn! 0.076 0.030 0.116 |0.254 0.100 0.387 | 0.25-5.00 0.25-5.00 0.25-7.50 {0.9908 0.9992  0.9882 | y=2161700x+160200 y=1782800x+78256  y=1620900x+222090
Szerotonin? Stn? 0.167 0.025 0.416 [0.558 0.083 1.385 |0.25-15.00 0.25-20.00 0.25-20.000.9904 0.9972  0.969%4 y=31572x+2602.1 y=31062x+1033.9 y=23389x+2350.9
Valin Val 0.085 0.045 0.110 |0.284 0.150 0.366 |0.25-15.00 0.25-10.00 0.25-20.00({0.989 0.9972  0.9873 | y=736370x+102230 y=673670x+181120  y=567960x+102060
Kadaverin Cad 0.126 0.046 0.085 [0.420 0.154 0.285 |0.25-15.00 0.25-10.00 0.25-20.0010.984 0.9955 0.9913 | y=689730x+152960  y=645020x+48681 y=547430x+106030
Tiramin Tra 0280 0.133 0.162 {0.933 0.444 0.541 | 0.25-1.00 0.25-1.00 0.25-1.0 [0.9649 0.9946 0.9782 | y=7583600x+554690 y=6577500x+94653  y=6118600x+127410
I1zoleucin Ile 1.042 0.029 0.157 |3.472 0.098 0.523 | 0.25-1.00 0.25-5.00 0.25-5.00 [0.9925 0.9943 0.9747 | y=3822900x-3670.2 y=2493000x+431770 y=2356600x+322130
Leucin Leu 0.021 0.054 0.162 |0.071 0.179 0.540 | 0.25-2.50 0.25-5.00 0.25-5.00 {0.9927 0.9851  0.9771 | y=3502400x+164690 y=2581300x+507180 y=2410800x+298750
Fenilalanin Phe 0.097 0.046 1574 [0.322 0.153 5.247 |0.25-15.00 0.25-30.00 0.25-20.00(0.996 0.9971  0.9818 y=503990x+35433 y=412360x+55367 y=400020x+35017
Triptofan Trp 0.098 0.038 0.410 |0.326 0.128 1.365 |0.25-15.00 0.25-30.00 0.25-20.00{0.9956 0.9936  0.9707 | y=560190x+32549 y=432100x+45221 y=413050x+29569
Triptamin Tpa 0.601 0.674 0554 [2.004 2247 1.847 | 0.25-250 0.25-2.50 0.25-2.50 [0.9641 0.9432  0.9506 | y=3685800x+385210 y=3700100x+106100 y=2748700x+354500
2—£emniert111— Pha 0.072 0.858 0.725 |0.241 2.860 2417 | 0.25-2.50 0.25-1.00 0.25-2.50 [0.9402 0.9947  0.9533 |y=4511600x+1890500 y=5292600x+373080 y=5132000x+857750

3. melléklet : Egy napon beliili és napok kéz6tti pontossag €s variabilitas.

ocC Napon beliili variabilitas (n=5) Napok kozotti variabilitas (n=15)
Komponens koncentracié Atlag (1:1 ?:;;II)I tracio RSD% Pontossag % Atlag (1:1?:0(]78 tracio RSD% Pontossag %
mol/I
(u ) MQ Szérum Kénny| MQ Szérum Koénny| MQ Szérum Konny| MQ Szérum Kénny| MQ Szérum Kénny| MQ Szérum Koénny
2.5 2804 2821 2779 | 1.23 0.83 0.72 |112.18 112.83 111.15| 2.787 2.815 2762 | 1.43 1.54 1.28 |[111.47 112.59 110.48
Hisztidin 7.5 8131 7981 8119 | 1.99 2.18 0.13 |108.41 106.41 108.25| 7959 7.886 7.994 | 2.07 1.73 2.32 |106.12 105.14 106.59
15 15.188 16.572 16.757 | 6.22 0.27 1.84 [101.25 110.48 111.71|15.979 16.365 16.855| 5.36 1.37 1.45 [106.53 109.10 112.37
2.5 2.728 2709 2756 | 3.41 0.72 0.88 |109.13 108.37 110.24 | 2.728 2.713 2.826 | 3.90 2.69 4.07 [109.12 108.51 113.04
Aszparagin 7.5 8199 8494 8362 | 2.30 0.71 0.50 |109.32 11326 111.50| 8.378 8.576 8277 | 2.35 2.68 1.87 [111.71 114.35 110.36
15 15.494 16.434 17.099 | 1.95 1.65 0.59 |103.29 109.56 114.00 | 15.951 15.786 16.604 | 2.85 422 2.56 |106.34 105.24 110.69
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3. melléklet folytatas

QC Napon beliili variabilitas (n=5) Napok kozotti variabilitas (n=15)
Komponens koncentracid Atlag (1; ?:OCIE;II)I tracio RSD% Pontossag % Atlag (1;?:;;'1)1 tracio RSD% Pontossag %

(wmol/h) MQ Szérum Kénny| MQ Szérum Konny| MQ Szérum Konny| MQ Szérum Konny| MQ Szérum Kénny| MQ Szérum Konny

25 2397 2734 2400 | 262 076 335 | 9589 109.36 96.00 | 2.369 2.788 2.446 | 240 315 298 | 9475 111.51 97.83

Taurin 7.5 7358 8295 7.971 1.31 0.52 1.10 | 98.10 110.60 106.29 | 7.342 8229 7.749 | 147 1.09 349 | 97.89 109.72 103.32
15 13957 16.087 16213 | 0.73 020 1.25 | 93.05 107.24 108.09 | 14.422 15411 16.168 | 2.47 457 091 | 96.15 102.74 107.79

25 2571 2677 2557 | 1.84 1.01 235 |102.84 107.09 102.27 | 2.557 2.688 2598 | 237 1.08 193 |102.29 107.51 103.93

Szerin 7.5 7.740 8360 8328 | 0.60 0.46 1.24 |103.19 11147 111.04| 7.714 8333 8.031 | 0.66 0.77 4.69 |102.85 111.10 107.08
15 14194 15734 17119 | 024 024 042 | 9462 104.89 114.13|14.822 15.038 16.700 | 3.15 455 194 | 98.82 100.25 111.33

25 2732 2636 2727 | 138 312  0.88 |109.27 10543 109.06 | 2.676 2.583 2.662 | 219 454 3.29 |107.04 103.32 106.48

Glutamin 7.5 8465 8.079 8004 | 210 289 1.34 |112.87 107.72 106.72 | 8.321 7.990 7.957 | 258 266 257 |110.95 106.53 106.09
15 16476 16311 16.629 | 198 143 1.66 |109.84 108.74 110.86|16.563 16.326 16.332| 1.74 238 329 |110.42 108.84 108.88

25 2856 2521 2511 | 622 145 4.04 |114.22 100.85 100.44 | 2.500 2.402 2.412 | 1493 895 471 |100.00 96.09 96.48

Arginin 7.5 8307 7443 7570 | 3.10 247 4.06 |110.76 99.24 10094 | 7.423 7.323 6.863 | 936 739 1498 | 9897 97.64 91.51

15 15.604 16335 13798 | 3.65 122 240 |104.02 108.90 91.99 |14.693 15.173 14.005| 10.11 7.07 849 | 9795 101.15 93.37

25 2245 2607 2406 | 234 037 258 | 89.82 104.26 96.26 | 2.134 2591 2262 | 799 180 850 | 85.36 103.65 90.46

Hisztamin 7.5 7565 6819 7145 | 258 125 143 |100.87 90.92 9526 | 6.819 6.826 6.599 | 850 213 1253 | 90.92 91.01 87.98

15 13466 14405 13708 | 2.01 1.60 2.34 | 89.77 96.03 91.39 |13.444 13373 14.003| 2.79 6.16 3.79 | 89.63 89.15 93.36

25 2406 2742 2669 | 220 223  1.88 | 96.25 109.67 106.76 | 2.464 2.732 2.699 | 3.02 1.66 175 | 9857 109.27 107.95

Glicin 7.5 7584 8477 8516 | 092 156  0.66 |101.12 113.03 113.54 | 7.565 8.443 8212 | 1.13 1.09 4.63 |100.86 112.57 109.49
15 14226 16.146 16981 | 1.26 0.89 048 | 94.84 107.64 113.20 |14.906 15413 16.928 | 3.58 457 0.69 | 99.37 102.76 112.86

25 2545 2721 2730 | 1.73  0.87 255 |101.81 108.84 109.18 | 2.520 2.766 2.680 | 1.61 250  2.80 |100.81 110.65 107.22
Etanolamin 7.5 7526 8213 8206 | 093 1.01 1.08 |100.34 109.50 109.41| 7.545 8.156 7.850 | 1.05 0.85 4.73 |100.60 108.74 104.67
15 13.962 15479 16551 | 0.50 035 050 | 93.08 103.19 110.34 |14.567 14.785 16.148| 290 481 2.03 | 97.11 98.57 107.65
25 2521 2586 2791 | 294 206 243 |100.83 103.46 111.62 | 2.517 2577 2817 | 2.84 695 2.86 |100.69 103.06 112.67

Aszpartat 7.5 7896 8420 8070 | 1.10 1.04 0.65 |105.28 112.27 107.60 | 7.935 8.175 7.715| 0.87 233  4.23 |105.80 109.00 102.86
15 14.263 14.363 15855 | 0.64 029 092 | 95.09 9575 105.70|14.914 13996 15.115| 3.95 214 3.87 | 9942 93.30 100.77

25 2657 2789 2726 | 271 201 1.61 |106.28 111.55 109.06 | 2.619 2.735 2.812 | 311 553 3.23 |104.77 109.41 112.46

Metil-amin 7.5 7960 8491 8329 | 147 064 153 |106.13 113.21 111.05| 8.031 8265 7.866 | 1.64 235 4.85 |107.08 110.20 104.88
15 14484 14583 16.826 | 0.34 047 0.19 | 9656 9722 11217 |15.044 14360 15899 | 441 221 457 |100.30 95.73 105.99
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3. melléklet folytatas

QC Napon beliili variabilitas (n=5) Napok kozotti variabilitas (n=15)
Komponens koncentracio Atlag (l;?:oclill)l tracio RSD% Pontossag % Atlag (1;?:;;'1)1 tracto RSD% Pontossag %

(wmol/h) MQ Szérum Kénny| MQ Szérum Konny| MQ Szérum Konny| MQ Szérum Konny| MQ Szérum Kénny| MQ Szérum Konny
2.5 2761  2.668 2.771 5.09 0.53 1.16 11043 106.71 110.84 | 2.722 2.729 2.833 | 4.03 3.97 3.07 |108.86 109.14 113.33
Glutamat 7.5 8.217 8463 8268 | 4.64 2.21 0.63 |109.56 112.84 110.24 | 8.312 8.532 8.091 | 2.78 1.80 3.07 |110.83 113.76 107.88
15 15.068 14.960 16.780 | 4.09 034 043 |100.45 99.73 111.87|15.814 14.611 16.364 | 437 234 233 |10543 9741 109.09
25 2665 2788 2779 | 433 087 037 |106.61 11150 111.17| 2.661 2.783 2.840 | 2.82 1.62 1.85 |106.43 111.30 113.58
Citrullin 7.5 8.116 8500 8597 | 3.63 0.62 0.41 |108.21 113.33 114.63 | 8.131 8.575 8.403 | 2.09 0.82 391 |108.42 114.34 112.04
15 15.046 16.120 17.031 | 3.98 0.23 0.24 |100.31 107.47 11354 |15.732 15579 17.156| 390 4.28 1.07 |104.88 103.86 114.38
25 2599 2666 2635 | 203 025 1.02 |103.95 106.65 105.41| 2.572 2.733 2.646 | 223 3.82 1.11 |102.88 109.32 105.86
Treonin 7.5 7727 8498 8399 | 055 049 0.63 |103.02 113.31 111.99 | 7.760 8.371 8.094 | 1.01 1.18 4.59 |103.46 111.62 107.92
15 14261 15.809 17220 | 0.28 041 045 | 95.07 105.40 114.80 |14.895 15.060 16.758 | 3.16  4.67 211 | 99.30 100.40 111.72
25 2679 2713 2723 | 096 1.13 247 |107.17 108.53 108.93 | 2.637 2.689 2739 | 330 154 250 |105.49 107.57 109.54
Alanin 7.5 7964 8171 8465 | 027 1.00 0.38 |106.18 108.95 112.86 | 8.026 8.417 8.006 | 0.97 222 585 |107.01 11223 106.75
15 14501 15364 17.038 | 0.30 036 0.38 | 96.67 102.43 113.59|15.144 14.854 16.318 | 3.53 3.25 3.41 |100.96 99.02 108.79
25 2613 2758 2824 | 2.68 159 134 |10450 110.33 11298 | 2.571 2.682 2836 | 2.00 6.32 2.09 |102.84 107.29 113.42
Etil-amin 7.5 8.147 8534 8441 | 0.65 023 057 |108.63 113.78 11255| 8.172 8381 7949 | 132 172 4.74 |108.97 111.75 105.99
15 14.891 14522 16989 | 0.17 026 025 | 99.28 96.81 113.26|15.411 14417 15862 | 519 127 5.64 |102.74 96.11 105.75
25 2531 2803 2553 | 032 850 059 |101.26 112.11 102.13| 2.531 2.796 2594 | 159 545 136 |101.25 111.84 103.77
Prolin 7.5 7666 8360 8304 | 022 031 036 [102.21 11147 110.72 | 7.667 8312 7964 | 049 048 4.65 |102.23 110.83 106.19
15 14253 15652 17.046 | 1.55 126 021 | 95.02 104.35 113.64|14.766 14945 16533 | 2.81 449 233 | 9844 99.63 110.22
25 2704 2822 2781 | 133 027 032 |108.15 112.89 111.22| 2.723 2.803 2862 | 1.27 0.73 250 |108.94 112.13 114.49
Ornitin 7.5 7974 8552 8541 | 1.03 025 0.27 |106.32 114.02 113.88 | 8.108 8440 8.101 | 1.64 1.03 4.64 |108.11 112.54 108.01
15 14391 15.039 17.014 | 037 020 046 | 9594 100.26 113.43|15.205 14490 16.349| 445 397 339 |101.37 96.60 108.99
25 2563 2813 2633 | 046 051 1.69 |102.51 11252 105.32| 2.565 2.835 2.656 | 1.51 158 123 |102.58 113.39 106.25
Cisztein 7.5 7588 8306 8352 | 0.86 023 039 |101.18 110.75 111.36| 7512 8208 8124 | 098 091 4.31 |100.16 109.44 108.32
15 14159 16201 17.161 | 0.27 023  0.35 | 9440 108.00 114.40|14.595 15220 16.774| 223 629 1.85 | 97.30 101.46 111.83
25 2787 2747 2795 | 243 154 099 |111.50 109.86 111.81 | 2.728 2.772 2789 | 217 141 1.33 |109.12 110.87 111.58
Lizin 7.5 8390 8251 8411 | 062 112 0.1 |111.87 110.02 112.14| 8274 8.290 8.423 | 236 0.83 0.89 |110.32 110.53 112.31
15 15160 16.111 16944 | 0.56 041 127 |101.07 107.41 112.96 |15.479 15202 17.141| 440 556  1.30 |103.20 101.35 114.27
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3. melléklet folytatas

Napon beliili variabilitas (n=5) Napok kozotti variabilitas (n=15)
Qc Atlag koncentraci6 Atlag koncentraci6
Komponens koncentracié RSD% Pontossag % RSD% Pontossag %
(umol/l) (pmol/l) (umol/1)

MQ Szérum Kénny| MQ Szérum Konny| MQ Szérum Kénny| MQ Szérum Kénny| MQ Szérum Konny| MQ Szérum Koénny

2.5 2486 2720 2640 | 237 147 137 | 9944 108.79 105.61 | 2.358 2715 2615 | 447 092 173 | 9430 108.60 104.60

Tirosin 7.5 7876 7.684 7441 | 1.77 1.88  3.42 |105.01 102.45 99.21 | 7.580 7.538 7.483 | 3.45 3.37 4.59 |101.07 100.51 99.78
15 15402 15918 16.000 | 0.74 142  3.36 |102.68 106.12 106.67 | 15135 15.255 16.120| 2.03 3.85 3.98 |100.90 101.70 107.47

2.5 2797 2824 269 | 1.39 0.22 1.32 |111.89 11297 107.82| 2.828 2811 2.801 | 1.92 0.79 291 |113.12 112.44 112.03

Putreszcin 7.5 8.365 8.428  8.461 1.32 0.55 0.33 |111.53 112.38 112.81 | 8.569 8.445 8.063 | 1.96 0.95 4.89 |114.25 112.60 107.51
15 15209 14965 17139 | 051 0.70 0.69 [101.40 99.77 114.26 |16.188 14.681 16.535| 479 3.04 2.85 |107.92 97.87 110.23

2.5 2725 2810 2503 | 2.04 047 1.07 |109.01 112.38 100.13 | 2.716 2799 2515 | 125 171 2.85 |108.65 111.96 100.61

Metionin 7.5 8172 8031 8292 | 074 084 0.82 |108.96 107.08 110.56 | 8.069 8.037 8393 | 1.55 1.11 252 |107.59 107.16 111.91
15 15201 16930 16918 | 023 112  1.09 |101.34 112.87 112.79 |15.671 16.312 16954 | 2.30 451 0.79 |104.47 108.75 113.03

2.5 2368 2.853 2481 | 1.09 041 096 | 9473 114.12 99.22 | 2306 2.835 2437 | 246 090 158 | 9222 11342 97.50

Szerotonin 7.5 6.714 7601 7483 | 028 016 031 | 8952 101.34 99.78 | 6.484 7527 7264 | 363 114 376 | 8645 100.37 96.85
15 12.849 15170 15709 | 018 0.16  0.25 | 8566 101.13 104.73|12.927 14.394 15529 | 131 562 0.93 | 8618 95.96 103.53

2.5 2709 2810 2606 | 129 132 341 |108.37 112.39 104.26 | 2.633 2761 2.617 | 294 3.08 444 |105.32 110.46 104.69

Valin 7.5 8367 8202 8287 | 1.30 138 258 |111.55 109.36 110.50 | 7.931 8.143 8.216 | 435 157 1.80 |105.74 108.57 109.54
15 15772 16.835 16810 | 0.14 117 197 [105.15 112.23 112.07 |15.673 16.155 16203 | 1.65 415 3.14 |104.49 107.70 108.02

2.5 2785 2739 2755 | 324 084 323 |111.39 109.57 11022 | 2.772 2778 2769 | 341 280 236 |110.89 111.12 110.76

Kadaverin 7.5 8451 8549 8354 | 1.11 014 176 |112.68 11398 111.39| 8581 8.613 8388 | 1.57 143 159 |114.41 114.84 111.84
15 15358 15.694 17018 | 0.72 019 140 [102.39 104.63 113.45|16.333 15.367 17.053| 560 3.75 0.99 |108.89 102.44 113.68

2.5 2540 2692 2699 | 072 191 038 |101.59 107.66 107.94| 2.662 2726 2.829 | 341 1.68 3.39 |106.48 109.03 113.15

Tiramin 7.5 7.675 8400 7.846 | 081 028  0.65 |102.33 112.00 104.61 | 7.914 8522 7958 | 230 255 3.70 |10552 113.62 106.10
15 14641 16.606 15790 | 0.63 0.10 033 | 97.61 110.71 10527 |15.563 16.409 16.230 | 437 2.84 2.09 |103.75 109.39 108.20

25 2520 2774 2817 | 1.10 554 117 |100.81 110.97 112.67 | 2.562 2771 2749 | 232 322 227 |102.47 110.86 109.95

Izoleucin 7.5 7544 8267 8136 | 144 114 1.35 |100.58 110.23 108.48 | 7.721 8295 7.946 | 1.89 073  4.02 |102.95 110.59 105.95
15 13.820 15344 16291 | 1.76 118 131 | 92.13 10229 108.61 |14.778 14.886 16.027 | 4.89 3.62 147 | 9852 99.24 106.85

2.5 2742 2667 2750 | 170 094 076 |109.68 106.67 109.99 | 2.743 2.623 2791 | 270 532 126 |109.74 10490 111.65

Leucin 7.5 7732 8263 838 | 046 031 048 |103.09 110.17 111.81| 7.830 8.152 7.527 | 1.32 1.02 14.45 |104.40 108.69 100.36
15 13.865 15.018 16463 | 035 0.15 0.16 | 9243 100.12 109.76 | 14.524 14.439 15946 | 341 355 255 | 96.83 96.26 106.30
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3. melléklet folytatas

Napon beliili variabilitas (n=5)

Napok kozotti variabilitas (n=15)

QcC X . A .y
Komponens koncentracio Atlag koncentricio RSD% Pontossag % Atlag koncentricio RSD% Pontossag %
(umol/l) (pmol/l) (umol/1)

MQ Szérum Kénny| MQ Szérum Konny| MQ Szérum Kénny| MQ Szérum Kénny| MQ Szérum Konny| MQ Szérum Koénny

2.5 2430 2679 2740 | 118 088 122 | 9721 107.14 10959 | 2.392 2819 2697 | 205 596 159 | 95.68 112.77 107.89

Fenilalanin 7.5 7471 8419 8360 | 0.70 0.66 094 | 99.61 11225 11146 | 7331 8323 8130 | 1.58 1.00 3.68 | 97.74 110.98 108.41
15 14200 16579 16972 | 0.70 059 048 | 94.66 110.53 113.15|14.548 15.781 16.788| 191 478 0.93 | 96.99 10521 111.92

2.5 2764 2798 2725 | 0.72  0.83 0.65 |110.57 111.92 109.01 | 2.809 2.818 2739 | 2.63 1.28 0.97 |112.38 112.71 109.56

Triptofan 7.5 8602 8300 7382 | 039 099 1.74 |114.70 110.66 98.42 | 8514 8274 7.401 | 0.82 2.79 229 |113.52 110.31 98.68
15 16213 16968 16953 | 0.74 1.06  0.87 |[108.09 113.12 113.02 |16.604 17.153 16.955| 1.78 1,51 1.01 |110.69 114.36 113.04

Triptamin + 2-fenetil- 2.5 2505 2576 2495 1.07 0.41 0.69 | 10020 103.05 99.79 | 2501 2578  2.500 1.11 1.22 0.75 | 100.03 103.13  99.99
amin 7.5 7393 8129 7934 0.25 0.19 0.32 98.57 10839 10578 | 7.335 8.112 7.815 0.95 0.44 2.61 97.80 108.16 104.20

15 14.028 15963 16.300 | 0.11 0.26 0.21 93.52 106.42 108.66 | 14.359 15352 16.235 | 1.85 4.24 0.35 95.73 102.35 108.23
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4. melléklet: Visszanyerés és matrixhatas

QC Atlag koncentracié (umol/l) Visszanyerés % Matrix hatas %
Komponens ko?ﬁﬁ%r/fl)cié MQ Szérum Koénny | MQ  Szérum Konny |Szérum Konny
25 2.804 2.821 2779 | 11218 11283 111.15 | 25.80 -2.24
Hisztidin 75 8.131 7.981 8.119 | 108.41 10641 108.25 8.86 2.77
15 15.188 16.572 16.757 | 101.25 11048 111.71 | -6.59 -6.58
25 2.728 2.709 2,756 | 109.13 108.37 110.24 7.44 7.98
Aszparagin 75 8.199 8.494 8.362 | 109.32 113.26 111.50 0.08 2.90
15 15.494 16.434 17.099 | 103.29 109.56 114.00 | -3.06 -6.21
25 2.397 2.734 2.400 9589  109.36  96.00 6.00 2.47
Taurin 75 7.358 8.295 7.971 98.10 110.60 106.29 | -3.86 -0.27
15 13.957 16.087 16.213 | 93.05 107.24 108.09 | -8.78 -6.29
25 2,571 2.677 2557 | 102.84 107.09 102.27 9.42 -1.64
Szerin 75 7.740 8.360 8.328 | 103.19 11147 11104 | -3.04 -0.51
15 14194 15734 17.119 | 94.62 104.89 11413 | -7.79 -10.25
25 2.732 2.636 2.727 | 109.27 10543 109.06 | -22.04 -13.25
Glutamin 75 8.465 8.079 8.004 | 112.87 107.72 106.72 2.48 2.48
15 16.476 16.311 16.629 | 109.84 108.74 110.86 4.56 -1.44
25 2.856 2.521 2511 | 11422 100.85 100.44 | 17.07 -8.06
Arginin 75 8.307 7.443 7570 | 110.76  99.24  100.94 | 19.64 -2.35
15 15.604 16.335 13.798 | 104.02 108.90 91.99 6.82 2.72
25 2.245 2.607 2.406 89.82 104.26  96.26 16.35 2.87
Hisztamin 75 7.565 6.819 7.145 | 100.87  90.92 95.26 18.67 9.81
15 13.466 14.405 13.708 | 89.77 96.03 91.39 -2.91 154
25 2.406 2.742 2.669 96.25  109.67 106.76 6.64 1.49
Glicin 75 7.584 8.477 8.516 | 101.12 113.03 11354 | -4.78 -0.12
15 14226  16.146 16.981 | 94.84  107.64 113.20 | -9.54 -6.47
25 2.545 2.721 2,730 | 101.81 108.84 109.18 | 11.01 -2.06
Etanolamin 75 7.526 8.213 8.206 | 100.34 109.50 109.41 | -2.32 -1.20
15 13.962 15479 16.551 | 93.08 103.19 110.34 | -6.62 -9.35
25 2.521 2.586 2,791 | 100.83 10346 111.62 2.67 0.21
Aszpartat 75 7.896 8.420 8.070 | 105.28 112.27 107.60 | -5.00 -0.03
15 14.263 14363 15.855 | 95.09 95.75  105.70 0.11 -10.98
25 2.657 2.789 2,726 | 106.28 11155 109.06 2.47 3.45
Metil-amin 75 7.960 8.491 8.329 | 106.13 113.21 111.05 | -4.62 -0.16
15 14.484 14583 16.826 | 96.56 97.22  112.17 0.23 -11.67
25 2.761 2.668 2771 | 11043 106.71 110.84 3.01 2.47
Glutamat 75 8.217 8.463 8.268 | 109.56 112.84 110.24 | -6.55 1.67
15 15.068 14.960 16.780 | 100.45 99.73 11187 | -3.35 -8.97
25 2.665 2.788 2.779 106.61 111.50 111.17 11.58 1.49
Citrullin 75 8.116 8.500 8597 | 108.21 113.33 11463 | -0.54 1.12
15 15.046 16.120 17.031 | 100.31 107.47 11354 | -5.69 -5.35
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4. melléklet folytatas

QC Atlag koncentracié (umol/l) Visszanyerés % Matrix hatas %
Komponens ko?ﬁﬁ%r/fl)cié MQ Szérum Koénny | MQ  Szérum Konny |Szérum Konny

25 2.599 2.666 2635 | 103.95 106.65 105.41 9.73 -1.07

Treonin 75 7.727 8.498 8399 | 103.02 11331 11199 | -4.95 -0.77

15 14261 15809 17.220 | 95.07 10540 114.80 | -7.48 -9.99

25 2.679 2.713 2,723 | 107.17 108,53 108.93 | -6.35 1.30

Alanin 75 7.964 8.171 8.465 | 106.18 108.95 112.86 | -3.67 -1.21
15 14501 15364 17.038 | 96.67 10243 11359 | -6.09 -11.37

25 2.613 2.758 2.824 | 10450 110.33 112.98 3.77 3.99

Etil-amin 75 8.147 8.534 8.441 | 108.63 113.78 11255 | -2.28 0.90
15 14.891 14522 16.989 | 99.28 96.81  113.26 3.34 -10.99

25 2.531 2.803 2553 | 101.26 11211 102.13 1.44 0.58

Prolin 75 7666 8360 8304 | 10221 11147 11072 | -451  -0.31

15 14.253 15.652 17.046 | 95.02 104.35 113.64 | -7.00 -9.12

25 2.704 2.822 2,781 | 108.15 112.89 111.22 4.54 0.79

Ornitin 75 7.974 8.552 8.541 | 106.32 114.02 113.88 | -5.21 -1.98
15 14.391 15.039 17.014 | 95.94 100.26 113.43 | -4.00 -12.21

25 2.563 2.813 2.633 | 10251 11252 105.32 7.14 0.14

Cisztein 75 7.588 8.306 8352 | 101.18 110.75 11136 | -1.59 0.37

15 14159 16.201 17.161 94.40 108.00 114.40 -8.48 -7.89

25 2.787 2.747 2.795 111.50 109.86 111.81 7.76 17.14

Lizin 75 8390 8251 8411 | 111.87 11002 11214 | 498 1581

15 15.160 16.111 16.944 | 101.07 107.41 112.96 -3.44 5.78

25 2.486 2.720 2.640 99.44  108.79 105.61 | 13.94 12.59

Tirozin 75 7.876 7.684 7.441 | 105.01 10245 99.21 13.10 23.25
15 15.402 15918 16.000 | 102.68 106.12 106.67 4.88 15.85

25 2.797 2.824 2.696 | 111.89 11297 107.82 8.67 3.27

Putreszcin 75 8.365 8.428 8.461 | 11153 112.38 112.81 | -2.45 -1.02
15 15209 14965 17.139 | 101.40 99.77 114.26 -2.45 -12.42

25 2.725 2.810 2503 | 109.01 112.38 100.13 | 15.00 14.97

Methonin 75 8.172 8.031 8.292 | 108.96 107.08 110.56 | 10.38 12.56

15 15201 16.930 16.918 | 101.34 11287 112.79 -4.34 5.64

25 2.368 2.853 2.481 9473 11412  99.22 18.20 -3.14

Szerotonin 75 6.714 7.601 7.483 89.52 101.34  99.78 0.99 0.13

15 12.849 15170 15.709 | 85.66  101.13 104.73 | -9.76 -7.05

25 2.709 2.810 2.606 | 108.37 112.39 104.26 9.67 41.86

valin 75 8.367 8.202 8.287 | 11155 109.36 110.50 | 11.20 40.64
15 15.772 16.835 16.810 | 105.15 112.23 112.07 2.34 36.26

25 2.785 2.739 2755 | 111.39 109.57 110.22 | 13.49 20.26

Kadaverin 75 8.451 8.549 8.354 | 112.68 113.98 111.39 1.09 19.35

15 15.358 15.694 17.018 | 102.39 104.63 11345 | -2.10 9.35
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4. melléklet folytatas

QC Atlag koncentracié (umol/l) Visszanyerés % Matrix hatas %
Komponens ko?ﬁﬁ%r/fl)cié MQ Szérum Koénny | MQ  Szérum Konny |Szérum Konny
25 2.540 2.692 2.699 101.59 107.66 107.94 14.86 -1.77
Tiramin 75 7675 8400  7.846 | 10233 112.00 10461 | -1.35  -0.01
15 14.641 16.606 15.790 97.61 110.71  105.27 -8.30 -6.08
25 2.520 2.774 2.817 100.81  110.97 112.67 3.57 0.16
Iz0leucin 75 7544 8267 8136 | 10058 110.23 10848 | -496  -1.45
15 13.820 15.344 16.291 92.13 102.29 108.61 -8.44 -12.37
25 2.742 2.667 2.750 109.68 106.67 109.99 -2.04 3.61
Leucin 75 7732 8263 838 | 103.09 11017 111.81 | -442 036
15 13.865 15.018 16.463 92.43 100.12  109.76 -4.13 -7.91
25 2.430 2.679 2.740 97.21 107.14  109.59 13.18 -2.49
Fenilalanin 75 7471 8419 8360 | 99.61 11225 11146 | 222  -0.30
15 14200 16.579 16.972 94.66 110.53 113.15 -9.07 -6.79
25 2.764 2.798 2.725 110.57 11192 109.01 21.87 0.67
Triptofan 75 8.602 8300  7.382 | 11470 110.66 98.42 | 14.04 2159
15 16.213 16.968 16.953 | 108.09 113.12 113.02 3.57 6.09
25 2.505 2.576 2.495 100.20  103.05 99.79 18.39 -0.57
Triptamin + 2- 75 7393 8129  7.934 | 9857 10839 10578 | 017  0.96
fenetil-amin
15 14.028 15.963 16.300 93.52 106.42  108.66 -6.54 -4.92

71



5.Melléklet: Autosapler stabilitas és fagyasztas-olvasztas cilklus stabilitas

Autosampler stabilitas

Fagyasztas-olvasztas ciklus derivatizacio elétt

Fagyasztas-olvasztas ciklus derivatizacié utan

Komponens konceQntrécié Atlag konc:a/rlnrauo Visszanyerés % Atlag konc;a/?tramo Visszanyerés % Atlag konc:e/?trauo Visszanyerés %
(umoll) r— — o) _— — o) _— ——

MQ Szérum Konny| MQ Szérum Kénny| MQ Szérum Kénny| MQ Szérum Kénny| MQ Szérum Konny| MQ Szérum Kénny

25 1.823 2348 2.035 | 7291 9394 8140 | 1.032 1.666 1.198 | 41.27 66.64 47.94 | 1.488 1592 1221 | 59.50 63.69 48.83

Hisztidin 7.5 6.649 7.394 5806 | 88.65 98.58 77.41 | 5412 4127 5307 | 72.16 55.02 70.76 | 5129 5.880 5.198 | 68.38 78.40 69.31
15 13.742 13.421 15.011| 91.62 89.47 100.08 | 9.167 10.495 10.741| 61.11 69.96 71.61 | 8.783 10.673 11.118| 58.55 71.15 74.12

2.5 2.341 2230 2333 | 93.66 89.19 9334 | 1.716 2269 2115 | 68.62 90.75 84.60 | 1.905 2.105 2093 | 76.20 84.22 83.72

Aszparagin 7.5 6.978 6.763 6.804 | 93.04 90.17 90.72 | 6.690 5.780 6.836 | 89.20 77.06 91.15 | 5.609 6.050 6.042 | 74.79 80.67 80.56
15 13.269 12.835 14.023 | 88.46 85.57 9348 |11.422 13.521 12.125| 76.15 90.14 80.84 | 9.856 12.536 12.523 | 65.70 83.57 83.48

25 2305 2675 2277 | 9220 106.98 91.10 | 1.872 2.650 1.933 | 74.87 105.99 77.33 | 2.124 2435 2030 | 8495 9741 81.19

Taurin 7.5 7.205 7.791 7.313 | 96.07 103.88 97.50 | 7.061 6.437 7.456 | 94.14 8583 99.41 | 6.353 7.096 6.737 | 84.71 94.62 89.82
15 14.004 13.982 15.754| 93.36  93.21 105.02 | 12.144 14.466 13.148 | 80.96 96.44 87.65 |11.072 13.852 14.245| 73.82 92.35 94.97

2.5 2411 2636 2169 | 96.44 10545 86.78 | 1.711 2.567 1.853 | 68.46 102.68 74.11 | 2.088 2.340 1.867 | 83.54 93.61 74.69

Szerin 7.5 7.249 7.417 7.222 | 96.65 98.89 96.30 | 6.845 6.007 7.239 | 91.26 80.09 96.52 | 6.033 6.584 6.341 | 80.45 87.78 84.55
15 13.858 13.498 15.624 | 92.39 89.99 104.16 |11.632 13.674 12.763 | 77.55 91.16 85.09 | 10.038 12.822 13.319 | 66.92 8548 88.79

25 2216 1969 10916 | 88.64 78.76 76.65 | 0.840 1570 0.858 | 33.61 62.78 3431 | 1.308 1.301 0.884 | 52.30 52.05 35.38

Glutamin 7.5 6.771 6.759 4.982 | 90.28 90.12 66.43 | 3.620 2.717 3.367 | 48.27 36.23 44.89 | 3.678 3.689 3.216 | 49.04 49.19 42.87
15 12.631 11.699 13.102 | 8420 77.99 87.34 | 4702 5987 6.355 | 31.35 39.91 4237 | 4481 5525 5500 | 29.88 36.83 36.67

25 2961 2414 2562 | 11843 96.57 10250| 1.099 0.735 0.807 | 43.97 2940 32.27 | 1.819 0.841 1.225 | 72.74 33.65 49.02

Arginin 7.5 8.383 9.009 5.757 |111.78 120.12 76.76 | 3.409 1.809 2.689 | 4545 24.12 3585 | 4727 4.890 4.045 | 63.03 65.20 53.94
15 15.622 15.817 14.780|104.15 10545 98.53 | 4552 4544 5.149 | 30.35 30.30 34.33 | 6.755 7.787 7.317 | 45.03 5191 48.78

25 2.373 2.852 2324 | 9490 11409 9297 | 1.173 1903 1502 | 4691 76.11 60.09 | 1.847 2.116 1.809 | 73.89 84.64 72.36

Hisztamin 7.5 7.222 7.898 6.495 | 96.29 105.31 86.60 | 4.753 4.222 4721 | 63.37 56.29 62.95 | 5209 6.177 5.431 | 69.46 8237 72.42
15 14.077 13.913 14.693| 93.84 9276 9795 | 7.795 9.149 8.348 | 51.96 60.99 55.66 | 8.783 10.946 10.875| 58.56 72.97 72.50

25 2265 2755 2221 | 90.58 110.19 88.83 | 1.593 2.624 2.015 | 63.73 104.96 80.61 | 1.952 2.419 2.003 | 78.09 96.78 80.14

Glicin 7.5 7.268 7.801 7.393 | 96.91 104.01 9858 | 6.850 6.176 7.337 | 91.34 8235 97.82 | 5904 6.765 6.549 | 78.72 90.20 87.32
15 14.094 14.014 16.005| 93.96 93.43 106.70 |11.744 14.156 12.998 | 78.30 94.38 86.65 | 10.174 13.626 13.878 | 67.83 90.84 92.52

25 2412 2.635 2322 | 96.47 10539 92.86 | 1.669 2.490 1.953 | 66.77 99.61 78.10 | 2.057 2.340 1999 | 82.29 93.62 79.98

Etanolamin 7.5 7.503 7.662 7.529 |100.04 102.16 100.38| 7.158 6.252 7.506 | 95.44 83.36 100.08 | 6.180 6.846 6.449 | 82.40 91.28 85.98
15 14.294 13.968 15.972| 95.29 93.12 106.48 |12.184 14.295 13.096 | 81.23 95.30 87.31 | 10.351 13.465 13.700 | 69.01 89.77 91.33

25 2562 2297 2498 |102.48 91.87 9994 | 1.351 2.176 2.185 | 54.05 87.06 87.39 | 1.789 1.979 1977 | 7156 79.16 79.07

Aszpartat 7.5 8.147 7.320 7.598 |108.62 97.59 101.30| 7.310 6.140 7.489 | 97.47 81.87 99.85 | 6.178 6.264 6.026 | 82.38 83.53 80.35
15 15.197 14.467 15.601|101.31 96.45 104.00 |12.733 14.849 13.198 | 84.89 98.99 87.99 |10.258 13.602 12.902 | 68.38 90.68 86.01
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5.Melléklet folytatas

Autosampler stabilitas Fagyasztas-olvasztas ciklus derivatizacio elétt | Fagyasztas-olvasztas ciklus derivatizacié utan
QC Atlag koncentracio . , Atlag koncentracio . , Atlag koncentracio . ]
Komponens koncentracio 0 Visszanyerés % (umol/l) Visszanyerés % (umol/l) Visszanyerés %
(umol/l) (mol) — e — umoll) —
MQ Szérum Konny| MQ Szérum Kénny| MQ Szérum Kénny| MQ Szérum Kénny| MQ Szérum Konny| MQ Szérum Kénny
25 2536 2327 2277 |101.43 93.09 91.09 | 1.427 2371 1943 | 57.07 9484 77.73 | 1.807 2.046 1850 | 72.29 81.82 73.99
Metil-amin 7.5 8.009 7.283 7518 |106.78 97.10 100.24| 7.276 6.091 7.313 | 97.01 81.22 9751 | 5480 6.005 5821 | 73.07 80.07 77.62
15 15.033 14.434 16.073|100.22 96.22 107.15|12.376 14.843 13.671| 8250 98.95 91.14 | 9.580 13.405 12.924| 63.87 89.37 86.16
25 2,709 2323 2445 |108.36 9294 97.79 | 1.682 2222 2.048 | 67.27 88.88 8194 | 2.043 2.010 2.080 | 81.73 80.38 83.19
Glutamat 7.5 8.177 7.227 7572 |109.03 96.37 100.96| 7.103 5561 7.145 | 94.70 74.15 95.27 | 6.172 6.115 6.206 | 82.29 81.54 82.74
15 15.279 13.889 15,938 |101.86 9259 106.25|11.922 13.235 12.644 | 79.48 88.23 84.30 | 10.097 12.609 12.915| 67.31 84.06 86.10
25 2491 2731 2489 | 99.65 109.23 99.54 | 1.705 2490 2.022 | 68.22 99.59 80.90 | 2.143 2395 2.156 | 85.73 95.78 86.24
Citrullin 7.5 7475 7.649 7.493 | 99.67 101.99 99.90 | 6.728 5.792 7.093 | 89.71 77.22 9457 | 6.260 6.703 6.586 | 83.46 89.37 87.82
15 14.263 13.816 15.795| 95.09 92.11 105.30|11.440 13.123 12.200| 76.27 87.49 81.33 | 10.399 12.933 13.525| 69.33 86.22 90.16
25 2427 2559 2166 | 97.09 102.37 86.63 | 1.755 2502 1.977 | 70.20 100.09 79.09 | 2.046 2.353 1904 | 81.82 94.11 76.15
Treonin 7.5 7.695 7.534 7.307 |102.60 100.46 97.42 | 7.354 6.145 7.614 | 98.06 8193 10151| 6.422 6.824 6.940 | 85.62 90.99 92.53
15 15.022 14577 16.858 |100.14 97.18 112.39|12.913 14.801 14.078 | 86.09 98.67 93.85 | 10.388 13.591 14.411| 69.25 90.61 96.08
25 2448 2199 2233 | 9793 8796 89.34 | 1.757 2322 2.037 | 70.29 92.87 81.47 | 1.941 1970 1937 | 77.65 78.81 77.50
Alanin 7.5 7437 6.742 6.930 | 99.16 89.90 9240 | 7.388 6.235 7.641 | 9851 83.13 101.88| 5580 5.888 5.763 | 74.40 78.50 76.84
15 14.609 13.280 14.566 | 97.40 88.53 97.11 |11.845 14560 13.153| 78.97 97.07 87.68 | 9.256 12.600 12.183| 61.70 84.00 81.22
25 2501 2266 2.321 |100.05 90.63 9282 | 1.352 2242 1914 | 54.08 89.69 76.55 | 1.622 1959 1880 | 64.87 78.37 75.21
Etil-amin 7.5 7.848 7.078 7.661 |104.64 9437 102.14| 6.614 5949 6.695 | 88.19 79.33 89.27 | 4996 5.929 5585 | 66.61 79.05 74.47
15 14.355 14.067 15.626 | 95.70 93.78 104.17 |11.303 14.350 12.970| 75.36 95.67 86.47 | 9.531 13.350 11.802| 63.54 89.00 78.68
2.5 2379 2512 2194 | 95.18 100.47 87.75 | 1.736 2519 1.906 | 69.44 100.77 76.23 | 2000 2.296 1.890 | 80.00 91.84 75.60
Prolin 7.5 7.356 7.311 7513 | 98.07 97.48 100.17| 7.190 6.149 7.250 | 95.87 81.98 96.67 | 6.153 6.747 6.276 | 82.04 89.96 83.67
15 14.129 13.462 15573 | 94.19 89.75 103.82 |11.650 13.722 13.361| 77.67 91.48 89.07 | 9.966 13.296 13.745| 66.44 88.64 91.63
25 2578 2295 2161 |103.11 91.82 86.44 | 1.626 2529 2.097 | 65.06 101.17 83.88 | 1.852 2.090 1.900 | 74.08 83.60 75.99
Ornitin 7.5 7.172 6.715 7.025 | 95.62 89.53 9366 | 7.425 6.218 7.676 | 99.00 8291 102.35| 5449 5984 5631 | 72.66 79.79 75.08
15 14.885 12.820 14.914| 99.23 85.47 99.43 |12.749 14557 13.313| 84.99 97.05 88.75 | 9.490 12.342 12.245| 63.27 82.28 81.63
2.5 2254 2528 2162 | 90.18 101.13 86.47 | 1.727 2512 1.922 | 69.08 100.46 76.87 | 1.978 2312 1862 | 79.12 92.48 74.49
Cisztein 7.5 6.727 7.223 6.984 | 89.70 96.31 93.12 | 6.593 5.883 7.151 | 8791 7844 9535 | 5964 6.642 6.468 | 79.51 88.56 86.24
15 13.279 13.113 15.389| 88.53 87.42 10259 |11.412 13582 12.289| 76.08 90.54 81.93 |10.331 12.866 13.747 | 68.87 85.77 91.65
25 2471 2289 2551 | 98.85 9157 102.04| 1.412 2225 2144 | 56.47 89.00 85.76 | 1.836 2.107 2.248 | 73.43 84.28 89.91
Lizin 7.5 7500 6.920 8.062 |100.00 92.26 107.50| 6.525 6.818 7.628 | 86.99 90.91 101.71| 5545 6.000 6.523 | 73.93 80.00 86.98
15 13.918 13.523 16.986 | 92.79 90.15 113.24 |10.951 10.278 13.432| 73.00 68.52 89.54 | 9.241 12.745 13.947| 61.61 84.97 92.98
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5.Melléklet folytatas

ac Autosampler stabilitas Fagyasztés-olvasztas ciklus derivatizacio elétt | Fagyasztds-olvasztas ciklus derivatizacio utan

Komponens KoNCentracic Atlag konc:a/r;tramo Visszanyerés % Atlag konc;a/?tracm Visszanyerés % Atlag konc;a/?tramo Visszanyerés %

(umol/) Lmell) — el — Lol —
MQ Szérum Konny| MQ Szérum Kénny| MQ Szérum Kéonny| MQ Szérum Kénny| MQ Szérum Kénny| MQ Szérum Kénny
2.5 2370 2777 2773 | 9480 111.09 110.90| 1.734 2.381 2.140 | 69.38 95.26 85.60 | 2.244 2571 2560 | 89.78 102.84 102.38
Tirosin 7.5 7.028 7.702 8.288 | 93.70 102.70 110.51| 6.067 5.699 7.301 | 80.89 75.98 97.34 | 6.390 7.295 7.764 | 85.21 97.27 103.51
15 13.609 13.678 17.362| 90.73 91.19 115.75|10.698 12.325 12.661| 71.32 8217 8440 |11.534 14.061 16.215| 76.89 93.74 108.10
25 2.606 2502 2.203 |104.24 100.06 88.13 | 1.563 2.445 1.881 | 6252 97.82 7523 | 1.876 2.195 1.841 | 75.04 87.81 73.63
Putreszcin 7.5 8.040 7.354 7.299 |107.21 98.05 97.32 | 6.965 5.623 6.763 | 92.87 74.97 90.17 | 5596 6.048 5510 | 74.61 80.64 73.46
15 15.234 13.963 15.613|101.56 93.08 104.09 |11.694 13.300 11.619| 77.96 88.67 77.46 | 9.336 12.522 11.927 | 62.24 83.48 79.51
2.5 2373 2615 2367 | 9493 10458 94.66 | 1.736 2.493 1.979 | 69.45 99.73 79.15 | 2.104 2395 2090 | 84.17 9580 83.60
Metionin 7.5 7.033 7.447 7.622 | 93.77 99.30 101.63| 6.550 5.918 7.421 | 87.33 7891 9894 | 6.125 6.821 6.941 | 81.66 90.95 92.55
15 13.523 13.480 16.312| 90.15 89.87 108.75|11.231 13.286 12.896 | 74.88 88.57 85.98 |10.539 13.324 14.710| 70.26 88.83 98.07
25 2.282 2942 2202 | 91.29 117.66 88.06 | 1.999 2.867 1.952 | 79.95 11470 78.07 | 2.339 2.798 2.141 | 93.57 111.94 85.65
Szerotonin 7.5 6.268 7.529 7.002 | 83.57 100.38 93.36 | 6.273 6.339 7.028 | 83.64 84.52 93.71 | 6.087 7.239 6.854 | 81.16 96.52 91.39
15 12.617 13.049 15.631| 84.11 86.99 104.20 |10.941 13.283 12.421| 72.94 88.56 82.80 |11.125 13.759 14.890 | 74.16 91.73 99.27
25 2341 2548 3.494 | 93.65 101.92 139.75| 1.032 1472 1.794 | 4130 58.88 71.77 | 2.036 2.384 3.262 | 81.42 9534 130.49
Valin 7.5 7.048 7.431 10.742| 93.97 99.08 143.23| 4.041 3.411 6.157 | 53.88 4548 82.10 | 6.028 6.863 9.835 | 80.38 9151 131.14
15 13.460 13.741 22.687| 89.73 91.61 151.25| 6.917 7.712 10.567| 46.11 5141 70.45 |10.170 13.698 20.540 | 67.80 91.32 136.93
25 2.606 2.448 2.653 |104.22 97.92 106.12| 1.162 1912 1.807 | 46.47 76.47 7227 | 1.856 2.228 2.341 | 74.25 89.13 93.63
Kadaverin 7.5 7.759 7.081 8.469 |103.45 94.41 112.92| 5567 4.365 6.374 | 7422 5820 84.99 | 5506 6.027 6.666 | 73.42 80.35 88.88
15 14.371 13.668 17.923| 95.80 91.12 119.48| 9.318 10.582 11.279| 62.12 70.54 7520 | 9.336 12.717 14.463 | 62.24 84.78 96.42
25 2488 2849 2481 | 9951 11396 99.24 | 2.038 2.798 2.232 | 81.53 11194 89.27 | 2.321 2573 2297 | 92.83 102.92 91.88
Tiramin 7.5 7.290 7.823 7.165 | 97.21 10431 9553 | 7.384 6.835 7.422 | 98.45 91.13 98.96 | 6.420 7.194 6.549 | 85.60 9592 87.32
15 14.080 13.945 14.864| 93.87 92.97 99.09 |12.894 15.058 12.811| 85.96 100.39 85.41 |11.569 14.046 13.696 | 77.13 93.64 91.31
2.5 2.450 2555 2515 | 98.00 102.22 100.61| 1.741 2539 2.228 | 69.65 101.55 89.12 | 2.064 2.329 2277 | 8256 93.15 91.07
Izoleucin 7.5 7323 7.328 7.233 | 97.64 97.71 96.43 | 6.934 6.052 7.243 | 9245 80.69 96.58 | 6.033 6.569 6.380 | 80.44 8759 85.07
15 13.988 13.535 15.040| 93.25 90.23 100.27 | 11.810 13.874 12.391| 78.73 9249 82.61 |10.241 13.137 13.119| 68.28 87.58 87.46
25 2.741 2304 2440 |109.63 92.15 9759 | 1.729 1.842 1573 | 69.14 73.68 62.92 | 2.152 2.062 2.199 | 86.07 82.47 87.96
Leucin 7.5 7.836 7.350 7.643 |104.48 98.00 101.91| 5.868 5.441 4.944 | 78.24 7255 6592 | 6.110 6.454 6.524 | 81.46 86.05 86.99
15 14.139 13.887 15.464 | 94.26 92.58 103.09 | 10.761 13.926 9.664 | 71.74 92.84 64.43 |10.175 13.338 13.661 | 67.83 88.92 91.07
2.5 2281 2722 2418 | 91.23 10890 96.71 | 1.834 2588 2.111 | 73.38 103.51 84.45 | 2.200 2505 2.281 | 87.99 100.20 91.25
Fenilalanin 7.5 6.803 7.503 7.284 | 90.71 100.04 97.12 | 6.663 6.272 7.316 | 88.85 83.62 97.55 | 6.262 7.067 6.912 | 83.49 9423 92.16
15 13.196 13.355 15.302 | 87.97 89.03 102.01|11.704 13.837 12.780| 78.02 92.25 85.20 |11.282 13.699 14.505| 75.21 91.33 96.70
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5.Melléklet folytatas

Autosampler stabilitas

Fagyasztas-olvasztas ciklus derivatizacio elétt

Fagyasztas-olvasztas ciklus derivatizacié utan

C 7 . z .Y z .Y
Komponens koncgntracié Atlag (I;ﬁgle/r&tramo Visszanyerés % Atlag (Ilj?:g;a/?)tracm Visszanyerés % Atlag (Eﬂg;a/rlgtramo Visszanyerés %
(umol/l) MQ Szérum Konny| MQ Szérum Kénny| MQ Szérum Kénny| MQ Szérum Kénny| MQ Szérum Konny| MQ Szérum Koénny
25 2421 2803 2223 | 96.85 11212 8891 | 2068 2.730 1.917 | 8270 109.19 76.69 | 2.254 2.631 2.100 | 90.16 105.24 84.00
Triptofan 7.5 6.620 7.305 6.798 | 88.27 97.40 90.64 | 6425 6.366 6.810 | 85.67 84.88 90.81 | 6.124 6.988 6.509 | 81.65 93.17 86.79
15 12,550 12.797 14.308 | 83.67 85.31 95.39 |11.212 13.435 12.037 | 7475 89.57 80.24 |11.131 13.364 13.890 | 74.20 89.09 92.60
Triptamin + 2-fenetil- 25 2194 2546 1.996 | 87.76 101.83 79.85 | 1.779 2.468 1.711 | 71.14 98.71 68.46 | 2.036 2.323 1.837 | 81.43 9294 73.49
amin 7.5 6.240 6.832 6.394 | 8321 9110 8526 | 6.121 5832 6.436 | 81.62 77.76 8581 | 5566 6.366 5.884 | 7421 84.88 78.45
15 13.935 13.956 13.590 | 92.90 93.04 90.60 | 10.600 12.620 11.317 | 70.67 84.13 75.45 |11.736 14.321 12.724| 78.24 9547 84.82
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