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1. Bevezetés

A bioanalitika az analitika bioldgiai mintak analizisével
foglalkoz6 tudomanyteriilete, amely magaba foglalja a fel-
vetett biologiai kérdés megvalaszolasahoz sziikséges anali-
tikai mddszer megtervezését, a mintavételt, a mintacloké-
szitést, a modszerfejlesztést, validalast, az analitikai mérés
végrehajtasat és legvégiil a kapott adatok kiértékelését és
értelmezését.

A Dbiologiai mintak analizise soran a vizsgalt vegyiiletek
forrasukat tekintve egyrészrdl lehetnek a vizsgalt szer-
vezetben természetes modon jelenlévd anyagok, azaz en-
dogének, masrészrél a kornyezetbdl valamilyen mddon
bejutott/bejuttatott vegyiiletek (exogének), melyek kiilon-
b6z6 biokémiai folyamatokban vesznek részt és alakulnak
at. Kutatasunk az ,,omikak” tudomanyteriiletén beliil az
anyagcsere kis molekulatomegii termékeivel, azaz a meta-
bolitokkal foglalkoz6 metabolomikara, valamint gyakran a
metabolomika részeként emlegetett, a sejtekben, szovetek-
ben ¢és biologiai folyadékokban talalhato lipidek dsszességét
vizsgalo lipidomikara terjed ki.

A bioanalitika egyik legelterjedtebb kapcsolt technikaja a
folyadékkromatografidval kapcsolt tomegspektrometria
(LC-MYS). Napjainkban széles kort elterjedése figyelhetd
meg a gyogyszerkutatds, igazsagiigy, élelmiszeripar, né-
pegészségligy, az orvos-bioldgiai kutatasok (proteomika,
metabolomika, biomarkerkutatas), az orvos-diagnosztika
vagy akar a kornyezetvédelem bioanalitikai teriiletein. Az
egydimenziés folyadékkromatografia az egyik legjelentd-
sebb elvalasztasi technika az Osszetett bioldgiai matrixok
vizsgalatanal. A komplex mintak mérése soran a nagysza-
mu komponensek koelucioja megnehezitheti azok mindségi
és mennyiségi meghatarozasat. Ezekre megoldast nyujthat
az offline vagy online kétdimenzios folyadékkromatografi-
4s modszerek alkalmazasa (2D-LC), amely két kroma-
tografias rendszer 0sszekapcsolasat jelenti.

Munkank soran célunk volt egydimenzios és online két-
dimenziés LC-MS bioanalitikai médszerek kifejlesztése,
melyek alkalmazasa olyan orvos-biologiai kérdések meg-
valaszoldsara nyujt lehetdséget, mint a szorongdsos meg-
betegedés allatmodelljének lipidomikai megkozelitési
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meghatarozasa patkany agyban és vérplazmaban kivaltott
iszkémia esetében, valamint az egyik legujabb szintetikus
kannabinoid (4F-MDMB-BICA) metabolitjainak azonosi-
tasa a fogyasztas tényének megallapitasahoz. A kisérleti
eredmények bemutatasa tobb részre tagolodik a kidolgozott
analitikai modszereknek és témaknak megfelelden, melyek-
ben az eredmények bemutatasa mellett roviden ismertetem
a modszerfejlesztést és a hozza kapcsolodo orvos-biologiai
problémafelvetéseket.

2. Eredmények

2.1. A szorongé és nem szorongé egerek vérplazma
foszfolipidjeinek vizsgalata gyors HILIC-HRMS
modszerrel

A pszichiatriai rendellenességek egyik leggyakoribb za-
vara a szorongas, mely betegség kialakulasa nem teljesen
tisztazott. Azonban a sejtmembrant alkoté foszfolipidek
(glicerofoszfolipidek és szfingofoszfolipidek) meghatarozo
szerepet jatszhatnak a betegség kialakuldsaban'. A foszfo-
lipidek amfipatikus tulajdonsaguak, egyrészt egy polaris
fejcsoportbol, masrészt pedig apolaris zsirsav lanc(ok)bol
allnak. Munkank soran célul tiztiik ki egy atfogd, gyors
analitikai modszer kidolgozasat, mely alkalmas a foszfoli-
pid osztalyok elvalasztasara vérplazmabol.

Az altalunk alkalmazott hidrofil koélcsonhatason alapuld
folyadékkromatografias elvalasztas (HILIC) esetén a re-
tenciot foként a polaris fejecsoportok hidrofil tulajdonsagai
hatarozzak meg?. A mintael6készités soran egy ammoni-
um-formiattal modositott Folch extrakciot alkalmaztunk
annak érdekében®, hogy a lizofoszfatidil-kolin (LPC),
foszfatidil-kolin (PC), lizofoszfatidil-etanolamin (LPE),
foszfatidil-etanolamin (PE) és szfingomielin (SM) oszta-
lyokhoz tartozo speciesek formiat ionnal képzett kvazi mo-
lekulaionjait detektalni tudjuk negativ ionizaciés modban.
A modszer kidolgozashoz és a relativ mennyiségi megha-
tarozashoz belsd standardként 10 foszfolipid osztalyt lefedd
nem endogén foszfolipid keveréket alkalmaztunk. A minta-
elokészités visszanyerése atlagosan 78% volt, mig a matrix-
hatas 84-99% kozé esett, mely mutatja a mérsékelt ionel-
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nyomo hatast az elektroporlasztasos ionizacié (ESI) soran.
Kivételt ez aldl a foszfatidil-szerin (PS) jelentett, ahol a
matrixban talalhato, vele egyiitt elualédd komponensek fel-
tételezhetden csokkentik a mozgofazis feliileti fesziiltségét,
ezaltal javitjak a porlasztas hatékonysagat, valamint segitik
a PS standard deprotonalddasat folyadék-gazfazisban. A
kidolgozott HILIC- nagy felbontasu tomegspektrometrias
(HRMS) modszeriinket végiil 8 szorongo és 8 nem szoron-
g6 egér vérplazma foszfolipid tartalmanak 6sszehasonlita-
sara alkalmaztuk.

A kidolgozott HILIC-HRMS modszerrel 6sszesen 130
endogén foszfolipidet azonositottunk. Meghataroztuk az
egyes foszfolipid osztalyok dsszmennyiségét €és a szorongd
¢és nem szorong6 egereknél kapott értékeket 6sszehasonli-
tottuk. Mindegyik foszfolipid osztalyra elmondhato, hogy
a szorong6 egerekben nagyobb mennyiségben fordultak eld
a nem szorong6 egyedekhez képest. A SM, LPC, LPE és
foszfatidil-inozitol (PI) foszfolipid osztalyok esetében szig-
nifikdns kiilonbség volt megfigyelhetd. Az eredmények sta-
tisztikai kiértékelését kovetden igazoltan elkiiloniil a szo-
rongd és nem szorongo egerek csoportja, mig az OPLS-DA
eredményekkel alatamasztottuk, hogy a kiilonbséget a két
csoportban szignifikansan kiilonb6z6 foszfolipidek adjak.
Az S-diagram segit értelmezni az OPLS-DA eredményeit,
mutatva a lehetséges alul- és feliilszabalyozott biomarkere-
ket. 35 foszfolipid volt szignifikansan kiilonb6z6 a két egér-
csoport vérplazmajaban, melyek koziil csupan két kompo-
nens, a PC 38:4 és a PC 42:6 volt alacsonyabb szabalyozasu
a szorong6 egerekben®.

2.2. A szorong6 és nem szorongé egerek harom
agyteriiletének foszfolipid vizsgalata online atfogé
2D-UHPLC-HRMS médszerrel

Az el6z6 pontban emlitett foszfolipidek vizsgalatara tobb
mérési lehetdség all a rendelkezésiinkre. Az agy komplex
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Osszetétele miatt egy online atfogd kétdimenzids rendszert
dolgoztunk ki (/. dbra). Az elsé dimenzidban a fobb fosz-
folipid osztalyok HILIC elvalasztasat kovetdéen az adott
frakcié foszfolipid komponenseinek gyijtése egy forditott
fazisu (RP) csapdaoszlopon tortént. A csapdaoszlop alkal-
mazasa lehetdséget nyjt a foszfolipidek dusitasara a komp-
lex matrixbol, melynek eredményeként keskeny csticsokat
kapunk a masodik dimenzidban, ellentétben a hurok ese-
tében tapasztalt csucsszélesedd hatassal. Tovabbi eldnye,
hogy nincs térfogati megkotés, illetve a hurok esetében
tapasztalt oldoszer Osszeférhetetlenséget is csokkenteni le-
het>®. A masodik dimenzids C18 allofazis alkalmazasaval,
az azonos osztalyhoz tartozo foszfolipidek kromatografias
visszatartasat a zsirsavlancok szama és hossza, valamint a
kettds kotések szama és elhelyezkedése befolyasolja?, igy
a masodik dimenzidban az adott foszfolipid osztalyba tar-
tozé egyes foszfolipid komponensek elvalasztasa tortént,
melyet HRMS detektalas kovetett. A kétdimenzidos mod-
szeriink valdjaban két modszerbdl allt, a két pozicionak és
a szelepallasoknak megfelelden. Az 1. Pozicioban amig az
els6 dimenzié mozgofazisa az 1. RP csapdaoszlopon dusul,
addig parhuzamosan a 2. RP csapdaoszlopon a korabban
mar csapdazodott foszfolipid osztalyok elvalasztasa €s de-
tektalasa torténik a masodik dimenzioban (/. dbra). A 2.
Pozicioban az 1. RP csapdaoszlopon dusitott foszfolipidek
elvalasztasa és detektalasa torténik. Az elsé dimenzids kro-
matografids mozgofazisat 5 frakciora szedtiik, mely frakei-
0k masodik dimenzios elvalasztasa soran ugyanazt a gradi-
ens programot alkalmaztuk annak érdekében, hogy azonos
kromatografias koriilményeket biztositsunk az egymasko-
vetd két HILIC frakcioban jelenlevd PC és PS speciesek
szamara. A mérések soran két analitikai modszert hasznal-
tunk, amelyek csak a szelepallasokban kiilonboztek. Erre
a paratlanszamu frakcidok miatt volt sziikség, igy az adott
mérés utolso frakcioja és a kovetkezd mérés elsd frakcioja
nem ugyanazon a csapdaoszlopon dusult.
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1. abra. Az online atfog6 2D-UHPLC-HRMS rendszer sematikus abraja a két szelepallasban.
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Ragcsalokon végzett korabbi kisérletek azt mutattak, hogy
a prefrontalis kéreg, a hippokampusz, az amygdala, a BNST
¢és a talamusz meghatarozd szerepet jatszhat a fenyegetés
¢észlelésében, a szorongas feldolgozasaban és a valaszreak-
ci6 kivitelezésében, melyek az evolicid soran tovabb orok-
16dnek és hasonld szerepet tolthetnek be az ember eseté-
ben is'. A vérplazma mintael6készités soran alkalmazott
modositott Folch extrakcio atlagos visszanyerésének 85%
feletti értéke egy hatékony extrakcidos modszerre utal. A
matrixhatas atlagos értékei 63-88% kozott mozogtak, ami
elfogadhat6 ionelnyomo hatas, tekintettel az agyszdvet 6sz-
szetettségére. Feltételezéslink szerint a szorongd és nem
szorongod egerek agyi foszfolipid Osszetételében kiilonbség
lehet, melynek igazolasara az 0j online atfogdé 2D mddsze-
riinket alkalmazva, 8 szorongé és 9 nem szorongé egér 3

dorzalis hippokampusz) hasonlitottuk dssze.

A mérések soran 151 endogén foszfolipidet azonositottunk.
Eredményeink alatamasztjak azt a megallapitast, hogy az
idegszovetek nagy mennyiségben tartalmaznak plazmansa-
vat és plazménsavat, amelyeknél a glicerinvaz elsé széna-
tomjan lévo észter kotés helyett éter vagy vinil-éter kotés
talalhatd’. A plazmalogének és éter-analogok dontéen a PE
és PC osztalyokban voltak jelen. A kapott adatokat statisz-
tikailag értékeltiik ki, mely sordn igazoltuk, hogy az egyes
agyi régiok foszfolipid osztalyai eltérnek-e a szorongd és
nem szorongod egyedek kozott. Jelentds kiilonbséget figyel-
tiink meg 4 foszfolipid osztaly esetén 2 agyrégioban. A PE
jelentésen csokkent a szorongd egerek ventralis hippoka-
puszaban. Hasonld tendenciat vettiink észre a PS esetében
a prefrontalis kéregben, azonban a lizofoszfatidil-glicerin
(LPG) és foszfatidsav (PA) novekedést mutatott a nem
szorong6d egerekhez képest. A tobbvaltozos statisztikai
adatelemzést kdvetden igazoltuk, hogy a szorongod €s nem
szorongo egerek agyi foszfolipid dsszetétele elkiiloniil egy-
mastol. A harom agyteriilet 151 vizsgalt foszfolipidje koziil
37 foszfolipid esetében szignifikans kiillonbséget figyeltiink
meg, melyek koziil csak a PE 40:5 mutatott szignifikans, de
eltér6 irany valtozast az osszes vizsgalt agyrégioban®.

CSAPDAZAS

Oszloptermosztat

Higito
pumpa

Automata

mintaadagol6
kevero, ©_ O G
Y — 7 7 raoiens
T P\ pumpa az
BUlipg Sy dimenziéban

‘ L 4 I Szelep 2 (1. pozicid)
| Szelep 1 (1. pozicié) [

Nagy- —
felbontési

2.3. Endogén és exogén DMT koncentraciojanak
hatékonyabb meghatarozasa egy uj, célzott
2D-UHPLC-HRMS/MS modszerrel

A DMT egy indol alkaloid vegyiilet, mely természetes mo-
don megtalalhato tobb novényben és allatban. Az endogén
DMT bioszintéziséhez példaul INMT N-metiltranszferaz
enzimre van sziikség. Feltételezések szerint, ahol INMT
enzim talalhato, ott DMT is’. Azonban az endogén DMT je-
lenléte és fizioldgiai szerepe a mai napig vita targyat képe-
zi'. A kisérleti ragesalokba beadott magasabb mennyiségii
DMT csokkentette az agyi infarktust', valamint human
agykéreg neuron sejttenyészetben eldsegitette a sejtek tul-
¢lését!?. Kutatasunk soran céljaink kozott szerepelt az int-
ravénés infﬁzi(’)val bejutatott DMT iszkémias kériilmények
patkany agy- és vérplazma mintakban. A mennyiségi meg-
hatarozashoz egy gyors célzott 2D-UHPLC-HRMS/MS
moddszert dolgoztunk ki. Tovabbi céljaink kozott szerepelt,
hogy a kidolgozott érzékeny modszerrel igazolni tudjuk az
endogén DMT jelenlétét.

A 2. abran lathatd a 2D moédszer két szelepallasahoz tar-
toz6 sematikus abra. Csapdazaskor mindkét valtoszelep 1.
pozicidban van. A csapdazas soran az els6é dimenzidé HILIC
elvalasztasa soran a DMT ¢s a belsd standardként hasznalt
alfa-metiltriptamin (AMT) a RP csapdaoszlopon dtsul. Ezt
kovetden mindkét valtdszelep a 2. pozicidba fordul, azaz a
csapdaoszlopon dusult komponensek a masodik dimenzid
RP oszlopara elualédnak, megtorténik a masodik dimen-
zi0s elvalasztas ¢s HRMS/MS detektalas. Ahhoz, hogy or-
togonalis elvalasztasunk hatékony legyen, csokkenteniink
kell az elsé oszlop mozgofazisanak eluens erdsségét, igy
mindkét vegyiilet a csapdaoszlopon tud dusulni. Az elsé
oszlop mozgofazisat egy higitd pumpa segitségével higi-
tottuk, majd kiilonb6z6 aramlasi sebességek mellett vizs-
galtuk a csapdazas hatékonysagat. Kezdetben RP-ban kis
eluens erdsséggel rendelkez6 0,1% hangyasav vizes oldatat
hasznaltuk 1 ml/perc aramlési sebesség mellett, mely ala-
csony csapdazasi hatékonysagot eredményezett. A higitod
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eluens aramlasi sebességének tovabbi novelése (2, 2,5 és
3 ml/perc) csak kis mértékben csokkentette a két vegyii-
let visszatartasat. A magas vizes oldoszertartalom mellett
tapasztalt alacsony csapdazasi hatékonysdg a DMT (pKg:
8,68) és az AMT (pKg: 9,96) savi disszociacids allandoja-
val magyarazhat6. Az alkalmazott hangyasavas eluens 2,7-
es pH-ja mellett a vizsgalt komponensek protonalt formai
domindlnak, amelyek RP elvalasztds soran alacsony visz-
szatartassal rendelkeznek. Ezért a protonalt forma vissza-
szoritasaval a csapdazasi hatékonysag javithatd. A dramai
javulast (DMT: +57000%, AMT: +5577%) a higitoszer
pH-janak névelésével (pH 10,2) értiik el. A masodik dimen-
zidban a vizsgalt komponensek azonos retencios iddvel,
keskeny szimmetrikus cstucsokkal eludlodtak. A vizsgalt
komponens és a belsé standard azonos retencids ideje meg-
bizhatobb mennyiségi eredményeket biztosit, hiszen az io-
nizacio soran a matrixalkotok egységes hatast gyakorolnak
a vizsgalt vegyliletekre. Az eddig ismert irodalmi adatok
alapjan elmondhato, hogy az altalunk kidolgozott 10 perces
teljes futési idejii modszer gyorsabb, mint az irodalomban
megtalalhatd egydimenzios LC-MS/MS modszerek, ame-
lyek a DMT mennyiségét vizsgaltak agyban és plazmaban.
Mivel a 2D-LC technikaval a matrixhatas csokkenthetd,
egy egyszerl folyadék-folyadék extrakcidés mintael6készi-
tést dolgoztunk ki, melynek visszanyerés hatékonysaga a
DMT-re nézve 20-30%-kal jobbnak bizonyult, mint az iro-
dalomban eddig leirt tanulmanyok'>. A HRMS/MS mérés
soran tapasztalt magas ionizacios fok a pozitiv matrixhatas
értékeknek kdszonhetd. A 0,108 ng/ml-es kimutatasi hatart
(LOD) 50 pl vérplazma feldolgozasaval értiik el, ami lénye-
gesen jobb, mint a korabban megjelent tanulmanyokban,
ahol ehhez kozeli értéket csak nagyobb mintamennyiség
felhasznalasaval sikeriilt elérni®-*. Agymintak esetén szin-
tén jobb LOD értékeket kaptunk, mint az irodalmi adatok®.
A kevesebb mintamennyiség azért is fontos, hogy a kisérlet
soran az allatot kevésbé viselje meg a tobbszori mintavétel.

Az 0j 2D-UHPLC-HRMS/MS moddszeriinket patkany ki-
sérletek soran alkalmaztuk, ahol a vérplazma DMT szint
valtozasat kovettiik iszkémia el6tt, iszkémia alatt, hipoxia
utan és a reperfuzio végén. A kisérlet kezdetén, a DMT be-
adasat megeldzben, a begyjtdtt mintdk DMT mennyisége a
kimutatasi hatar ala esett. A legmagasabb 49,3-114,3 ng/ml
koncentraciot az dsszes allat (4 db) esetében a hipoxia el6tt
figyeltilk meg. Az 1, 3, 4-es patkany esetében a DMT kon-
centracioja szignifikans csokkenést mutatott hipoxia utan.
Az oxigénhiany utan, a kezelés végéig a DMT koncentra-
cigja atlagosan 3,8 ng/ml-re csdkkent. Masik fontos kérdés,
hogy a kezelés hatasara az agyban a DMT szint megemel-
kedik-e oxigénhidnyos allapot fellépésekor. Ehhez kontroll
és kezelt allatok agyszoveteit vizsgaltuk. A kezelés hatasara
a DMT-t 2,0-6,1 ng/g tartomanyban mutattuk ki az agyban,
tehat a kezelés soran a DMT atjutott a vér-agy gaton. Az
érzékeny modszerrel az endogén DMT jelenlétét illetve a
kezelés hatasara megnodvekedett szintet szerettiilk volna
igazolni, azonban mint kordbban emlitettem, az irodal-
mat megosztja az endogén DMT szoveti jelenléte és eddig
mindosszesen 1 kézirat irja le a DMT kimutatasat agybol

kapcsolt LC-MS technikaval. Az altalunk kidolgozott 2D
modszerrel azonban nem tudtuk igazolni a DMT jelenlétét,
illetve szintjének megemelkedését hipoxiat kovetden'.

2.4. A 4F-MDMB-BICA szintetikus kannabinoid
fogyasztasanak igazoldsa metabolomikai
megkozelitéssel

A szintetikus kannabinoidok mérése 2015 ota az
Igazsagiigyi Orvostani Intézettel k6zos egyiittmikodés-
ben folyik. A szintetikus kannabinoidok a dizajner drogok
legnagyobb csoportjat teszik ki, melyeket a marihudnahoz
hasonloan a fogyasztok foként cigaretta formajaban ,,bio-
ft, herbal, varazsfii vagy szinti fii” szleng név alatt szivnak
el. A THC-hoz hasonléan a szintetikus kannabinoidok is a
CBI és CB2 kannabinoid receptorokon fejtik ki hatasukat,
azonban a parcialis agonista THC-hoz képest teljes agonis-
taként mitkodnek”. Ez azért veszélyes, mert sokkal kisebb
koncentracioban képesek a hatasukat kifejteni, igy konnyti
Oket tiladagolni. A szintetikus kannabinoidok kimutatasa
az igazsagiigyi gyakorlatban elsésorban vizelet és vérmin-
tabol torténik. A detektalas soran a fogyaszto altal bevitt
anyagot, az anyamolekulat mutatjak ki. A szintetikus kan-
nabinoidok gyors metabolizacidjanak eredményeként sok
esetben a fogyasztasuk beismerése ellenére sem sikeriilt
azonositani az anyamolekulat a bioldgiai mintabol?°. Ezért
az anyamolekula mellett sziikséges annak karakterisztikus,
f6 metabolitjait is vizsgalni. Annak értekében, hogy az 1j
szert és annak metabolitjait hatékonyan ki tudjuk mutatni,
megeléz6 metabolit vizsgalatok sziikségesek. A leggyakrab-
ban alkalmazott in vitro modell a human majmikroszéma.

2020. augusztusaban a rendérség egy 0j dizajner drog meg-
jelenésérol adott hirt, mely addig 11 embert halalat okoz-
ta, azdta a halalos aldozatok szama 40 folott jar??2. Az 1j
szert, a 4F-MDMB-BICA-t a felhasznalok csak bikaként
emlegették. Szerkezetét tekintve 4 f6 részbdl all a szinteti-
kus kannabinoidok nevezéktananak megfelelen (3. dbra).
Egyrészt all egy metil-dimetil-butanoat (MDMB) kapcsolt
csoportbdl, egy 4-fluor-butil lancbol (4F...B), a mag egy in-
dol gytrti (I) és a kapcsold pedig egy karboxamid csoport
(CA).

—h
116.0495
-HF 4
198.0913 = - - 218.0976 | 144.0444
A ik 4 farok
! N
L9 F
kapcsold L HNG = 2 -
csoport 0

3. abra. 4F-MDMB-BICA szerkezete a 4 f6 résszel és a feltételezett
fragmentacios hasitasokkal
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Munkank soran célul tiiztiik ki a 4F-MDMB-BICA 1. fazist
metabolitjainak azonositdsat in vitro human majmikroszo-
mas kezelést kovetden és a renddrség altal lefoglalt in vivo
vizelet- és vérmintakbol. A 4F-MDMB-BICA standardot a
Nemzeti Szakértdi és Kutatokdzpont biztositotta szamunk-
ra, melyet a lefoglalt mintadk metanolos extrakcidjaval nyer-
tek ki. A mennyiségi mérésekhez meghataroztuk a céliont
¢és a kiséréiont a HRMS/MS spektrum alapjan.

A 30 perces in vitro majmikroszomas inkubaciot kovetden
a feltételezett metabolitok azonositasahoz elsoként a kezelt
¢és kontroll mintak atfogd LC-HRMS analitikai mérését vé-
geztiik el. A kapott HRMS nyers fajlokat statisztikailag 6sz-
szevetettiik és a kezelés soran képz6dd 1j kromatografias
csucsokhoz rendelt m/z ionokbdl csucslistat készitettiink. Az
igy kapott komponensek szerkezetének meghatarozasahoz
félig-célzott LC-HRMS/MS modszert alkalmaztunk. A le-
hetséges szerkezeteket ugy hataroztuk meg, hogy a HRMS/
MS spektrumokat manualisan sszehasonlitottuk a lehetsé-
ges fragmentacios mintazatokkal, amely az anyamolekula
szerkezetl szintetikus kannabinoidok fragmentacios mecha-
nizmusan alapult. Az azonositott metabolitokat rangsoroltuk
a HRMS/MS mérések soran a belsé standarddal adott ara-
nya alapjan. A legmagasabban rangsorolt vegyiiletet a leg-
nagyobb csucsteriilet aranyu vegyiilet adta. Fontos azonban
megjegyezni, hogy a kapott rangsor informativ és nem tiik-
rozi a pontos mennyiségi sorrendet, mivel kisérleteink soran
nem allt rendelkezésiinkre metabolit standard, mely elenged-
hetetlen a pontos mennyiségi meghatarozashoz. Az in vitro
kisérletekkel és a rend6rségtdl kapott 5 in vivo vizelet- és 2 in
vivo vérmintabol a 4F-MDMB-BICA 33 biotranszformacio-
jat sikeriilt azonositani ugy, mint az észter hidrolizist, deal-
kilezést, oxidativ defluorozast, dehidrogénezést, egyszeres
és kétszeres hidroxilezést, amidhidrolizist, karboxilezést és
ezek kombinaciojat, valamint izomereket. A rutin LC-MS/
MS analizishez elsddleges karakterisztikus metabolitnak az
észter hidrolizalt metabolitot valasztottuk ki, mig az egysze-
res hidroxilalt a vizeletre, az észter hidrolizalt + dehidrogé-
nezett metabolit pedig a vérre lett masodlagos metabolitnak
meghatarozva. A 4F-MDMB-BICA mennyiségi meghataro-
zashoz a vizsgalt komponensek tomegspketrometrias para-
métereit optimalizaltuk, majd validaltuk a rutin modszert,
mely soran az LOD 0,003 ng/ml lett vizeletben, vérben pedig
0,004 ng/ml. A célzott modszerrel a renddrségtol kapott bio-
l6giai mintakban megmértiik a 4F-MDMB-BICA koncentra-
cidjat. Az anyamolekula mindkét vérmintaban kimutathato
volt (1: 0,92 ng/ml, 2: >10 ng/ml), azonban a vizeletmintak
koziil csak a 2-es vizeletmintaban volt jelen (0,97 ng/ml). Az
eredmények tekintetében elmondhato, hogy els6ként sikeriilt
leirni a 4F-MDMB-BICA 1. fazisu metabolitjait valamint a
bioanalitikai elemzését human majmikroszomaban, vizelet-
ben és vérben. Az eredményekbdl 1athato, hogy az anyamo-
lekulat csak egy vizeletmintaban sikeriilt azonositani, igy a
masik négy esetben a fogyasztas tényét csak a metabolitok
kimutatasa igazolhatta®. Ez a példa jol mutatja, hogy sziik-
ség van a szintetikus kannabinoidok kimutatdsanak metabo-
likus megkozelitésére az igazsagiigyi gyakorlatban.

3. Kisérleti rész

A modszerek fejlesztése soran az elvalasztasi, detektalasi
paraméterek és az adatfeldolgozas mellett kiilonds hang-
sulyt fektettliink a mintael6készités kidolgozasara, valamint
a modszerek teljes vagy részleges validalasara. A nagyfel-
bontasu detektalast egy Thermo Scientific™ Q Exactive™
Hybrid Quadrupole-Orbitrap™ témegspektrométerrel vé-
geztiik, melyhez egy Waters® ACQUITY UPLC® I-Class
ultranagyhatékonysagu folyadékkromatografias késziiléket
csatoltuk. A szintetikus kannabinoidok rutin analizise egy
Shimadzu Nexera UHPLC és Thermo Scientific™ TSQ
Fortis™ harmas kvadrupdl tomegspektrométer kapcsolt
rendszeren torténik.

4. Osszefoglalas

A doktori munka soran kidolgozott 0j kapcsolt egy- és két-
dimenzios LC-MS mddszereket sikeresen alkalmaztuk a
kutatas soran felmeriil6 orvos-bioldgiai kérdések megva-
laszolasara. A kidolgozott modszereket a jovoben az or-
vosdiagnosztikaban, terapiaban, biomarker kutatasban, az
igazsagligyi gyakorlatban vagy a mindennapi analitikai ru-
tinban lehet alkalmazni.
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Bioanalytics, lipidomics and metabolomics application of one- and two-dimensional LC-MS techniques

One of the most common coupled techniques in bioanalysis is
liquid chromatography coupled mass spectrometry (LC-MS).
Nowadays it is widespread technique in the fields of drug re-
search, forensic science, food industry, biomedical research (pro-
teomics, metabolomics, biomarker research) medical diagnostics
or environmental protection as well. One-dimensional liquid
chromatography (LC) is one of the most significant widespread
separation techniques for the study of complex biological matri-
ces. Offline and online two-dimensional liquid chromatography
(2D-LC) have been shown to be powerful tools to resolve the coe-
lution of the high number of analytes, in particular, in the field of
proteomics, metabolomics and lipidomics. The main goal of my
doctoral dissertation was to develop and apply one- and online
two-dimensional LC-MS methods to answer biomedical ques-
tions in the bioanalytical approach.

Although anxiety disorders are among the most widespread dis-
eases, their pathogenesis is still poorly understood. Lipids can play
a key role, so our hypothesised that there could be a significant
difference in the plasma phospholipid composition of anxious and
non-anxious mice. In order to confirm the hypothesis, we devel-
oped a rapid comprehensive HILIC-HRMS method and used it for
the quantification of 130 phospholipids covering 10 phospholipid
classes in mouse plasma. By comparing the plasma phospholip-
id composition of 8 anxious and 8 non-anxious mice, significant
increases in the total concentration of phosphatidylcholine (PC),
phosphatidylinositol (PI), lysophosphatidylethanolamine (LPE)
and sphingomyelin (SM) classes were found in the anxious group.
In the anxious group, 33 phospholipid species were determined
to be up-regulated, while down-regulation was found only for PC
38:4 and PC 42:6.

Thanks to the animal model of anxiety, we have been able to inves-
tigate the neural pathway that can be associated with anxiety. In

this study, we determined the phospholipid composition of three
brain areas of anxious and non-anxious mice (dorsal hippocam-
pus, ventral hippocampus and prefrontal cortex) using a novel,
comprehensive online 2D-UHPLC-HRMS coupled technique.
The 2D-UHPLC separation was carried out by a combination
of HILIC in the first dimension followed by second-dimension-
al RP chromatography. In the first dimension, lipid classes were
distinguished by HILIC, while the second-dimensional separation
of individual phospholipid and SM species was achieved by RP
chromatography. For the enrichment of diluted HILIC eluent and
for the RP separation of trapped lipid species, two RP trapping
columns were used separately. The final method provided quan-
tificitaion of 151 phospholipid species in three brain regions. With
the established method, the differences of phospholipid compo-
sition in brain regions of 9 nonanxiety and 8 anxiety mice were
compared. Our study revealed that 37 glycerophospholipid and
sphingomyelin species had significantly altered concentration in
the anxiety group. For PE 40:5, significant changes were observed
in all three regions regularly.

Dimethyltryptamine (DMT) is an indole alkaloid found natural-
ly in plants and animals. The synthesis of endogenous DMT in
mammals performed by a methyltransferase enzyme, e.g., indo-
lethylamine N-methyltransferase (INMT). INMT is produced in
many tissues, and it can be concluded that wherever the INMT
enzyme is present, there is also endogenous DMT. However, the
endogenous presence of DMT divides the literature. Exogenous
DMT administered at a supraphysiological concentration to ex-
perimental rodents reduced the occurrence of cerebral infarction.
The main goals of this study were the development of a fast, tar-
geted heart-cutting 2D-LC-HRMS/MS method and optimisation
of sample preparation procedures for the quantitative analysis of
DMT in rat brain and plasma using a relatively low amount of bi-
ological samples. The method thus developed was applied for the
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determination of DMT level in rat plasma and brain of experimen-
tal model of cerebral ischemia/reperfusion using DMT adminis-
tration. By connecting orthogonal HILIC and RP chromatography
through the use of RP trap column and HRMS/MS detection, a
sensitive and selective analytical method was successfully utilised
within a total run time of 10 min for the determination of the con-
centration of DMT in rat plasma and brain of an experimental
model of cerebral ischemia/reperfusion. The new liquid—liquid
extraction sample preparation procedure and the novel heart-cut-
ting 2D-UHPLC-HRMS/MS method gave an opportunity to im-
prove the limit of detection compared to the literature data, using
a smaller amount of biological samples. A further advantage of
the new sample preparation method is that the recovery for DMT
in plasma is better by approximately 20-30% than data in ear-
ly studies. The obtained favourable matrix effect values for both
compounds from a complex biological matrix clearly indicat-
ed the benefit of the application of this 2D-UHPLC-HRMS/MS
method. The 10-min total run time is faster than various published
one-dimensional LC-MS/MS methods for DMT analysis in brain
and plasma. Another advantage is that a-methyltryptamine as the
internal standard and DMT as the targeted compound eluted with
the same retention time, thus the matrix effect was the same for
both compounds during the MS detection. The obtained results
show that while the concentration of DMT decreases after hypox-
ia in the plasma, then it is increased in the brain compared to the
control group. Unfortunately, we could not confirm the presence
of endogenous DMT in either the brain or the plasma. Based on
the obtained results, it can be concluded that the new analytical
method was successfully used to confirm the presence of DMT
administered to experimental animals with therapeutic purposes.

Synthetic cannabinoids (SCs) are the largest group of new psycho-
active substances. Their appearance on the black market changes
rapidly, so their identification and the establishment of consump-
tion is a particularly important task in the field of forensic toxicol-
ogy. Due to the rapid metabolism of synthetic cannabinoids, it is
important to analyse not only the parent molecules but also their
characteristic metabolites. 4F-MDMB-BICA as a new dangerous
illicit synthetic cannabinoid and 11 deaths were attributed to its
consumption in Hungary until 11 August 2020. The aim of our
work was to identify human liver microsome (in vitro) and human
urine and blood (in vivo) phase I metabolites of 4F-MDMB-BICA.
The obtained HRMS data from in vitro comprehensive LC-
HRMS measurements were statistically deconvoluted. Molecular

ions selected were further studied by semi-targeted LC-HRMS/
MS measurements in order to obtain structural information of in-
terests. The possible substructures or structures of unknown mo-
lecular ions were determined by manually comparing the related
HRMS/MS spectra with their hypothetical fragmentation, which
was based on the fragmentation of the parent compound and
literature data of other SCs with similar core, linker and linked
group. This study provides the first characterisation of the in vitro
and in vivo metabolites of 4F-MDMB-BICA with a new analyt-
ical approach. We identified several biotransformations affecting
the structure of 4F-MDMB-BICA (core, tail, linker and linked
group), such as ester hydrolysis, dealkylation, oxidative defluori-
nation, dehydrogenation, mono- and di-hydroxylation, amide hy-
drolysis, carboxylation and their combinations. In general, the se-
lection of at least two main metabolites is recommended in routine
toxicological analysis to obtain reliable qualitative data to prove
synthetic cannabinoid consumption. Thus, based on the results of
the semi-targeted LC-HRMS/MS measurement of human urine
and blood samples, we selected the ester hydrolysis metabolite as
the primary biomarker of both body fluids. The urinary mono-hy-
droxylation metabolite and the ester hydrolysis and dehydrogena-
tion substances in blood were selected as secondary confirmatory
targets for the screening of 4F-MDMB-BICA.

Another goal was to extend our targeted routine analytical LC-
MS/MS method with a selected characteristic phase in order to
justify the use of 4F-MDMB-BICA even if the level of the par-
ent molecule in both blood and urine falls below the detection
limit. For the quantitative analysis of 4F-MDMB-BICA, the main
validation parameters, such as limit of detection, limit of deter-
mination, linearity, accuracy, precision, recovery, matrix effect,
process efficiency and carryover were determined. Overall, the
obtained main validation parameters verify that our targeted
LC-MS/MS method with related sample preparation procedures
is suitable to screen 4F-MDMBBICA in both urine and whole
blood samples. As a next step, we determined the concentration
of the parent molecule 4F-MDMB-BICA in two blood and five
urine samples. By the application of the targeted method, the par-
ent compound was detectable only in one urine sample (0.970 ng/
mL), while it was quantifiable (0.920 ng/mL and > 10 ng/mL) in
both blood samples. However, the selected characteristic metabo-
lites could be detected in all blood and urine samples. This under-
lines the importance of the metabolomic approach in the analysis
of synthetic cannabinoids in forensic and toxicological practice.
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