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1. Bevezetés

1.1 Human 6sztrogének és mas szexualszteroidok MALDI TOF vizsgalata

1.1.1 Szexualszteroidok el6fordulésa és élettana

A szexualszteroidok, hasonldan a tobbi szteroidhoz, esszencialis molekulak az é16
szervezetek szdmara. Biologiai hatasaikat rendkiviil alacsony koncentracioban is kifejtik,
ezért az ¢l0 szervezetben is rendkivil kis mennyiségben fordulnak eld. A
szexualszteroidok szintézise a két nemben a mellékvesékben, tovabba férfiakban a
herékben, nékben pedig a petefészkekben torténik.

A legfontosabb androgén, a tesztoszteron termelése férfiakban a herék Leydig sejtjeiben
zajlik, tovabba kisebb mennyiségben ugyan, de ndkben is termelddik a tiiszok theca sejtjei
altal. Férfiakban a Leydig-féle sejtek az androgéntermelésen tul progeszteront ¢€s
Osztrogéneket is szekretalnak. A ndk androgén hormon termelésének jelentdségét az adja,
hogy a tesztoszteron a mellékvesék daltal termelt androsztendion mellett az
Osztrogénszintézis kiindulasi vegyiileteként szolgéalhat. A 3 leggyakoribb Osztrogént az
Osztront, a Osztradiolt, valamint az Osztriolt a tiiszOk granulosa sejtjei, a theca interna
sejtjei illetve a tiiszok és azok szarmazékai termelik. Nokben a progesztinek, mint példaul
a progeszteron szintén a theca €s a granulosa sejtek altal termelddnek.

Az androgének elsddleges hatasai az izomtdmeg novekedésében, a férfi masodlagos nemi
A Osztrogén hormonok elsOdleges hatdsai ndkben a petefészek milkdodésének
szabalyozasaban, a megtermékenyiilés feltételeinek biztositdsdban nyilvanulnak meg. Az
Osztrogének tovabbi hatdsai koz¢é tartoznak a ndi masodlagos nemi jellegek kialakitasa,
valamint az els6 menstruacié megjelenése is. A progeszteron a nékben fenntartja a
méhnyalkahartya embrié befogadasara alkalmas allapotat, tovabba fokozza a sargatest
szexudlszteroid termelését. Fontos kiemelni tovabba az androgének és az Osztrogének
csontdllomanyt védé hatidsat is, mely a csontépités/csontlebontas egyensulydnak
megtartdsaban rejlik az oszteoblaszt és az oszteoklaszt sejtek aktivitdsanak
szabalyozasaval. A csontok novekedésének stadiumaban tovabba, az Osztrogének

szabalyozzak az epiphysis porckorongok idében térténd zarodasat is.



A szteroid bioszintézis kozvetlen kiinduldsi vegyiilete a koleszterin, melynek forrdsai
foleg a vérplazmaban keringd lipoproteinek (LDL, ritkdbban HDL). Ismert folyamat a
koleszterin de novo szintézise is Ac-KoA-bol kiindulva. Az egyes hormonok a
koleszterinbdl egymast kovetd mitokondrialis oxidacios 1épések soran jonnek létre. A
szteroid bioszintézishez sziikséges enzimek a mitokondriumok belsé membranjaban, vagy
az endoplazmas retikulum membréanjaba integralodva helyezkednek el, tobbségiikben a

citokrom P450 szupercsaladba tartoz6 oxidazok.
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1. 4bra. A f6 szexualszteroidok bioszintézis Utvonalai és az egyes enzimatikus folyamatok

intracellularis lokalizacioja. (http://en.wikipedia.org/wiki/File:Steroidogenesis.svg)

A bioszintézis elsd 1épése a koleszterin oldallancabdl egy hat szénatomos fragment
lehasadasa a mitokondrialis P450.. enzim segitségével. Az igy keletkezett 21 szénatomos
pregnenolon a mitokondriumbol kidiffundalva alapjaul szolgdl a szteroid bioszintézis
tovabbi, endoplazmas retikulumban zajlé 1épéseinek. Ennek egyik Utja az androgének
szintézise mely sordn a pregnenolon elébb 17a-hidroxi-pregnenolonna alakul a P450.,7
enzim segitségével. Ugyanez az enzim a 17-20 lidz reakcio katalizalasaval a 17a-hidroxi-
pregnenolonbdl dehidroepiandroszteront (DHEA) ¢és androsztendiont (AD) allit eld. A
masik Ut a progeszteron termelése a 3B-hidroxiszteroid-dehidrogenaz enzim
koézremiikddésével.

A mellékvesében képzodott DHEA a férfiakban atalakulhat tesztoszteronnd, ez azonban

csak a serdiilokor elején jelentds. NOknél a mellékvesék altal termelt DHEA a tiiszOkben



torténd tesztoszteron €s Osztrogén szintézishez nyujt alapot. A gonadokban torténd
szexualszteroid genezis kiindulasi vegyiiletei a DHEA ¢és az androsztendion (AD),
melyekbdl egyrészt tesztoszteron, masrészt az aromatdz enzim hatdsira Osztradiol és
Osztron képzddik. Az Osztriol mindkét vegyiiletbdl keletkezhet a maj vagy a placenta
kozremitkodésével (1. abra).

A mellékvesékben torténd szexudlszteroid termelést a glucocorticoid szekrécidt érintd
hatdsa mellett foként az ACTH szabalyozza kiegésziilve egyéb hipofizis eredetii
faktorokkal (B-lipoprotin, y-MSH). A szexudlszteroidok herékben, ¢és petefészekben zajlo
szintézisét kozvetleniil az agyalapi mirigy altal termelt FSH és LH hormonok
szabalyozzak, amelyeket pedig a hipotalamusz GnRH szekrécioja befolyasol. A
hormonok negativ és pozitiv feedback mechanizmussal hatnak sajat termelddésiikre a
hipofizis és a herék/ovariumok kozott, valamint a hipofizis és a hipotalamusz kozott is
(Ledvey A, 2001).

Az Osztrogének hatasaikat nukleédris és extranuklearis utakon keresztiil fejtik ki. A
nuklearis Gsztrogénreceptoroknak két tipusat kiilonboztetjiik meg, az ERa ¢és az ERf
receptorokat melyek két kiillonboz6 gén termékei. A cink-ujjat tartalmazdé DNS kotd
domainjiik 97%-ban homolog, mig az a-hélixekbdl allo ligandkotdé domain csak 60%-ban.
Eloszlasuk szervek szerint és a kiilonbozé életkorokban is valtozatos. A két fajta ER
homo- ¢s heterodimereket is képezhet, befolydsolva az Osztrogének bioldgiai hatésait.
Ismert jelenség tovabba az, hogy az ERP transzkripcidés represszor funkcidjanak
koszonhetden gatolni képes az ERa transzkripcios aktivitasat, tovabb arnyalva a képet.
Amennyiben az Osztrogénreceptor ligandot kot meg, a ligand-ER komplex a sejtmagba
transzlokalodik, ott dimerizalédik, majd a DNS Un. Osztrogén-reszponziv elemeihez
kotddik. Az aktiv ER dimer ezt kdvetden kiegésziilve mas koaktivator fehérjékkel (cAMP
response element-binding protein, Amplified in breast cancer-1) az adott gén
transzkripcidjat valtja ki (Rice S, Whitehead S A, 2008). Bizonyos sejtélettani valtozasok,
mint példaul azonnali, méasodpercek alatt bekdvetkezd intracellularis Ca”" koncentracio
emelkedés azonban tul gyorsan zajlanak le ahhoz, hogy génexpresszios valtozasokkal
magyarazni lehetne Oket, ezek hatterében extranukledris mechanizmusok keresenddk
(Higashi et al., 2005). Ilyen mechanizmusok a nem-receptor tipusu tirozin kinaz (Src)
molekula aktivalodasa tovabbi protein kindzok egyidejii modulécidja mellett, valamint a
PI3 kindz aktivaci6 is. A gyors Osztrogénhatds harmadik kozvetitdje pedig nagy
valészinséggel a nemrég felfedezett membran Osztrogén receptor a G-protein coupled

receptor-30 (GPR30).



Ez egy hét transzmembran alegységgel rendelkezd (7TMR) receptor mely Osztrogének
specifikus kotésére képes. A hormonkotést kdvetden a sejtmembranhoz kotodtt heparin-
binding EGF (HB-EGF) felszabadulasat valtja ki, amely EGF ezt kdvetden szabad EGF
receptorokhoz kotddik, kivaltva azok aktivacigjat. Ez a mechanizmus magyarazatot adhat
az Osztrogének novekedési faktorszerii hatdsaira is. Ez, és az Src altal aktivalt Ras/ERK
jelatviteli ttvonal, valamint a Foszfoinozitol-3 kinaz (PI3K) aktivacid bizonyithatoan
szexual hormon szenzitiv daganatok kialakuldsaban jelentds tényez6 (Kampa et al., 2008).
Az Osztrogén receptor jelenlétére nézve negativ mellrak sejtek Osztrogénszenzitivitasaért
is a GPR30 receptor felelhet (Filardo et al., 2008).

A vérplazmaban a szexualszteroidok 90-95%-a fehérjékhez kototten szallitodik, biologiai
hatdsa csak a szabad formdknak van. Ezen fehérjék koziil a corticosteroid binding
globulin (CBG, transzkortin), a steroid hormon binding globulin (SHBG), valamint nem
specifikus kotéssel ugyan, de az albumin emelendd ki. A szteroidok szekrécioja vizelettel,
illetve az epével torténik epesavak formdjdban a m4j altal torténd oxidacid utan. A
vizelettel iiriild hormonok elébb szintén a majban gliikkuronacidon vagy szulfatacion esnek

at (Ledvey A, 2001).

1. 1. 2. Szexualszetroidok egészségligyi vonatkozasai

Nok esetében az Osztrogénhianyos allapot, annak élettani hatterétdl fliggetlenil
gyors csontallomany csokkenéssel jar, kiillondsen a csontok trabekularis allomanyéaban. A
jelenség elsdsorban a gerincben, a felkarcsontban ¢€s a kézkozépcsontokban mutathaté ki.
A csoves csontokban talalhatdo kéregéallomany szintén elvékonyodik, de e folyamat
lassabban zajlik le, mint a trabekularis allomanyban. A csontritkulasos folyamatok
eredményeként csokken a csontallomany tomege, a csontszerkezet megvaltozik, valamint
a csontszovetek mechanikai ellenalloképessége is csokken. Ezek a folyamatok gyakran a
csontszdvet szerkezetét érintd mikrotorésekhez, vagy csonttorésekhez vezetnek. Az
Osztrogén, ¢és az androgén hianyos allapotokban is megfigyelhetd, hogy a folyamatosan
zajlo csontatépiilés, ,;remodelling” folyamatdban az épités/lebontds egyensulyanak
megvaltozik a csontépiilés rovasara. A csontallomany fokozott lebomlédsa az oszteoklaszt
sejtek megndvekedett aktivitdsanak koszonhetd. Fizioldgias allapotokban az 0sztrogének
¢és az androgének jelenléte az oszteoklasztok csokkent képzéséhez, azok apoptdzisdnak

fokozodasahoz, és csontlebontd képességiik csokkenéséhez vezet. Emellett, mind a



tesztoszteron, mind az Osztrogének meghosszabbithatjdk az oszteoblaszt sejtek
¢lettartamat azok apoptozisanak gatlasaval (Syed F, Khosla S, 2005). Patologias,
Osztrogén vagy androgénhidnyos allapotokban az oszteoklaszt sejtek aktivitisa megnd
citokinek, mint példdul interleukinek (IL-6, IL-1), vagy a tumor necrosis factor-o (TNFa)
fokozott felszabadulasanak hatasara. Ezen citokinek forrasai a sztrémasejtek, a monocitak
¢s foként a T limfocitdk (D'Amelio et al., 2008). A férfi csontritkulds is a
szexudlszteroidok csokkent szintjével fiigg 6ssze, azonban joval ritkabb.

prosztatarak, egy androgén dependens rakos megbetegedés melynek novekedését
androgén hormonok segitik elé (Higashi et al., 2005). A legfobb keringd androgén
hormon a tesztoszteron amely, a jelentdsebb bioldgiai aktivitdssal bird 5-
dihidrotesztoszteronna (DHT) alakul a prosztatiban. A human szervezetben a
mellékvesék altal termelt DHEA valamint annak szulfatja (DHEA-S) is tesztoszteronna
konvertalodhat, amely tesztoszteron ezt kovetéen DHT-vé alakul a periférias szovetekben.
Ennek megfeleléen csekély androgén aktivitdsa ellenére a DHEA ¢és metabolitjai is
felelosek a prosztatardk kialakulasaért valamint novekedéséért (Mitamura et al., 2003).
Hasonl6 6sszefiiggés mutathat6 ki néknél a mellrdk és az 6sztrogén hormonok kozott.

A mellrak kockazatat noveld legfontosabb faktorok a szexudalszteroidok altal regulalt
reprodukcids folyamatokkal fliggenek 6ssze, mint az elsé menstruacio bekdvetkezte korai
¢letkorokban, a terhesség hianya, vagy a magas életkor a menopauza bekodvetkeztekor. A
mellrak kialakuldsanak kockazata és a vérben cirkulald Osztrogének mennyisége kozott
pozitiv korrelacio figyelheté meg. Tanulmanyok szerint az emelkedett tesztoszteron, vagy
Osztrogén szintek a mellrdk kialakulasdnak magasabb kockazataval jarhatnak egyiitt.
Azokban a ndékben akikben a keringd Osztradiol és tesztoszteron koncentricidja a
populacids atlagnal magasabb, a mellrak kialakuldsanak valdszinlisége kétszeres is lehet.
Az, hogy a tesztoszteron hatdsa direkt moédon érvényesiil, vagy esetleg enzimatikusan
Osztradiolla torténd konverzidjan keresztiil, részleteiben még nem tisztazott. Kevéssé
ismert ugyanakkor a menopauza el6tti ¢letkorokban fennallé mellrdk kockazat a keringd
szexualszteroidok mennyiségével valo Gsszefliggésben. Ennek oka, hogy fiatal ndkben a
hormonalis szintek, kiilonosen az Osztrogének szintjei rendkiviil nagy valtozatossagot
mutatnak a nemi miikodés ciklusossaga miatt. A kevés rendelkezésre allo adat ellenére
egyértelmil pozitiv korrelacid latszik fiatal ndknél is. Magas keringd szexudlszteroid

koncentrécio esetén a mellrak kialakuldsanak valosziniisége hozzavetdlegesen kétszeres.



1.1. 3. Szexualszteroidok analitikdja

A szexudlszteroidok rendkiviil alacsony, nano vagy pikomoléris koncentracioban
fordulnak eld a kiilonb6z6 szovetekben. Kimutatasukat tovabb neheziti, hogy rendkiviili
szerkezeti hasonlosdgot mutatnak egymassal (Higashi et al., 2005), igy vizsgalatukhoz
kelloképpen szelektiv analitikai méodszerek sziikségesek. Elsddleges tényezé a minta-
elékészitési modszerek helyes megvélasztasa. Almeida és munkatarsai (2006) szilard
fazisu extrakciot (SPE) alkalmazva tobb szexudlszteroid hormon egyidejii vizsgélatat
végezte el vizeletbdl kiindulva. Strahm és munkatarsai (2008) anioncserélé SPE
segitségével szexudlszteroidok szulfat és gliikuronid metabolitjait vizsgaltdk szintén
vizeletbdl kiindulva. Gyakran feldolgozott anyag a vérplazma is, (Johnson D W, 2005),
valamint ritkdbban ugyan, de neuroszteroidok vizsgalatdhoz a cerebrospinalis folyadék is.
Széleskorlien alkalmazott analitikai technika a radio immuno assay (RIA). A RIA-val
lehetséges nagyszamu biologiai minta feldolgozasa is, valamint a modszer érzékenysége
is nagynak (LOQ 0,1 nmol) mondhaté (Okamura et al., 2005). Azonban a RIA
vizsgalatokhoz a kereskedelmi forgalomban kaphato kitek segitségével tortént mennyiségi
meghatarozasok eredményei jelentds mértékben eltérhetnek egyméstél annak
fiiggvényében, hogy melyik gyartd termékét hasznaltak (Stanczky et al. 2003). A vérben
szamos konjugalt szteroid szdrmazék is kering, ugyanakkor ezeknek csak kevés
képviseldje szerezhetd be standardként, kisziirendd az antitestek keresztreakcidit. Ennek
megfelelden a RIA technika jelent6s mennyiségi tulbecsléshez vezethet, ha nem kelléen
specifikus antitestet hasznalunk a meghatarozas soran. Tovabbi korlat, hogy a
majenzimek altal mind Osztron és Osztradiol esetében hidroxilacio figyelheté meg az
Osztrogénvaz tobb szénatomjan is. Ezen hidroxilalt metabolitok barmelyike is adhat
kereszt reakcidkat abban az esetben, ha az antitest specifitdsa nem elég magas.

Ezen okokbol kifoly6lag az utobbi idokben mas mddszerek is rutinszertien hasznalatosak,
jellemzéen a  kromatografia, és/vagy a  tomegspektrometria  eszkdztarabol.
Hagyoményosan alkalmazott modszerek a gazkromatografia (GC), illetve ujabban a
nagyhatékonysagli folyadékkromatografia (HPLC) is. A tomegspektometria (MS)
szerepelhet 6nalld analitikai modszerként, tovabba GC vagy HPLC elvalasztast kovetden
detektorként alkalmazva (Honour J W, 2006), (Fuh et al, 2004). A GC
tomegspektrometrids detektalassal torténd alkalmazdsidnak eldnye, hogy kombindlja a

gazkromatografia jelentds felbontoképességét a tomegspektrometria kiemelkedd
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érzékenységével. A gazkromatografia ugyanakkor illékony vegyiileteket kivan, mely a
szteroidok esetében szarmazékképzési 1épésekkel valodsithatod csak meg.

Tandem tomegspektrometria alkalmazasaval az egyes metabolitok szerkezetvizsgélata és
kvantifikalasa is megoldhaté a kromatografidnal magasabb érzékenységben. Fontos
megemliteni azonban, hogy a szteroidok szarmazékképzése tomegspektrometrids
azonositast megelézéen is sziikséges (Seo et al., 2005) miutdn rossz hatasfoku
tomegspektrometrids ionizacioval jellemezhetéek (Griffith et al. 2001), mely a kimutatas
alacsony érzékenységét okozza (Williams et al., 1999).

Elészeretettel alkalmazott reagensek a Girard-T [carboxymethyl] trimethylammonium
chloride hydrazide (GT) ¢és a Girard-P 1-[carboxymethyl] pyridinium chloride hydrazide
(GP) reagensek. A reakcid oxo-szteroidok modositasara alkalmas, melyek soran GT, vagy
GP hidrazon szarmazékok keletkeznek. Ezek a szarmazékok kvaterner nitrogénatomot
tartalmaznak mely hatékony tomegspektrometrias ionizaciot tesz lehetdvé. Cowan ¢és
munkatarsai (2008) tesztoszteron, epitesztoszteron, valamint azok metabolitjainak
tomegspektrometrias analizisét megelézéen a glilkkuronid metabolitok metilalasat,
valamint a szterdnvazban taldlhaté keton csoportok Girard P reagenssel torténd
szarmazékképzését végezték el. A GP reagens kivaldan alkalmazhaté MALDI ionizacid
esetén is (Griffith et al., 2003. Wang et al., 2006). A GP-hez hasonl6 szarmazékot ad a
GT reagens is mely ritkdbban, inkabb gazkromatografids szeparacidt megeldzden
alkalmazott reagens (Shackleton et al., 1997). Az alkoholos hidroxilcsoportok trimetil
szilanizalasa, vagy a fenolos csoportok alkildldsa pentafluorobenzylbromid segitségével
szintén sikeresen alaklmazott reakciok (Courant et al., 2007). A szarmazékképzés
alkalmazhatdsagat azonban korlatozza a tény, hogy szamos szteroid vegyiilet tobbféle
terméket is ad a reakcid sordn, valamint, hogy univerzalisan hasznalhato reagens nem
elérhetdé (Higashi et al., 2005). Az igy keletkezett, gyakran instabil jarulékos termékek
pedig megzavarhatjadk az analizis menetét. Kardindlis pontok a derivatizacids reakcio
koriilményei is, példaul a homérséklet, vagy a reakcido inkubacids ideje, tovabbi

bizonytalansagi tényezdket felvetve (Hadef et al., 2008).
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1.1.4. Szexualszteroidok MALDI TOF tomegspektrometridja

A matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight todmegspektrometriat
(MALDI TOF) 1985 6ta ismerjiik Franz Hillenkamp, Michael Karas, és Koichi Tanaka
(1987) munkéssaga nyomdn. A technika proteomikai célokon tal is széleskoriien
hasznalhato, lehetséges kis molekulasulyt anyagok vizsgalata is. A tomegspektrometria
soran, az elsd 1épés egy ionizacids folyamat, mely sordn az analit molekulabol ionok
keletkeznek. Az ionizacidt kdvetden az egyes ionok tomeg/toltés (m/z) aranyuk alapjan
elvalaszthatok el egymastol, mely folyamat a tomegspektrométer analizatoraban zajlik le.
Az ionok végiil egy detektorba csapddnak be.

A MALDI ionizéacié sordn folyékony halmazallapoti mintat keveriink 0ssze egy un.
matrix vegyiilet oldataval, majd a keveréket egy rozsdamentes acélbol késziilt talcara
(MALDI plate) csepegtetjiik fel. Az oldoszer elparolgasat kovetden a minta és a matrix
molekulak keveréke kristalyos szerkezetben szilardul meg. Az ionizéaci6 soran a kristalyos
minta/matrix keveréket vakuumban 1ézersugarral ,10jik” meg, ekkor a matrix
molekulaibol toltott részecskék keriilnek a mintdban talalhatd analit molekuldkra. Az
ionizacid folyamatédhoz az alkalmazott 1ézersugar szolgaltat energiat.

Matrixként olyan vegyiiletek hasznalatosak melyek konjugélt kettds kotést tartalmazd
hattagi gytirivel rendelkeznek, mint az a-ciano-4-hidroxifahéjsav (CHCA), a 2,5-
dihidroxibenzoesav (DHB), vagy a mustarsav (SA). Ez a delokalizalt elektronszerkezet
képes az ionizacidhoz altalanosan hasznalt 337 nm hulldmhosszl 1ézersugdr energidjat
abszorbealni, ezaltal lehetévé téve a MALDI folyamatat. Az ionizaciot kovetéen
elektromos térerésség uUn. gyorsitdfesziiltség segitségével torténik meg az ionok
analizatorba torténd juttatdsa. A MALDI ionforras legaltalanosabban TOF analizatorhoz
kapcsolva hasznalatos. A TOF analizator felépitését tekintve, egy acél cs6 melyben
vakuum uralkodik. Miikddési elvét az adja, hogy a forrast elhagyd ionok vakuumban
torténd replilési sebessége, azaz adott tithosszon repiilési ideje m/z aranyuk fiiggvénye. A
nagyobb m/z értékii ionok lassabban a kisebb m/z értékiiek pedig gyorsabban teszik meg,
igy a kisebb tomegek eldbb, a nagyobb tomegek késobb csapddnak be a detektorba. A
detektor lehet linearis ekkor az ionforrast elhagyd ionok kozvetleniil a detektorba
csapodnak, vagy reflektron, ahol is egy elektromégneses tiikor altal visszaforditva az un.
reflektron detektorba érkeznek. Ez utobbi eldnyét a hosszabb repiilési uthossz altal
megvaldsithatd nagyobb felbontds adja. A miikodési elv a 2. abran tekinthetd at

szemléletesen.
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2. abra. A MALDI TOF témegspektrométer miikddési sémaja. Az ionforrast elhagyo ionok a
repulési id6 analizatoron keresztil a linearis, vagy a reflektron detektorba jutnak el.

(http://www.proteomicsnijmegen.nl/Maldi_pages/Maldi-about.htm)

A MALDI TOF valamint a molekularis szerkezet vizsgalatara is alkalmas MALDI
TOF/TOF tomegspektrometria alkalmazasa lehetséges eljaras (Wang et al., 2006, Khan et
al., 2006) a szteroidok mindségi analizisében is. El6ny a mddszer gyorsasdga, magas
(femtomol) érzékenysége és az egy vizsgalatra jutd csekély koltsége. A szteroidok
derivatizacidjara azonban ebben az esetben is sziikség van a megfeleld érzékenység
eléréséhez, ugyanis a szteroidok MALDI ionizacidja is csekély hatasfokkal jellemezheto.
A MALDI tomegspektrometrias vizsgalata soran tovabbi problémat jelent, hogy az
altalanosan hasznalt matrix vegyliletek, CHCA, DHB, ¢és SA ugyanabban a
tomegtartomanyban adnak csucsokat, mint a szteroidok, igy a matrix és a szteroid csucsok
interferalnak egymassal. A derivatizaldo reagens alkalmazasa erre a nehézségre is
megoldast nytjt, mivel ha a keresett szteroid komponens tomegéhez hozzdadddik a
derivatizal6 reagens tomege, az igy keletkezett szarmazék mar magasabb
tomegtartomanyban lesz detektalhatd, ahol is a matrix vegyiilet csicsai mar nem

zavaroak.
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1.2 Fitoosztrogének analitikai vizsgalata

1.2.1. Fitodsztrogének eléfordulasa és bioszintézise

A fitoosztrogének természetes koriilmények kozott eléforduld  bioldgiai
aktivitassal rendelkez6 masodlagos novényi metabolitok, melyek szerkezeti hasonlosagot
mutatnak a 17a-0sztradiollal. Ezen kémiailag polifenolként leirhaté vegyiiletek a
novényeket ért stressz faktorok hatdsara (UV sugarzas, mikrobidlis fert6zés) termelddnek
legnagyobb mennyiségben az epidermalis szovetekben, azon kivil a levelek
mezofilluméban, vagy bazalis régidiban. (Hutzler et al.,, 1998). FElsOsorban
monoglikozidok alakjdban fordulnak eld, gliikézzal, vagy galaktozzal alkotott
konjugatumként (Flamini R, 2003), de kis mennyiségben konjugdlatlanul is. Ezeket a
konjugacios reakcidkat gliikozil-transzferaz enzimek katalizaljak UDP-gliik6z vagy UDP-
galaktoz felhasznalasaval.

A polifenolok legegyszeriibb képviseldi, mint példaul a hidroxicinnamat, ferulat, kaffeat
mindossze egy aromds gylriit tartalmaznak, fenolos hidroxilcsoportjaik szama alapjan
lehetnek mono, di, vagy trifenolok is. A komplex polifenolok ketté vagy tobb aromds
gytriivel rendelkeznek, hidroxilcsoportjaik szama ennek megfeleléen szamos lehet.
Jellemz6d képviseldik az antocidnok, flavonoidok vagy a stilbének. A fitodsztrogének
bioldgiai funkcidikon tul, a gylimolcsok és az azokbol szarmaztatott termékek, mint
példaul a gyiimdlcslevek vagy borok szinéhez, izéhez, valamint dietétikai
tulajdonsagaihoz is hozzéjarulnak (Alonso et al., 2004).

A fitodsztrogének csoportjanak legnépesebb tagjai az izo- és egyéb flavonoidok mint a
ligndnok, tanninok, vagy a stilbének mint példaul a transz-rezveratrol (Taylor et al.,
2005). Ezen csoportokon belill is a legtobbet tanulmanyozott molekuldk a daidzein és a
genistein az izoflavonoidok koziil (Schwartz et al., 2009), valamint a stilbén rezveratrol.
Tovéabbi, 0Osztrogénhatds szempontjabdl  kisebb  jelentoségi  képviselok a
hidroxicinnamatok (feruldt, kumarat), a hidroxibenzoatok (gallét), valamint a tanninok és
ligninek.

A fitodsztrogének szintézise a citoszdlban, kisebb mennyiségben a Golgi-apparatusban, az

endoplazmas retikulum felszinén és a plasztiszokban zajlik.
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1.2.2. Transz-rezveratrol el6forduldsa és bioszintézise

A rezveratrol (3, 4°, 5 trihidroxistilbén) jelentés mennyiségben taldlhatd meg
szOl6héjban, borokban, mogyordofélékben, lignifikalt szovetekben, valamint szdjababban
(Mazza et al.,, 2002, Lee et al., 2004, Palomino et al., 2000). A rezveratrolt elsé
alkalommal szdldlevélben (Vitis vinifera) mutattak ki, ahol is jelentds mennyiségben
talalhatd meg, mechanikus sériilések, UV sugarzasra, vagy gombdas (Botritys,
Plasmospora) fertdzésre adott valaszként. Eldéforduldsa létezhet szabadon, vagy
glikozidként is, ezt az alakot piceidnek nevezzilk. A rezveratrol transz-, és cisz-
sztereoizomerek alakjaban is 1étezhet, a cisz-rezveratrol glikozidjat cisz-piceidnek hivjuk.
A transz-rezveratrol bioszintézise (3. dbra) az epidermisz sejtek membranjan, illetve a
kloroplasztiszokban a stilbén szintdz altal torténik (Pan et al., 2009). A kiindulési vegytilet
a fenilalanin (1) mely el6szor fahéjsavva (2) aztan 4-kumaratta (3) alakul a cinnamat 4-
hidroxilaz enzim segitségével. A kumarat ezutan CoA-val aktivalodik (4), a 4-kumarat-
CoA ligaz enzim katalizisével. Utols6 1épésben a stilbén szintaz katalizisével egy darab 4-
kumaroil-CoA ¢és harom darab malonil-CoA molekula kondenzalodik, majd egy atmeneti

tetraketid terméken (5) keresztiil alakul ki a transz-rezveratrol (5) (Halls C, Yu O, 2008).
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3. &bra A transz-rezveratrol bioszintézisének f6 l1épései.
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1.2.3. Fitodsztrogének ¢&s a transz-rezveratrol egészségiigyi vonatkozasai

A polifenolok elsdédleges forrdsai a novényi eredetli élelmiszerek, mint a
hiivelyesek, gabondk, gyiimdlcsok ¢és az ezekbdl szdrmazd termékek, mint a
gytimolcslevek, tedk és a borok (Kuhnle et al., 2009). Felszivodasuk a bélcsatornabol
torténik, triilésiik pedig a széklettel és a vizelettel nativan, vagy kémiailag modositva. A
felvételt kovetd egy ora utdn mar kimutathatéak a vérplazmébdl, a plazmaban talalhato
mennyiségiik maximumat hozzavetdlegesen négy, 6t ora utan érik el (Mazza et al, 2002).
A polifenolok bioaktivitasa antioxidans, szabadgyok fogo, illetve azon tulajdonsagaiknak
koszonhetd, hogy egyes képviseldik képesek az ismert dsztrogénreceptorokhoz kotddni.
Egy polifenol akkor viselkedhet Osztrogénként, (Mazur W, Adlercreutz H, 2000) ha
tartalmaz legalabb egy fenolos gytriit, mely hasonl6 az 6sztrogének ,,A” gytirlijéhez, ha
az Osztrogén hormonokhoz hasonld, alacsony molekulatomeggel rendelkezik, és ha kettd
vagy tobb hidroxilcsoport megléte esetén, azok egymashoz képest térben torténd
elhelyezkedése hasonld az Osztrogénekéhez. Megfelelé koncentracioban fogyasztva
(Dang Z C, Lowik C, 2005) jelentdés szerepet jatszanak kardiovaszkularis
megbetegedések, csontritkulds, menopauzas tlinetek és tobb radkos megbetegedés
kezelésében és megeldzésében.

A fitodsztrogének magas koncentracioban ugyan csokkentik (in vitro), de a taplalékkal
bevihetd mennyiségben novelik az oszteoblaszt sejtek aktivitasat. A kettds hatést
valoszintileg az okozza, hogy a fitodsztrogének mindkét (ERa, ERB) dszrogénreceptorhoz
kotddnek melyek modulalhatjadk egymdas hatasat. A csontlebontast végzé oszteoklaszt
sejtek esetében ez a kettdsség nem latszik, itt mind in vitro, mind in vivo egyértelmiien a
fitoosztrogének gatld hatdsa érvényesiil. Ekkor az oszteoklasztok differencidlodasa lassul,
apoptotikus folyamataik fokozddnak (Dang et al., 2005). Az eredmény a nettd
csontallomany novekedése, kompenzalva a menopauzas 0sztrogénhidnyos allapotokat.

Az ERa ¢és ERP receptorokhoz torténd egyidejii kotdédés a  fitodsztrogének
Osztrogénszenzitiv daganatokra gyakorolt hatdsdban is megmutatkozik. Annak ellenére,
hogy az ERa receptorok a mell daganatos elvaltozasainak progresszidjat kozvetitik az
ERP receptorok ezt a hatast gatolhatjak. Mellrak sejtvonalakban in vitro az ERp
csOkkenti annak proliferativ hatasat. A tény, hogy fitodsztrogének képviseldi
csOkkenthetik az Osztrogénreszponziv daganatok novekedését, feltételezhetéen annak

tudhato be, hogy az ERB-hoz nagyobb affinitassal kotédnek, mint az ERa-hoz. Tovabba a
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fitoosztrogének bizonyithatéan gatoljak a 17B-hidroxiszteroid dehidrogenaz (HSD)
csaladba tartoz6 enzimek képviseldit is. A 17B-HSD I az Osztron Osztradiolld torténd
atalakuldst katalizdlja, mely enzim aktivitdsa bizonyithatdan emelkedett mellrdkos
betegekben (Miyoshi et al., 2001). Az dsztradiol az dsztronndl magasabb bioaktivitassal
bir, igy emelkedett szintjei a mellrdk kialakuldsdnak magasabb kockazataval jarnak (Rice
et al., 2008).

Az Osztrogénszenzitiv daganatos elvaltozasokon til szamos sulyos kronikus rdkos, vagy
kardiovaszkularis megbetegedés fligg Ossze az oxidativ karosoddsok hatasaival is, melyet
a fitoosztrogének kompenzalhatnak. A WHO halalozési statisztikai alapjan ez figyelemre
méltod tény, hiszen napjainkban a kardiovaszkularis megbetegedések szerepelnek vezetd
halalokként a fejlddd orszégokban.

Az oxidativ stresszért felelds reaktiv gyokok endogén, és exogén forrasokbol is
szarmazhatnak. Elsédleges endogén forrasok a citokrom P450 tipusi enzimek, a
mitokondriumokban és a peroxiszomakban, valamint a xantin oxidaz (XO) enzim is. Az
exogén hatasok koziil az UV sugarzas, a nehézfémionok (Cr VI, Cd) és a tobbek kozott
lipid peroxidaciohoz vezetd tulzott alkoholfogyasztas érdemel emlitést (Sun et al., 2001).
A szabad gyokok karositjadk a membranokat, valamennyi makromolekulét, tovabba
mutagén hatasuk is ismert, melyek a sejtek oregedéséhez, nekrozisahoz, vagy daganatos
megbetegedésekhez vezethetnek. Kiilondsen érzékenyek az oxidaciora a low density
lipoprotein (LDL) molekuldk, melynek oxidacidja jelentds szerepet jatszik az
¢relmeszesedés kialakulasaban (Frémont L, 1999). Az oxidalt, karosodott LDL-t az
endotelialis sejtek nem szabalyozott endocitézissal felveszik, ami az LDL
felszaporodasdhoz vezet a sub-endotélialis régiokban, érrendszeri megbetegedéseket
okozva (Yu et al., 1999).

A kozvetlen, agressziv hatdsokon tul a szabad gyokok bizonyithatéan befolyasoljak a
apoptozisara, ¢és differencidlodasara. Elsddleges hatds a sejtmembran belsé oldalan
lokalizalt Ras fehérje aktivaloddsa, mely az apoptozis gatlasahoz ¢és fokozott
(JAK) csaladba tartoz6 nem-receptor tipusu tirozin kindzok aktivaldodasa is, melyek
tovabbi jelatviteli Gtvonalakat (MAPK, NF-kB, PI3K) serkentenek. Az ezen Utvonalakhoz
tartozd fehérjék fokozott expresszidja daganatok széles spektrumaban figyelheté meg,
beleértve a mell rdkos elvaltozasait is. A szerin/treonin tipusu kindzok, mint példaul az

AKT fokozott aktivitasa is hasonl6d eredményre vezet.
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A MAPK altal regulalt NF-xkB rendkiviil fontos jelatviteli molekula, mely a sejtek
aktivalodasa a sejtosztddasi folyamatok inicializacidjdhoz vezet. Jol dokumentalt tény,
hogy a rakos transzformacion atesett sejtek szdmos képviselje az NF-xB fokozott
expressziojat mutatja. A rakos daganatok tekintetében fontos kiemelni azt a tényt is, mely
szerint a daganatok vaszkularizaciojanak mértéke limitalja azok kiterjedését. A daganatos
elvaltozasok csak abban az esetben képesek korlatlanul novekedni, ha a vaszkularizacios
folyamatok is Iépést tudnak tartani a névekedéssel.

Tovabbi hatasa a szabad gyokoknek a proliferativ AP-1 fehérje aktivalasa mellett a tumor
valésulhat meg (Valko et al., 2006).

A karos oxidativ hatdsok ellen az endogén mechanizmusok (kataldz, szuperoxid
dizmutaz) mellett exogén antioxidansok tdbora, vitaminok, példaul C és E-vitamin,
valamint fitodsztrogének, polifenolok védenek. Az oxidativ karosodasok kivalté okai az
ischemids szivelégtelenségnek is, mely soran a reaktiv szabad gy6kok mennyisége megnd
a szervezet antioxidans kapacitasat meghaladva, szoveti kdrosodast okozva. Az oxidativ
stressz sordn a szivizomsejtek anyagcsere-egyenstlya felborul élettani, elektrofiziologiai
¢s morfologiai eltérésekhez, végiill a szivizom nekrdzisdhoz vezetve. Az ischemids
szivizomzat reperfuzioja soran 0jabb patologias elvaltozasok alakulnak ki, mint példaul
reperfizios arritmidk, a pumpafunkcio zavarai, és sejthaldl. Az akut kardiovaszkularis
megbetegedések kialakuldsaban a trombocitdk is szerepet jatszanak, mivel fokozott
aggregaciojuk soran az endotelidlis felszinre letapadva sziikiiletet, vagy elzarodast
okozhatnak (Hung et al., 2000).

A szivizomszovet mellett magas oxigénfogyasztidsa és az antioxidans mechanizmusok
csekélyebb eldforduldsa miatt az agyszovet is fokozottan ki van téve az oxidativ stressz
hatasainak. Kovetkezményes akut vagy kronikus degenerativ korképek (agyi ischemia,
Alzheimer-kor) a neuronalis szovetekben is ismertek (Zhuang et al., 2003).

Ezen kedvezoétlen élettani valtozasok csokkenthetdek transz-rezveratrol hatasara, LDL
oxidaciot csokkentd, trombocita aggregéaciot gatld, valamint gyulladascsokkentd, és
antioxidans mechanizmusok segitségével. Az ischemias allapotokat kovetden transz-
rezveratrol hatasdra dramai javulads figyelhetd meg a sziv pumpafunkcidinak, ¢&s
energiametabolizmusanak helyreédllasaban is. Az ischemia reperfuziot kovetd pitvari
tachicardia és fibrillacio rovidebb id6 alatt megszlinik, és a szivizomsejtek ATP és

kretain-foszfat készletei is gyorsabban helyreallnak (Hung et al., 2000).
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1.2.4. A rezveratrol el6fordulasa borokban

Az érelmeszesedés és a koronaria betegség (CHD) kialakulasa bizonyithatoan
Osszefiigg a helytelen étrenddel, és a fentebb részletezett oxidativ karosodasok
kovatkezményeivel. A kismértékli vorosborfogyasztds azonban hajlamositd ¢letvitel
ellenére is (Valko et al., 2006) védelmet biztosithat CHD ¢&s érelmeszesedés ellen (Vifias
et al., 2000), mely jelenség Francia-parodoxonként ismert (Sun et al., 2001, Poussier et
al., 2005).

Altaldban a vorosborok sokkal nagyobb mennyiségben tartalmazzak a rezveratrolt, ennek
oka a vords és fehérbor készitésének technologiai kiilonbségeibdl ered. A transz-
rezveratrol ugyanis legnagyobb mennyiségben a bogyok epidermiszében talalhatd meg, és
a voros borok készitése sordn a must hosszabb ideig érintkezik a bogyok héjaval, mint a
fehérborkészités soran. A fenolos komponensek glikozidként, vagy szabadon eléfordulva
a borok szinét és izvilagat hatarozzak meg (Vinas et al., 2000). A borok transz-rezveratrol
tartalma fajtafiiggo is, jelentés mennyiség talalhato példaul a Pinot Noir vagy a Cabernet
Sauvignon fajtdkban. A borok rezveratrol tartalmara klimatikus, foldrajzi, talajtani, és
technologia tényezOk vannak tovabbi erdteljes hatassal. A bogydk epidermiszében
ismeretink szerint csak a transz- izomer taldlhat6 meg, a borokban azonban a cisz- izomer
is jelen van, mely vélhetdleg a borkészités 1épései soran keletkezik a transz-rezveratrolbol
(Goldberg et al., 1995).

A vordsborokban talalhatd transz-rezveratrol jelentdsége annak kitlin hozzaférhetdsége
adja. A nyers novényi termékekben, mint példaul a gyiimdlesdk, a polifenolok
legtobbszor polimerek, vagy konjugatumok alakjaban fordulnak eld, ami csokkent
hatasfokti emészthetdséghet és felszivodast okoz. A borokba ugyanakkor az erjedés
folyamata sordan jelentds mennyiségli szabad transz-rezveratrol keriil, melynek

felszivodasa sokkal konnyebb (Valko et al., 2006).

1.2.5. A rezveratrol analitikdja

A transz- /cisz- rezveratrol analitikdjaban legelterjedtebben HPLC technikakat
alkalmaznak. Az egyes modszerekben kozos, hogy az elvalasztas alapja forditott fazisu
kromatografids elvalasztds, apolaros, rendszerint C;g all6fazist alkalmazva izokratikus,
esetleg gradiens elucioval torténik. Mozgoéfazisként acetonitril:viz, vagy metanol:viz

elegye hasznalatos, kiegésziilve kis mennyiségii (0,1-1 v/v %) szerves (ecetsav) (Vinas et
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al., 2000), vagy szervetlen (foszforsav) (Hanzlikova et al., 2004) savval, visszaszoritandod
komponensek detektalasa torténhet UV elnyelés (Goldberg et al., 1995), fluoreszcencia
alapjan (Quirds et al., 2007), vagy tomegspektrometria segitségével (Bravo et al., 2006).
Az 0Ossz rezvertarol tartalom meghatidrozadsdhoz sziikség lehet tovabba a glikozidok
enzimatikus hidrolizisére (Goldberg et al., 1995) vagy a szabad ¢és konjugalt formak
egyidejli meghatarozasara. Vinas ¢és munkatarsai (2000) mas polifenolokkal egyiitt
spanyol borok ¢és mustok transz- és cisz-rezveratrol tartalmat hataroztdk meg
Osszehasonlitva az UV és a fluoreszcensz detektalas eredményeit. Fluorescens detektalast
alkalmazva az érzékenység kismértékii novekedése, és a kvantifikalhatosagi hatar
csOkkenése érhetd el. Transz-rezveratrol esetén ez 0,01 pg/ml, mig cisz-rezveratrol
esetében pedig akar: 0,004 pg/ml is lehet szemben az UV-Dad mddszerek
érzékenységével (0,02 pg/ml és 0,02 pg/ml) (Quiros et al., 2007).

Lehetdség van gazkromatografias elvalasztasra is (Cai et al., 2009, Luan et al., 2000),
ekkor azonban sziikség van egy derivatizacios 1€pésre az analizist megelézden, mivel az
erésen polaros polifenolok illékonysaga rendkiviil alacsony. A bonyolultabb
mintaelokészités ellenére megemlitendd a gazkromatordfids modszerek magas
érzékenysége. A kimutatasi hatar SPE-t is alkalmazva 0,003-0,005 pg/l lehet (Cai et al.,
2009), ez az érték azonban HPLC és fluorescens detektalas kombinacidjaval is elérhetd.
HPLC alkalmazasa mellett sz6l az is, hogy az analizist megeldzden egy egyszerii
membransziirést, vagy centifugélast leszamitva semmilyen mintael6készitésre nincs
sziikség (Quiros et al., 2007, Goldberg et al., 1995).

Elterjedt detektalasi technika a tomegspektrometria alkalmazasa is Atmospheric pressure
chemical ionization (APCI), Electrospray ionization (ESI) (Loredana et al., 2006) esetleg
MALDI ionizaciéval. Bravo és munkatarsai (2006) szamos polifenol egyidejli analizisét
végezték el portugdl borokbdl, APCI tomegspektrometridval, mely moddon a
komponensek tobbsége magasabb érzékenységgel volt kimutathato, mint ESI-vel. A
transz-rezveratrol leghatékonyabban APCI+ modban volt detektalhatd, ez egy késdbbi
Osszehasonlitd tanulmanyban Ujra megerdsitésre keriilt (Bravo et al, 2008).
Tomegspektrometria segitségével lehetdség van az egyes komponensek retencids idon €s
abszorpcios/fluoreszcensz spektrumon tal tdmeg alapjan térténd azonositasara is, melynek
specifitasa tandem tomegspektrometria Gtjan meghatdrozhaté fragmentdcios mintazatok

segitségével tovabb ndvelhetd (Bravo et al., 2006).
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1.2.6. A transz-rezveratrol fotoizomerizacids reakcioja

A rezveratrol, mint azt mar részleteztiik két szetereoizomer alakjdban fordulhat
el6. A kettd koziil energetikailag a transz-stilben (,,Z”) forma a stabilabb, a cisz-
resveratrol (,,E” stilbén) rendkiviil instabil, (Goldberg, et al., 1995). Fénytdl védett helyen
tarolva, a transz-rezveratrol oldata, hacsak nem magas pH-ju pufferben készitettiik el
hoénapokig stabil lehet. A cisz-rezveratrol tiszta oldatardl ugyanez nem mondhat6 el, a
stabilitast az alacsony pH ¢és a napfény tovabb rontja, a cisz-rezveratrol visszaalakul a
transz- formava. Ezen okbol kifolyolag a cisz-rezveratrol esetleges bioldgiai hatasair6l
sem allnak rendelkezésre biztos ismeretek, mivel instabilitdsa megneheziti a vele valo

kisérletes munkat.

OH
A D
OH

4. abra A transz- és a cisz-rezveratrol szerkezeti képlete.

A transz-rezveratrol oldatanak fotoizomerizacidjat napfény vagy 366 nm-es (Trela B C,
Waterhouse A L, 1996) UV sugarzas katalizalja. A reakcié soran az oldat transz-
rezveratrol tartalma csokken, ezzel parhuzamosan a bel6le 4atalakuld cisz-rezveratrol
mennyisége nd. Ezt a valtozast idében abrazolva egy egyensulyi allapot rajzolddik ki,
mely hozzavetdlegesen 5, egyes szerzok szerint (Trela B C, Waterhouse A L, 1996) két
ora elteltével all be, de ez erdsen fiigg a besugarzas koriilményeitdl is. Ez az egyensuly 24
oraig biztosan fenndll addig a komponensek egymashoz viszonyitott aranya nem valtozik
jelentds mértékben (Hanzilikova et al., 2004 ). Egyes irodalmi adatok alapjan (Goldberg,
et al., 1995, Trela B C, Waterhouse A L, 1996) a fotoizomerizacios reakcid egyetlen

terméke a cisz-rezveratrol, mas szerzok azonban (Hanzlikova et al., 2004), még tovabbi,
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altaluk nem azonositott termékek keletkezésérdl szamoltak be. E tovabbi komponensek
napfény hatadsara harom ¢és fél 6ra, UV sugarzas hatasara pedig mar 20 perc elteltével
kimutathatok voltak (Quirds et al., 2007). Hanzlikova és munkatarsai a transz-rezveratrol
oldatanak diffiz napfény hatdsara bekdvetkezd fotoizomerizaciojat vizsgaltak
hémérséklet és eltelt id6 fliggvényében, mely folyamat eredményeképpen a cisz-
rezveratrolon kiviil két komponens keletkezését is kimutattdk. Hernandez ¢s munkatarsai
ugyanakkor a fotoizomerizacid folyamatat 254 nm hulldmhossziisagh UV besugarzas
mellett tanulméanyoztdk, egy tovabbi komponenst kimutatva, melynek abszorpcids
spektrumat is leirtdk. A reakcid kinetikdja alapjan feltételezték azt is, hogy ez a termék a

cisz-rezveratrolbodl keletkezik.
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2. Célkitiizések

Vizsgalataink sordn az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Munkank sordn meg kivantuk hatdrozni, hogy a fitodsztrogéneket képviseld
transz-rezvertarol €s annak glikozidja, a transz-piceid milyen mennyiségben fordul el

magyar borokban.

2. Az egyes évjaratokat, pincészeteket és  fajtdkat  képviselé  borok
Osszehasonlitasaval meg kivantuk vizsgalni, hogy mely faktorok befolyasoljak jelentdsen

a borok transz-rezveratrol tartalmat.

3. Meg kivantuk vizsgalni, hogy a transz-rezveratrol fotoizomerizacios reakcioja
csak az ismert cisz-rezvertarol keletkezésével jar-e, vagy esetleg tovabbi j komponensek

is kimutathatok a reakcid eredményeképp.

4. Amennyiben mas, tovabbi komponensek keletkezése figyelheté meg célul tlztiik

ki ezek azonositasat is HPLC, MS és MS/MS modszerekkel.
5. Célunk volt tovabba egy olyan MALDI TOF tomegspektrometria alapi modszer

kifejlesztése, mellyel lehetévé valik a szarmazékképzés nélkiill nehezen ionizalhatod

szexualszteroidok gyors tomegspektrometrias vizsgalata biologiai mintakbol.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Standard vegyiiletek és oldatok

Transz-rezveratrol és transz-piceid standardok

A transz-rezveratrolt (99%) valamint a transz-piceidet a Sigma-t6l (Sigma-Aldrich
Budapest, Hungary) vasaroltuk. Az oldatokhoz, valamint az eluensek készitéséhez
hasznalt etanolt a Reanal-t6l (Reanal Rt. Budapest, Hungary), a metanolt a Scharlau-t6l
(HPLC-grade, Scharlau Chemie S.A. Barcelona, Spain) szereztilkk be. Az eluensekhez
altalunk eldallitott kétszerdesztillalt vizet, a transz-rezveratrol és a transz-piceid vizes
oldataiban pedig MilliQ vizet (Millipore Co., MA, USA) hasznaltunk.

Szexualszteroid standardok

A MALDI TOF tomegspektrometrids szteroidmeghatarozas beallitdsahoz 0Osztront,
(1,3,5(10)-estratrien-3-0l-17-one), B-0sztradiolt, (3,17p,-dihydroxy-1,3,5(10)-estratrien),
Osztriolt, (1,3,5(10)-estratrien-3,16a,17pB-triol), progeszteront (4-pregnene-3,20-dione) és
tesztoszteront (17p-Hydroxy-3-oxo-4-androstene) hasznaltunk analitikai standardként. A
hormonokat a Sigma-t6l (Sigma-Aldrich Kft., Budapest, Magyarorszag) szereztiik be. A
torzsoldatok készitése soran 0,1 mg hormon standardot oldottunk fel 800 uL. metanolban
(Scharlau Chemie S.A. Barcelona, Spanyolorszag). A teljes oldodast kdvetden az
oldathoz 200 pL MilliQ vizet (Millipore Co., MA, USA) adtunk. Ezt a 1épést a metanol
csekély feliileti fesziiltsége tette sziikségessé, mivel tisztan nem képes cseppet formalni a
rozsdamentes acélbol késziilt MALDI target plate felszinén. A tdmegspektrometrids

vizsgalatokhoz ezeket a torzsoldatokat higitottuk tovabb 80%-0s metanol segitségével.

Fullerén méatrix

A szexualszteroidok MALDI TOF analiziséhez matrixként C;9 és Cgo fullerént (Gold
grade, Hoechst AG Frankfurt, Németorszag) alkalmaztunk. Elsé 1épésben telitett oldatot
készitettlink toluol (Spektrum 3D Kft., Debrecen, Magyarorszag) felhasznalasaval. A fel
nem oldodott fullerén szemcséket 10 perc 3000 rpm-en torténd centrifugalassal
tavolitottuk el. A centrifugalast kdvetden a feliiliszot 6vatosan, az iiledék felkeveredését
elkeriilve leszivtuk. A tomegspektrometrids analizis soran a toluolos feliiluszd szolgalt

MALDI matrix anyagként.
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Fullerén matrixfelszin kialakitasa

A MALDI TOF tomegspektrometrids mérés sordn eldszor a matrix felszin keriilt
kialakitasra a MALDI plate-en (MTP 384 target plate, Bruker Daltonics, Bréma,
Németorszag) Cyg és Cg fullerén oldatok alkalmazasaval. A fullerén, MALDI matrixként
abban az esetben nyujthat optimalis teljesitményt amennyiben kelléen homogén
kristalyfelszint alkot a MALDI plate felszinén. Els6 1épésben a fullerének telitett, toloulos
oldatat pipetta segitségével vittiikk fel a plate feliiletére. A toluol azonnali elparolgasat

kovetden egy vékony fullerén kristalyfilm képz6dott a MALDI target plate felszinén.

3.2. Mintaelokészités

Bormintak

42 kiilonbozd bort vizsgaltunk meg a Dél-Dunantulon taldlhaté villanyi valamint az
Eszak-Magyarorszagon taldlhato egri bortermd régiokbol. A villanyi borokat a Bock
illetve a Polgar pincészetek biztositottdk, az egri borokat az Egri Korona borhdz. A
vizsgalt évjaratok a villanyi borok esetében a 2003-t6l a 2007-ig terjedtek, az egri borok
esetében ez a 2007-es, egy esetben pedig a 2006-os évjaratot jelentette. A vizsgalt
borfajtakat és évjaratokat az 1. tablazat tartalmazza. A borokbdl 1 ml-t Eppendorf csdben
centrifugaltuk 10 percig 3000 rpm-en, igy eltavolitva az esetlegesen eléfordulod lebegd
részecskéket, mint példaul a borkd vagy dugddarabkak. A borok ezt koveté HPLC

analizise extrakcio nélkiil, direkt injektalassal tortént.

Transz-rezveratrol fotoizomerizacios reakcidja

A transz-rezveratrol fotoizomerizacios reakcidjat 14,5%-os alkoholos oldatban
tanulmanyoztuk. Els6 1épésben a tokéletes oldodas érdekében 0,5 mg transz-rezveratrolt 1
ml tiszta etanolban oldottunk fel. Ezt az oldatot 9 ml 95/5 (V/V) viz:etanol keverékével 10
ml -re toltottik fel, hasonléan a borokban talalhato 12% és 15% kozotti
alkoholtartalomhoz. A kapott 0,005 mg/ml-es oldat 1 ml —ét UV fényt ateresztd
Eppendorf csében vilagitottuk meg teljes sotétségben egy Cole Palmer 9815 UV lampa
(Cole Palmer Instrument Co., Vernon Hills, Illinois) segitségével 365 nm hullamhosszon.

Ebbdl a reakcidelegybdl 200 pl térfogati mintdkat vettiink ki tovabbi HPLC analizis
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céljara 10, 30 és 60 perc, valamint 6t ora elteltével. A mintdkat a HPLC analizis

elvégzéséig sotétben, 4°C-on tartottuk.

Igazsagiigyi csontanyag

A minta-elokészités elsé 1épése a lagyrész maradvanyok eltavolitasa volt a leletek
felkarcsontjarol, illetve gerincoszloparol. Ezt kdvetden a csontokrdl a tovabbi kornyezeti
szennyezddéseket (fold, novényi tormelék) desztillalt vizzel, valamint puferrel (PBS)
mostuk le. A csontokat kisebb darabokra tordelve kézzel 6roltik meg achat mozsarban
0,2 mm szemcsedtmérd elérésé¢ig. A hormonok kivonasa a csontérleménybdl a
kovetkezOképpen zajlott: 100 mg csontérleményhez 10 ml diklérmetant (LiChrosolv,
Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) adtunk, majd az elegyet ultrahangos kadban
extrahaltuk 15 percen at. Az extrakciot kovetden az oldatot centrifugélassal tisztitottuk 10
percig 3000 rpm-en. A feliiluszot eltavolitottuk és félretettiik, az tiledéket pedig a fent
emlitett Iépésekben még két alkalommal extrahaltuk. Az extraktumokat egyesitettiik, majd
pedig szobahOmérsékleten, nitrogén atmoszféra alatt beparoltuk. A beparldsi maradékot

10 pl acetonitril/viz (9:1) v/v aranyt keverékében oldottuk fel.

Vizelet mintak

A vizeletmintdkat egy, a harmadik trimeszterben 1év6 29 éves terhes ndtdl kaptuk. A
szexualszteroidok kivonasat folyadék-folyadék extrakcioval végeztiik. A mintakat elészor
centrifugaltuk 20 percig 4000 rpm-en 4°C —on, leiilepitve a lebegd szennyezddéseket. A
tisztitast kovetden a vizelet feliiluszdjat harom alkalommal diklormetannal extrahaltunk. 1
ml lecentrifugalt vizelethez 1 cm® diklormetant adtunk, majd ezt a keveréket 2 percig,
szobahOmérsékleten vortexeltiik. A feliiliszot leszivtuk, az iiledéket a fent emlitett
Iépésekben még két alkalommal extrahaltuk. Az feliiluszokat egyesitettiik, majd
szobah6émérsékleten, nitrogén atmoszféra alatt beparoltuk. A maradékot 10 pl

acetonitril/viz (9:1) v/v aranyu keverékében oldottuk fel.
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3.3. Miiszerbeallitasi paraméterek

Borok transz-rezveratrol és transz-piceid tartalmanak HPLC analizise

A transz-rezveratrol és transz-piceid meghatarozashoz hasznalt HPLC berendezés egy
Dionex P680 gradiens pumpat (Dionex Corp., Sunnyvale, CA, USA), egy héliumos
gaztalanitdo rendszert, és egy Rheodyne 8125 injektort (Rheodyne Europe GmbH,
Bensheim, Germany) tartalmazott. Az injektorhoz 20 pl térfogati mintaadagol6 kapillaris
tartozott. A kromatogramok detektalasat, valamint az elvalasztott komponensek
abszorpcios spketrumanak meghatarozasat Dionex 340D UV-VIS diodasoros detektor
(Dionex Corp., Sunnyvale, CA, USA) segitségével tettiik meg. A folyadékromatografias
elvalasztas 250 mmx4.6 mm méretii, altalunk eldallitott szilikagél (120 A) alapu C;g —as
(ODS) forditott fazist HPLC oszlopon tortént meg. A mérési paraméterek beallitdsdhoz,
valamint a kromatogramok elemzéséhez a Chromeleon Data Management szoftvert
(Version 6.60 SP3 Build 1485, Dionex Corp., Sunnyvale,CA, USA) hasznaltuk.

Az elvalasztast tobblépcsds, binaris gradiens elicid segitségével oldottuk meg. ,,A”
eluensként metanol-viz—ecetsav (10/90/1; v/v/v) ardnyl keveréke, ,,B” eluensként pedig
metanol-viz—ecetsav (90/10/1; v/v/v) aranyu keveréke szolgalt 1,5 ml/perc aramlési
sebesség mellett. A gradiens 0Osszesen 35 perc hosszi kétlépcsds profila volt.
Részleteiben: 0,0-18,0 perc 0% -t61 40% B; 18,0-25,0 perc 40% -t61 100% B; 25,0-27,0
perc 100% B; 27,0 perc és 35,0 perc kozott egy nyolc perces regeneracids szakaszt
iktattunk be 100% ,,A” eluenst alkalmazva. Az elvalasztast 306 nm-en,
szobahdmérsékleten detektaltuk, ahol mind a transz-rezveratrol, mind a transz-piceid
abszorpcidés maximummal rendelkezik. A két komponens mennyiségét a csucs alatti

teriiletek alapjan hataroztuk meg.

Transz-rezveratrol fotoizomerizacios reakcidjanak HPLC analizise

A fotoizomerizacids reakcid nyomon kovetése a fentebb részletezett miiszeregyiittessel
tortént, minddssze a detektalasi hullamhosszokban tapasztalhatd kiilonbség. Az
elvalasztast szintén szobahdémérsékleten végeztiik, de a detektalast két kiilonb6zo, 285 nm
¢s 306 nm hulldmhosszokon valdsitottuk meg, ahol a transz- és a cisz- izomerek

abszorpcids maximummal rendelkeznek.
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HPLC-APCI tdmegspektrometria

A HPLC késziiléket egy Bruker HCT Esquire (Bruker Daltonics, Bremen, Németorszag)
tomegspektrométerhez kapcsoltuk egy microsplitter szelep segitségével (Upchurch
Scientific, Oak Harbor, WA, USA). A HPLC detektorabol tdvozo 1,5 ml/perc aramlasi
sebességli eluensaramot 3:7 aranyban osztottuk el a tomegspektrométer ionforrasa €s a
kidobo livegedény kozott. A tomegspektrometrias ionizacidt APCI ionforrés segitségével
valdsitottuk meg pozitiv ionizacids modban. Szaritogazként nitrogén szolgalt 250 °C-on, 5
liter/perc aramlasi sebesség mellett. Az ionok detektalasa a ,,Smart Parameter Setting”
(SPS) beallitas mellett tortént, 229,2 és 227,2 m/z tdomegszamokat gyljtve. A szkennelés
tartomanyat 50 és 2000 m/z kozott hatdroztuk meg.

A tandem MS (MS/MS) analizishez a manualis fragmentacié (MSn) beéllitast hasznaltuk
a mar emlitett 227,2 m/z és 229,2 m/z ionokat fragmentalva. A tomegspektrométer, illetve
a mérési paraméterek beallitdsdhoz az Esquire Controll Version 5.3 Build 11 (Bruker
Daltonics Bréma, Németorszag) szoftvert hasznaltuk, az adatok kiértékeléséhez pedig a

Data Analysis Version 3.3 Build 146 (Bruker Daltonics Bréma, Németorszag) szoftvert.

MALDI TOF témegspektrometria

Miutan az optimalis matrix szerkezet kialakitisra keriilt, mindegyik mintdbol (standard
vegyiilet, vagy extraktum) 1 pl-t csepegtettiink fel a kristalyfilmre. A méréseket egy
Autoflex II tipust (Bruker Daltonics, Bréma, Németorszdg) MALDI TOF/TOF
tomegspektrométerrel végeztiik. A késziilék reflektron detekcios tizemmodban miikodott
pozitiv és negativ ionizaciés modban egyarant. Az ionizacidhoz egy MNL-205MC (LTB
Lasertechnik Berlin GmbH., Berlin, Németorszag) tipusu 337 nm hulldmhosszusaga
pulzalo nitrogén l1ézert alkalmaztunk. A mérések 50 Hz 1ézerfrekvencia, valamint 20.0 kV
gyorsitofesziiltség mellett torténtek. A méréseket megelézéen kiilsé kalibraciot
alkalmaztunk, a kalibracidos pontokat mustirsav (a-ciano-4-hidroxifahéjsav) és 2,5-
dihidroxibenzoesav matrix molekuldk csticsai adtak. A mintak tomegspektrumait 200 m/z
¢s 500 m/z kozott vettiikk fel, valamennyi spektrum 1000 16vés eredményét Osszesitve
késziilt. A mérési paraméterek beallitasahoz a FlexControl 2.4 (Bruker Daltonics, Bréma,
Németorszag) szoftvert hasznaltuk, az adatok kiértékeléséhez pedig a Bruker

FlexAnalysis 2.4 (Bruker Daltonics, Bréma, Németorszag) szoftvert.
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4. Eredmények és megbeszélésiik

4.1. Transz-rezveratrol és transz-piceid el6fordulisa magyar borokban

A jelen munkédban 42 kiilonb6z0 magyar vorosbor keriilt feldolgozasra a 2003-
2007-es évjaratokbol, harom pincészetet, és két foldrajzi és klimatikus szempontbol
elkiiloniilt bortermd régiot reprezentdlva. A Villanyi régiobol a Bock és a Polgar
pincészetek, az egri régiobol pedig az Egri Korona Borhdz borai keriiltek vizsgalatra a
legnagyobb gyakorisaggal eléfordulo fajtak kozil.

Az 5. és 6. abrakon két tipikus vOrésbor kromatogram lathatd, a Bock Merlot (2006) ¢és
Polgar Syrah (2005). A 9. és a 10. 4bra egy fehér és egy rozé bor kromatogramjat
abrazolja. A transz-rezveratrol ¢és transz-piceid azonositdsa a standard vegyliletek
retencids idejével, valamint abszorpcios spektrumaval Osszehasonlitva tortént meg. A
transz-rezveratrol retencids ideje 21,940,3 percnek adddott, mig a transz-piceid esetében a
retencios 1d6 24,7+0,2 perc volt, 6sszhangban allva kordbbi méréseink (Mark L et. Al.,
2005) eredményeivel. A keresett anyagok pontos koncentracié meghatirozasat a fentebb
részletezett metddusban foglaltak alapjan végeztiik el, az eredmények osszefoglalasat a 1.
tablazat tartalmazza. A transz-rezveratrol ¢€s transz-piceid tartalom erdsen fiiggott a
vizsgalt évjarattol, és az egyes borfajtaktol. A villanyi borok esetében a transz-rezveratrol
tartalom altalaban a Merlot, a Pinot Noir, a Kékfrankos, valamint a Cabernet Sauvignon

fajtakban kiemelkedo.

1 40_Wine #410 [modified by Admi BM2006
mAU

UV_VIS,
WVL:306 nm|

transz-rezveratrol

transz-piceid

5. &bra. Bock Merlot (2006) vorosbor kromatogramja (UV detektor, 306 nm).
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474_wine #464 [modified by PS2005 uv VIS 1
mAU WVL:306 nm|

100+

transz-rezveratrol

transz-piceid

6. abra. Polgar Syrah (2005) vorésbor kromatogramija (UV detektor, 306 nm).

A vizsgalt borokban és évjaratokban a transz-rezveratrol koncentracidja 0,4 mg/l és 10,4
mg/l kdzotti mennyiségekben fordult eld, mig ugyanez a transz-piceid esetében 0,1 mg/l
¢s 4,4 mg/l kozotti értéknek adodott. Kiemelkedden jelentds mennyiségili transz-
rezveratrolt sikeriilt kimutatni a Bock Cabernet Sauvignon (2006) vorosborban (7. 4bra)

10,4 mg/I-t, valamint a Bock Merlot (2006)-ban 7,2 mg/I-t.

17g_Wine #411 [modified b i BCS2006 UV_VIS_1
mAU WVL:306 nm

150-] transz-rezveratrol

100+

transz-piceid

7. &bra. Bock Cabernet Sauvignon (2006) vorosbor kromatogramja (UV detektor, 306 nm).

Ezek az értékek egy hosszabb iddszak, valamint nemzetkozi irodalmak eredményeivel
Osszehasonlitva is figyelemre méltoak. A Polgar pincészet borai atlagosan hasonlo
mennyiségll transz-rezveratrolt tartalmaztak, mint a Bock pincészet borai. A legnagyobb
mennyiségll transz-rezveratrolt a Polgar Syrah (2005)-ben sikeriilt kimutatni, az érték 5.1
mg/l-nek adodott. Az egri borvidékr6l szarmazd vordsborokban a transz-rezveratrol
atlagos koncentracigja alacsonyabb volt, mint a villinyi borvidék boraiban, a
mennyiségek 0,4 mg/l és 2,5 mg/l kozotti értékeknek adodtak. A legmagasabb
koncentraciot 2,5 mg/l-t a 2007-es Egri Kékfrankosban detektaltunk. Az Egri Bikavér
(2006) vorosborban atlagosnak mondhatdé 1 mg/l transz-rezveratrol koncentraciot

talaltunk (8. abra).
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89,5 Wine #483 [modified by Egri bikaver 2006 UV_VIS_1
AU WVL:306 nm

60.0-

40.0-
transz-rezveratrol

20,0 transz-piceid

8. dbra. Egri Bikavér (2006) vorosbor kromatogramja (UV detektor, 306 nm).

A vizsgalt borok transz-piceid tartalma 0,1 mg/l és 4,4 mg/l kozotti érték volt.
Kiemelked6en magas transz-piceid koncentraciot talaltunk a Bock Kékfrankos (2007)
borban (4,4 mg/1) valamint az Egri Kékfrankos (2007) borban (3,7 mg/1).

A vizsgélat tartalmazott egy fehér és egy rozé bort is, a Bock pincészettdl. A
vorosborokkal dsszehasonlitva, varakozasainknak megfeleléen mind a transz-rezveratrol
mind transz-piceid mennyisége alacsonyabbnak adddott a fehér, és rozé bor borkészitési
technologidjanak megfeleléen. A fehérborban a Bock Capella Cuvée (2003) borban ez a
mennyiség 0,7 mg/l volt a transz-rezveratrol esetében, mig a transz-piceid esetében az
értek 0,1 mg/l-nek adodott. A Bock Rose Cuvée (2007) rozé borban, nagysagrendileg

hasonlé mennyiséget talaltunk, mind a két komponens esetében 0,5mg/1-t.

13g_Wine #424 [modified b BR2007 Uv_VviIs
mAU WVL:306 nm|

251 transz-rezveratrol

transz-piceid

9. &bra. Bock Rose Cuvée (2007) rozébor kromatogramja (UV detektor, 306 nm).
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Ebben a két esetben a vordsborokhoz képest mindenképpen alacsonyabb transz-
rezveratrol ¢és transz-piceid értékeket vartunk, hiszen a borkészités technoldgiai
sajatossagaibol fakadodan itt joval kevesebb a kontaktus a sz6lészemek héjaval, ahol is a

legnagyobb mennyiségben fordulnak el kiilonféle polifenolok.

117 Wine #453 [modified b; BCC2003 UV_VIS,
mAU WVL:306 nm|

transz-rezveratrol
transz-piceid

10. abra. Bock Capella Cuvée (2003) fehérbor kromatogramja (UV detektor, 306 nm).

Az adatokat 6sszehasonlitva egy hosszabb idészak adataival (Nikfardjam et al., 2006) a
Villanyi borok transz-rezveratrol tartalma, atlagosan hasonldan alakult, bizonyos években
azonban ettdl jelentdsebb eltérések is tapasztalhatok mind negativ, mind pedig pozitiv
iranyokban. Kiilondsen a 2006-o0s, illetve a 2007-es évek bizonyultak kedvezOnek a
Villanyi borok transz-rezveratrol tartalma szempontjabol. Irodalmi adatokkal torténd
Osszehasonlitdas utan ki lehet jelenteni, hogy a magyarorszagi borokban, kiilondsen a
villdinyi bortermé régié esetében mind a transz-rezveratrol mind a transz-piceid
viszonylag magas koncentracioban taldlhatd6 meg. Cseh borokban Hanzlikova és
munkatarsai 1-6,2 mg/l transz-rezveratrolt ¢és 0,7-2,8 mg/l cisz-rezveratrolt talaltak. A
legmagasabb koncentraciét a Pinot Noir ¢és a Kékfrankos fajtakban mérték. Spanyol
borokban ez hasonld, 0-2,9 mg/l kozotti értéknek adodott (Vinas et al., 2000), mig
sziciliai borokban a transz-rezveratrol esetében 0,6-2,44 mg/l kozotti mennyiségeket
sikeriilt kimutatni. A glikozid 1,48-3,7 mg/l mennyiségben fordult el6. A vilag atlag a
transz-rezveratrol mennyiségének tekintetében 0,7-3,6 mg/l kozotti értéket vesz fel
jellemzden (Loredana et al., 2006).

A 42 magyar bor feldolgozasa soran kapott eredményeket Osszesitve, az 1. tablazat

tartalmazza.
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1. tdbldzat A vizsgalt borok transz-rezveratrol és transz-piceid tartalmanak 6sszefoglalasa. Az

értékeket mg/l mennyiségben adtuk meg.

t-rezveratrol mg/1 t-piceid mg/1

Bock Merlot 2006 7,2 2,4
Bock Cabernet Sauvignon 2006 10,4 1,3
Bock Caber. Franc 2006 4,1 n. d.
Bock Cabernet Franc 2005 4,1 n. d.
Bock Royal Cuvee 2003 2,7 n. d.
Bock Cabernet Sauvignon 2004 5,5 n. d.
Bock Rose Cuvee 2007 0,5 0,5
Bock Blaufrankisch 2003 3,6 1,8
Bock Blaufrankisch 2006 2,1 n. d.
Bock Blaufrankisch 2007 2,0 4.4
Bock Cuvee 2004 3,2 n. d.
Bock Cabernet Sauvignon 2003 1,2 n. d.
Bock Portugieser 2007 1,4 0,1

Bock Syrah 2005 34 2

Bock Cuvee 2005 3,3 n. d.
Bock Cuvee Barrique 2003 1,7 n. d.
Bock Ermitage 2005 2,7 n. d.
Bock Royal Cuvee 2004 3.8 n. d.
Bock Pinot Noir 2005 3,7 n. d.
Bock Royal Cuvee 2005 3,0 n. d.
Bock Ermitage 2006 2,0 n. d.
Bock Kadarka 2005 1,4 0,1

Bock Capella Cuvee 2003 0,7 0,1

Bock Syrah 2004 2,7 0,7
Bock Cabernet Frank 2003 n. d. n. d.
Bock Cabernet Franc 2004 1,7 n. d.
Polgar Pinot Noir 2004 29 2,0
Polgar Merlot 2004 3.8 2,6
Polgar Syrah 2005 5,1 2,8
Polgar Cabernet Franc 2004 2,7 0,7
Polgar Kekfrankos 2005 2,4 2,4
Polgar B. Cabernet Franc 2006 39 0,6
Polgar Cuvee 2005 3,6 1,5
Polgar Pinot Noir 2005 3,7 43
Polgar Merlot 2005 3,1 1,4
Polgar Cabernet Franc 2005 2,2 0,6
Egri Blau Burger 2007 2,5 3,7
Egri Kekfrankos 2007 2.2 1,1

Egri Bikaver 2007 1,0 n. d.
Egri Cabernet Franc 2007 04 0,2
Egri Cabernet Sauvignon 2007 0,5 0,5
Egri Merlot 2007 2,2 n. d.
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4.1.1. Eredmények értékelése

Az adatokat atlagolva egyes évjaratok, borfajtdk, valamint a vizsgalt harom
pincészet szerint, melyek Osszefoglalva 2.-4. tablazatokban tekinthetéek &t tovabbi
kovetkeztetések vonhatdak le. A Villanyi régidban a legalacsonyabb transz-rezveratrol és
transz-piceid mennyiségeket a 2003-as évjaratd borokban taldltuk, egy esetben pedig
(Bock Cabernet Franc 2003) egyik komponenst sem sikeriilt detektdlnunk. A fiatalabb
évjaratokban kimutathatd6 magasabb atlagos polifenol tartalom nagy valdszintiséggel a
vegyliletek csekélyebb ideig tartd, a borok érésével és allasaval Osszefiiggd oxidativ
destrukcidjanak koszonhetd (Nikfardjam et al., 2006). Bizonyos években kiugro polifenol
mennyiség mutathatd ki borokban. Ez gyakran Osszefiigg a targyévben megfigyelt
kedvezdé klimatikus viszonyokkal, mely kiemelkedd mennyiségli €s mindségli szOl6 és
bortermést hoz. Jol megfigyelhetd, hogy azokban az években taldlunk viszonylag magas
polifenol tartalmat a borokban, amelyek boraszati szempontbdl is j6 éveknek bizonyultak,
magas homérséklet, és szaraz klima altal meghatarozva, kiillondsen augusztusban ¢€s kora
Osszel. Ezzel szemben azokban az években, amikor a késdé nyari, kora 6szi id6szakok
hiivosnek és csapadékosnak bizonyultak az adott évjarati borok polifenol tartalma is
alacsony értéknek adodott. Ennek oka a polifenolok UV stresszt gatlo tulajdonsagaiban
keresendd, hiszen szintézisiiket tobbek kozott a napos 6rdk magasabb szdmaval jard
fokozott UV sugarzas is katalizdlja. A csapadékos iddjarads tovabba kedvez a
sz616novények gombas, kiilonosen a Botrytis cinerea-val valo fertézédésének. A
mikrobidlis infekcid, mint stressz faktor szintén kedvez ugyan a transz-rezveratrol
szintézisének, de a sziirkerothadas folyamatanak el6rehaladtaval, a Botrytis cinerea
stilbén oxidaz enzime a transz-rezveratrol destrukciojadhoz vezet (Jeandet et al., 2004). A
klimatikus faktorok tehat mind kozvetlen, mind kozvetett mdédon jelentds mértékben
befolyasolhatjak a borok transz-rezveratrol tartalmat. Mivel a 2003-as év nem volt ismert,
mint az atlagosnal rosszabb sz6l6 €s bortermdé ¢év amikor is alacsonyabb polifenol

koncentraciokat varnank, ezeket az eredményeket a komponensek érés soran bekovetkezd

c sy

crer

szempontbol is sikeresnek volt mondhato, ez tiikr6zédik a vizsgdlt borok transz-
rezvertarol tartalméaban is, ez azonban jelentés mértékben kdszonhetd a Bock Cabernet

Sauvignon (2006) vordsbor 10.4 mg/l értékének. Ha azonban ezt figyelmen kiviil
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hagyjuk, az atlagos értékek akkor is 4 mg/l-t adnak ki, ami a megszokottnal magasabb
tartomany. A 2007-es évre vonatkozoan villanyi tekintetben csekély szdmu minta (n=3)
allt csak rendelkezésre ezért az ott tapasztalt 1,7 mg/l atlagos transz-rezveratrol
koncentracio fenntartasokkal kezelendd. Szembetiind ugyanakkor a transz-piceid magas
atlagos koncentracioja (1,67 mg/l) de ez egyediil a Bock Kékfrankos (2007) esetében
tapasztalt 4,4 mg/l-es értéknek koszonhetd, ezt figyelmen kiviil hagyva az atlagértékek
0,5 mg/l-nek adédnénak. Mivel az Egri bortermd régiobol egy kivétellel (Egri bikavér
2006) csak 2007-es évjarati borok alltak rendelkezésre, a 2007-es egri borokat kiilon
valasztottuk a tdblazatban. Az eredmények részleteire a harom pincészet

O0sszehasonlitasanal térunk ki.

2. téblazat A vizsgdlt évjaratok atlagos transz-rezveratrol és transz-piceid tartalmanak

Osszehasonlitasa. A 2007-es évjarat borait kilonvalasztottuk az egri és a villanyi mintaknak

megfeleléen.

t-rezveratrol mg/1 t-piceid mg/1
2003 (n=6) 1,65+1,32 0,29+0,73
2004 (n=8) 3,29+1,12 0,75+1,02
2005 (n=13) 3,21£0,93 1,16+1,39
2006 (n=6) 4,95+3,27 0,72+0,97
2007 (Villany n=3) 1,7+0,42 1,67+2,38
2007 (Eger n=6) 1,47+0,94 0,92+1,42

Az egyes borfajtdkat Osszehasonlitva egymassal az atlagos transz-rezveratrol tartalom
tekintetében a Merlot (4,1 mg/l) és a Cabernet Sauvignon (4,4 mg/l) fajtdk emelenddek ki,
bar a benniik talalhat6 transz-piceid mennyisége ezzel a kovetkezetéssel nem feltétlentil
korreldl (0,6 mg/l a Cabernet Sauvignon fajtdk esetében). A transz-rezveratrol
mg/l) fajtak is. Ha egy hosszabb idétdvon, az 1996-os évig visszamenve vizsgaljuk meg
az egyes borfajtak transz-rezveratrol tartalmat hasonléan a Merlot, a Cabernet Sauvignon
¢s Pinot Noir fajtdkban taldlunk kiemelkedd értékeket. A kiilonféle borok hazasitasaval

nyert Cuvée-k (2,8 mg/l) ¢és a Kékfrankos fajtdk (2,5 mg/l) kozepes
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koncentraciotartomanyt képviselnek, mig az el6bbieknél konnyedebb karakteri
Portugieser és Kadarka fajtdk a skala aljan helyezkednek el (1,4 mg/l). A glikozid
mennyisége szintén a testesebb fajtakban magasabb, azonban pontos korrelaciot a transz-
rezveratrollal nem figyeltiink meg. Kiemelkedd a Pinot Noir (2,1 mg/l) és a Kékfrankos
2,2 mg/l) fajtak transz-piceid tartalma, mig a Portugieser és a Kadarka fajtdk ebben a
tekintetben is a koncentraci6 tartomany aljan helyezkednek el (0,1 mg/l). A Syrah és a
Merlot fajtak transz-piceid tartalma az elso két fajtahoz képest nem kiemelkedd, de még
mindig jelentdsnek mondhaté (1,8 mg/l és 1,6 mg/l). Erdemes megfigyelni, hogy az
egyébként transz-rezveratrolban gazdagnak mondhaté6 Cabernet Sauvignon és Franc
fajtakban a transz-piceid el6fordulasa rendkiviil csekély (0,45 mg/l és 0,3 mg/l). Mivel ez
mind a harom pincészet borai esetében megfigyelhetd valdszintlileg az ok a szo6lofajtak
jellegzetességeiben keresendd, nem technologiai kiillonbségekben. A transz-rezveratrolban
gazdag Merlot fajtdk transz-piceid tartalmahoz viszonyitva irodalmi adatok alapjan is
hasonldan alakult a Cabernet fajtak transz-piceid tartalma (Lee et al., 2007). A Cuvée-k
esetében tapasztalt 1,5 mg/l érték atlagosnak mondhaté mas Villanyi borfajtakkal

Osszehasonlitva.

3. tablazat Az egyes vizsgalt borfajtak atlagos transz-rezveratrol és transz-piceid tartalmanak
O0sszehasonlitasa.

t-rezveratrol mg/l  t-piceid mg/1

Cuvée (n=8) 2,8+0,9 1,5
Kékfrankos (n=6) 2,5+0,6 2,2+1,6
Cabernet Franc (n=8) 2,7+1,4 0,3+0,3
Cabernet Sauvignon (n=4) 4,4+4.6 0,4+0,6
Pinot Noir (n=4) 3,4+0,5 2,1£2,.2
Syrah (n=3) 3,7+1,2 1,8+1,1
Merlot (n=4) 4,1£2,2 1,6+1,2
Portugieser (n=1) 1,4 0,1
Kadarka (n=1) 1,4 0,1
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A pincészeteket Osszehasonlitva egymassal, a két villanyi pincészet kozott szamottevo
kiilonbség nem latszik boraik transz-rezveratrol tartalmaban, és bar egyes kiemelkedd
értékeket megfigyelhetliink, az adatok atlagolasat kdvetéen hasonld nagysagrendeket
kapunk. A Bock pincészet esetében tehat az atlagos transz-rezveratrol tartalom 3,2 mg/I-
nek a Polgar pincészet esetében pedig 3,34 mg/l-nek adodik. A transz-piceid mennyiségét
illetden a Polgar pincészet eldnye latszik 1,89 mg/l kontra 0,52 mg/1 atlagos transz-piceid
tartalom mellett. Mivel ez a magasabb atlagérték tobb borfajtanak is kdszonheto,
technoldgiai kiilonbségeket sejthetiink a hattérben.

Az Egri Korona Borhaz esetében lathatjuk, hogy a hiivosebb és csapadékosabb klimaja
egri bortermd régidban alacsonyabb 4tlagos transz-rezveratrol koncentracioval
talalkoztunk 1,47 mg/l), azonban a transz-piceid atlagos mennyisége (0,92 mg/l) nem
bizonyult egyértelmlien alacsonynak, mely azonban egy kiugrd értéknek (Egri Blau
Burger 2007 3,6 mg/l) koszonhetd. Ezt figyelmen kiviil hagyva az atlagértéket 0,36 mg/I-
nek hatdrozhatjuk meg, ami lathatéan alacsonyabb a villanyi borok estében mért
értekeknél. Ennek okaként klimatikus tényezoket valosziniisithetiink mivel Villany
Magyarorszag déli részén talalhato, ahol a klima orszagos viszonylatban is meleg, a
csapadék mennyisége pedig alacsony. Eger ugyanakkor az Eszaki-kozéphegység
Miutédn a vorosbor kitlind forrdsa a transz-rezveratrol mellett annak glikozidjanak is, a
vOrdsborokban, vagy esetleg egyéb ¢lelmiszertermékekben torténd pontos mennyiségi
eléfordulasuk  téplalkozastudomanyi szempontbol fontos kérdés. Osszefoglalva
eredményeinket okunk van feltételezni, hogy a bortipuson, és a borkészitési technologian
kiviil a kozvetlen és kdzvetett klimatikus faktoroknak is szerepe van abban, hogy az egyes
borokban milyen mennyiségben lesz a transz-rezvertarol ¢és annak glikozidja
megtaldlhat6. Azt azonban nem szabad figyelmen kiviil hagyni, hogy a borok érése és
allasa sordn szamos kémiai valtozasok érinthetik a borokat, esetenként hatranyosan

érintve a borok polifenol profiljanak megdérzését és meghatarozhatdsagat.

4. tablazat Az egyes pincészetek altal elballitott borok atlagos transz-rezveratrol és transz-piceid
tartalmanak 6sszehasonlitasa.

t-rezveratrol mg/l  t-piceid mg/l

Bock (n=27) 3,242,14 0,52+1,06
Polgar (n=10) 3,34+0,86 1,89+1,18
Korona Borhaz (n=6) 1,47+0,94 0,92+1,42
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4.2. Transz-rezveratrol fotoizomerizacios reakcidja

HPLC analizis UV diddasor segitségével

A transz-rezveratrol fotoizomeriacos reakcidjanak nyomon kovetéséhez, egy
forditott fazisu folyadékkromatografias rendszert hasznaltunk kiegészitve MS és tandem
MS detektalassal.
vettiink ki, melynek HPLC analizise soran minddssze egy cstcsot detektaltunk, mely 21,9
percnél elualddott. Az abszorpcids spektrum és a retencids id6 alapjan ez a csucs a transz-
rezveratrol molekulanak felelt meg.

A tovabbiakban a torzsoldatbol 1 ml térfogatot vettiink ki Eppendorf csdbe, majd 365 nm
hulldimhossza. UV fénnyel sugaroztuk be, tiz centiméter tavolsagbol, elsotétitett
helyiségben. Az oldatbol az elsé 100 pL térfogati mintat 10 perc besugarzast kovetden
vettilkk ki HPLC analizis céljaira. A tiz perc besugarzast kovetden vett mintdban egy
masodik csucs is megfigyelhetévé valt a kromatogramon 23,2 percnél, ezt a retencids 1dd
¢és az abszorpcids spektrum alapjan cisz-rezveratrolként azonositottuk. Ezzel egyidejiileg
a transz-rezveratrol csticsanak jelentds csokkenését figyelhettiik meg, az irodalombol mar
ismert fotoizomerizacios reakcid eredményeképp.

A cisz-rezveratrolt reprezentald csucs mogott tovabba megjelent egy alacsony intenzitast
harmadik csucs is, 23,5 percnél. Ez a csucs nem volt megtalalhatd a kontroll mintaban,
igy egyértelmiien a reakcié termékeként azonosithatd. Ez szintén egyezést mutat aktualis
irodalmi adatokkal (Hanzlikova et al., 2004, Vinas et al., 2000), ahol is a cisz-rezveratrol
mellett, egyéb nem azonositott reakcidtermékek keletkezésérdl szamoltak be.

Tiz perc expozicidt kovetden harminc és hatvan perc besugdrzas utan is 100-100 pL
mintat vettiink a besugarzott oldatbol. A harminc percen és az egy Oran at besugarzott
mintakban is novekedett az eddig ismeretlen, harmadik komponens intenzitdsa bizonyitva,
hogy a fotoizomerizacios reakcidban nem a cisz-rezveratrol az egyetlen keletkezd termék.
A vizsgalt iddintervallumon beliil a transz-rezveratrol mennyisége tovabb csokkent az
eltelt id6 fiiggvényében, mintegy tovabbi 10%-al a kiindulasi mennyiséghez képest. Ezzel
parhuzamosan azonban a cisz-rezveratrol mennyisége nem nodvekedett tovabb lathatd
modon, a 10 percig besugarzott mintaban is hasonld mennyiségben volt megtalalhato. A
cisz-rezveratrol mennyiségének stagnaldsdval szemben azonban, az ismeretlen

komponens mennyisége jelentés mértékben novekedett. Egy ora elteltével, a 10 perc utan
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keletkezett mennyiség mintegy tizszeresét sikeriilt kimutatni. Az ismeretlen vegyiilet
maximalis koncentraciojat az egy oran at besugarzott mintaban érte el (11. abra). Mivel az
ismeretlen komponens mennyiségének ndvekedése nem jart egyiitt a cisz-rezveratrol
mennyiségének csokkenésével, ugyanakkor a transz-rezveratrol koncentracidja ezzel
parhuzamosan folyamatosan csokkent, azt feltételezhetjiikk, hogy a kérdéses anyag a

transz-rezveratrol molekulabdl (,,E” stilbén szerkezetbdl) keletkezik.

- WINE #132 [modified by Administrator] Res UV IsK Il
- WINE #134 ResUVIs10 1l Uv_Vvis_1
- WINE #136 Res UV Is30 II. UV_VIS_1

- WINE #138 Res UV Is60 II. Uv_Vvis_1
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11. &bra Transz-rezveratrol oldat 6sszetételének valtozasa UV sugarzas hatasara.

Az 06t 6ran at besugarzott oldatban nem mutattunk ki semmilyen 0j komponenst. Az
egyetlen érzékelhetd valtozds mind a harom csucs intenzitdsanak csdkkenése volt. A
valtozas legszembetlindbben a cisz-rezveratrol (27%), és az azonositatlan, eddig még nem
ismert komponens esetében (50%) jelentkezett. Ezen kisérletes koriilmények kozott a

cisz-rezveratrol visszaalakuldsat transz-rezveratrolla nem figyeltiik meg.
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12. 4bra A transz-rezveratrol (A), a cisz-rezveratrol (B) és az ismeretlen komponens (C)

abszorpcios, MS és MSMS spektruma.

40




Az abszorpcids spektrumok és retencios idok alapjan a cisz és a transz-rezveratrolt
egyértelmiien sikeriilt azonositani irodalmi adatokkal Osszehasonlitva (Vicinelli et al.,
2004). Az ismeretlen komponens abszorpcids maximuma ¢&s abszorpcids spektruma
nagyon hasonld volt a transz-rezveratroléhoz (12. abra). A transz-rezveratrol struktara két
egymastol jol elkiiloniilé abszorpeidos maximummal rendelkezik 220 nm-nél, és 306 nm-
nél, a kettd koziil az intenzivebb elnyelés 306 nm-en figyelhetd meg. Az 1) komponens
esetében szintén lathatod ez a két maximum enyhe spektralis eltolodasokkal, kiillonbséget
inkabb az egyes hullamhossz értékekhez tartozo elnyelések intenzitdsaban latunk. Az
abszorpcidos maximumok elhelyezkedése 220 nm és 302 nm-nél talalhatd, azonban 220
nm-es hulldmhossz értéknél jelentdsebb elnyelés figyelheté meg, mint 302 nm-nél. Ennél
szembetlindbb kiilonbség a 220 nm-en 1évé abszorpcids cslcsra szuperponalodod
abszorpcids csucs, mely 250 nm-nél lathatdé és intenzitasa megkozeliti a 302 nm-nél
lathatd mértéket.

Az eddigi vizsgélataink alapjan megallapithatjuk, hogy az irodalomboél jol ismert transz-
rezveratrol fotoizomerizacios reakcid soran nem kizarélagosan cisz-rezveratrol keletkezik,
hanem egy tovabbi komponens is. Ez a komponens egyértelmiien a transz-rezveratrol
molekulabol keletkezik, hiszen mennyiségének ndvekedése egyiitt jart a transz-rezveratrol
nem valtozott. Az ismeretlen molekula abszorpcids spektruma tovabba jelentOs

hasonlosdgot mutat a transz-rezveratrol abszorpcids spektrumaval is.

APCI MS vizsgalat

A komponensek tomegspektrometrias detektaldsat pozitiv polaritasi  APCI
ionizacioval oldottuk meg. Az analitikai HPLC oszlopon torténd elvalasztast kovetden a
komponensek keverékét tartalmazéd eluensaram 1/3-ad részét egy microsplitter szelep
segitségével vezettik a tomegspektrométer ionforrdsaba. Az ionforrast elhagyo
komponenseket pozitiv toltésti kvazimolekularis ionként [M+H]" detektaltuk ahol is a
mintaban talalhatd molekuldk egy proton segitségével ionizdlodnak, az APCI ionforras
miikodési elvére jellemzden.

A kontroll mintaban egyediil a transz-rezveratrolt talaltuk 229,2 m/z —nél. A csucsot
izotopjaira felbontva két tovabbi, alacsonyabb intenzitdsu csucs is latszott a transz-

rezveratrol molekula izotopfelhasadasara jellemzden, 230,2 m/z -nél és 231,2 m/z —nél a
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szén izotopjait (C13 és C14) képviselve (12. abra). A tomegspektrumhoz tartozo total ion

kromatogramon (TIC) szintén csak egy komponens volt kimutathato. (13. Abra)

Intens. 1

>
x108_ A

T T T T T T T T T T
200 205 210 215 220 225 230 235 240 Time[min]
[—TIC+AIMS ]

Intens. 1
x1074

B

200 205 210 215 220 225 230 235 240 Time |min]
[—TIC+ATMS ]

13. abra A kontroll (A) és a 60 percen at besugarzott (B) minta total ion kromatogramja (TIC). A
kontroll mintdban csak a transz-rezveratrol jelenléte latszik, a besugarzast kévetéen két tovabbi
csucs: 23.2 percnél a cisz-rezveratrol 23.5 percnél pedig az ismeretlen komponens figyelhetd

meg.

A tiz perc UV fénnyel torténd besugarzast kovetden kivett mintdban mar harom
komponens volt jelen. A TIC alapjan, hasonldéan az UV kromatogramhoz jol azonosithatd
volt a transz-rezveratrol mellett a cisz-rezveratrol molekula is, s6t azt kdvetden megjelent
a harmadik komponenst reprezentdld cstcs is. A cisz-rezveratrol tomegspektruma a
transz-rezveratrollal megegyezden alakult, mivel nincs kiilonbség a két molekula
tomegében, csak térszerkezetiikben. 229,2 m/z értéknél talalhato a kvéazimolekularis ion,
mely utan az izotopfelhasadasbol adodo cstucsok, 230,2 m/z -nél és 231,2 m/z —nél
lathatok (12. abra).

Szemben a transz- €s a cisz-rezveratrol 229,2 m/z értékével a harmadik komponenst 227,2
m/z értéknél detektaltuk. A tomegspektrumban lathaté a cisz-rezveratrolra jellemez6
229,2 m/z tomeg is, ennek oka, hogy a harmadik komponens retencios ideje minddssze
htsz masodperccel tobb, mint a cisz-rezveratrolé. Az alkalmazott LC-MS koriilmények
kozott ez a hlisz masodperc nem volt elég arra, hogy a cisz-rezveratrol teljes mértékben

tdvozzon az ionforrasbol. Tovabba az azonositatlan komponens mennyisége a
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reakcidelegyben rendkiviil csekély a cisz-rezveratrol mennyiségéhez képest, mivel csak
kis szazalékban keletkezik a fotoizomerizacié folyamata soran. A harmadik komponens
LC-MS tomegspektruman megfigyelt kontamindcioért tehat ez a két hatas felelds.
Megfigyelhetd volt tovabba a 227,2 m/z értékili csucs izotopfelhasadésa is, 228,2 m/z és
229.2 m/z értéknél, bar ez utdobbi mar nem valik el a cisz-rezveratrol kvazimolekularis
ionjanak csucsatol, mely szintén 229,2 m/z-n¢l talalhato.

A TIC alapjan nyomon kovethetd volt a harmadik komponens mennyiségének
novekedése is az eltelt besugdrzasi id6 fliggvényében. A megfigyelések egyeztek a HPLC
analizis esetében leirtakkal, a harmadik komponenshez a TIC-en tartozo6 csucs teriilete a
besugarzott iddtartam fliggvényében novekszik, maximumat egy oOra besugarzast
kovetden éri el.

A transz- és a cisz-rezveratrol ismert molekulatomege 228,2 Da. Mivel a komponenseket
pozitiv toltésti kvazimolekularis ionként [M+H]" detektaltuk a 229.2 m/z érték pontosan
ennek felel meg. Mivel a mérési koriilmények és az ionizacid folyamata allanddak voltak
a harmadik, azonositatlan komponens molekulatomege 226,2 Da-ban adhat6 meg. Ez a
két Da kiilonbség a rezveratrol molekula szerkezeti képletének ismeretében két
hidrogénnek felelhet meg. A két hidrogén hidnyozhat a fenolos OH csoportokbol,
elveszhet a molekula kozepén talalhato kettds kotés atrendezédéskor, valamint az egyik,
vagy mind a kettd fenolos gylirii felnyilasaval. A két hidnyzdé hidrogén helyének
meghatarozdsa az azonositatlan komponens molekuldris szerkezetének a rezveratrol
molekularis szerkezetével torténd Osszehasonlitdsdval hatdrozhatdé meg, melyet tandem

tomegspektrometria segitségével valdsitottunk meg.

APCI MS/MS vizsgéalat

A tandem tomegspektrometrids mérés elsé 1épése a fragmentdciora kivalasztott
tomegek meghatdrozasa volt, mely a transz-rezveratrol 229,2 m/z értékli, a cisz-
rezvertarol szintén 229,2 m/z értékii, és az ismeretlen harmadik komponens 227,2 m/z
értékli tomegeit jelentette. Annak érdekében, hogy az egyes tandem (MS/MS)
tomegspektrumok ne tartalmazzak tobb vegyiilet fragmenseit is, a mérést megel6zden
frakciokat gyUjtottink HPLC elvalasztas segitségével az egyes komponensekbdl. A
harom komponenst tartalmazd frakcidkat direkt MS/MS eljarassal mértik le, az

eredményeket irodalmi adatokkal hasonlitottuk dssze. A transz-rezveratrol fragmentacidja
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soran keletkezett jelentsebb, és irodalombdl is ismert fragmens ionokat 210,9 m/z, 192,9
m/z, 182,9 m/z, 134,9 m/z, és 119,0 m/z értékeknél figyeltiik meg (Montoro et al., 2004).
A 210,9 m/z, és 192,9 m/z értéknél lathaté fragmentek viz kilépésével és fenolos
hidroxilcsoportok elvesztésével keletkeznek. Ez a vizkilépés megtorténhet egyrészt az
»A” gyuri fenolos hidroxilcsoportjanal vagy a ,B” gyuri egyik fenolos
hidroxilcsoportjanal. Mindkét lehetéség eredményét 210,9 m/z értéknél latnank. A 192,9
m/z értékll fragmens ion pedig abban az esetben keletkezhet, ha két vizkilépés is torténik
egyrészt az ,,A” gylri fenolos hidroxilcsoportjanal masrészt a ,,B” gylirli egyik fenolos
hidroxilcsoportjanal. A masik lehetdség a két vizkilépésre a ,,B” gylirli mindkét fenolos
OH csoportjanal van, ekkor azonban a ,,B” gytirti felnyilasa fordulhat elé. Ebben az
esetben a gylirti felnyilasanak helyén egy szén atom levalhat a keletkezett fragmens pedig
182,9 m/z értéknél jelenik meg. Mivel ez a fragmens még tartalmaz egy darab fenolos
hidroxilcsoportot, itt is lehetdség van viz kilépésére, mely folyamat eredménye a 164,9
m/z-nél lathatd csucs. Ugyanakkor azonban, mivel olyan fragmentacidés mintazatot, amely
az intakt stilbén struktarabol torténd haromszoros vizkilépéssel keletkezne sem mi nem
detektaltunk, sem pedig az irodalomban nem irtak le feltételezhetjiik, hogy a ,B”
gylriiben torténd kettds vizkilépés a gytirti emlitett modon torténd felbomlasaval jar (14.
abra).

A 134,9 ¢és 119,0 m/z értéknél lathatd fragmentek a rezveratrol molekula kettéhasadasaval
keletkeznek. Mind a két fragmens tartalmaz egy-egy fenolos gylriit, és egy rovid
alkillancot a rezveratrol molekula centralis alkillancabol. A 134,9 m/z értéknél
detektalhatd fragement a rezvereratrol molekula ,,B” gytrtijét tartalmazza, két fenolos
hidroxilcsoporttal, mig a 119,0 m/z értékli fragment az ,,A” gylriit, egy darab fenolos
OH-val.

A cisz-rezveratrol fragmentdciés mintdzata mindenben megfelelt a fentieknek, a
jelentésebb fragmensek ebben az esetben is megtalalhatok voltak. Az eltérd
A 226,2 Da (227,2 m/z) tomeg MS/MS analizise is hasonldé mintdzatot adott, mint a
rezveratrol molekula esetében. A kordbban azonositott fragmenteket az ismeretlen
komponens fragmentacidja soran is sikeresen detektaltuk, de ezek tomege azonban
részben eltérd volt. A 119 m/z, 134,9 m/z, 164,9 m/z, és 182,9 m/z értékeknél detektalt
fragmentek nem valtoztak, a vizkilépéssel keletkezett fragmentek azonban igen. A 210,9
m/z és 192,9 m/z értékeknél lathatd fragmens ionokat az intakt molekuldhoz hasonléan 2

Da-al kevesebb tomegiliként detektaltuk, mint a transz-, vagy a cisz-rezveratrol molekula
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esetében. Ezt a két, vizkilépéssel keletkezett fragmentet 209 m/z és 191 m/z értékeknél
detektaltuk.

A tandem MS vizsgalatok eredményei alapjan azt a megallapitast tehetjiik, hogy az MS
vizsgalat soran megallapitott —2Da tomegkiilonbség akkor is latszik, ha egy, vagy két
vizkilépés torténik az ismeretlen komponens szerkezetébdl. Azonban abban az esetben, ha
a stilbén struktura torése a két fenolos gytriit 6sszekotd alkillancban kovetkezik be (119
m/z és 134,9 m/z értéki fragment ionok), ez a —2Da tomegkiilonbség nem mutathaté ki.
Osszefoglalva megallapithatd, hogy az ismeretlen komponens esetében tapasztalt,
rezveratrolhoz viszonyitott —2 Da tdmegkiilonbség az MS/MS fragmentaciot kovetden is

kimutathatd, bar kizarélag a vizkilépéssel keletkezett fragmentek esetében.
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14. &bra Mindharom komponens (transz-rezveratrol, cisz-rezveratrol, ismeretlen) esetében

megfigyelt fragmens ionok 6sszefoglalasa.
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4.2.1. Az eredmények értékelése

A 226,2 Da tomegili ismeretlen komponens esetében a két dalton kiilonbség
feltételezhetéen két hidrogén hidnyaval keletkezik. A besugarzas legegyszeriibb
kovetkezménye valamilyen destruktiv hatas lehetne, mely a fenolos gytrtik felnyilasaval
jar, magyarazatot adva két hidrogénnek megfelelé tomegveszteségre is. Ebben az esetben
szembetlind lenne az abszorpcids spektrum jelentds mértékli megvaltozasa, a fenolos
gytirtikre jellemzd delokalizalt elektronszerkezet felbomldsa miatt. Az abszorpcios
spektrumban ugyanakkor ilyen valtozast nem figyeltiink meg, az ismeretlen komponens
abszorpcios spektruma nagy hasonlosdgot mutatott a transz-rezveratroléval. Ezt a
lehetéséget a tandem tomegspektrometrias vizsgalatok eredményei sem tdmasztjdk ald,
mivel a 119 m/z és a 139,9 m/z értékeknél detektalt fragmentek tomegében, melyek
tartalmaznak egy-egy fenolos gylirlit, nem tapasztaltunk valtozast. Ha a —2Da
tomegkiilonbséget a fenolos gytiriik felnyildsa okozta volna, az mind a két fragmens
tomegében jelentkezett volna.

Masik lehetdség, hogy a két hidrogén egy oxidéacios folyamat soran valt le. A rezveratrol
molekulan beliil két helyen van lehetdség oxidaciora, az egyik a fenolos
hidroxilcsoportoknal, a masik a molekula kdzepén talalhato kettds kotésnél. Az oxidacid
folyamata a fenolos hidroxilcsoportoknal keton szerkezethez vezethet, a molekula
kozepén talalhato alkillincnal pedig egy harmas kotés alakulhat ki, hasonldan az acetilén
molekuldhoz. Egy harmadik lehetéség pedig a stilbén struktardkra jellemzd
fotociklizacids reakcid, mely gylirtizarddassal fenantrén szarmazék képzddéséhez vezet.

A hidroxilcsoportok ketonna torténd oxidaciojat kizarhatjuk, mivel az abszorpcios
spektrumokban jelentds eltérést nem tapasztaltunk, holott ez a reakcid a fenolos gytirii
elektronszerkezetének atrendezddésével jar. Az MS/MS vizsgélatok is kizartdk ennek
lehetOségét, mert ebben az esetben nem latnank mind a két vizkilépéssel keletkezd
fragmentet (209,0 m/z és 191,0 m/z), az ismeretlen komponens esetében is, hiszen az
oxocsoportokbol viz kilépése nem valosulhat meg. A harmadik tényezd, mely ellentmond
a hidroxilcsoportok oxidacidjanak, a rezvertarol molekula kémiai szerkezetében
keresendd. A rezveratrol molekuldban a harom fenolos hidroxilcsoport koziil egy az ,,A”
gyliriin orto, kettd pedig a ,B” gylir(in meta poziciokban helyezkedik el (14. Abra). Két
oxidacids folyamat, a fenolos hidroxilcsoportoknal tehat, mindenképpen érintené legaldbb

crer

torténo oxidacioja azonban nem lehetséges.
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A harmadik valdszinli lehetéség egy fenantrén szarmazék keletkezése, mely az irodalmi
adatok (Vicinelli et al., 2004) alapjan potencialis reakcioterméke a cisz-stilbének
fotociklizacigjanak. A transz-rezveratrol, mely kémiailag az ,,E” stilbén szerkezetnek felel
meg a fotoizomerizacid folyamata soran cisz-rezveratrolld (,,Z” stilbén) alakulhat at, ez
pedig gytriizarodassal fenantrén (2,5°,7-trihidroxi-fenantrén) szarmazékka (15. abra). Ez

a reakcid a fenantrén és szarmazékainak szintézisénél is hasznalatos.

OH

OH

OH
15. abra Az ,Z” stilbénekre, igy a cisz-rezveratrolra is jellemz® fotociklizacids reakcié terméke.

A cisz-/transz izomerizacio folyamatdhoz elég mindossze 10 perc UV besugarzas 313 nm-
en, a fenantrén szerkezet kialakuldsa hasonl6 kisérletes koriilmények kozott ugyanakkor
két ora besugarzast kovetéen varhaté. Mivel ennek a fotociklizacios reakcionak a
koriilményei adottak voltak, ezt a lehetdséget kisérletes koriilmények kozott is
megvizsgaltuk.

Kromatografias frakciogytjtéssel egy olyan oldatot Aallitottunk eld mely nagy
mennyiségben tartalmazta a cisz-rezveratrol mellett a transz-rezveratrolt, és az ismeretlen
komponenst is. A keveréket az irodalomban leirt korilmények kozott 312 nm
hullamhosszusaga UV fénnyel sugaroztuk be mintegy két oran keresztiil. A valtozasokat
az anyagok ¢€s mddszerekben leirt HPLC elvalasztas segitségével vizsgaltuk meg.

A keverék HPLC analizise soran két 6ra besugarzast kovetoen, a cisz-rezveratrol jelentds
mértékli fogyasat tapasztaltuk a kiindulasi allapothoz képest, ugyanakkor a transz-
rezveratrol mennyisége nem csokkent. Ez a megfigyelés szemben 4ll a 365 nm-es
besugarzas esetében tapasztalt megfigyeléssel, miszerint az ismeretlen termék keletkezése
inkdbb a transz-rezveratrol fogyasaval jar, és mar tiz perc besugarzast kovetOen
megfigyelhetd. Detektaltunk a reakcid eredményeképp, egy eddig még nem latott,
negyedik komponenst is, mely 23,1 perc retencidés iddvel eludlodott, kozvetlentil
megelézve a cisz-rezveratrol csucsat. Ezt a negyedik komponenst kizardlag legalabb két
orés, 313 nm-es UV besugarzast kovetden figyelhettilk meg. Ez a termék egyértelmtien a

cisz-rezveratrolbol keletkezik, valamint az ismeretlen komponenstdl teljes mértékben
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eltérd abszorpcids spektrummal jellemezhetd 214 nm és 260 nm-nél talalhatd abszorpcios
maximumokkal. Az abszorpcidés spektrum irodalmi adatok alapjan megfelel a vart
fenatrén szarmazéknak. Mivel a fenantrén szarmazék retencios ideje mellett, annak
abszorpcids spektruma sem egyezett meg az ismeretlen komponenssel, kizarhatjuk, hogy
az egy fotociklizacioval keletkezett fenantrén termék. Ezt erésiti meg az a megallapitas is,
hogy az ismeretlen komponenst mar 10 perc besugarzast kovetden detektaltuk, holott a
fotociklizacids reakcio folyamatdhoz legalabb két 6ra besugéarzas volt sziikséges (16.

abra).

11.0: AU WVL:306 nm
fenantrén szarmazék
cisz-rezveratrol
] / ismeretlen komponens
5.0 | transz-rezveratrol —
-1 min
0.6 T e e e e o e
18.0 19.0 20.0 21.0 22.0 23.0 24.0 250 26.0 27.0 28.1
60.0
1% (a) 2603 8007y,
] 1 2204 (B)
40.07 3025
1 2142
20.0 -10.44————————
J 200 300 400 500 595
-10.0 S I e B L ) L L L R B !
200 250 300 350 400 450 500 550 595

16. abra A fotociklizacios reakcio eredménye (HPLC analizis). A reakcidelegy a transz-, a cisz-
rezveratrolt és az ismeretlen komponenst is tartalmazza. A reakcid soran keletkezett komponens

retencios ideje és abszorpcids spektruma (A) eltérd az ismeretlen komponenshez (B) képest.

A fotociklizacios reakcio elvetésével, a masik lehet6ség az oxidaciora a rezveratrol
molekulédn beliil, a két fenolos gyuriit 6sszekotd alkillanc kettds kotésénél van, mely
reakcié egy harmas kotést eredményez. Ezt a lehetdséget a tandem MS vizsgélatok
eredményei is megerdsitik. Az ismeretlen komponens esetében is megfigyelt két
vizkilépésre (191 m/z és 209 m/z) csak akkor van lehetdség, ha az oxidacid a stilbén
molekula centralis alkillincaban kovetkezik be. Lathaté az is, hogy a centralis
alkillancban bekovetkezett toréssel keletkezd fragmentek 119 m/z és 134,9 m/z értéknél
valtozatlanul voltak jelen mind a transz- és cisz-rezveratrol, mind pedig a harmadik,
ismeretlen komponens MS/MS spektrumaban is. Ez azzal magyarazhatd, hogy a

rezveratrol struktura alkillincban bekovetkezd fragmentacidja egy haromszoros kotés
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kialakulasaval jar mindkét fragment alkillanc feldli végénél (Montoro et al., 2004). Ez a
fenantrén struktarabol kiindulva nem képzelhetd el. Feltételezve ugyanakkor, hogy az
azonositatlan komponens mar a fragmentéacio folyamata eldtt tartalmazta a haromszoros
kotést a struktara kozepén, az eredmény megfelel a vartnak. Valosziniisithetd tehat, hogy
az oxidacié az alkillancban kialakulé haromszoros kovalens kotésen keresztiil valdsul

meg. A fenantrénszarmazék keletkezésének lehetdségét kontroll kisérlettel zartuk ki.

Szemiempirikus quantummechanikai szdmitasok

Az altalunk feltételezett szerkezet bizonyitdsat az Uj komponens abszorpcids
spektruma alapjéan tettilk meg. Ehhez szemiempirikus quantummechanikai szdmitasokat
végeztink a Hyperchem 7.03 (Hypercube Inc., FL, USA) szoftver segitségével. A
szoftver a kivant molekula szerkezetének megrajzoldsa utan térbeli molekulamodellt
készit geometriai, és energetikai optimalizacio segitségével. A modell a tovabbiakban
felhasznalhaté molekulak kozti kolcsonhatasok (docking) modellezése mellett, molekulédk
spektroszkopiai jellemzdinek (UV, IR abszorpcid) meghatarozasara is.

A szoftver altal elvégzett szamitdsok megbizhatdsagat olyan vegyiiletek segitségével
ellendriztiik le, melyek abszorpcids spektrumait magunk is megfigyeltiik, illetve az
irodalombdl is ismertek voltak. A referencia vegyiiletek a transz-, és a cisz-rezveratrol,
illetve a fotociklizacios reakcid soran keletkezett 2,5°,7-trihidroxi-fenantrén molekulak
voltak. A két rezveratrol izomer szoftver altal szamitott abszorpciés maximumai, valamint
a spektrumok lefutdsa igen jol egyezett a megfigyeltekkel. Az eredményeket az 5.
tablazatban foglaltuk 0ssze, a rezveratrol izomerek megfigyelt abszorpcios spektrumait a
12. abra tartalmazza. A szamitadsokat a fenantrén szarmazék (2,5°,7-trihidroxifenantrén)
molekulara elvégezve, a Hyperchem szoftver altal szadmitott UV abszorpcids
tulajdonsagok szintén megegyeztek az irodalmi adatok alapjan vart, valamint az altalunk
megfigyelt abszorpcios spektrumokkal. Itt a szamitas két abszorpcidés maximumot
hatarozott meg 213 nm-nél és 263 nm-nél, melyek koziil az intenzivebb elnyelés 263 nm-

nél adhaté meg.

49



5. tablazat A Hypercem szoftver altal szamitott és az altalunk megfigyelt abszorpciés maximumok

értékeinek 6sszehasonlitasa.

Megfigyelt Szamitott
Transz-rezveratrol
217.2 219.6
305.0 300.01
TDPA
220.04 215.99
249.7 251.12
302.4 301.2
2,5" ,7-Trihidroxifenantrén
214.2 213.0
260.3 263.6

Az acetilén szarmazék esetében szamitott abszorpcios spektrum, feltételezve a centralisan
elhelyezkedd harmas kotést, szintén jol egyezett a megfigyelt spektrummal. A szoftveres
modellezés harom abszorpcids maximumot hatarozott meg (216 nm, 251 nm, és 301 nm),
melyek kozil a legnagyobb elnyelési intenzitds 216 nm-nél keriilt meghatarozasra. A
megfigyelt abszorpcidos maximumok 220, 249, ¢s 302 nm-nél helyezkedtek el. A szamitott
¢s a megfigyelt abszorpciés maximumok kozott a referencia vegyiiletek esetében is
hasonld nagysagrendi eltérést figyeltiink meg.

A folyadékromatografids, a tomegspektometrids (MS, MS/MS) adatok, valamint az
abszorpcios spektrumok alapjan tehat megallapithatjuk, hogy az ismeretlen harmadik
komponens egy trifenil-acetilén szdrmazék, mely a transz-rezveratrolbdl keletkezik
oxidativ 1uton. A folyamat sordn a transz-rezveratrol molekulaban centralisan
elhelyezkedd ketts kotés harmas kotéssé alakul at. A terméket a harmas kotés, €s a
fenolos hidroxilcsoportok szdma alapjan 3,4’°,5-trihidroxi-difenilacetilénnek (TDPA)

neveztiik el (17. abra).

OH

OH

17. &bra Az azonositott 3,4’,5-trihydroxy-difenilacetilén (TDPA) molekula szerkezeti képlete.
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Eredményeink alapjan tovabba azt is valoszintisitjiik, hogy a bevezetOben emlitett szerzok
(Hanzlikova, Hernandez) altal leirt két, cisz-rezveratrol mellett keletkezd termék, is a
fenantrén és az acetilén szarmazékoknak felelhet meg. Hernandez és munkatérsai egy
ismeretlen (cisz-rezveratrolbol keletkezd) komponens keletkezését figyelték meg 254 nm-
es UV sugarzas hatasara, melynek abszorpciods spektrumat is leirtdk. Ez pontosan a 2,5°,7-
trihidroxifenantrén molekula abszorpcids spektrumanak felel meg. Hanzlikova ¢és
munkatarsai ugyanakkor a transz-rezveratrol diffiz napfény hatdsira bekovetkezd
fotoizomerizacidjanak vizsgalata soran két 0j komponens keletkezését is kimutattak.
Mivel a napfény az UV spektrumot is tartalmazza mindkét (2,5°,7-trihidroxifenantrén,

3,4’ ,5-trihidroxi-difenilacetilénnek) komponens keletkezésének feltételei adottak voltak.
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4.3. Human szexualszteroidok MALDI TOF tomegspektrometrias vizsgalata

Szexualszteroid hormonok MALDI TOF témegspektrometrias kimutatasa

A muszeres paraméterek beallitasat €s a megfeleld matrix kivalasztasat 6t, gyakran
eléforduld szexualszteroid hormon standardjaval végeztiik el. A standardokat egy férfi, és
négy noi szexudlszteroid hormonbol allitottuk Ossze. A férfi hormonok koziil az
els6dleges androgén, a tesztoszteron, a néi nemi hormonok koziil pedig négy 6sztrogén,
az Osztron, Osztradiol és Osztriol, illetve egy progesztagén hormon, a progeszteron
standardjat hasznaltuk fel. Az 6t hormon szerkezeti képletét az 18. abran,
Osszegképletiiket az 6. tabladzatban foglaltuk O0ssze. A tabldzatban az egyes hormonok

monoizotopos tomegeit is feltiintettiik.

CH a OH OH
s CHy b cH,y C

sloH

HO
HO HO

CH,

18. abra. Az 6t vizsgalt szexualszteroid szerkezeti képlete. a) dsztron, b) B-6sztradiol, c) ¢sztriol

d) progeszteron és e) tesztoszteron.

A szerkezeti képletek alapjan lathat6, hogy a standardsorhoz kivalasztott hormonok
valtozatos funkcidés csoportokat tartalmaznak a szteran alapvézon, melyek mind
befolyasolhatjak a tomegspektrometrids ionizacio folyamatat. K6zos az 6t hormonban,
hogy metil-, oxo- és hidroxilcsoportokat tartalmaznak, ezek szdma ¢és elhelyezkedése a
szteranvazon belll azonban eltérd. A tesztoszteron ¢és a progeszteron két-két
metilcsoportot tartalmaz a 10. és 13. szénatomon, a harom 0sztrogén pedig egyet-egyet a
13. szénatomon. Kiilonbségek a tehat szteranvazon belill 1évo kettds kotések mellett
inkdbb az oxo- és hidroxilcsoportok szama ¢s elhelyezkedése alapjan vannak.

A mérések sordn az egyes hormonok tomegspektrumain a jel és zaj aradnyat, felbontast és

a tomegpontossagot figyeltilk az egyes miszerbeallitisok fliggvényében. Valamennyi
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mérést elvégeztiik két fullerén matrixszal (Cyo, Cep), pozitiv és negativ ionizaciés modban
is. A végleges, ¢és legjobb eredményt ado MS bedllitasokat az anyagok és moddszerek
fejezetben foglaltuk ossze.

Altaldban elmondhat6, hogy az dsztrogének kimutatasa negativ ionizaciés modban, mig a
tesztoszteron €s a progeszteron vizsgalata pozitiv ionizaciés moédban volt sikeres. Ennek
megfelelden az 6sztrogénhormonok tomegspektrumait csak negativ, a tesztoszteron és a

progeszteron tomegspektrumait pedig csak pozitiv ionizacidos mdédban mérve abrazoltuk.

6. tablazat Az egyes hormonok 6sszegképlete és monoizotopos tdmegeik. A kimutatasi hatar ng-
ban és pmol-ban kifejezve annal a koncentracional, amelynek jelintenzitasa legalabb a

tomegspektrometrias zaj intenzitasanak haromszorosa.

Monoizotopos Kimutatasi hatar ~ Kimutatasi hatar
tomeg (Da) (on plate ng) (on plate pmol)

(")SZtI'OIl C18H2202 270, 16 20 74
B-0sztradiol hemihidrat

C1Hp0,-0.5H,0 281,18 11 39
(")SZtI'iOl C18H2403 288, 17 14 49
Progeszteron C,H300, 314,22 12 38
Tesztoszteron Ci9H,30, 288,21 14 49

Szexualszteroidok MALDI TOF vizsgalata pozitiv ionizacios modban Cqo fullerén

matrixszal

A gyakrabban alkalmazott pozitiv ionizacidés médban az Gsztron, mely oxo (17.
szénatom) ¢és hidroxil (3. szénatom) csoportot is tartalmaz, pozitiv toltésii
kvéazimolekularis ionként [M+H]" detektalhatdo 271,16 m/z értéknél. A mért tomeg a
monoizotopos tomegnél (270,16 Da) 1 m/z értékkel nagyobb, mely az ionizacios folyamat
soran bekdvetkezd proton addicid eredménye. Ezt a MALDI ionforrds mukodésére
jellemzd folyamatot az Gsszes pozitiv ionizaciés mérésnél megfigyeltiik. Feltlind volt
azonban a tomegspektrumon, hogy a jel/zaj arany rendkiviil alacsony volt. A pozitiv
ionizacid soran kapott jel intenzitdsa nem haladta meg sokkal a zaj intenzitdsanak

crer

kimutathat6sagi hatar kritériumainak (Mark et al., 2006) megfeleld intenzitasu jelet adott.
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A tapasztalt jelenségre és az alacsony érzékenységre az ionizacio csekély hatasfoka adhat
magyarazatot.

A 3. és a 17. szénatomokon, egy-egy hidroxilcsoportot tartalmazd B-6sztradiol (272,18
Da) esetében még alacsonyabb érzékenységet figyeltiink meg. Az B-0sztradiol hemihidrat
standard formajaban allt rendelkezésre, ennek monoizotopos tomege 281,18 Da. Az
ionizacié soran a hemihidrat egység levalasat tapasztaltuk, a molekula kvéazimolekularis
ionja [M-0.5H,0+H]" 273,18 m/z-nél volt kimutathaté. Itt a jel/zaj viszony az dsztronnal
is kedvezdtlenebb méddon alakult, a B-Osztradiolt reprezentald cstcs intenzitdsa egyik
miiszerbeallitds mellett sem haladta meg a zaj intenzitdsdnak maximum kétszeresét.

A 3. 16. és 17. szénatomokon, Osszesen harom hidroxilcsoportot tartalmazéd Osztriol
vizsgalata pozitiv ionizacidos modban pontosan az eldbbihez hasonld eredményt adott. A
jel maximalis intenzitdsa itt sem haladta meg a zaj intenzitdsanak kétszeresét. A pozitiv
toltésti kvazimolekularis iont 289,17 m/z értéknél figyeltiik meg.

A pozitiv ionizaciés moédban ugyanakkor, a tesztoszteron és a progeszteron vizsgalata is
eredményes volt, a kimutatds soran magas érzékenységet értiink el (6. tablazat). A harom
Osztrogénhez hasonldan a progeszteront és az androgén tesztoszteront is pozitiv toltésii
Osztrogének pozitiv ionizaciés modu analizisével, az ionizacié hatasfoka és ezzel egyiitt a
jel/zaj viszony és az érzékenység is megfeleld volt (6. tablazat).

A tesztoszteron az Osztronhoz hasonldéan oxo- és hidroxilcsoportokat tartalmaz, azzal a
kiilonbséggel, hogy az oxocsoport a 3. mig a hidroxilcsoport a 17. szénatomon
helyezkedik el. Monoizotopos tomege 288,21 Da, a kvazimolekularis iont 289,21 m/z
értéknél mutattuk ki. Egyediil a tesztoszteron vizsgalata soran figyeltiink meg natriummal
alkotott addukt iont, [M+Na]" ezt 311,2 m/z értéknél detektaltuk. A toémegspektrum a 19a.
abran lathato.

A 314,22 Da tomegli progeszteront, mely csak oxocsoportokat tartalmaz a 3. és a 20.
szénatomon, a mar ismert uton keletkezd kvéazimolekularis ion alakjaban [M-+H]"

mutattuk ki, 315,22 m/z értéknél. Az eredményt a 19b. dbra mutatja be.
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19. abra A tesztoszteron (a) és a progeszteron (b) pozitiv ionizaciés médu MALDI TOF

tomegspektruma Cyq fullerén matrix alkalmazasaval.

Szexudlszteroidok MALDI TOF vizsgalata negativ ionizacios modban Cyo fullerén

matrixszal

Szemben a pozitiv ionizacid alkalmazdsanal tapasztaltakkal a negativ polaritasi
ionizacios moéd mind a harom Osztrogén esetében jo eredményt adott. A hormonok
tomegspektrumait a 20a, 20b és 20c abrakon foglaltuk 6ssze. A harom hormont (6sztron,
B-Osztradiol, Osztriol) a negativ ionizdcids moddban negativ toltésii kvazimolekularis
ionként detektaltuk [M-H], ekkor az egyes ionok tdmegei 1 m/z értékkel adodnak
kevesebbnek a hormonok monoizotopos tdmegeinél. Itt a pozitiv polaritdsu ionizacioval
ellentétben egy proton vesztése torténik az ionizacié folyamata sordn. Hasonloan a
tesztoszteron €s a progeszteron pozitiv ionizaciés moda vizsgdlatdhoz, a detektalt jel

intenzitasa valamennyi esetben jelentdsen meghaladta a zaj intenzitasat.
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20. &bra Az 6sztron (a) a B-Osztradiol (b) és az dsztriol (c) negativ ionizaciés médu MALDI TOF

tomegspektruma Cyq fullerén matrix alkalmazasaval.

Az Osztron negativ polaritast ionizacidja soran a 270,16 Da monoizotopos tomegil
molekulat 269,16 m/z értéknél detektaltuk. Ez a negativ toltésti kvazimolekuléris ionnak
[M-H] felel meg egy proton vesztését kovetden (20a abra).

A B-0sztradiol standardja, mint ahogy mar korabban emlitésre keriilt tartalmazott egy
hemihidrat egységet is. Hasonldan a pozitiv polaritasti ionizacioé soran megfigyeltekhez a
B-Osztradiolt a hemihidrat egység nélkiil detektaltuk, a hormon kvazimolekularis ionjat
[M-0.5H20-H] 271.18 m/z értéknél mutattuk ki (20b abra).

A 288,17 Da tomegli Osztriolt pedig 287,17 m/z értéknél detektaltuk [M-H], a
tomegspektrumot a (20c abra) mutatja.

A progeszteron €s a tesztoszteron vizsgalatakor negativ ionizdcids mod alkalmazasa
esetén voltak hasonld tapasztalataink, mint az Osztrogének pozitiv ionizaciés moda
analizisénél. A tesztoszteront sikeriilt ugyan negativ toltésti kvazimolekularis ion [M-H]

alakjaban, 287,21 m/z értéknél detektalni, de a jel intenzitdsa, hasonléan az &sztronhoz
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ebben az esetben sem haladta meg jelentésen a zaj intenzitdsdnak maximum
haromszorosat. Negativ ionizaciés moddban a progeszteront egyaltalan nem sikertlt
kimutatni. A megfigyelt alacsony érzékenységre itt is az ionizécids folyamat rossz

hatasfoka adhat magyarazatot.

Szexudlszteroidok MALDI TOF vizsgalata Cg fullerén matrixszal

A méréseket azonos miiszerbeallitisok mellett elvégeztiik Cqo fullerén matrix
segitségével is. A két kiilonb6zd, pozitiv illetve negativ polaritdsi ionizaciés modok
alkalmazasakor tapasztaltakat a Ce fullerén matrix hasznalata mellett is megerdsithet;jiik:
az Osztrogének vizsgalata negativ, mig a tesztoszteron €s a progeszteron kimutatdsa
pozitiv ionizacios moddban lehetséges. A Cgp fullerénnel azonban a jel/zaj viszony
romlasat tapasztaltuk a Cyg fullerénnel tortént mérésekhez képest. A masik tapasztalat, az
azonos muszerbeallitdsok és azonos energidjii lézersugarzas alkalmazasa mellett
megfigyelt alacsonyabb hatdsfoki ionizaci6 volt. Ez ugyan kompenzéalhaté az
ionizaciohoz hasznalt 1ézersugar intenzitdsanak novelésével, de ez a felbontds romlasaval

jart, mely alacsonyabb tdmegpontossagot vont maga utan.
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21. &bra A tesztoszteron pozitiv ionizacios modu MALDI TOF tdmegspektruma Cgq fullerén matrix

alkalmazasaval.

A felbontas értéke Cgo fullerén matrix alkalmazédsaval egyik esetben sem lett 50 ppm-nél
jobb, szemben a Cy fulerénnel tapasztalt 3 ppm-el. Egy jellemz6 tomegspektrumot a 21.
abra mutat. A tapasztalatok tiikrében az érzékenység meghatarozasat, és a biologiai

mintak vizsgalatat mar csak Cy fullerén matrixszal végeztiik el.
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Erzékenység

A kimutathatosagi hatar (LOD) megallapitdsa higitasi sorozatok segitségével
tortént. A kimutathatdosdg minimumanak azt a mennyiséget vettiik alapul, ahol az adott
hormon vizsgalatakor kapott jel intenzitasa legalabb a megfigyelt zajszint haromszorosat
adta. Ezt az elfogadott ardnyt viszonyitasi alapként hasznaltuk, hiszen a MALDI
tomegspektrometria elsésorban kvalitativ mddszer. Az eredményeket ng, illetve pmol
abszolut felvitt mennyiségben kifejezve a 6. tabladzatban foglaltuk 6ssze. A legnagyobb
érzékenységet az 0sztriol esetében tapasztaltuk, itt 11 ng felvitt anyagmennyiséget sikeriilt
még megbizhatéan detektalnunk. A legkevésbé érzékeny az Osztron kimutatdsa volt,
minimum héaromszoros jel/zaj ardnyt legkevesebb 20 ng hormon felvitelénél figyeltiink
meg.

A mérések sordn meghataroztuk a modszerrel elérhetd tomegpontossagot is, melynek
értéke az Osztrogének negativ, illetve a tesztoszteron €s a progeszteron pozitiv ionizacios

modu analizisénél a mar emlitett 3 ppm volt.

Eredmények értékelése

A szteroid hormonok tomegspektrometrias vizsgalata soran felmeriil6 nehézség a
nem kielégité érzékenység, mely abbol fakad, hogy a szteroidok nehezen ionizalhatéak az
ismert technikdkkal. A tomegspektrometrids mérés sordn elérhetd érzékenység azonban
jelentdsen fiigg az alkalmazott ionizacids technika hatékonysagatdl. Ez igaz a MALDI
folyamatara is, ahol az elterjedten alkalmazott matrix vegyiiletekkel (DHB, CHCA, SA)
szintén nem valosithatd meg a nativ szteroidok nagy érzékenységii kimutatidsa. Tovabbi
akadaly, hogy a szteroid hormonok ugyanabban a tomegtartomanyban detektalhatok, mint
a kis molekulatomegii matrix vegyliiletek, és ez a tomegspektrumon esetlegesen
interferencidkhoz vezet. E két probléma specialis reagensekkel hidalhaté at, melyekkel
konnyebben ionizdlhaté és nagyobb molekulatomegli szarmazékok képzésére van
lehetdség.

A MALDI tdmegspektrometria soran a magas érzékenységért és a hatékony ionizacioért a
megfelelden megvalasztott matrix vegyiilet a felelds, igy matrixként, a hagyomanyosan
alkalmazott komponensektdl eltérd vegyiiletet kerestiink. Szempont volt az is, hogy

molekulatomegiik magasabb legyen, mint a vizsgalt szexualszteroidoké. Megoldasként a
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széleskorti  analitikai  alkalmazéassal — jellemezheté  hatvanas, illetve hetvenes
szénatomszamu fullerének (Cgo, C70) szolgaltak.

A fullerének erds optikai abszorpcios tulajdonsdgokkal rendelkeznek és szamos kémiai
csoporttal képesek kolcsonhatasba 1épni. A fulleréneket sikeresen alkalmazzak, mint LC
allotazisokat (Jinno et al., 1992, 1997) szilard fazisu extrakcids (SPE) szorbens anyagokat
(Serrano A, Gallego M, 2006; Ballesteros et al., 2000), valamint a fullerén egységekbdl
felépiild szén nanocsdveket (CNT) MALDI matrixként is (Gholipour Y et. al., 2008). A
fullerén alapu CNT matrixszal egyes nehezen ionizalhatd vegyiiletek (pl. szénhidratok)
vizsgalata nagyobb érzékenységgel végezhetd el a hagyomanyos matrix vegyiiletekhez
képest. A fullerének vizoldékony szarmazékai peptidek, fehérjék precipitaciojat is
lehetévé teszik oldataikbol, ekkor a precipitalt fehérjék kozvetleniil vizsgalhatoak
MALDI TOF tomegspektrometriaval, matrix vegyiilet hozzdadasa nélkiil (Shiea et al.,
2003).

A fullerének alkalmazasat MALDI matrixként a struktaran beliil taldlhatd delokalizalt
elektronszerkezet teszi lehetévé, mely a fullerének méar emlitett erds optikai
energidjanak elnyelésére is, lehetdvé téve a MALDI ionizacié folyamatit. A Cgy €s
Crofullerének tovabbi elénye, hogy mas tOmegtartomanyban detektalhatok, mint a
szexualszteroidok, mivel molekulatomegiik (720Da Cgp €s 840Da Cqg) jéval magasabb,
mint a tipikus szteroid hormonok (250-350 Da) molekulatomegei. Igy nem sziikséges a
szteroidok kémiai modositasa (szdrmazékképzés), mert tomegeik nem fognak atfedni a
matrixbdl szarmazd csucsokkal, mint az a gyakran alkalmazott, kis molekulatomegi
(DHB, SA, CHCA) matrixok esetében tapasztalhato.

A két fullerént jdonsagként egyszert, telitett toluolos oldatban alkalmaztuk, melyet az
anyagok és modszerek fejezetben leirt modon készitettiink. Ezt az oldatot az ismert matrix
anyagokhoz hasonléan kezelve MALDI mintatartd plate-re cseppentettiik fel, majd
kristalyositottuk ki. A mintakat erre a kristalyfelszinre cseppentve sikeresen mutattuk ki
¢s vizsgaltuk az o6t legaltaldnosabb (Osztron, B-Osztradiol, Osztriol, tesztoszteron ¢&s
progeszteron) szexualszteroid hormont pozitiv és negativ ionizaciés modokban.

Az 6sztrogén hormonokat (8sztradiol, dsztriol, 6sztron) negativ ionizacidos modban tudtuk
vizsgalni, azonban az Osztron, alacsonyabb érzékenységgel ugyan, de pozitiv modban is
kimutathaté volt. Az 0Osztrogénekkel ellentétben, a progeszteron és a tesztoszteron
vizsgalatakor pozitiv ionizaciés mod alkalmazasaval sikertilt j6 eredményeket elérniink. A

tesztoszteron, az Osztronhoz hasonldan detektalhatd volt az ellentétes polaritast, (negativ)
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ionizacios modban is, de mint azt az 6sztron pozitiv ionizacios modi kimutatasa soran
tapasztaltuk az érzékenység alacsony volt.

Az ionizdciés jelenségekre az egyes hormonok szerkezete alapjan kerestiink
magyarazatot. Irodalmi hattérre ebben az esetben nem tudtunk tdmaszkodni, mert a
szexualszteroidok szarmazékképzés nélkilli MALDI TOF analizisérél nem all
rendelkezésre adat.

Véleménylink szerint, az ionizéciés folyamatokra leginkabb a vizsgalt hormonok
szerkezetében talalhato hidroxil- és keto csoportoknal van lehetdség. A MALDI ionizacid
soran ugyanis (Knochenmuss R, 2006) jellemzden kvazimolekularis ionok keletkeznek az
egyes vegyiiletekbdl, mind pozitiv, mind pedig negativ ionizaciés méddban. Ekkor egy
vizsgalt hormonok esetében a hdrom funkciés csoport koziil (hidroxil-, oxo- és metil-)
leginkabb a hidroxil- és az oxocsoportoknal képzelhetd el a fenti két folyamat.

Az Ot szexualszteroid szerkezetét attekintve lathatd, hogy az Osztron egy keto- és egy
hidroxilcsoportot is tartalmaz, a -0sztradiol és az 0sztriol pedig csak hidroxilcsoportokat.
A tesztoszteron hasonldan az Osztronhoz mindkét kémiai csoporttal rendelkezik, a
progeszteron szerkezetében ugyanakkor csak ketocsoportokat taldlunk.

Mint mar emlitettiik a B-Osztradiol és az 0Osztriol, melyek csak hidroxilcsoportokkal
rendelkeznek, csak negativ polaritdsu ionizdcids moddban voltak eredményesen
kimutathatok. Negativ polaritdisi MALDI ionizacid soran altalaban a vizsgalt molekulédbol
egy proton leszakadasa figyelhetd meg, negativ toltésti kvazimolekularis ionok [M+H]
keletkezése mellett. Erre a folyamatra esetliinkben a hidroxilcsoportoknal van lehetdség. A
hidroxilcsoportok deprotonalodéasa tehat, magyarazhatja a hatékony ionizacié folyamatat
negativ ionizdcids modban. Itt ugyanakkor protondlodéasra nincs lehetdség, ezért pozitiv
ionizacidos modban kevésbé hatékony ionizaciot és alacsonyabb érzékenységet varunk, az
oxocsoportok hianya miatt. Ez 6sszhangban all méréseink eredményeivel.

Hasonlo6 logika alapjan magyarazhaté az a megfigyelés is, mely szerint a progeszteron
csak pozitiv ionizdcidos modban volt kimutathaté. A progeszteron ugyanis csak
oxocsoportokat tartalmaz ahol deprotonalodasra nincs lehetdség. Itt az oxocsoportok
protonalodasaval, a pozitiv polaritasa ionizacié valosulhat meg pozitiv toltésti [M+H]"
kvazimolekularis ionok keletkezésével. Méréseink soran is ezt a jelenséget figyeltiikk meg.
Az Osztron és a tesztoszteron vizsgalata sordn azt tapasztaltuk, hogy korlatokkal ugyan, de
mind negativ és mind pozitiv ionizacié alkalmazasaval kimutathatok. Ennek lehetséges

hattere, hogy mind a két hormon rendelkezik oxo- és hidroxilcsoportokkal is. Mivel
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mindkét funkcios csoport megtalalhatd a két hormonban, negativ [M-H] és pozitiv
[M+H]" toltésti kvazimolekularis ionok keletkezésére is van lehetdség. Szembetiing volt
tovabba az is, hogy mind a két funkcios csoport jelenléte ellenére az §sztron ionizacidja
negativ modban, a tesztoszteroné pedig pozitiv modban volt hatékonyabb.

A két hormonban az emlitett funkcios csoportok elhelyezkedésében van kiilonbség, a
tesztoszteron aromds gyuriiben a 3. szénatomon oxocsoportot, a ciklopentan gytriiben, a
17. szénatomon pedig hidroxilcsoportot tartalmaz. Ez az 6sztron szerkezetében forditott,
itt a 3. szénatomon hidroxil, 17. szénatomon pedig oxocsoport talalhato. Feltételezéseink
szerint a MALDI matrix vegyiiletekhez hasonléan, az aromas gytiriiben 1évé funkcios
csoportok hajlamosabbak részt venni az ionizacid folyamataban, mint a szteroidok telitett
ciklopentan gytiriijében 1évoék. Mivel aromas gylirliben a tesztoszteron oxocsoportot, az
Osztron pedig hidroxilcsoportot tartalmaz, az el6bbi esetében a pozitiv, az utobbinal a

negativ polaritasu ionizacio lehet hatékonyabb.

Igazsaglgyi leletek nem maghatarozasa szexualszteroidok segitségevel

A mérési koriilmények beéllitasa, és a varhatd érzékenység meghatarozéasa utan a
modszer alkalmazéasanak lehetdségeit bioldgiai mintdkon vizsgaltuk meg. A moédszerrel
elvégeztiik két igazsagiigyi lelet, tomegspektrometrids vizsgalatat is, esetleges nemi
hovatartozasra specifikus markereket keresve. Kivancsiak voltunk egyrészt arra, hogy az
altalunk  kifejlesztett ~ modszerrel — lehetséges-e  szexudlszteroidok — kimutatdsa
csontszdvetbdl, valamint arra is, hogy az eredmények Osszhangban vannak-e a vizsgalt
anyag nemével. A csontszdvet esetlinkben igazsagiigyi leletekbdl szarmazott. Az elsd
igazsagligyi eset (22. &bra), egy haszndlaton kiviili pincehelyiség elbontasa soran
felfedezésre keriilt mumifikalodott emberi torzé volt. A lelet legaldbb egy éven keresztiil
volt az emlitett helyiségben, ahol is rendkiviil szaraz és meleg koriilmények uralkodtak,
lehetévé téve a mumifikalodas folyamatat. Ennek megfeleléen az anyag tartalmazott
mumifikélodott lagyrész komponenseket is, azonban ezeket az mintael6készités soran
eltavolitottuk. Altaldban ugyanis a csontos allomany vizsgalhato a kétséges nemi
identitasu igazsagiigyi leletek esetében, mivel a csontozat képes a legtovabb ellenallni a
kornyezeti hatasoknak. Tovabba, a nem meghatarozdsara hagyomanyosan alkalmazott
antropometrids modszerek is a csontadllomdny vizsgalatara koncentrdlnak. Ezen okokbdl
kifolyolag a tomegspektrometrids vizsgalatokhoz is a lelet csontszovetét hasznaltuk fel, a

folyadék-folyadék extrakciét a maradvany felkarcsontjanak o6rleményébodl végeztiik.
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Esetlinkben a csontallomény rendkiviil j6 megtartasa a lelet nemének pontos antropologiai
meghatarozasat is lehetdvé tette, mely kétséget kizardan férfi nemet allapitott meg. Az

extraktumokat pozitiv és negativ ionizaciés modban is megvizsgaltuk.

22. abra A Pellérden talalt mumifikalodott emberi torzd (A). A hormonextrakciét a lelet

felkarcsontjanak (B) felhasznalasaval végeztik.

Pozitiv ionizacios modban, a legnagyobb mennyiségben el6fordulé androgént, a
tesztoszteront mutattuk ki, kvazimolekularis ionjat 289,21 m/z értéknél detektaltuk. Az
altalunk keresett hormonok koziil pozitiv moédban mas komponenst nem talaltunk (23.
abra) Negativ ionizacidos mod alkalmazasa mellett nem sikeriilt tovabbi, esetlegesen az
Osztrogének koz¢ tartozd hormonokat detektdlni, ebben az ionizacios modban a
tesztoszteron sem volt kimutathatd. A lelet nemét a tomegspektrometrias analizis

eredményei alapjan is férfiként hataroztuk meg.
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23. abra A Pellérden talalt mumifikalddott emberi torzé csontextraktumanak pozitiv ionizacios

médu MALDI TOF tdmegspektruma. Az altalunk keresett hormonok koézil egyedil a
tesztoszteront mutattuk ki.

A masik igazsagiigyi eset egy rendkiviil rossz allapotu, roncsolddott torzo volt, amelyet a
Duna arterében fedeztek fel. Itt lagyrész maradvanyok mellett a gerincoszlop, a bordak,
illetve a szegycsont allt rendelkezésre. Az elsé esethez hasonloan a csontszovet keriilt

feldolgozasra, itt azonban a hormonextrakciot a maradvany agyéki csigolydibol végeztiik.
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A tomegspektrometrids vizsgalat sordn pozitiv ionizaciés modban a tesztoszteront sikeriilt
kimutatni 289,21 m/z értéknél (24. abra). A lelet vizsgélata soran n6i szexualszteroidokat
a keresett komponensek koziil negativ ionizacidos mod alkalmazaséval sem detektaltunk.
A lelet nemét férfiként allapitottuk meg, amelyet az igazsagiligyi antropoldgiai vizsgalat is

megerositett.
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24. dbra A Duna arterében talalt emberi torzé csigolyaextraktumanak pozitiv ionizaciés maédu
MALDI TOF tdmegspektruma. Az altalunk keresett hormonok kézil itt is csak a tesztoszteront
mutattuk ki.

Osztrogének és progeszteron kimutatasa terhesség alatt

Masodik Iépésben a terhesség idOszakara jellemzd szexudlszteroid markerek
kimutatasat végeztik el vizeletben. Mivel a terhes allapot igazoldsara szolgalod
gyorstesztek vizelet felhasznalasaval késziilnek, a hormonok tomegspektrometrias
kimutatdsat is ebben a matrixban végeztiik el. A hormonokat nem csak szabadon, hanem
konjugaltan is kerestiik, ugyanis a vizelettel kivalasztott szteroidok elsésorban ebben az
alakban fordulnak el6. A konjugacié altalaban glilkuronid, vagy szulfat egységekkel
torténik, mely megkonnyiti a hormonok vizelettel torténd kivalasztasat (Gomes R L et.
al., 2009). A vizeletmintdkat, melyeket egy 29 éves terhes n6tdl gyiijtottiink, diklor-
metanos folyadék-folyadék extrakciot kovetden vizsgaltuk. A mintdkat parban, pozitiv és
negativ ionizacidos modot is alkalmazva mértiik le, mivel a terhesség soran Osztrogének
mellett a progeszteron kimutatéasa is varhato volt.

Negativ ionizacidos modot alkalmazva, a Osztradiol, valamint az Osztriol kimutatasara
szamitottunk, konjugalt, vagy konjugélatlan formaban.

A vizsgalt 6sztrogén hormonok koziil elsddlegesen a foto-placentaris egység altal termelt
Osztriolt kerestiik, mely hormon a terhesség kimutatdsan tal a terhesség menetének
nyomonkovetésére is hasznalhatd (Feinshtein et al., 2010). Az Osztriolt negativ ionizacids

modban [M-HJ, jo relativ intenzitassal, konjugalatlan alakban mutattuk ki, 287,17 m/z
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érteknél. Az Osztriol esetében ugyanakkor nem sikeriilt egyik ismert konjugatumot sem
detektalni.

A masik 0sztrogén, melynek vizeletbdl torténd kimutatasara mindenképpen szamitottunk,
a termékeny koru ndkben legnagyobb mennyiségben eléforduld, de a placenta altal is
szintetizalt 0sztradiol (Barrera et al., 2007) volt. A hormont negativ modban, szulfattal
alkotott konjugatumkeént detektaltuk 351,13 m/z értéknél. Itt, szemben az Gsztriollal
konjugdlatlan, szabad format nem taldltunk. A harmadik vizsgalt dsztrogén az Osztron a
menopauzat kovetden valik elsddleges 0sztrogénné. Esetiinkben ez nem allhatott fenn, igy
az Osztron vizeletbol torténd sikeres kimutatdsa nem volt valdszinli. A vizsgalatok soran
sem a szabad hormont, sem annak konjugatumait nem detektaltuk.

Pozitiv ionizdciés moédban a vizsgalt hormonok koziil, a placenta altal szintetizalt
progeszteront detektaltuk. Ezt a progesztagén terhességi hormont kezdetben a sargatest, a
terhesség nyolcadik hetétél kezdve azonban a placenta termeli (Salazar Lopez et al.,
2007). Szerepe tobbek kozott a méhnyalkahartya terhességi allapotanak fenntartdsdban
van. A hormont pozitiv ionizaciés mdédban mutattuk ki konjugalatlan alakban, 315,22 m/z
értéknél. Az ismert konjugatumokat az 6sztriolhoz hasonldan itt sem figyeltiik meg (25.

abra).

———————— ———— :
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25. abra Terhesség szexualszetroid markereinek kimutatasa MALDI TOF tomegspektrometria

alkalmazasaval. Az “a” abra a negativ, a “b” abra a pozitiv ionizaciés médu vizsgalat eredményét

abrazolja.
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Eredmények értékelése

Az igazsagiligyi embertani anyag vizsgalata soran csontszovetbdl végeztiik el
szexualszteroidok kimutatasat, eredményeinket a nemi identitds meghatarozésra
hasznaltuk fel. Jelenleg az emberi maradvanyok nemének meghatdrozdsa a csontozat
vizsgalata alapjan torténik, antropometrids, illetve antropomorfologias technikakkal. A
vizsgalatok targya leggyakrabban a koponya, illetve a medencecsont, ahol is a nemi
dimorfizmus a legerételjesebben kifejezett. Meghatarozott paraméterek tovabba a hossza
csOves csontok, mint példdul a femur méretei is. A rossz megtartasi leletek nem
meghatarozasa azonban a klasszikus, antropologiai modszerekkel nehezen megoldhato
feladat, ugyanis ha a lelet egésze toredékes, vagy ha a csontozat hidnyos, nincs lehetdség
az antropometrids paraméterek meghatarozasara. A gyermekkorut maradvanyok
vizsgalatakor pedig az okozhat problémat, hogy a serdiilékor el6tti életkorokban
nincsenek olyan kifejezett kiilonbségek a két nem csontozatiban, amelyek lehetdvé
tennék az egyértelmii elkiilonitést. Ezen korldtok miatt kerestlink a nemi identitasra
specifikus, molekularis markereket a nem csontszovet alapjan torténé meghatdrozasara. A
vizsgalat soran finomra 6rolt csonttoredékekbdl végeztiink folyadék-folyadék extrakciot,
majd a kivonatokat beparlds és metanolban torténd visszaoldast kovetden mértiik le. A
tomegspektrometrias analizis soran a keresett hormonok koziil egyediil a tesztoszteron
(289,21 m/z) kimutatasa volt lehetséges, igy mindkét lelet nemét férfiként hataroztuk
meg, melyet az igazsagiigyi szakértoi vizsgalat is alatdmasztott.

A mérések soran toredékes csontdllomanyt is feldolgoztunk, illetve esetenként
mesterségesen allitottunk elé a meglévd, jO megtartdsa leletbdl. Ezzel olyan
koriilményeket teremtettiink, amelyek gyakran el6fordulnak, és lehetetlenné teszik a
szokvanyos, antropologiai nem meghatarozast. Feltételezziik, hogy a szexualszetroid
Osszetétel tomegspektrometrids meghatarozasat kovetden, a rossz megtartasi emberi
maradvanyok nemi identitdsa is meghatarozhato lehet.

Vizsgalataink méasodik sorozata sordn sikeresen mutattunk ki a terhes allapotra (6sztriol és
progeszteron), illetve a fiziologidas ndéi nemi mikodésre (Osztradiol) jellemzd
szexualszteroidokat vizeletb6l. A magasabb érzékenység elérése, illetve a matrix hatas
csokkentése érdekében folyadék-folyadék extrakciot alkalmaztunk a méréseket
megelézden. Az eredmények alapjan megallapithatjuk, hogy moddszeriink alkalmas lehet
tobb szexudlszteroid biologiai mintdkban torténd gyors, egyideji kimutatdsara is.
Tovéabbi, példdul SPE alapt extrakcids modszerek segitségével pedig esetleg a

komplexebb matrixok, mint példaul a szérum szteroid profilja is meghatarozhatova valik.
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5. Osszefoglalas

A zarvatermOkben széleskoriien eléforduld fitodsztrogének kozé tartozo transz-
rezveratrol bizonyitottan szamos pozitiv ¢€lettani hatdssal bir. A transz-rezveratrol
glikozidjdhoz, a transz-piceidhez hasonldéan borokban is megtaldlhatdé. A jelen munka
egyik célja magyar borok transz-rezveratrol és transz-piceid tartalmanak vizsgalata volt
HPLC analizis segitségével. Munkank sordn az egri és a villanyi bortermd régiot,
valamint tobb évjaratot hasonlitottunk dssze.

Az eredmények alapjan megallapithatd volt, hogy nemzetkdzi irodalmi adatokkal valo
Osszehasonlitdsban, mind az egri, mind pedig a villanyi bortemé régid esetén jelentds
transz-rezveratrol ¢és transz-piceid mennyiségekkel taldlkozhatunk. A nemzetkozi atlag
mind a transz-rezveratrol, mind a transz-piceid esetében jellemzden 0,5 mg/l és 3 mg/l
kozott alakul. A két vizsgélt régid kozil kiilonosen az orszdg déli, napos részén
elhelyezkedd villanyi bortermd régidban figyeltiink meg kiemelkedd értékeket mind a
transz-rezveratrol, mind a transz-piceid esetében. A villdnyi régiobol két pincészet
borainak Osszehasonlitasa 1is megtortént, a Bock és a Polgar pincészetek
kozremiikodésének koszonhetden. Mind a két pincészet borainak atlagos transz-
rezveratrol tartalma 3 mg/1 feletti értéknek adodott, 3,2 mg/l a Bock ¢és 3,3 mg/l a Polgar
pincészet esetében. Mind a két pincészet borai kozott talaltunk tovabba figyelemremélto,
4 mg/l, s6t 5 mg/l feletti értékeket is, egy esetben pedig (Bock Cabernet Sauvignon 2006)
10,4 mg/l mennyiséget is. A hlivosebb, és csapadékosabb egri bortermd régioban talalhato
Korona Borhdz boraiban ennél alacsonyabb, 1,5 mg/l atlagos értéket mutattunk ki. Az
egyes régiokat dsszehasonlitva megallapitottuk, hogy a szarazabb, melegebb klima jobban
kedvez a borok transz-rezveratrol és transz-piceid tartalmanak. Az egyes évjaratok
Osszehasonlitasaval pedig kovetkeztettiink arra is, hogy az er6teljes Bothrytis cinerea-val
tortént  fertdzottség (rossz bortermé évek) nem kedvez a transz-rezveratrol
eléfordulasanak, valdsziniileg a sziirkepenész stilbén-oxiddz enzimjének hatdsara, mely a
rezvertarol és a piceid lebomlasdhoz vezet.

A transz-rezveratrol molekulaval kapcsolatban is ismert a stilbénekre jellemzd cisz/transz
UV fotoizomerizacié folyamata. Megvizsgaltuk, hogy ezen reakcié soran mindossze a
transz-rezveratrol atalakulasa figyelhetdé meg cisz-rezveratrolld, vagy esetleg tovabbi
komponensek is keletkeznek. Megallapitottuk, hogy a cisz-rezveratrol mellett egy masik
komponens is azonosithatd a fotoizomerizaci6 folyamatdnak eredményeként, melyet
egyes irodalmi adatok is megerdsitenek. E molekula azonositasa azonban, ez idaig nem
tortént meg. Tomegspektrometrids vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogy az

ismeretlen komponens tomege 2Da-al kevesebb a transz- vagy a cisz- rezveratrolénal.

66



Mivel ezt a tomegkiilonbséget két proton hianya okozhatja, a terméket egy oxidacios
folyamat kovetkezményének tekintettiik. A pontos molekuldris azonositast az egyes
komponensekhez tartozd6 abszorpciés spektrumok értékelése mellett tandem
tomegspektrometrids vizsgalatok segitségével tettiik meg. Az eredmények alapjan a 2Da
tomegkiilonbség okat a rezveratrol molekula centralis alkillancéban tortént oxidacidban
jeloltiik meg. Ebben az esetben a struktira kozepén elhelyezkedd kettds kotés harmassa
oxidalodik, egy acetilén szarmazék keletkezéséhez vezetve. A két fenolos gytriit
tartalmazo acetilén vegyiiletet 3,4°,5-trihidroxi-difenilacetilénnek (TDPA) neveztiik el.

A fitoosztrogének vizsgalata mellett human Osztrogének és mas szexualszetroidok
tomegspektrometrids analizisét is elvégeztik. A kifejlesztett MALDI TOF alapu
modszerrel Gjdonsagként a rutinszeriien alkalmazott szarmazékképzési 1épéseket kertiltiik
el. A szteroidok tomegsepktrometrids ionizacidja ugyanis alacsony hatasfoka, ezért
megfeleld reagensekkel hatékonyan ionizalhatdo komponensekké alakitjak oket. Ez a 1épés
pedig korlatozza az egyébként rendkiviil gyors MALDI TOF MS analizis alkalmazasanak
elonyeit.

Ezt a problémat az ionizacid folyamatanak optimalizaldsaval hidaltuk at, C;o fullerént,
mint MALDI matrix vegyliletet alkalmazva. A C; szénatomszdmu fullerént toluolban
oldva, sikeriilt a MALDI target plate-re egy olyan fullerén kristalyokbol &ll6 felszint
felvinni, mely lehetdvé tette a leggyakoribb Osztrogén, androgén ¢és progesztagén
szteroidok szarmazékképzés nélkiil torténd hatékony tomegspektrometrids ionizacidjat, és
érzékeny kimutatasat. Fullerén vegyiiletet egyszeri oldat forméjdban eldszor
alkalmaztunk MALDI maétrixként. Méréseinket pozitiv és negativ ionizacios modokban is
elvégeztik, az egyes vegyiileteket pozitiv [M+H]", vagy negativ [M-H] toltésii
kvazimolekularis ionként detektaltuk. Az Osztrogének kimutatasa negativ, mig a
progesztagén progeszteron, ¢s az androgén tesztoszteron kimutatdsa pozitiv ionizacid
mellett volt hatékony. A kimutathatdsagi hatar 38-74 pmol kozott volt.

A modszerrel biologiai mintdk analizisét is elvégeztiik, mely soran terhes vizeletbdl
sikeresen mutattunk ki terhességre jellemzod szteroid markereket (0sztriol, progeszetron).
Ezen tul igazsagiigyi leletek szexualszteroid profiljat is meghataroztuk, mely soran a
hormonokat, mint a nemi identitds molekularis markereit hasznaltuk. Ezaltal az emberi
maradvanyok nemének meghatdrozasa analitikai modszerekkel is megvalosithatova
valhat, a klasszikus antropoldgiai technikdk mellett. Modszeriink tovabbi eldnye, hogy
konnyen automatizalhato, igy klinikai felhasznaldsban nagyszamu bioldgiai minta gyors

tomegspektrometrias elemzésére is alkalmas.
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Mark L., Makrai L., Montsko G., Alexandra Vaczy

27" Informal meeting on mass spectrometry

Retz, Austria, 2009
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A témahoz kapcsolodo konferencia poszterek:

1. Bioaktiv polifenolok analitikai viszgalata MALDI TOF tomegspektrometriaval
Montské G, Németh V, Pandur E, Nagy J, Mark L
36. Membran-transzport Konferencia — Siimeg, 2006

2.  Szteranvdzas hormonok  kimutatdsa human mintdkbol MALDI TOF
tomegspektrometria alkalmazaséaval

Montské G., Németh V., Pandur E., Nagy J., Mark L.

Magyar Biokémia Egyesiilet 2006. évi Vandorgytilése Pécs, 2006

Egyéb folydirat cikkek:

1. Separation of Sesquiterpenes from Yarrow ( Achillea millefolium L. s. 1.) by LC-MS

on Non-Porous Columns.

Gergely Montsko, Borbala Boros, Aniko Takatsy, Robert Ohmacht , Sabine Glasl,

Liselotte Krenn, Laszlo Mark and Gottfried Reznicek
Chromatographia 2008; 67: 467-70.
IF: 1.31

2. Analysis of pathological and non-pathological human skeletal remains by FT-IR

spectroscopy.

Gergely Nagy, Tamas Lorand, Zoltan Patonai, Gergely Montsko, Istvan Bajnoczky,
Antonia Marcsik, Laszlo Mark

Forensic Science International 2008; 175: 55-60.

IF: 1.86

3. Use of fullerene-, octadecyl-, and triaconthyl silica for solid phase extraction of tryptic
peptides obtained from unmodified and in vitro glycated human serum albumin and
fibrinogen.

Katalin Boddi, Aniké Takatsy, Szilvia Szabo, Lajos Marko, Laszlé6 Mark, Istvan
Wittmann, Rébert Ohmacht, Gergely Montské, Rainer M. Vallant, Thomas Ringer,
Rania Bakry, Christian W. Huck, Giinther K. Bonn, Zoltan Szab6

Journal of Separation Science 2009; 32: 295 — 308. IF: 2.53
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Egyéb konferencia poszterek:

1. Paleoproteomics: determination of proteins and pathological biomarkers from bone
remains, using MALDI TOF/TOF mass spectrometry

Montské G, Németh V, Pandur E, Nagy J, Patonai Z, Mark L

XVI. Semmelweis Symposium & VI. Conference on Cell Analysis — Budapest, Hungary,
2006

2. Biokompatibilis fullerén oldatok analitikai és toxicologiai vizsgalata
Montskéd G., Vet S., Boddi K., Mark L
37. Membran-transzport Konferencia — Siimeg, 2007

3. Ajak ¢és szajpadhasadék specifikus fehérjék kimutatdsa nyalmintakbol MALDI
TOF/TOF tomegspektrometria segitségével

Montské G., Tihanyi R., Szabd T. Gy., Szabd Gy., Németh V., Marrk L

38. Membran-transzport Konferencia — Siimeg, 2008

4. Intracellular regulation of hepcidin expression

Pandur E., Nagy J., Szab6 A., Montské G., Radnai B., Sipos K

XVI. Semmelweis Symposium & VI. Conference on Cell Analysis — Budapest, Hungary,
2006

5. The function of human RNase L Inhibitor in translation

Nagy J., Pandur E., Szab6 A., Montské G ., Bognar Z ., Sipos K

XVI. Semmelweis Symposium & VI. Conference on Cell Analysis — Budapest, Hungary,
2006

6. MALDI TOF/TOF tomegspektrometria alkalmazasa a jelatviteli folyamatokban
jelentds kis molekulatomegii fehérjék azonositasara

Németh V, Montskd G, Vetd S, Bognar E, Mark L

36. Membran-transzport Konferencia — Siimeg, 2006
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7. A ferroportin egy hepcidin hormon altal szabalyozott vas transzporter
Nagy J., Pandur E.,. Szab6 A., Montskoé G., Bognar Z., Peti M. A., Sipos K
36. Membran-transzport Konferencia — Siimeg, 2006

8. A mitokondrium jelentdsége a transzlaci6 szabalyozasaban human sejtekben
Pandur E., Nagy J., Szab6é A., Montské G., Sipos K
36. Membran-transzport Konferencia — Siimeg, 2006

9. A hepcidin, egy vasanyagcserét szabalyozé hormon vizsgalata
Pandur E., Nagy J., Montské G., Peti M. A., Sipos K.
Magyar Biokémia Egyesiilet 2006. évi Vandorgytilése Pécs, 2006

10. Komplex biologiai mintdk GSH tartalmdnak meghatdarozasa ioncsapdas
tomegspektrometria segitségével

Németh V., Montské G., Solti 1., Veto S., Tucsek Zs., Hocsak E., Mark L.

Magyar Biokémia Egyesiilet 2006. évi Vandorgytilése Pécs, 2006

11. Az A-1 antitripszin szerepe a hepcidin érésében
Pandur E., Nagy J., Poor V. S., Montské G., Sarnyai A., Miseta a., Sipos K
39. Membran-transzport Konferencia — Siimeg, 2009

12. LC-MS analysis of green tea polyphenols
Eva Jambor, Balazs Marics, Simon Armbruszt, Gergely Montské, Laszlo Mark, Robert
Ohmacht

15™ International Symposium on Separation Sciences- Siofok, Hungary, 2009
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