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1. Bevezetés

A nitrogén fontos szerepet jatszik az €16 szervezetek felépitésében, az aminosavak (AS),
fehérjék, hormonok, koenzimek, s egytttal a foldi élet épitékove is. Az AS-aknak és bizonyos
aminoknak (A) dontd jelentdségiik van az élettani folyamatokban is. A biogén aminok (BA)
nemcsak neurotranszmitterként, hanem hormonokként is életiink részei, amelyek befolyasol-
jék és modositjak mas hormonok kivalasztasat. Rendellenes kivalasztasukrol és/vagy metabo-
lizmusukrol feltételezik, hogy kapcsolatba hozhatok kiilonboz6 betegségek kialakulasaval.
Széles korben vizsgaltak a BA-ok szerepét az esszencialis hipertonia kialakuldsaban is [1]. A
hisztamin (Hisn) a gyulladasos és allergias folyamatokban jatszik szerepet [2]. Kiilonb6z6
AS-ak dekarboxilezédésekor keletkezik a putreszcin (Put), a kadaverin (Cad), az agmatin
(Agm), hisztamin (Hisn).

Kutatocsoportunkban a szabad AS-ak és A-ok nagyteljesitményli folyadékkromatografias
(HPLC) elemzésére alkalmas szarmazékképzés legkedvezobb feltételeit részletesen és sokol-

daluan vizsgaltuk.



2. Irodalmi attekintés

Az irodalmi attekintésben azokat, a HPLC-s analizis sordn alkalmazott szarmazékképzési
modszereket mutatom be, melyeket napjainkban is igen széles korben alkalmaznak AS-ak, A-
0k/BA-ok meghatarozasara [3]. A modszerek azonossaga révén nem targyalom kiilon fejeze-

tekben az A-okat, és az AS-akat, esetleg kiilon bekezdésben irom le az eltéréseket.

2.1. Meghatarozas szarmazékképzés nélkiil

Mivel az AS-ak nem illékony vegyiiletek és sokuknak kicsi az ultraibolya (UV) tarto-
manybeli elnyelésiik, ezért a meghatarozasuk az esetek jelentds részében szarmazékaik forma-
jaban torténik. A szarmazékképzést elkeriilendd, elonyds megoldas lehet a szarmazékképzés
nélkiili meghatdrozas, minthogy a szarmazékképzésbdl adodo hibdk (a nem teljes reakcio,
melléktermékek keletkezése, koelucid a reagenssel) nem jelennek meg. Ugyanakkor a szabad
AS-ak elvalasztasabol és detektalasabol adodnak gondok. Az elmult évek detektorfejlesztése-
inek eredményeként 1 lehetéségek nyiltak. A kiilonb6z6 detektalasi technikak 6sszehasonli-
tasa lehetdséget nyljt az analitikusnak, hogy az elvardsainak legmegfelelébbet valassza. Iro-
dalmi adatokbol kitiinik, hogy napjainkban a legérzékenyebb detektalasi modok a szarmazék-
képzés nélkiili elvalasztasok utan, a tomegspektrometrias (MS), az MS/MS és a kemilumin-

eszcencias nitrogéndetektalas (CLND) [4].

2.2. Meghatarozas szarmazékképzéssel

A HPLC-s modszerrel torténd AS-elemzések korében az oszlop eldtti szarmazékképzés a
legelterjedtebb. Népszertiségét a rendelkezésre allo szarmazékképzdszerek sokféleségével, a
forditott fazisti oszlopok eredményezte hatékonyabb elvéalasztdsokkal, és az altaldnosan hasz-
nalt, ugyanakkor (az adott elvarasnak) megfeleléen érzékeny detektorok (UV, Fl, MS,
MS/MS, CLND) alkalmazasaval magyarazhatjuk. Ezen technikak felhasznalasat az teszi lehe-
t6vé, hogy a szarmazékképzo-csoportok nagymértékben valtoztatjak az egyes AS-ak retencio-
jat, javitjak az elvalasztasukat, €s a detektalasuk érzékenységét.

Az idedlis szarmazékképzoszerrel szembeni elvarasok:

e alejatszodo reakcio gyors €s kvantitativ legyen;

e aképzddo szarmazék stabil legyen;

e lehetdség szerint a primer és a szekunder aminocsoporttal is reagaljon;

o feleslege €s az esetleges mellékreakciok a kromatografias elvalasztast ne zavarjak;

e az esetleg tobb funkcidscsoportii AS-ak is egységes terméket (azaz egy kromatografias

cstcsot) adjanak;



o megfeleld érzékenységli és szelektivitdsu szarmazékot képezzen.

2.2.1. Meghatarozas feniltiokarbamoil-szarmazékként

S

R2 f R2
@—N:C:S + RIHN+COOH QN-C-NR#COOH
H H

R,, R2 =-H, -alkil

1. abra: Aminosavak feniltiokarbamoil-szarmazékainak képzddése [5]

Az AS-ak feniltiokarbamoil- (PTC) formaban torténé meghatarozasa igen elterjedt mod-
szer, mivel a reagensként hasznalt fenilizotiocianat (PITC) mind a szekunder, mind a primer
aminocsoporttal szobahémérsékleten, 6t percen beliil reagal. A képzdodott szarmazékok stabi-
lak — oldatban néhany 6raig, szarazon, hiitében tarolva korlatlan ideig eltarthatoéak. Az eltcio-
jukhoz ¢és a detektalashoz elegendd egy mindossze két eluens szallitdsara alkalmas pumpa ¢€s
egy UV-detektor. A PTC-szarmazékok feniltiohidantoinna alakitas utan (PTH) a fehérjék és
peptidek szekvenalasanal alkalmazott eljaras. A PTC-eljaras hatranya, hogy a szarmazékok
csak UV-aktivak, valamint, hogy a reagensfelesleg nagyvakuumban torténd eltavolitasa sziik-

séges [6].

2.2.2. Meghatarozas kloroformatként

c1\(0 O o
o R2 -HCI /0—/< R2
~
+ R1—N+R3 H N——‘7R3
H cH, |
Rl H

cH,
H
0.0 RI-, R2- = -H, -alkil

R3-=-H, -COOH

2. abra: Aminocsoporta vegyiiletek reakcidja 9-fluorenilmetil kloroformattal [7]

Ez a reakcio elterjedt, nemcsak az analitikdban, hanem a peptidkémiaban is, mivel a
9-fluorenilmetil kloroformat (FMOC-CI), de a kloroformatok altalaban nemcsak fluoreszcens
reagensként, hanem véddcsoportként is hasznalatosak. Elonyiik, hogy nemcsak primer, hanem
szekunder aminocsoporttal is gyorsan reagalnak, szobahdmérsékleten, s a reagensfelesleget
nem kell eltavolitani. Hatranyuk, hogy a reagens

e Onmagéaban is fluoreszkal,

e alugos pH-tartomanyban hidrolizal, valamint

e a reagens feleslege, s annak hidrolizalt formdja az AS-szarmazékok elvalasztasat za-

varja.
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A kolcsonhatas sziik, pH=7,8-8,0 értékli oldatokban optimalis, jollehet, ilyen koriilmé-

nyek kozott a His és Tyr egynél tobb terméket szolgaltat [8].

2.2.3. Meghatarozas danzil-, illetSleg dabzil-szarmazékként

CH, CH
\131/ 3 CH, CH,
+ RiI—N—CH—R2 -HC
H | _—
R3
S0,C1

. SOy N—CH—R2
R1, R2 = -H, -alkil ]
R3 =-H, -COOH R1 R3

3. abra: Aminocsoporta vegyliletek reakcioja 5-(dimetilamino)naftalin-1-szulfonil-kloriddal

[9]

/CH3 N@N
ﬁ N_ {

Z.

CH,

2

R1—N—CH—R3
H |
R2

-HCl

R1-, R2- =-H, -alkil

50,Cl R3- =-H, -COOH SOy N—(HRS

R1 R2

4. abra: Aminocsoportu vegyiiletek reakcioja
4-(4-dimetilaminofenilazo)benzolszulfonil-kloriddal [10]

Az AS-ak és az A-k szarmazékképzésére az 5-(dimetilamino)naftalin-1-szulfonil-kloridot

(danzil-Cl) és a 4-(4-dimetilaminofenilazo)benzolszulfonil-kloridot (dabzil-Cl) egyarant al-

kalmazzak. Mindkét reagens primer €s szekunder aminocsoportokkal is reagal.

Mindkét reagens esetében a szarmazékokat szobahdnél magasabb hdmérsékleten, viszony-
lag hosszt ideig (danzil-Cl: 60 °C: 60 perc; 38 °C: 90-120 perc; dabzil-Cl: 70 °C: 15—
30 perc) készitik. A danzil-Cl esetében UV és/vagy Fl, a dabzil-Cl-dal képzett szarmazékok

esetében UV és/vagy lathatd (VIS) detektalas alkalmazhatd. A danzil-Cl-dal a detektalas ér-

zékenyebb [11].
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2.2.4. Meghatarozas 6-aminokinolil-N-hidroxiszukcinimidil-karbamat-

szarmazékként
N o 7 Ri N
= N | 72 0\
W N + N—CR2 W N—CH,R
- H H, H
N o S 0
o N
R1- = -H, -alkil "
R2- = -alkil, -COOH
0
HO_
N

N-hidroxiszukcinimid

5. abra: Aminocsoportu vegyliletek reakcioja
6-aminokinolil-N-hidroxiszukcinimidil-karbamattal [12]

A 6-aminokinolil-N-hidroxiszukcinimidil-karbamat (AQC) mind a primer, mind a sze-
kunder aminocsoporttal reagal. Az AQC egy reaktiv, aktivalt észter, a tobbi reagensnél ké-
s6bb, AS-analizishez kifejlesztett, oszlop el6tti szarmazékképzdszer. Ezen reagens eldnye
még, hogy a kiindulasi anyagéhoz képest az AQC-szarmazék Fl emisszios maximuma, kozeli-
téleg 100 nm-rel el van tolodva. Ezaltal egyszeriibbé valik a szarmazékképzés, illetve nem
szlikséges elvalasztani a mérendd anyagot és a reagenst. A szarmazékképzés vizes oldatban,
pH=8,0-10,5 koz6tt, igen rovid 1d6 alatt lejatszodik. Szamos puffert megvizsgaltak, de végiil
a natrium-borat bizonyult a legalkalmasabbnak, mind kapacitas, mind a pufferbdl adodo6 hattér
alacsony volta miatt. Az also6 pH-hatar alatt a lizinnek (Lys) csak egyszeres szarmazéka kép-
z0dik, a lassan reagald AS-akkal (pl. Asp, Glu, Val, Ala) a reakci6 nem teljes. pH=10,5 felett
a reagens fokozott hidrolizise miatt a szarmazékképzés nem kvantitativ. A reagens hidrolizi-
sének kovetkeztében, a kvantitativ reakcio biztositasa érdekében, pH=8-10-r6l, s kozelitéleg
Otszoros reagensfeleslegrol kell gondoskodni. Ugyanis, nem elegendd reagensfelesleg esetén
nemcsak a Lys, de az ornitin (Orn) és a cisztin sem szolgaltat egységes terméket. Mellékreak-
ciok csak korlatozott mértékben figyelhetok meg. Az alkoholok lassan reagalnak az AQC-val
{ld. a reagenst metanolban (MeOH) oldjak}. Az sem nyert bizonyitast, hogy a szerin (Ser)
vagy a Tyr oldallancéaval reagélna, s kétségtelen, hogy a reagens hamarabb elhidrolizal, sem-
mint hogy a hidroxilcsoporttal reagalna.

A keletkezd szdrmazékok is sokkal stabilabbak, mint a més reagensekkel képzetteké. In-
tenziv UV elnyelésiik és F1 aktivitasuk kovetkeztében érzékeny mérést tesz lehetové. Mivel a
polarisabb AS-ak (Asp, Glu, Ser, Thr) akkor elualodnak, mikor az eluens viztartalmanak ara-
nya magasabb, a Fl valaszjeliik jelentésen lecsokken a viz kioltd hatasa miatt. Belso szerkeze-

tébdl addddan ugyancsak kioltddas — s alacsonyabb FI vélaszjel — figyelhetd meg a triptofan
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(Trp) esetében is, mig a diszubsztitualt Lys és cisztin esetében a Fl valaszjel névekedése lat-

haté [13].

2.2.5. Meghatarozas o-ftalaldehid-szarmazékként, kiillonb6z6 SH-csoportu
segédanyagok jelenlétében

HS—CH;—R1 S—RI1

=0
+ -2H,0 =
—CH— N—CH—R2
c=0 H,N (|:H R2 — I
H R3

R3

R1, R2 = -H, -alkil
R3 =-H, -COOH

6. abra: Primer aminocsoportu vegyiiletek reakcioja o-ftalaldehiddel [14]

A primer aminocsoportii vegyiiletek o-ftalaldehiddel (OPA), SH-csoporti segédanyag
leggyakrabban 2-merkaptoetanol (MCE), 3-merkaptopropionsav (MPA), N-acetil-L-cisztein
(NAC) vagy etantiol (ET) jelenlétében, ltigos kozegben 1-alkiltio-2-alkilizoindolt (a tovabbi-
akban: izoindol) képeznek. Ezen mddszer elénye, hogy

e areakci6 vizes kdzegben,

e gyorsan végbemegy,

e areagens feleslegét nem kell eltavolitani,

e UV és Fl detektalas is alkalmazhato.

Az OPA-val torténd szdrmazékképzés a bevezetése (1971) [15] ota toretlen népszeriiség-
nek orvend. Ezt igazolja az is, hogy az 1992-1998-ig terjed6 idészakban az AS-ak HPLC-s
meghatarozasakor az esetek 31,2 %-aban OPA-t alkalmaztak [16]. Ezt tamasztja ala az elmult
5 év kozleményei alapjan készitett 1. tablazat és 7. abra is, amelyek elkészitéséhez 278 olyan
kozleményt [17-294] talaltam, melyben AS-akat és A-okat hataroztak meg HPLC-vel, OPA-
val képzett szarmazék formajaban. Ide kivankozik még az is, hogy kozel 800 kdzlemény atte-
kintésébdl, minddsszesen ennyi volt azok szama, melyekben egyértelmii volt a reagens Ossze-
tétele. A 7. abran jol lathatd még, hogy az esetek tobb, mint 60 %-aban MCE-t alkalmaztak
SH-csoporta segédanyagként.

Korabbi [16, 295-299], s folyamatos kutatasaink is [300-303], kiilénds tekintettel azokra
a primer aminocsoportii termékekre vonatkoznak, amelyek a varttol eltéré modon, egynél
tobb szarmazékot szolgaltatnak. Irodalmi [304—306] és sajat tapasztalatok azt mutattak, hogy
az OPA-reagens kéntartalmu segédanyaganak milyensége jelentds mértékben meghatarozza a

keletkezo termékek stabilitasat.
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Az alabbi kérdések meriilnek még fel az irodalom attekintésekor [306]:

Milyen Gsszefliggés lehet az OPA-AS-akrol leirt, eltérd, egymasnak ellentmond6 sta-
bilitasi értékek és az igen eltérd reagenskészitési szokasok kdzott?

Az OPA/MPA(NAC, MCE, ET)-reagenseknek van-e Fl-as aktivitasa, amit esetleg fi-
gyelembe kell venni az AS-ak/A-ok mennyiségének HPLC-s meghatarozasakor, egy-
idejli F1 és UV detektalas alkalmazéasakor?

Mennyi ideig szolgaltat az OPA-reagens ugyanakkora valaszjeleket, vagyis meddig
tarthato el?

Van-e, s mi az oka annak, hogy a Gly-, g-alanin- (f-Ala), GABA-, His-, Orn- és Lys-
szarmazeékokat sokkal kevésbé stabilnak vélik a tobbi AS-hoz képest?

Mekkorak az elsédlegesen keletkezett izoindolok F1 és UV valaszjelei, egymashoz ké-
pest is, illetleg fliggnek-e az OPA/AS molaranytol?

Mi a szerkezete az els6dlegesen keletkezett izoindol tovabbalakult termékeinek, s mi-

lyen mechanizmus szerint képz6édnek?
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3. Célkitiizés

Kutatomunkam sordn a primer aminocsoport és az 0-ftalaldehid k6zotti kdlesonhatast ta-
nulmanyoztam, 2-merkaptoetanolt, illetbleg etantiolt alkalmazva merkaptocsoporti segéd-
anyagként. Nagyteljesitményli folyadékkromatografias elvalasztast, egyidejii fluoreszcens ¢és

ultraibolyas (bizonyos esetekben tomegspektrometrias) detektalast alkalmaztunk. Szigortian

azonos kisérleti koriilmények kozott vizsgaltuk

e areakcid sztochiometriai viszonyait
e akolcsonhatas mechanizmusanak megismerése, S

e azigy szerzett ismeretek analitikai hasznositasa érdekében.

A szigortan azonos koriilmények alatt
e az o-ftalaldehid és az SH-csoportu anyag,
e az o-ftalaldehid és a primer aminocsoportu vegyiilet molaranyainak,
e a szarmazékképzés oldata pH-értékének, héfokanak és idétartamanak tudatos tervezé-
sét értjiik.
e A HPLC-s elvalasztashoz hasznalt eluensek Osszetétele és az oszlop fajtaja is — a lehe-

tdségek szerint — azonos volt.

A kapott eredményeket 6sszehasonlitottam az irodalomban eddig leirtakkal és kutatocso-
portunk korabbi eredményeivel.

A spermidin €s a spermin érzékenyebb meghatarozasa érdekében — az elsd 1épésben
o-ftalaldehiddel torténd reakcid utdn —, masodik 1épésként 9-fluorenilmetil kloroforméttal va-
16 szarmazékképzést vezettiink be.

Mindkét szarmazekkeépzési reakcid €s a keletkezett szarmazékok HPLC-s elvalasztasi ko-
rilményeinek optimaldsa utdn, bioldgiai szovetek aminosav- €s amintartalmat hataroztuk
meg. Olyan HPLC-s eljarast dolgoztunk Ki, mely lehetévé teszi biologiai szovetek szabad (fe-
hérjealkotd) aminosav- ¢és amintartalménak (kiilonds tekintettel a biogén aminokra:
putreszcin, kadaverin, spermidin, spermin), 6sszesen 37 vegylilet meghatarozasat, kétlépcsds,

oszlop el6tti szarmazékképzéssel, egyetlen felvételbol.
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4. Kisérleti rész

4.1. A felhasznalt vegyszerek

Az OPA, az MCE, az ET, az FMOC-ClI, az alifds mono- és diA-ok, valamint a BA-ok a
Sigma (St. Louis, MO, USA), a Serva (Heidelberg, Németorszag) ¢és a Reanal (Budapest) ana-
litikai tisztasagu termékei voltak. A HPLC tisztasagh MeOH, az acetonitril (AcN) és a

tetrahidrofuran (THF) a Sigma (St. Louis, MO, USA) termékei voltak.
4.2. Eszkozok

4.2.1. HPLC-rendszer (a felsorolas szerinti sorrendben):
,Waters 717plus” termosztalhato, automata mintaadagolo; ,,Waters 600 4 eluens egyide-
j kezelésére és héliummal val6 levegOmentesitésére alkalmas, termosztalhat6 oszlopteri ve-
zérlbegység; ,,Waters 996 fotodidodasoros UV-detektor (pasztazasi tartomany: 190—410 nm)
,»Waters 474" programozhat6 Fl-detektor. A rendszer Millennium 2010 programmal mikodik.
Az OPA-szarmazékok detektalasa egyidejtileg, sorba kapcsolt (1. DAD: 334 nm-en, 2. Fl:
hex/Aem=337 Nm/454 nm) detektorokkal tortént.

4.2.2. On-line HPLC-MS-rendszer:

ThermoFinnigan TSQ Quantum AH késziilék (ThermoFinnigan, LC-MS Division, San
Jose, CA, USA): ,Surveyor” fotodiédasoros UV-detektor, , TSQ Quantum AH”
(ElektroSpray-Ionizacids, pozitiv modban hasznalt) MS-detektor, ,,Surveyor” automata min-
taadagolo, ,,Surveyor” 4 eluens egyidejii kezelésére képes, termosztalhatd oszlopterli vezérlo-
egységbdl all. A rendszer Xcalibur 1.4 SRI programmal miikodik. Az MS-detektor tomegtar-
tomanya: 50-1600 tomegegység; a gazhomérséklet: 200 °C (200 pl/perc aramlasi sebesség-
nél); 380 °C (1 ml/perc aramlasi sebességnél) volt.

A detektalas a DAD esetében 334 nm-en tortént.

Ezeket a méréseket a Novény- és Talajvédelmi Kozponti Szolgalat Kémia Osztalyan veé-

geztiik, dr. Toth Ferenc segitségével.

4.2.3. Oszlopok:

Az OPA/MCE-termékeket mindvégig BST Hypersil ODS 150 mmx4 mm, 5 um-es oszlo-
pon (O-1) valasztottuk el. Az eldtétoszlop 20 mmx4 mm, 5 um-es BST Hypersil ODS (E-1)
volt. Az OPA/ET-termékek elvalasztasat az O-1 és E-1 oszlopokkal inditottuk, majd Thermo
Hypersil ODS 200 mmx4,6 mm, 5 um-es oszlopon (O-2) folytattuk. Az elététoszlop
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30 mmx>4 mm, 5 um-es BST Hypersil ODS oszlop (E-2) volt. {Megjegyzés: az n-hexilamin
(nHexA), az n-heptilamin (nHepA), az n-oktilamin (nOctA) és a p-feniletilamin (PhEtA)
OPA/MCE-szarmazékainak elvalasztasa O-2 és E-1 oszlopokkal tortént.}

A HPLC-MS mérésekhez minden esetben az O-1 és E-1loszlopokat hasznaltunk.

A harminchét anyag egyidejli elvéalasztdsdnak kidolgozéasa soran, mindvégig E-1 eldtét-
oszlopot hasznaltunk. A féoszlop (O-3) Waters X-Bridge C18 (150 mmx=4,6 mm, 3,5 um-es)
oszlop volt. Ez a féoszlop az 1-12-ig terjedd pH-tartomanyban alkalmazhat6. Alacsony pH-
értékii eluensek esetében 80 °C-ig, magas pH-értékii eluensek esetében 45 °C-ig terjedd tar-

tomanyban.

4.2.4. pH-mér6:

Az eluensek, reagensek (esetenként a mintak) oldatainak pH-értékét ,,Radelkis OP-208/1”
tipust, preciziés pH-mérével mértiik. ,,Radelkis OP-0808P” vagy ,,Radelkis OP-0823P”
kombinalt iivegelektrodot hasznaltunk. A pH-mérét, hasznalat elétt pH=7,030 értéka
,»Radelkis K-717 jelii koncentratumbol készitett hitelesité oldattal kalibraltuk.

4.3. Oldatok

4.3.1. Felhasznalt eluensek

cre

e A-eluens: 0,10 mol/dm® koncentracidji natrium-acetat-oldatot desztillalt vizzel, két-

crer

46:44:10 térfogataranyban elegyitettem.

Az eluensek pH-jat 7,2+0,05-re allitottam tomény ecetsav-, vagy 30 g/100 cm3-es nétri-
um-hidroxid-oldattal. Az igy késziilt eluenseket, felhasznalas eldtt (0,45 pm-es Whatman szii-
répapiron) sziirtem, majd ultrahangos razatassal, vakuum alatt levegémentesitettiik. A kroma-
tografias elvalasztasok alatt az eluenseket héliumaramoltatassal levegdmentesitettiik.

A jobb elvalasztas érdekében még MeOH-t és/vagy AcN-t is hasznaltunk. (Megjegyzés: a

Kiilonboz6 toménységli natrium-hidroxid-oldatok minden esetben a karbonatmentes

cre

4.3.2. Boratpuffer-oldatok
A boratpuffer-oldatok mindvégig (az adott helyen jelslt) 0,20 mol/dm? vagy 0,80 mol/dm?

crer
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is) és natrium-hidroxid-oldat (és sziikség esetén desztillalt viz) azonos térfogataranyban torté-
no elegyitésével késziiltek.

crer

hidroxid-oldattal. Ha ett6l eltéré pH-értékli boratpuffert hasznaltam, azt az adott helyen jelo-

16m.
4.3.3. Standard oldatok
4.3.3.1. AS- és A-oldatok

A szabad AS-akboél és A-okbol ~1-2-102 mol/dm® koncentraciéju torzsoldatot készitet-
tiink analitikai pontossaggal, majd desztillalt vizzel higitottuk a felhasznalas el6tt. Az oldato-
kat ugy higitottuk, hogy az injektalt térfogatban (10 pl, ha ettdl eltér, akkor azt ott jelzem)
mindig ~1000 pmol AS, illetéleg A legyen (az ettdl valo eltérést az adott helyen jelzem). A
vizsgalatok jelentds részében az egyes vegyiileteket egyenként vizsgaltuk. Az egyetlen OPA-
szarmazékot addo AS-ak esetében viszont harom olyan koncentracioju torzsoldatot (ST1, ST2
és ST3) készitettiink, hogy az egyes AS-akbol 200-200 pmol legyen az injektalt mennyiség-
ben.

e ST1: aszparaginsav (Asp), Ser, arginin (Arg), Tyr, fenilalanin (Phe);

e ST2: glutaminsav (Glu), glutamin (GlIn), valin (Val), leucin (Leu), alanin (Ala);

e ST3: aszparagin (Asn), treonin (Thr), Met, Trp, izoleucin (lle).

4.3.3.2. OPA-t6rzsoldat
Az OPA-torzsoldat 0,25-0,75 g analitikai pontossaggal mért OPA MeOH-ban valo6 olda-

saval, majd 50,0 cm3-re torténd kiegészitésével késziilt.

cre

gitasaval késziiltek.

4.3.3.3. FMOC-Cl-oldat

Az FMOC-CI-oldat 5,00 cm3-ben, analitikai pontossaggal mért és AcN-ben oldott 0,17 g
FMOC-bol késziilt.

4.3.4. Reagensoldatok
Az OPA/MCE-, illetdleg az OPA/ET-reagensoldatok, 10,00 cm?® térfogatii mérélombikba

analitikai pontossaggal mért 2,5 ml OPA-torzsoldatbol és
e OPA/MCE=1/3 mdlarany esetén 20 pl,
e OPA/MCE=1/50 molarany esetén 340 ul MCE, vagy
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e OPA/ET=1/10 mdlarany esetén 38 ul ET hozzéadasaval,
elézéen a pH-értékét sziikség szerint 9,3-ra allitottuk. Ha ettdl eltéré pH-értékii reagensre volt
szlikségiink, akkor ahhoz megfelelé pH-értékii boratpuffert is készitettiink. Az igy elkészitett
reagensek MeOH-tartalma 25 (V/V)% volt.

Az OPA/ET-reagens esetében nagyrészt 80 (V/V)% volt a MeOH-tartalom. Az ilyen rea-
genst ugy készitettiik, hogy 10,00 cm® térfogati mérélombikba a megfeleld pH-érték,

cyey

tettiik a megfelel6 mennyiségli OPA-térzsoldatot és ET-t, majd MeOH-val jelre toltottiik.

A reagensoldatokat és az AS-/A-oldatokat olyan aranyban elegyitettiik, hogy a reagalé tér-
fogatban az OPA/(AS és/vagy A)=20/1 és az OPA/FMOC=1/0,4 legyen (az ettdl valo eltérést

az adott helyen jelzem).

Az MCE ¢és az ET fokozott illékonysagara valo tekintettel (melyrdl erés szaguk is arulko-
dik), lehetdleg jol huzo vegyifiilke alatt készitsiik el az OPA-reagenst, s hasznaljunk gumi-
kesztyiit is.

4.4. Az elvalasztasok soran alkalmazott kériilmények

4.4.1. Az OPA/MCE-szarmazékok vizsgalata

Az elvalasztasok sordn mindveégig az O-1 és E-1 oszlopokat hasznéltuk.

4.4.1.1. Az egy, illetSleg tobb OPA/MCE-szarmazékot adé aminosavak vizs-
galata
A vizsgalt AS-ak a kovetkezOk voltak:
a) Egyetlen OPA-szarmazékot adok: Asp, Glu, Asn, Ser, Ala, GlIn, Thr, Arg, Tyr, Val,
Met, Trp, Phe, lle, Leu.
b) Egynél tobb OPA-szarmazékot adok: Gly, S-Ala, His, »-aminovajsav (GABA), Orn,
Lys, e-aminokapronsav (EACA).
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2. tablazat: Az egy, illetéleg tobb OPA/MCE-szarmazékot addé aminosavak mérésénél alkal-
mazott kromatografias koriilmények

Hoémérséklet, °C| 1d6, perc | Aramlési sebesség, ml/perc | A-eluens, % B-eluens, %
0 100 0
10
30 11 1,8 0 100
12
17 100 0

4.4.1.2. Az alifas monoaminok OPA/MCE-szarmazékainak vizsgalata
Az etanolamin (HOEtA), a metilamin (MeA), az etilamin (EtA), a n-propilamin (nPrA),

az i-propilamin (iPrA), a n-butilamin (nBuA), az i-butilamin (iBuA), a szek-butilamin (sBuA),
a terc-butilamin (tBuA) esetében izokratikus elvalasztas tortént 100 % B-eluens alkalmazasa-
val. Az elvalasztas homérséklete 40 °C, az aramlasi sebesség 1,8 ml/perc volt.

Az nHexA, az nHepA, az nOctA és a PhEtA esetében az O-2 és E-1 oszlopokat hasznal-
tuk, 50 % B-eluens és 50 % AcN keverékét alkalmazva, 30 °C-on, az aramlasi sebesség

1,2 ml/perc volt.

4.4.1.3. A poliaminok OPA/MCE-szarmazékainak vizsgalata

A vizsgalt poliaminok (PA) a kovetkezok voltak: Hisn, bisz(hexametilén)triamin

(BHMTA), Agm, tiramin (Tyrn), Put, Cad, spermidin (Spd), spermin (Spm).

3. tablazat: Az OPA/MCE-poliaminok mérésénél alkalmazott kromatografias koriilmények

N g o 1d5, |Aramlasi sebes- i 0 i 0 0
Hémérséklet, °C perc ség, ml/perc A-eluens, % B-eluens, % | AcN, %
0 100 0 0
5 100
8 0
30 15 1,8 50 50
16
20 100 0 0

4.4.2. Az OPA/ET-szarmazékok vizsgalata

A vizsgalatok soran, ha masképpen nem jelzem, az O-2 és E-2 oszlopokat hasznaltuk.

4.4.2.1. Az egy OPA/ET-szarmazékot adé aminosavak vizsgalata

A vizsgalt AS-ak a kovetkezOk voltak: Asp, Glu, Asn, Ser, Ala, Gln, Thr, Arg, Tyr,
Val, Met, Trp, Phe, lle, Leu.
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4. tablazat: Az egy OPA/ET-szarmazékot adé aminosavak mérésénél alkalmazott koriilmé-
nyek

Homérséklet, °C 1ds, Ara,mlaSI sebes- A-eluens, % B-eluens, % | AcN, %
perc ség, ml/perc
0 70 30
1 0
5 50 50
50 11
16 0 70 30
17
o5 70 30 0

4.4.2.2. Az egynél tobb OPA/ET-szarmazékot adé aminosavak vizsgalata
A méréseket 50 °C-on, 1 ml/perc aramlasi sebességgel végeztiik.
e AHis, Gly, p-Ala és GABA esetében 30 % A-cluens és 70 % B-eluens,

e az Orn és Lys esetében 70 % B-eluens és 30 % AcN keverékét alkalmaztuk,

izokratikusan.

4.4.2.3. Az alifas monoaminok OPA/ET-szarmazékainak vizsgalata
A vizsgalt A-ok a kovetkezOk voltak: HOEtA, MeA, EtA, nPrA, iPrA, nBuA, iBuA,

n-amilamin (NnAmMA), i-amilamin (IAmA).

5. tablazat: Az etanol-, n- és i-C1-Cs-aminok OPA/ET-szarmazékainak mérésénél alkalma-
zott kromatografias koriilmények

Homérséklet, °C 16, perc | ATamlasi sebesseg, | g o) ong 0p AcN, %
ml/perc
0 50 50
5
50 7 1,0 30 70
8 50 50
16

Az nHexA, az nHepA, az nOctA és a PhEtA esetében az O-1 és E-1 oszlopokat hasznal-
tuk, 30 % B-eluens és 70 % AcN keverékét alkalmazva, 30 °C-on, az aramlasi sebesség

1,2 ml/perc volt.

4.4.2.4. A poliaminok OPA/ET-szarmazékainak vizsgalata

A vizsgdlt PA-ok a kovetkezok voltak: Agm, Hisn, Tyrn, Spd, Spm, Put, Cad,
1,7-diaminoheptan (DAH).

a) A 20 (V/V)% MeOH-tartalmu reagenssel végzett vizsgalatok:
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A mérések soran az OPA/PA molarany 20/1 volt. Az E-1 és O-1 oszlopokat hasznaltuk.

6. tablazat: A spermidin, a spermin, a putreszcin, a hisztamin, a kadaverin, az agmatin, a
tiramin és az 1,7-diaminoheptan OPA/ET-szarmazékai mérésénél alkalmazott kromatografias
koriilmények

Hoémérséklet, °C | 1d6, perc Aramlasi sebesség, ml/perc B-eluens, % | AcN, %
0 100 0
5
30 10 1,0 >0 >0
10,1
18 100 0

Az Spd, az Spm, a Put, a Cad, ¢s a DAH OPA/ET-szarmazékai mérése 30 °C-on, 30 % B-

eluens és 70 % AcN eluensarany mellett tortént, 1,0 ml/perc aramlasi sebességgel.

b) A 80 (V/V)% MeOH-tartalm reagenssel végzett vizsgalatok végzett vizsgalatok:
A mérések soran az OPA/PA molarany 68/1 volt. Az E-2 és O-2 oszlopokat hasznaltuk.

7. tablazat: A hisztamin, az agmatin és a tiramin, OPA/ET-szarmazékai mérésénél alkalma-
zott kromatografias koriillmények

Hémérséklet, °C 1do, perc Aramlasi sebesség, A-eluens, % AcN, %
ml/perc

0 20 80
10 15 85
11

50 12 1,8 0 100
13
1 20 80

4.4.2.5. Harminchét anyag egyidejli meghatarozasa

Az elvalasztasok soran mindvégig az E-1 és O-3 oszlopokat hasznaltuk.

Az elvalasztott anyagok a kdvetkezdk voltak:

e AS-ak: Asp, Glu, Asn, GIn, Ser, Thr, Ala, Tyr, Val, Met, Trp, lle, Phe, Leu, Arg, Gly,

His, GABA, Orn, Lys.

o Alifas A-k: MeA, EtA, nPrA, nBuA, nAmA, nHexA, nHepA, nOctA, DAH.

e Biogén A-k: Hisn, Agm, Tyrn, PhEtA, Put, Cad, Spd, Spm.

Az alkalmazott (A- és B-) eluensek vagy pH=7,2 vagy pH=9,2 értékiiek voltak. (Az adott
helyen jel6lve.)
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8. tablazat: Az un. ,hosszl gradiens” elucids programja

Hémeérseklet, °C [1d6, perc| \amIasi sebes- |y a0y op | A eluens, % | AcN, 96 | B-elUens

ség, ml/perc %

0,0 0 60 0 40

0,5 0 60 0 40

0,6 0 48 0 52

4,0 0 48 0 52

4,1 0 50 12 38

16,0 0 50 12 38

16,1 0 35 15 50

19,0 0 35 15 50

30750 19,1 1.0 0 60 40 0

29,0 0 35 65 0

29,1 15 0 40 45

35,0 15 0 40 45

65,0 2 0 98 0

69,0 2 0 98 0

69,1 0 60 0 40

79,0 0 60 0 40

9. tablazat: Az un. ,,rovid gradiens” elicids programja

Homérséklet, °C| 1d6, perc  |Aramlasi sebesség, ml/perc| MeOH, % | AcN, % | B-eluens, %

0,00 0 55 45

5,90 15 40 45

29,00 4 86 10

30/50 33,00 10 4 86 10

33,10 0 55 45

43,00 0 55 45
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5. A kisérleti eredmények targyalasa

5.1. Az OPA-reagensek szennyezései és eltarthatésaga

5.1.1. Az OPA/MCE-reagens

Az irodalmi adatok szerint az SH-csoportt segédanyagot tartalmazo OPA-reagensek fluo-
reszkald OsszetevOket nem tartalmaznak. Néhany hivatkozas [307-316] — az uttoré kozle-
ményt [15] is beleértve —, s a mi tapasztalataink [16,295,297-299,301,302,317-319] szerint
IS, Sajnos ez nem igy van.

Kutatocsoportunk korabbi vizsgalatai azt mutattak, hogy az OPA/MPA- és az OPA/NAC-
reagensek esetében [295,319], UV ¢és FI detektalaskor egyarant, szennyez6 dsszetevokkel kell
szamolni. Célszerli, hogy az AS-ak és A-k eredményeinek targyalasa el6tt megvizsgaljuk az
OPA/MCE- és OPA/ET-reagensek szennyezéseit és eltarthatosagat (10.—13. tablazat).

Az OPA/MCE=1/3 molaranyt reagenssel, 90 perc és 27 nap kozotti id6tartamban, UV és
Fl  detektdlasi  vizsgalatok  eredményei  teljes  Osszhangban  vannak  az
OPA/MPA=0PA/NAC=1/3 molaranyt reagensek elemzésekor kapottakkal. A reagensekbol
adodd szennyezd csucsok mennyisége és mindsége a reagens koratol és koncentracidjatol
fiigg. Ezért igen fontos tudni, hogy az azonos elkészitési €s tarolasi feltételek mellett, ugyan-
azon reagensek esetében is, a szennyezések mennyisége ¢s mindsége valtozik (10. tablazat:
reagensl €s reagens2). A korabbi tapasztalatokhoz [295] hasonléan ebben az esetben is, az
észlelt szennyezések nagysaga, mennyiségiik ndvekedésének, vagy csokkenésének mértéke és
tendenciaja is valtozhat a reagens tarolési idejétdl fliggden. Ezért a szennyezok figyelembevé-
tele, és AS- vagy A-csticesal torténd koeluciod esetén, azok levonasa elengedhetetlentil sziik-
séges. Ez kiilondsen akkor fontos, ha a mérendé anyag nyomnyi mennyiségben, s hozza ké-
pest a reagens szennyezé osszetevdje nagy feleslegben van jelen.

Mivel a reagensbdl eredd vak csucsok mennyisége €és mindsége is valtozik, ezért miiveleti
tires (vak) felvételek készitése javasolt, naponta legalabb kétszer.

Az OPA/MCE-reagensbdl adodo szennyezd cstcsok szama és nagysaga valtozik. 90 perc
¢és 27 nap kozotti idészakban, UV detektalas esetén dsszesen 33 pmol és 783 pmol kozott, il-
let6leg F1 detektalas esetén 63 pmol és 473 pmol kozott valtozik (10. tablazat: délt betiivel
szedett értékek). Egyértelmi, hogy elére nem tudhatjuk, melyik A vagy AS fog valamelyik
reagensbdl adddo cstcesal koelualodni, mert ez fiigg a HPLC-rendszertdl, az alkalmazott osz-
loptdl és a gradienstdl is. Tehat a levonando, szennyezdcsucsokbol eredd értékek nagysaga

fligg a mérési feltételektdl és a kromatografias rendszertdl is.
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5.1.1.1. A szennyez6k mennyiségének fiiggése a reagens dsszetételétdl

Az OPA/MCE=1/50 moélaranyl reagens ugyanazokat a szennyezéseket tartalmazza, mint
az OPA/MCE=1/3 molaranyu. Az egyetlen kiilonbség, hogy az eldbbi kisebb, atlagban fele-
akkora szamu szennyezést tartalmaz. Ez nem kiilondsebben meglepd, ha figyelembe vessziik,
hogy az OPA reakciokészsége nagymértékben lecsokken az igen nagy feleslegben 1évé SH-
csoportu segédanyag jelenléte miatt [299].

5.1.1.2. A reagens optimalis tarolasi feltételei és élettartama, s ezek fiiggése
az SH-csoporta segédanyag milyenségétol

Az OPA/MCE-reagens hatoerejét, szarmazékképz6-képességét egy ismert Osszetétell
Gly-oldat mérésével ellendriztiik (11. tablazat), csakigy, mint az OPA/MPA- és OPA/NAC-
reagens esetében [16,295,297-299,301,302,317-319].

Az igy kapott eredmények azt mutatjak, hogy a reagensek élettartama igen eltérd lehet.
Mig a reagensl esetében csak 8 napig, a reagens2 esetében 21 napig maximalis valaszjelet
mértiink. A mérés reprodukdlhatdsagat harom kiilonb6z6 reagens alkalmazasaval ellendriztiik,
Kis mérési hibaval (1,5 RSD%). Mindezek alapjan elmondhatjuk, hogy az OPA/MCE-reagens

8 napig hasznalhato.

5.1.2. Az OPA/ET-reagens
Az OPA/ET=1/10 mdlaranyt, pH=9,30 értéki, 80 (V/V)% MeOH-tartalmu reagens tulaj-

donsagait vizsgaltuk. Miiveleti iires felvételeket készitettlink, kiilonb6z6 ideig (1 6ra—16 nap
id6tartamig) tarolt reagensekkel. Hatoértékének ellendrzéséhez Ala-t hasznaltunk Gly helyett.
Elmondhat6, hogy az eredmények (12. és 13. tablazatok) teljes Osszhangban vannak az
OPA/MPA-, az OPA/NAC és az OPA/MCE-reagensek vizsgalatanal tapasztaltakkal:
e a detektalt szennyezések szdma, mennyisége €s mindsége naprol-napra, reagensrol-
reagensre valtozhat.
e A reagens hatderejének biztonsaga érdekében célszerli azt masnaponként, frissen ké-

sziteni.

5.2. Az aminosavak OPA-szarmazékai

Kutatocsoportunk korabbi, sztochiometriai és tomegspektrometrids tapasztalata alapjan
bebizonyosodott [299], hogy az aminocsoportil vegyiiletek alapszerkezete meghatarozo az

OPA-reagenssel keletkez6 termékek tekintetében: az NH>—CH,— molekularészletet tartalma-
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z0k egynél tobb, az NH,—CH= alapszerkezetiick egyetlen terméket adnak. Ezért az AS-akkal

kapcsolatos eredményeket a fentiek alapjan csoportositottuk.

5.2.1. Az egynél t6bb OPA-szarmazékot adé aminosavak

5.2.1.1. Szarmazékkészitések az OPA/MCE-reagenssel
5.2.1.1.1. Az 1/3 modlaranyu OPA/MCE- reagens

A 14. tablazat alapjan, az OPA/MCE=1/3 molaranyokra vonatkoz6 adatok egyiittes elem-

zésekor az alabbi megallapitasok tehetok:

Az integratoregység/pmolban (ie/pmol) kifejezett valaszjelek alapjan, a 7 perc utan mért

értékeket 100 %-nak véve kitlinik (14. tablazat), hogy

(i)

(i)

(iii)

(iv)

(v)

valamennyi vizsgalt esetben az elsddlegesen keletkezd szdrmazékok, a fluoreszcen-
cias (Fl) intenzitasok és az UV abszorbancia-értékek alapjan egyarant, tovabbi ter-
mékekké alakulnak.

A Gly, a p-Ala és a GABA valaszjelei, valamennyi termékiik dsszegét tekintve, a
valaszjeleik szerint, rendre 45 %-ra és 45 %-ra, 42 %-ra és 42 %-ra, valamint 38 %-
ra és 38 %-ra csokkentek.

A hat, illetéleg 6t csucsban megjelend Orn és Lys valaszjelei 69 % és 68 %, vala-
mint 60 % és 61 % voltak.

A varakozastol eltérden nagy stabilitdsunak bizonyult az alapallapotban NH>—CH=
csoportu His, melynek valaszjele 75 perc utan is 91 % és 91 % maradt. A His maso-
dik cstcsa egy molekulan beliili atrendezddés eredménye. Az NH>—CH>— reaktiv
forma kialakulasaval, kovetkezésképp a két OPA-molekulat tartalmazé termék ke-
letkezésével kapcsolatos [302].

Az EACA bizonyult a legbomlékonyabbnak: a 7 perc utani eliciokban mar nem volt

mérheto.

5.2.1.1.2. Az 1/50 mdlaranyts OPA/MCE-reagens alkalmazasa

A vizsgalatokat a 1,5 perc reakcioidd utani valaszjelek meghatarozasara is kiterjesztettiik

azzal a céllal, hogy a rovid idejli kdlesonhatasok, cim szerinti reagens alkalmazasakor, esetle-

ges jotékony hatasat értékelhessiik [304,305].

(i)

(i)

Az 1,5 perc alatt — a nagy koncentracioban jelenlévé SH-csoporta vegyiiletnek az
OPA-primer amin reakcid sebességét csokkentd hatasa eredményeként — a 7 perchez
viszonyitotthoz képest is, kisebb valaszjeleket mértiink.

Az OPA-AS-ak esetében, sajnalatos modon, az elsddlegesen keletkezd izoindol to-

véabbalakulasat sem jelentés mértékben visszaszoritani, sem a keletkezé termékek
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(iii)
(iv)

stabilitasat novelni nem tudtuk. A His és az EACA termékeinek valaszjelei kivétel-
nek bizonyultak, &m a tovabbalakulas ezen esetekben sem volt elkeriilhetd (14.
tablazat).

Az Orn esetében a szarmazékok szama hatrol négyre csokkent.

A Lys 0t helyett hét szarmazékot szolgaltatott, s a valaszjelek Gsszege alapjan mért

stabilitdsok sem az Orn, sem a Lys esetében nem valtoztak.

5.2.1.2. Szarmazékkészitések az 1/10 moélaranyu, eltérd metanoltartalmu
{20 (V/V)% és 80 (V/V)%} OPA/ET-reagenssel
Szarmazékkészitéseinket 20 (V/V)% és 80 (V/V)% MeOH-tartalmt reagensekkel végez-

crer

stabilitdsara gyakorolt hatasat értékeljiik [319].

Az ie/pmol-ban kifejezett (a Fl és az UV) valaszjelek alapjan (15. tablazat, 8. abra) az

alabbi megallapitasok tehetdk:

(i)
(i)

(iii)

(iv)

v)

(vi)

valamennyi vizsgalt esetben a keletkezd termékek nagy stabilitdsuak.

A 80 (V/V)% alkoholtartalmu reagenssel kapott valaszjelek, az analitikailag szoba
johetd (1-23 perc) reakcididok utan 1-11 %-kal, a hosszabb id6k (47-360 perc) el-
teltével mért értékek alapjan 1-63 %-kal nagyobbak.

Az elsédlegesen keletkezd termékek stabilitdsa tekintetében, az altalunk vizsgalt va-
lamennyi, eltérd tioltartalmu reagenssel kapott eseteket 6sszehasonlitva az OPA/ET-
termékeké a legnagyobb. Példaul, a 7 perc reakcioidé utan a 20 (V/V)% MeOH-
tartalmt reagenssel kapott Gly-szarmazékokat tekintve lathatd, hogy a fétermékek
aranya az OPA/MPA, az OPA/NAC [297], az OPA/MCE (14. tablazat) és az
OPAV/ET (15. tablazat) sorban, a 90 %, a 92 %, a 97 % és a 99 % aranyaban nd.

A valaszjelek 1d6ben mért értékei a reagens alkohol-koncentraciojatol nem fiigge-
nek, s azt mutatjak, hogy a Gly, a -Ala és a GABA 1 perc, az Orn és a Lys 3-5 perc
reakcioidok elteltével maximalis véalaszjelet adnak.

A His, a korabbi tapasztalatokkal 6sszhangban [297,300,302], kezdettdl fogva két
terméket ad. E termékek egyiittes mennyisége az OPA/ET szarmazék esetében,
43 perc utan a legnagyobb. Az 1 perc ¢s 43 perc utan mért valaszjelek viszonysza-
ma, a reagens alkohol-koncentracidjatol fiiggetleniil, azonos (15. tablazat:
6,25/4,59=1,36; 6,00/4,44=1,35.

Az egynél tobb OPA-szarmazékot ado terméekek valaszjelérdl az SH csoportu se-
gédanyag fiiggvényében, azaz az OPA/MPA-, az OPA/MCE- és az OPA/ET-

reagensekkel kapott valaszjelekrdl a 9. abra tajékoztat. Az optimalis kisérleti feltéte-
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lek kozott késziilt szarmazékok valaszjelei az OPA/ET-termékek esetében a legna-
gyobbak. Az OPA/ET szarmazékok legnagyobb valaszjeleihez viszonyitott (7 perc
utan mért értékek), az OPA/MPA- és az OPA/MCE-szadrmazékok vélaszjelei, rendre
14-71 %-kal, és 2774 %-kal kisebbek.

5.2.2. Az egyetlen OPA-szarmazékot ad6é aminosavak

Amint az varhato volt, az NH>—~CH= molekularészletet tartalmazo AS-ak egyetlen OPA-

szarmazeékot képeznek.

5.2.2.1. Reakcio az OPA/MCE=1/3 és az 1/50 mélaranyu reagenssel

A 16. tablazat és a 10. abra egyiittes elemzése alapjan az alabbi megallapitas tehetd:

(i) Az OPA/MCE=1/3 reagenssel kapott valaszjelek az 1,5 perc és 7 perc reakcioidok
utan, analitikai szempontbol, kivétel nélkiil, a kisérleti hibak hatarain beliil, stabil-
nak tekinthetok, s elfogadhatéak: a valaszjelértékek csokkenése kismértéki, a kelet-
kezett elsddleges termékek stabilak: a vélaszjel-csokkenés 109 perc utan is <9 %.

(ii) Altalanos tapasztalat, hogy az OPA/MCE=1/50 moélaranyti reagenssel a reakci6idé
hosszabb, s a hosszabb reakcioidék utan mért maximalis valaszjelek értéke nem éri

el az OPA/MCE=1/3 reagenssel nyert értékeket.

5.2.2.2. Reakci6 az OPA/ET-reagenssel

Cim szerinti szarmazékkészitések soran, az 5.2.1.2. fejezetben részletezett tapasztalatok
alapjan 80 (V/V)% metanoltartalmu reagenst, s az optimalis reakciokoriilmények felderitése
érdekében eltérd reagensfelesleget hasznaltunk. Az OPA/aminosav molaranyok 120/1, 67/1 és
15/1 voltak.

A 17. téblazat és a 11. abra attekintésekor lathatdo, hogy maximaélis vélaszjelet az
OPA/AS=67/1mélarany esetén kaptunk:

e 1 percutan a Met, a Trp, az lle, a Ser, az Arg, a Tyr, az Ala, a Val, a Phe és a Leu,

e 3 percutan a Gln,

e 7 percutan a Glu, az Asn, a Thr és

e 10 perc utan az Asp esetében.

Az OPA/MPA(NAC)-reagenssel végzett vizsgalatok [295] alapjan ugy tiint, hogy a keletke-
zett szarmazékok valaszjelének nagysaga fliggetlen az OPA/AS molaranytol. Az ET esetében
ez arnyaltabbnak bizonyult, amennyiben az OPA/AS=67/1 aranynal kisebb molaranyt alkal-

mazunk, akkor az a maximalis valaszjel eléréséhez sziikséges reakcioidé novekedésével (Asp,

28



Thr, Met, Trp, Ile) és a valaszjelértékének kismértékii csokkenésével jar (Gln, Thr, Met, Trp,
Ile). A szazhtsszoros felesleget alkalmazva az Asp és az Ile esetében lassul a reakci6 (valasz-
jeltik 50 perc és 10 perc utan éri el a maximalis értéket, szemben a 10 és 1 perccel), s a Gln,
Thr, Met, Trp, Ile esetében kismértékben csokken a valaszjel értéke. Mindezekbdl kitlnik,
hogy az egyetlen OPA-szarmazékot szolgaltatd AS-ak mérésekor az OPA/AS molarany els6-
sorban a reakcididd, masodsorban a valaszjel optimalis, azonos szinten tartasa érdekében cél-

szerd.

5.2.3. Osszehasonlito vizsgalatok az OPA/MPA=0PA/NAC=
OPA/MCE=0PA/ET=0PA/2-merkaptoetanszulfonsav=1/3 mol
aranyu, 80 (V/V)% metanoltartalma, 9,30 pH-értékii reagensek al-

kalmazasaval

Az OPA/MPA-, az OPA/NAC- ¢s az OPA/MCE-reagensekkel végzett vizsgalatok soran a
MeOH-tartalom mindvégig 20 (V/V)% volt. Minthogy az AS-ak OPA/ET-reagenssel adott
valaszjelei a magasabb alkoholtartalmu reagenssel bizonyultak optimalisnak, ezért eme 0Sz-
szehasonlito vizsgalatokat 80 (V/V)% MeOH-tartalmu reagensekkel végeztiik. Az Gsszeha-
sonlitdshoz valasztottunk egy egyetlen (Ala) és egy egynél tobb OPA-szarmazékot ado AS-t
(Lys).

A 2-merkaptoetanszulfonsavat (MESNA) azért vontuk be a vizsgalatba, mert egy irodalmi
adat [320] szerint — a MCE alkalmazasakor mértekhez képest — Gtszor nagyobb valaszjelet
adott.

A 18. tdblazat eredményeibdl, a 7 perc utan mért Fl valaszjeleket 6sszehasonlitva lathato,
hogy

(i) Az AlaésalLys, az OPA/ET-reagenssel ad maximalis valaszjelet (zardjelben, rendre

ie/pmol értékekben kifejezve):
a) Ala: OPA/ET (5,29) > OPA/MCE (4,60) > OPA/MPA (4,35) > OPA/NAC
(3,56) > OPA/MESNA (2,77);
b) Lys: OPA/ET (5,98) > OPA/MCE (2,58) > OPA/MPA (1,81) > OPA/NAC
(1,52) > OPA/MESNA (1,29).
(i) A magasabb, 80 (V/V)% MeOH-tartalmu reagenssel, 7 perc utan (9. és 10. abrak,
18. tablazat)
--az OPA/MCE-reagenssel az Ala esetében 1,09-szer (4,60/4,21=1,09), a Lys esetében 1,79-
szer (2,58/1,44=1,79)
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--az OPA/MPA-reagenssel az Ala esetében 1,19-szer kisebb (5,19/4,35=1,19), a Lys esetében
1,10-szer (1,81/1,64=1,10) nagyobb valaszjeleket mértiink.

(iii) Az OPA/MCE szarmazékok idGbeni stabilitasa jelentdsen megnétt (14. és 18. tabla-

zatok): az Ala és a Lys esetében is csak 220 perc utan csokken annyira, mint a
20 (V/V)% metanoltartalmu reagenssel mérve 109 perc, illetleg 75 perc utan. {Ala,
80 (V/IV)%: 3,31 (220 perc)/4,60 (7 perc)=0,72 ¢és 20 (VIV)%: 3,05 (109 perc)/4,21
(7 perc)=0,72; Lys, 80 (V/V)%: 1,53 (220 perc)/2,58 (7 perc)=0,59 és 20 (V/IV)%:
0,87 (75 perc)/1,44 (7 perc)=0,60}

(iv) Az OPA/MESNA-reagenst alkalmazva kapjuk mindkét AS esetében a legkisebb va-

laszjeleket (Ala: 2,77; Lys: 1,29), melyek 140 percig nem valtoznak.

Az OPA/MCE-AS-szarmazékok stabilitasat a megfeleld OPA/MPA- [300] és OPA/ET-
szarmazékokéhoz viszonyitva (16. és 17. tablazat), utobbi kettd termékeinek stabilitasbeli
elénye egyértelmli. Kiilonos tekintettel arra tényre, hogy az OPA/MPA- és az OPA/ET-
termékek leghosszabb reakcioideje 6 ora volt, az OPA/MCE-szarmazékok leghosszabb reak-

cioidejéhez (109 perc) viszonyitva.
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5.3. Az aminok OPA-szarmazékai

5.3.1. Az alifas monoaminok OPA-szarmazékai

5.3.1.1. A C;-C4 aminok reakcidja az OPA/MCE-reagenssel

A 19. tablazat, valamint a 12. 4bra egyiittes elemzése alapjan az alabbi megallapitasok te-

hetok:
()

(i)

(iii)
(iv)

v)

(vi)

(vii)

Az alifas, primer, C1-C4 monoaminok, az iBuA és a HOEtA, valamennyi tartal-
mazza az NH,—CH>— molekulaegységet. Kovetkezésképp, az elsdédlegesen keletkezd
izoindol-szarmazékaik, egy tovabbi OPA-molekulaval valo reakcioja [299] — a meg-
felel6 OPA/NAC- és OPA/MPA-szarmazékokkal analogia alapjan [16,295-299] —,
varhat6 volt.

A sz€ls6ségesen eltolt molaranyt , az OPA/tiol=1/50 Gsszetételli reagens alkalmaza-
sa, az OPA-szarmazékok Osszetételére vonatkozo sztochiometriai, s az ezekkel szo-
ros dsszhangban nyert tdmegspektrometrias eredmények analitikai hasznositasa volt.
Feltételeztiik, hogy az elsddlegesen keletkezd klasszikus izoindolnak egy tovabbi
OPA-molekula felvételével jaro atalakulasa, az ,,aktualis/reaktiv’ OPA-koncentracid
csokkentésével szamottevd mértékben lassithatd. Az alifas aminok OPA/MPA- és az
OPA/NAC-szarmazékai esetében ¢ feltételezés analitikai szempontbdl hasznosithato
volt [299].

A szarmazékok stabilitdsa az alifas lanc hosszaval nd.

Az sBuA ¢és a tBuA eredeti molekuldiban, rendre az NH>—CH=, illetleg az NH,—C=
molekulaegységek alapjan, mindkét esetben egyetlen OPA-szdrmazékot vartunk,
mégis egynél tobb terméket mértiink. Ezek szerkezetének megismerése, analitikai
szempontbol méasodlagos jelentdségti.

Az iBuA, sBuA ¢és tBuA sorban a reakcidokészség, térbeli okok miatt, szdmottevéen
csokken.

Az OPA/MCE=1/50 moélaranyt reagensnek az OPA/MCE=1/3 aranythoz viszonyi-
tott eldnye mind a vélaszjelek nagysaga, mind a reakcidtermékek megndvekedett
stabilitdsa tekintetében a 19. tdblazat, s a 12. dbra alapjan értékelhetd.

Az OPA/MCE=1/50 reagenssel 7 perc utan mért valaszjelek, a MeA—SBUA sorban,
az OPA/MCE=1/3 reagenssel nyerthez viszonyitva rendre: 6,8-szor (MeA), 2,2-szer
(EtA), 3-szor (nPrA), 2,7-szer (iPrA), 3,9-szer (nBuA), 3,7-szer (iBuA) és 4-szer
(sBuA) nagyobbak voltak.

(viii) Amennyiben a stabilitas mértékét a 47perc és 87 perc utan mért valaszjelek alapjan

értékeljiik, ugy kitlinik, hogy az OPA/MCE=1/50 reagens alkalmazasa esetén 37-
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(ix)

szer és 140-szer (MeA), 3,2-szer és 4,7-szer (EtA), 2,4-szer és 1,6-szor (nPrA), 1,7-
szer és azonos (iPrA), 2-szer és 1,7-szer (NBuA), 3,4-szer és 3-szor (iBuA), vala-
mint, 2,7-szer és azonos (SBUA) stabilitast mértiink.

Az OPA/MCE=1/50 reagens alkalmazasaval az elsédlegesen keletkezd izoindol to-
vabbalakulasat nem tudtuk teljes mértékben visszaszoritani. Jollehet az EtA eseté-
ben maradt a két termék, az iPrA-nal egy helyett ketté szarmazékot kaptunk: mégis,
a MeA ¢és a tBuA esetében kettdrdl egyre, az nPrA, az nBuA, az iBuA és az sBuA

eseteiben haromroél kettére csokkent a keletkezd termékek szdma.

5.3.1.2. A Ci-Cs aminok reakci6ja az OPA/ET=1/10 mdlaranyu, 80 (V/V)%

metanoltartalmu reagenssel

A korabbi, az AS-akkal kapcsolatos vizsgalatokbol kitiint, hogy mind a stabilitas, mind a

valaszjelek szempontjabdl, a cim szerinti reagens alkalmazasa elényos.

(i)

(i)

A korabbi, az OPA/MCE=1/50 molaranya reagenssel nyert valaszjeleket
(19.tdblazat) az OPA/ET=1/10 reagenssel mértekhez viszonyitva (20. tablazat, 13.
abra) kitlint, hogy a legkisebb stabilitastinak tartott MeA OPA/ET-szarmazéka is
3 oraig azonos ¢és magas valaszjelet szolgaltat (vo.: [298] és 19. tablazat). Amint az
varhatoé volt (20. tablazat), az elsddleges izoindol-szarmazék (HOEtA1, MeA2,
EtA2, nPrA2, iPrAl, nBuA2, iBuA2, nAMA2, IAMA2; Amax=334 nm) — bar csak
igen kis mértékben — tovabbalakul. S két OPA-molekulat tartalmazo termék (MeAl,
EtAl, nPrAl, nBuAl, iBuAl, nAMAL, iIAMAL; Amax=339 nm) keletkezik és megje-
lenik a ditioszarmazék (HOEtA2, MeA3, EtA3, nPrA3, nBuA3, iBuA3, nAmA3,
IAMAS3; Amax=343 nm) is.

Az Osszes vizsgalt A esetében, mar 1 perc utdn maximalis valaszjelet mértiink; az

1PrA kivételével, melynél az aminocsoport térbeli gatoltsaga miatt ez 7 perc.

A 13. 4bran jol latszik, hogy valamennyi A esetében az OPA/ET-reagens alkalmazéisa

elényosebb, mint az OPA/MPA(NAC)-, illetéleg az OPA/MCE-reagensé.

5.3.1.3. Az n-C¢—Cs és a f-feniletilamin OPA/MPA, OPA/NAC-,

OPA/MCE- és OPA/ET szarmazékainak 6sszehasonlité elemzése
Vizsgalatainkat az OPA/MPA=0OPA/NAC=1/3 és 1/50 molaranyu, pH=9,3 értéki reagen-
sekkel inditottuk.
Az nHexA, az nHepA és az nOctA, OPA/MPA=OPA/NAC=1/3 molaranyu reagensekkel

a klasszikus izoindol-szarmazék (a 21.-23. tablazatokban 1-es szammal jelolt, Amax=334nm)
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¢és annak atalakult — még egy OPA-molekulat tartalmaz6 — (21.—23. tablazatokban 2-es szam-
mal jelolt) terméke keletkezik [16,295-299,317,318]. A két OPA-molekulat tartalmazé ter-
mék (Amax=338nm) az elsédleges izoindol-szarmazék el6tt jelenik meg. Ez az egynél tobb
OPA-szarmazékot tartalmazd AS-akhoz viszonyitott nem vart tapasztalat [16,295—
299,307,308]: az aminosavak két OPA-molekulat tartalmazé masodlagos terméke a klasszikus
izoindol utan elualédik.

Az OPA/MPA=0OPA/NAC=1/50 molaranyu reagenseket azért alkalmaztuk, hogy az el-
sOdleges izoindol még egy OPA-molekulat tartalmazo termékké alakulasat megakadalyozzuk,
vagy annak mértékét csokkentsiik [298]. Ehelyett egy 0j (a 21.—23. tablazatokban 0-val jel6lt,
Amax=343 nm) szarmazék jelent meg, melynek retencios ideje jelentdsen kisebb, mint az el-
sddleges izoindol¢, vagy a két OPA-molekulat tartalmazo termékeké.

Ezen tapasztalatok alapjan, alapos Gsszehasonlitd vizsgalatot végeztiink a négy leggyak-

rabban alkalmazott (OPA/MPA-, OPA/NAC-, OPA/ET-, OPA/MCE-) reagenssel.

5.3.1.3.1. Az n-Cs—Cs- és a Sfeniletilamin reakcidja az
OPA/MPA=0OPA/NAC=0PA/MCE=0PA/ET=1/3 moélaranyu (pH=9,3)
reagensekkel

A reagens Osszetételének és a reakcididd fliggvényében végzett vizsgalatok eredményei a
21. tablazatban lathatdak.

(i) Az OPA/MPA(NAC)-amin-szarmazékokat tekintve {a 21. tablazat elsé két, fiiggd-
leges oszlopaban és a 14. dbra (A-D) els6 soraiban (az UV-kromatogramokon)} lat-
hatd, hogy — az NH,—CH>— molekularészletet tartalmaz6d AS-aknal tapasztaltakkal
[16,295-297,299] 6sszhangban — az els6dleges termék (nHexA 1, nHepAl, nOctAl,
PhEtA1) tovabbalakul (nHexA2, nHepA2, nOctA2, PhEtA2). Ezek a termékek ko-
rabban elualédnak, valoszinii, hogy erésebben polaris voltuk miatt {14. abra (A—C),
retencios rendek: nHexA2, nHexAl; nHepA2, nHepAl; nOctA2, nOctAl}. A
PhEtA2 — a korabbi tapasztalatokkal 6sszhangban [16, 295-297, 299, 319] — , a
PhEtAl-et kovetden elualodik {14. abra (D), retencios rend: PhEtA1, PhEtA2}.

Az elsddleges (1-es szammal jelolt) és a tovabbalakult (2-es szammal jel6lt) termék szer-
kezetét HPLC-ESI-MS felvételekkel igazoltuk {14. abra (A-D), masodik és harmadik sora}.
Minden amin esetében lathato, az elsédleges termék protonalt molekulaionja (MH[Y) {14. ab-
ra (A-D) harmadik sor, HexA, HepA, OctA, PhEtA; m/z értékek rendre: 306,2; 320,2; 334,3;
326,2}. Tovabba, lathatdo a tovabbalakult — még egy OPA-molekulat tartalmazd — termék
protonalt molekulaionja (MH H+OPA) {14. abra (A-D) masodik sor, m/z értékek rendre:
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440,3; 454,3; 468.,4; 460,2}, annak dehidratalt (MH +OPA-H20) és/vagy kationos forméja

(MNa +OPA). Az els6dlegesen keletkezé izoindol-szarmazék, még egy OPA-molekulat tar-

talmaz¢é termékké alakulasanak mechanizmusat kutatocsoportunk mar korabban leirta [299].

(i)

(iii)

A vizsgalt A-k OPA/NAC-szarmazékairdl elmondhato (21. tablazat masodik fiiggd-
leges oszlopa) — ujfent bizonyitva a korabbiakat [295-299,308] —, hogy valaszjeleik
kisebbek és elsédleges termékeik stabilabbak, mint az OPA/MPA-szarmazékoké.

Azért, hogy az Osszehasonlitas megalapozott legyen, a nHexA-nOctA ¢és PhEtA
OPA/MCE- ¢és OPA/ET-szarmazékait (21. tablazat harmadik és negyedik fliggéle-

ges oszlopa) is szigoruan azonos koriilmények kozott vizsgaltuk.

Az igy kapott eredmények alapjan elmondhat6, hogy

(i)

(i)

az OPA/MCE-szarmazékok bizonyultak a legkevésbé stabilnak. Az elsédleges ter-
mékek bomldsa mar 7 perc utdn megmutatkozik. Az 1,5 perc és a 7 perc utan,
ie/pmol-ban mért valaszjeleket tekintve, leginkabb a nHexA (4,84; 4,58) és a PhEtA
(5,19; 4,33) esetében.

Az OPA/ET-szarmazékok stabilitasa ugyanolyan, mint a megfelel6 OPA/MPA-,
vagy OPA/NAC-szarmazékoké. Kiegészitve azzal, hogy a képz6dd melléktermékek
mennyisége elhanyagolhatd. Az nHexA és nHepA esetében atalakulast nem mér-

tink. Az nOctA1 és PhEtA1 atalakulasa nOctA2-vé és PhEtA2-vé is kismértéka.

5.3.1.3.2. Az n-C¢—Cs- és a [-feniletilamin reakcidja az
OPA/MPA=0OPA/NAC=0PA/MCE=0PA/ET=1/50 mélaranyu reagen-

sekkel

5.3.1.3.2.1. Vizsgalatok az OPA/MPA=1/50 moélaranyu reagenssel, a pH

fuggvényében

Korabban is tapasztaltuk mar, hogy az OPA/RSH molarany novelése az alifas C1—Cs A-K

esetében jotékony hatasti {[298]¢és 19 tablazat}, ezért elészor az OPA/MPA=1/50 molaranyu

(pH=9,3) reagenssel végeztiink vizsgalatot (22. tablazat 2. 0szlopa).

(i)

Amint az lathat6, a még egy molekula OPA-t tartalmaz6 (a 22. tablazatban 2-es
szammal jelolt) melléktermék mennyisége erésen csokkent, az OPA/MPA=1/3
molaranyu reagenssel mértekhez képest. Valaszjel-szdzalékban kifejezve, a 7 perc
utan mérteket Osszehasonlitva, a nHexA esetében 0,0 % vs. 15,8 %, a nHepA és
nOctA esetében 0,1 % vs. 10,5 % ¢és 10,9 %. Jelentds mennyiségben keletkezett egy
Uj (a 22. és 23. tablazatokban 0-val jelolt) termék, mely képzodésének mértéke fligg
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a reagens/reakciokozeg pH-értékétol (Megjegyzés: minthogy a reagens €s a méren-

dé minta térfogataranya 1/10 volt, ezért a reakciokdzeg pH-értékét a nagy

pufferkapacitasu reagens pH-értéke szabta meg).

(i) A reakciokozeg pH-értékének hatasat tekintve (v6. a 22. tablazatban, az atalakult

termékek aranyait, pH=8,80; 9,30; 9,75; 10,25;) lathatd, hogy minél nagyobb az ol-

dat pH-értéke, annal kisebb a melléktermékek keletkezésének mértéke. Az analitikai

szempontbol jelentds 7 perc reakcioidd utan, pH=10,25-6s reakciokozegben, a mel-

1ékreakciok teljesen visszaszorithatdak (nHexA2, nHepA2, nOctA2), vagy csok-
kenthet6 a mértékiik (nHexAO: 1,1 %; nHepAO: 2,9 %; nOctA0: 0,8 %).

Erdekesnek tiint a Gly-t és az Ala reakcioja az OPA/MPA=1/50 molaranyu reagenst al-

kalmazva. Ennek elméleti jelentésége van, mivel az OPA/RSH=1/50 molaranyli reagens

hasznalata az AS-ak esetében nem eldnyds. Az Ala0 és a Gly0 megjelenésére alapozva, felté-

telezhetjiik, hogy ez a termék megjelenhet a tobbi (egyetlen, illetdleg egynél tobb OPA-

szarmazékot add) AS esetében is. A 10,25-6s pH-értéki reakciokozegben végzett szarmazék-

készités, a melléktermékek képzddésének visszaszoritdsa szempontjabol a legelénydsebb.

(iii) A szarmazékok spektralis jellemzdit tekintve (15. abra) elmondhat6, hogy

a)

b)

az elsddlegesen keletkezd termék a klasszikus izoindol, melynek elnyelési ma-
ximuma 333,9 nm (15. abra, HexAl, HepAl, OctAl; a 21.-23. tablazatokban 1-
es szammal jeldlve).

A klasszikus izoindol tovabbalakul, s még egy OPA-molekula beépiilésével —
korabban  [298,299], az AS-ak ¢és aminok esetében is (az
OPA/MPA=0OPA/NAC=1/3 molaranyt reagenst alkalmazva) — azonositott ter-
mék keletkezik, melynek elnyelési maximuma 338,9 nm (15. dbra, HexA2,
HepA2, OctA2; a 21.-23. tablazatokban 2-es szammal jel6lve).

Most eldszor azonositottunk egy, az OPA/RSH=1/50 molaranyt reagensek al-
kalmazasakor, a reakciokozeg pH-értékétdl fliggd mennyiségben keletkezd ter-
méket. Elnyelési maximuma 343,5 nm (15. abra, HexAO, HepAO, OctA0; a 21.—
23. tablazatban 0-val jelolve). A HPLC-vel most el6szor azonositott termékrél

feltételeztiik, hogy az ditioszarmazék.

Ez a feltevés az alabbiakra alapozhat6:

1) Egyetlen olyan kozlemény van [322], amelyben az nPrA OPA/di-terc-butiltiol-

szarmazékat azonositjak, s annak elnyelési maximumat 344 nm-nek adjak meg.

2) Az ilyen tipust vegyiiletek keletkezése — a mi gyakorlatunk soran — egyértelmiien az

OPA-reagensben levé SH-csoportl segédanyag jelentds feleslegének tudhato be.
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3) A Cz-Cg aminok OPA/ET-reagenssel képzett ditioszarmazékait GC-MS-sel azonosi-
tottak [323].

4) A Ce¢—Cg aminok OPA/MPA=1/50 mdlaranyti (pH=8,8) reagenssel képzett szarmazé-
kainak Osszetételét HPLC-ESI-MS mérésekkel igazoltuk {16. abra (A—C)}.

A 16. dbra (A—C) els6 soraban a 334 nm-en detektalt UV kromatogramok lathatéak. A
masodik sordban a még egy MPA-molekulat tartalmaz6 (HexAO, HepAO, OctA0) mellékter-
mék, a harmadikban pedig az elsddlegesen keletkezd izoindol (HexAl, HepAl, OctAl)
protonalt molekulaionja lathato.

Az eredmények mindharom esetben egyértelmiien bizonyitjak a két tiolmolekulat tartal-
mazo (MH +MPA; HexAO, HepAO ¢és OctA0-ként jelolt) ditioszarmazék meglétét. Keletke-
zésének reakcioja a 17. abran lathato.

A ditioszarmazékkal egyiitt {16. dbra (A—C) masodik sora} azonosithato volt a beldle egy
MPA-molekula vesztésével keletkez6 toredékion. {16. abra (A-C), HexAO0: MI+MPA-
2H=m/z=410,1 és M[1=305,2; HepAOQ: MII+MPA-2H=m/z=424,2 és M[1=319,2; OCctAO:
MI+MPA-2H=m/z=438,2 és M[1=333,2}.

A ditioszarmazékok mellett, ujfent azonositottuk az elsddlegesen keletkezd izoindol-
szarmazékokat is {16. abra (A-C), HexAl: MH[=m/z=306,2; HepAl: M[=m/z=320,2;
OctAl: MH[1=m/z=334,2}.

5.3.1.3.2.2. Vizsgalatok az OPA/NAC=0PA/MCE=0PA/ET=1/50
molaranya (pH=8,8 és 9,3) reagensekkel
Az OPA/MPA=1/50 molaranyu reagenssel tapasztaltak alapjan érdekesnek igérkezett a
cim szerinti reagensekkel képzett szarmazékok elemzése, szigoruan azonos feltétételek kozott.
A szarmazéekképzeés pH-értékeit (pH=8,8 és 9,3) a 22. tablazat eredményei alapjan valasz-
tottuk, abbol a célbdl, hogy a reagens Osszetételének, a termékek mindségére és mennyiségére
gyakorolt hatasat értékeljiik (23. tablazat).
(i) A ditioszarmazékok valaszjeleit 6sszehasonlitva (HexAO, HepAO és OctAO a 22. és
23. tablazatban) lathato, hogy az MPA-t NAC-ra, majd MCE-re cserélve, értékeik
csokkennek. Ugyanez tapasztalhaté ha a pH-t 8,80-r61 9,30-ra noveljiikk. Az ET ese-
tében a rovid reakcioidok utan a ditioszarmazék nem detektalhato.
Az n-Cs—Cg aminok és a PhEtA OPA/RSH=1/50 molaranyt reagensekkel képzett szarma-
z¢€kainak valaszjeleit altalanosan értékelve (22. és 23. tdblazatok), egyértelmii, hogy
(i) a lecsokkent szabad OPA-koncetracid jotékony hatasa [298] kizardlag az
OPA/MPA-reagens (pH=10,25) esetében tapasztalhato.
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(iii) A kevésbé stabil OPA/MCE-szarmazékokat tekintve elmondhato, hogy a pH=8,80

(iv)

értékii reagens csokkent reakciokészsége folytan, csokkent a stabilitasuk és a valasz-
jeliik értéke is.

Az n-Ce—Cs aminok és a PhEtA OPA-szarmazékai koziil, mind a termékek szama,
mind stabilitasa tekintetében az OPA/ET=1/3 (pH=9,3) reagenssel nyert valaszjelek
bizonyultak a legigéretesebbnek (21.—23. tablazatok).

Mindezek alapjan, az n-Ce—Cg ¢és a PhEtA eltéré mennyiségeinek mérési reprodukalhato-

sagat az OPA/ET=1/3 molaranyt (pH=9,3) reagenssel mértiik: az injektalt 81800 pmol tar-
tomanyban, RSD<4,7 % (24. tablazat).

5.3.2. A biogén aminok OPA-szarmazékai

5.3.2.1. A biogén aminok reakcidja az OPA/MCE-reagenssel

A BA-k OPA/MCE-szarmazékai a varttol szamottevéen eltérd sajatsaguaknak bizonyultak
(25. tablazat, 18. abra)

(i)

(i)

(i)

(iv)

Az AS-akhoz és az alifas monoA-khoz képest maximalis valaszjel-értékeket, — a Ki-
sérleti koriilményeink adta lehetséges legrovidebb, — 1,5 perc reakci6idok utdn mér-
tiink (a Put, a Cad és a BHMTA OPA/MCE=1/3 aranyu reagenssel, illetdleg a Put, a
Cad ¢és az Spd OPA/MCE=1/50 arany reagenssel képzett szarmazékok kivételével).
Egyazon BA 1,5 perc reakcioidd utan mért valaszjelei, a kiilonb6zé molaranyu rea-
gensekkel képzett szarmazékok esetén, szamottevéen nem kiilonboznek (a Put, a
Cad ¢és Spd Fl valaszjelei kivételével).

A kiilonboz6 molaranyt reagensekkel képzett szarmazékok stabilitisa, azaz a meg-
feleld valaszjelek idébeni csokkenése, a Put és a Cad esetében nem fiigg a reagens
Osszetételétdl, az 6sszes tobbi biogén amin esetében igen.

A Hisn, az Agm, a Tyrn, az Spm ¢és a Cad esetében kettd, a Put és a Spd esetében
harom, a BHMTA esetében pedig ot termék keletkezett, az OPA/MCE=1/3, s az
OPA/MCE=1/50 reagensekkel egyarant. Osszhangban a korabbi tapasztalatokkal,
minthogy valamennyi vegyiiletben megtalalhaté a NH>-CH>— molekularészlet,

amely feltétele az els6dlegesen keletkezd izoindol tovabbalakuldsanak [298,299].

5.3.2.2. A biogén aminok reakciéja az OPA/ET=1/3 moélaranyu, pH=9,3 ér-
tékd, 20 (V/V)% és 80 (V/V)% metanoltartalmu reagensekkel

A Put, a Cad, a Hisn, az Agm, a Tyrn és a DAH eredményeit tekintve elmondhatd, hogy a
reagens MeOH-tartalmat 20 (V/V)%-rol (26.tablazat) 80 (V/V)%-ra (27. tablazat) novelve,
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(i) a termékek szama (pl. a Put és a Cad esetében négyrol kettére) csékkent; egyetlen
kivétel a Tyrn (kettd helyett harom termék keletkezik).

(i) A legelényosebb kiilonbség, hogy az elemzés szempontjabol 1ényeges 1,5-3 perc
reakci6idok utan, a klasszikus izoindol mennyisége >99,5 %

(iii) Minden vizsgalt BA és a DAH esetében a mérések adta legrovidebb (1,5 perces) re-
akcioid6 utan, a mérés hibahataran beliil, maximalis valaszjel mérhetd.

(iv) Az ie/pmol-ban kifejezett valaszjeleket tekintve az Agm-¢é nem valtozott, a Hisn-¢ és
a Tyrn-¢ kisebb, a Put, a Cad és a DAH {80 (V/V)%: 9,83 és 0,79; 20 (V/V)%: 5,59
¢s 0,41} esetében magasabb értékeket mértiink.

(v) A valaszjel-aranyok idObeni valtozasat Gsszehasonlitva lathatd, hogy a magasabb
MeOH-tartalmt reagens alkalmazasa az elsédleges termékek stabilitasat noveli. {PI.
a Tyrn esetében a leghosszabb reakcidid6 (6 h) utan is kevesebb, mint 7,5 %-ot val-
tozott, szemben a tobb, mint 37 %-kal, amit az alacsonyabb MeOH-tartalmt reagens

alkalmazasakor mértiink (110 perc utan).}
Az eddigi eredményeket {[298], 25.-27. tdblazatok, 19.abra} Osszehasonlitva lathato,

hogy az Agm kivételével, a Put a Cad, a DAH, a Hisn és Tyrn esetében az OPA/ET-reagens
alkalmazasa elény6sebb, mint az OPA/MPA(NAC)- illetdleg az OPA/MCE-reagensé.
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5.4. Biogén aminok meghatarozasa aminosavak jelenlétében

A Put, a Cad, a Spd és a Spm OPA/MPA-szarmazékokkénti, az Spd- és az Spm-
szarmazékok megovasa érdekében, 10 °C hoéfokon kivitelezendd elvalasztasa, gyakorlati

szempontbol alarendelt jelentéségii [324].

5.4.1. Biogén aminok reakciéja OPA-MPA- és OPA/ET reagen-

sekkel
A BA-k OPA/MPA- és OPA/ET-reagensekkel nyert valaszjelei arra hivtak fel a figyelmet,

hogy e szarmazékok az OPA/ET reagenssel mérheték elényodsebben. Ez igaz, mind a valaszje-
lek nagysaga, mind a termékek stabilitasa és reprodukalhatosaga tekintetében (20. abra és
28.tablazat). Egyidejlileg, e vizsgalatok eredményei alapjan az is bebizonyosodott, hogy
amennyiben a Spm valaszjelét a tobbi biogén amin szintjére kivanjuk emelni ugy, a szekunder
aminocsoportjai szarmazékka alakitdsa elkeriilhetetlen. (20. abra és 28. tablazat: az Spm va-

laszjele kevesebb, mint egytizede a tobbi biogén aminéhoz képest).

5.4.2. Biogén aminok reakciéja az OPA/ET/FMOC-reagenssel
Eldvizsgalataink, amelyeket az OPA/MPA/FMOC- és az OPA/MCE/FMOC-reagensekkel

végeztiink, sem az elvalasztas, sem a valaszjelek tekintetében nem voltak biztatdak (21. abra).
A korabban részletezett eredmények alapjan, a legkedvez6bb megoldast, az OPA/ET/FMOC-
szdrmazékok elemzésétdl varhattunk. Ezért, a kétlépcsds szdrmazékkészitést a tovabbiakban,
els6 1épésben az OPA/ET-, masodik 1épésben az FMOC-reagensekkel, ~20% metanoltartalmu
reakcidelegyben modelleztiik (22.abra és 29. tablazat). A BA-k OPA/ET/FMOC-szarmazékait
szimmetrikus cstucsokként elemezhettiik (22. abra), melyek széles koncentraciotartomanyban

kitinden reprodukalhaté valaszjeleket adtak: RSD<3,9% (29. tablazat).

5.4.3. A biogén aminok OPA/ET/FMOC-szarmazékainak egyiit-

tes elemzése az ornitinnel és a lizinnel

A BA-k, az Orn, és a Lys meghatarozasa — a tobbi szabadallapotu, fehérjealkotd aminosav
jelenlétében — biologiai szovetekben, egyidejii elemzésiik igényével indult. Az Orn, a Lys, és
dekarboxilezett termékeik (Put és Cad) egyiittes elemzése, atalakulasuk nyomon kovetése cél-
jabol volt kivéanatos.

() A BA-k (Put, Cad, DAH, Spd, Spm), az Orn és a Lys OPA/ET/FMOC-

szarmazékokkénti elemzésekor kitlint, hogy az Orn és az Lys, nagyszdmu, nem vart
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(i)

(iii)

szerkezetli termék keletkezése kozben reagal. A klasszikus, izoindolra jellemzd,
334 nm-en maximumot ado termékek mellett a FMOC-szdrmazékokra jellemzd,
262 nm-en maximumot ad6 terméke(ek) is megjelennek. E nem kivant termékek ke-
letkezését elkeriilend6 tovabbi modellvizsgalatok valtak sziikségessé.

Az OPA/ET-reagens molaranyat (1/1)-(1/50)-ig valtoztatva bebizonyosodott, hogy
az elsédlegesen keletkez6 OPA/ET-szarmazékok (23. abra: Ornl és Lys1) kiilonféle
szarmazékokka (23. dbra: Orn2—-5 ¢és Lys2—5) alakulnak. Ezen melléktermékek kép-
zO0dése, bar az OPA/ET molarannyal szabalyozhatd, teljesen nem szorithato vissza.
Minél nagyobb az ET mennyisége az OPA-¢hoz képest, annal kisebb mértékben ke-
letkeznek a melléktermékek. Az OPA/ET=1/50 moélaranyu reagens alkalmazasakor
a legkisebb az atalakulas mértéke. Ugyanakkor, ezen lelassult reakcid soran is kép-
zO0dnek melléktermékek (23. dbra: Orn2-5 és Lys2-5). A kétlépcsds szarmazékkép-
z¢&s tovabbi optimalasat a reakcidelegy MeOH-tartalmanak valtoztatasaval folytat-
tuk.

Ezen mddositas két szempontbol is meghatarozonak bizonyult: a reakcidelegy alko-
holtartalmanak novelésével kisebb szamu €s mennyiségli melléktermék keletkezett
(24. abra). Valamint a reagens MeOH-tartalmanak 38 (V/V)%-ro6l 80 (V/V)%-ra no-
velése azzal az elénnyel is jart, hogy a reakcidelegy az FMOC-oldat hozzaadéasa

utan is attetszo maradt.

Mindezek alapjan az AS-ak és az (alifés, illetdleg biogén) A-k tovabbi vizsgalatat az
OPA/ET=1/10 mdlaranyu, 80 (V/V)% MeOH-tartalmu reagenssel folytattuk.

5.4.4. A putreszcin, a kadaverin, az 1,7-diaminoheptan, a spermi-

din, a spermin, az ornitin és a lizin OPA/ET/FMOC-reagenssel

képzett szarmazékainak stabilitasvizsgalatai

Az 5.4.1.-5.4.3. fejezetekben leirt eredmények alapjan, a cim szerinti termékek stabilitas-

vizsgalatat 80 (V/V)% metanoltartalmu reagenssel végeztiik, a reakci6idd, valamint a kétlép-

csOs szarmazékképzés pH-értékének fiiggvényében.

(i)

Elsé 1épésként a Hisn, az Agm, a Tyrn, a Put, a Cad és a DAH OPA/ET-
szarmazékainak egyenkénti vizsgalatat, 80 (V/V)% MeOH-tartalmt reagenssel vé-
geztlik. Annak érdekében, hogy az esetleges, igen kis mennyiségben keletkez6 mel-

lIéktermékeket is nyomon tudjuk kovetni (27. tablazat). Az eredményekbdl lathato,
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(i)

(iii)

(iv)

(v)

hogy az 1,5 perc és 3 perc reakcioidok alatt az elsddleges termékeknek kevesebb,
mint egy valaszjelszazaléka alakul at.

A kovetkezo 1épés, a masodik szdrmazékképzési 1€pesd optimalis feltételeinek (a re-
agens FMOC-tartalmanak és pH-értékének) vizsgalata.

Az OPA/ET/FMOC-moélaranyt valtoztatva az (1/10/0,06)—(1/10/0,6) tartomanyban
{80 (V/V)% MeOH-tartalmu, pH=9,30 értékii reagenssel} végeztiink vizsgalatokat.
Annak érdekében, hogy a Spm esetében maximalis valaszjelet kapjunk, az
OPA/FMOC moélaranynak legalabb 1/0,3-nak kell lennie (25. abra).

A Put-t, a Cad-ot, a Spd-t és a Spm-t egyidejiileg vizsgaltuk pH=8,6; 9,2; 9,6 és 10,6
értékili reagensekkel. Bebizonyosodott, hogy az OPA-val torténd reakcio (s az elséd-
leges termék keletkezése) gyors és kvantitativ a vizsgalt pH-tartomanyban (8,6—
10,6). Ugyanez az FMOC esetében csak a pH=9,2-9,6 tartomanyban mondhat6 el
(26. abra). Ezek alapjan a reakcié optimalis pH-értékének 9,3-9,4-et valasztottuk.

A Spd és Spm OPA/ET/FMOC-szarmazékai stabilitasat vizsgaltuk az egyes szarma-
z€kképzési 1épések (OPA+FMOC) iddtartamanak fiiggvényében, 1+1 perc és

3+1 perc reakcioidok utan. Az OPA/ET-reagenssel 1 perc és 3 perc utan kiilonbség
nem tapasztalhat6. Ezért, az OPA/ET/FMOC-szarmazékokat 1+1; 1+3; 1+7; 1+16;
1+32; 1+64 percnyi reakcioiddk utan vizsgaltuk (30. tdblazat, 26. abra). Az eredmé-
nyek alapjan elmondhato, hogy a szdrmazékok stabilitasa, analitikai szempontbol,
kivalo. A kezdetben keletkezd termékek tovabbalakuldsa nem tobb, mint egy

valaszjelszazalék.

5.4.5. Az ornitin, a lizin, a putreszcin, a kadaverin, az 1,7-diamino-
heptan, a spermidin és a spermin OPA/ET /FMOC- szarmazékai
Osszetételének tomegspektrometrias azonositasa

5.4.5.1. A spermidin és a spermin OPA/ET/FMOC- szarmazékanak

abszorbanciaja

Az Spd és az Spm OPA/ET/FMOC-szarmazékainak vizsgalatakor, a 190—400 nm tarto-

manyban e termékek két maximumértéket mutatnak: 334 nm-nél és 262 nm-nél. A kiilonb6z6
metanoltartalmi {38-80 (V/V)%} reagensek alkalmazasakor kapott abszorbancia-értékeket
attekintve lathatd, hogy azok egymassal és az FMOC-csoportok szaméval 6sszhangban van-
nak (31. tablazat). Az OPA/ET/FMOC-Spd-szarmazékanak 262 nm-en (az FMOC-cal t6rténd
jelolés karakterisztikus maximuman) mért abszorbancidja kétszer, az OPA/ET/FMOC-Spm-

szarmazéké haromszor akkora, mint a 334 nm-en (az elsédleges izoindol-szarmazék jellemz6
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maximuman) mért értéke. Ez azt jelenti, hogy a két izoindolegység molaris abszorbancidja
kozelitdleg akkora, mint egy FMOC-egységé.
5.4.5.2. Az ornitin, a lizin, a putreszcin, a kadaverin, az 1,7-diaminoheptan, a
spermidin és a spermin OPA/ET/FMOC- szarmazékai 6sszetételének on-
line HPLC-DAD-ESI-MS vizsgalata

A BA-kat és a DAH-t k6zos oldatbdl, az Orn-t és Lys-t kiilon-kiilén oldatbol elemeztiik
(27. abra A—F; 28. abra Orn: A—F, Lys: A-F).

5.4.5.2.1. A putreszcin, a kadaverin, az 1,7-diaminoheptan, a spermidin és a
spermin OPA/ET/FMOC- szarmazékai osszetételének on-line HPLC-
DAD-ESI-MS vizsgalata

A BA-k és a DAH esetében a mérések, a szarmazékok altalunk feltételezett szerkezetét
igazoltak (27. abra A—F). A 27. abra els6 (A) soraban a BA-k és a DAH 334 nm-en felvett
kromatogramja, a tobbi (B—F) sorban, a képz6dott termékek tomegspektruma lathato az eluci-
ok sorrendjében.

A protonalt, illet6leg a kaliummal képz6dott molekulaionjaik a kovetkezok:

e 27. 4bra B sora: Put: MH1=409,3=[Put]([OPA]-[ET])2; MK[=447,2

e 27.4bra C sora: Cad: MH1=423,3=[Cad]([OPA]-[ET])2; MK[=461,2

e 27.abra D sora: DAH: MH[=451,3=[DAH]([OPA]-[ET])2; MK[=489,3

e 27. abra E sora: Spd: MH[1=688,3=[Spd][FMOC]([OPA]-[ET])2; MK[1=726,3

e 27.4bra F sora: Spm: MH[1=967,5=[Spm][FMOC]2([OPA]-[ET])2; MK[=1005,5

5.4.5.2.2. Az ornitin és lizin OPA/ET/FMOC- szarmazékai 6sszetételének
on-line HPLC-DAD-ESI-MS vizsgalata

Az Orn és Lys, OPA/ET/FMOC-szarmazékainak elemzése azt mutatta, hogy termékeik
analog reakcio6 soran képzdédnek (28. abra A—G, jeldlve, hogy Orn vagy Lys). Az egymasnak
megfeleld szarmazékok m/z-értékei minddsszesen {m/z(-CHz-)=} 14 tomegegységgel kiilon-
boznek. (Megjegyzés: A HPLC-MS- és HPLC-DAD-FI-felvételek eltéré oszlopokon és ké-
sziilékkel késziiltek. A HPLC-MS-felvételeknél azonos pH-értékii, de tizszer higabb ammoni-
um-acetat eluenst alkalmaztunk, szemben a szok4sos A-eluenssel. Ezen kiilonbségek miatt a
28. abran, illetdleg a 23. és 24. abrakon lathat6é szarmazékok aranya eltérd, &m az elucids sor-

rendjiik azonos.)
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Ertékelve az UV kromatogramokat (28. abra A,C) és a megfelelé tomegspektrumokat (28.
abra B,D-G):

a 28. abra ,,A” részein az elsddleges izoindol-szarmazék (OPA-ET-Orn és OPA-ET-
Lys) UV kromatogramja, a ,B” részeken a megfeleld protonalt, illetéleg
natriumkationos molekulaionjai lathatd. Ornl: MH[1=453,2=[Orn]([OPA]-[ET])2;
MNal=475,2; [MH-COOQ](1=409,3; Lysl: MH(=467,3=[Lys]([OPA]-[ET]);
MNal1=489,3; [MH-COOQ](1=423,3;

A tovabbalakult Orn- és Lys-termékek a 28. abra ,,C” részein az UV-kromatogramok

(Orn2-5 és Lys2-5), a ,,D”—,,G” részeken a termékek tomegspektruma lathato.

Miel6tt tovabbi részletekbe mennénk, meg kell jegyezniink, hogy a az Orn2—5 és Lys2-5

termékek, mind ,,vegyes” termékek, vagyis részben izoindol-, részben FMOC-szarmazékok:

28. abra ,,G” részei: ezek a termékek a legegyszeriibb szerkezetii ,,vegyes” szarmazé-
kok:

Orn5: MH(1=497,2=[OPA][ET][FMOC][Orn]-H20; MK1=535,2;

Lys5: MH[J=511,2=[OPA][ET][FMOC][Lys]-H20; MK1=549,2;

28. abra ,,F” részei: az Orn4 és Lys4 termékek, egyik aminocsoportja a klasszikus
izoindol, ami (az NH>—CH»>— szerkezetre jellemzden) még egy molekula OPA-t tartal-
maz, a masik aminocsoportjuk FMOC-szarmazék:

Orn4: MH[1=631,2=([OPA][ET])[OPA][FMOC][Orn]-H20; MK=669,2;

Lys4: MH[1=645,3=([OPA][ET])[OPA][FMOC][Lys]-H20; MKI=683,2;

28. abra ,,E” részei: az Orn3 és Lys3 termékek szerkezete nem azonositott, feltehetéleg
az Orn4 és Lys4 termékek fragmentumai, minthogy a maximalis intenzitasu ionjaik
kozosek:

Orn3: MH1=467,3; MK[1=505,2;

Lys3: MH[=481,3 ; MK[1=519,2;

28. ébra ,,D” részei: az Orn2 és Lys2 termékek tomege az Orn5-bdl és a Lys5-bdl egy
COOH-részlet vesztésével keletkezik:

Orn2: MH1=452,2=[OPA][ET][FMOC][Orn]-[COOH]; MK[=490,2;

Lys2: MH[1=466,3 =[OPA][ET][FMOC][Lys]-[COOH]; MKI[=504,2;

5.4.5.3. Az a,w-diaminokarbonsavak OPA/ET/FMOC-szarmazékainak

elemzése

Mivel az Orn és a Lys OPA/ET-szarmazékai az FMOC-cal is reagalnak, megvizsgaltuk

annak lehetdségét, hogy mas SH-csoportii segédanyag alkalmazasakor, illetdleg egyéb
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a,w-diaminokarbonsav esetében is varhatd-e vegyes termékek keletkezése. Valamennyi eddig
vizsgalt fehérjealkotd AS-sel egyenként elvégeztiik a kétlépcsds szdrmazékképzést, nemcsak
az OPA/ET-, hanem az OPA/MPA-, illetdleg OPA/MCE-reagenssel is. Minden vizsgalt eset-
ben, az Orn és a Lys OPA/ET-szarmazékainak kivételével, FMOC-tartalmu termék képzodeé-
sét nem tapasztaltuk. Ezek alapjan feltételeztiik, hogy ebben a nem vart reakcidban a két
aminocsoportot tartalmaz6 AS-aknak, és az OPA-reagens semleges végcsoportu tioljanak
(vagyis az ET-nak) van szerepe.

Ezt a feltételezést igazolando, egyenként vizsgaltuk az 1,3-diaminopropionsav (DAPA), a
2,4-diaminobutansav (DABA) és a 2,6-diaminopimelinsav (DPIA) viselkedését a kétlépcsés —
elsd 1épésben OPA/ET-vel, masodik 1épésben az FMOC-cal végzett) szarmazékképzEs utan.

Mind a HPLC-FI-DAD, mind a HPLC-DAD-ESI-MS mérések eredményei azt mutattak,
hogy mindhdrom AS esetében a klasszikus, kettds izoindol-szarmazékon kiviil egyéb ,,ve-
gyes” szarmazék is képzodik. A DAPA és a DABA esetében tobb, a DPIA esetében (29. abra
A—F) harom ,,vegyes” szarmazék keletkezett. Mivel a DPIA-ban két karboxilcsoport talalhato,
ezért jellemzo retencids tulajdonsagu szarmazékokat detektaltunk (29. abra A,C). A klasszi-
kus, kettds izoindol-szarmazék (Dpial) a reagenscsucs eldtt elualodott (29. abra ,,A” része).
Rendre ezt kovette a 29. dbra ,,C” részén lathatd, egyszerl ,,vegyes” szdrmazék (Dpia2), a
még egy molekula OPA-t tartalmazé izoindol (Dpia3) és az egyszeri ,,vegyes’-szarmazék
dekarboxilezddésével keletkezd (Dpiad) termék. A Dpial—4 szarmazékok tomegspektrumain
(29. abra: B, D-F) a protonalt és a kaliumkationos molekulaionok lathatoak:

e a29. abra,B” része: a Dpial tomegspktruma: MH1=511,2=[Dpia]([OPA][ET])>.

e A 29. abra,D” része: a Dpia2 tomegspktruma az egyszerii ,,vegyes” termék dehidra-

talt formaja: MH[1=554,2=[OPA][ET][FMOC][Dpia]-H.0; MK=592,1.

e A 29. abra ,,E” része: a Dpia3 a tovabbalakult (azaz még egy OPA-molekulat tartal-
maz0) izoindol, m/z=76=[CH2-S-CH>-CH3]"* vesztésével:
MH[1=m/z=645-76=569,2=([OPA][ET])[OPA][Dpia]-[CH2-S-CH2-CHa]*;
MK[1=607,2.

e 20. dbra ,F” része: a Dpia4 az egyszerii ,,vegyes” termék tovabbalakult (azaz még egy
OPA-molekulét tartalmazd) és dekarboxilez6dott formaja:

MH(1=599,2=([OPA][ET])[OPA][FMOC][Dpia]-[COOH+CO0]; MK[1=637,1.
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5.4.5.4. Az ornitin és lizin izoindolt és FMOC-ot tartalmazé vegyes terméke

szerkezetének meghatarozasa MS-MS vizsgalattal

Két lehetdség all fenn: az FMOC vagy az - {masodrendl (2-es szdmu) szénatomhoz

kapcsolodo}, vagy az (elsérendli szénatomhoz kapcsolodd) &-/e-aminocsoporttal reagal.

(i)

(i)

A korabbi, N-a-acetil-L-lizinnel és N-g-acetil-L-lizinnel kapott eredmények alapjan
[297] bizonyitast nyert [299], hogy a szabad g-aminocsoport esetében (ahol az
aminocsoport elsdrendli szénatomhoz kapcsolodik) a kezdetben képzddé izoindol
tovabbalakul. Az igy képz6dott melléktermékbe még egy OPA-molekula épiil be.
A ,,vegyes” szarmazékok kozott a tovabbalakult, vagyis a még egy molekula OPA-t
tartalmaz6 mellékterméket (Orn4 és Lys4) is detektaltuk, melynek szerkezete:
([OPA][ETDI[OPA][FMOC][Orn]/[Lys].

Mindezek alapjan feltehetd, hogy az FMOC az a-aminocsoporttal reagal.

Ezt

a feltételezést igazolandd, az Orn egyszerli ,vegyes’-termékével {Orn5:

m/z=497,2=[OPA][ET][FMOC][Orn]} MS-MS méréseket végeztiink. Feltételeztiik, hogy a

szelektiv toredékionjai alapjan, az FMOC-cal reagaldé aminocsoportot egyértelmiien azonosi-

tani tudjuk. Az eldzetes szamitasokbol jol latszott, hogy az OrnS erre a célra alkalmasabb,

mint a Lys5, mivel a fragmentacid soran egymastdl jobban eltérd tomegeket szolgaltathat. Az

elméletileg szamolt tomegeket, feltételezve, hogy a hasadas vagy a =CH-CH»>—, vagy vala-

mely két metiléncsoport kozott torténik, a 32. tablazatban irtuk le.

Az MS-MS fragmentaciot, az alkalmazott fesziiltség fliggvényében elemezve (30. dbra)

lathato, hogy

(i)
(i)

a fragmentacid a C1 és C2 atomok kozott torténik, valamint, hogy

az FMOC az a-aminocsoporttal reagal. A fragmentacios fesziiltséget valtoztatva

10 eV-rdl (30. abra: ,,A”), 20 eV-ra (30. abra: ,,B”), 30 eV-ra (30. abra: ,,C”) végiil
40 eV-ra (30. abra: ,,D”) az egyszerli ,,vegyes”-termék molekulaionjanak (Orn5:
m/z=497,0-497,3) intenzitasa csokken. Ezzel egyidejiileg novekszik az m/z=230
protonalt fragmentumé (32. tablazat). Ez a tapasztalat szoros 6sszhangban van azzal
a ténnyel is, hogy a vegyes melléktermékek kdzott azonositottunk olyat is, melyben
a klasszikus izoindol mellett még egy molekula OPA-t is tartalmaz (Orn4, Lys4).
Ebbdl az kovetkezik, hogy az izoindol a &/&-szénatomon alakul ki (a korabbi ered-
mények [299] alapjan egyértelmii, hogy a még egy OPA-molekula beépiilésének fel-

tétele az NH>—CH>— molekularészlet megléte).
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6. A szarmazékkészitési tanulmanyok analitikai hasznosita-

Sa

A kétlépcsos szarmazékkészitésben, az 5.4.1-5.4.4. fejezetben részletezett alapkutatasi ta-
pasztalatok alapjan, optimalis kisérleti feltételek kozott, az Orn, a Lys, a Put, a Cad, a DAH
(mint bels6 standard), a Spd és a Spm reprodukalhatosagi vizsgalatat, a biologiai szovetekben,
varhatéan széles koncentracidtartomanyban mérendd Gsszetevok figyelembevételével készi-
tettiik (33. tablazat).

Amint az lathatd, a koncentracidaranyos valaszjelek tartomanya szdmottevoen kiilonbo-
zik, 6sszhangban a szdrmazék elucios helyével. Lathatd, hogy ez a tartomany az Orn és Lys
esetében — amelyek a szabad AS-ak egy csticstomege (31. abra: ,,Minden mas aminOsav”)
utan kozvetleniil érkeznek —, a legkisebb (110440 pmol/injektalt mennyiség), mig az Spd és
az Spm esetén a legnagyobb (3,43-440 pmol/injektalt mennyiség). A mérések reprodukalha-

tosaga a linearis tartomanyok valaszjelei alapjan RSD<4,8%.

6.1. Az ornitin, a lizin, a putreszcin, a kadaverin, az
1,7-diaminoheptan, a spermidin és a spermin egyidejii mennyiségi
meghatarozasa, biologiai szévetekbdl

A biologiai szovetet perklorsavval fehérjementesitett, majd kalim-hidroxiddal semlegesi-
tett mintdkban, kalium-perklorat és kalium-hidroxid feleslegének jelenlétében végeztiik a
szarmazékkészitést. Néhany szovetminta Osszetételét, s az azonos mintak eltéré mennyiségei-
bél késziilt parhuzamos felvételek reprodukalhatosagat a 34. tablazat mutatja. Biologiai Sz6-
vetmintdk elemzésrdl 1évén sz, az RSD<23 % értékét elfogadhatonak tartjuk. A 31. dbran
egy bioldgiai mintdbdl készitett oldat, s az dsszetételének szamitasahoz szolgaldo modelloldat-

1ol késziilt kromatogram lathato.

6.2. Aminosavak és aminok egyidejii meghatarozasa

OPA/ET/FMOC-szarmazékokként
Osszesen 37 darab AS és A (megnevezésiik a 32. abran) OPA/ET(/FMOC)-szarmazé-

kokkénti elvalasztasat és meghatarozasat modelleztem.

Az alkalmas elvalasztasi mddszer kialakitdsa, hosszantartd, 5-6 Gsszetevd 1épésenkénti,
gradiens-optimalasa révén oldodott meg (32. abra fekete kromatogram).

Sajnalatos modon, a faradtsagos és sokat igérd, kész gradiens birtokaban, amikoris vala-

mennyi dsszetevO egyidejii elvalasztasa megvalosult, bebizonyosodott, hogy a stabilitdsi vizs-
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galatoknal mért valaszjelértékekhez képest jelentdsen kisebbeket mériink. A 37 aminosav- és
aminszarmazék egylittes elucioja soran nyert valaszjelértékek az nAmMA-val kezdédden latva-
nyos valaszjelcsokkenést mutattak.

Korabbi, irodalmi és sajat tapasztalatok alapjan feltételeztiik [298], hogy a valaszjelcsok-
kenések oka a szarmazékok pH=7,2 értéki oldatban, hosszu ideig, 50 °C héfokon, bekovetke-
z0 bomlésa (32. dbra). A vélaszjelcsokkenést elkeriilendd, s annak tényleges okat kideritendo,
a kromatografias elicié paramétereit egyenként valtoztattuk:

(i) az optimalt gradiens (a tovabbiakban ,,hosszu gradiens”) felhasznalasaval az eltciot,
erre alkalmas kolonnan (O-3), pH=9,2 értékii eluensekkel készitettiik (32. abra piros
kromatogram).

(i) Az elvalasztast a hosszt gradienssel, 50 °C helyett 30 °C h6fokon is vezettiik, s vé-
gul,

(iii) az aminosav-szarmazékok teljes elvalasztasarol lemondva, az aminszarmazékok el-
valasztasat egy jelent6sen rovidebb elucioval (a tovabbiakban ,,révid gradiens™) ké-
szitettiik.

Az (i) —(iii) pontban nyert valaszjelértékek egyiittes elemzésekor (33. abra) kitlinik, hogy

a valaszjelcsokkenések oka elsddlegesen a hossza ideig tartd elticid. Valamennyi vizsgalt
esetben a rovid gradienssel nyert szarmazékok valaszjelei, a mérések hibahatarat figyelem-
bevéve, azonosak voltak. A hossza gradienssel mért valaszjelekben mutatkozé jelentds kii-
1onbségek oka az, hogy az elvalasztas magasabb h6fokanak és az eluensek kisebb pH értéké-
nek hatasa fokozottabban érvényesiil.

A 33. abran vegyiiletenként feltlintetett valaszjelcsokkenéseket, az adott szarmazék legki-
sebb és legnagyobb mért valaszjele hanyadosaként értékelve kitlinik, hogy

(i) adiA-k jelentésen bomlékonyabbak, mint a monoA-k.

(if) A valaszjelcsokkenés mértéke a retencios id6 novekedésével né.

A retenciok novekvo rendjében, a valaszjelhanyadosok, a MA-k esetében 2,4 (nAmA:
3,74/1,53=2,4); 3,2 (nHexA: 4,45/1,41=3,2); 3,4 (nHepA: 4,05/1,19=3,4) és 4,3 (nOctA:
3,57/0,84=4,3), mig a diA-k/BA-k esetében, rendre 8,2 (Put: 3,53/0,43=8,2); 9,7 (Cad:
5,90/0,61=9,7); 7,4 (DAH: 5,99/=0,81=7,4); 11,6 (Spd: 4,88/0,40=11,6) és 14,0 (Spm:
3,91/0,28=14,0) voltak.

Az (1) és (i1) pontok értelmében felmeriil a kérdés, van-e valaszjelcsokkenés, s ha igen,
milyen mértékii az aminosav-szarmazékok elucioja soran, az Asp—Lys tartomanyaban (32. ab-
ra), amely egy rovid gradiensként tekinthet6. Mivel a pH=9,2 értékii eluenssel az AS-ak érté-
kelésre alkalmatlan formaban elualédnak, ezért csak valasztott, jol értékelhetd szarmazékok

valaszjelviszonyait elemezhettiik (35. tablazat: aszparagin, glutamin, metionin).
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Az Asn, a Gln és a Met valaszjelvaltozasait értékelve, lathato, hogy a kiilonbségek jelen-
tosen kisebbek, mint az A-K esetében tapasztaltak. A 30 °C és az 50 °C-on mért hanyadosok
értékei nagyobbak, mint azonos héfokon, eltéré pH-értékii eltciok soran nyert valaszjelek. A
legnagyobb és legkisebb valaszjelek hanyadosai 1,4 (Asn: 3,08/2,28); 1,8 (Gln: 4,45/2,41) és
1,1 (Met: 3,37/2,98) kozott valtoznak.

Mindezek alapjan egyértelmii, hogy az AS-ak és az A-k egyiittes, egy felvételbol torténd
elemzése nem célravezetd. Ezért a mennyiségeik értékelése kiilon-kiilon elvéalasztdsuk utan

elonyos.
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7. Osszefoglalas; az értekezésben foglalt j kutatasi eredmények

1. Aminosavak, alifais mono- és diaminok 0-ftalaldehid (OPA)/2-merkaptoetanol (MCE)- és OPA/etantiol
(ET)-szarmazékainak stabilitasat és analitikai hasznosithatosagat értékeltem. A termékek fluoreszcencias
intenzitdsanak ¢és UV abszorbancidjanak egyidejii nyomon kdovetésével. Szigortan azonos kisérleti
{nagyhatékonysagt folyadékkromatografias (HPLC)} koriilmények kozott,
—a reagensek Osszetételének fliggvényében,
—a reagens OPA/tiol moélaranyat, a kolcsonhatas hofokat és idejét valtoztatva, mennyiségi adatokkal jel-
lemzett, sztochiometriai elemzések alapjan vizsgaltam.
2. Bizonyitottam, hogy az ezid6 szerint leggyakrabban elemzett OPA/MCE-szarmazékok, valamennyi
aminosav ¢és amin esetében, a megfelelé OPA/ET-szarmazékokhoz viszonyitva, jelentdsen kisebb stabili-
tasuak.
—Az OPA/ET-szarmazékok elemzési feltételeit, részletes irodalmi adatok hianyaban, a reagens OPA/tiol
molaranya, a kolcsonhatds hdfoka, ideje, a reagens, illetéleg a reakcidelegy pH-értéke és metanol-
koncentracioja fiiggvényében optimaltam. Az optimalt reakciofeltételek kozott, az aminosavak és aminok
meghatarozasi reprodukalhatosagat széles koncentracidtartomanyban (3,43—440 pmol/injektalt osszete-
v6), a mérések relativ standard deviacio értékével jellemeztem (atlagértékben az RSD<4,8 %).
3. A n-hexil-, a n-heptil, a n-oktil és a f-feniletilamin viselkedését, irodalmi adatok hidnyaban, négy elté-
16 tioltartalmu {MCE, ET, 3-merkaptopropionsav (MPA), N-acetil-L-cisztein (NAC)} OPA-szarmazékaik
alapjan, részletes 6sszehasonlitd tanulmanyban, elemeztem.
—Megallapitottam, hogy HPLC elvalasztasuk és mennyiségi értékelésiik az OPA/ET=1/10 molaranyu rea-
genssel nyert szarmazékaik formajaban a legelénydsebb.
—E tanulmany eredményeként keriilt sor eldszor, a két tioltartalmi OPA-szarmazékaik HPLC elvalaszta-
sat kovetd mindségi-mennyiségi azonositdsara: UV abszorbancia-maximum értékeik és tomegspektro-
metriaval (MS) mért molekulaionjaik alapjan.
4. A biogén aminok (hisztamin, agmatin, tiramin, putreszcin, kadaverin), kozottik a (szekunder
aminocsoportt) spermidin és spermin OPA-szarmazékainak részletes elemzése alapjan bebizonyosodott,
hogy a spermidin, de kiilondsen a spermin — a tobbi OPA-szarmazékkal azonos nagysagu valaszjelek
alapjan torténé — mérése, csak ugy lehetséges, ha a szekunder aminocsoportjaikat is szarmazékka alakit-
juk.
—E felismerés eredményeként, elsdként irtam le a spermidin és spermin két 1épcsOben vezetett szarma-
z¢€kképzését (1. OPA/ET, 2. 9-fluorenilmetil-kloroformat, FMOC), s egyidejlileg
-az OPA/ET/FMOC termékek Osszetételét tomegspektrometriasan azonositottam.
5. A biogén aminok elemzésére kialakitott eljarast egérszovetek biogén amintartalmanak meghatarozasara
hasznositottam. Nagyszamu egérszovet eltér6 mennyiségeinek reprodukalhato, s a lemért minta mennyi-
ségével koncentracidaranyos elemzése a modszer gyakorlati hasznosithatosagat fémjelzi.
6. Az 5. pontban részletezett vizsgalatok kiterjesztéseként kertilt sor az ornitin és lizin, — mint a putreszcin
¢s kadaverin prekurzor vegyiileteinek, — a biogén aminokkal valo egyiittes elemzésére. Az analitikai mod-
szer Ujszerliségén tilmenden, az ornitin és lizin OPA/ET/FMOC-reagenssel kolcsonhatasa 0j kutatési
eredményekhez vezetett. Bizonyitottam, az ornitin és lizin az OPA/ET/FMOC-reagenssel vegyes
ligandumu szarmazékot ad. E tapasztalat, tomegspektrometrias vizsgalatokkal kiegészitve, jelzés volt az
ornitin/lizin, 8-/e- és a-aminocsoportjainak az izoindolképzésbeni eltérd reakciokészségére.
7. A valamennyi fehérjealkoto-aminosav, alifdis mono- és diaminok, minddsszesen 37 vegyiilet,
OPA/ET/FMOC-szarmazékokként, egy oldatbol, egyetlen felvételbdli elemzését tanulmanyoztam. A 37
Osszetevo egyidejli mindségi-mennyiségi értékelésére alkalmas, 60 perces elvalasztast dolgoztam ki.
—Bizonyitottam, hogy a 37 szarmazék, els6sorban a hosszabb retencios id6vel elualoddé aminok, az elucio
hofokatol, s az eluens pH értékétdl fiiggd mértékben bomlanak. Mindezek alapjan, az aminosav- és amin-
szarmazékok kiilon-kiilon oldatokbdl torténd elemzését részesitettem elényben.
8. Doktori értekezésem Osszesitett eredményeként értékelem, hogy sokoldaltian bizonyitottam
—a legkozkedveltebb HPLC elvalasztasra elokészitd *OPA-szarmazékkészités’ optimalis reakcid feltétele-
it, valamint remélem, hogy
—korabbi, munkacsoportunk kutatasi eredményeivel 0sszhangban, azokat kiegészitve hozzdjarulhattam
annak a tapasztalatnak az elfogadtatasahoz, mely szerint az OPA/MCE-szarmazékokkénti elemzések je-
lentik a legkedvezoitlenebb megoldast.
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8. Summary; the novel results of the thesis

1. Stability and the possibility of analytical application of the derivatives of amino acids, aliphatic mono- and
diamines, formed with the o-phthalaldehyde (OPA)/2-mercaptoethanol (MCE) and OPA/ethanethiol (ET) rea-
gents were examined. Products were detected by fluorescence and photodiode array detection, simultaneously.
Applying strictly the same experimental {high performance liquid chromatographic (HPLC)} conditions, as
the function of

—the reagents’ composition,

—varying the molar ratio of OPA to thiol, the temperature and the duration of the reaction, was examined and
characterized by quantitative data, based on stoichiometric investigations.

2. It has been proven that the stability of the derivatives, formed with — until recently — most often applied
OPA/MCE reagent is considerably lower than those obtained with the OPA/ET reagent.

—The experimental conditions of the OPA/ET derivatives were optimised, lacking detailed literature data, as
the function of the molar ratio of OPA to the thiol, the temperature of the elution, the pH value and methanol
content of the reagent/reaction medium. Under the optimised conditions, quantitation reproducibility of amino
acids and amines was measured in a wide range of concentration (3.43-440 pmol/compound injected) and
characterised by the relative standard deviation percentages (RSD<4.8 %, in average).

3. The behaviour and characteristics of the derivatives of n-hexyl-, n-heptyl-, n-octyl- and g-
phenylethylamines, formed with OPA reagents of various thiol-content {MCE, ET, 3-mercaptopropionic acid
(MPA), N-acetyl-L-cyisteine (NAC)}, lacking literature data, were described.

—It has been proven that the most advantageous HPLC separation and quantitation of these derivatives is
achieved with the OPA/ET=1/10 reagent.

—Based on UV absorbency maxima values and mass spectrometric (MS) molecular ions, the by-product, con-
taining two molecules of thiol, was identified qualitatively and quantitatively the first time by HPLC as a re-
sult of this study.

4. Detailed investigation of the OPA-derivatives of biogenic amines (histamine, agmatine, tyramine, putres-
cine, and cadaverine) amongst them the spermidine and spermine (containing secondary amino groups also)
was carried out. It was proven that in the case of spermidine and particularly in the case of spermine, their
measurement, with response values similar to those obtained with other amino acids/amines, is only made
possible by derivatizing their secondary amino groups as well.

—Based on this recognition, the two-step (15 OPA/ET; 2"%: 9-fluorenlymethyl chloroformate) derivatization of
spermidine and spermine was described here the first time.

—Simultaneously, the OPA/ET/FMOC products were identified by HPLC-MS as well.

5. The procedure, elaborated for the analysis of biogenic amines, was utilised to determine the content of dif-
ferent biogenic amines of biological tissues. Large number of reproducibly analysed biological tissues of vari-
ous quantities and the proportionality of the results to the weighed tissues do confirm the practical advantage
of this method.

6. Extending the analysis described above, the quantitation of ornithine and lysine, simultaneously with the
biogenic amines, was elaborated. Beyond the method’s novelty, unexpected reaction of ornithine and lysine
with the OPA/ET/FMOC reagent was experienced. It has been proven, that the reaction of ornithine and lysine
with the OPA/ET/FMOC reagent yields derivatives of mixed ligands. This experience, verified by MS data,
demonstrates a difference in the reactivity of the 5-/e- and a-amino group of ornithine/lysine.

7. The simultaneous analysis of all the proteinogenic amino acids, aliphatic mono- and diamines, 37 com-
pounds in total was studied. The qualitative and quantitative analysis, within 60 minutes, of all the 37 com-
pounds was developed.

—It was proven that the 37 derivatives, mainly those eluting with a longer retention time, do decompose to an
extent depending on the elution’s temperature and on the pH of the eluents. Therefore the analysis of amino
acids and amines is, more advantageous, to be preferred from separate elutions.

8. As a net result of this thesis, it is shown that

—the optimal conditions for the ‘OPA-derivatization’, being the most popular preparation for HPLC separa-
tions, were confirmed multi-facetedly.

—Thus in accord with and completing the earlier results of our research group, and hopefully contributing to
the acceptance of the fact that the application of OPA/MCE-derivatization is the least advantageous solution.
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9. Tablazatok jegyzéke
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1. tablazat: OPA-szarmazékként késziilt nagyhatékonysagu folyadékkromatografias elvalasztasok: a 2000-2005 id6szakban megjelent, valasztott kdz-
lemények alapjan, az OPA-reagens SH-csoportu segédanyagai, valamint a kozlemény targykore szerinti csoportositasban

Tudomanyteriilet—

Reagens |

Orvosi/Biologiai

Gyodgyszerészet/
Analitika/Alapkutatas

Elelmiszer-/Takarmanyipar

Mezégazdasag/
Kornyezettudomany

[21,23,28-31,33-35,38,41-43,45,
50,51,56,57,60-64,66,67,70,74,
75,78-80,82,87,91,93,95-97,99,
102,105,110,111,113,115,119,121,
123,125,127,130-133,137,138,
141,143,145,149,151,152,154,155,
157-159,161,164,166,169,176—

[22,36,40,53,55,69,72,77,
81,83,85,88,98,101,104,

[17,19,20,24,25,27,52,58,59,73,
84,86,90,94,116,120,134,153,

[37,46,71,76,89,103,108,128,

OPAS/MCE® | 106,109,124,126,139,146, : 180,186];
179,182-185,190]¢: e 160,163, 165]¢: S
[18.21,26,39,44.47-48,60.6892, | 1151 ot e [58]MS
100,102,107,112,114,117,118,122, 181,191,
129.135,136.138,140.142,144.147,
148,150,156,167,170-172,174,
175,187-189]ECD*;
[65,173]Ms"
OPA/ [200,203,206,210,214,215,217, | [197,198,201,204,222, 1163,208,209,232 233]° [19221342136212%?258;207

Kkiralis ciszteinek

219,221,223-226,229-231]¢

224,227,228]¢

[199]MS
opampas | 12302302432 ‘2‘2;32‘2‘2'92]39’252' [241,243,245-247,249]¢ | [234,235,242,250,251,255]¢ [257]¢
OPAszulfit [260-263,265-273]ECD [264]ECD : :

csak OPA [274-276,278-284]° g 28577 2777
d-
OPA/egyéb tiol [2[8252’{325 282%32 o [290]¢ i [291,294]¢

Jeldlések: OPA2=0-ftalaldehid; MCEP=2-merkaptoetanol; MPA=3-merkaptopropionsav; “=ultraibolya és/vagy fluoreszcens detektalas; ECD®=elektrokémiai detektalas;
MS'=tomegspektrometrias (és ultraibolya) detektalas;

52



10. tablazat: Az OPA/MCE=1/3 molaranyt reagens szennyezéseinek valtozasa a reagens tarolasi idejének fiiggvényében

Szennyezések Integratoregység**/szennyezd cstics®
, , 1 Reagensl Reagens?2
Cstics szma, | Ret. id8S, perc|  Amad, nm 90 perc| 230 percg 270 perc|370 perc| 7nap |11 nap|27 nap 98 perc| 4 nap |21 nap |23 nap
1UV*** 3,26 216,253 2,7 4,6 4.4 5,9 3,1 49,0 | 55,5 3,5 12,7 | 44,1 2,0
2U\V/*** 5,24 229,339 0,7 0,7 1,3 0,6 17,7 3,7 12,7 - - - -
3UV*** 6,13 215,248 0,3 - - - - 4,1 6,0 - - 4,2 -
4 Fl 7,58 38,0 26,0 85,0 | 151,0 56,9 119,1 | 26,5 | 93,9 - - -
uv 253,334 1,5 2,1 2,0 4,1 1,3 4,1 0,5 1,9 0,9 - -
5 Fl 8,21 89,0 - - - 2,3 89,2 - 75,0 | 16,5 | 95,0 | 106,0
uv 220,263 1,7 2,3 1,1 1,4 - 2,4 10,6 1,8 1,4 - 3,3
5 Fl 9,29 - - - - - - - - 28,7 | 94,0 | 82,0
uv 267,339 3,2 2,3 1,1 1,4 0,3 40,0 | 20,9 4,8 11,0 | 143 -
TUV*** 13,26 220,272 7,2 - - - 4,7 2,7 4,5 50,9 | 49,6 | 172,0 | 151,0
UV Ssszesen 17,3 12,0 9,9 13,4 27,2 107 111 | 62,9 | 756 | 235 156
(58) (40) (33) (45) (92) (357) | (370) | (210) | (252) | (783) | (520)
Fl 6sszesen 127 26,0 85,0 151 59,2 208 | 26,5 | 169 | 452 | 189 188
(30) (20) (20) (25) (14) (50) | (6,3) | (40) | (11) | (473) | (45)

Jeldlések, mint az 1. tablazatnal, valamint: Ret. idé%=retencids id8; Amax"=elnyelési maximum; **=a reagens szennyezdértékei, ~4,2 és ~0,3 integratoregység/(pmol AS-szarmazék)-
kal szamoltuk (F1 és UV detektalast alkalmazva): ezen értékeket a 16. tablazat alapjan szamoltuk ki, a 1,5 perc reakciéid6 utan (15 AS), OPA/MCE=1/3 reagens alkalmazasaval mért
ie/pmol-ok alapjan; ®=négy injektalas alapjan szdmolva; A zaréjelben 1év8 szedett értékek a szennyezések Osszességét jeldlik, pmolban kifejezve; kimutathatosagi hatar
<<0,3 integratoregység; ***=ezen értékeknek nincs Fl intenzitasuk.
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11. tablazat: Az OPA/MCE-glicin-szarmazékok reprodukalhatdsaga, kiilonboz6 ideig, hiité-
szekrényben (~4 °C-on) tarolt OPA/MCE=1/3 molaranyu reagens (reagensl—3) alkalmazasa-

val
Fluoreszcencias Integratoregység/1900pmol glicin
Szarmazékok | Reagensl Reagens2 Reagens3| , 0
1nap [8nap |21 nap|lnap|4 nap |21 nap|23 nap| 1 nap dtlag |RSD%
Glicinl 8166 | 8039 | 764 | 7993|8143 | 7750 | 7603 | 7870
Glicin2 100 97 22 1118 | 90 | 177 | 116 178
Glicin3 156 113 21 | 145 | 151 | 171 | 163 164
Osszesen 8422 | 8249 | 788 |8254|8384 | 8104 | 7882 | 8152 |8260| 1,5

Megjegyzés: a ddlt betiivel szedett értékeket az atlagszamitasnal nem vettiik figyelembe. [OPA]/[glicin]=20/1;

1=1,9-10"° mol/10pl.
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12. tablazat: Az OPA/ET=1/10 moélaranyu reagens szennyezéseinek valtozasa a reagens taro-
lasi idejének fiiggvényében

Szennyezések Integratoregység**/szennyezd csiics®
Ret. Reagensl Reagens2
Szennyez6| ;i?(’: Amas", AT 1h |2nap | 13nap | 16nap | 1h | 1nap | 2nap | 4nap
1 U\V*** 2,88 244; 296 54 | 14,8 76,5 112,9 5,4 22,4 31,8 34,0
2 U\V*r** 3,35 | 215; 296; 253 | 3,0 | 4,9 30,0 50,7 9,2 28,9 31,7 254
3 uv 116 220; 291,375 - 10,5 18,9 16,3 1,2 10,5 13,8 14,5
Fl ' 2,3 3,8 51 7,0 4,1 4,2 5,0 4,3
4 uv 11.05 215; 286 13,5| 10,9 5,9 3,8 0,3 1,1 2,5 6,3
Fl ' 93 | 22,8 32,4 41,3 - - - -
5 uv 12 63 230; 334 3,3 1,2 1,1 3,9 9,6 8,5 6,8 7,9
Fl ' 1251 15,1 26,6 42,0 249 | 27,3 27,3 32,8
uv 230; 320 - - - - 8,8 5,6 7,0 4,1
6 I - : ~ [ 368 | 400 | 325 | 335
7 uv 15,55 230; 334 - - - - 2,0 1,7 2,2 11
Fl ' 5,8 9,4 14,2 20,5 15,4 13,7 14,3 14,3
8 uv 17 39 248 - - - - 9,0 10,1 8,0 11,9
Fl ' 26,8 | 28,6 251 26,3 4,1 3,3 3,5 9,1
9 uv 18.22 220; 267;310 | - - - - 10,0 | 21,3 19,1 15,3
Fl ' - - - - 92,8 | 164,6 | 170,0 | 1825
10 uv 19.38 244,277,329 | - - - - 18,5 | 18,2 18,2 17,5
Fl ' 93,1 | 434 26,2 22,5 184 | 12,7 21,6 22,5
11 uv 20.21 225; 334 20,3 | 12,2 8,2 37,5 48,6 | 50,9 44,5 32,1
Fl ' 270,2| 1954 | 86,8 546,5 |513,0| 483,8 | 440,0 | 325,3
UV bsszesen 455 | 54,5 | 140,6 2251 |122,6 | 179,2 | 185,6 | 170,1
(138)] (165) | (426) | (682) | (372) | (543) | (562) | (515)
Fl 6sszesen 420 | 3185 | 216,44 706,1 |7095| 749,6 | 714,2 | 624,3
(83) | (63) (43) (140) | (140) | (148) | (141) | (124)

Jelolések mint, az 1.-11. tablazatoknal, valamint: **=a reagens szennyezdértékei, ~5,0 és ~0,3 integratoregy-
ség/(pmol AS-szarmazék)-kal szamoltuk (F1 és UV detektalast alkalmazva): ezen atlagértékeket a 17. tablazat
alapjan szamoltuk ki, a 1 perc reakci6idé utan, a 15 AS esetében az OPA/aminosav=70/1 molaranyu,
OPA/ET=1/10 reagens alkalmazisaval mért ie/pmol-ok alapjan; $=négy injektalas alapjan szdmolva; a zarojelben
1év6  értékek a  szennyezések pmolban  kifejezett  Gsszességét jelolik;  kimutathatosagi  hatar
<<0,3 integratoregység; ***=ezen értékeknek nincs Fl intenzitasuk;
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13. tablazat: Az OPA/ET-alanin-szarmazékok reprodukalhatosaga, kiilonbozo ideig, hiito-
szekrényben (~4 °C-on) tarolt OPA/ET=1/10 molaranya {80 (V/V)% metanoltartalma;
pH=9,30} reagens (reagensl-2) alkalmazasaval

Amino- | Detekts- Fluoreszcencias Integratoregység/~1000 pmol alanin
sav] las| Reagensl Reagens2 atlag | RSD%
1h |[1nap|2nap| 4nap 1h |1nap|4nap|5nap
Alanin Fl 5327 | 5450 | 5508 | 5273 5177 |5145]4830 3910 | 5299 2,6
uv 387 | 380 | 391 367 364 | 350 | 341 | 283 | 374 3,9

Jelolések, mint az 1.—12. tablazatoknal. Megjegyzés: a ddlt betiivel szedett értékeket az atlagszamitasnal nem
vettiik figyelembe. Megjegyzés: [OPA]/[alanin]=70/1; 1=~1-10°mol/10pl.
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14. tablazat: Az egynél tobb OPA/MCE-szarmazékot adé aminosavak stabilitasa a reakcioidd
¢s a reagensdsszetétel fiiggvényében, ultraibolya (UV) és fluoreszcens (F1) detektalasok alap-

Jan

Molarany—

Ret.

Detektalas—

1dé9,

Reakci6id6,
perc—

perc

!

Aminosav

7\amaxh,
nm

!

Valaszjel |, %

OPA/MCE=1/3

OPA/MCE=1/50

Fl uv

Fl

uv

41 75| 7 |41

75

1,5

7

41 | 75|15 7 |41 |75

Glicinl

8,24

334

97,0

95,3]93,5/98,3/97,0

93,7

98,3

98,3/97,4/97,1]98,1/98,1|97,2/96,5

Glicin2

8,81

343*

1,2

30[49]04 21

4,5

0,4

0,5

1312010404 |12|272

Glicin3

9,53

339

1,8

1,7/16]13[0,9

1,8

13

1,2

13/09115|15|16]13

ie/p

mol'

4,46

2,92|2,00]0,29|0,19

0,13

4,15

4,78|2,62/1,00{0,27/0,31/0,16/0,06

S-Alaninl

8,75

334

98,5

98,6/98,7]98,8/96,9

93,1

98,8

98,9/98,9/98,8|98,4/98,2(98,2|98,5

S-Alanin2

10,02

334

1,5

14113]12|31

6,9

1,2

1,1

1111211618 |18|15

ie/pmol

4,81

2,95|2,0210,31|0,19

0,13

3,83

4,81|2,61]0,92]0,24/0,31]0,16/0,06

Hisztidinl

7,77

334

57,0

57,3]59,0169,6/70,9

71,3

64,0

63,5/63,6/64,7|74,4|74,2| na' |74,5

Hisztidin2

8,25

353*

43,0

42,7|41,0130,4|29,1

28,7

36,0

36,5|36,4|35,3]25,6/25,8| na |25,5

ie/pmol

1,88

1,71|1,71]0,11|0,10

0,10

1,15

1,88/2,48|2,13]0,07|0,11| na |0,12

GABA1™

9,15

334

100

94,3192,9199,6|98,2

96,3

98,9

98,2/96,7|96,1]198,4|98,4/97,3|94,8

GABA2

9,42

343*

0

5717110418

3,7

0,0

0,7

22130]00/00/11]3,2

GABA3

10,40

334

nkk

nk | nk | nk | nk

nk

1,1

1,1

1110916161620

ie/pmol

4,06

2,34]1,56]0,26/0,15

0,10

3,40

4,06/2,47/1,02]0,21/0,26/0,15|0,07

Ornitinl

10,30

339

2,2

233710728

4,2

0,4

0,3

05/08]02(02]10][1,7

Ornitin2

10,92

334

38,0

12,3|15,8]12,0{19,2

24,9

2,4

5,2 119,1|32,0] 7,8 |113,5|36,3|51,8

Ornitin3

11,35

339

28,0

12,5|22,7] 6,4 |22,8

35,8

nk

nk

nk | nk | nk | nk | nk | nk

Ornitind

12,00

358*

8,0

29136]04 12

1,2

nk

nk

nk | nk | nk | nk | nk | nk

Ornitin5

12,40

334

52,1

67,2|151,6/78,3|51,8

32,6

84,2

87,3|77,3|63,5]79,6/79,1/59,0]43,1

Ornitin6

13,20

334

14,2

28126]22)|22

13

13,0

7,3

31[3,7]125/ 7237|134

ie/pmol

1,09

0,82/0,75]0,44/0,33

0,30

1,06

1,09/0,75|0,53]0,43|0,44/0,38)0,30

Lizinl

10,85

334

1,7

14,2|117,011,9]6,0

5,8

0,5

0,4

1,8135]03|03]15]23

Lizin2

11,00

334*

2,8

15,5/19,7] 9,1 |23,8

26,1

0,8

1,6

9,5 (19,8} 5,7 |11,0/137,1|55,8

Lizin3

11,30

334

1,2

08]06]52|17

0,5

1,0

0,7

28(30]4653[88]90

Lizind

11,55

339

5,1

34,0149,4118,2|57,9

64,2

nk

nk

nk | nk | nk | nk | nk | nk

Lizin5

12,79

334

89,2

35,4/13,3]65,6/10,6

3,3

84,1

88,2/80,0166,2|77,0{75,5|47,3|127,4

Lizin6

13,22

334

nk

nk | nk | nk | nk

nk

1,1

0,8

2,3152]109/06/15]23

Lizin7

13,59

334

nk

nk | nk | nk | nk

nk

9,2

6,0

24116182(52|23]19

Lizin8

13,76

334

nk

nk | nk | nk | nk

nk

3,4

2,3

13/08133]21|15]13

ie/pmol

1,44

0,96/0,87]0,33|0,22

0,20

1,37

1,4410,82)0,43]0,30/0,33/0,27]0,20

EACAL"

10,37

334

98,6

0,0/0,0196,4/0,0

0,0

99,1

99,1199,1/99,4198,4/98,3/98,5/98,0

EACA2

11,65

334*

14

0,0]00]36|00

0,0

0,9

0,9

09|06]16]1,7]15]20

ie/pmol

2,90

0,00/0,00]0,19/0,00

0,00

2,42

2,90

1,9 10,63]0,17/0,19(0,12|0,05

Jeldlések, mint az 1.-13. tablazatoknal, valamint Vilaszjel'=valaszjel a teriiletdsszeg szdzalékaban kifejezve;
nal=nincs  adat;
EACA"=g-aminokapronsav; *=¢és/vagy 339 nm;
Megjegyzés: [OPA]/[MCE]/[AS]=20/60/1; 1=1-10° mol/10 pl. Az elvélasztas 30 C-on, E-1 és O-1 oszlopokon
tortént. Gradiens: 1,8 ml/min; 0 min: 100 % A-eluens; 10-11 min: 100 % B-eluens;12—-17 min: 100 % A-eluens.

nk*=nem

keletkezik;

ie/pmol'=integratoregység/pmol;  GABA™=y-aminovajsav;
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15. tablazat: Az egynél tobb OPA/ET-szarmazékot addo aminosavak stabilitasa a reakcioidd
¢s az OPA/ET=1/10 reagens (pH=9,3) metanoltartalméanak fliggvényében, ultraibolya (UV) és
fluoreszcens (F1) detektalasok alapjan

Aminosav | iF(elggy g Vilaszjel', %
perc | nm | Fl
Reakci6idd, perc — 15 3 7 23 43 220 360
Metanol (V/V)% — 80 | 20 | 80 | 20 | 80 | 20 | 80 | 20 | 80 | 20 | 80 | 20 | 80 | 20
Hisztidinl| 3,25 | 353 |40,80(35,00142,20/35,20}43,10|33,80|41,40/33,40(41,20(34,10/44,70/32,20/40,40/32,80
Hisztidin2| 3,72 | 339 |59,20|65,0057,80|64,80/56,90|66,20/58,60/66,60(58,80(65,90/55,30/67,80/59,60|67,20
ie/pmol' 459 |4,4414,78|4,95|5,29|5,87 6,07 |5,91(6,25|6,00(5,88(5,91|6,31| 5,68
Glicinl 4,28 | 334 ]99,60(98,60/99,60/98,40(99,60[97,20(99,60(95,40(99,50/93,20|99,10|81,60/99,00|69,60
Glicin2 | 5,63 | 339 | nkk [1,10| nk [1,30| nk [2,40| nk [3,70| nk [5,20| nk [10,20| nk (15,90
Glicin3 | 8,28 | 343 |0,40|0,20|0,40|0,30(0,40(0,40{0,40{0,90|0,50|1,60|0,90]|8,20|1,00 |14,50
ie/pmol 6,30 | 5,90 (6,25 (5,97 [ 6,27 | 6,00 | 6,26 | 5,92 |6,30|5,90|6,16 | 4,71 |6,18 | 3,87
p-Alaninl | 557 | 334 ]99,50/98,10/99,60/96,90/99,50/95,80/99,50/94,30(99,30/88,70/98,30(77,60/97,00/69,40
p-Alanin2 | 9,02 | 339 |0,101,80/0,10|3,00|0,104,000,20 5,20 (0,30 10,20/ 1,20 17,50/ 2,50 21,90
p-Alanin3 | 14,15 | 343 |0,40|0,10/0,30|0,10|0,30|0,20|0,30|0,50|0,40|1,20|0,50|4,90|0,50 | 8,80
ie/pmol 6,39 16,09 /6,48 |6,16 |6,57 |6,15|6,43|6,11|6,53|5,72|6,69|4,61|6,69 | 3,20
GABA1™| 7,23 | 334 | 100 [98,50[99,90/97,40| 100 |96,00[99,90/94,90/99,80|88,40(99,00(76,30(98,50/90,30
GABA2 | 10,87 | 339 | nk [1,50(0,10(2,60| nk |4,00|0,10|5,10|0,20|11,60| 1,00 |23,70(1,60 | 9,70
ie/pmol 6,25(6,11(6,25|6,11|6,30|6,18|6,23|6,10|6,28|5,87|6,35|4,36 | 6,53 | 3,25
Ornitinl | 4,23 | 334 ]99,90(99,90| 100 |99,80]99,90|99,70/99,80(99,60(99,70(99,10/99,50/96,60|99,30[91,20
Ornitin2 | 6,07 | 339 nk | nk | nk |0,10| nk (0,20 nk [0,30| nk {0,80| nk |3,30| nk |8,70
Ornitin3 | 7,42 | 343 |0,10|0,10| 0,0 |0,10|0,10|0,10|0,20(0,10{0,30(0,10{0,50|0,10|0,80|0,10
ie/pmol 3,15(2,84(3,34|3,18|3,41|3,26|3,53|3,33|3,55|3,20|3,57|2,41|3,61|1,87
Lizinl 4,65 | 334 ]99,90(99,60| 9,80 |99,70(99,90(99,40(99,80/98,80(99,80/97,30|99,20/90,50/98,50|86,00
Lizin2 6,97 | 339 | nk |0,37| nk |0,27| nk |0,58| nk |1,17| nk [2,18]0,20|7,87|0,40|11,50
Lizin3 8,25 | 343 ]0,10|0,03|0,20|0,03|0,10|0,02|0,20|0,03{0,20(0,52{0,60|1,63| 1,1 |2,50
ie/pmol 5,07 [5,02(5,39|5,13|5,62|5,29|5,61|5,28|5,66|4,84|5,67|3,00|5,75|2,12
uv

Hisztidinl 32,60 29,80|33,20 28,00|37,00 26,40[33,10 27,60|32,40|27,30|37,30 26,90|32.60 26.70
Hisztidin2 67,40|70,20|66,80/72,00/63,00(73,60(66,90(72,40|67,60|72,70|62,70|73,10|67.40|73.30
ie/pmol 0,17 (0,16 (0,18 | 016 |0,20|0,20|0,22|0,21|0,23|0,21|0,23|0,20(0,22 (0,19
Glicinl 9,70 [99,50(99,60/99,30/99,50|98,60[99,50/97,40(99,40|95,20/99,10(83,50(98.80(71.90
Glicin2 nk |0,30| nk |0,40| nk [1,00| nk [2,00| nk |2,70| nk |5,70| nk |9.10
Glicin3 0,30 (0,20{0,40|0,30|0,50|0,40|0,50|0,60|0,60|2,10|0,90 (10,80( 1.20 |{19.00
ie/pmol 0,39(0,37(0,39/0,37/0,39|0,38|0,39|0,37|0,39|0,36 0,38 |0,29 0,38 | 0,23
S-Alaninl 99,50(98,30/99,60(97,50| 9,40 (96,70/99,60(95,30(99,40| nal |98,40(79,10|97.50/69.60
S-Alanin2 nk |1,70|0,10|2,50(0,20 |3,40{0,10{4,30|0,20| na |0,90|14,80|1.90 |19.00
S-Alanin3 050 nk {0,30| nk |0,40| nk |0,30|0,40|0,40| na |0,706,10(0.60 [11.40
ie/pmol 0,39 (0,38(0,40/0,37/0,40|0,37|0,39|0,37|0,40| na |0,39/0,27|0,390,18
GABA1 100 {99,10/99,90/98,20| 100 (97,20(99,90(96,20(99,90/91,30/99,50/81,70|98.90{92.80
GABA2 0,0 {0,90/0,10|1,80| 0,0 |2,80|0,10|3,80(0,10(8,70{0,50(18,30{1.10| 7.20
ie/pmol 0,39(0,37(0,39/0,37/0,39|0,37|0,39|0,37|0,39|0,35|0,39|0,25 (0,39 | 0,20
Ornitinl 100 {99,90| 100 |99,80]99,90/99,70(99,90(99,60(99,90/98,80| 9,60 [96,40/99.40[92.50
Ornitin2 nk (0,05| nk |0,15| nk |0,20| nk {0,30| nk |0,70| nk |2,40| nk |6.45
Ornitin3 0,0 {0,05|0,00|0,05|0,10|0,05|0,10|0,10(0,10|0,50(0,40{1,20|0.60| 1.05
ie/pmol 0,66 (0,61(0,70|0,66|0,71|0,68|0,73|0,69|0,74|0,67|0,75|0,49|0,75 | 0,37
Lizinl 99,90| na [99,80/99,50(9,90 (98,70(99,80/97,30/98,00, na |99,30|83,30/98.60/72.10
Lizin2 nk | na | nk {0,34| nk |0,75| nk {1,20| nk | na |[0,10|6,40|0.20|9.20
Lizin3 0,10 | na |0,20/0,16|0,10|0,55|0,20|1,50|0,20| na |0,60 (10,30[1.20 |18.70
ie/pmol 0,50 | na [0,53| na [0,55]|0,53|0,54|0,53|0,56| na |0,56|0,35|0,56 0,25

Jelolések, mint az 1.—14. tablazatoknal.
Megjegyzés: [OPA]/[ET]/[aminosav]=70/700/1; 1=1-10° mol/10 pl. Az elvélasztas koriilményei: E-2 és O-2
oszlopokon, 50 °C, 1 ml/min. Hisztidin, glicin, S-alanin és GABA: 30 %A-eluens+70 %B-eluens. Ornitin, lizin:
70 %B-eluens+30 %acetonitril.
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16. tablazat: Az egy OPA/MCE-szarmazékot adé aminosavak stabilitasa a reakcioidé és a reagensdsszetétel fiiggvényében, ultraibolya (UV) és fluo-
reszcens (F1) detektalésok alapjan

ey h

Aminosav] Retbé;lé)j, x“;]a;(n’ ! pmol/10pul | Integratoregység/pmol

Molarany— OPA/MCE=1/3 OPA/MCE=1/50
Detektalas— Fl uv Fl uv

Reakcididd, perc— 1,5 7 58 109 15 7 58 109 1,5 7 58 109 15 7 58 109
Aszparaginsav 5,56 334 400,3 3,25 | 335|324 |324)025|026|025]|025])083|182|255]| 215 0,063 | 0,138 | 0,198 0,166
Glutaminsav 6,37 334 396,1 3,63 | 360|352 |3421)0,28|0,27 |0,27 0,26 | 1,37 |261|285| 229 0101 | 0,200 | 0,220 0,175
Aszparagin 7,42 334 339,1 413 | 435|424 |4211]1033|033|034 0341139311369 | 302] 0111 | 0,242 | 0,289 0,236
Szerin 7,58 334 394,7 419 | 420|401 |38 ]031031]030|0,281]266]|365]|222]|13 ] 0193 | 0,263 | 0,159 0,097
Glutamin 7,85 334 427,0 468 | 462 | 462 | 451] 0,34 |0,34|0,34|0,33] 217|386 | 365|298 ]| 0154 | 0,283 | 0,270 0,218
Treonin 8,35 339 378,2 3,97 (395|388 |3,77)0,28|030|030]|029 | 157|299 |305]| 241 0,109 | 0,215 | 0,218 0,166
Arginin 8,53 334 388,8 447 | 434|428 | 416 ] 0,33 10,33 |0,32|0,31]276| 104|328 | 254 | 0,216 | 0,310 | 0,259 0,201
Alanin® 8,82 334 1682,0 nal 4,21 | 3,05 na 0,29 | 0,24 | 0,21 na 2,65 | 421 | 394 | 2,67 na na 0,23 0,18
Tirozin 9,06 334 377,17 425 | 425|422 | 4221030 0,29 | 0,29 | 0,28 183|334 |367|325] 009 | 0,214 | 0,234 0,2055
Valin 10,13 339 408,5 453 | 456|449 |4491]1030 031|031 |031)125|271|391| 3,43 | 0,090 | 0,186 | 0,269 0,234
Metionin 10,23 334 392,5 434 | 430|418 | 4,18 ] 0,31 |0,31|0,30| 030249 |38 |337]|268] 0184 | 0,282 | 0,246 0,192
Triptofan 10,60 339 370,8 341 | 345|335 |335]0,23|024|023]|023]|1,75|278| 272|226 | 0125 | 0,202 | 0,194 0,161
Fenilalanin 10,83 339 398,1 391 (391|394 |394]0,28|028|0,28]0,28] 1,66 | 3,00/ 327|291 0128 | 0,224 | 0,244 0,217
Izoleucin 10,90 339 362,2 471 | 483 | 4,67 | 467 | 0,30 | 0,31 | 0,30 | 0,30 | 1,51 | 3,21 | 3,96 | 3,42 | 0,103 | 0,213 | 0,261 0,230
Leucin 11,03 339 410,4 4,16 | 409|391 |391)]030 030|028 |0281]199|341|3,10 | 2,47 | 0,141 | 0,243 | 0,216 0,171

Jeldlések, mint az 1.—15. tablazatoknal, valamint #=a reakci6iddk rendre: 1,5 perc, 7 perc, 41 perc, 75 perc;
Megjegyzés: [OPA]/[aminosav]=20/60/1, illet8leg 20/1000/1; 1=4-10°mol/10ul. Az elvalasztas koriilményeit lasd a 14. tablazatnal.

59



17. tablazat: Az egy OPA/ET-szarmazékot addo aminosavak stabilitasa a reakcioidd és a
reaktansok molardnyanak fliggvényében, ultraibolya (UV) és fluoreszcens (FI) detektalasok
alapjan, az OPA/ET=1/10 {80 (V/V)% metanoltartalmt, pH=9,3} reagenst alkalmazva

Aminosav | .R(ft- Integratoregység/pmol
Detektalas— rjﬁr‘fl FI uv
Reakcioidd, perc - | 1,5 | 3 7 | 10 | 26 | 50 | 360 |atlag RSOD 15| 3 7 |10 | 26 | 50 |360 |atlag R;SA)D
[OPA]/[aminosav]=120/1; 1=2-10"1° mol/10 pl
Aszparaginsav| 4,48 |3,04/3,41|3,88|3,94 (4,33|4,43|4,53|4,43|2,26]0,22|0,29(0,32|0,34(0,35|0,38|0,34|0,35| 5,4
Glutaminsav | 5,67 |3,76/4,08|4,46 14,50 (4,71 (4,75(4,91|4,67|3,99]0,31|0,33|0,36|0,37 (0,38 |0,40 (0,40 | 0,38 | 4,68
Aszparagin |10,03]3,70{4,04 4,32 4,37 |4,51|4,46|4,72|4,48|3,47|0,26|0,29{0,31(0,31|0,32|0,31|0,32|0,31|1,74
Glutamin |11,00]5,10(5,21|5,27|5,32|5,33|5,37 | 5,57 [5,3452,310,37 (0,38 0,39 0,39|0,39|0,37 (0,36 | 0,38 | 3,21
Treonin 13,9 |4,11|4,53|4,91|4,96 |5,07|5,10|5,11|5,03|1,78|0,27|0,30{0,33|0,34{0,34|0,35(0,34| 0,34 (2,08
Metionin |16,85]5,33|5,48|5,36|5,45|5,34 (5,68 5,42 |5,44|2,23]0,35|0,36|0,37|0,37|0,35|0,37 | 0,37 | 0,36 | 2,62
Triptofan |17,02|5,60|5,86|5,98 (6,01 |6,02|5,89|6,46|5,89(2,67]0,33|0,35|0,34|0,35|0,35(0,35|0,38 |0,345| 2,42
Izoleucin |17,43|5,39|5,86|6,01|6,10 (6,18 6,33 (6,63 |6,25|3,88]0,34|0,36|0,38|0,37 (0,39 (0,38 (0,41 0,39 | 3,93
[OPA]/[aminosav]=67/1; 1=2-10"° mol/10 pl
Aszparaginsav| 4,00 |3,35(3,57|3,95(4,12 (4,45|4,64|4,69|4,48| 5,8 |0,27|0,31|0,33|0,36|0,38|0,39(0,41|0,38| 5,4
Glutaminsav | 4,93 |4,10|4,30|4,65(4,70|4,93|4,97 |5,07 | 4,86|3,72]0,36|0,36|0,37(0,39|0,40|0,39(0,41| 0,39 3,78
Aszparagin | 9,57 |3,90(4,25|4,54|4,64 (4,70 |4,67|4,89|4,69|2,73]0,28(0,33|0,34|0,35(0,35|0,35|0,35 (0,34 | 1,28
Glutamin |10,35]5,70|5,82|5,90(5,70|5,80|5,83|6,04 |5,85|1,95]0,36|0,38|0,38|0,40|0,37|0,38 (0,38 0,38 2,57
Szerin 11,19]4,56|4,58|4,56 | nal |4,54|4,53(3,72|4,55|0,420,33|0,33/0,32| na |0,32(0,32|0,26|0,32 (1,69
Treonin  [12,17]4,46|4,89|5,29(5,25|5,51|5,50|5,67 |5,44|3,18]0,31|0,33|0,35(0,36|0,38|0,38 (0,38 0,37 | 3,82
Arginin  [13,67]5,02|5,09|5,08| na |5,06|5,07|4,89|5,06|0,53]0,33|0,34|0,34| na |0,33|0,34(0,33|0,33|1,63
Tirozin 14,90]15,20(5,22|5,28| na |5,23|5,21|5,30|5,24|0,77]0,32(0,33/0,33| na |0,33|0,32(0,32{0,32|1,68
Alanin 15,08]5,05(5,11|5,31| na |5,34(5,30|4,78|5,22|2,53]0,34(0,35/0,37| na |0,37|0,37(0,33{0,35|4,95
Metionin  |16,63]6,42|6,62|6,92|6,87 |6,63 (6,69 (6,62 |6,68|2,52|0,40|0,40|0,42(0,41|0,41|0,40|0,42|0,40|2,20
Valin 16,8015,62(5,72|5,87| na |5,88(5,85|5,63|5,76|2,0910,33(0,34/0,34| na |0,35/0,34(0,34{0,34|1,86
Triptofan  |16,83|5,26(5,37|5,51|5,49 (5,22 (5,45|5,67|5,42|2,85]0,33{0,30|0,33|0,31|0,32|0,31{0,33|0,31| 3,81
Izoleucin |17,23]6,30|6,36|6,80|6,79|6,69 (6,93 |6,86|6,67|3,71]0,34|0,34|0,37(0,37(0,37(0,37|0,39|0,37| 2,39
Fenilalanin |17,39]5,35|5,33|5,40| na |5,48|5,49|5,44|5,41(1,22|0,33|0,34|0,35| na |0,35/0,34|0,33|0,34 (2,63
Leucin 17,5715,51(5,59(5,75| na |5,77|5,74|5,57 |5,65|1,96]0,36|0,37 (0,36 | na |0,36|0,36|0,34|0,36 2,74
[OPA]/[aminosav]=15/1; 1=2-10"0 mol/10 pl
Aszparaginsav| 4,00 |2,37(2,72|3,35|3,46 (4,08 4,54 4,54 |4,54| - ]0,20(0,25|0,29/0,31|0,35|0,41{0,38|0,39| 5,4
Glutaminsav | 4,93 |3,11|3,52|4,11(4,23|4,75|4,99 4,92 |4,88|2,52]0,25|0,29|0,34(0,35|0,38|0,41 (0,39 0,39 3,88
Aszparagin | 9,57 |2,98(3,62|4,28|4,38|4,66 |4,78|4,78|4,74|1,46]0,23{0,27|0,32|0,33(0,35|0,36|0,35 (0,35 | 1,63
Glutamin [10,35]4,76|5,65|5,73(5,92|5,69|5,80|5,74|5,75|1,65]0,33|0,38|0,39|0,41|0,39|0,40 (0,40| 0,39 2,65
Treonin  (12,17]3,34|4,21|4,72{5,00|5,24|5,40|5,25|5,29|1,69]0,24|0,30{0,33/0,360,38|0,39(0,38|0,38| 1,50
Metionin  |16,90]5,77|6,09|6,51 (6,38 |6,47|6,58|6,32|6,45|1,60]0,34|0,39|0,41{0,40|0,40|0,41{0,39| 0,40 2,23
Triptofan  |17,10|4,56(4,93|5,12|5,15|5,21{5,13|5,41|5,15|3,00}0,26{0,28|0,30|0,30|0,29|0,30{0,30|0,29| 1,50
Izoleucin  |17,50]4,87|5,47|6,05 (6,27 |6,57|6,59 (6,74 |6,54|3,00]0,27|0,31|0,34(0,35|0,35|0,36 {0,37|0,35| 2,67

Jelolések, mint az 1.-16.

figyelembe.

tablazatoknal, valamint a délt betiivel szedett értékeket az atlagszamitasnal nem vettiik

Megjegyzés: Mérési koriilmények: O-2 és E-2 oszlopok, 50 °C, Iml/perc. Operc: 70 % A-eluens + 30 %
B-eluens; 1-6 perc: 50 % A-eluens+50 % B-eluens; 11-16 perc: 70 % B-eluens+30% ACN; 17-25 perc: 70 %
A-eluens+30 % B-eluens
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18. tablazat: Az alanin és lizin OPA/MPA-, OPA/N-acetil-L-cisztein (NAC)-, OPA/MCE-,
OPA/ET- és OPA/ 2-merkaptoetanszulfonsav- (MESNA) szarmazékainak stabilitasa a reak-

ci6idé fliggvényében, ultraibolya (UV) ¢és fluoreszcens (Fl) detektalasok alapjan
{OPA/RSH=1/3, 80 (V/V) % metanoltartalom, pH=9,3}
Aminosav Ret. id69, o h Valaszjel ', %
Detektalas— perc| max', M| Fl | uv
OPA/MPA
Reakci61do, perc— 7 47 307 7 47 | 307
Alanin | 1082 | 334 100 | 100 [ 100 | 100 | 100 | 100
ie/pmol' 435 | 433 |4,08 0,36 0,36 | 0,34
Lizinl 10,95 343 293 | 3,27 |(13,28] 0,10 1,21 | 5,72
Lizin2 11,43 334 88,46| 84,61 |54,50| 93,35 |89,88|76,34
Lizin3 11,55 339 8,61 | 12,11 |32,22] 6,55 8,91 |17,94
ie/pmol 1,81 1,82 2,17 0,72 0,73 | 0,71
OPA/NAC
Reakci6ido, perc— 7 47 267 7 47 | 267
Alanin | 10,77 | 334 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
ie/pmol 3,66 | 3,66 | 3,67 0,39 0,39 | 0,41
Lizinl 11,22 334 97,15| 95,09 |87,30| 99,78 |99,21|95,83
Lizin2 11,33 339 2,85 | 491 |12,70] 0,22 0,79 | 4,17
ie/pmol 1,52 154 | 1,55 0,77 0,75 | 0,75
OPA/MCE
Reakci6ido, perc— 7 47 220 7 47 | 220
Alanin | 1153 | 334 100 | 100 [ 100 | 100 | 100 | 100
ie/pmol 460 | 432 | 331 0,34 0,32 | 0,24
Lizinl 12,20 339 069 | 137 |399| 542 |9,88 20,37
Lizin2 12,30 334 081 094 | 342 5,08 5,71 114,50
Lizin3 12,63 339 0,16 | 0,48 1,70 0,09 0,17 | 0,65
Lizin4 12,80 334 94,44| 9353 |87,16| 87,00 |81,57|60,37
Lizin5 13,02 343 390 | 3,69 |3,74 2,41 2,68 | 4,11
ie/pmol 258 2,35 |153| 0,63 |0,60]0,48
OPAJ/ET
Reakci6ido, perc— 7 47 180 7 47 | 180
Alanin | 1212 | 334 100 | 100 [ 100 | 100 | 100 | 100
ie/pmol 529 | 5,27 |5,28 0,35 0,36 | 0,35
Lizinl 1428 | 334 100 | 100 [ 100 | 100 | 100 | 100
ie/pmol 598 | 594 | 572 0,69 0,70 | 0,69
OPA/MESNA
Reakci61d0, perc— 7 47 140 7 47 | 140
Alanin | 10,88 | 334 100 | 100 [ 100 | 100 | 100 | nal
ie/pmol 2,77 2,72 2,71 0,39 0,40 | na
Lizinl 11,43 \ 334 100 100 100 100 100 | na
ie/pmol 129 129 |1,30 0,78 | 0,79 | na

Jelolések, mint az 1.—17. tablazatoknal.

Megjegyzés: E-2 és O-2 oszlopok, [OPA]/[amin]=40/1, 1=1-10"° mol/10ul, 50 °C, 1 ml/perc. Gradiens: 0 perc:
100 % A-eluens ; 10-11 perc: 100 % AcN;12-20 perc: 100 % A-eluens.
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19. tablazat: Az alifas monoaminok OPA/MCE-szarmazékainak stabilitasa a reakcidido és a
reagensosszetétel fliggvényében, ultraibolya (UV) és fluoreszcens (F1) detektalasok alapjan

Vialaszjel', %
Molarany— Ret. OPA/MCE=1/3 OPA/MCE=1/50
Detektalds— |; 14q | Mmax', FI uv FI uv
Reakci6ido, perc| nmj
perc— 7 |47 | 87 7| 47 87 |15| 7 | 47 | 87 |15| 7 | 47 | 87
Amin]
Metilaminl |2,05| 334 |99,4/100| 100 98,5/ 96,3 | 90,0 |100| 100 | 100 | 100 |100| 100 | 100 | 100
Metilamin2 |4,31| 334 |0,6 [nkk| nk |1,5| 3,7 10,0 |nk| nk | nk | nk | nk| nk | nk | nk
ie/pmol' 0,62|0,03|0,0024]0,13|0,0054/0,00066]5,00| 4,20 | 1,10 | 0,35 ]0,30/ 0,25 | 0,07 | 0,02
Etilaminl |2,58| 334 [99,4(99,3| 100 |98,0| 98,6 | 97,4 [99,1/99,5|99,9| 100 99,3/ 99,3 | 100 | 100
Etilamin2 [3,49| 334 | nk |nk| nk |nk| nk nk ]09(051|01]|001]0,7|07]|00]|0,0
Etilamin3 |6,15| 334 |0,6(0,7| 0,0 |2,0| 1,4 26 |nk| nk | nk|nk|nk|nk | nk]| nk
ie/pmol 1,80(0,46| 0,13 0,25 0,10 | 0,03 |4,65/4,05|1,47|0,61]0,27/0,24 (0,08 | 0,03
Etanolaminl |[1,60| 334 |99,4/99,1| 98,7 [98,9 98,4 | 97,1 |nal| na | na | na |na| na | na | na
Etanolamin2 |2,19| 334 |0,6(0,9| 1,3 |1,1| 1,6 29 |na|na|na|najfnaflna| na| na
ie/pmol 1,38/0,64| 0,30 10,32| 0,16 | 0,06 |na| na | na | na|na|na | na| na
n-Propilaminl{3,48| 334 |0,1|1,3| 29 |0,1| 1,3 3,0 199,4/99,3(99,3|99,4/98,9/98,7|99,0| 99,4
n-Propilamin2| 4,88 | 334 |13,7|21,3| 30,8 13,6/ 21,6 | 30,1 |nk | nk | nk | nk | nk| nk | nk | nk
n-Propilamin3|5,74| 334 |86,2(77,4| 66,3 |86,3 77,1 | 66,9 |06| 0,7 (0,7 |06 |1,1| 13| 10| 0,6
ie/pmol 2,01|1,03| 0,61 0,39 0,20 | 0,12 16,81|5,95|2,43(1,03]0,39/0,34|0,14| 0,06
i-Propilamin1|3,31| 334 [100|{100{ 100 [100{ 100 | 100 ]99,5/99,4|99,4|99,6 |98,6/98,6 |98,7|98,4
i-Propilamin2|5,38| 334 | nk [nk| nk | nk| nk nk ]105/06 06|04 ]|14[14]13]|16
ie/pmol 1,98/1,59| 1,30 |0,39| 0,32 | 0,26 |4,45/5,44|2,71|1,31]0,26/0,32|0,16 | 0,08
n-Butilaminl [5,05| 334 |7,6|12,8/ 20,9 |8,1| 13,4 | 21,1 99,6/ na |99,9/99,9]99,1| na | 100 | 100
n-Butilamin2 {5,62| 343 |0,2|15| 3,1 |0,1| 1,2 3,9 nk| na | nk | nk |nk| na | nk | nk
n-Butilamin3 | 8,68 | 334* |92,285,7| 76,0 |91,8/ 854 | 750 |0,4| na | 0,1|0,1]09| na | 0,0 | 0,0
ie/pmol 1,42|0,67| 0,35 10,28 0,13 | 0,07 |5,51] na |1,38|0,59]0,32| na [0,08]| 0,03
i-Butilaminl {3,36| 334 |0,8(1,3| 19 |0,9| 1,3 22 |nk|nk|nk|nk|nk| nk | nk | nk
i-Butilamin2 (4,48| 334 | nk [nk| nk |nk| nk nk |36(11,1/14,3|17,113,8|11,7|14,1|17,8
i-Butilamin3 |4,85| 334 [98,698,2| 98,0 |98,2| 97,5 | 96,6 [96,4/88,9|85,7|82,9]96,2|88,3|85,9 82,2
i-Butilamin4 (8,32| 334 |0,6(0,5| 0,1 |0,9| 1,2 1,2 |Ink| na | nk | nk |nk| nk | nk | nk
ie/pmol 1,66/0,91| 0,54 10,32 0,18 | 0,10 |6,30/6,13|3,12|1,62]0,37/0,35(0,17| 0,09
s-Butilaminl {3,36| 334 |1,2|13| 14 |14| 14 14 |nk| nk | nk | nk |nk| nk | nk | na
s-Butilamin2 |4,41| 334 |98,5(98,3| 98,3 |97,7| 97,6 | 97,8 99,4/ 100 {99,3| nk [99,0| 100 |98,7| na
s-Butilamin3 |7,66| 330€ | 0,3|0,4| 0,3 |0,9| 1,0 0,8 |06/00(07| nk |10/00] 13| na
ie/pmol 1,86|1,65| 1,50 |0,37| 0,32 | 0,29 |7,33/7,49|4,48| nk |0,41/0,42(0,25| na
t-Butilaminl |3,47| 334 |9,7|53| 59 |1,3| 05 0,6 na|nk | nk | nk|na|nk | nk | nk
t-Butilamin2 {4,10| 339 ]90,3|94,7| 94,1 ]98,7| 99,5 | 99,4 | na | 100 | 100 | 100 | na | 100 | 100 | 100
ie/pmol 0,11/0,17| 0,16 |0,16| 0,25 | 0,22 | na |0,045/0,091/0,085| na |0,025|0,046|0,041

Jeldlések, mint az 1.—18. tablazatoknal, valamint ©=és/vagy 334 nm;
Megjegyzés: [OPA]/[MCE]/[amin]=20/60/1; 1=1-10"° mol/10 pl.

62



20. tablazat: Az alifas monoaminok OPA/ET=1/10 mdlaranyu {80 (V/V)% metanoltartalmu,
pH=9,30} reagenssel képzett szdrmazékainak stabilitasa a reakcididd fiiggvényében, ultraibo-
lya (UV) és fluoreszcens (F1) detektalasok alapjan

) Ret. id69,| Amax", nm Vilaszjel ', %

Aminosav | perc | = OV
Reakcioido, perc — 1,5 2 180 | 360 | 1,5 2 180 | 360
Etanolaminl | 3,74 334 99,55/99,58{99,62|99,23|99,68 | 99,65 |99.67 | 99.27
Etanolamin2 | 4,89 343 045|042 |0,38|0,77]0,32 | 0,35 | 0.33 | 0.73
integratoregység/pmol 6,03 | 6,06 | 6,16 | 5,81 | 0,40 | 0,39 | 0,41 | 0,41
Metilaminl 4,06 339 nkX | 0,40 | 4,49 | 6,04 | nk | 0,13 | 3.94 | 6.05
Metilamin2 5,24 334 99,84 199,50 |94,75(92,54199,82 (99,85 | 95.35 | 92.69
Metilamin3 8,96 343 0,16 | 0,0 | 0,76 | 1,43 1 0,18 | 0,02 | 0,72 | 1,26
integratoregység/pmol 6,39 | 6,42 | 6,64 | 563 | 0,42 | 0,42 | 0,42 | 0,42
Etilaminl 4,89 339 nk | 0,01 ]090 198 nk nk | 0,69 | 1,70
Etilamin2 6,04 334 99,88199,95|98,76 197,52 99,97 99,91 | 99,20 | 98,01
Etilamin3 10,44 343 0,12 | 0,04 | 0,34 | 0,50 | 0,03 | 0,09 | 0,11 | 0,29
integratoregység/pmol 539 | 543 | 546 | 5231034 |0,35|035]| 0,35
n-Propilaminl| 5,18 339 0,06 | 0,05 0,89 | 219 | nk nk | 0,51 | 1,50
n-Propilamin2| 7,22 334 99,89199,90 /98,86 [97,30| 100 [99,9999,30|98,16
n-Propilamin3| 11,98 343 0,06 | 005|025|{051| nk | 001019 ]0,34
integratoregység/pmol 6,85 | 6,93 | 6,96 | 6,80 | 0,44 | 0,44 | 0,44 | 0,44
i-Propilamin18| 7,03 | 334 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
integratoregység/pmol 464 | 559 | 647 | 585 0,34 | 0,37 | 0,42 | 0,43
n-Butilaminl | 6,05 339 0,04 1005|059 |112 ]| nk nk | 0,47 | 0,89
n-Butilamin2 | 8,72 334 99,95|99,90 99,20 98,4499,91 (99,93 (99,38 | 98,77
n-Butilamin3 | 13,78 343 0,01 005 |0,21|0,4410,09]| 007|015/ 0,34
integratoregység/pmol 6,14 | 6,24 | 6,21 | 5,62 | 0,40 | 0,40 | 0,40 | 0,40
i-Butilaminl | 6,06 339 nk | 0,01 051|163 | nk nk | 0,43 | 1,18
i-Butilamin2 | 8,46 334 99,98 199,97 | 99,3 [98,01]99,96 (99,98 (99,44 | 98,48
i-Butilamin3 | 13,04 343 0,02 0,02 |0,18|0,35]| 0,04 | 0,02 | 0,13 | 0,34
integratoregység/pmol 6,11 | 6,16 | 5,67 | 5,25 | 0,40 | 0,40 | 0,40 | 0,41
n-Amilaminl | 6,49 339 nk nk {038 13| nk nk | 0,19 | 0,94
n-Amilamin2 | 10,02 334 100 | 100 [99,52|98,47| 100 | 100 |99,74|98,82
n-Amilamin3 | 15,03 343 nk nk | 0,10 | 0,18 | nk nk | 0,07 | 0,25
integratoregység/pmol 6,12 | 598 | 5,62 | 5,62 | 0,40 | 0,40 | 0,40 | 0,40
i-Amilaminl 7,29 339 nk nk | 0,75|253| nk nk | 0,53 | 1,92
i-Amilamin2 | 10,06 334 100 | 100 |99,11/97,471 100 | 100 |99,42|98,08
i-Amilamin3 | 15,74 343 nk nk | 0,13 | nk nk nk | 0,05 | nk
integratoregység/pmol 595|582 |535|5041]041 | 0,40 | 042|042

Jelolések, mint az 1.-19. tablazatoknal, valamint S=a valaszjelek 7 perc utan érik el a maximumot: Fl: 6.30 és
UV: 0.41 ie/pmol.

Megjegyzés: [OPA]/[amin]=70/1; 1=1-10° mol/10 pl; Mérési koriilmények: O-2 és E-2 oszlopok, 50 °C ,
1 ml/perc, gradiens: 0 perc: 50 % B-eluens+50 % AcN; 57 perc: 30 % B-eluens + 70 % ACN; 8-16 perc: 50 %
B-eluens+50 % AcN;
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21. tablazat: A n-hexil-, n-heptil-, n-oktil- és S-feniletilamin OPA/MPA=0OPA/NAC=0PA/MCE=0OPA/ET=1/3 molaranyu (pH=9,30) reagensekkel
képzett szdrmazékainak stabilitasa a reakci0id6 fliggvényében, ultraibolya (UV) és fluoreszcens (F1) detektalasok alapjan

Amin] Amax", OPA/IMPA OPA/NAC OPA/MCE OPAJET
nm] | Ret. id69, Fl vélaszjel', % Ret. id0, Fl véalaszjel, % Ret. ido, Fl valaszjel, % Ret. ido, Fl vélaszjel, %

Reakci6idd, perc — perc, | 15| 7 | 60 [180|360] perc |15| 7 |180|360| perc |15| 7 |30 |60 |180] perc (15| 7 | 30 |60 ] 3
n-Hexilamin 1 334 6,18 [99,4/84,2/64,4|516|39,4] 3,66 |100|98,2/84,5|78,1|] 4,70 |99,5(99,3|99,1|98,7|98,1] 3,55 |100|100| 100 |100]|100
n-Hexilamin 2 339 5,70 0,6 [15,8|35,6/48,4/606] 351 |00|18]155]|219] 59 |05]0,7/09]13|19 nk*| nk | nk | nk | nk
integritoregység/pmol FI 6,186,67/6,99(7,84|6,10 4,68]4,73/5,21]4,80 4,84|4,58|3,23|2,24/|0,28 5,47(5,53| 5,47 |5,26|5,12
uv 0,4710,55]0,59]0,590,59 0,52|0,51/0,51]0,47 0,34/0,31/0,22]0,15]0,02 0,35/0,36| 0,36 |0,33|0,32

n-Heptilaminl 334 8,84 |97,7|89,5/66,3|40,4|256] 4,67 |993|97,6/76,7|67,2] 6,01 |99,5/99,4/99,4/99,4/99,0] 6,43 |100|100| 100 100|100
n-Heptilamin2 339 7,93 2,3 110,5|33,7/59,6|744] 430 |0,7|24]233|328] 7,79 |05|06|06|06] 1,0 nk | nk | nk | nk | nk
integritoregység/pmol FI 4,96(4,72|5,29]4,553,20 3,30/3,32|3,89 /3,60 5,46|5,49/5,19/4,80(3,59 6,08]6,03| 6,05 |5,94|5,27
uv 0,3810,39/0,39]0,320,22 0,36/0,39/0,38]0,35 0,38]0,37/0,35]0,33]0,25 0,39]0,39| 0,39 ]0,38|0,34
n-Oktilaminl 334 13,13 |98,0/89,1169,2|44,0{30,0] 6,37 [99,6/97,8/70,6/57,2] 7,61 [99,0/99,1/98,9(98,9|98,7] 7,86 [99,6/99,5|99,5(99,5/99,8
n-Oktilamin2 339 11,50 |2,0]10,9/30,8(56,0{70,0] 582 |04]22]|294|428] 998 |10/09]11|11)13]| 10,16 |0,4/05] 05 ]05]|0,2
integratoregység/pmol FI 4,37(4,37]4,91|3,67|2,58 3,27|3,32|3,81 3,50 5,46|5,49|5,19|4,80(3,59 5,90(5,80| 6,07 |5,85|5,47
uv 0,35/0,36/0,36/0,36 /0,18 0,36/0,36/0,38]0,35 0,38]0,37/0,35|0,33|0,25 0,39/0,40| 0,40 |10,38]0,37
S-Feniletilaminl 334 7,85 196,5|92,3/59,6|255(11,7] 5,03 |98,0/96,3/70,0|55,0] 3,41 |99,0/99,2|98,8/98,6/98,3] 3,31 |100|99,9| 99,9 |99,9|99,6
S-Feniletilamin2 339 8,43 35|77|40,4|745|883] 627 |20]3,7(300(450| 400 |10/08(|12|14|17] 58 |nk|01]| 01 |01|04
integritoregység/pmol FI 5,69|5,93/6,51(5,39 2,40 3,73|3,78|3,94 3,78 5,19|4,33|3,59/2,58|0,43 6,03]6,07| 5,98 |5,95|5,66
uv 0,35/0,35/0,36/0,29 /0,13 0,38/0,40/0,38 /0,38 0,37/0,34/0,26/0,18|0,04 0,41/0,41| 0,40 |0,40/0,38

Jel6lések, mint az 1.-20. tablazatoknal.

Megjegyzés: [OPA]/[amin]=20/60/1; 1=1-10"° mol/dm3;

Az elvalasztas korilményei: OPA/MPA-reagens: 30°C, 1 ml/perc, 30 % A-eluens + 70 % AcN, izokratikusan, O-1 és E-1
oszlopokkal. OPA/NAC-reagens: 30 °C, 1 ml/perc, O-1 és E-1 oszlopokon, gradiens: Operc: 50 % A-eluens + 50 % MeOH; 3-10 perc: 20 % A-eluens + 80 % MeOH; 11-18 perc:
50 % A-eluens + 50 % MeOH; OPA/MCE-reagens: 30 °C, 1,2 ml/perc, O-2 és E-1 oszlopokon; 50 % B-eluens + 50 % AcN izokratikusan; OPA/ET-reagens, 30 °C, 1,2 ml/perc, O-1
és E-1 oszlopokon, 30 % B-eluens + 70 % AcN.
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22. tablazat: A n-hexil-, n-heptil-, n-oktilamin, glicin és alanin OPA/MPA=1/50 moélaranyu, kiilonb6z6 pH-értékii reagensekkel képzett szarmazékai-
nak stabilitdsa a reakci6ido fliggvényében, ultraibolya (UV) és fluoreszcens (F1) detektalasok alapjan

_ . R.et,; A Valaszjel', %
Amin/aminosav) plsrocg,l nm) pH=8,80 pH=9,30 pH=9,75 pH=10,25

Reakcioid6, perc — 7 60 | 180 | 360 7 60 | 180 | 360 7 60 | 180 | 360 7 60 | 180 | 360
n-HexilaminO 2,09 343 | 4,16 | 155|312 | 976 | 41 | 106 | 252|390 38 | 75 | 114|227 1,1 | 21 | 41 | 6,6
n-Hexilaminl 4,56 334 | 958|835 |669| 20 959|886 | 734 |597]9,1|915|875]|762]989|97,9| 959 | 934
n-Hexilamin2 4,17 339 |004| 10 | 19 | 04 | nkk| 08| 14 | 13|01 | 10| 11 | 11 nk nk nk nk
integritoregység/pmol Fi 2,05 | 438 | 4,46 | 495|398 | 5,03 |5,19 |536|502]|500 492|486 | 4,77 | 489 | 486 | 4,79
uv 019]0,29|0,32|0,34]0,28|038]|039]|044]0,70|037]|0,371|037]0,37|036 | 0,36 | 0,36
n-HeptilaminO 2,56 343 | 35 | 130 | 257|941 41 | 79 |20,2|325)] 30 | 82 |179|215] 29 | 44 | 6,1 | 88
n-Heptilaminl 6,71 334 | 96,4856 |720| 51 |98 911|781 |659]96,8 903|804 |769]971|948 | 92,7 | 90,2
n-Heptilamin2 6,10 339 01|14 |23 |081]01 |10 17|16 ] 02 | 15| 1,7 | 16 nk 08 | 1,2 1,0
integratoregység/pmol Fi 2,63 | 461|479 |492|4,48|5,20 | 5,16 | 515|540 | 508 | 4,72 | 462 | 529 | 532 | 5,16 | 4,26
uv 01903303 |03)]033|0,39]|0,38|0,38]0,42|0,38| 0,36 |0,37]0,40/0,39| 0,39 | 0,40
n-OktilaminO 3,25 343 21 (115|288 |9,3)| 24 | 68 |218|375| 15| 65 |162 (221|108 | 19 | 39 | 69
n-Oktilaminl 9,95 334 | 978|870 (689 | 41 |975|922| 76,3 | 6081|984 | 920|820 | 76,2]992|975 ]| 952 | 92,1
n-Oktilamin2 9,11 339 01|15 |23 |061]01}|10 19| 1701 | 15| 18 | 1,7 nk 0,6 | 09 1,0
integratoregység/pmol Fi 254 | 451 | 4,67 | 565|427 |49 | 458 | 433 | 5,16 | 4,28 | 4,14 | 393 | 5,31 | 5,09 | 488 | 3,98
uv 01903035 |039]0,32|037]034|032]039|036|031|029] 09 |03 0,37 | 0,30
Glicin0 2,12 343 1,2 | 102|232 | 439 )| nad | 74 | 16,0 | 26,8 | na na na na 02 | 07 | 15 | 28
Glicinl 2,90 334 1988|898 | 768|561 na | 926|840 | 73,2 ] na na na na | 99,8993 | 985 | 97,2
integratoregység/pmol Fi 320|459 | 442 | 442 | na | 4,70 | 451 | 439 | na na na na | 480 | 4,68 | 456 | 4,40
uv 0,26 1039|039|039)] na |041|041|039]| na na na na | 090|038 | 0,38 | 0,36
Alanin0 2,65 343 05 | 25 57 | 12,3 ] na 2,1 52 9,0 na na na na 00| 01 0,3 0,4
Alaninl 4,75 334 | 995|975 (943|877 na | 979|948 | 91,0 | na na na na | 100 | 99,9 | 99,7 | 99,6
integratoregység/pmol Fi 089]29 | 383|406| na |423]| 423|423 ]| na na na na | 3,83 | 4,24 | 4,23 | 4,23
uv 0,08 0,26 |034 |03 ] na |037]|037]|037]| na na na na | 0,34 | 0,38 | 0,37 | 0,37

Jelolések, mint az 1.-21. tablazatoknal.
Megjegyzés: [OPA]/[MPA]/[A]=20/1000/1; 1=1-10"° mol/dm?
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23. tablazat: A n-hexil-, n-heptil-, n-oktil- és S-feniletilamin, OPA/NAC=0OPA/MCE=0OPA/ET=1/50 molaranyt, pH=8,8 és/vagy 9,3 értékii reagen-
sekkel képzett szarmazékainak stabilitdsa a reakci6ido fiiggvényében, ultraibolya (UV) és fluoreszcens (F1) detektalasok alapjan

3 h OPA/NAC OPA/MCE OPA/ET
Amin| max - Ret. Vilaszjel', %, | Ret. Viélaszjel, % Ret. Vilaszjel, %
nmy id6s, hH=8,80 ids, pH=8,80 pH=9,30 ids, pH=8,80 pH=9,30

Reakcioidd, perc—  |perc || 7 |60 (180[300 | 15 | 7 |30 120[180|15| 7 |30 (120180 /15| 7 |30 120[180| 15 | 7 | 30120180
n-HexilaminO 343 1 705|0,211,4/3,116,8]3,87| nk | 0,11(0,5(3,5[11,5] nk|nk |nk|nk|nk] 3,67 |nk|nk|nk|[0,1|0,4] nk |nk|nk|nk|nk
n-Hexilaminl 334 | 9,68 [99,897,995,591,5] 4,71 | 99,5|99,4/98,895,888,0199,4/99,398,197,699,7] 5,34 |100{100|100(99,999,6 100 {100/100{100|100
n-Hexilamin2 339 | 7,53 | nkk|0,7|1,4(1,7]1590| 05 |05/0,7/0,7/05]0,6/0,7/1,9(2,4/0,3 nk|nk|nk|nk|nk] nk |nk|nk|nk|nk
integratoregység/pmol FI 0,8412,022,472,57] 1,7912,39(3,232,2911,12|4,8844,46/3,572,230,70 4,074,594,684,654,55] 5,23 |5,455,445,215,14
uv 0,1210,280,350,36) 0,12/1,16/0,230,16/0,08]0,330,320,250,150,05 0,300,330,330,320,32] 0,32 0,3410,3410,330,32

n-Heptilamin0 343 17,30 |0,11(0,8(1,4(/1,3]456|0,3|0,4(0,8(2,1/6,0] nk|nk|nk|nk]|nk nk|nk|nk|nk|nk] nk | nk|nk|nk|nk
n-Heptilaminl 334 110,35(99,9(98,193,8091,7] 5,83 | 99,399,097,6/95,7/92,6]99,599,699,298,698,3] 6,68 {100{100|100{100|100] 100 {100/100{100|100
n-Heptilamin2 339 | 808 | nk {1,1{48(70]7,48| 04 (061(16(2,2(1,4]0,5/0,4/0,8(1,4(1,7 nk|nk|nk|nk|nk] nk |nk|nk|nk|nk
integratoregység/pmol Fl 0,83[1,9612,272,50 1,89(2,753,753,11{1,85]5,615,295,094,76{4,03 4,404,614,784,884,70] 5,79 |5,985,995,645,53
uv 0,11/0,280,35/0,35 0,13/0,19/0,27/0,220,1310,37/0,37/0,350,320,28 0,320,33/0,34{0,33/0,32] 0,36 0,370,370,350,34

n-OktilaminO 343 | 893 (04 (2,2(4,1(70]587|02(04(06(1,4(3,2]1,4/1,4/1,2{1,0(0,7 nk|{nk|nk|nk|nk| nk | nk|nk|nk|nk
n-Oktilaminl 334 111,00(99,6(96,894,8092,0] 7,46 |98,9|98,497,595,693,3197,697,697,897,797,7] 7,86 {100{100|100{100|100] 100 {100/100{100|100
n-Oktilamin2 339 [10,83| nk |1,0/1,1{2,0]9,86|09|1,2(1,9|3,0/3,5]1,0/1,0{1,0/1,3|1,6 nk|{nk|nk|nk|nk|] nk | nk|nk|nk]|nk
integratoregység/pmol FI 0,892,3612,5572,60 1,79 (2,94 3,96/3,8972,98]5,655,46/5,285,194,86 4,494,764,94/4,924,61] 4,82 |5,975,87/5,475,29
uv 0,13/0,350,380,38, 0,12]0,20/0,280,270,21}0,380,380,37/0,350,32 0,33/0,34{0,36/0,34{0,32] 0,36 |0,370,37/0,340,33

S-Feniletilaminl 334 na |najnajnal341| na | na |na|na|na|99,599,098,198,0100] 3,37 {100{100(99,999,599,0] 100 {100(99,999,8099,7
[-Feniletilamin2 339 na|najnalna|4,00| na |na|najnaflnaf05(1,0/19(2,0 6,33 |nk|nk|0,1/0,5(1,0] nk | nk|0,1/0,2|0,3
integratoregység/pmol FI na (na|nalna na | na |na|na|na|5,364,903,732,250,59 4,554,734,7114,834,48] 5,79 16,085,985,745,65
uv na |na|naj|na na | na | na|nalnal0,370,350,200,16/0,04 0,35(0,35/0,35/0,35/0,33] 0,38 |0,390,390,380,37,

Jel6lések, mint az 1.-22. tablazatoknal.
Megjegyzés: [OPA]/[RSH]/[amin]=20/1000/1; 1=1-10"° mol/dm?;
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24. tablazat: A n-hexil-, n-heptil- és n-oktilamin kiilonb6z6 mennyiségének egyidejii meghatarozasa, OPA/ET=1/3 molaranyu reagens alkalmazasa-
val, ultraibolya (UV) és fluoreszcens (FI) detektalasok alapjan

Amin | Rf:l'irlldfg’ Detektalas | Integratoregység/pmol°
Injektalt mennyiség, pmol — 1800 900 450 225 1125 62,25 31,125 15,625 7,81 | atlag’P | RSD %
n-Hexilamin 558 Fl - 752 | 753 | 7,49 7,53 7,53 7,42 7,70 7,54 7,53 0,97
’ uv 0,52 0550 | 0550 | 0,50 0,51 0,50 0,51 0,51 0,52 0,51 1,64
n-Heptilamin| 7,00 Fl 5,95 589 | 587 | 578 5,79 5,70 5,40 5,46 5,43 5,70 3,7
' uv 0,40 039 | 0,39 | 0,38 0,38 0,36 0,36 0,36 0,38 0,38 3,9
n-Oktilamin 8.95 Fl 6,94 6,82 | 6,72 | 6,58 6,61 6,43 6,14 6,16 6,14 6,50 4,7
’ uv 0,47 046 | 045 | 0,44 0,44 0,44 0,42 0,43 0,41 0,44 4,0

Jel6lések, mint az 1.-23. tablazatoknal.
Megjegyzés: °=harom parhuzamos mérés alapjan; atlagP=atlagok, amiket a kovetkez6 molaranyokkal kaptunk: [OPA]/[amin]=7:1; 14:1; 28 :1; 56:1; 112:1; 224:1; 448:1; 996:1,
1982:1; [OPA]=1,86-10 mol/dm?.
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25. tablazat: A poliaminok OPA/MCE-szarmazékainak stabilitasa a reakcioidé és a reagensdsszetétel fiiggvényében, ultraibolya (UV) és fluoreszcens

(F1) detektalasok alapjan

Vilaszjel', %
Molarany—> OPA/MCE=1/3 OPA/MCE=1/50
Detektalas— Ret. id69, perc| Amad?, nm FI uv FI uv
Reakc‘/‘iﬁ?ﬁferc_’ 15 | 7 | 2714115 7 |27| 141 {15| 7 |27| 87 | 127 | 15 | 7 | 27|87 |127
Hisztaminl 8,55 334 88,9 |90,2/89,3(92,9/91,9] 94.4 |91,8 89,4 |84,1/85.2(86,9] 100 | 92,5 | 92,0 |92,0[93,0[94,9]97,9
Hisztamin2 9,19 348 11,1 |9,8(10,7[7.1]81| 56 |82| 10,6 |159(148[131] 00 | 75 | 80 |80/7,0(51|21
integratoregység/pmol 5,00 |4,39(3,11]0,74/0,29] 0,25 |0,18] 0,04 |4,61/4,09[2,83] 0,27 | 0,20 | 0,25 |0,23[0,15/0,01[0,01
BHMTALY 8,62 334 39 3225|0725 23 |15] 00 [36]31]22] 07 | 01 | 2,7 |23]17]040,0
BHMTA2 9,62 334 25 [20/1,7]/05/05| 07 |00| 00 |26]22|16] 06 | 00 | 3,3 |18|14|05|0,0
BHMTA3 10,92 334 18 |11(1,2[13(36| 28 |35| 41 |18(20(28] 27 | 31 | 50 |53|72|7.2]7.9
BHMTA4 11,60 334 90,2 |91,5[92,7(95,5/90,7| 92,2 |93,6] 94,8 |89,1/89,6(89,3] 90,1 | 88,4 | 87,4 |88,0/86,586,2(83,6
BHMTAS 12,09 334 17 [22]19(20[27] 20 |15] 1.1 |30(31|41| 60 | 84 | 16 |26/32(57|85
integratoregység/pmol 590 |6,34|5,75/5,34/0,48] 0,47 |0.43] 0,40 |6,02/5.81/5,55] 4,77 | 3,98 | 0,49 |0,47]0,45/0,39|0,33
Agmatinl 9,85 334 95,2 [90,9]93,2[91,2[74,7] 75,3 |71,9] 64,7 |91,6/91,5[90,1] 86,7 | 80,1 | 76,1 |76,8/73,767,9/58,4
Agmatin2 11,25 334 48 |9.168]|88253 24,7 |28,1] 353 |8.4]85|99]| 133 | 199 | 23,9 [23,2[26,3[32,1[41,6
integratoregység/pmol 3,67 |3,28/2,56/0,56/0,25] 0,23 |0,18] 0,09 |3,92/3,85/2,83] 1,40 | 0,55 | 0,30 |0,28/0,21]0,11/0,04
Tiraminl" 9,83 334 99,4 |99,6/99,6/99,8/98,3] 98,7 198,4| 95,7 [99,0[98,5/98,4] 985 | nal | 98,1 |97,0[97,4/97,8] na
Tiramin2 11,25 334 06 |04|04|02|17| 13 |16| 43 |10|15|16] 1,5 | na | 1,9 |3.0]|26|22|na
integratoregység/pmol 6,07 |5,72/3,98]3,25/0,41 0,37 [0,26] 0,22 |6.33[5,864,31] 1,48 | na | 0,40 |0,36/0,26/0,09| na
Putreszcinl® 10,08 334 12 |1,4]16]16]40| 44 |50] 55 |15]15|1,5] 21 | 25 | 49 |49]50]66]8,.1
Putreszcin2 11,07 334 96,7 |96,4]96,1{96,2/94,1] 93,5 [92,9] 92,0 [95,2(94,9(94,0] 92,8 | 90,8 | 91,6 |91,2/90,087,8(84.8
Putreszcin3 1152 334 21 [22123]22119] 21 |21| 25 |33]36|45] 51 | 6,7 | 3,5 |39]50]|55|7.1
integratoregység/pmol 1,87 |1,95/1,90] 1,7 [0,44] 0,47 |0,46] 0,41 |2,762,81[2,92] 2,63 | 2,37 | 0,65 |0,67/0,66|0,63/0,57
Spermidinl 10,41 334 258 [256/20,6(17,6/9,3] 9.6 87| 65 [29.6(27.3[34,7] 722 | na | 13,2 |10,7]12,1]8,0| na
Spermidin2 16,05 334 742 |74.4]79,4(82,4(47,9] 43,6 |44,0] 46,9 |70.472,7(653] 27,8 | na | 43,3 (44,434,741 na
Spermidin3 11,67 334 0,0 |0,0/0,0]00 42,8 46,8 |47,3] 46,6 |0,0/0,0]0,0] 0,0 | na | 43,5 |44,9/53287.9] na
integratoregység/pmol 1,89 |1,47|1,29]1,21]0,28] 0,29 |0,27] 0,25 |1,992,05[1,60] 0,28 | na | 0,36 |0,35/0,31[0,19 na
Sperminl 10,41 334 72,4 |76,8(80,1|84,6/55,3] 56,8 66,1 75,2 |97,6] na |96,9] 940 | na | 90,2 | na |97,8[71,4] na
Spermin2 16,05 334 27,6 |23,2]19,9(15,4[44,7 43,2 [33,9] 248 |24|na |3.1] 6,0 | na | 98 |na|122[286| na
integratoregység/pmol 2,18 |1,82|1,41|0,90|0,17| 0,15 |0,10{ 0,06 |1,36| na |1,07| 0,38 na | 0,09 |na|0,07]0,03] na
Kadaverinl 10,44 334 06 |0,7108|06|36| 39 |47| 46 |12]|11]15] 1,2 | 1,3 | 58 |58|68|7,99,0
Kadaverin2 11,37 334 99,4 |99,3[99,2(99,4/96,4] 96,1 |95,3] 954 [98,8(98,9(98,5] 98,8 | 98,7 | 94,2 |94,2(932(92,1[91,0
integrétoregység/pmol 2,45 [2,84|2,78(2,59/0,34] 0,36 |0,36] 0,32 |2,75/2,832,68] 2,49 | 2,26 | 0,34 |0,35/0,34/0,32|0,29

Jelolések, mint az 1.—24. tablazatoknal, valamint BHMTA1-5%bisz(hexametilén)triamin.
Megjegyzés: '=OPA/MCE=1/3 molaranynal a reakcioidok rendre: 1,5 perc, 7 perc, 27 perc, 61 perc; S=OPA/MCE=1/3 moélaranynal a reakcioidék rendre

81 perc;

: 1,5 perc, 7 perc, 27 perc,
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26. tablazat: A biogén aminok OPA/ET=1/10 molaranyu, 20 (V/V)% metanoltartalmu, 9,3-as pH-értékii reagenssel képzett szdrmazékainak stabilitasa
a reakci6ido fliggvényében, ultraibolya (UV) és fluoreszcens (F1) detektalas alapjan

Amin| Ret. id69, Ao h Valaszjel', %
Detektalis— perc) | Mma<>nml &l Y
Reakci6idd, perc— 15 3 5 7 27 42 82 122 15 3 5 7 27 42 82 122
Spermidinl | 6,57 | 334 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
integratoregység/pmol 5,01 5,22 5,09 5,37 5,05 5,49 5,64 5,29 0,53 0,50 0,51 0,51 0,47 0,49 0,49 0,46
Reakci6idd, perc— 15 3 5 7 17 27 42 72 15 3 5 7 17 27 42 72
Sperminl | 6,62 | 334 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
integratoregység/pmol 0,019 0,021 0,018 0,021 0,019 0,015 0,016 |0,016 ] 0,0014 0,0016 0,0018 0,0012 0,0012 0,0012 0,0010 | 0,0002
Reakcididd, perc— 15 3 5 7 25 35 38 74 15 3 5 7 25 35 38 74
Putreszcinl 4,24 334 1,29 0,95 0,79 14 1,65 1,66 1,55 1,68 0,54 2,56 4,08 4,06 6,65 7,50 8,19 9,78
Putreszcin2 6,60 343 0,02 0,42 0,57 0,29 0,61 0,84 1,01 1,27 0,05 0,62 1,21 1,11 2,14 2,89 3,15 3,93
Putreszcin3 7,14 334 98,36 97,14 96,38 96,12 93,58 92,58 92,85 90,46 99,41 95,96 93,44 93,92 89,25 87,36 86,48 83,27
Putreszcing 12,97 339 0,33 1,49 2,27 2,19 4,16 4,92 4,59 6,59 0,00 0,86 1,28 0,91 1,96 2,26 2,18 3,02
integratoregység/pmol 4,27 4,01 3,79 3,68 3,23 3,11 2,60 2,45 0,69 0,64 0,62 0,58 0,52 0,50 0,45 041
Reakciidd, perc— 15 3 5 7 25 38 74 110 15 3 5 7 25 38 74 110
Hisztaminl 7,38 334 84,92 82,55 84,90 86,85 78,18 72,45 64,17 | 57,96 73,62 74,28 74,06 85,81 86,77 81,59 75,25 71,77
Hisztamin2 8,09 339 15,08 10,52 8,76 13,08 21,44 26,6 33,62 |38,75 23,93 5,95 48 4,19 13,04 17,53 22,55 24,04
Hisztamin3 12,03 339 0,00 6,02 6,16 0,05 0,15 0,35 0,72 121 1,43 19,59 20,01 0,00 0,00 0,22 0,71 111
Hisztamin4 12,21 339 0,00 0,91 0,19 0,02 0,22 0,61 1,49 2,08 1,01 0,18 1,13 0,00 0,19 0,67 1,49 3,08
integratoregység/pmol 5,86 6,46 6,4 5,69 4,82 4,36 3,11 2,17 0,31 0,39 0,40 0,27 0,23 0,2 0,13 0,08
Reakcididd, perc— 15 3 5 7 25 38 74 110 15 3 5 7 25 38 74 110
Kadaverinl 4,74 334 0,01 0,051 0,099 0,09 0,28 0,48 0,64 0,80 0,16 0,40 1,36 1,52 4,15 6,21 8,32 10,45
Kadaverin2 7,81 343 0,08 0,00 0,06 0,11 0,07 0,08 0,11 0,16 0,04 0,04 0,39 0,08 0,64 0,68 0,9 1,11
Kadaverin3 8,44 334 99,87 99,81 99,33 99,41 98,42 97,56 96,71 |95,95 99,74 99,45 97,8 98,02 94,03 91,55 88,64 85,84
Kadaverin4 16,12 343 0,04 0,14 0,52 0,39 1,22 1,87 2,53 3,09 0,07 0,12 0,44 0,37 1,17 1,55 2,14 2,6
integratoregység/pmol 8,33 8,04 7,60 7,70 6,73 6,21 5,98 549 0,65 0,63 0,60 0,60 0,54 0,54 0,51 0,48
Reakcididd, perc— 15 3 7 25 38 74 110 15 3 7 25 38 74 110
Agmatinl 8,21 339 1,52 3,59 8,38 18,00 23,03 35,92 44,47 2,34 2,03 522 13,29 17,07 27,84 35,04
Agmatin2 9,38 334 98,47 93,70 89,01 71,48 69,61 56,05 46,42 89,90 88,01 84,00 75,01 64,92 52,36 44,28
Agmatin3 12,06 334 0,02 2,70 2,56 10,11 6,95 6,80 7,62 7,76 9,92 10,69 11,08 17,3 18,4 18,8
Agmatin4 14,55 343 0,00 0,01 0,05 0,42 0,46 1,23 1,48 0,00 0,04 0,09 0,62 0,71 1,40 1,88
integratoregység/pmol 4,67 4,63 4,65 511 5,23 5,16 4,98 0,30 0,31 0,30 0,31 0,32 0,31 0,29
Reakciidé, perc— 15 3 5 7 25 38 74 110 15 3 5 7 25 38 74 110
Tiraminl [ 1057 | 339 6,99 8,13 11,66 14,42 24,82 30,39 39,54 | 45,66 4,20 6,81 9,93 12,1 21,55 26,36 34,84 40,43
Tiramin2 I 11,29 I 334 93,01 91,87 88,34 85,58 75,18 69,61 60,46 |54,34 95,80 93,19 90,07 87,90 78,45 73,64 65,16 59,57
integratoregység/pmol 7,13 7,31 7,31 7,31 7,62 7,67 7,77 7,68 0,48 0,49 0,49 0,44 0,45 0,45 0,44 0,44
Reakci6idd, perc— 15 7 27 42 62 82 122 15 7 27 42 62 82 122
1,7-Diaminoheptan] 5,41 334 0,66 0,43 0,63 0,65 0,98 0,64 0,59 0,63 0,36 0,70 0,73 1,37 0,76 0,82
1,7-Diaminoheptan2 12,41 334 0,38 0,34 0,38 0,38 0,34 0,39 0,43 0,35 0,27 0,40 0,30 0,23 0,57 0,17
1,7-Diaminoheptan3 13,16 334 98,96 99,23 98,99 98,97 98,68 98,97 98,98 99,02 99,37 98,9 98,98 98,4 98,67 99,01
integratoregység/pmol 5,59 5,44 5,13 4,98 4,86 4,55 3,34 0,41 0,40 0,38 0,36 0,36 0,31 0,23

Jelolések, mint az 1.-25. tablazatoknal.

Megjegyzés: E-1 és O-1 oszlopok, [OPA]/[amin]=30/1, 1=1-10"° mol/10 ul. 30 °C, 1 ml/perc. Gradiens a hisztamin, agmatin, tiramin mérésekor: 0 perc: 100 % B-eluens; 5-10 perc:
50 % B-eluens + 50 % AcN; 10,1-18 perc: 100 % B-eluens. Gradiens a putreszcin, kadaverin, 1,7-diaminoheptan, spermidin, spermin mérésekor: 30 % B-eluens + 70 % AcN
izokratikusan.
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27. tablazat: A biogén aminok OPA/ET=1/10 molaranyu {80 (V/V)% metanoltartalmu, pH=9,3} reagenssel képzett szarmazékainak stabilitasa a reak-
ci6id6 fiiggvényében, ultraibolya (UV) és fluoreszcens (F1) detektélds alapjan

Aminosav/amin| | Ret. id69, Wb am Vilaszjel', %
Detektalas— perc| max: FI uv
Reakci6id6, perc — 15| 3 7 |16 | 32| 64 | 91 | 175 364 | atlag |RSD%]| 15| 3 7 |16 | 32 | 64 | 91 | 175 364 |atlag| RSD%
Hisztaminl 3,40 334 [99,72/99,5299,14| nal |98,78| na |97,75/97,60/98,34 99,9899,77/99,91| na [99,36| na |99,07|98,26/|98,23
Hisztamin2 4,10 343 10,28/0,48(0,86| na [1,22| na [2,25(2,40|1,61 0,02|0,23|0,09| na |0,64| na |0,93(1,74|1,77
integratoregység/pmol 5,57|5,64|5,75| na |569| na |5,73|5,52|5,71| 566 | 1,52 |0,43(0,43(0,42| na |0,43| na |0,43|0,44|0,43|0,43| 1,34
Tiraminl 3,77 339 ]0,00({0,00({1,13| na [4,01| na |4,68|4,53|5,42 0,00|0,00|1,48| na |4,24| na |4,86|4,65|6,00
Tiramin2 4,30 334 ]99,8699,78/98,69| na [95,66| na [94,56(94,08(92,55 99,85/99,93/98,41| na [95,57| na |94,55/94,23|92,39
Tiramin3 6,25 343 10,16(0,22(0,48| na [0,33| na [0,76|1,392,03 0,15|0,07|0,12| na |0,19| na [0,59(1,12|1,60
integratoregység/pmol 5,60|5,59|5,66| na |5,88| na |5,91|5,84|5,01|5,75| 2,54 ]0,40|0,40(0,41| na [0,42| na |0,42]|0,42]|0,42|0,41| 2,39
Agmatinl 8,10 339 ]0,00{0,00{0,00| na {0,4| na [0,52(1,12|3,10 0,00|0,00/0,00| na |0,00| na | na |0,78|2,47
Agmatin2 10,24 334 100 | 100 | 100 | na (99,86 na |99,48/98,88/96,90 100 | 100|100 | na | 100 | na | na [99,22(97,53
integratoregység/pmol 5,03|4,94|5,20| na |5,16| na |4,74|5,32|5,38| 5,11 | 4,37 10,35/0,34|0,36| na [0,36| na | na |0,37]|0,38|0,36| 3,93
Putreszcinl 9,15 339 10,90(0,89(0,99|1,34({1,66|2,44| na | na | na 0,84/0,9210,90(0,90|1,08{1,65| na | na | na
Putreszcin2 9,57 334 199,10199,11(99,01/98,66/98,34/97,56| na | na | na 99,16/99,08/99,10/99,10(98,82|198,35| na | na | na
integratoregység/pmol 497(490(4,941497|498|4,96| na | na | na | 495| 059 |0,77(0,77(0,77(0,77|0,77/0,77| na | na | na |0,77| 0,00
Kadaverinl 9,45 339 10,10|0,16(0,55|0,57(1,34|2,78| na | na | na 0,00/0,00|0,02(0,39|2,66(2,66| na | na | na
Kadaverin2 9,96 334 199,9099,84(99,45|99,43/98,66/97,22| na | na | na 100 | 100 |99,98/99,62(97,34(97,34| na | na | na
integratoregység/pmol 11,87|11,85/11,81/11,99/12,10(12,04/ na | na | na |[11,94| 0,98 |1,17|1,16|1,14|1,18(1,15|1,15| na | na | na |1,16| 1,27
1,7-Diaminoheptanl | 10,13 339 ]0,07/0,11|0,21]|0,39|0,73|1,47| na | na | na 0,11/0,07|0,17|0,37|1,35{1,35| na | na | na
1,7-Diaminoheptan2| 10,88 334 199,93199,8999,79/99,61/99,27/98,53| na | na | na 99,8999,93/99,83/99,63(98,65/98,65| na | na | na
integratoregység/pmol 10,28/ 9,65(9,679,82|9,93(9,63| na | na | na | 9,83 | 2,54 ]0,79|0,78|0,79|0,80(0,78|0,78| na | na | na |0,79| 1,04

Jelolések, mint 1.—26. tablazatoknal.
Megjegyzés: a ddlt betiivel szedett értékeket az atlagszamitasnal nem vettiik figyelembe. A hisztamin, a tiramin és az agmatin esetében E-2 és O-2 oszlopok, [OPA]/[amin]=67/1;
1=1-10"° mol/10ul. Gradiens:50 °C, 1 ml/perc. 0 perc: 20 % A-eluens+80 % AcN; 10 perc: 15 % A-eluens+85 % AcN; 11-12 perc: 100 % AcN; 13-21 perc: 20 % A-eluens + 80 %
AcN. Gradiens a putreszcin, kadaverin és 1,7-diaminoheptan: 30 % B-eluens + 70 % AcN izokratikusan.
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28. tablazat: A spermidin, a putreszcin, a kadaverin, a spermin és a 1,7-diaminoheptan kii-
16nb6z6 mennyiségének egyidejii meghatarozasa OPA/ET-szarmazékként, 20 (V/V)%
metanoltartalmu reagenssel, fluoreszcens detektalas alapjan

) Ret. 1d69, , . o

Amin| perc | Integratoregység/pmol
Injektalt mennyiség, pmol — | 300 | 150 | 75 | 37,5 | 18,75 | 12,0 | atlag | RSD %
Spermidin 3,974,151 4,10 | 440 | 455 | 4,44 | 4,61 | 4,46 | 4,43 4,0
Putreszein | %2> | 389|427 | 438 | 431 | 549 |523 | 460 | 135
Kadaverin | 4%~ | 654|718 | 736 | 718 | 892 | 840 | 760 | 116
Spermin 5é8§0— 0,37 | 0,27 | 0,29 | 0,23 | 0,24 | 0,20 | 0,27 22,3
1,7-Diaminoheptan 6%8(?2_ 549 | 595 | 6,22 | 6,02 | 7,48 | 7,69 | 6,48 13,8

Jelolések, mint az 1.—27. tablazatoknal.
Megjegyzés: [OPA]/amin=45/1, 1=1,5-10° mol/10ul. Mérési koriilmények: O-1 és E-1 oszlopokon, 50 °C,
1,2 ml/min, 30 % B-eluens + 70 % acetonitril
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29. tablazat: A putreszcin, a kadaverin, az 1,7-diaminoheptan, a spermidin és a spermin Kii-
16nb6z6 mennyiségének, egyidejii meghatarozasa OPA/ET/FMOC=1/10/0,13 modlaranyu,
20 (V/V)% metanoltartalmu reagens alkalmazasaval, fluoreszcens (F1) és ultraibolya (UV) de-

tektalasok alapjan

1d3Y
Amin| Ret. ldi) » PETG Integratoregység/pmol°
Injektalt mennyiség, pmol — | 300 | 150 | 75 [37,5] 18,75 | 12,0 | atlag | RSD %
FI
Putreszcin 6,00-6,06 | 4,55 | 4,62 | 467 | 477 | 452 [ 470 ] 464 [ 20
Kadaverin 7,08-7,16 [ 8,64 |861[862|835] 821 826|845 | 23
1,7-Diaminohept4n|10,30 — 10,36| 7,91 | 8,12 [ 8,28 | 8,13 | 7,95 | 7,97 | 806 | 1,8
Spermidin 10,83 —10,91f 7,15 | 6,90 | 7,00 | 6,06 | 570 [ 556 | 7,02 | 1.8
Spermin 12,90 -13,01] 4,93 [ 4,61 [ 4,28 [3,81] 366 280 - -
uv
Putreszcin 6,00-6,06 |[0,69/0,70 0,70 | 0,66 [ 0,72 [ 0,68 ] 0,69 | 3,0
Kadaverin 7,08-7,16 [ 0,66 | 0,67 | 0,68 | 0,66 | 0,69 | 064 | 0,67 | 2,7
1,7-Diaminohept4n10,30 — 10,36] 0,63 [ 0,62 [ 0,61 | 0,61 | 0,60 | 0,60 | 0,61 | 1,9
Spermidin 10,83 —10,91f 0,56 | 0,50 | 0,54 | 0,53 | 0,52 [ 052 | 053 | 3,9
Spermin 12,90 - 13,01/ 0,40 [ 0,39 | 0,41 | 0,33 | 0,30 | 0,28 | 0,40 | 2,5

Jelolések, mint az 1.—28. tablazatoknal, valamint a déit betiivel szedett értékeket az atlagszamitasnal nem vettiik
figyelembe.

Megjegyzés: [OPA]/[ET]/[amin]=70/700/1; 1=1,5-10"° mol/10pul. Gradiens: 30 °C, 1,2 ml/perc, O-1 és E-1 osz-
lopokon; 0—7 perc: 30 % B-eluens+70 % acetonitril; 7,1-12 perc: 100 % acetonitril; 12,1-19 perc: 30 % B-
eluens+70 % acetonitril.
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30. tablazat: A spermidin és a spermin, OPA/ET/FMOC=1/10/0,4 mélaranyt, 80 (V/V) % metanoltartalmt, pH=9,30 reagenssel nyert szarmazékai-
nak stabilitdsa a reakci6idd fliggvényében, fluoreszcens (F1) és ultraibolya (UV) detektalés alapjan

Amin| | Retidd, [, Valaszjel, %
Detektalas—|  perc | max, M FI uv
Reakci61dd, perc— 1+1 | 3+1 | 143 | 1+7 |1+16|1+32|1+64 |atlagRSD %| 1+1 | 3+1 | 1+3 | 1+7 |1+16|1+32| 1+64 |atlagRSD %
Spermidinl 11,34 262;334 | 99,25 99,23|99,10/98,28/98,77/98,36/98,61 99,39(99,37/99,19/98,41/99,01(99,12| 99,29
Spermidin 2 12,27 262;339 0,75 (0,77(0,90(1,72|1,23|1,61|0,65 0,61/0,81/0,81|1,59(0,99|0,18| 0,37
integratoregység/pmol 8,04 |7,93|8,13|8,44|8,21|8,00|7,58(8,13| 2,3 |0,78|0,77|0,77|0,79|0,77|0,76| 0,71 |0,77| 1,3
Sperminl 12,56 262;334 | 99,05 98,54/99,05(99,0|98,4(97,8|95,8 99,2898,77/99,32(99,25/98,68(98,24| 96,56
Spermin 2 13,70 262;339 095 (1,46(0,95| 10|16 |22 | 4.2 0,7211,23|0,68|0,75|1,32|1,76 | 3,44
integratoregység/pmol 6,69 |5,61|6,80|6,46|6,05|6,20|5,24 6,44| 4,9 |0,61|0,61|0,65|0,62|0,60{0,60| 0,51 |0,62| 3,0

Jelolések, mint az 1.—29. tablazatoknal, valamint a ddit betiivel szedett értékeket az atlagszamitasnal nem vettiik figyelembe.
Megjegyzés: [OPA]/[amin]=70/1; 1=1-10°mol/10pl. Gradiens: E-2 és O-2 oszlopokon, 50 °C, 1,8 ml/min; 0—4 perc: 60 % B-eluens+40 % metanol; 4,1 perc: 30 % B-eluens+70 %
acetonitril; 9-12 perc: 100 % acetonitril; 12,1-18 perc: 60 % B-eluens+40 % metanol;
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31. tablazat: A spermidin és a spermin, az OPA/ET/FMOC=1/10/0,5 moélaranyu reagenssel
képzett szarmazékainak abszorbancia-értékei 262 nm-en (Azs2nm)és 334 nm-en (Aszzanm), a
metanoltartalom {MeOH (V/V) %} fliggvényében

MeOH Spermidin R Spermin R
(VIV) %] A262 nm As34nm / Azznnn; A262nm As34nm / AzfinnTn
38 519 251 2,06 672 207 3,25
56 570 275 2,07 782 241 3,25
66 564 275 2,05 758 244 3,11
70 664 317 2,09 920 289 3,18
75 554 266 2,08 789 244 3,23
80 637 305 2,09 971 299 3,25

Megjegyzés:[OPA]/[amin]=64/1; 1-10°mol/10pl.
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32. tablazat: Az ornitin (Orn) ,,vegyes” OPA/ET/FMOC-szarmazékanak fragmentacios lehe-
toségei: Orn5={[OPA][ET][FMOC][Orn]-H.O} 1=m/z=497,5

A hasadas helye') a—aminizcg)rssg L 1ehet?:§:§iﬁr§f£;2?f :
C1 (45) és C2 (87) kozott gg};ﬁg{%i;fggs”zz OPAET ez f,f,l’f;oHégzzzg’z
C2.(74) 65 C3 (58) kot [—Fopoce 202, EMOC 2805
C3 (88) és C4 (44) kozott gM?ngxfjlefé,zz OFT\AA(/)EcTnT);Z;z%%L}éZ
C4 (102) és C5 (30) 5&?&”&17;35252 OFF;AAéEcTnTZZ::z?z?éZ

Jelolések: '=a zarojelben levo értékek a kiindulasi fragmensek m/z értékekei.
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33. tablazat: Az ornitin, a lizin, a putreszcin, a kadaverin, az 1,7-diaminoheptan, a spermidin és a spermin eltéré mennyiségeinek, az
OPA/ET/FMOC=1/10/0,4 molaranyt {80 (V/V) % metanoltartalma, pH=9,30} reagenssel képzett szarmazékainak egyidejii meghatarozasa, ultraibolya
(UV) és fluoreszcens (F1) detektalas alapjan

Aminosav/amin| \Ret. 1d6Y, perc |

Integratoregység/pmol°

Injektalt mennyiség, pmol— 440 | 220 | 110 | 55 | 275 | 13,75 | 687 | 343 | atlag | RSD%
FI
Ornitin 3,47 — 3,66 2,75 2,78 2,85 3,07 3,62 - - - 2,79 1,8
Lizin 3,86 — 4,12 5,51 5,38 5,18 4,83 4,14 3,73 2,87 1,87 - -
Putreszcin 9,75 -9,79 5,21 5,18 5,12 5,04 4,97 4,99 4,00 3,65 5,09 2,0
Kadaverin 10,15 - 10,18 10,33 10,37 | 10,34 | 1044 | 1045 | 1017 9,22 10,07 | 10,35 1,0
1,7-Diaminoheptan| 11,05 — 11,08 11,26 11,41 | 1152 | 1169 | 11,50 | 11,27 | 10,25 9,83 11,44 1,4
Spermidin 11,32 - 11,37 7,34 6,94 7,38 7,23 7,37 7,08 7,16 7,07 7,20 2,2
Spermin 12,54 — 12,60 5,17 4,97 5,21 4,98 4,67 5,34 4,69 4,98 5,00 4,8
uv
Ornitin 3,36 - 3,72 0,58 0,52 0,45 0,35 0,25 0,21 0,32 0,20 - -
Lizin 3,85 4,12 0,58 0,53 0,44 0,41 0,41 0,40 0,40 0,22 - -
Putreszcin 9,75-9,78 0,82 0,81 0,81 0,81 0,80 0,80 0,73 0,66 0,81 0,93
Kadaverin 10,15 - 10,17 0,82 0,82 0,82 0,83 0,82 0,82 0,75 0,67 0,82 0,50
1,7-Diaminoheptan| 11,05 — 11,07 0,84 0,84 0,85 0,86 0,83 0,84 0,82 0,73 0,84 1,2
Spermidin 11,31 -11,36 0,63 0,62 0,65 0,64 0,62 0,60 0,60 0,64 0,63 2,9
Spermin 12,53 — 12,60 0,45 0,44 0,48 0,46 0,46 0,44 0,40 0,41 0,44 6,0

Jelolések, mint az 1.—-32. tablazatoknal, valamint a ddit betiivel szedett értékeket az atlagszamitasnal nem vettiik figyelembe.

Megjegyzés: a mérési koriilményeket 1asd a 30. tablazatnal.

76



34. tablazat: Biologia szovetek ornitin-, lizin-, putreszcin-, kadaverin-, spermidin- és spermintartalmanak meghatarozasa (bels6 standard:
1,7-diaminoheptan), OPA/ET/FMOC-szarmazékokként, fluoreszcencias detektalas alapjan

Minta Putreszcin (M,=88,15) Ornitin (M=132,16) Lizin (M=146,19) Spermidin (M,=145,2) Spermin (M,=202,19) 1,7-Diaminoheptan (M,=130,23)
Téme- Meért | Mintaban Gsszesen Mintaban dsszesen Mintaban Gsszesen Meért Mintaban Gsszesen Meért Mintaban Gsszesen Meért Mintaban Gsszesen
Neve | pmol/[ (10%) [(107)[ (10%) [(T0F)[ RSD [CT07[T0%]| (107) [5g o, (107[(10%)%|pmol/|"(-10%) TRSD [(10%)[(-10)%|pmol/ [(-T09)[ RSD [ 109)[(-107)% |pmol/10[ (-107) RSD
g9l 10 wl| mol g %% | mol | % g & mol 1 g & 10ul | mol % g & 10ul | mol | % g & ul mol °
AF/1 3,32 1,32 14,1 0,50 18,6 | 0,67 697 | 2,51
AF/2 00273 3,14 1,50 15,8 | 0,57 21,71 0,74 127 2,62
AF/3" ' 12,7 25 2,2 8,1 |262 1,22 1389/2 | 2,50
AF (atlag) 3,03| 120 4,0 15 1,35 | 105 | 2,0 7,2 150| 054 |9,25]| 0,78 2,8 0,71 | 7,02 | 1,43 53 2,54 2,62
DF1/1 3,60 2,15 43,0 | 1,55 63,0 | 2,27 877 3,16
DF1/2 - - 419 | 1,51 53,3 | 1,92 864 3,11
oF13s [20%2) 5791 54 | 48 | 182 | 311 1,90 93,2 | 168 1096 161 17762 | 320
DF1 (atlag) 3,36 | 10,3 | 44 1,7 2,03 8,7 | 3,0 1,1 158 | 5,632,229 8,8 2,00 (12,0 (4,04 | 154 3,16 1,43
DF2a/1 2,83 3,04 639 | 2,30 127,8| 4,60 894 3,22
DF2a/2 0.0255 2,76 3,12 575| 2,07 98,0 | 3,53 881 3,17
DF2a/3" ' 390( 0,76 | 067 | 26 | 249 2,60 105/2| 1,89 160/2| 2,87 792 2,85
DF2a (atlag) 269| 6,7 | 3,6 14 2,92 96 | 43 1,7 2,07 [985|300| 11,8 3,67 (238|742 229 3,08 6,52
DF2b/1 3,31 3,93 719 | 2,59 86,3 | 3,11 716 2,58
DF2b/2 2,86 3,98 71,3 | 2,57 76,7 | 2,76 703 2,53
pr2b/at 2034390 | 076 | 067 | 21 | 3,34 341 116/2| 2,09 14380 5,50 137812 | 2,48
DF2b (atlag) 3,17| 85 | 4,2 1,3 3,77 84 | 55 1,7 2,42 (11,71 351 | 10,8 282 94 570 23,7 2,53 1,98
AL/ 5,10 2,98 102,0] 3,67 146,7] 5,28 1007 | 362
AL/2 0.0229 421 2,64 105,0| 3,78 156,6| 5,63 1014 3,65
AL/3Y ' 457 | 8,9 78 | 34,2 | 4,23 2,38 173/2| 3,37 268/2| 5,22 1815/2 | 3,54
AL (atlag) 451|11,3| 6,0 2,6 2,67 | 11,3 | 3,9 1,7 361 |588]|524| 229 538 (4,12 | 109 | 475 3,60 1,58
JAB/1 6,36 5,54 43,8 | 1,58 179,4| 0,64 792 2,85
JAB/2 00276 6,51 5,52 44,6 | 1,60 217,21 0,78 864 3,11
JAB/3 ’ 87,5 | 17,0 | 15,0 | 54,5 | 6,85 4,83 85,6/2| 1,67 517/2|(1,01) 1894/2 | 3,41
JAB (atlag) 6,57 | 38 | 87 3,1 5,30 76 | 7,7 2,8 1,62 |292| 2,35 8,5 0,71 | 23,1 | 1,43 5,2 3,12 8,97
No tis/1 1941 6,99
No tis/2  |0,0051 1928 6,94
No tis (atlag) 1935 | 6,97 0,36

Jelolések: AF/1-AF/3, sth.=parhuzamos mérések; AF (atlag)=AF/1-AF/3 mérések atlaga; %%=(g/g)%, a minta tdmegére vonatkoztatva.
Megjegyzés: OPA/ET/FMOC=1/10/0,7; 1=6,5-10"mol/10ul. Mérési koriilmények, mint a 29. tdbldzatnal. A mintdkat, minden esetben 150 pl desztillalt vizben + 150 ul 1 mol/dm3-
es KOH-oldatban oldottuk, a DF2b-t kivéve, amelynél 200 ul 1 mol/dm3-es KOH-oldat kellett a semlegesitéséhez. A 300 pl torzsoldatbol 20 pl-t (az v -val jeldlt esetekben 40 pl-t)

reagaltattunk 200 ul OPA/ET=1/10 reagenssel 1 percig, majd 20 ul FMOC-cal is reagaltattuk, tovabbi 1 percig. Az elegyekbdl minden esetben 10 pl-t injektaltunk. Az értékeket az
atlagos kalibralo integratoregység/pmol értékek alapjan szamitottuk. A mintakban kadaverint nem talaltunk.
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35. tablazat: Az aszparagin, a glutamin és a metionin OPA/ET-szarmazékainak valaszjelei az
elvalasztas héfokanak és az eluensek pH-értékének fiiggvényében, fluoreszcencias detektalas
alapjan

Aminosav — Aszparagin | Glutamin | Metionin
Elvalasztas hofoka, °C| Eluensek pH-értéke | Integratoregység/pmol
7,2 2,90 3,33 2,98
%0 9,2 3,08 4,45 3,21
7,2 2,28 2,41 3,05
>0 9,2 2,65 2,44 3,37
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10. Abrak jegyzéke
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7. abra: OPA-szarmazékként késziilt nagyhatékonysagu folyadékkromatografias elvalasztasok: a 2000-2005 idészakban megjelent, valasztott kozle-
mények alapjan, az OPA reagens SH csoporti segédanyagai szerinti csoportositdsban

175

0O Kivalasztott publikaciok szama

B 206 - az O0sszes kivalasztottra vonatkoztatva

629

42

26

151

> A2 12 9

o~
oD

#)
43

\ \ \ \ \ \
OPA/MCE OPA/ OPA/MPA OPA/ csak OPA OPA/

kiralis szulfit egyeb tiol
cisztein
Felhasznalt reagens

Jelolések: OPA=o0-ftalaldehid; MCE=2-merkaptoetanol; MPA=3-merkaptopropionsav;
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8. abra: Az egynél tobb OPA/ET-szarmazékot add aminosavak fluoreszcencids valaszjeleinek Osszehasonlitdsa a reagens metanoltartalmanak
{(V/V)%} és a reakci6ido fliggvényében

Hisztidin Glicin B-Alanin
80 (VIV) % m20 (VV) % 080 (VIV) % 20 (VIV) % 080 (VIV) % 820 (VIV) %
» 657 653 669 669
7,00 70077 | 630 627 626 630 7,00 639 648 615 643 . e e
i 607, g0 6% o 631 o 625 600 o fag 016 6,18 609 616 . =gl |
6,00 52 — 558 6,00 6,00
2 50017 ] 490, B B B B B E 5005 o g s00; 451
g 4001 g 4001 £ 4001 320
£ — — | | — 2 — — — — — o — — — — —
2 3,00 £ 3,00 2 3,001
g g g
8 1 1 1 1 1 g N | N | N g | | | 1 1
£ 2,004 £ 2,00+ 2 2,001
1,00 1,00 1,00
0,00 Han =S an NN s 0,00 AN s e as 0004
15 3 7 23 43 220 360 15 3 7 23 43 220 360 15 3 7 2 23 220 360
Reakciidé, perc Reakci6idé, perc Reakeioidd, pere
GABA Ornitin Lizin
80 (VIV) % B20 (VIV) % 080 (VIV) % 020 (VIV) % 080 (VIV) % 020 (VIV) %
; 653 7,00 7,00
7.00 625 . 625 g1y 630615 623619 6,28 25 P
=g 6L 58
6,00 6,00 6,00 562 561 566 567
i g 2 539 =529 a=g528 =
507 513
2 5001 436 2 5,00 2 5,00
£ 2 =
g B B B B B g 353 355 357 361 g
% 4,00 325 % 4,00 s 33 51 341 556 93 533 = 20 u % 4,00 o0
g — = g o g =
=3 4 =3 - -+
§ 3,00 “E 3,00 2,41 “E 3,00 212
g — 1 — — — g 8
£ 2,00 £ 2,001 £ 2,007
1,00 B B B B B 1,00 1,00
0,00 e e y 0,00 0,00
15 3 7 23 43 220 360 15 3 7 23 43 220 360 15 3 7 23 43 220 360
Reakcididé, perc Reakci6idé, perc Reakci6idé, perc

Megjegyzés: részletes adatok a 15. tablazatban
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9. abra: Az egynél tobb OPA-szarmazékot szolgaltatd aminosavak fluoreszcencias valaszjeleinek Osszehasonlitasa, az SH-csoportt segédanyag mi-
lyensége és a reakcidido fliggvényében

Hisztidin Glicin g:Alanin
O MPA BMCE OET

ENE R

w

Integratoregység/pmol
Integrétoregység/pmol
Integrétoregység/pmol

N}

-

o

141717 180/41/220 360/75/360 71717 180/41/220 360/ 75/ 360
71717 180/41/220 360/ 75/ 360
Reakciéidé, perc Reakcioidd, perc Reakeiidé, perc
GABA Ornitin Lizin
O MPA BMCE OET O MPA BMCE OET O MPA BMCE OET
7,00
6,00
] S ]
s £ £ 500
2 2 2
2 2 4,00
5 s S 300
£ € g”
=2 81 >
1,00
0,00
71717 180/41/220 360/ 75/ 360 T 180/41/220 360/75/360 71717 180/41/220 360 /75 /360

Reakci6idé, perc Reakci6idé, perc Reakci6idd, perc

Jelolések: MPA=3-merkaptopropionsav {20 (V/V) % metanoltartalom}; MCE=2-merkaptoetanol {20 (V/V) % metanoltartalom}; ET=etantiol {80 (V/V) % metanoltartalom}; Meg-
jegyzés: az integratoregység/pmol adatok rendre a [297]-b6l, a 14. és 15. tablazatbol véve
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10. abra: Az egyetlen OPA-szarmazékot add aminosavak fluoreszcencias valaszjeleinek Osszehasonlitasa, az SH-csoportu segédanyag milyensége
fliggvényében

OMPA BMCE OET

7 : -
6 o 5 - 5o 8
B t'}‘_o.~ N = m% o 2 o0 - ]
g 2% e Y w| G,
g 4,, - - | | - - - - || || ) || || || ||
o)
et
s iy JEY JE pE pET QEG QEG QNG QG NG QNG NG gEQ Ei pEy
j -
o
g
c 2 H — — — — — — — — — — — — — — B
1 H L L L L L L L L L L L L i
0+ |
N SRR X T PR (R R (P (PR SR
& @ & S S S S
S Q S & gV & O 3 AN XN A L O > Q
> 'b{-Q Q W K v R e @‘2} ﬂ\Q A9 A A
& o SO
EN O &
?

Jelolések, mint . Megjegyzés: az integratoregység/pmol adatok rendre a [297]-b6l {{OPA]/[aminosav]=20/1}, a 16. tablazatbol {{OPA]/[aminosav]=20/1} és a 17. tablazatbol
{[OPA]/[aminosav]=67/1} véve
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11. abra: Az egyetlen OPA/ET-szarmazékot ado aminosavak fluoreszcencias valaszjeleinek 6sszehasonlitasa, az OPA/aminosav molarany és a reak-

ci6ido fiiggvényében

Aszparaginsav

Glutaminsav

\D OPA/aminosav = 120/1 B OPA/aminosav =

67/1 B OPA/aminosav = 15/1

0 OPA/aminosav = 120/1 B OPA/aminosav = 67/1 B OPA/aminosav = 15/1

Aszparagin

O OPA/aminosav = 120/1 B OP, =67/1 @ OPA/aminosav = 15/1

7,00 7,00 7,00
6,00 6,00
; E 5004 g 5,001 470 466 467 % )
> 2 <
3 2 2 -
» 2 4,004 2 4,007 | 2z
3 3 ]
H 3 H
H 3 3,00 3 3,004
: 3 3
H ] i
H 2 2,00 £ 2,004
1,00 1,00
0,00 0,001
15 3 7 10 26 50 360
Reakci6idd, perc Reakciidé, perc Reakciéidé, perc
Glutamin Lreonin Metionin
ooP =120/1 MOPA/aminosav = 67/1 MOP, =151 D1OPAaminosav = 120/1 8 OPA/aminosav = 67/1 8 OPA/aminosav = 15/1 [oop = 120/1 BOPA/aminosav = 67/1 B OPA/aminosav = 15/1]
i
7,007 7,00 662 663, 6865
6,001 6,001
= H = =
5 5,001 2 5,001
s H S
g H i
& 5 400 2 4,00
g H 2
g H | £
3 j 300 2 3,00
5 > 5
£ £ 2,007 £ 2004
1,004 1,00
0,00+ 0,004
15 3 7 10 26 50 360
Reakcididd, perc Reakci6idé, perc Reakciéidé, perc
Triptoféan 1zoleucin
O OPA/aminosav = 120/1 B OPA/aminosav = 67/1 B OPA/aminosav = 15/1 \D OPA/aminosav = 120/1 B OPA/aminosav = 67/1 B OPA/aminosav = 15/1
5
7,00 7,00 i = 6 55 7
6,00 6,00
¢ 5,001 ¢ 5001
i i
? 4
3 4,007 3 4,001
3 7
3 3,00+ } 3,007
i H
H H
¢ 2,00 ¢ 2,004
1,00 1,00
0,004 0,004

Megjegyzés: az adatok a 17. tdblazatbol véve.

Reakci6idd, perc

10 26

Reakcididd, perc

50 360
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12. abra: A metil-, etil- és n-propilamin OPA/MCE-szarmazékai fluoreszcencias intenzitasa-
nak valtozasa a kolcsonhatas €és a reagens Osszetételének (OPA/MCE=1/3 és 1/50) fliggvé-

nyében
13 Metilamin 1/50
0,45 - 0,45 - 1 — 7 pere
0,40 - 0,40 { — 47 perc
0,35 0,35 — 87 perc
0,30 0,30
0,251 0,251
0,20 ! 0,20
0,151 0,151
0,10 0,10
0,054 , 005] {\L
0,00 +— L . ——0,00 {— J\J : . .
2 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
o‘é Etilamin
D 0,35- 0,35, 1
N
=
= 0,30- 0,301
8
2 0,25. 0,25
S
Y 0,20- 0,20
g 1
% 0,154 0,151
S
S 0.10- 0,10
= 0,05 0,05
3 2
0,00 0,00 —
2 3 4 5 6 7 2 3 4 5 6 7
n-Propilamin
1
0,30 0,304 H
0,251 0,251
3
0,201 0,201
0,151 0,151
0,10- 0,10-
0,05 2 0,05
1 J 3
0,00 0,00
3 4 5 6 3 4 5 6

Retencios ido, perc

Megjegyzés: a részletes adatokat lasd a 19. tablazatban.
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13. abra: Az alifas monoaminok OPA-szarmazékai fluoreszcencias valaszjeleinek 6sszehasonlitdsa, az SH-csoporti segédanyag milyensége fiiggvé-
nyében

B OPA/MPA(NAC)=1/50 B OPA/MCE=1/50 O OPA/ET=1/10

7,00+ N o= -

6,00 2 3 T2 e (1 o
B — o0 o) [ [ee)
E5’OO s b = N Al = &
o q < < © <
> 5 S
3 4,00
(@)

o
(@]
£ 300
g
S 2,00
1,00
0,00-
< ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ € ¥ ¥
~ ) S S > S g IS X Q 2
y S W a2 a2 a2 g ¢ 9
O < s = & ¥ T T Z

Ny

Jelolések: mint az 1.—12. abraknal, valamint NAC=N-acetil-L-cisztein, HOEtA=etanolamin; MeA=metilamin; EtA=etilamin; nPrA=n-propilamin; iPrA=i-propilamin; nBuA=n-
butilamin; iBuA=i-butilamin; nAmA=n-amilamin; iAmA=i-amilamin; nHexA=n-hexilamin; nHepA=n-heptilamin; nOctA=n-oktilamin.
Megjegyzés: az integratoregység/pmol adatok rendre a [298]-bdl, a 19. és 20. tablazatbdl véve.
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14. abra (A)—(D): A n-hexil-, n-heptil- és n-oktil- és S-feniletilamin, az OPA/MPA=1/50
molaranyu reagenssel képzett szarmazékainak (1-2) UV kromatogramja és tomegspektruma

":.“ - :l-‘ W R e
(R} Wy 10 b &
- ™ ‘lﬂ ::'
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o -
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e L e L L) 4&" ..#L,,
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Jel6lések, mmta? -14. abraknal

Megjegyzés: az (A-D) abrak elsé soraban az UV-kromatogramok; masodik soraban az 1l-es szammal jelolt
(klasszikus izoindol) tomegspektruma; harmadik soraban a 2-es szammal jel6lt (még egy OPA-molekula felvéte-

lével tovabbalakult) termék tomegspektruma lathato.
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15. abra: A n-hexil-, n-heptil- és n-oktilamin, az OPA/MPA=1/50 molaranyt reagenssel képzett szarmazékainak (0-2) fluoreszcencias kromatogramja

és a termékek UV-spektruma

Ri Rt Ri
e s s
. 3 6.71 Al
3.25 OctaAD .11 OciA2 995 g:{'ﬂ
350.00 343.5
- 338.7
E 300.00 0 2 1

250.00
2380

0,25 -
1 7 perc
- 3h
6h
0,20 -
8 - 0
S o154 O n-Hexilamin n-Heptilamin n-Oktilamin
g0
= 1
n -
S
=
=
S 0,10
2
=
=) B
=
=
0,05 - 2 2
0,00 - ,
" I I i I i I i I I i I
0 12 0 5 10 0 5 10

Retencios id6, perc

Jelolések: Hex A=n-hexilamin; HepA=n-Heptilamin; OctA=n-oktilamin
Megjegyzés: a részletes adatokat 1asd a 21.—23. tablazatban.
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16. abra (A-C): A n-hexil-, n-heptil- és n-oktilamin, az OPA/MPA=1/50 mdlaranyu reagenssel képzett szarmazékainak (0—1) UV kromatogramja és
tomegspektruma

T A

“. - » L ‘B ‘ e — i“l PRRL,
" Y 1 e ) QNHP&IEA-K - - on o
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o e AMT o P
"] | o ‘ f o s "
-l - el o 1@ ' I:
.I | o 2 I' |
- |
!.“ e EM@ ’ ’-‘ om - \ || |
= 1 "o | - } N5\ J
.‘: [ ni T o iy o m M - ‘l ’:‘ yi t' “rl |
i | we w, "™ T an Fy v \ T
L " = A s o s am| ME e LA ol Al Th ‘,u. .. _‘-.. S i e "- _“- b B DL L E T uo)')!f__ |'-'f__',”_.'_‘_,v' Ve San aw
v s w. : -o.ﬂ':'“ . 7 VO e TN u e e : ¢ ’ ‘ : ‘ ’\-u—‘- > - N - o " " ' " 1 I_ .t ' ';'m;”"r-":‘ﬂ'u'n'."v'l" a " [
S SR 5 Toww by P Tew e
ﬁm;‘:. ’.?”w' ST R SR — emn:mt’x;£1';t;oh n: I ATTIET RIBTIAT W 20004 ?::‘?:;2:;’,.‘.:’:;:0“ &1 5T RIAT AN W Samea -
s OP AN ATIG a0y ALDI=MH [MPAF-2H 10 rn < 4T A 2MHTHMPAL2H 1 , 083 35 2-ME+{MPAJ2H
wl o DPAMPA-BepAd ». DPAMPA-GetAd
III: ‘ L 2 -2 ® L
n—; A2 e ” o ot
w: | | omy ot | = -
i 2052000V MPA}HexA 12340 | , ; ol 0 519 2-M ~[OPAVIMPAHPAT F2HO s ”: 133.2<M'{OPAVIMPAVIOGAL - 2HIO %1
”" | nnv‘ | e et w7 i» T sve a2 1™
Dl vn | mz ’“’ 130 .8 » e q.n"lu’l 73 Loy 208 s » | mz2 Ll PR TEY
wimss M0 g 213 w nu L] Lo o0 | 00 |01 @z
il -L‘.J vl mJ. .Lﬂwuh. o i or Vs e e J J W o it 00 W Y vt T e p .‘:‘Il ,mi“"fiﬁ';')" o
= 0 » o 0 0 st 0 59 iy e
~
XA L8] e TUTTTTTUTTT St e 0541608 XT BTTIE3 AV 41 GR 0 677045 1031168 M| SIEs o G [—
u::m»:gw u.-‘-‘(;.u” “ ndnmnumm U 30MES B G“'E;B’u' lezlﬂ ot ﬁmgm;r‘::l\{‘s’w - ﬁ‘c&‘u‘b‘éﬁﬁﬂhir"ﬂa
~ m@_"ﬂ - [OPAMPA-FepAl] e ‘ GPAMPA-OGIAT
L
306 2=MH"=[OPA| A HoxA1}-2H:0 i
o) " VIMPAN " 302N -{OPAVIMPA} HepA 24O 3 ¥4 2MIT-{OPAVTMPA{OGAL]-2H20
3 o
! w! - i w: ‘
wi N ®
“w = . »a ©
§= a5 j4... iv T
» o iy e i »! e - - ot 7 o
|} | o) amy | - 1) w2 411
i '_i_i{m,L-'.T’ R aro] s grs s | S0 s 01 % |iws i—ml‘w,i ' W2 ane (M0 ey w2 |5 s e e ':ﬁ o i lm:[unlm‘ 4. .‘"' [ e -
= 1 o o0 U0 1SR A, L s UL L oW B . ot Al J L O vl VSIS N oL R S S . -
i » N 0 i o " - o 200 =0 - o o L] - ™ ¢ »e @ o)
[ Py (1= e

(L
Jelolések, mint a 7.—15. téblézatoknél, valamint MPA=3-merkaptopropionsav.

Megjegyzés: az (A-C) abrak els6 soraban az UV-kromatogramok; masodik soraban az 0-val jeldlt (ditioszarmazék) tomegspektruma; harmadik soraban az 1-es szdmmal jelolt
(klasszikus izoindol) tomegspektruma lathato.
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17. abra: Primer aminocsoportu vegyiiletek reakcidja az OPA/RSH=1/50 mdlaranyt reagens-

sel, a ditioszarmazék keletkezése
CHO

+ H,N-CH,-R’ +2 HS-R"

CHO

OPA e SH-vegyiilet

S—R"
H H S—R"

-2H,0
N R’ —_> N R*
H H S—R"
S=—R"
fragmentacio l -2H
S—R"
/ - -
N R' "ditioszarmazék™
-
S—R"
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18. abra: A putreszcin és a kadaverin, az OPA/MCE ¢és az OPA/MPA=1/3 molaranyt reagensekkel képzett szarmazékainak (1-3), eltéré reakcididok

utan nyert fluoreszcencias kromatogramjai

] Putreszcin 2
0,30

0,25 i
0,20 i
0,15 i
0,10 i
0,05 i

{ 1
0,00 =

——1,5perc
— 7 perc
27 perc

— 81 perc

0,50 -
0,45 3
0,40 4
0,35 -
0,30 -
0,25 4
0,20 4
0,15 3
0,10 3
0,05 3 1
0,00

Kadaverin

Fluoreszcencias intenzitas

———T -
10,2 104 106 108 11,0 11,2 114 116 11,8

— T
10,2 104 1:06 108 110 112 114 116 118

Retencios idd, perc

Megjegyzés: az OPA/MCE-reagenssel mért adatokat 1asd a 25. tablazatban, az

OPA/MPA-reagens adatai a [298]-bol szarmaznak.

—— Tmin
~Jh
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19. abra: A biogén aminok OPA/NAC-, OPA/MCE-

fliggvényében

Agmatin Hisztamin
ONAC EMCE OET DNAC BMCE OET
08
07
B 06
3 05
2 0.
H
g 04
€03
>
2
£02
01
0 15/15/15 71717 180/87/74
15/15/15 7177 180/87/74 360/127/110
Reakciéidé, perc
Reakcididé, perc
Putreszcin Kadaverin
ENAC BMCE OET
08
07
T 06 el
205 .
2 o4 g
=l 2
2oz £
01

15/15/15 71717

180/87/74 360/127/110 15/15/15 7177 180/87/74
Reakci6idé, perc Reakci6idé, perc
Spermin
ENAC BMCE OET
08 08
07 07
g o6 T 06
=y <
05 ﬁ 05
é 0,4 g 04
2
E o3 € o0s
g g
=02 Eo02
01 01

Jelolések, mint az 1.—18. dbraknal.

o

15/15/15 71717 180/87/72

Reakciéidé, perc

360/127/104

Megjegyzés: az adatok a NAC, MCE, ET sorrendben a [298]-bol, a 25. és 26. tablazatokbol véve

15/15/

¢s OPA/ET-reagensekkel képzett szarmazékai UV valaszjeleinek 6sszehasonlitasa, a reakcioidd

Tiramin

ENAC BMCE OET

o o o o
v o N ™

Integratoregység/pmol
o o
w =

02

2
-

o

360/127/110 15/15/15 71717 180/87/74 360/127/110

Reakciéidé, perc
Spermidin

ENAC BMCE OET

08
07
06
05
04
03
02
01

Integratoregység/pmol

15/15/15 71717 180/87/82 360/127/122

Reakciéidé, pere

360/127/110

BHMTA

EONAC BMCE OET

180/87/

Reakci6idé, perc

7171 360/127/
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20. abra: A spermidin, a putreszcin, a kadaverin, a spermin és az 1,7-diaminoheptan kiilonb6zé mennyiségének egyidejii meghatarozasa OPA/ET-
szarmazékként, 20 (V/V) % metanoltartalmu reagenssel, fluoreszcens detektalassal, 90 s-os reakcididével

0,35
[OPAJ/[ET] = 1/10
. Cad

0,30 pmol/10pl
S DAH
T 0,25 A ﬂ ﬂ — 300
<P}
E 150
= 020 = e [ 5
£ 0 Spd
% PA Put 375
&
g 0,15 + ﬂ ” —18.75
E —12.0
= 0,10 -

0,05 -

3,5 4,0 4,5 50 55 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5
Retecios id6, perc

Jelolések: Spd=spermidin; Put=putreszcin; Cad=kadaverin; Spm=spermin; DAH=1,7-diaminoheptan;
Megjegyzés: a részletes adatokat lasd a 28. tablazatnal.
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21. abra: A spermidin, a putreszcin, a kadaverin, az 1,7-diaminoheptan és a spermin megha-

tarozdsa OPA/MPA(/FMOC)- és OPA/MCE(/FMOC)-reagensekkel

0,7 -

Fluoreszcencias intenzitas

DAH+Spd

DAH

= OPA/MPA
— OPA/MPA/FMOC

Spm

8,0 9,0 10,0 11,0 12,0 13,0
Retencios id6, perc

0,7

0,6
" Put
<
= 05+
E Spd
= DAH
=04
8 m— OPA/MCE
2]
: I
§ 03 - Cad OPA/MCE/FMOC
g
E 0,2 1 Put
= \

Spd
0.1 Spm
0,0 ‘ S Sy A ‘
2,5 3,5 4,5 55 6,5 7,5 8,5 9,5

Jeldlések, mint az 1-20. abraknal.

Retencios ido, perc

14,0 15,0

Spm

10,5 11,5
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22. abra: A putreszcin, a kadaverin, az 1,7-diaminoheptian, a spermidin és a spermin kiilonbdz6 mennyiségének, egyidejii meghatarozasa
OPA/ET/FMOC=1/10/0,13 molaranyu, 20 (V/V)% metanoltartalmt reagens alkalmazéasaval, fluoreszcens detektalassal, 90 s+90 s reakcioiddvel

0,35 -
[OPA)/[ET)/[FMOC]=
DAH 1/10/0.13
0,30 -
pmol/10ul
£ 0,25 A
E 1 spm — 150
2 0,20 Cad e
E ﬂ —375
3 0,15 - — 18,75
g Put —12
= 0,10 1
=
0,05 -

-0,01

5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0 11,0 12,0 13,0 14,0
Retencios ido, perc

Jelolések, mint a 7.-21. abraknal.
Megjegyzés: a részletes adatokat lasd a 29. tablazatnal.
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23. abra: Az ornitin és lizin OPA/ET/FMOC-szarmazékainak fluoreszcenciads kromatogramjai az OPA/ET modlarany fliggvényében {20 (V/V)%

metanoltartalmu reagens}

Fluroeszcencias intenzitas

Jelolések: Orn=ornitin; Lys=lizin;
Megjegyzés: E-2 és O-2 oszlopokat hasznalva, 50 °C, 1 ml/perc.

Ornl Intenzitas az 6tszorosére
0,3 - ndévelve
1 [OPAJ/[ET)/[FMOC]=
0,2 - — 1/1/0.3
1/5/0.3
T — 1/10/0.3
0’1 _ — 1/20/0.3
— 1/50/0.3
0,0 - 2\
T T T ' T T T T T T T T |
1 2 3 4 5 6 7 8
i Intenzitas az Otszordsére
04 - ndvelve
i Lysl
0,3 2
i ]
0,2 4
i w
=S
0,1 - o~ ) .|
E
7 - o
0,0 4
T T T T T T T T T T T |
1 2 3 4 5 6 7 8

MeOH; 10,1 perc-18 perc: 30 % A-eluens+70 %MeOH;

Retencios ido, perc

Gradiens: 0 perc: 30 % A-eluens+70 %MeOH; 4 perc: 25 % A-eluens+75 %MeOH; 4,1 perc-10 perc: 100 %
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24. abra: Az omnitin és lizin, az OPA/ET/FMOC=1/10/0,3 reagenssel képzett szarmazékainak fluoreszcencias kromatogramjai a reagens
metanoltartalméanak {(V/V) % } fiiggvényében

Ornl Intenzitas a harmincszorosara
novelve
0,6 - OPA/ET-reagens
T '€ metanoltartalma (V/V)%
= 5 38
S o
0,4 - — 56
i 66
2 0,2 —70
£ % 75
% S ———80
= 0.0 1 B ool A\
= T T T T T T T 1
Zg 1 2 3 4 5 6 7 8
g Lysl
S 1,0- ys
n
2 .
e 0,8 -
= ]
= 0,6 - 3 v
i >, @
>
0,4 4 ~ s
0,2 -
0’0 __—l\-J N
T T T T

Retencios ido, perc

Jelolések, megjegyzések, mint a 23. abranal.
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25. abra: A spermidin és spermin OPA/ET/FMOC-szarmazékok fluoreszcencias valaszjelei az OPA/ET/FMOC-reagens molaranyanak fiiggvényében

794 795 197

8 1,76

. |

638 .4 634 [OPA]/[ET]/

; i — [FMOC]
—g 5,34
2 | | W 1/10/0.06
E 01/10/0.15
% 4 3,90 i i 01/10/0.3
_f;; M 1/10/0.4
= | a m1/10/0.6
=

2- a |

1- a |

0

OPA/ET/FMOC-Spermidin OPA/ET/FMOC-Spermin
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26. abra: A putreszcin, a kadaverin, a spermidin és a spermin OPA/ET/FMOC-szarmazékainak fluoreszcencias valaszjelei, a reakcioelegy pH-
értékének fiiggvényében

10
8- >
Reakcio-

= elegy pH
E 6
% TN M pH 8.6
4 “ @ pH 9.2
é” 4- B pH 9.6
=)
s | B pH 10.6
B
o0
S
: 27 | | |
o)

1+11+3|1+7 | 1+1 |1+3 | 1+7 | 1+1 |3+1 |1+3 | 1+7 1+1 |3+1|1+3 1+7

Putreszcin | Kadaverin Spermidin Spermin
Reakcidido, perc
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27. abra: A putreszcin, a kadaverin, az 1,7-diaminoheptan, a spermidin és a spermin OPA/ET/FMOC-szarmazékainak UV-kromatogramja és tomeg-

spektruma
: Diah 8.32
2000004 o Put Cad  spd
. 704 741 | 8.60
150000 oo 'l i Spm
1 l'l I} | L 1] 9.89
: | [l ‘ |1 i
2 100000 (S b f
: I | \ | | i
] |
s2000 I \ ] R}
| | \ .'
| |
IR CAL s.goJ s18) V' \ g2 06 )
60 65 70 75 B0 B85 80 95 100
140709-23 #308-315 RT: 7.08.724 AV:B SB: 31 639-7.06, 7.31 NL 344E7
" + ¢ QIMS | 170.00-1500.00)
100 669.2
2 B: Putreszcin
80-
é ] 409.3=MH'=[Put]([OPA][ET]),
5 60} 447.2=MK*
<
2 a0 409.3 670.2
B
¢ ] 4103 4472 i
Jai69 3803 N R BITS goes g Ll g 777
0 T Ty . Sl D FACE (o B | | F ISR, O |
400 500 600 700 a0

140709-23 #322-334 RT: 7.40-768 AV: 13 SB. 124 646-7.36,7.79-971 NL: 1 48E7

"+ cQIMS [ 170.00-1500.00]
100 - 4233
j C: Kadaverin
% 80
S ] 461.2
2 60 423 3=MH!=[Cafi((OPA][ET]),
3 461.2=MK} 703.2
2 40- f
@© \
z 3 4623 1704.2
0] 4632 7063 0y
] 3714 3943 467.3 54755752 epo3 68221 | 'O
0 11 L] T Ll ! Jn 1] 1 T l A Al ] | L B T 1 0 A Y 7 ]
400 500 &0 700 80

Jelolések, mint a 7.—-26. abraknal.

040709-23 #362-373 RT. 8.32-858 AV 12 SB. 99 740826 874-1012 NL 171E}
T +cQIMS [ 170.00-1500.00)

100 4513 D: 1.7-Diaminoheptin
80 451 3=MH"=[Diah}([OPA][ET]),
: 489.3=MK*
3%,
% ] 489.3
,5 40 ]
= 4
€ 20] '
] 1490.3
ol 3720852 42231 " eesa501.3 49268957074 7,
s T T LJ T L Ll T T 1 13 - L) ¥ ' Ll L L
300 400 500 600 700

0407089-23 #374-386 RT: 8.60-888 AV 13 SB 85 7.49-8.46 820-10.47 NU 3.33E7
T. + ¢ GIMS [ 170 .00-1500.00]
100 . 7263
E: Spermidin £88.3

2 80 688.3=MH!=[Spd][FMOC)([OPA][ET]),
g . 726.3=MK! |
GD-: |
. 727.3
2 a0
§ ] 728.3
=
5135893933 4294 4523 s535  eas3 6593 | | ["%°4
296 MBS POEE DER oo CEN DT mEa NE HEE (570 EER 2ETRG 2 S R R R S, PR R
300 400 500 600 700

SB: 120 8.79-9.75, 1042-1217 NL: 1.98E7

967.5
F: Spermin
967.5=MH*'=[Spm][FMOC|([OPA][ET]), !
1005.5=MK*
968.6
10(?5.5
1006!
566.4 5962 G523 702.3 748.3 7789 8323 894.5 9385 1009,
1 T L] f L 7% | ] I Al T Ll T ] ) 1] T I T Ll 1 T ] 1 .
600 700 800 900 1000
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28. abra: Az ornitin (Orn1-Orn5) ¢és a lizin (Lysl-Lys5) OPA/ET/FMOC-szarmazékainak
UV-kromatogramja (A, C) és tomegspektruma (B,D-G)

Oorn:
. 742 8 W2ET-297 RT BBOEGY AV 5 SB 7 630653 ML 143E7
1 Oml " Om3 IMS [ 170 00-1500.00]
A |= C I 467.3
i E: Om3
i[ 467 3=MH*
I 505 2=MK*
|
[ a F 505.2
I Om2 o |
I 664 °30
i 5.68 ; 506.2
| b 6.25 f\\
" j \-1-'!:-.“__ H:"F{-;}A':‘F—“r"vf-'i- T 177.8244.0 3009 3?]_'4 43;?;3 .h551'42.. 53.4'6 it
et .0 &5 70 e L e B e T o
wo1s 20 200 300 400 500 600 700
040709-21 #61-88 RT: 1.38-1.55 AV: B SB: 84 0.70-1.3Z
T: + ¢ Q1IMS [ 170.00-1500.00] 1B 4207-303 RT: 6.83697 AV 7 SB: B 715731 NL 229E7
4532 IMS | 170.00-1500.00]
100 1 B:Omi 631.2
F: Omnd i

80~ 409.3
. 409.3=MH'-[CO0]

453 2=MH*={Om}[OPAJ[ET]),
4752= MN#*

631 2=MH'~{Om}{[OPA)[ET[OPA)[FMOC]-H,0
669.2=MK+

&

2632 gar2 |
1B92 |
| 2432 | 295.2

Relative Abundance
2

o 8
il [

200 400 600 200 300 400 500 600 700
HO0T08-08 #243-249 RT: 558-572 AV 7 5B 13 512-540 ML 1.47ET B N3I21-323 RT: 7.08-7.43 AV:- 3 BB T 75728 HL 250ET
* & ¢ QNS | 170.00-1500.00) TMS [ 170:00-1500.00]
4523 4972
2100+
% 4 D:Om2 G: Om3
80 452.3=MH'=[Om][OPA][ET] HCOOH]
o 3 . I =
é . 490.2= ME? 49‘:.2:}\4.": [Om][OPA](ET)(FMOCI-H,0
o 604 5§35, 2=MK
- | 480.2
@ |
% 404 QB'T 535.2
g 2 536.2
B ]msszane 3233 39894311 l[.ig''2:.23.459:5.3,5?5_9 708.1 2351 30843503 218aemz| [PP95751 geag 7054
L EE A e E e e o '...‘... e LN A ey S iy e S et A B B L B B
200 300 400 500 600 700 200 300 400 500 600 700
Lys:
151 788 MO0709-10 #298-301 RT: 685692 AV. 4 SB. 44 579623, 6.64-717 NL: 4.85E6
i 'lx " e c QIMS [ 170.00-1500.00]
1
A c ! Lyss 1005 g ag1.3 5192
| ! ”
l I 8:80- 4813=MH"
51 | | {cg i 519.2=MK!
| LT 4 |1 2 B
| g 527.2
i Lys2 L GO £ g 40 i
584 cas 713 | S 610.3
/ AN 3 - 42444593 6356 7453 819
P _s4a ome \/ \~,a,.." 802 0l 2282 371.4424.4 D50 :
T g S IR L B — v : - 3
66 = 60 R S 8. 200 300 400 500 600 700 800

04070922 #657-72 RT: 153-164 AVi6 SB: 120 056153, 180365 N romse oo oo AV S O 18057

T: + ¢ QIMS [ 170.00-1500,00) T: +¢ QIMS [ 170.00-1500.00]
100 4233 4673 100 645.3
B: Lysl | j F: Lys4
© ® 80 669.2
g 80. d 2 ! 645.3=MH" ~[Lys|[OPA][ET)[OPA][FMOC]}-H,
8 423 3=(MH-[COO})* LIPS 683.2=MK* 481.3 ‘
£ 60 467 3=MH'={Lys|(OPA] 5 E 602 4 d i
S 40; 489.3= MNa = g
£ 4042101 2 P 683.1
3 20 || 2632 3612 G i g 20 | '
o T : - 6452 7773 fid 219.0 371.4
odid | L, 7475|7796 P eyl ;
250 450 600 800 200 300 400 500 600 700 800
miz
04070510 935355 RT. 581580 AV 4 NC 271E7 040700-10 #332-337 R1:763-7.75 AV: 6 NL: 314E7
T+ ¢ QIMS | 170.00-1500 00| T: + ¢ Q1MS [ 170.00-1500.00} P
466.3 —_ 1
100 ]
D: Lys2 1001 G:Lyss
8 80 | 807 549.2
5 4$~3'MH:"(LYSHOPA][E1 J[FMOC]}-[COOH] § 511.3=MH'=([OPAJ[ET)FMOC][Lys}-H,0
£ o0 504.2=MK g 60  s492-MK*
e}
< 504.2
2 © 235.0 2 40:1 P
2 g 2 5512
5 20 8170 3329 505.2 5 20° i
8 ‘ ) 2. 7031
L T R0 S st 1 ?.1 i 75257 @ 2190 317.0 403.4[ ‘8f2 5522 6490 U 7300 g
L 0 bt e e e
200 300 400 500 600 700 800 200 300 400 500 600 700 800

Jel6lések, mint az 1.—27. abraknal.
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29. abra: A 2,6-diaminopimelinsav (Dpial-Dpia4) OPA/ET/FMOC-szarmazékainak UV-kromatogramja (A, C) és tomegspektruma (B,D—F)

120000 |
7.88
;A C iag
1000001 '! Dpiad i
] "
I
80000 ' ; |
- 1 . |
% 3 Dp Dpia2 [ :
60000 6,08 .
1 ' I Dpia3 t |
ool | o 1|
2°°°°1 l/\ :\ h' | 040700-12 #307-320 RT. 7.06.7.36 AV, 14 SB, 148 554692, 754952 NL 1.38(
 Waird v 5}:4550 582 | lo35647 J{ \rar ) \515534 T:+ cQIMS [ 17000-1500.00] Y S '
2 ‘-‘" T T T T TSI Y Y 100 i 669.2
85 ‘a0 a5 70 78 80 8 1 E:Dpia3 !
J40709-12 #4245 RT. 0.95104 AV.5 SB. 93 0.03-0.91, 1.14-2 36 NL 257E7 607 5693'W‘(Dth[0PAleﬂ)z[0PAHCH; ,-CH,I‘
I: + ¢ QIMS | 170.00-1500.00] g 80 607.2=MK:*
100 511.2 g :
B: Dpial g 6072
E 705.2
8 U d 2 407
g 3 511.2=MH'=[Dpia}((OPA] 2]
‘E 60 & 204 e 706.2
< 1171.2 ao1.1 %714 4433 soa4 684831 | 707.3
E‘O 4233 512.3 cllll'rl vrl[yrrf;r B e e e e e
g | 4672 . 200 300 400 500 600 700 8
ol ws2l | 711.0{ 716.1 ‘ _
1 2100 2000 3381 5342 5050 671.1 § 7319 8 040709-12 #340-347 RT: 782-7.93 AV 8 NL: 1.10E7

T: + ¢ QIMS [ 170.00-1500.00]

200 300 40 500 600 700 80 100_]

6372
F: Dpia4
040709-12 #261-268 RT:6.005.16 AV:8 SB: 14 561590 NL: 4.82E6 g 807
T:+ ¢ QIMS [ 170.00-1500.00] § SWZW-leaI(IOPAlIE‘mIOPAl OC}-[COOH+CO0]
5543 E 60 637.2=MK?*
D: Dpia2 5922 <
t 4 40- 4243 638.2
554.2-MH'=[Dpna][0PA][ET][FM z |
592.2=MK T) § 2 429.3
l 11780 2190 3171 3854 4493 5093 5915 7433
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30. abra: Az OPA/ET/FMOC-ornitin5-szarmazék MS—MS-vizsgalata, az alkalmazott fesziiltség fliggvényében (A: 10 eV; B: 20 eV; C: 30eV; D:
40 eV)
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31. abra: Modelloldat és biologiai szovet aminosav- ¢s amintartalmanak meghatarozasa az OPA/ET/FMOC-reagens alkalmazasaval

0,12 - Modelloldat
] 5 Egérszovet
0,10 = =
122] - >
:g 0,08 Z
£ £
»w 0,06 - @«
‘N ) nﬂ
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E 00+ =
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m o
0,02 -
=
i 1
o
0,00 -
T T T T T 1 T T T T v 1 v 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Retencios ido, perc

Megjegyzés: Orn=ornitin, Lys=lizin, Put=putreszcin, Cad=kadaverin, DAH=1,7-diaminoheptan, Spd=spermidin, Spm=spermin, *=ismeretlen.. A modelloldat 13-14 pmol/injektalt
mennyiségll ornitint, lizint, putreszcint, kadaverint, 1,7-diaminoheptant, spermidint és spermint tartalmazott. A 77 mg egérszévetbdl szarmazo minta 23,8 ug Orn-t; 27,7 ug Lys-t;

0,40 g Put-t; 0,04 pg Cad-t; 4,43 ng DAH-t (bels6 standardot); 0,13 ug Spd-t és 0,32 pug Spm-t tartalmazott.

104



32. abra: Harminchét 6sszetevo egyideji elvalasztasa az OPA/ET/FMOC=1/10/0,4 moélaranyt (pH=9,30), 80 (V/V)% metanoltartalmu reagens alkal-
mazasaval, az alkalmazott eluensek fiiggvényében.
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Retenciés idd, min
Jelolések: Asp=szparaginsav; Glu=glutaminsav; Asn=aszparagin; His2=hisztidin2; GIn=glutamin; Ser=szerin; Arg=arginin; Gly=glicin; Thr=treonin; Tyr=tirozin; Ala=alanin;
GABA=yaminovajsav; Val=valin; Met=metionin; Trp=triptofan; Ile=izoleucin; Leu=Leucin; Agm=agmatin; Hisn=hisztamin; Orn=ornitin; Lys=lizin; MeA=metilamin,
Tyrn=tiramin; EtA=etilamin; nPrA=n-propilamin; PhEtA=g-feniletilamin; nBuA=n-butilamin; nAmA=n-amilamin; nHexA=n-hexilamin; Put=putreszcin; nHepA=n-heptilamin;
Cad=kadaverin; nOctA=n-oktilamin; DAH=1,7-diaminoheptan; Spd=spermidin; Spm=spermin
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33. abra: Aminok fluoreszcencias valaszjelének fliggése a homérseklettdl (50 °C vagy 30 °C), az elvalasztas id6tartaméatol (43 perc vagy 74 perc) és
az eluensek pH-értékétdl (pH=7,2 vagy 9,2)
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B pH?7.2, rovid gradiens, 50°C  FlpH9.2, révid gradiens, 50 °C O pH7.2, rovid gradiens, 30°C CIpH9.2, rovid gradiens, 30°C
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12. Az értekezés anyagabdl késziilt kézlemények, poszterek
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12.1.
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@)

3)

R. Hanczkd, 1. Molnar-Perl: ,, Derivatization, Stability and Chromatographic Behavior
of o-Phthaldialdehyde Amino Acid and Amine Derivatives: o-Phthaldialdehyde/2-
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