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1. Bevezetés
A nitrogén fontos szerepet jatszik az €16 szervezetek felépitésében, az aminosavak, fehérjék,

hormonok, koenzimek, s egyuttal a foldi élet épitokove is. Az aminosavaknak és bizonyos
aminoknak dont6 jelent6ségiik van az élettani folyamatokban is. A biogén aminok nemcsak
neurotranszmitterként, hanem hormonokként is életiink részei, amelyek befolyasoljak és modositjak
mas hormonok kivalasztasat. Rendellenes kivalasztasukrol és/vagy metabolizmusukrol feltételezik,
hogy kapcsolatba hozhatok kiilonboz6 betegségek kialakulasaval. Széles korben vizsgaltak a biogén
aminok szerepét az esszencialis hipertonia kialakulasaban is. A hisztamin a gyulladasos és allergias
folyamatokban jatszik szerepet. Kiillonb6z6 aminosavak dekarboxilezddésekor keletkezik a
putreszcin, a kadaverin, az agmatin és a hisztamin.

Kutatocsoportunkban a szabad aminosavak és aminok nagyteljesitményt folyadékkromatografi-
as (HPLC) elemzésére alkalmas o-ftalaldehiddel (OPA) — kiilonb6zé SH-csoportu segédanyag je-
lenlétében — végzett szarmazékképzés legkedvezdbb feltételeit részletesen és sokoldaltan vizsgal-

tuk.

H HS—CH;—R1 S—RI1
C=0
+ -2H,0 =
— CH—— N—CH—R2
c=0 H,N ICH R2 — |
H R3 R3

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

1. abra: Primer aminocsoportu vegyiiletek reakcidja o-ftalaldehiddel

A primer aminocsoporti vegyliletek OPA-val, SH-csoporti segédanyag leggyakrabban
2-merkaptoetanol (MCE), 3-merkaptopropionsav (MPA), N-acetil-L-cisztein (NAC) vagy etantiol
(ET) jelenlétében, lugos kdzegben 1-alkiltio-2-alkilizoindolt (a tovabbiakban: izoindol) képeznek.
Ezen moédszer elénye, hogy
e areakcid vizes kozegben,

e gyorsan végbemegy,
e areagens feleslegét nem kell eltavolitani,
e UV ¢s fluoreszcens detektalas is alkalmazhato.

Az OPA-val tortén6 szarmazékképzés a bevezetése (1971) ota toretlen népszeriiségnek orvend.
Ezt igazolja az is, hogy az 1992-1998-ig terjedd id6szakban az aminosavak HPLC-s meghataroza-
sakor az esetek 31,2 %-aban OPA-t alkalmaztak. Ezt tdmasztja ala az az elmult 6t évben megjelent
278 kozlemény is melyben aminosavakat és aminokat hataroztak meg HPLC-vel, OPA-val képzett

szarmazék formajaban. Ide kivankozik még az is, hogy kozel 800 kézlemény attekintésébdl, mind-



Osszesen ennyi volt azok szama, melyekben egyértelmii volt a reagens Osszetétele. Az esetek tobb

mint 60 %-aban MCE-t alkalmaztak, mint SH-csoporta segédanyag.

Korabbi, s folyamatos kutatdsaink is, kiilonos tekintettel azokra a primer aminocsoporta termé-
kekre vonatkoznak, amelyek a varttol eltér6 modon, egynél tobb szarmazékot szolgaltatnak. Iro-
dalmi és sajat tapasztalatok azt mutattak, hogy az OPA-reagens kéntartalmu segédanyaganak mi-
lyensége jelentés mértékben meghatarozza a keletkez6 termékek stabilitasat.

Az alabbi kérdések meriilnek még fel az irodalom attekintésekor:

e Milyen Osszefiiggés lehet az OPA-aminosavakrol leirt, eltérd, egymasnak ellentmondd stabilitasi
értékek €s az igen eltérd reagenskészitési szokasok kozott?

e Az OPA/MPA(NAC, MCE, ET)-reagenseknek van-e fluoreszcencias aktivitasa, amit esetleg fi-
gyelembe kell venni az aminosavak/aminok mennyiségének HPLC-s meghatarozasakor, egyide-
ju fluoreszcens és UV detektalas alkalmazasakor?

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

e Van-e, s mi az oka annak, hogy a glicin, a g-alanin, a j~aminovajsav, a hisztidin, az ornitin és a
lizin szarmazékait sokkal kevésbé stabilnak vélik a tobbi aminosavhoz képest?

e Mekkorak az els6dlegesen keletkezett izoindolok fluoreszcencids és UV valaszjelei, egymashoz
képest is, illetdleg fiiggnek-e az OPA/aminosav molaranytol?

e Mi a szerkezete az elsddlegesen keletkezett izoindol tovéabbalakult termékeinek, s milyen me-

chanizmus szerint képzddnek?

2. Célkitiizés

Kutatdomunkam soran a primer aminocsoport és az 0-ftalaldehid kozotti kolesonhatast tanulma-
nyoztam, 2-merkaptoetanolt, illetéleg etantiolt alkalmazva merkaptocsoporti segédanyagként.
Nagyteljesitményti folyadékkromatografias elvalasztast, egyideji fluoreszcens és ultraibolyas (bi-
zonyos esetekben tomegspektrometrias) detektalast alkalmaztunk. Szigortian azonos kisérleti ko-

rilmények kozott vizsgaltuk

e areakcid sztochiometriai viszonyait
e a kolcsonhatas mechanizmusanak megismerése, s
e az igy szerzett ismeretek analitikai hasznositasa érdekében.
A szigoruan azonos koriilmények alatt
e az o-ftalaldehid és az SH-csoportu anyag,
e az o-ftalaldehid €s a primer aminocsoportu vegyiilet molaranyanak,

o aszarmazékképzés oldata pH-értékének, héfokanak és idétartamanak tudatos tervezését értjiik.



e A HPLC-s elvalasztashoz hasznalt eluensek Osszetétele és az oszlop fajtaja is — a lehetdségek
szerint — azonos volt.

A kapott eredményeket dsszehasonlitottam az irodalomban eddig leirtakkal és kutatécsoportunk
korabbi eredményeivel.

A spermidin és a spermin ¢érzékenyebb meghatarozasa érdekében — az elsé 1épésben
o-ftalaldehiddel torténd reakcidé utdn —, masodik 1épésként 9-fluorenilmetil kloroformattal valo
szarmazékképzést vezettiink be.

Mindkét szarmazékképzési reakceio és a keletkezett szarmazékok HPLC-s elvalasztasi koriilmeé-
nyeinek optimalasa utdn, biologiai szovetek aminosav- ¢€s amintartalmat hataroztuk meg. Olyan
HPLC-s eljarast dolgoztunk ki, mely lehetové teszi bioldgiai szovetek szabad (fehérjealkotd) ami-
nosav- ¢és amintartalmanak (kiilonds tekintettel a biogén aminokra: putreszcin, kadaverin,
spermidin, spermin), dsszesen 37 vegyiilet meghatarozasat, kétlépcsos, oszlop elotti szarmazékkép-

zéssel, egyetlen felvételbol.

3. Alkalmazott modszerek

3.1. HPLC-rendszer (a felsorolas szerinti sorrendben):
»Waters 717plus” termosztalhatd, automata mintaadagold; ,,Waters 600 4 eluens egyideji ke-

zelésére és héliummal valo levegdmentesitésére alkalmas, termosztalhatd oszlopterli vezérldegység;
»Waters 996” fotodiddasoros (DAD) UV-detektor (pasztazasi tartomany: 190-410 nm) ,,Waters
474” programozhatod fluoreszcencias detektor. A rendszer Millennium 2010 programmal miikodik.

Az OPA-szarmazékok detektalasa egyidejlileg, sorba kotott (1. DAD: 334 nm-en, 2. fluoresz-
cencias: Aex/Aem=337 nm/454 nm) detektorokkal tortént.

3.2. On-line HPLC-MS-rendszer:
ThermoFinnigan TSQ Quantum AH késziilék (ThermoFinnigan, LC-MS Division, San Jose,

CA, USA): ,Surveyor” fotodiddasoros UV-detektor, , TSQ Quantum AH” (ElektroSpray-
Ionizacids, pozitiv mddban hasznalt) MS-detektor, ,,Surveyor” automata mintaadagolo, ,,Surveyor”
4 eluens egyidejii kezelésére képes, termosztalhatd oszlopterli vezérldegységbdl all. A rendszer
Xcalibur 1.4 SRI programmal miikodik. Az MS-detektor tomegtartomanya: 50-1600 tomegegység;
a gdzhdmérséklet: 200 °C (200 ul/perc aramlasi sebességnél); 380 °C (1 ml/perc dramlasi sebesség-
nél) volt. A detektalas a DAD esetében 334 nm-en tortént. Ezeket a méréseket a Novény- és Talaj-

védelmi Kozponti Szolgéalat Kémia Osztalyan végeztiik, dr. Toth Ferenc segitségével.



3.3. Oszlopok:
Az OPA/MCE-termékeket mindvégig BST Hypersil ODS 150 mmx4 mm, 5 um-es oszlopon

(O-1) valasztottuk el. Az el6tétoszlop 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 el6tétoszlop 30 mmx4 mm, 5 um-es BST
Hypersil ODS oszlop (E-2) volt. {Megjegyzés: az n-hexilamin, az n-heptilamin, az n-oktilamin és a
Sfeniletilamin OPA/MCE-szarmazékainak elvalasztasa O-2 és E-1 oszlopokkal tortént. }

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

A harminchét anyag egyidejii elvalasztasanak kidolgozasa soran, mindvégig E-1 el6tétoszlopot
hasznaltunk. A f6oszlop (O-3) Waters X-Bridge C18 (150 mmx4,6 mm, 3,5 um-es) oszlop volt. Ez
a féoszlop az 1-12-ig terjedé pH-tartomanyban alkalmazhat6. Alacsony pH-értékli eluensek eseté-

ben 80 °C-ig, magas pH-értékii eluensek esetében 45 °C-ig terjedd tartomanyban.

3.4. Felhasznalt eluensek

crer

crer

térfogataranyban elegyitettem.

Az eluensek pH-jat 7,2+0,05-re allitottam tomény ecetsav-, vagy 30 g/100 cm3-es natrium-
hidroxid-oldattal. Az igy késziilt eluenseket, felhasznalas el6tt (0,45 um-es Whatman sziirépapiron)
sziirtem, majd ultrahangos razatassal, vakuum alatt levegOmentesitettiik. A kromatografias elvalasz-
tasok alatt az eluenseket héliumaramoltatassal levegdmentesitettiik.

A jobb elvalasztas érdekében még metanolt és/vagy acetonitrilt is hasznaltunk.

3.5. Reagensoldatok
Az OPA/MCE-, illet8leg az OPA/ET-reagensoldatok, 10,00 cm? térfogati mérélombikba anali-

tikai pontossaggal mért 2,5 ml OPA-torzsoldatbol és

e OPA/MCE=1/3 mdlarany esetén 20 pl,

e OPA/MCE=1/50 mélarany esetén 340 ul MCE, vagy

e OPA/ET=1/10 molarany esetén 38 pl ET hozzdadasaval,

a pH-érteékét sziikség szerint 9,3-ra allitottuk. Ha ettdl eltérd pH-értéki reagensre volt sziikséglink,
akkor ahhoz megfelelé pH-értékii boratpuffert is készitettiink. Az igy elkészitett reagensek metanol-
tartalma 25 (V/V)% volt.



Az OPA/ET-reagens esetében nagyrészt 80 (V/V)% volt a metanoltartalom. Az ilyen reagenst
gy készitettiik, hogy 10,00 cm? térfogati mérélombikba a megfeleld pH-értékii, 0,8 mol/dm? kon-
mennyiségii OPA-oldatot és ET-t, majd metanollal jelre toltottik.

Az FMOC-Cl-oldat 5,00 cm3-ben, analitikai pontossaggal mért és acetonitrilben oldott 0,17 g
FMOC-bdl késziilt.

A reagensoldatokat és az aminosav-/aminoldatokat olyan ardnyban elegyitettiik, hogy a reagalo

térfogatban az OPA/(aminosav és/vagy amin)=20/1 és az OPA/FMOC=1/0,4 legyen.

4. Osszefoglalas; az értekezésben foglalt tij kutatasi eredmé-
nyek

1. Aminosavak, alifds mono- és diaminok o-ftalaldehid (OPA)/2-merkaptoetanol (MCE) és
OPA/etantiol (ET)-szdrmazékainak stabilitasat €s analitikai hasznosithatosagat értékeltem. A ter-
mékek fluoreszcencias intenzitasanak és UV abszorbancidjanak egyidejii nyomon kovetésével. Szi-
gortan azonos kisérleti {nagyhatékonysagu folyadékkromatografias (HPLC)} koriilmények kzott,
—a reagensek Osszetételének fliggvényében,

—a reagens OPA/tiol moélaranyat, a kolcsonhatas héfokat és idejét valtoztatva, mennyiségi adatokkal

jellemzett, sztochiometriai elemzések alapjan vizsgaltam.

2. Bizonyitottam, hogy az ezidd szerint leggyakrabban elemzett OPA/MCE-szarmazékok, vala-
mennyi aminosav és amin esetében, a megfelel6 OPA/ET-szarmazékokhoz viszonyitva, jelentdsen
kisebb stabilitastiak.

—Az OPA/ET szarmazékok elemzési feltételeit, részletes irodalmi adatok hianyaban, a reagens
OPA/tiol molaranya, a kolcsonhatas hofoka, ideje, a reagens, illetéleg a reakcioelegy pH-értéke és
metanol-koncentracidja fiiggvényében optimaltam. Az optimalt reakciofeltételek kozott, az amino-
savak és aminok meghatarozasi reprodukalhatdsagat széles koncentracidtartomanyban (3,43-440
pmol/injektalt osszetevd), a mérések relativ standard deviacio értékével jellemeztem (atlagértékben

az RSD<4,8 %).

3. A n-hexil-, a n-heptil, a n-oktil és a S-feniletilamin viselkedését, irodalmi adatok hianyaban, négy
eltérd tioltartalmu {MCE, ET, 3-merkaptopropionsav (MPA), N-acetil-L-cisztein (NAC)} OPA-
szarmazékaik alapjan, részletes dsszehasonlitd tanulméanyban, elemeztem.

—Megallapitottam, hogy HPLC elvalasztasuk ¢és mennyiségi értékelésik az OPA/ET=1/10

molaranyl reagenssel nyert szarmazékaik formajaban a legelonydsebb.



—E tanulmény eredményeként keriilt sor eldszdr, a két tioltartalmu OPA-szarmazékaik HPLC elva-
lasztasat kovetd mindségi-mennyiségi azonositasara: UV abszorbancia-maximum értékeik és

tomegspektrometridval mért molekulaionjaik alapjan.

4. A biogén aminok (hisztamin, agmatin, tiramin, putreszcin, kadaverin), kozottiik a (szekunder
aminocsoportu) spermidin és spermin OPA-szarmazékainak részletes elemzése alapjan bebizonyo-
sodott, hogy a spermidin, de kiillondsen a spermin — a tobbi OPA-szdrmazékkal azonos nagysagi
valaszjelek alapjan torténé — mérése, csak ugy lehetséges, ha a szekunder aminocsoportjaikat is
szarmazékka alakitjuk.

—E felismerés eredményeként, elséként irtam le a spermidin €s spermin két 1épcsében vezetett
szarmazékképzését (1. OPA/ET, 2. 9-fluorenilmetil-kloroformat, FMOC), s egyidejiileg

-az OPA/ET/FMOC termékek Osszetételét tomegspektrometridsan azonositottam.

5. A biogén aminok elemzésére kialakitott eljarast egérszovetek biogén amintartalmanak meghata-
rozasara hasznositottam. Nagyszamu egérszovet eltérd mennyiségeinek reprodukalhato, s a lemért
minta mennyiségével koncentracidaranyos elemzése a modszer gyakorlati hasznosithatdsagat fém-

jelzi.

6. Az 5. pontban részletezett vizsgalatok kiterjesztéseként keriilt sor az ornitin és lizin, — mint a
putreszcin és kadaverin prekurzor vegyiileteinek, — a biogén aminokkal val6 egyiittes elemzésére.
Az analitikai modszer jszerliségén tilmenden, az ornitin és lizin OPA/ET/FMOC-reagenssel kol-
csOnhatésa 1) kutatasi eredményekhez vezetett. Bizonyitottam, az ornitin ¢€s lizin az
OPA/ET/FMOC-reagenssel vegyes ligandumu szarmazékot ad. E tapasztalat, tomegspektrometrias
vizsgalatokkal kiegészitve, jelzés volt az ornitin/lizin, d-/e- és a-aminocsoportjainak az

izoindolképzésbeni eltérd reakcidkészségére.

7. A valamennyi fehérjealkot6-aminosav, alifas mono- és diaminok, minddsszesen 37 vegyiilet,
OPA/ET/FMOC szarmazékokként, egy oldatbdl, egyetlen felvételbdli elemzését tanulméanyoztam.
A 37 osszetev egyidejli mindségi-mennyiségi értékelésére alkalmas, 60 perces elvalasztast dolgoz-
tam Ki.

—Bizonyitottam, hogy a 37 szarmaz¢k , els@sorban a hosszabb retencids iddvel elualédd aminok, az
elicio hofokatodl, s az eluens pH értékétdl fliggd mértékben bomlanak. Mindezek alapjan, az amino-

sav- ¢s amin-szarmazékok kiilon-kiilon oldatokbol torténd elemzését részesitettem elonyben.

8. Doktori értekezésem Osszesitett eredményekeént értekelem, hogy sokoldaltian bizonyitottam



—a legkozkedveltebb HPLC elvalasztasra el6készitd ,,OPA-szarmazékkészités™ optimalis reakcio
feltételeit, valamint remélem, hogy

—korabbi, munkacsoportunk kutatasi eredményeivel 6sszhangban, azokat kiegészitve hozzajarulhat-
tam annak a tapasztalatnak az elfogadtatasahoz, mely szerint az OPA/MCE-szarmazékokkénti

elemzések jelentik a legkedvezdtlenebb megoldast.

5. Az értekezés anyagabol késziilt kézlemények, poszterek és
szakmai el6adasok
5.1. K6zlemények:

-az eddig megjelent kozlemények:
(1) R. Hanczké, I. Molnar-Perl: ,, Derivatization, Stability and Chromatographic Behavior of o-
Phthaldialdehyde Amino Acid and Amine Derivatives: o-Phthaldialdehyde/2-Mercaptoethanol

Reagent”, Chromatographia, Supplement Vol. 57 (2003) S-103-S-113.

(2 Hanczko, D. Kutlan, F. To6th, 1. Molnar-Perl: ,, Behavior and characteristics of the o-

phthaldialdehyde derivatives of n-C6-C8 amines and Phenylethylamines with four additive SH-
containing reagents”’, R., J. Chromatogr. A, 1031 (2004) 51-66.

3) R. Hanczké, A. K6ros, F. Toth, I. Molnar-Perl: , Behavior and characteristics of biogenic

amines, ornithine and lysine derivatized with the o-phthalaldehyde-ethanethiol-fluorenylmethyl
chloroformate reagent”, J. Chromatogr. A, 1087 (2005) 210-222.

-a doktori értekezés beaddsakor elkésziiletben 1€v6 kozlemény:

) R. Hanczko, 1. Molnar-Perl: ,, Characteristics and stability of amino acids and C1-C5 aliphatic

amines as their o-phthalaldehyde/ethanethiol derivatives ”, J. Chromatogr. A, elékésziiletben

5.2. Poszterek és absztraktok

e R. Hanczké, I. Molnar-Perl: Derivatization, Stability and Chromatographic Behavior of o-

Phthaldialdehyde Amino Acid and Amine Derivatives: o-Phthaldialdehyde/2-Mercaptoethanol

Reagent (poszter: 2002 — 24™ International Symposium on Chromatography, Lipcse, Németor-
szag; Elvalasztastudomanyi Vandorgyiilés, Lillafiired)

e Hanczké R., Perlné Dr. Molnar 1.: Aminosavak és aminok o-ftalaldehid szarmazékainak stabili-

tasa és jellemzése: eltéré SH-csoportu segédanyagok jelenlétében (poszter: 2003 — Congressus
Pharmaceuticus Hungaricus XII., Budapest)

e R. Hanczkd, D. Kutlan, Y. Mengerink, A. Csampai, F. Toth, T. Tor6, 1. Molnar-Perl: The Role of
the SH-Group Containing Additive in the Stability and Characteristics of the o-Phthalaldehyde

Derivatives of Amino Acids and Amines (poszter: 2003 — 27" International Symposium on High

Performance Liquid Phase Separations and Related Techniques, Nizza, Franciaorszag)



R. Hanczké, D. Kutlan, F. Téth, 1. Molnar-Perl: Behavior and characteristics of the o-

phthaldialdehyde derivatives of n-C6-C8 amines and Phenylethylamines with four additive SH-

containing reagents (poszter: 2003 — 27" International Symposium on High Performance Liquid

Phase Separations and Related Techniques, Nizza, Franciaorszag)

R. Hanczko, A. Perl, 1. Molnar-Perl: Optimum Conditions for the o-Phthalaldehyde
Derivatization of the Primary Amino Group-containing Compounds in Biological Tissues (posz-

ter: 2003 — 5™ Balaton Symposium on High-Performance Separation Methods, Siofok)

R. Hanczko, 1. Molnar-Perl: Comparison of the Stability and Characteristics of the o-

Phthalaldehyde/Ethanethiol and o-Phthalaldehyde/2-mercaptoethanol Derivatives of Amino

Acids and Amines (absztrakt: 2003 — 5" Balaton Symposium on High-Performance Separation
Methods, Siofok)

R. Hanczko, A. Perl, 1. Molnar-Perl: Optimum Conditions for the o-Phthalaldehyde

Derivatization of the Primary Amino Group-containing Compounds in Biological Tissues, (posz-

ter: 2004 — 28" International Symposium on High Performance Liquid Phase Separations and
Related Techniques, Philadelphia, Pennsylvania, USA)

R. Hanczko, 1. Molnar-Perl: Derivatization, Stability and Chromatographic Behavior of o-
Phthaldaldehyde Amino Acid and Amine Derivatives: o-Phthalaldehyde/Ethanethiol Reagent

(absztrakt: 25" International Symposium on Chromatography, Parizs, Franciaorszag)

R. Hanczké, A. K6rés, 1. Molnar-Perl: Characteristics and stability of amino acids and C1-C5

aliphatic_amines as their o-phthalaldehyde/ethanethiol derivatives (poszter: 2005 — 29%

International Symposium on High Performance Liquid Phase Separations and Related

Techniques, Stockholm, Svédorszag)

5.3. Szakmai el6adasok

Hanczké R., Perlné Dr. Molnar I.: Primer aminocsoportot tartalmazé vegyiileteK 0-

ftalaldehiddel, 2-merkaptoetanol jelenlétében keletkezd szarmazékainak stabilitasvizsgalata:
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