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1. Bevezetés

A kémiai biztonsagértékelés soran alapvetd fontossagh a
kiilonb6z6é anyagok (ipari vegyiiletek, endogén biomarkerek,
meghatarozasa a szervezetben. Mivel a vizsgalando6 vegyiiletek
szerkezete €s fiziko-kémiai tulajdonsagai nagy valtozatossagot
mutatnak, a bioanalitikai moddszereket a meghatarozando
komponensre, és mintamatrixra kell szabni. A disszertacio célja
olyan célzott bioanalitikai modszerek fejlesztése és validalasa
volt, amelyek megoldast nyujtanak  harom  eltérd
vegyiiletcsoportba tartozd anyagok analitikai kihivasaira:

1. Reaktiv ipari vegyiiletek (izopropil-glicidil-éter - IPGE):
Ezen anyagok mérését megneheziti a reakcioképességiik
(bomlékonysag), a kis molekulatomegiik, a kromofér csoportok
hidnya, ¢és az alacsony ionizacids hatékonysaguk a
tomegspektrometrids vizsgalatok soran.

2. Endogén biomarkerek (protoporfirin IX): Az endogén
(a szervezetben keletkezett) jelenlét miatt a 6 kihivast a valodi,
analitmentes biologiai matrix hianya, valamint ezen példa
esetében a mérendd molekula fényérzékenysége jelenti.

3. Gyogyszerek (gentamicin, amoxicillin, klavulénsav,
paracetamol, doxorubicin, izoprenalin): A szervspecifikus
(pl. mdj-, vese-, sziv-) toxicitdsi modellek vizsgalata soran
elengedhetetlen az akar toxikus dodzistartomanyokhoz
rendelhetd koncentracioértékek gyors, specifikus és robusztus
LC-MS/MS alapt bioanalitikai meghatdrozdsa komplex
matrixokban (plazma és vizelet).



2. Célkitiizés
I.  Izopropil-glicidil-éter toxikokinetikai jellemzése
(ipari vegyianyag)
a. Erzékeny LC-MS/MS moédszer kidolgozésa és
validalasa az izopropil-glicidil-éter mennyiségi
meghatarozasara patkanyplazmaban.

b. Az izopropil-glicidil-éter toxikokinetikai
profiljanak jellemzése és potencialis
metabolitjainak azonositasa.

II.  Protoporfirin IX bioanalizise
(endogén biomarker)

a. Szelektiv és érzékeny HPLC-FLD moédszer
kifejlesztése a protoporfirin IX mennyiségi
meghatarozasara bioldgiai mintdkban, a
protoporfirin IX endogén jelenléte altal a
plazmaban okozott analitikai kihivasok
kezelésére.

b. A modszer alkalmazhatosdganak igazolasa a
patkanyokban, 5-aminolevulinsav altal kivaltott
protoporfirin IX képzddés kinetikajanak
monitorozasaval.

III.  Toxicitasi vizsgalatok bioanalitikai timogatasa

a. Analitikai modszerek kidolgozasa és validalasa
modellvegyiiletek meghatarozasara
szervspecifikus toxicitasi vizsgalatokban
(gentamicin, amoxicillin és klavulansav,
paracetamol, doxorubicin, izoprenalin).



3. Modszerek

3.1. Az izopropil-glicidil-éter (IPGE) vizsgalata

Analitikai technika: A méréseket folyadékkromatografidhoz
kapcsolt  tandem  tomegspektrometriaval ~ (LC-MS/MS)
végeztik. Az IPGE alacsony ionizdcids hatékonysagat egy
innovativ, plusz mintaeldkészitési 1épéseket nem igényld,
ionforrason Dbeliili szarmazékképzési eljarassal (gazfazisu
Meerwein-reakcid) kiiszoboltik ki, atmoszférikus nyomast
kémiai ionizacidés (APCI) forrast alkalmazva. Az zardjelben
szereplo iondtmenetek alkalmaztuk az IPGE
[157.90 — 116.10 m/z] ¢és a belsd sztenderd (IS) -
terc-butil glicidil éter [172.00 — 116.10 m/z] esetében.

Minta-el6készités: A patkanyplazma mintdkbol a fehérjéket
acetonitrillel csaptuk ki, majd a feliillusz6t kozvetleniil
injektaltuk a rendszerbe.

Toxikokinetikai vizsgalat: Han Wistar patkanyoknak (him és
ndstény) egyszeri per os dozisban (1000, 1500 és 2000 mg/kg)
adtuk az IPGE-t. A vérmintakat a d6zis beadasa eldtt, majd utdna
0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 12, és 24 ora id6pontokban vettik. A
toxikokinetikai paramétereket non-kompartmentalis analizissel
a Phoenix WinNonlin szoftver segitségével szamitottuk ki.

3.2. A protoporfirin IX (PPIX) vizsgalata

Analitikai technika: A PPIX méréséhez nagyhatékonysagl
folyadékkromatografiat alkalmaztunk fluoreszcens detektalassal
(HPLC-FLD). A gerjesztési hullamhossz 400 nm, az emisszids
hulldmhossz 630 nm volt.



Helyettesitd0 matrix (surrogate matrix) megkozelités: Az
endogén  jelenlét  okozta  nehézségek  athidalasara
fotodegradacionak alavetett patkdnyplazmat haszndltunk vak
matrixként a kalibrdldo és mindség-ellen6rz0 mintdkhoz az
ICHMI10 irdnyelv alapjan. A modszer megfeleldségét
parhuzamossagi vizsgalattal (parallelism) igazoltuk.

In vivo alkalmazds: A médszert S-aminolevulinsavval (5-ALA)
egyszer (100 mg/kg) per os kezelt him patkdnyok
plazmamintain teszteltiik, ahol az 5-ALA altal indukalt PPIX
kinetikajat kovettiik nyomon.

3.3. Modell-gyogyszerhatoanyagok bioanalizise

Célzott modszerfejlesztés: Hat  kiillonbozé  hatéanyag
(gentamicin, amoxicillin, klavulansav, paracetamol,
doxorubicin és izoprenalin) mérésére fejlesztettiink gyorsitott
validéalassal LC-MS/MS modszereket. A paracetamol esetében
szemikvantitativ modszer is késziilt a metabolitok nyomon
kovetésére.

Matrixok: A kisérletek soran patkany madjsejtkulturat, patkany
plazmat és patkany vizeletet vizsgaltunk.

Meérési platform: Elektroporlasztasos ionizaciot (ESI) és harmas
kvadrupol  analizatort  alkalmaztunk, sziikkség esetén
fehérjekicsapasos minta-el6készités utan.



4. Eredmények

4.1 Az izopropil-glicidil-éter (IPGE) bioanalitikai és
toxikokinetikai vizsgalata

Az IPGE kimutatasara kidolgozott LC-APCI-MS/MS modszer
az ionforrasban torténd szarmazékképzésnek (Meerwein
reakcid) koszonhetéen rendkiviil alacsony, 0,01 pg/mL-nek
megfeleld mennyiségi meghatarozési als6 hatart (LLOQ) tett
lehetévé, 0,01 - 10 ug/mL  lineédris tartomany mellett. A
kiindulasi moddszerhez képest 500-szoros érzékenység
novekedést jelentett. A validalas soran az ICH M10 eldirdsainak
megfelelden igazoltuk a mddszer pontossagat, precizitdsat €s a
minta stabilitasat kiilonbozo kortilmények kozott.

Az in vivo vizsgalatok soran megallapitottuk, hogy az IPGE
gyorsan felszivodik (Tmax = 0,5 h - 1 h), és a plazmébol lassan
iril  ki. Megfigyeltik, hogy a dozis emelésével
(1000 — 1500 — 2000 mg/kg) a szisztémas expozicid nem-
linearisan novekszik, ami a metabolikus utvonalak telitddésére
utal. A kvalitativ profilalkotas soran 7 kiilonb6z6 lehetséges
metabolitot detektaltunk (3-izopropoxi-2-hidroxi-1-
propanol [M1], IPGE  szulfat- [M3] ¢és  gliikuronid-
konjugatuma [M4],  3-izopropoxi-2-hidroxipropionsav [MS5],
O-izopropil-N-acetilszerin [M6], O-[hidroxi-izopropil]-N-
acetilszerin [M7], IPGE glutationkonjugituma [M11]), ezzel
informaciot szerezve a vegylilet eliminacios Gtvonalairdl.
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1. abra (T 1):

A) Az IPGE [157,90 — 116,10 m/z] és az IS [172,00 — 116,10 m/z] reprezentativ
MRM kromatogramjai ULOQ mintaban: IPGE (fekete), IS (kék).

B) Az IPGE [157,90 — 116,10 m/z] reprezentativ MRM kromatogramjai: matrix
blank (fekete), IS blank (narancssarga), LLOQ minta (z61d) és egy valds vizsgalati
minta (kék), a beillesztés: az IS [172,00— 116,10 m/z] MRM kromatogramja a
matrix vak mintaban az IS szelektivitdsanak igazolasara (fekete)
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2. abra (T 1):

Kinetikai gorbék patkanyokon végzett kisérlet soran IPGE egyszeri per os
adagolasa utan harom dozisszinten

(A: 1000 mg/kg; B: 1500 mg/kg; C: 2000 mg/kg)

A pontok 3-6 allat 4tlagos plazmakoncentracioit jeldlik, mig a ,,bajuszvonalak™ a
SEM értékeket jelolik. A beillesztett abrak a terminalis eliminacios fazist nagyitva
mutatjak, az iires szimbdlum az adott pont terminalis eliminécids fazisra torténd
linearis illesztésébdl vald kizarasat jeldli.
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3.4bra (T 1):
Az IPGE feltételezett metabolikus titvonala patkanyban



4.2 A protoporfirin IX (PPIX) mérése helyettesité matrix
modszerrel

A fotodegradacidval kezelt, és igy eldallt helyettesitdé matrix
alkalmazaséaval sikeresen kikiiszoboltiik az endogén hattér
okozta nehézségeket. A patkany plazmat minimum 4 O6rén
keresztiil vilagitottuk be asztali lampa (IKEA-SOLHETTA LED
light bulb, 2700 K, 470 Im) fényénél, mert ellenérzé méréseink
alapjan a 4 O6randl rovidebb idétartam nem tavolitotta el
megfelelden a PPIX-et. A HPLC-FLD mddszer validalasa soran
a parhuzamossagi vizsgalat (parallelism) igazolta, hogy a
helyettesité matrixban késziilt kalibraci6 torzitatlan eredményt

crer

A modszer alkalmazhatosagat 5-ALA-val kezelt patkdnyokon
tesztelve vizsgaltuk, kovetve a képzodott PPIX kinetikdjat. Az
eredmények igazoltak, hogy a kifejlesztett eljaras alkalmas lehet
a hemoglobin-bioszintézis zavarainak vagy a fotodindmids
terapias modelleknek a nyomon kovetésére.



l.{hll)"[

Abszolit intenzitas [pV]

ULOQ minta

Ol,l.oQ minta
18 Vak

Idé [perc]

Abszolit intenzitas [pV]

1dé [pere]

4. abra (T 2):

A protoporfirin IX reprezentativ, 630 nm-en rogzitett HPLC-FLD
kromatogramjai helyettesit6 és autentikus matrixokban.

A) Vak minta helyettesité matrixban (kék), IS vak minta helyettesité matrixban
(z61d), LLOQ minta (10 ng/ml) helyettesitd matrixban, piros korrel az analitcsucson
(narancssarga), ULOQ minta (700 ng/ml) helyettesité matrixban (fekete)

B) Egy néstény patkanytdl szarmazé plazmaminta autentikus matrixban (rézsaszin),
egy him patkanytdl szarmazo plazmaminta autentikus matrixban (sotétkék),

mindkettd piros korrel az analitcsucson.
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5. abra (T 2):

Protoporfirin IX kinetikai gorbék kontroll és S-aminolevulinsavval kezelt
patkanyokban

A protoporfirin IX plazmakoncentracio — idé gorbéi him patkanyokban egyszeri
per os 5-aminolevulinsav kezelés utan (atlagértékek SEM-mel). Fekete vonal
négyzetekkel: kezelt csoport (100 mg/kg 5-aminolevulinsavat kapott); kék vonal
korokkel: kontrollcsoport (csak vivoanyagot kapott).
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4.3. Modell-gyogyszerhatoanyagok célzott bioanalizise
Sikeresen validaltuk a bioanalitikai modszereket mind a hat
vizsgalt gyogyszerhatdbanyagra (gentamicin, amoxicillin,
klavuldnsav, paracetamol, doxorubicin, izoprenalin). A
moddszerek robusztusnak bizonyultak komplex biologiai
matrixokban (sejtkultara, vér, vizelet) is.

Az eredmények tdmogattak az extracellularis vezikuldkhoz (EV)
kothetd toxicitdsi biomarkerek kutatdsat, igazolva, hogy a
kisérleti modellekben alkalmazott dozisok valdban elérték-e a
célszerveken a kivaltando6 hatast.

1. Tablazat:
Gyogyszerhatdanyagokkal végzett modszerek mérési tartomanyainak megadasa a
vizsgalt biologiai matrixokban

Kisérleti anyag neve | Mérési tartomany | Biologiai matrix
Gentamicin 20 - 2000 ng/mL plazma
Amoxicillin 0,5 -500 ug/mL majsejtkultara
Klavulansav 0,5 -500 pg/mL majsejtkultara
Paracetamol 0,1 - 100 pg/mL mdjsejtkultira s
plazma
Doxorubicin 1 - 1000 ng/mL plazma
Izoprenalin 5-1000 ng/mL plazma és vizelet

12
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6. abra:

A) A gentamicin [478,10 — 322,20 m/z] és az IS [485,00 — 163,15 m/z]
reprezentativ MRM kromatogramjai ULOQ plazma mintaban: analit (fekete), IS

(kék).

B) A gentamicin analit [478,10 — 322,20 m/z] reprezentativ MRM kromatogramjai:
matrix vak (fekete), IS vak (narancssarga), LLOQ minta (zold) és egy valos
vizsgalati minta (kék), beillesztés: az IS [485,00 — 163,15 m/z] MRM
kromatogramja a matrix vak mintaban az IS szelektivitdsanak igazolasara (fekete),
mind plazma mintaban.
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7. abra: A gentamicin koncentracioja patkdny plazmaban és vizeletben, a
nefrotoxicitasi vizsgalat soran a 120 mg/testtomeg-kg napi dozis intravénas beadas
utani 5. és 10. napon vett mintdkban (N=5). A dobozdiagramok a minimum, az els
kvartilis (Q1), a median, a harmadik kvartilis (Q3) és a maximum értékeket jelolik.
Az egyes adatpontokat rombuszok jeldlik.
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8. abra:

Mintavételezés [ora]

Paracetamol-szulfit csucsteriilet |[egység|

Paracetamol-gliikuronid csiesteriilet [egység]
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A paracetamol (A) és metabolitjainak (B: paracetamol-szulfat, C: paracetamol-
glutation, D: paracetamol-gliikuronid) koncentracioi patkany plazmajaban 500 és
1000 mg/kg paracetamol per os adagolasa utan (N=5 doziscsoportonként). A

dobozdiagramok a minimum, az els6 kvartilis (Q1), a median, a harmadik kvartilis

(Q3) és a maximum értékeket jelolik. Az egyes adatpontokat rombuszok jeldlik.
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9. abra:

Doxorubicin koncentraciok patkany plazmaban kardiotoxicitasi vizsgalat soran
Doxorubicin plazmakoncentraciok patkanyokban ismételt adagolasu 3 és 6 mg/kg-os
dézisok utan (kumulativ dozisok 9 és 18 mg/kg). A plazma mintdkat a 12. napon (az
utolso kezelés utan 4 nappal) gytijtottiik. A dobozdiagramok a minimum, az els6
kvartilis (Q1), a median, a harmadik kvartilis (Q3) és a maximum értékeket jelolik.
Az egyes adatpontokat rombuszok jelolik.
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10. abra:
Izoprenalin kinetikai gorbe him patkanyokban
Az izoprenalin kinetikai gérbét him patkanyokban hataroztuk meg egyetlen
50 mg/kg-os intravénas dozis beadasat kdvetden (atlagértékek SEM-mel).
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5. Kovetkeztetések

Kidolgoztunk és validaltunk egy érzékeny LC-APCI-MS/MS
modszert az izopropil-glicidil-éter (IPGE) patkdnyplazmébol
torténd mennyiségi meghatarozasara. A mérendé molekula
gyenge ionizacids hatékonysagat egy 1j, ionforrasban lejatszodod
szarmazékképzéses stratégidval (gazfazisi Meerwein-reakcio)
kiizdottik le, ami 500-szoros érzékenységnovekedést
eredményezett (LLOQ: 0.01 pg/mL).

A validalt médszer segitségével elsoként jellemeztiik az [PGE
toxikokinetikai  profiljdt in  vivo  patkdnymodellben.
Eredményeink  ravilagitottak a  vegyiilet nem-linearis
toxikokinetikai viselkedésére ¢és a metabolikus ttvonalak
telitodésére magasabb  dozisoknal. Tovabba kvalitativ
profilalkotdssal hét lehetséges metabolitot detektéaltunk,
szerkezetiikbdl arra kovetkeztethettiink, hogy az IPGE
eliminéciojat elsésorban az epoxidgylrli hidrolizise ¢és a
glutation-konjugacié hajtja.

Kifejlesztettiink és az ICH M10 iranyelveknek megfeleléen
validaltunk egy szelektiv HPLC-FLD modszert az endogén
protoporfirin IX kvantitativ meghatarozasara. Az analitmentes
bioldgiai matrix hidnyanak problémdjat az eredeti plazma
matrixbol fotodegradacios kezeléssel eldallitott helyettesitd
plazma matrix (surrogate matrix) alkalmazaséaval oldottuk meg,
¢s igazoltuk a parhuzamossagot (parallelism) az eredeti és a
helyettesité matrix kozott.

A protoporfirin IX meghatarozéasara szolgalé modszert sikeresen
alkalmaztuk egy in vivo kisérletben, nyomon kdvetve az 5-
aminolevulinsav 4ltal indukalt protoporfirin IX kinetikdjat
patkanyokban.

17



Robusztus,  "fit-for-purpose"  bioanalitikai  moddszereket
dolgoztunk ki és validaltunk hat modell-gyogyszerhatoanyag
(gentamicin, amoxicillin, klavulansav, paracetamol,
doxorubicin és izoprenalin) in vitro és in vivo szervspecifikus
toxicitdsi modelljeinek tamogatasdra. Ezzel a tovabbi
informaciot biztositd munkaval sikeresen igazoltuk a kisérleti
rendszerekben elért toxikus expoziciot  jellemzo
koncentracioszinteket, hozzajarulva az extracellularis vezikula-
asszocialt toxicitdsi biomarkerek kutatdsahoz.
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7. Finanszirozas

Ez a projekt a Kulturalis és Innovacidos Minisztérium Nemzeti Kutatasi,
Fejlesztési és Innovacios Alapbdl nytjtott tamogatasaval valdsult meg, a
2020-1.1.2-PIACI-KFI-2020-00021 palyazati program finanszirozasaval.

A kulturalis és innovacidés minisztérium 2024-2.1.2-EKOP-KDP-2024-
00002 kodszamu egyetemi kutatéi Osztondij programjanak a nemzeti
kutatasi, fejlesztési és innovacids alapbol finanszirozott szakmai
tamogatasaval késziilt.

Tovabbi finanszirozast a Semmelweis 250+ Kivalosagi Osztondij biztositott.
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