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Bevezetés

Szexudlszteroidok élettana és egészségiigyi vonatkozasaik

A szexualszteroidok esszencidlis molekuldk az €16 szervezetek szdmara, biologiai hatdsaikat
rendkiviil alacsony koncentracidoban fejtik ki, igy rendkiviil kis mennyiségben fordulnak elo.
A keringd szexualszteroidok, de féleg az Osztrogének mennyiségének valtozasai olyan
gyakorinak mondhat6 korképek hatterében allnak, mint példaul a mell és prosztatarak, vagy a
csontritkulds. A szexudlszetroidok analitikai vizsgéalatit neheziti a mar emlitett kis
koncentracioji eléfordulas mellett a nagyfoku szerkezeti hasonlosag is. Célszeri
megkozelitésnek tlinik a tomegspektrometria (MS) alkalmazasa, amely azonban a szteroidok
kémiai sajatossagai miatt alacsony érzékenységgel valdsithatd csak meg. Ez az MS
vizsgalatot megel6zé szarmazékképzési l1épésekkel hidalhaté at. Munkankkal egy olyan
matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight (MALDI TOF) MS alapt modszer

kifejlesztését kiséreltiik meg, mely lehetdvé teszi tobb szexualszteroid (tesztoszteron, dsztron,

Osztradiol, 0sztriol, progeszteron) nagy érzékenységii, szarmazékképzés nélkiili kimutatasat.

A fitoosztrogen transz-rezveratrol eloforduldsa, biologiai jelentosége és fotoizomerizdcios

reakcioja

A fitodsztrogének természetes koriilmények kozott eldforduld biologiai  aktivitassal
rendelkez6 nOvényi metabolitok, melyek szerkezeti hasonlosdgot mutatnak a 17a-
Osztradiollal. Ezen kémiailag polifenolként leirhaté vegyiiletek a novényeket ért stressz
faktorok hatadsara (UV sugarzéas, mikrobialis fertézés) termelddnek féleg az epidermalis
szovetekben. Jellemzd képviseldjiik a rezveratrol (3, 4°, 5 trihidroxistilbén), melyet elsé
alkalommal széldlevélben (Vitis vinifera) mutattak ki. Jelentds mennyiségben talalhatdo meg
vorosborokban is, mely kornyezet kedvezd hatassal van a polifenolok tapcsatornabdl torténd
felszivodasara. El6fordulhat szabadon, vagy glikozidként is, ezt az alakot piceidnek nevezziik.
A rezveratrol transz-, és cisz- sztereoizomerek alakjadban is létezhet, a cisz-rezveratrol
glikozidjat cisz-piceidnek hivjuk, a reakcid6 UV sugarzas katalizisével torténik. A transz-
rezveratrol taplalkozdstudomanyi jelentdsége annak bioldgiai aktivitdsdbol fakad, mivel
antioxidans és szabadgyokfogd tulajdonsagain feliil képes kotddni az Osztrogénhormonok
receptoraihoz is. Ennek kodszonhetéen a tobbi polifenolhoz hasonléan a transz-rezveratrol
csOkkentheti a reaktiv gyokok szovetkdrositdé hatasait, csokkenti a kardiovaszkularis
megbetegedések kialakuldsdnak esélyeit, valamint kompenzdlhatja az 0Osztrogénhidnyos

allapotok (csontritkulds) kovetkezményeit is. Mivel a vordsbor a mar emlitett ok miatt kitind



forrdsa a transz-rezveratrolnak érdekes kérdés lehet a magyar borok transz-rezveratrol
tartalma is. Fontos lehet tovabba a rezveratrol cisz-/transz- izomerizacids reakcidjanak
alaposabb megismerése is, mivel a reakcid sordn keletkezett termékek szamat illetéen

egymasnak ellentmond¢ adatok allnak rendelkezésre.

Célkitiizések

Vizsgalataink sordn az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Meg kivantuk hatarozni, hogy a fitodsztrogéneket képviseld transz-rezvertarol és

annak glikozidja, a transz-piceid milyen mennyiségben fordul el6 magyar borokban.

2. Kerestiik a valaszt arra, hogy az egyes évjaratokat, pincészeteket ¢s fajtakat, képviseld

borokat egymassal dsszehasonlitva, milyen egyezések ¢és eltérések allapithatoak meg.

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

kimutathatok a reakcid eredményeképp.

4. Amennyiben mas, tovabbi komponensek keletkezése figyelheté meg célul tiiztiik ki
ezek azonositasat is HPLC, MS és MS/MS modszerekkel.

5. Célunk wvolt tovabba fullerének alkalmazisaval egy olyan MALDI TOF
tomegspektrometria alapti modszer kifejlesztése, mellyel lehetévé valik a szarmazékképzés
nélkiil nehezen ionizalhaté szexualszteroidok gyors tomegspektrometrids vizsgalata bioldgiai

mintakbol.



Anyagok és modszerek

Transz-rezveratrol és transz-piceid standardok

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

Szexualszteroid standardok

A MALDI TOF tomegspektrometrias szteroidmeghatarozas beallitdsdhoz Osztront, [-
Osztradiolt, Osztriolt, progeszteront és tesztoszteront haszndltunk analitikai standardként
(Sigma-Aldrich Kft., Budapest, Magyarorszag). A torzsoldatok készitése soran 0.1 mg
hormont oldottunk fel 800 uL metanolban (Scharlau Chemie S.A. Barcelona, Spanyolorszag).
Az oldodast kovetden az oldathoz 200 pL MilliQ vizet adtunk. A tomegspektrometrias

vizsgalatokhoz a torzsoldatokat 80%-os metanollal higitottuk.

Fulleréen matrix

A szexualszteroidok MALDI TOF analizis¢hez matrixként Cy és Cg fullerént (Gold grade,
Hoechst AG Frankfurt, Németorszag) alkalmaztunk. Els6 1épésben telitett oldatot készitettiink
toluol (Spektrum 3D Kft., Debrecen, Magyarorszag) felhasznalasaval. Az oldatot pipettaval
vittiik fel a MALDI plate (MTP 384 target plate, Bruker Daltonics, Bréma, Németorszag)

feliiletére, ahol a toluol elpéarolgésat kdovetden egy vékony fullerén kristalyfilm képzddott.

Bormintak

42 kiilonb6zdé bort vizsgaltunk meg a villanyi, valamint az egri bortermd régiokbol, az
évjaratok 2003-t6l a 2007-ig terjedtek. A villanyi borokat a Bock illetve a Polgar pincészetek
biztositottak, az egri borokat az Egri Korona Borhaz. A borokbol a HPLC analizist
megeldzden 1 ml-t Eppendorf csében lecentrifugaltuk 10 percig 3000 rpm-en, igy eltavolitva

az esetlegesen eléforduld lebegd részecskéket.



Transz-rezveratrol fotoizomerizacios reakcioja

A transz-rezveratrol fotoizomerizacios reakciojat 14%-os alkoholos oldatban tanulmanyoztuk.
Az oldat 1 ml —¢ét UV fényt ateresztd Eppendorf csében vilagitottuk meg teljes sotétségben
egy Cole Palmer 9815 UV lampa (Cole Palmer Instrument Co., Vernon Hills, Illinois)
segitségével 365 nm hullamhosszon. A tovabbi HPLC analizis céljara 200ul térfogata

mintakat vettiink ki a reakcioelegybdl 10, 30 és 60 perc, valamint 6t ora elteltével.

Igazsdgiigyi csontanyag

A minta-elokészités soran a lagyrész maradvanyok eltavolitasat kovetéen a csontokat PBS
pufferel mostuk le, majd kézzel 6roltiik 0.2 mm szemcsedtmérd eléréséig. A hormonextrakcid
soran 100 mg csontérleményhez 10.00 ml diklormetant (LiChrosolv, Merck KGaA,
Darmstadt, Németorszag) adtunk, majd az elegyet haromszor extrahaltuk ultrahangos kéadban
15 percen at. Az extraktumokat egyesitettiik, beparoltuk, majd a beparlasi maradékot 10 puL

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

Vizelet mintdk

A vizeletmintakat egy, a harmadik trimeszterben 1évé 29 éves terhes nétdl vettiik le. A
mintdkat eldszor centrifugaltuk 20 percig 4000 rpm-en 4°C —on, leiilepitve a lebegd
szennyezddéseket. A vizelet feliiluszojat harom alkalommal diklormetdnnal extrahaltunk 1:1
aranyban. Az extraktumokat egyesitettiik, beparoltuk, majd a beparladsi maradékot 10 pL

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

Borok transz-rezveratrol és transz-piceid tartalmanak HPLC analizise

A transz-rezveratrol és transz-piceid meghatarozashoz hasznalt HPLC berendezés egy Dionex
P680 gradiens pumpat (Dionex Corp., Sunnyvale, CA, USA), egy héliumos gaztalanitd
rendszert, és egy Rheodyne 8125 injektort (Rheodyne Europe GmbH, Bensheim, Germany)
tartalmazott. A kromatogramok detektaldsa, valamint az elvalasztott komponensek
abszorpcids spketrumanak meghatarozasa Dionex 340D UV—Vis diddasoros detektor (Dionex
Corp., Sunnyvale, CA, USA) segitségével tortént. A folyadékromatografids elvalasztas
250mmx4.6mm méretili, C;s—as (ODS) forditott fazisu HPLC oszlopon tortént meg. A mérési
paraméterek beallitdsahoz, valamint a kromatogramok elemzéséhez a Chromeleon Data
Management szoftvert (Version 6.60 SP3 Build 1485, Dionex Corp., Sunnyvale,CA, USA)



hasznaltuk. Az elvalasztast tobblépcsds, binaris gradiens elicid segitségével oldottuk meg.
,»A” eluensként metanol-viz—ecetsav (10/90/1; v/v/v) aranyl keveréke, ,,B” eluensként pedig
metanol-viz—ecetsav (90/10/1; v/v/v) aranyu keveréke szolgalt 1.5 ml/perc aramlasi sebesség
mellett. A gradiens 0sszesen 35 perc hosszl kétlépcesds profilu volt, az elvalasztast 306 és 286

nm —en detektaltuk.

HPLC-APCI tomegspektrmetria

A HPLC késziiléket egy Bruker HCT Esquire (Bruker Daltonics, Bremen, Németorszag)
tomegspektrométerhez kapcsoltuk egy microsplitter szelep segitségével (Upchurch Scientific,
Oak Harbor, WA, USA). A tomegspektrometrias ionizacidt atmoszférikus nyomasu kémiai
ioniizacioval (APCI) oldottuk meg. A tomegspektrométer, illetve a mérési paraméterek
beallitasahoz az Esquire Controll Version 5.3 Build 11 (Bruker Daltonics Bréma,
Németorszag) szoftvert hasznaltuk, az adatok kiértékeléséhez pedig a Data Analysis Version

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

MALDI TOF tomegspektrometria

A méréseket egy Autoflex II tipusi (Bruker Daltonics, Bréma, Németorszag) MALDI
TOF/TOF tomegspektrométerrel végeztiikk. A késziilék reflektron detekcids lizemmodban
miikddott pozitiv €s negativ ionizaciés modban egyarant. Az ionizacidhoz egy MNL-205MC
(LTB Lasertechnik Berlin GmbH., Berlin, Németorszag) tipust 337 nm hullamhosszusagu
pulzdld nitrogén lézert alkalmaztunk. A méréseket megelézden kiilsd kalibraciot
alkalmaztunk, a kalibracios pontokat mustarsav és 2,5-dihidroxibenzoesav matrix molekulédk
csucsai adtak. A mintdk tdmegspektrumait 200 m/z €s 500 m/z kozott vettiik fel, valamennyi
spektrum 1000 16vés eredményét Osszesitve késziilt. A mérési paraméterek bedllitdsahoz a
FlexControl 2.4 (Bruker Daltonics, Bréma, Németorszag) szoftvert hasznaltuk, az adatok
kiértékeléséhez pedig a Bruker FlexAnalysis 2.4 (Bruker Daltonics, Bréma, Németorszag)

szoftvert.



Eredmények és megbeszélésiik

Magyar borok transz-rezveratrol és transz-piceid tartalma

A jelen munkaban 42 kiilonb6z6 magyar bor keriilt feldolgozasra a 2003-2007-es
évjaratokbol, hadrom pincészetet, és két foldrajzi €és klimatikus szempontbol elkiilontilt
bortermd régidt reprezentdlva. A vizsgalt borok esetében a transz-rezveratrol tartalom
altalaban a Merlot, a Pinot Noir, a Syrah, valamint a Cabernet Sauvignon fajtdkban volt
kiemelkedd. Eredményeink alapjan a transz-rezveratrol 0,4 mg/l és 10,4 mg/l kozotti
mennyiségekben fordult eld. Kiemelkedden jelentés mennyiségli transz-rezveratrolt sikeriilt
kimutatni a Bock Cabernet Sauvignon (2006) vordsborban (10,4 mg/l), valamint a Bock
Merlot (2006)-ban (7,2 mg/l). A Polgar pincészet borai atlagosan hasonlé mennyiségii transz-
rezveratrolt tartalmaztak, mint a Bock pincészet borai. A legnagyobb mennyiségli transz-
rezveratrolt a Polgar Syrah (2005)-ben sikeriilt kimutatni, az érték 5,1 mg/l-nek adédott. Az
egri borvidékrdl szdrmazo voOrdsborokban a transz-rezveratrol atlagos koncentracidja
alacsonyabb volt, mint a villanyi borvidék boraiban, a mennyiségek 0,4 mg/l és 2,5 mg/l
kozotti  értékeket voltak. A legmagasabb koncentraciét 2,5 mg/l-t a 2007-es Egri
Kékfrankosban detektaltuk. A vizsgalt borok transz-piceid tartalma 0,1 mg/l és 4,4 mg/l
kozotti értek volt. Kiemelkedéen magas transz-piceid koncentraciot talaltunk a Bock
Kékfrankos (2007) borban (4,4 mg/l) valamint az Egri Kékfrankos (2007) borban (3,7 mg/l).
A vizsgélat tartalmazott egy fehér és egy rozé bort is, a Bock pincészettdl. A vérosborokkal
Osszehasonlitva, varakozasainknak megfeleléen, mind a transz-rezveratrol mind transz-piceid
megfeleléen. A fehérborban a Bock Capella Cuvée (2003) borban ez a mennyiség 0,7 mg/l
volt a transz-rezveratrol esetében, mig a transz-piceid esetében az érték 0,1 mg/l-nek adddott.
A Bock Rose Cuvée (2007) rozé borban, nagysagrendileg hasonlé mennyiséget talaltunk,
mind a két komponens esetében 0,5mg/1-t.

A legalacsonyabb transz-rezveratrol és transz-piceid mennyiségeket a 2003-as évjarata
borokban talaltuk, egy esetben pedig (Bock Cabernet Franc 2003) egyik komponenst sem
sikeriilt detektalnunk. Ennek hatterében a borok érésével és allasaval Osszefiiggd oxidativ
destrukci6 allhat. Bizonyos évejaratokban ugyanakkor kiugrd polifenol mennyiség mutathatd
ki borokban. Ez gyakran Osszefiigg a targyévben megfigyelt kedvezé klimatikus viszonyokkal
(meleg szaraz i1ddjaras), mely kiemelkedd mennyiségii ¢s mindségii sz616 €és bortermést hoz.
Ezzel szemben azokban az években, amikor a kés6 nyari, kora 0szi id6északok hiivosnek ¢€s
csapadékosnak bizonyultak az adott évjaratu borok polifenol tartalma is alacsony volt. Ennek

oka a polifenolok UV stresszt gatld tulajdonsagaiban keresendd, hiszen szintézisiiket tobbek



kozott a napos 6rdk magasabb szamaval jardé fokozott UV sugarzds is katalizélja. A
csapadékos 1d6jarads tovabba kedvez a sz6londvények gombas, kiillondsen a Botrytis cinerea-
val valo fert6z6désének. A mikrobialis infekcid, ugyan szintén fokozza a transz-rezveratrol
szintézist, de a sziirkerothadas folyamatanak eldrehaladtaval, a Botrytis cinerea stilbén oxidaz
enzime a transz-rezveratrol destrukcidjahoz vezet.

Az Egri Korona Borhdz esetében lathatjuk, hogy a hiivosebb ¢és csapadékosabb klimaju egri
bortermé régidban alacsonyabb atlagos transz-rezveratrol koncentracioval talalkoztunk 1,47
mg/l), azonban a transz-piceid atlagos mennyisége (0,92 mg/l) nem bizonyult egyértelmiien
alacsonynak, mely azonban egy kiugrdé értéknek (Egri Blau Burger 2007 3,6 mg/l)
koszonhetd. Ezt figyelmen kiviil hagyva az atlagértéket 0,36 mg/l-nek hatarozhatjuk meg, ami
lathatéan alacsonyabb a villanyi borok estében mért értékeknél. Ennek okaként klimatikus
tényezoket valosziniisithetiink mivel Villany Magyarorszag déli részén talalhato, ahol a klima
az orszagos atlaghoz viszonyitva meleg, a csapadék mennyisége pedig alacsony. Eger
csapadékosabb is. Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a bortipuson, és a borkészitési
technoldgian kiviil a kozvetlen és kozvetett klimatikus faktorok: is hatassal vannak a borok

transz-rezveratrol és piceid tartalmara.

Transz-rezveratrol fotoizomerizacios reakcioja

A transz-rezveratrol fotoizomeridcos reakciojanak nyomon kovetéséhez egy HPLC-APCI MS,
tandem MS (MS/MS) rendszert hasznaltunk. A soOtétben tartott torzsoldat analizise soran
minddssze egy komponenst detektaltunk, mely 21,9 percnél eludlodott. Az abszorpcids
spektrum, a retencids idd, valamint a tomegspektrum (229,2 m/z, [M+H]") alapjan ez a transz-
rezveratrol molekuldnak felelt meg. A tiz perc UV fénnyel torténd besugarzast kdvetden egy
masodik csucs 1s megfigyelhetové valt a kromatogramon 23,2 percnél, ezt a retencios 1dod, az
abszorpcids spektrum, valamint a tomegspektrum (229,2 m/z) alapjan cisz-rezveratrolként
azonositottuk. A cisz-rezveratrolt reprezentalod cstics mogott tovabba megjelent egy alacsony
intenzitast harmadik csucs is, 23,5 percnél. Ez a komponens nem volt megtalalhaté a kontroll
mintaban, igy egyértelmiien a reakcid termékeként azonosithatd. Mennyisége 30 és 60 perc
besugarzast kovetden is novekedett. Mivel az ismeretlen komponens mennyiségének
novekedése nem jart egyiitt a cisz-rezveratrol mennyiségének valtozasaval, ugyanakkor a
transz-rezveratrol  koncentracidja ezzel parhuzamosan folyamatosan csokkent, azt
feltételezziik, hogy a kérdéses anyag a transz-rezveratrol molekuldbol keletkezik. Az
ismeretlen komponens abszorpcids spektruma a transz-rezveratroléhoz volt hasonlo. Mig a

transz-rezveratrol spektrumaban azonban két abszorpcidos maximum (220 nm, 305 nm)



figyelhetd meg, addig az 0j vegylilet sepktrumaban egy harmadik abszorpcidés maximum (250
nm) is detektdlhat6. Szemben a transz- és a cisz-rezveratrol 229,2 m/z értékével a harmadik
komponenst 227,2 m/z értéknél detektaltuk, tehat ennek tomege 2 Da-al kevesebb a
rezveratrol (228,2 Da) tomegénél.

A transz-rezveratrol fragmentacidja soran keletkezett, irodalombdl is ismert, fragmens ionokat
210,9 m/z, 192,9 m/z, 134,9 m/z, és 119,0 m/z értékeknél figyeltiik meg. A 210,9 m/z, és
192,9 m/z értéknél lathaté fragmensek viz kilépésével és fenolos hidroxilcsoportok
eliminéciojaval keletkeznek. A 134,9 és 119,0 m/z értéknél lathatd fragmensek a rezveratrol
molekula hasadasaval keletkeznek, és egy-egy fenolos gyltriit, valamint egy alkillancot
tartalmaznak harmas kotéssel. A cisz-rezveratrol fragmentdcids mintazata egyezett a
fentiekkel. Az j komponens MS/MS analizise soran is megfigyeltilk a mar azonositott
fragmenseket, ezek tomege azonban részben eltérd volt. A 1349 és 119,0 m/z értéknél
detektalt fragmensek tomege nem valtozott, a 210,9 m/z és 192,9 m/z értéknél detektaltak
viszont 2-2 Da-al kisebbek voltak, mint a rezveratrol esetében.

A besugarzas legegyszeriibb kdvetkezménye egy destruktiv hatis lehet, mely a fenolos
gylriik felnyilasaval jar. Ebben az esetben szembetind lenne azonban az abszorpcids
spektrum jelentds mértékli megvaltozasa, amit nem tapasztaltunk. Masik lehetéség, hogy a két
hidrogén a fenolos hidroxilcsoportok oxidacidja soran valik le, azonban az MS/MS
vizsgélatok kizartak ennek lehetdségét, mert ebben az esetben nem latnank az ismeretlen
komponens esetében is mind a két vizkilépéssel keletkezd fragmenst. A harmadik lehetdség
egy fenantrén szarmazék keletkezése, ezt kontroll kisérlettel zartuk ki. Az igy eldallitott
termék retencids ideje és abszorpcids spektruma nem felelt meg az altalunk keresett
molekulanak.

Tovébbi lehetdség a 2 Da tomegveszteségre a rezveratrol fenolos gytirtiit 6sszekotd alkillanc
kettds kotésének oxidacidja harmas kotést eredményezve. Ezt erdsiti meg, hogy a centralis
alkillancban bekovetkezett toréssel keletkezd fragmensek, 119 m/z és 134,9 m/z értéknél
(melyek egy-egy harmas kotést is tartalmaznak) valtozatlanul voltak jelen mind a transz-,
mind a cisz-rezveratrol, mind pedig az j komponens MS/MS spektrumaban is. Feltételezve,
hogy az azonositatlan komponens mar a fragmentaci6 folyamata eldtt tartalmazta a
haromszoros kotést a struktara kdzepén, az eredmények azt igazoljak, hogy az uj vegyiilet egy
centralis C-C harmas kotést tartalmaz. A feltételezések bizonyitasat quantummechanikai
szamitasok segitségével végeztiik el, 6sszehasonlitva a feltételezett struktira megfigyelt, és
szamitott abszorpciés spektrumat, melynek eredménye jo egyezést mutatott. Az eredmények
megbizhatosagat a transz-, a cisz-rezveratrol, valamint a kontrollkisérletben eldallitott
fenantrén szarmazék segitségével ellendriztik le. Az 0j komponenst 3,4’°,5-trihidroxi-

difenilacetilénként azonositottuk.
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Szexudlszteroidok MALDI TOF tomegspektrometrias vizsgalata

A muszeres paraméterek beallitdsat és a megfeleld matrix kivalasztasat 6t, gyakran el6forduld
szexudlszteroid hormon standardjaval végeztiik el. A férfi hormonok koziil a tesztoszteron, a
néi nemi hormonok koziil pedig az Osztron, Osztradiol és Osztriol, illetve a progeszteron
standardjat hasznaltuk. Munkank sordn Co és Cg fulleréneket elséként alkalmaztunk MALDI
matrixként. Az Osztrogének kimutatasa negativ ionizaciés modban, mig a tesztoszteron és a
progeszteron vizsgalata pozitiv mdédban volt eredményes. Ennek hatterét az egyes hormonok
funkciés csoportjai alapjan hataroztuk meg. Az Osztrogének kimutatdsa azért volt negativ
modban sikeresebb, mert tobb hidroxilcsoporttal rendelkeznek, mint ketocsoporttal ahol is
konnyebben megvaldsulhat a negativ polaritast tomegspektrometrids ionizaciot soran fellépd
deprotonalodas. Mivel a tesztoszteron €s a progeszteron tobb protondlhatd ketocsoportokkal
rendelkezik, ezek esetében a protondlodassal jarod, pozitiv polaritast MALDI ionizacid
hatékonyabb. Az Osztrogéneket ennek megfelelden negativ toltésti kvazimolekula ionként, a
progeszteront és a tesztoszteront pedig pozitiv toltésti kvazimolekula ionként [M+H]"
detektaltuk. A kimutathatosadgi hatar (LOD) megallapitasa higitasi sorozatok segitségével
tortént. A kimutathatdosdg minimumanak azt a mennyiséget vettiik, ahol az adott hormon
vizsgalatakor kapott jel intenzitasa legalabb a megfigyelt zajszint haromszorosat adta. A LOD
a vizsgalt hormonok esetében Cr fullerént alkalmazva 39 és 74 pmol kozott alakult. Az elért
legjobb tomegpontossag 5 ppm volt.

A modszer alkalmazhatdsagat bioldgiai mintdkon (csontszdvet, vizelet) is megvizsgaltuk.
Ennek soran szilard/folyadék, illetve folyadék/folyadék extrakciot végeztiink, az
extraktumokat beparlast, majd visszaoldast kdvetden vizsgaltuk. A mintakat parban, pozitiv és
negativ polaritasti ionizacioval is lemértiik. A vizelet vizsgéalata sordan terhes vizeletbdl
mutattunk ki a terhességre jellemzd szexudlszteroid markereket. Az Osztrogének koziil
sikeresen detektaltuk szulfatcsoporttal alkotott konjugatum alakjdban az Gsztradiolt, mely a
termékeny kort noék elsddleges Osztrogénhormonja. A terhes allapotra specifikus hormonok
koziil pedig a terhes allapot klasszikus indikéatoraként szamon tartott Gsztriolt, valamint a
méhnyalkahartya megfelelé allapotat fenntarté progeszteront mutattuk ki. A csontszdvet
vizsgalata sordn a szexualszteroidokat a nemi identitds markereiként hasznaltuk fel
igazsagiigyi leletek nemének meghatarozdsa soran. Eredményeinket a hagyomanyos,
antropoldgiai alapu nem meghatarozas metodikajaval vetettiilk Ossze, és erdsitettiik meg. Az
emlitett két igazsagiigyi anyag vizsgélata soran semmilyen 6sztrogén hormont nem sikeriilt
detektalni, a tesztoszteron kvazimolekularis ionjat azonban mindkét esetben kimutattuk. igy a
leletek nemét férfiként hataroztuk meg, mely megfelelt az igazsagiligyi orvostani vizsgalat

eredményének is.
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Osszefoglalas

Munkénk elsé részében magyar borok transz-rezveratrol ¢és transz-piceid tartalmanak
meghatdrozasat végeztilkk el HPLC analizis segitségével. Vizsgéalataink sordn az egri és a
villanyi bortermd régidt, valamint tobb (2003-2007) évjaratot hasonlitottunk Ossze. Az

eredményeket az alabbiaknak megfeleléen foglalhatjuk Gssze.

e Megallapitottuk, hogy a magyar vordsborokban, de kiilondsen a villanyi régiobol
szarmazo6 borokban kiemelkedé mennyiségli transz-rezveratrol talalhatd. Ez atlagban
3-3,5 mg/l értéket jelent, mig a nemzetkozi adatok alapjan ez jellemzden 0,5 és 2,9
mg/l kozott van.

e A legnagyobb mennyiséget a Merlot, Syrah, Cabernet Sauvignon, és Pinot Noir fajtak
tartalmazzak.

e A mezdgazdasagi szempontbdl sikeres bortermd években, a borokban altalaban magas

transz-rezveratrol és transz-piceid tartalom jellemzd.

Munkank masodik részében a transz-rezveratrol fotoizomerizacids reakcidjat tanulmanyoztuk
HPLC MS és MS/MS modszerekkel.

e Megallapitottuk, hogy a fotoizomerizacios reakcid sordn a cisz-rezvertarol mellett
tovabbi reakcidtermékek keletkeznek.

e Az egyik termék a cisz-rezveratrol ismert fotociklizacids reakcidja soran keletkezd
fenantrén szarmazék a 2,5’,7-trihidroxi-fenantrén.

o A masik ez idig ismeretlen komponens a transz-rezveratrolbol keletkezett.

o A tomegspektrometrids, valamint a tandem tomegspektrometrias adatok alapjan ezt a

molekulat egy acetilén szarmazékként (3,4’,5-trihidroxi-difenilacetilén) azonositottuk.
Kutatasaink harmadik teriilete szexualszteroidok tomegspektrometrids vizsgalata volt.

e Egy 1j, fullerén matrixot alkalmazd eljarassal sikeresen valdsitottuk meg az ot
leggyakoribb szexualszteroid hormon nagy érzékenységii, szarmazékképzés nélkiili
MALDI TOF MS kimutatasat.

e  Munkdank soran els6 alkalommal hasznéltunk fulleréneket MALDI matrixként.

e Biologiai mintdk feldolgozasa soran terhes vizeletbdl, illetve igazsagiigyi

csontanyagbdl mutattunk ki 0sztrogén, androgén és progesztagén hormonokat.
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