PhD értegstézisei

ENDOTOXINOK MONITOROZASA

UJ KAPILLARIS- ES MICROCHIP
ELEKTROFORETIKUS MODSZEREKKEL

ES TOMEGSPEKTROMETRIAVAL

Kilar Aniko

EIméleti Orvostudomanyok Doktori Iskola

Témavezed: Dr. Kocsis Béla
Programveze®: Prof. Dr. Emédy Levente, emeritus professzor

Doktori Iskola vezet: Prof. Dr. Lénard Laszld, akadémikus

ORVOSI MIKROBIOLOGIAI ES IMMUNITASTANI INTEZET
ALTALANOS ORVOSTUDOMANYI KAR
PECSI TUDOMANYEGYETEM
2009



1. Bevezetés

A baktériumok tobbsége sejtfalszerkezeti tulajdgask alapjan besorolhatok a Gram-
pozitiv, vagy a Gram-negativ csoportokba. Az erndiattk a Gram-negativ baktériumok
kilsé membranjanak allando alkotoelemei (1. abra), dgldontos virulencia faktorok. A
Gram-negativ mikroorganizmusok megtalalhatok a @brnbélfléraban, valamint a
természetes kornyezetben, beleértve az emberi gatkgt is (pl. Escherichia coli
Salmonella Shigellag Pseudomonas\eisseria Haemophilus Az endotoxinok neve a gorog
endo(belsy) sz0bdl szarmazik.
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1. bra A Gram-pozitiv (a) és a Gram-negativ (b) baktériunok sejtfalszerkezetének vazlatos képei

1.1. Az endotoxinok kémiai felépitése

Kémiailag az endotoxinok lipopoliszacharid (LPS)ejgii makromolekuldk keverékei. A
smooth(S) tipusu intakt LPS szerkezete harom részre tagol@dy hidrofob lipid részre
(elnevezésdipid A), a hozza kovalensen kapcsolédd hidrofite oligoszacharicdkgységre és
egy O-poliszacharid lancra(2. abra). Az LPS a lipid A részen keresztll kapadik a
baktérium sejtfalahoz, mig az O-oldallancok kifeftatnak. A mutalédott baktériumok
rough (R) tipusu endotoxinokat allitanak 6el amelyekibl hianyzik az O-oldallanc.
Elnevezésik ezért gyakran lipooligoszacharid (L@8)endotoxinok valamennyi szerkezeti
egységében heterogenitas (fajon beliili heteroggnitdalhatd. igy egys tipust endotoxin
kilénb6d hosszusagu O-poliszacharid 1ancokat tartalmatétyvé O-oldallanc nélkili és
nem teljes core régiot tartalmazé komponens8eklio keverek. Az LPS-ek ¢képp az O-
oldallancok) szerkezete a baktériumfajok kdzothagy valtozatossagot mutat (fajok kozti
heterogenitas), emiatt az endotoxinok alkalmasakosipus meghatarozasra.

O-poliszacharid Az LPS-eket egyszérextrakcios, mosasi és

Ge) &) tisztitasi eljarasokkal lehet kipreparalni a
) baktériumokbdl. Az LPS molekuldk amfifil
SRS ne0i15..40 jellegiik miatt vizes oldatokban aggregalddnak.

Az aggregatumok molekula-totmege akar 1
milli6 Da is lehet, mig az endotoxin monomer
molekulattmege 2-20 kDa k6zOtt mozog. Az
aggregatumokat kulonbéZeluletaktiv anyagok
és fehérjék bontjak.
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toltéseket a foszfat, a Kdo és (olykor) hexuronsav
maradékok szolgaltatjdk. Gyenge savas hidrolizis
hatasara a Kdo — core, valamint a Kdo — Kdo kdzti
kotések hasadnak, ezért ezt az eljarast alkalmazzak
a lipid A és a poliszacharid elvalasztaséra.
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1.2. Az endotoxinok biolégiai hatasai

A baktérium novekedése és lizise soran az endotexiélik a baktériumrol. Az O-
oldallancok elédleges célmolekulait képezik a makrofagok és aztekpsejtek
immunreceptorainak szamos éllatban és emberbenérAramba kertlt endotoxin 1 EU
(endotoxin egység = 0.1 ng endotoxin)/kg testsdlym@gyobb koncentracidban szamos
potencialisan életveszélyes s#dmény forrdsa lehet; a toxikussag a lipid A résznek
tulajdonithatd. A patofiziologiai reakciok kozé tmmik a magas laz, hipotenzio,
intravaszkularis koagulacio, endotoxin sokk és akafal. A Gram-negativ bakterialis
szepszis esetében gyakran megfigyéletzek a tiinetek.

Az endotoxinok Btiir6 képessége nagy (a standard laboratoriumi koruledéipzti
autoklavozas nem elégséges a molekuldk degradaBs@zért az infuziok, a dializalo
oldatok és egyéb, gyakran hasznalt parenteralizitkégnyek alallitasat és endotoxin
mentességeét torvényileg szigoruan szabalyozzak.

Karos hatasuk mellett, az immunstimulalé hatastoendnok az egész nyirok-és
vérképsd rendszer egyik legfontosabb serkeént

1.3. Az endotoxinok detektalasanak és vizsgalatanakodszerei

Az endotoxinok komoly betegségetieiezd képességének felismerése 6ta sok kutatas
irAnyul ma is az aktiv részek izolalasara, tisgéita €s részletes kémiai elemzésére. Az
endotoxinok detektalaséra és analizisére szolgldalggi mddszerek két csoportra oszthatok.
Az egyik a bioaktivitast detektélja, mig a masikszerkezeti elemzésre hasznalatos. Az
agynevezett “endotoxin probak” kilonkEdm vitro ésin vivo biokémiai tesztekre épulnek,
mint pl. az USP nyul teszt vagy a LALi(nulusAmebocyte Lysate) teszt.

A szerkezeti elemzés hosszu ideig problémas vidy, &z amfifil LPS molekuldk vizes
oldatban aggregalodnak, ami jelésgn megneheziti a molekulak vizsgalatat. Renddzazin
LPS-ek gyenge illetve ésen savas hidrolizis hatdsara keletkezett félégitzeit (pl. core
régiot vagy lipid A részt) vizsgaljdk gazkromatdgraal, magneses magrezonancia
spektroszkoépiaval (NMR) és lagy ionizacios tomegspenetriaval (MS). Ezek a mddszerek
tébbnyire kiegészitik egymast a teljes molekularlezzetének felderitéseben. A kémiai
degradacio kdzben azonban fennall a veszély, halgilid, am bioldgiailag fontos funkcids
csoportokat veszithetiink el.

Az intakt endotoxinok heterogenitdsanak feltérkégére leggyakrabban az eziisttzéssel
kombinalt SDS-poliakrilamid gél-elektroforézis mads hasznalatos. Illyenkor as
endotoxinok ,létra-mintazata” alapjan meg lehet tkildoztetni egymastél asd és azR
endotoxinokat, valamint a kulonb®5 LPS-eket (a ,létra-savok” az O-oldallanc ismdd
egységeinek szamat adjak meg). Sokszéfioelul azonban, hogy elkulortilsavok helyett
széles (diffaz) savok jelennek meg a gélen, ez2dziistozéses detektalas felbontoképessége
korlatozott.

Az endotoxinok gyors, érzékeny és kvantitativ jelttése standard optikai detektorok
alkalmazasaval kihivast jelent a kutatok szamagganis az LPS molekuldkban nem talalhato
kromofér csoport. A kapillaris elektroforézis (C& a mikrochip elektroforézis UV/VIS vagy
fluoreszcens detektorokat hasznalo nagyfelbontBsliasztastechnikai modszerek, melyeket
széles korben alkalmaznak bioldégiai molekuldk (gxszgr, peptid, fehérje, nukleotid,
szacharid, virus, sejt) vizsgalatara. Felmeriléal&s, hogy ezek a technikdk hasznalhatdk-e
endotoxinok analizisére is. Az endotoxin-kutataslamaban csupan néhany CE alkalmazas,
mig egyetlen mikrochip elektroforetikus alkalmagém talalhato.

A masik nagy kihivast az endotoxinok nagyméitékikro)heterogenitasanak felderitése
jelenti, azaz az intakt LPS-ek kozvetlen szerkezstonositasa. Tézisemben bizonyos
enterobakterialis LPS-ek  kapillaris és  mikrochip ek#foforetikus,  valamint
toémegspektrometrias (azon belil MALDI-TOF MS) jelizését targyalom.



2. Célkitiizések

A dolgozat & célja a kilonbdz enterobakterialis endotoxinok (lipopoli- és
lipooligoszacharidok keverékének) Uj, gyors és psrazerkezeti meghatarozasat szolgalo
modszerek kifejlesztése standard optikai detektdetihasznalasaval majdani immunkémias
(pl antigén szerkezetanalizis) vizsgalatokhoz. @é€luolt még az endotoxin komponensek
pontos molekulattmegének és kémiai szerkezeténeghatwrozasa. A kihivast jelént
feladatok a kdvetkézpontokban foglalhatok dssze:

1. Kapillaris elektroforézissel vizsgalni az UV-kiev endotoxinokat fehérje-komplexeik
UV-detektalasa segitségeével, egyuttal ndvelni afifiiendotoxinok oldhatosagat.
(Kisérleteink alapjaul szolgalt, hogy a fehérjékaggregaljdk az endotoxinokat, és azokkal
UV-abszorbealo komplexet képeznek.)

2. Kifejleszteni a valtozatos szerkekdsztitott LPS molekulak gyors és nagy érzékenlység
kimutatasat microchip elektroforézissel (Bioanatyz&gilent), egy, az eredetileg fehérjék
kimutatasara alkalmas modszer atdolgozasaval. Megaini annak lehéségét, hogy az Uj
mikrochip elektroforetikus rendszerink alkalmas-euin modon alkalmazott, de de és
munkaigényes, eziustézéssel kombinalt SDS-PAGE rneédészltasara.

(A modszer alapja az a feltételezés volt, hogyredotoxinok vizes oldatban kélcsénhatnak
az SDS-sel és az SDS pedig kdlcsbnhatasba lép ektaléshoz hasznalt fluoreszcens
festékkel.)

3. Kifejleszteni a kozvetlenll tenyészéthkinyert, csak részben tisztitott endotoxinok
mikrochip elektroforetikus analizisét a% és R endotoxinok kemotipusanak gyors
meghatarozasara. Osszevetni a tisztitott és adee@ kivont részben tisztitott endotoxin
mintak elektroforetikus profiljat.

4. Meghatarozni bizonyoRR és S tipusu LPS-ek molekulattmegét és jellemezni a
heterogenitasokat MALDI-TOF tdmegspektrométerrel.



3. Anyagok és modszerek

3.1. Baktériumtorzsek és endotoxinok

Kisérleteinkben a kovetkéztorzsekldl kivont endotoxinokat vizsgaltuk: a8 tipusu
Escherichia coliNCB 021, O55, 083, 0111, 0112, 102, ATCC 25%R&teus morganii
034, Salmonella urbana30, Salmonella adelaid®35, Salmonella minnesotaildtype,
Shigella sonnei phase [,Shigella dysenteria€, Yersinia enterocolitica 09, ésR tipusu
Escherichia coliNCB D31, Salmonella minnesotR595, Shigellasonneiphase 1l (4303)41,
562H és 4350. A torzsek az Pécsi TudomanyegyetdaidAbs Orvostudomanyi Kar, Orvosi
Mikrobiol6giai és Immunitastani Intézetének sagazsgyijteményélbl szarmaztak.

A baktériumokat 30 literes fermentorban 37°C-onés2H-ju taptalajban tenyésztettik. A
baktériumsejteket centrifugalassaliggttik 6ssze, majd az lledéket acetonnal szarkofz
S tipusu lipopoliszacharidokatVestphal és mtsdorrd fenol/vizes mddszerével, mig &
tipusu LPS-eketGalanos és mtsaifenol-kloroform-petroléter extrakciéjaval vontuki, k
ultracentrifugalassal tisztitottuk, majd liofilektUA liofilizalt LPS mintakbol 1 mg/ml LPS
szuszpenziot készitettlnk.

A lipid A részek eballitdsahoz az LPS-eket enyhe savas kortlmeényesitkbrolizaltuk
(0.1 M natrium acetét puffer, pH 4.4), liofilizakés sésav/etanol keverékével extrahaltuk. Az
Uledéket, mely a lipid A-t tartalmazta, desztililtzel mostuk és liofilizaltuk.

A részlegesen tisztitott endotoxin mintdkat kozwmil sejtlizatumokbal allitottuk &l A
baktérium térzseket 1 ml bouillonban tenyésztettiilgjd lizozimmal és LPS lizis pufferrel
inkubaltuk (lizaltuk), s a fehérjéket proteinaz Kzenmel emésztettik. A proteinmentes LPS
mintakat tovabbi tisztitas nélkil azonnal analidélt

3.2. Fehérjek és mintadikészités kapillaris elektroforézis vizsgalatokhoz

A hemoglobint emberi védb allitottuk eb, a transzferrin por alakban allt rendelkezésre.
A liofilizalt endotoxin mintdkat az elektrolit puwdfben (5 mM Tris-HCI, pH 8.5)
szuszpendaltuk 1 mg/ml-es koncentracidban. A heobdgl végkoncentracidja a
lipopoliszacharid mintakban 48V (1.2 mg/ml), a transzferriné 1 mg/ml volt. A kegkeket
37°C-on inkubdltuk 1 vagy 2 éraig, s minden oraplaggeztik az elektroforetikus futtatast.

3.3. Natrum-dodecil-szulfat poliakrilamid gél-elektroforézis

A liofilizalt LPS mintakat ,LPS mintapufferben” dipergaltuk (1 mg/ml), majd desztillalt
vizzel higitottuk. A gél-elektroforézistaemmli féle diszkontinuus rendszerben, 15 %-0s
szeparald és 4 %-os stacking gélben végeztik, 1%onstans fesziltséggel. A mintakkal
parhuzamosan Pharmacia alacsony molekulatérfetgrje-standard sort futtattunk. Az LPS
géleketTsai és Frascimddszerével eziistoztik.

3.4. Kapillaris elektroforézis

A mérések BioFocus 3000 kapillaris elektroforéezsiiléken torténtek. A kapillaris (28
cm x 50um bel$ atmeés, 23.5 cm effektiv hossz) béldellletét poliakrilamiddal fedtik az
elektroendozmodzis és a mintak adszorpcidjanak @ikse vegett. A hattér-elektrolit 0.05 M
Tris-HCI, pH 8.5. A mintdkat 1-5 psixsec injekt&akjuttattuk a kapillarisba (az injektélt
mennyiség kb. 2 nl), a komponensek a katédtol (megmlus) az andd (pozitiv pélus) felé
vandorolnak. A feszlltség 10 kV, a rendszémbrséklete 25°C. A detektalas UV fényben
205-340 nm-en és lathaté fényben 340-800 nm-eéntbdiddasoros detektorral, a futtatasi
id6 25 perc. Az elektroferogramok kvantitativ kiértile®t a Biofocus Integrator System
segitségével végeztik el.



3.5. Mikrochip elektroforézis

A mikrochip elektroforetikus futtatdsokat AgilentidBnalyzer 2100 tipusu készilékkel
veégeztuk lézerindukalt fluoreszcencia detektorlmiazva. A futtatasokhoz Agilent Protein
LabChip 50, 80, vagy 200 chipkészletet hasznalthkbzza vald oldatrendszerrel (a szamok a
szeparaldgél ,swokéepesseget” jelentik kDa-ban). A tisztitott LPS szenziohoz vagy a
sejtlizatumbdl kivont LPS mintdhoz kulonkibkoncentracioju SDS-oldatot adtunk, mintakat
eés az Agilent fehérje standard keveréket szonikalimelegitettik, centrifugaltuk majd
desztillalt vizzel higitottuk.

A chip csatornait hidrodinamikusan toltéttiik felsaeparald géllel (polidimetilakrilamid
alapu linearis polimer oldat), amely tartalmaztafl@oreszcens festéket. A mintabeér
helyeket és a molekulatdmeg standard bérhétyeit feltdltéttiik az LPS mintakkal illetve (az
adott chipkészlethez tartozd) fehérje standard@almintdk injektalasa elektroforetikusan
tortént (az injektalt mennyiség kb 40 picoliter)kamponensek az andd (pozitiv polus) felé
vandoroltak; a rendszetimérséklete 25°C; egy minta futtatasi ideje 50 s.

Az LPS-SDS-festék komplexek a kapillarison belidkalnak ki, mivel a fluoreszcens
festék ebs komplexet képez az SDS-sel. A nemdkitt fluoreszcens festék a detektalasi pont
elétt pufferrel higul. Az elektroferogramok kvantitatkiértékelését a 2100 Expert software
segitségével végeztik el. A molekulatomeg megbéssliez az egyes chipkészletekhez
tartoz6 fehérje standardot hasznaltuk. A készikeklektroferogramok mellett automatikusan
general egy analog gél-képet is.

3.6. MALDI-TOF tdmegspektrometria

1 mg LPS-mintat 1ml 0,1 M-os citromsav oldatba gpesdaltunk, majd a szuszpenziot
ultrahangoztuk. Az oldat néhany mikroliterét Dowetioncserél gyantan sétalanitottuk. A
minta felviteléhez “dried-droplet” modszert alkalmhank, matrixnak?2,5-dihidroxi-benzoesavat
hasznaltunk. A mintdk tomegspektrometrias analiBséker Autoflex Il. MALDI-TOF/TOF
MS tdmegspektrométeren végeztik lineagy reflektron médbarA jeleket negativ médban
detektaltuk a 1000-10000 m/z tartomanyban. A kékzikalibralasa standard peptidek
felhasznalasaval tortént. Az adatok kiértekeléséllex Analysis software (2.4-es verzio)
segitségével végeztik el. A tdmegspektrumok kiétését az endotoxinok szerkezetét
felepi cukor, foszfat és zsirsav molekuldk tomegeinekzdégmesével végeztik. Az
tomegspektrumban megjeten [M-H] ™ kvazimolekularis ionokhoz hozzarendeltik a
szerkezetet.



4. Eredmények és megvitatas

4.1. Kapillaris elektroforézis médszer kifejlesztés endotoxinok detektalasara

Az endotoxinok szerkezetlébadodbéan nem tartalmaznak UV-elniyelsoportot, ezért
az elektroforézis soran, human hemoglobin vagysutamrin jelenlétében, Hb/LPS vagy
Tf/LPS komplexek formajaban detektaltdket a fehérjék fényelnyelési hulldmhosszéan. A
modszer lényege, hogy a fehérje/LPS komplexek arfél eltérs mobilitast (vandorlasi
id6) mutatnak. AzE. coli S. minnesotaés S. sonneitorzseklél izolalt endotoxinok
elektroforetikus profilja a8 ésR tipusuktol figgen valtozott. Egyes endotoxinokra jelleinz
volt, hogy minél tovabb tart az inkubalas idejen&@ntobb fehérje lesz jelen fehérje/LPS
komplex formaban, mig a fehérje teljes mennyiségdakul. Az endotoxinok kimutatasi
hatérértékeR tipusu endotoxinok esetén) 50 pg/ml.

A 3. abran néhany Hb és LPS koélcsbnhatasabdl szarer@dmeény lathaté. Az LPS/Hb
komplexek kimutatasa orvosi szempontbdl is fontebet, hiszen pl. a Hb-tartalma
.mesterséges vérben” esetleg jeledléndotoxin toxikus mellékhatasokat eredményez.
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3. abra Kapillaris elektroforézis futtatasok: a) LPS, b) Hb, ¢) Hb és egyR tipust LPS
keveréke, és d) Hb és eg$ tipusu LPS keveréke injektadlasavalAz LPS-ek (altalaban) nem
UV-aktivak (a); a Hb 205 and 415 nm-en fényt albiseél (b); a Hb csucs mellett megjelentaz
LPS/Hb komplex csucsa (c¢); a Hb csucs utan, azfedésben megjelent &LPS/Hb komplex
cslcsa (d).

4.2. Mikrochip elektroforézis modszer kifejlesztésendotoxinok monitorozasara

Az amfifil LPS molekuldk elektrosztatikus és hidibfkdlcsonhatasok révén kuloniédz
felileti anyagokkal (pl. SDS) kolcsonhatnak. Er@pazva dolgoztuk ki az eredetileg protein
vizsgélatokra tervezett mikrochip alkalmazas felgt bakteridlis lipopolisaccharidok
vizsgalatahoz.

Az endotoxin aggregatumokat 40-50 mM-os SDS oldialmazasaval lehetett
eredményesen dezaggregalni. Az endotoxinokat fhzoens festék segitségével dodecil-



szulfat jelenlétében detektaltuk lézer-indukalofieszcencia detektorral (a fluoreszcens festék
az LPS-SDS komplexek SDS komponenséheédiit).

Az R tipusu (O-poliszacharid nélkili) LPS-ek elektrofgramjaban egy vagy kétt
mintacsucs lathat6 (4a és b abra), migéipusu LPS elektroferogramjaban tébb mintacsucs
jelenik meg (1-20-ig szamozva a 4c abran, és 1sdgnozva a 4d abran) az O-poliszacharid
lanc isméthds egységeinek szamatol fiiggn. A legnagyobb relativ mennyiségbesf@lduld
endotoxin-komponensek kimutatasi hatara 6 pg/mil.
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4. dbra R tipusu (a-b) ésS tipusu (c-d) LPS-ek mikrochip elektroferogramja Aglent Protein
80 LabChip hasznélataval. Az S tipusu E.coli O83 és a Salmonella minnesot®35 LPS
profijdban a ,csucshulldmok” eltér eloszlast mutatnak az LPS-ek edtéheterogenitasabdl
adédodan. S.P.=rendszercsucs, azaz a szabad IBiSKesplex csucsa.

Azonos endotoxinok hagyomanyos, ezistozéssel ka@ibiSDS-PAGE modszerrel
futtatott, és a mikrochip elektroferogram alapjarengralt gél-képei nagymeértékben
hasonlitanak egymashoz (5. abra). Bzcoli 083 LPS dsszes komponensének szamitott és
Lbecsilt” molekulatdmeg értékeit az 1. tablazatatanazza.
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5. dbra Az E. coli 083 LPS gél-elektroforetikus mintazata. a) A mikrochip
elektroferogram alapjan generalt gél-kép és b) hagynyos SDS-PAGE gél-kép ezlistozéses
eldhivas utan. A nyilak az alkalmazott modszerek fieghénolekulatbmeg standardjainak
elektroforetikus vandorlasanak pozicioit jelolikkéat gél-kép mintazata hasonlo.

1. tabldzat Az E. coli 083 LPS komponenseinek molekulatomegei a mikrochip
elektroferogramban megjelent LPS komponensek szamak fliggvényeben.

SDS-PAGE Mikrochip Relativ

Csucs Szamitott Becsiilt Becsiilt csucsteriilet
szama molekula molekula molekula
tomeg(kDa)  t5meg(kDa) témeg(kDa)
1 3.9 6.1 1000
2 4.7 10.0 243
3 5.6 14.4 14.5 185
4 6.5 17.9 50
5 73 224 54
6 2 201 259 12
7 9.1 321 23
8 9.9 35.7 23
9 10.8 39.5 12
10 11.7 45.0 15
11 12.5 49.0 42
12 13.4 54.5 66
13 14.3 59.1 g9
14 151 43 64.2 131
15 16.0 71.9 185
16 167 796 232
17 17.7 87.3 212
18 18.6 95.0 162
19 19.5 100.8 97
20 20.3 107.1 42

Az szamitott molekulatbomegeket a molekulaszerkezdbpjan, mig becsult
molekulattmegeket az adott modszer fehérje stajaiaa#t vandorlasi poziciéjabol
hataroztuk meg. Fontos megjegyezni azonban, hogy pantos molekulatdmeg
meghatarozasahoz sem a mikrochip, sem az SDS-PA&ISzerhez nem &ll rendelkezésre
megfeleb molekulatdmeg standard. igy nyilvanvald, hogy atblazat szamitott és a becstilt
molekulatémeg értékei ellentmondo értékeket admak LPS-SDS-festek komplexek nettd
fellleti toltése Iényegesen kilonbozik az SDS-dedétt fehérjekéll, eblbl kovetkeden a
két komplex migracios tulajdonsagai is kulonbozneklgyanakkor a kilénb&z LPS
komponensek (csucsok) integralasaval tdrtéalative mennyiségek meghatarozasa nagy
elérelépést jelent az endotoxinok vizsgalataban.



Tobbféle mutans baktériumbdl szarmazéd endotoxinkezetek gyors dsszehasonlitasanal
(mint pl. epidemioldgiai tanulméanyoknal) az endatmk kivonasara alitchcock és Brown
altal kidolgozott, mindéssze 1 ml baktérium-tenygdskz igényb sejtlizatumos maodszert
alkalmazzéak, amely egy viszonylag gyors endotoxieparalasi médszer (kb. 40 6ra). Az
endotoxinokat kivonas utan tovabbi tisztitasi legkesélkiul analizaljak (ezért is nevezzik
részben tisztitott LPS-eknek) SDS-PAGE technikaval.

Az altalunk kifejlesztett mikrochip elektroforetiiu modszerrel megvizsgaltunk
sejtlizatumbol eallitott LPS mintdkat is. Vakprobas#en, az altalunk vizsgalt 18 endotoxin
valamennyi sejtlizatumabdl azonositani tudtuk & kemotipusat. Az azonositast minden
minta esetében elvégeztik a tisztitott LPS-parjésva tisztitott és a sejtlizatumbol szarmazé
endotoxinok elektroferogramjai nagymértékben hdsmttedk egymasra (6. abra).

A modszer érzékenység nagy, mivel 1 ml baktériugésretet hasznélva (ez megfelel kb.
10¢® sejtnek) kevesebb, mint 1 ng LPS tartalmd mintélkiadakterisztikus és reprodukalhaté
elektroforetikus profilokat kaptunk a kilonkbendotoxinokra.

E. coli 0112 (S) . .
tisztitott LPS N \ S. sonnei 41 (R)

o tisztitott LPS

E. coli 0112 (S) .
2 | S.sonnei 41 (R
sejtlizatum Tl sejtlizétum( )

3 ) = e 5 5 = 5

6. &bra A tisztitott és a sejtlizatumbdl szarmazd részlegen tisztitott LPS-mintak
mikrochip elektroforézis futtatasa. A kéta) Stipusu LPS-minta, és a két R}tipusu LPS-minta
egymashoz hasonlé modon detektalhatok. A nyilaltikedz R endotoxinbdl szarmazo csucsokat.

4.3. Endotoxin analizis MALDI-TOF tdmegspektrométerel

Az endotoxin vizsgalatok koérébe tartozik egy masiigy kihivast jelerit terilet,
nevezetesen az LPS molekulak kémiai mikroheterd@ggdmak tanulmanyozasa, ami a
bakteridlis ferdzés patogenezisével kapcsolatos folyamatok megéeéssziikséges. Intakt
LPS-ek részletes szerkezeti elemzésére alkalmasakongegspekirometrias és NMR
vizsgélatok.

Kisérleteinkben MALDI-TOF toimegspektrométert alkalma a kovetkez torzsekidl
izolalt intakt endotoxinokat vizsgaltuk MALDI-TOFOmegspektrométerrelR tipusu S.
minnesotaR595 S. sonnei 43QR41, 562H 4350 (mutans variansok) &tipusuE. coli 083
Vizsgaltuk még aE. coli 083 0112 0157 P. morganiiO34, S. urbana O3@sS. sonneR41
térzsek endotoxinjaibol savas hidrolizis atjan myipid A szerkezeteit.

A 7. és 8. dbran edy és eg)Stipusu endotoxin tomegspektruma lathato.

Az endotoxin molekulak a tomegspektrométer ionfealkdan kis gerjesztési energia
hatdséara is hasadhatnak i) a lipid A és core digdzarid kozti glikozidkotés mentén, illetve
i) a glikbzamin maradék és egyes zsirsav lancakdtkoAz LPS molekulaion, a core
oligoszacharid fragmens ionjai és a lipid A fragmémnjai a tomegspektrumban — a nagyfoku
LPS (mikro)heterogenitas kdvetkeztében — csucsmadinformajaban jelennek meg.
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Az E. coli O83 LPS MALDI-
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8. &bra Az E. coli O83 LPS negativ-ion MALDI-TOF tdmegspektruménak ésmikrochip
elektroforetikus képének 0sszevetéeséz elektroferogramban az él§szamozott) csucshoz
hozzarendelhéta lipid A és core részt tartalmazd LPS komponerig, a tébbi, nyillal jelzett
csucs feltételezhé&tn a leginkabb ionizalhato, 0, 1, 2 és 3 O-polisaad isméihds egységet
tartalmaz6 LPS komponensek csucsai. A tomegspekfraone csicsok kozti tomegkilénbség
egyenb az O-oldallanc ism&itls egységeinek témegévehri/z = 866 Da). A mikrochip
elektroferogramban megjeléncsicsok szamabol kovetkeztetni lehet az intakt -h&x$
jelenleb O-poliszacharid ismé&itls egységek szamara. Ennek alapjanEazoli O83 LPS
legtobb (19) ismétidé egységet tartalmazé komponensének molekulatomage0B28 Da.
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5. Kovetkeztetések és lenésegek

A bakterialis lipopolisacharidok (endotoxinok) dzaezeti elemzése fontos szerepet jatszik
a baktériumok azonositdsaban és a kuléhibtiatansok jellemzésében. Munkank soran u;,
gyors és nagy erzékenysekgppillaris- és mikrochip elektroforézis médszetekezettiink be
szamos, azEnterobacteriaceaecsaladba tartozo baktériumtorzséktkivont endotoxinok
detektalasara és mennyiségi analizisére. Az int&&®-ek fajon bellli heterogenitasanak
felderitésére MALDI-TOF tomegspektrometrias mérésakkalmaztunk.

Uj eredmények:

1. A kapillaris elektroforézis, és a mikrochip dlelforézis egyarant alkalmasnak bizonyult az
endotoxinok szerkezeti valtozatainak tanulmanydzdsakilondsen ad ésR kemotipusok
gyors és érzékeny megkilonbdztetéséhez.

2. A Kkapillaris elektroforézissel lehetséges a fEMEPS komplexek vizsgalata vizes
rendszerekben és az elektroferogram képe flggdat@xin kemotipusatol.

3. Az endotoxinok analizisére ujonnan kifejleszteiftrochip technika egyszeges gyors (11
minta futtatdsa 30 percet igényel, minkeélszitéssel egyltt 1 éra), nagy érzékenyseegy
minta futtatdsahoz kevesebb, mint 1 nanogram LBgeald), alkalmas kis mennyiség
mintak vizsgélatara (pikoliternyi mennyiségek infdksa), fontos szerkezeti informaciot
nyujt az endotoxinokrol (alkalmas &2&sR tipusu LPS-ek megkulonbdztetésére).

A nagy felbontdsi modszerrel 8tipusu endotoxinok kildnbdz0-oldallanc ismétds
egységet tartalmazo komponensek mikrochipben ®d2étvalasztasa és relativ
mennyiségének meghatarozasa is lehetséges.

4. Az emlitett edlnydk miatt a mikrochip mddszerink kivalthatja a yamanyosan hasznalt,
am id- és munkaigényes ezlstdzéssel kombinalt SDS-piidiakd gél-elektroforézist, ami
nagy ebrelépést jelent az endotoxinok analizisében.

5. A mikrochip technika karakterisztikus profilokatszolgaltat a kulonb@z
baktériumtérzsekli szarmazé endotoxinokra. Igy alkalmas az LPS kémebk nagyon
gyors ,ujjlenyomat’-vételére nagyszamu baktériumtanmgokbdl szarmazd sejtlizatumok
vizsgalataban.

6. A MALDI témegspektrumok alapjan kovetkeztetrideé az egyes LPS-ek pontos lipid és
poliszacharid 6sszetéwmek miniségére és mennyiségére.

7. A tdmegspektrometrias méréseket elektroforetikikrochipelemzésekkel kombinélva
meghatarozhaté a kis molekulatoridgPS komponensek szerkezete és molekulatomege. A
lipopoliszacharidok kémiai 6sszetételének meghaéaa fontos informaciét ad a szerkezet —
funkcio kapcsolat tisztazasahoz.

Tervek
= A jovében tovabbfejleszteni a kapillaris elektroforézi®dszert annak érdekében,

hogy a kis szerkezeti kulonbségekkel rendelkazdotoxinok is megkulonboztetkikt
legyenek.

13



Az eredeti mikrochip elektroforetikus profilbban npelgns rendszercsucs

kikiszOboblése, mert ez a cslUcs zavarja Raztipusu endotoxinok mennyiségi

értékelését.

Ismert kémiai szerkeziet LPS molekulak molekulattmeg standardként valo
alkalmazasanak kidolgozasa az endotoxinok molekumlageinek meghatarozasahoz
elektroforetikus futtatasokban.

A MALDI tdmegspektrometrias mérések folytatdsa gysaamu isméddé egységgel
rendelke?d molekula-komponensek szerkezetének meghatarozasara
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