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1 Bevezetés

A vérben keringd, ¢s altalanos fertdzést (vérmérgezést, szepszist) okozo baktériumok és
egyéb korokozok komoly problémat jelentenek az orvostudomany szamara. A vilagon évente
18 milli6 embert érintenek ezek a fertdzések, és a haldlozasi arany 30-50% még a
legmodernebb felszereléssel rendelkezd korhazakban is. A vérmérgezés f6 oka a vérben
talalhatd patogének (baktériumok, virusok, gombak, egyéb mikrobdk, és azok metabolitjai)
jelenlétére adott immunvalasz. Az adott kérokozo szdma hirtelen novekedésnek indul, és az
immunrendszer “tulreagalja” a fertézést, ami altal véralvadas, keringési pangas, 6démak,
szisztémas gyulladas, szovetkarositas, €s végiil szeptikus sokk kialakulasahoz vezethet
megddbbentden révid 1d6 alatt.

Az egyik probléma a szepszises esetek gyodgyitdsaval az, hogy nehéz azonositani a fertdzésért
felel6s korokozot, igy a széles spektrumu antibiotikum kezelésen kiviil gyakorlatilag nincs
alternativ gyogymod. Ezeknek az antibiotikumoknak komoly mellékhatasaik vannak, és
hosszantartd alkalmazasuk sajnos noveli a haldlozasi ardnyt. Az antibiotikumok a szétesd
baktériumokbol jelentds mennyiségli endotoxint szabaditanak fel, mely egy beinduld
lancreakcid révén sokkhoz vezethet. Az antibiotikum-rezisztens baktériumtorzsek terjedése
miatt a kezelés egyre tobb esetben hatastalan. Egészségiigyi- és tizleti érdek is, hogy a
bakteridlis fertézést, ezen belill is az eszkozok és gyogyszerek endotoxinnal torténd
szennyezddését megeldzzek. Fontos mindségi kovetelmény, hogy az alkalmazott injektalhatod
gyogyszerek, sebészeti eszkozok, folyadékok, dializald csovek sterilek és endotoxinmentesek
legyenek. A gyartdo cégek tekintélyes Osszegeket kénytelenek forditani arra, hogy ezek a
termékek valoban endotoxinok szennyezésétél mentesek legyenek. Igy érthetévé valik, hogy
miért novekszik az endotoxin meghatarozasanak tizleti jelentésége is. Az endotoxinnal tortént
kontaminéacié kimutatdsa és mértékének meghatarozasa a gyogyszer- és biotechnologiai
folyamatok, valamint az egészségiigyi szolgaltatasok kritikus paramétere (pl. a hemodializis
rendszerek ellenérzése).

Munkéankban az endotoxinok szerkezet-funkcié kapcsolataval foglalkoztunk, amely
lehetdséget nyujthat a diagnosztikai kérdések megvalaszolasaban, valamint a biologiai

hatasok mechanizmusanak felderitésében.



2 Célkitiizések

Az endotoxinok szerkezete és funkcidja kozotti kapcsolat leirasara a kovetkez6 célokat tiiztiik
ki,

1. Kiilonb6z6 enterobaktériumok (E. coli, Salmonella, Proteus nemzetségek valamint Shigella
sonnei mutansok) lipopoliszacharid molekulainak szerkezeti jellemzésére és a komponensek
mennyiségi- ¢és molekulatomeg meghatarozasara mikrochip elektroforézis modszer
kifejlesztése. Gram-negativ baktériumok heterogén S-endotoxinjainak moltomeg szerinti
elvalasztasa, az endotoxin molekula keverék komponenseinek mennyiségi meghatarozasa,
valamint  szerkezeti tipus szerinti  osztalyozds kialakitdsa.  Elektroforézis ¢és

tomegspektrometria alkalmazasa.

2. A tovabbfejlesztett mikrochip-elektroforetikus elvalasztas alkalmazasa kiilonb6zé (E. coli,
Salmonella genus, Proteus genus) enterobaktériumokbol szarmazé LPS molekulak nagy
érzékenységgel €s gyorsasaggal valo kimutatasara teljes sejt-lizatumokbdl, valamint degradalt

poliszacharidok kimutatasara.

3. Rendszertanilag tavol allo, de szerologiailag keresztreakciot mutatd baktériumok (P.
morganii O34 (8662/64), E. coli O111 és S. enterica sv. Adelaide O35) endotoxinjainak
szerkezeti elemzése, a szeroldgiai keresztkapcsolat hatterének megvilagitasa immunologiai és
tomegspektrometrids vizsgalatokkal a feltehetden kolitozt tartalmazd lipopoliszacharidok

esetén.

4. Kapillaris zonaelektroforézis modszer kidolgozéasa biomolekulak/endotoxinok detektalasara

és elvalasztasara mikrochipen.

5. Az endotoxinok human vordsvértest membranjara gyakorolt hatasdnak vizsgalata

mikrochip elektroforézis modszerrel és EPR spin-jeloléssel.

3 Anyagok és médszerek
3.1 Felhasznalt baktériumtorzsek

A vizsgalatainkhoz hasznalt baktériumtorzsek a kovetkezok voltak: E. coli 021, O55, 083,
0111, 0112, 0157, ATCC 25922, D31, S. enterica sv. Adelaide O35, S. enterica sv.



Minnesota vadtipus, R595, S. enterica sv. Urbana O30, P. morganii O34, 352, 1594, P.
penneri 101, 102, 103, 104, 105, Shigella sonnei 4303 (fazis II), 41, és Shigella flexneri 5.

3.2 Endotoxinok, lipid A, O-antigének

Az endotoxinok kivonasa (tisztitasa) az S-tipust baktériumokbol fenol-vizes (1:1/v:v)
modszerrel, mig az R-tipusu baktériumokbol fenol-kloform-petroléteres (2:5:8/v:v:v)
eljarassal, az endotoxinok lipid A, illetve O-antigén alkotorészeinek elvalasztasa Kumada és

mtsai. altal kidolgozott metodika szerint tortént.

3.3 Oszlopkromatografia

Az LPS-ket 1% (v/v) ecetsavval 100°C-on 90 percig hidrolizaltuk, felbontva igy a lipid A és
poliszacharid egység kozotti glikozidos kotést. A lipid A-tdl levalasztott poliszacharidot
(feliilisz6) centrifugalds (8000 x g fordulaton 20 percig 4°C-on) utdn oszlopkromatografias
eljarassal (2,5x80 cm hosszi Sephadex G-50 oszlop) (Sigma Chemicals, St. Louis, MO,
USA) tisztitottuk, frakcionaltuk. A szétvalasztashoz piridin-ecetsav puffert (4 ml piridin és 10
ml cc. ecetsav 1000 ml vizben) hasznaltunk. Az igy nyert degradalt poliszacharid (DPS)
oldatot Biichi-féle rotacids vakuum beparld segitségével koncentraltuk, haromszori desztillalt
vizes oldas ¢€s beparlas segitségével a nyomokban jelenlévd ecetsavat ¢és piridint

eltavolitottuk.

3.4 Endotoxinok kinyerése baktérium sejtlizatumabél

A baktériumok tenyésztése (egy homogén telepbdl) 5 ml Miiller-Hinton bouillonban tortént.
A tenyészetet 1 ¢€jszakan at 37°C-os razotermosztatban inkubaltuk. Ezt kovetben a
baktériumtenyészetbdl 1 ml-t kivettiink és lecentrifugéltuk (3 perc, 6000 x g). Majd a
mintakat 100°C-on 30 percig termosztaltuk. A felmelegitett szuszpenziobol 200 pl-t
kivettiink, hozzdadtunk 4 ul (100 mg/ml) lizozim enzimet. Ezaltal a baktérium peptidoglikan
sejtfala felbomlott. Termosztatba raktuk 30 percre 37°C-ra. A baktérium szuszpenzidhoz
hozzaadtunk 200 ul lizis puffert, ami kiszabaditja a tobbi sejtalkotot (fehérjéket,
endotoxinokat, nukleinsavat és egyéb sejttormelékeket). 10 percig 100°C-on termosztaltuk.
Hozzaadtunk 10 pl (20 mg/ml) proteindz K enzimet és az egészet 3 oraig 65°C-on
termosztaltuk. Ezt a 1épést még egyszer megismételtiik. A proteinaz K enzim felbontja és
eltavolitja a baktérium sejtfalanak fehérjealkotoit. A reakcioelegyhez 800 pl etanolban oldott
MgCl,-t adtunk (3,8 mg MgCl,” 6 H,0O + 50 ml etanol). A keveréket -20°C-on 1 éjszakéan 4t



allni hagytuk. Ez a folyamat allitja le a proteinaz K miikodését és csapja ki az endotoxinokat.
Masnap a mintat lecentrifugéltuk (15 perc, 13000g). A feliiliszot (etanolos MgCl, + proteinaz
K) leontottiik, az tiledék tartalmazza az endotoxinokat, amit higitottunk 30 ul PBS-el. A
mintdkat 5 percig ultrahangos flirddbe helyeztiik. Ezt a fehérjementes LPS tartalmi mintat

hasznaltuk fel a tovabbi mérésekhez.

3.5 Mikrochip gélelektroforézis modszerfejlesztés

A mikrochip elektroforézis méréshez High Sensitivity Protein 250 LabChip kitet hasznaltunk
(Agilent Technologies, Waldbronn, Germany). A mikrochip elektroforetikus futtatasokat
Agilent Bioanalyzer 2100 tipusu késziilékkel végeztiik 1ézerindukalt fluoreszcencia detektort
(630 gerjesztési és 650 nm elnyelési hullamhosszakat) alkalmazva. Ezek a chipek 11 minta
vizsgalatara alkalmasak, a mérés iddigénye 25 perc egyetlen elvalaszté csatorna
hasznalataval.

A tisztitott €s sejtlizdtumbol szdrmazd endotoxinokat fiziologids sdoldatban oldottuk, majd
tizszeres higitast végeztiink Tris/HCI pufferrel (pH: 8,5), bedllitva a mintdk pH-jat 8 és 9
kozé. A fluoreszcens jeldlés soran 0,5 ul tizszeresen higitott fluoreszcens festékoldatot adtunk
5 pl mintdhoz, majd az oldatot tiz percig inkubaltuk sotétben, szobahOmérsékleten. A
fluoreszcens festék nagy valoszintiséggel az endotoxinok lipid A és/vagy core részén 1évo
szabad nitrogénjéhez kotddik 1:1 ardnyban. A reakcidt 0,5 pl etanolamin hozzdaddséaval
allitottuk le a felesleges festéket megkdtve (ez a festék+etanolamin komplex adja minden
mintanal a rendszercsucsot, ami belsd standardnak tekinthetd). A fluoreszcensen jelolt
mintakat otszordsére higitottuk 24 ul desztillalt viz hozzaadasaval. A higitott mintak 4 pl-¢hez
2 pl SDS mintapuffer oldatot adtunk, majd az oldatot 100°C-on 5 percig inkubaltuk. A
lecentrifugalt mintak feliiliszoit hasznaltuk elektroforetikus analizisre.

A chip csatornait 90 masodpercig hidrodinamikusan toltottiik fel 12 pl szeparald géllel (poli-
dimetil-akrilamid alapt linearis polimer oldat), mely lecsokkenti az elektroozmootikus
aramlast (EOF-t). Ezutan 12 pl un. festékmentesit6 (destaining) oldatot t6ltottiink a ,,DS” jeli
helyre, mely a detektalasi pont eldtt kihigitja a mintat és a nem kot6dott festék oldatot, ezaltal
csokken a hattérzaj. A mintabemérd helyeket és a molekulatdmeg standard bemérd helyeit
feltoltottiik 6 pl kovalensen jeldlt endotoxin mintakkal.

Az endotoxin mintdk futtatdsahoz a Bioanalyzer 2100 program a kovetkezdképpen keriilt
atdolgozasra: az injektalas elektroforetikusan tortént 1000 V-on 80 masodpercig (az injektalt
mennyiség kb. 40 pikoliter). Az elvalasztast 1000 V-on végeztiik 60 illetve 90 masodpercig, a

komponensek az andd (pozitiv pdlus) felé vandoroltak; a rendszer homérsékletét 30°C-ra
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szoftver segitségével végeztik el. A mintdkat haromszor mértiikk le ugyanazon és/vagy
kiilonb6zé mikrochipeken, ellendrizve a mérések ismételhetéségét illetve a csucspozicio,

csucsszamok ¢és csucs alatti tertiletek reprodukalhatosagat.

3.6 ELISA

Immunologiai  keresztreakciok igazolasara ELISA teszteket alkalmaztunk. A tesztek
baktériumokbol szarmazoé intakt LPS, vagy DPS vagy lipid A mintak és nyulban eléallitott
immunszérum kozotti szerologiai reakcion alapulnak: kezeletlen és hdvel elolt baktérium altal
kimeritett antiszérummal dolgoztunk. A keresztreakciot kecskében termelt anti-nyul-1gG-hez
kotott o-fenilén diamin peroxidaz szubsztrattal mutattuk ki. Az optikai denzitast 492 nm-en
mértiik (Titertek Uniscan reader, Flow Laboratories, Helsinki, Finland).

Vizsgalatot végeztink P (P. morganii O34 endotoxinok ellen termelt), E (E. coli O111
endotoxinok ellen termelt) és S (S. enterica sv. Adelaide O35 endotoxinok ellen termelt)
immunsavokkal, mint kontrollokkal. Az immunsavokat felhasznaltuk antitest kimeritéses
mérésekhez, amely soran a haromféle torzshoz tartozo, hével elolt P. morganii O34 (P), E.
coli O111 (E), illetve S. enterica sv. Adelaide O35 (S) baktériumokkal inkubaltuk (egy
¢jszakan at, 4°C) a savokat, és igy jutottunk a P-P, E-P, S-P jelolési, a P-E, E-E, S-E
jelolést, és a P-S, E-S, S-S jelolést (,,kimeritett”) savokhoz centrifugalast (6000 x g, 20 perc)

kovetden (feliilaszd). Az liledék tartalmazta a baktériumsejtekhez kotott antitesteket.

3.7 GazKkromatografia — tomegspektrometria

A gazkromatografids méréshez a vizsgalando LPS cukor-GsszetevOket alditol acetattd
alakitottuk a Sawardeker és Sloneker altal kidolgozott metodika szerint.

A DPS mintakat 1 M H,SO4-val hidrolizaltuk 100°C-on, 14 oran keresztiil. A hidrolizatumot
barium-hidroxiddal semlegesitettiik. Na-borhidrides (13 mg Na-borhidrid 1 ml desztillalt
vizben) redukalast kovetden a felesleges borhidridet 50 pl koncentralt ecetsav hozzdadasaval
kotottiik le. Desztillalt metanolos beparlassal a boratot eltdvolitottuk. A beparlast kovetéen a
mintak igy mar redukalt cukrokat tartalmaztak. 14 6ran keresztiil 100°C-on ecetsavanhidrid
segitségével acetilaltuk, majd desztillalt vizes mosas és beparlds utdn 1 ml kloroformban
oldottuk a cukor szarmazékokat.

A GC-MS késziilék (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) egy gazkromatografbol
(6890N) és egy quadrupole tomegspektrométerbdl (5975) allt. Az elvélasztas DB-225

kapillaris oszlopon [(Agilent Technologies, Waldbronn, Németorszag), hossz: 30 m, belsd



atmér6: 0,25 mm, film rétegvastagsag: 0,15 mm] tortént. A vivégaz 1,5 ml/perc sebességgel
21 psi nyomason aramoltatott, nagy tisztasaga hélium volt. Az injektalt mennyiség 1 pl volt,
split injektalast alkalmazva. GC hdémérsékleti programot hasznéltunk, 180°C kezdd
hémérsékletet emeltiik percenként 5°C/perccel 235°C-ig (41,5 perc). Az injektor
homérséklete 200°C, a detektoré 300°C és az ionforrasé 230°C volt. Az ionizacios fesziiltség
70 eV elektron litkoztetéses (EI) modban, a detektalt tomegtartomany pedig 20-600 amu.

A kiilonbozé baktériumokbol szdrmazd monoszacharidokat MS-konyvtar segitségével és

ey

meso-inozitolt kevertiink mintainkhoz.

3.8 Endotoxinok kolcsonhatasanak vizsgalata MGE és EPR moédszerekkel

Az endotoxinok hemoglobinnal valo kolcsonhatasat mikrochip —gélelektroforézissel
vizsgaltuk. 1 mg/ml hemoglobint (Sigma-Aldrich) 20 percig kezeltiink 2 mg/ml E. coli O83
baktériumbol szarmazo tisztitott endotoxinokkal, 1:1 aranyban.

A vorodsvértest membrannal valo kdlcsonhatast EPR mérésekkel kovettiik nyomon. A mintdk
elokészitése a kovetkezé modon tortént. 1 ml human, EDTA-val alvadédsgatolt vért kiilonbdzo
Minnesota R595-bél izolalt endotoxinokkal inkubaltuk (4°C, 90 perc), majd centrifugalassal a
plazmat levalasztottuk. A voOrdsvértest mintak spinjelolését 1,5 mg/ml 5-SASL [5-(4’,4-
dimetil-oxazolidin-N-oxil) sztearinsav] oldattal végeztiik. Az EPR spektrumokat ESP 300E
spektrométerrel (Bruker BioSpin, Karlsruhe, Németorszag) vettiik fel. A minta elhelyezése
utdn a spektrum felvétele a kovetkezd paraméterek mellett tortént: a mikrohullamua
teljesitmény 20 mW, a modulaciés amplitadé 2,0 G, a magneses térerésség kb. 3480 G, a
pasztazott tértartomany 100 G, az idéallandd 5,12 ms, a konverzids id6 2,56 ms volt.
Altalaban 5-10 spektrumot atlagoltunk. A kiértékelésnél a félértékszélesség (half-width at
half-height, HWHH) meghatarozasa bizonyult a legmegfelelobbnek, melyet a spektrum
alacsonyterti sz€lséértékénél vettiink figyelembe. Ennek csdkkenése a membran-fluiditas

csokkenését mutatja.



4 Eredmények és kovetkeztetések

4.1 Mikrochip gélelektroforézis modszerfejlesztés lipopoliszacharidok szerkezeti
jellemzésére

Az altalunk wjonnan kidolgozott gyors és a kordbbinal érzékenyebb MGE moddszer
fluoreszcens  festékkel kovalensen jelolt, Gram-negativ  bakteridlis endotoxinok
meghatarozasara alkalmas. Ennél a modszernél a fluoreszcens festék az LPS molekulék lipid
fehérjék N-terminalisanak jeloléséhez hasonléan. Modszeriinket az eredetileg fehérjék
vizsgalatara tervezett High Sensitivity Protein 250 LabChip kit rendszer elvalasztasi
koriilményeinek atdolgozasaval fejlesztettikk ki. Ennek sordan a kovetkezd paramétereket
optimalizaltuk: (i) A fluoreszcens festék mennyiségét csokkentettiik oly modon, hogy a gyors
mozgékonysagu lipid A + core egység jelintenzitdsit az elektroferogramokon elsdként
megjelend nagy intenzitasu fluoreszcens festék+etanolamin komplexbdl all6 rendszercsucs ne
fedje el. (ii) A gyorsabb mintael6készités érdekében lerdviditettiik az endotoxinok festési
idejét 30 percrdl 10 percre, ez a 1épés az elektroferogramokon a mintdk komponenseinek
jelintenzitasaban valtozast nem eredményezett. (iii) A fluoreszcens festék-endotoxin
A mintaeldkészités kidolgozasa utan a MGE detektalasi id6 paraméterét programoztuk at,
hogy a 60 s-nal lassabban vandorlé endotoxin komponensek is lathatova valjanak az
elektroferogramokon.

Az elvalasztas sordn a fluoreszcens festékkel jeldlt kivonat endotoxin - keverék komponensei
egy poli-dimetil-akrilamid alapu gélben kiiloniilnek el egymastol, a benniik talalhaté core
oligoszacharid és O-oldallanc jelenlétének és hosszusdganak fiiggvényében. Mddszeriinkkel
egymds utan egy futtatdsban 11 endotoxin minta vizsgalhaté nagy hatékonysaggal ¢és

felbontassal, fél oran beliil.

4.1.1 Szerkezeti tipus szerinti osztalyozas

Az Enterobacteriaceae csalad kiilonb6z6 baktériumtorzseibol izolalt 19 S- és 4 R-tipust
endotoxin-mintat vizsgaltam. A fluoreszcensen jelolt endotoxinok elektroferogramjainak
profilja a baktériumtorzseknek megfeleld, jellegzetes képet mutattak. Az R-tipusu endotoxin
kivonatok keverékében egy vagy két féle endotoxin elkiiloniilése, mig az S-tipusu endotoxin

kivonatoknal 2-40 féle endotoxin szétvalasztasa is lathato volt.



A molekulaméret alapjan torténd elvalasztas az aggregalodds megakadalyozdsa soran
felhasznalt SDS-nek koszonhetd. Az elektroferogramokon a kiilonb6zé szamu csticsok
megfeleltethetok az endotoxin molekuldban levé O-poliszacharid lanc ismétlédo egységeinek,
ahol a rendszercsucs utani elsé cstics a lipid A és core oligoszacharid egységekbdl felépiild
endotoxin komponens, a tovabbi csucsok a rendre novekvd szamua O-poliszacharid ismétlodo
egységet tartalmaz6 endotoxin komponenseknek felelnek meg.

A vandorlési idétartomany és a komponensek relativ mennyiségének segitségével az S-tipust
endotoxinok osztalyozasara kiilonb6zé csoportokat hoztunk létre. Ez alapjan az 1. csoportba
tartoz6 endotoxinok jellegzetes, maximumgorbe jellegi mintazatot mutatnak a nagyobb
vandorlasi idoknél. Ezen a csoporton beliil tovabb osztalyozhatjuk az endotoxinokat aszerint,
hogy az 1. komponens (lipid A + core) vagy az azt kovetd, 2. komponens (lipid A + core + 1
ismétlédd egységet tartalmazd O-oldallanc) van-e a legnagyobb mennyiségben jelen, illetve
aszerint, hogy az LPS komponensek milyen mozgékonysaguak.

Ezek alapjan az E. coli O83 és O112 baktériumokbdl szarmazo6 endotoxin molekulakat az 1.a
csoportba sorolhatjuk, miszerint az els6 csucs (lipid A + core) mennyisége nagyobb az egy
ismétlodé egységet tartalmazd komponensnél, és az LPS komponensek vandorlasi ideje
kisebb, mint 38 s, ami a tobbi LPS-hez képest relative nagy mobilitast jelent. A vandorlasi idd
megadasat természetesen az adott koriilményekre kell vonatkoztatni. Hasonl6 a profiljuk az
1.b csoportba tartozo E. coli 021, 055, 0111, 0157, ATCC 25922, P. penneri 101, 102, 103,
104 és S. flexneri 5 baktériumokbol szarmaz6 endotoxin komponenseknek, azzal a
kiilonbséggel, hogy az LPS komponensek vandorlasa maximum 58 masodpercet vesz
igénybe, ami az 1.a csoportéhoz képest relative lassabb vandorlas. Az 1.c csoportba tartozo P.
penneri 105, S. enterica sv. Minnesota vadtipus, S. enterica sv. Adelaide O35 és a S. enterica
sv. Urbana O30 baktériumokbol szarmazd endotoxinoknak a lipid A + core régiot magaba
foglalo 1. komponens mennyisége jelentdsen kisebb a masodik komponenséhez képest, a
legnagyobb LPS komponensek vandorlasa maximum 70-75 s kozott figyelheté meg. A 2.
csoportba tartozé P. morganii O34, 352 és 1594 baktériumokbdl szarmazo endotoxinoknal a
komponensek relativ mennyisége folyamatosan csokken a vandorlasi iddvel
(molekulatomeggel, O-oligoszacharid oldallanc méretével).

A tisztitott R-tipust S. enterica sv. Minnesota R595, S. sonnei R41, 4303 (fazis 1I) és E. coli
D31 torzsekbdl szarmazo endotoxinok elektroforetikus profiljaiban egy vagy két komponens
figyelhetd meg ¢és az esetek tobbségében az elsd komponens atfedésben lathaté a

rendszercsticesal, ami a komponensek kis molekulatomegének kdszonhetd. Mivel az R-tipust



LPS-ekben nem talalhatdé O-oldallanc, ezért a mintacsuics(ok) megfelel(nek) a lipid A + core
oligoszacharid egységekbdl allo intakt LPS komponensnek.

Meghataroztuk a kimutatdsi hatart a vizsgalt tisztitott LPS mintdknal. Az S-tipusu
endotoxinok esetében a kimutatasi hatar a legnagyobb mennyiségben jelenlévé komponenst
tekintve 0,43 ng/ul, a legkisebb mennyiségben jelenlévé komponenst tekintve 1,01 ng/ul. Az
egy LPS komponenssel rendelkez6 R-tipust S. enterica sv. Minnesota R595 esetében a
kimutatasi hatar 1,13 ng/ul volt.

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy az elektroforetikus profil (a komponensek
kiilonb6zé molekulatomegének relativ eloszlasa) nagyban reprodukalhat6. Ezt tdmasztja ald
az azonos baktériumtorzsek kiilonbozd iddben torténd tenyésztését kovetden megegyezd

mennyiségi profil, ami mindig a komponensek azonos aranyat eredményezte.

4.1.2 Sejtlizatumok vizsgalata

Az Gjonnan kidolgozott MGE modszerrel sikeresen detektaltunk egyetlen baktériumtelepbdl
szarmazo sejttenyészetbdl, enzimatikus eljarassal kivont endotoxin keverék komponenseket
iS. Az endotoxinok elektroferogramjabol egyértelmiien el lehet donteni az LPS-ek tipusat,
azaz hogy S vagy R-tipust baktériumbol szarmazott-¢ a minta. A vartnak megfelelen, az E.
coli O83 LPS elektroferogramja nagymértékben megegyezik a hosszadalmas, Westphal-féle
fenol-vizes eljarassal kivont endotoxinok elektroferogramjaval. Mig az R-tipusa (O-
poliszacharid nélkiili) S. enterica sv. Minnesota R595 LPS-eknél egy mintacsucs volt
detektalhatd ugyantigy, mint a hosszadalmas, Galanos-féle fenol-kloroform-petroléteres
eljarassal kivont endotoxinok esetében. Ez azt igazolja, hogy a baktériumok sejtlizatumaibdl
nyert fehérjementes LPS mintdk minden tovabbi tisztitas nélkiil, kdzvetleniil vizsgalhatok a
kifejlesztett MGE modszeriinkkel. Ezzel az eljarassal az endotoxinok detektalasi ideje

jelentdsen lerdvidithetd, emellett a modszer jol reprodukalhato, kevéssé id6- és anyagigényes.

4.1.3 LPS kivonat komponensek molekulatomegének meghatarozasa

A mikrochip elektroforézis technika, ugyanugy, mint az SDS-PAGE modszer, megfeleld
molekulatomeg standard hidnyaban nem lehetséges a molekulatomeg meghatarozés az
endotoxin komponensekre vonatkozdéan. Az MS és NMR késziilékekkel vizsgalt és mar
publikalt, ismert szerkezeti LPS részegységek pontos molekulatomegei viszont
hozzarendelhetdk a mikrochip futtataskor kapott LPS komponensekhez (csucsokhoz).

Az 1) chip-technikdval lehetdség nyilik a heterogén endotoxin kivonat komponensek

molekulatomegeinek meghatarozasa is. Eszerint az ismert szerkezeti lipopoliszacharidokra
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abrazolt log;oM — 1/t egyenes ,belsé standard”-ként hasznalhato, ezaltal ismeretlen
szerkezetli LPS-ek chip elektroforetikus mérésébdl vissza lehet kovetkeztetni annak
molekulatomegére. Szamos S-tipusi LPS vizsgalata soran két kiillonb6zé meredekségii
kalibraciés egyenest kaptunk, ahol a szerkezeti kiilonbségek okozhatjak a mobilitas valtozast.
Mikrochip technikaval, szdmszerli adatokkal meghatarozhato az LPS kivonatokban levd
komponensek szdma és relativ aranya. Az endotoxinok jellemzésekor a szerkezet 1ényegesen

befolyasolja az elektroforetikus vandorlast.

4.1.4 Degradalt O-poliszacharidok kimutatasa MGE moddszerrel

Oszlopkromatografiaval Sephadex oszlopon elvalasztott E. coli O83 LPS frakciokat
mikrochipen megfuttattuk. A kapott elektroferogramokbol megallapitottuk, hogy az 1. frakcio
a teljes, hidrolizalatlan LPS-nek felel meg, a 2. és a 3. frakciok a DPS oligoszacharidokat
(core + degradalt, kiilonb6z6 szamu ismétlédo egységbdl alld O-oldallanc), illetve az 5.

frakcio mar csak monoszacharidokat (core) tartalmazott.

4.2 Szerologiai keresztkapcsolatok és szerkezeti hatteriik vizsgalata
4.2.1 Jellemzés ELISA-tesztekkel

Kétfajta ELISA tesztet hasznaltunk a P. morganii O34, E. coli O111 és S. enterica sv.
Adelaide O35 torzsekbdl kivont endotoxinok kozti keresztreakcid igazolasara. A lemezek
érzékenyitéséhez a vizsgalt baktériumokbol nyert LPS-ket, degradalt poliszacharidokat és
lipid A-kat hasznaltuk, majd inkubaltuk a baktériumok ellen nyulakban termeltetett kezeletlen
antiszérummal ¢és ezzel parhuzamosan a kiilonb6z6 antigénekkel kimeritett, példaul hdvel
elolt teljes baktériummal kezelt savokkal is. A mért optikai denzitas értékek alapjan szoros
keresztreakciot talaltunk E. coli O111 és S. enterica sv. Adelaide O35 LPS mintak kozott (OD
1,15-1,36), mig kicsit alacsonyabb kolcsonhatas figyelhet6 meg P. morganii O34 LPS
esetében (ODagy 0.87-1.09). A harom baktériumbol szarmazé degradalt poliszacharid és lipid
A mintaknal egymashoz hasonlo keresztreakci6 észlelhetd barmely keresztreagald szérummal,
de szignifikansan alacsonyabb intenzitas figyelheté meg, mint az intakt LPS-ek esetében.

A hoével elolt baktériumsejtekkel kimeritett antiszérumokkal végrehajtott ELISA-tesztek
(,,antitest kimeritéses vizsgalatok™) reakcidjaban latvanyos csokkenése lathatdo a hével elolt
baktériumos kezelés nélkiili, ,kezeletlen” nyual antiszérumhoz képest. Ez bizonyitja a

nagyfoku szerologiai egyezést a harom baktériumtorzs kdzott.
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4.2.2 O-poliszacharidok GC-MS vizsgalata

Az endotoxinok O-antigén szénhidrat Osszetevdinek azonositasihoz a Proteus O34, E. coli
O111 és S. enterica sv. Minnesota O35 baktériumokbol izolalt intakt LPS-ekrdl gyenge savas
hidrolizissel a lipid A-t eltavolitottuk, és a kiilonb6z6 LPS-ekbdl szdrmazd O-oldallancot
tovabb hidrolizaltuk. A hidrolizalt O-poliszacharidok monoszacharid tartalmat alditol-acetat
szarmazeék formdjaban vizsgaltuk az altalunk kifejlesztett, diagnosztikailag is alkalmazhat6
gazkromatografia—tomegspektrometria kapcsolt modszerrel. A gazkromatografias spektrum
alapjan mindharom O-poliszacharid hasonlé monoszacharidokbdl épiil fel, azaz tartalmaz D-
glikozt, D-galaktozt, glikézamint és kolitozt (3,6-dideoxi-L-galaktoz). A D-glikoz, D-
galaktoz és glikozamin molaranya 1:1:1. Ugy gondoljuk, hogy a természetben ritkan
eléforduld kolitéz fontos szerepet jatszik a vizsgalt baktériumtorzsek kozti keresztreakciod

kialakulasaban.

4.3 Endotoxinok vorosvértest membranra gyakorolt hatasanak vizsgalata

Az endotoxin molekuldk humén vordsvértestek membranjara gyakorolt hatasat EPR-
technikaval tanulmanyoztuk. Méréseink szerint az endotoxinokkal kezelt membranokhoz
kotott 5-SASL jelolok mozgékonysagara jellemzé HWHH (half-width at half-height) értékek
kisebbek a kontroll-mintak esetén kapott értékeknél.

Azzal, hogy megvaltozik a lipid kettdsréteg szerkezete, az ionok ¢és metabolitok
permeabilitdsa, a membran enzimkotddés aktivitasa és a hormon receptorok tulajdonsaga is
megvaltozik. A kevésbé fluid membrannal rendelkezd vordsvértestek lassabban haladnak a
hajszalerekben, vagy képtelenné valhatnak a kapillarisokon vald atjutasra. Ezaltal az
oxigénszallitas csokkenhet, ami szovet, majd szervkarosodashoz vezethet

Vizsgaltuk az E. coli O83 baktériumbdl szarmazo endotoxinok human hemoglobinnal vald

kolcsonhatasat.
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5 Tézispontok

1. Kiilonb6z6 enterobaktériumok (E. coli, Salmonella, Proteus nemzetségek valamint Shigella
sonnei mutansok) lipopoliszacharid molekulainak szerkezeti jellemzésére és az endotoxin
kivonatok komponenseinek jellemzésére ¢és mennyiségi meghatdrozdsara modszert
fejlesztettiink ki mikrochip gélelektroforézissel, az LPS (makro) molekuldk fluoreszcens

festékkel valo kovalens jeldlése révén.

2. A Gram-negativ baktériumok S-endotoxin kivonat komponenseinek relativ mennyiségi
meghatdrozasaval és a tomegeloszlads analizissel szerkezeti tipus szerinti osztalyozast

alakitottunk ki, mely lehetdséget nyujt molekulatémeg meghatarozasra.

3. Az éaltalunk kidolgozott mikrochip gélelektroforetikus elvélasztast sikeresen alkalmaztuk
kiilonb6zé enterobaktériumokbdl szarmazé6 LPS molekuldk kimutatasara teljes sejt
lizatumokbol és degradalt poliszacharidok kimutatdsara egyarant. Megallapithatd, hogy ez a
technika egy 1j, standardizalhat6, gyors és érzékeny modszer az endotoxinok detektalasara és

az endotoxin kivonat komponensek relativ mennyiségi kiértékelésére.

4. Szerologiai keresztkapcsolat hatterét megvildgitottuk harom, rendszertanilag tavolalld
baktériumtorzs (P. morganii O34 (8662/64), E. coli O111 és S. enterica sv. Adelaide O35)
esetében ELISA tesztekkel, GC-MS és NMR modszerekkel. Ezen baktériumokbdl szarmazo
LPS-ek O-antigén Osszetételét az altalunk kifejlesztett GC-MS modszerrel meghataroztuk, és

a keresztkapcsolatért felelds kolitdz jelenlétét mindharom esetben kimutattuk.

5. Tanulmanyoztuk az endotoxinok biologiai hatasanak hatterét. Az endotoxinok a human
vorosvértest membranjat rigidizaljak, amely EPR spin-jeloléssel nyomon kovetheto.
Kimutattuk endotoxinok ¢és a hemoglobin alegységek kolcsonhatasat mikrochip

gélelektroforézis modszerrel
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