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1. BEVEZETES

,Az endotoxinok ellenallhatatlan molekulak. Ugyinik, a természet oly tokéletes
aranyban ruhazta féket a jotékony és karos tulajdonsagokkal, hogy @atkucsak egyet
tehet: behddol nekik, és nekivag behat6d vizsgatatkK igy nyilatkozott az 1970-es
években Ivan L. Bennett kutatbéorvos professzor ed@kkomplex vegyuletekt, amelyek
a Gram-negativ baktériumok sejtfalanak allando takdemei, fliggetlendl attél, hogy a
baktérium patogén, vagy sem. Az endotoxinok kémuglipopoliszacharid (roviditve LPS)
jellegi makromolekulak, és csak a baktérium pusztulasa gk ki hatasukat. Kefs
bioldgiai hatassal rendelkeznek: egyrészt az imenuoszer altalanos serkéntmasrészt a
szepszisd okozOi. A szepszis egy klinikai tiinetegyittes, nmapjainkban is vilagszerte
a vezeb halalok az intenziv terapias osztalyokon.

Az endotoxinok megbetegitképessegenek felfedezése oOta sok kutatas irangut ra
molekulak izolalasara, tisztitasara és kémiai szark elemzésére. A pontos szerkezet
felderitése nélkulozhetetlen az endotoxinok altaflkott patofizioldgias folyamatokat
megeértésehez. Tovabba, az utdbbi években felmarkiérdés, hogy — a fehérjeprofilhoz
hasonloan — vajon endotoxinprofil alapjan is azdthesok-e egyes baktériumtorzsek.

Munkdm soran az endotoxinok szerkezeti elemzésddidalgozand6 () analitikai
mobdszerek kutatdsaba kapcsolédtam be. Komplex letgkimolekularis szifitszerkezet
felderitétséhez a mai modern analitikai modszereklkdelsssorban az NMR, a
tomegspektrometria €és a kapcsolt elvalasztastegkndszkoztara ad leléseget. A
vizsgélatokhoz rendszerint tisztitott LPS mintaliddulnak ki, amit hosszas kivonasi
eljarassal nyernek literes mennyigéxpktériumtenyészeth

Munkam célja olyan tdmegspektrometrias mirtikészitési eljaras kidolgozasa volt,
amellyel az intakt bakterialis LPS-ek kozvetleniizsgalhatok mikroliteres térfogatu
sejtszuszpenziokbdl. Iy mobdon Iényegesen egysbeine és lerdvidilne a
szerkezetvizsgalatokat me@dmsd endotoxin kivonas moddja és ideje, és a minta
mennyiségét tekintve, akér klinikai vagy génmodusiaktérium mintak gyors analizisére
is alkalmas lehetne a modszer. Az irodalomban esunphany olyan probalkozas talalhato,
ahol a szerkezetelemzést kis mennylssgjttenyészeti vegzik.

Kisérleteim soran MALDI-TOF tomegspektrometriatadikaztam adott baktériumokbal
szarmazo tisztitott és sejtszuszpenzidkbat Endotoxinok detektalasara, pontos lipid és
poliszaccharid 0Osszetéwmek meghatarozasara, tomegspektrometrias mintazatu

o0sszehasonlitasara.



2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1 Gram-negativ baktériumok és az endotoxin

A baktériumok tobbsége sejtfalszerkezetik alapgsoiolhatok a Gram-pozitiv vagy a
Gram-negativ csoportokba, aszerint, hogy a Hansti@mi Joachim Gram dan orvos altal
kidolgozott sejtfestési eljaras soran medfések-e vagy sem (Gram, 1884). Endotoxint a
Gram-negativ baktériumok (plEscherichia coli Pseudomonas, Haemophijusiindig,
mig a Gram-pozitivak (pl.Lactobacillus, Streptococcuggyaltalan nem termelnek. Az
endotoxint altalaban, mint a Gram-negativ baktéokimkilss sejtfalat alkoto,
lipopoliszacharid (LPS) jelldgmakromolekuldk keverékét definialjuk (1. abra). IBRS-
ek a lipid részikon keresztll kapcsolodnak a baktérsejtfalahoz, mig poliszacharid
lancaik kifelé mutatnak. A sejteket teljesen koeuty LPS molekuldk mintegy ,merev
pancélt” alkotva a baktériumok felszinén ellen&oveszik a baktériumot az

emészinedvekkel, antibiotikumokkal szemben.
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1. Abra A Gram-negativ baktériumok sejtfalanak szerkezetz @&ndotoxin molekula.
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2.2. Az endotoxinok kémiai felépitése

Az LPS molekulat bakterioldgiai, szeroldgiai, kémiagenetikai és bioldgiai
tulajdonsagai alapjan tobb szerkezeti egységrehaguak (Caroff & Karibian, 2003). Az
intakt LPS szerkezete harom részre tagolodik, alaadl. abra is mutatja. Az egyes részek
kovalens kotéssel kapcsolédnak egymashoz. Ez gséatea eldsorban a megbetegit
képességgel (fajlagos immunitassal) is rendélk&zipusd (S mintsmooth = sima)
torzsekre jellem& A mutalodott baktériumok R-tipus{(R mint rough = ricskos)
endotoxinokat allitanak &l amelyekBl hianyzik az O-oldallanc.

1. O-specifikus oldallanc (O-poliszacharid):Ez a molekularész egy, a kulvilag felé
mutaté ismétidé egységek8l Osszetetdd poliszacharid, mely j6 antigén karakterrel
rendelkezik (a szervezet antitesteket termel ekeniiz alegységek 2-8 cukormolekulabdl
allhatnak, a polimerizaltsag fokara pedig egy atlinits esetén is heterogenitas észlélhet
(Nowotny és mts, 1990). Egy S-tipusu endotoxin ttek@lonbd® hosszusagu O-
poliszacharid lancokat tartalmazé LPS komponendeldld keverék. Az ismédido
egységek monoszacharidjai kozott sokféle és sokskar cukrok is, pl. dideoxihexdzok,
aminocukrok, aminouronsavak talalhatok, melyekjlagas immunitasért felések.

2. Oligoszacharid mag (core)A core régié egy kevésbeé valtozatos 0sszéicbals és
kilsd magra oszthato oligoszacharkiilsé mag: kilonb6d hex6zokbdl all, mint plb-
glukoz (Glc), b-galaktoz (Gal),N-acetil-D-glik6zamin (GIcNAc). Receptorként szolgal
specifikus bakteriofagoknak, ugyanakkor R-mutansbka mag ezen része felel a
szerolbgiai specificitasért iBelst mag: altalaban heptdzt, valamint a nyolc szénatomos 2-
keto-3-deoxioktulonsavat (Kdo) tartalmaz. Ez a cuokmekula néhany ndvényt kivéve,
csak a baktériumokban fordul 6el A Kdo savlabilis ketozidos kotésseh-2-6’)
kapcsolédik a Lipid-A-hoz. Ezt kihasznalva, enyhavas hidrolizissel (pl. 1-2%-0s
ecetsav) magamérsekleten a Lipid-A és a poliszacharid rész egyoh&lvalaszthato.

3. Lipid-A: A lipopoliszacharid legbets egyben a legkevéshé varidbilis része. A Lipid-A
glukézaminbol, foszfatcsoportbol és zsirsavakbél (2l 4bra). A molekula vazétét
foszforilalt D-glukézamin (GIcN) képezi, szokatlan modghl(-6 kotésben) kapcsolodva
egymashoz. Erre a vazra, amid és észter kotéssekinszeénlancu zsirsaviétodnek,
leggyakrabban laurinsav (C12), mirisztinsav (CP8Imitinsav (C16), sztearinsav (C18)
és p-hidroxilalt szarmazékaik. Az 1960-as évek végértéizodott, hogy az endotoxin
lazkelt, mérged hatasaért a Lipid-A frakcio felel (Nowotny és mi®90; Rietschel és
mts, 1993).



on GleN I

GIcN |
6
>0 ﬁ
P
PN
o ©  NHG™| “on
\ o OH

OH

2. abraE. coli-tipusu, legtoxikusabb Lipid-A kémiai szerkezete.

A korokben lev szamok a zsirsavak szénatomszamat jelolik.

Az LPS molekulak amfifil jellegik miatt vizes oldktban aggregalédnak. Az
aggregalodast a kétértékkationok (C&" és Md") elssegitik (mivel intermolekularis
kotéseket alakitanak ki a Lipid-A foszfatcsopox@), a kildonboé felllet aktiv anyagok,
EDTA, citromsav, illetve fehérjek pedig bontjak. yEgendotoxin monomer

molekulatémege 2-20 kDa k6z6tt mozog.

2.3 Az endotoxinok bioldgiai hatasai

Az endotoxin vegyllet eri$ sejtek esetében rendkivil méigea hétkbznapi nyelven
ismert vérmérgezes (szeptikémid)akozodja, am egyben az immunrendszer leghatasosabb
modulatora is (Bertok, 2004). A normal bélflérakab Gram-negativ baktériumokrol,
azok osztdédasa és ndvekedése soran kis mennyiskegiddtnendotoxin az egész nyirok-és
vérképd rendszer egyik legfontosabb serkgmt A bakteridlis sejtfal szétesésekor (pl.
lizis hatasara) azonban nagy mennyiségdotoxin szabadul ki a kérnyezetbe, mely a
véraramba kerllve szamos, potencidlisan életveszébzoddmeny forrasa lehet. A
patofiziologiai reakcidk kozé tartozik a magas ernyomas csokkenés, endotoxin sokk,
és vegé esetben halal is. A toxicitdsban mutatkozé hatalnkélonbség az LPS
immunrendszert "aktivalo" képességének flggvénye, szoros ¢sszefliggésben van a
kémiai szerkezettel. Végeredményben maga az immdszer az, ami (tulzott citokin
termelés hataséra) a gazdaszervezetet elpusztitengé az LPS (Berczi, 2002).

Az endotoxint jelenleg kevesen ismerik annak ellenéogy a 2011-es orvosi Nobel-
dijat az endotoxinnal kapcsolatos kutatomunkaéfelésdezésekért adték (Beutler, 2011).
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2.4 Az endotoxinok szerkezetvizsgalati médszerei

Az endotoxinok részletes szerkezeti elemzése bahyfdladatnak szamit, hiszen az
LPS molekuldk amfifil jellege, tovabba az UV-elnyetsoportok hianya jelebgen
megneheziti vizsgalatukat a nagyhatékonysaglu szefkiesgaldé modszerekkel.
Rendszerint az LPS-ek enyhe savas hidrolizisseb{Cés mts, 1988) nyert alkotbéelemeit
(oligo/poliszacharid részt vagy Lipid-A régiét) sgaljak gazkromatografiaval (GC),
magneses  magrezonancia  spektroszkopiaval (NMR)  é&gy | ionizacios
toémegspektrometriaval (MS). A kémiai degradaciodgizazonban fennall a veszély, hogy
bioldgiailag fontos funkcidés csoportok (pl. sav ilesb cukrok, foszfoetanolamin, stb)
elvesznek, tovabba laboratériumi ttermékek (pl. részlegesen defoszforildlt LPS
komponensek) képehetnek.

A legnagyobb kihivast az egyes endotoxin komporengentos 0Osszetételének
megallapitasa, a nem-sztdchiometrikus mennyiségiienle\d komponensek detektalasa
€és a természetes heterogenitds feltérképezésetihelelz LPS makromolekulak
szerkezetik alapjan mindkét — a poliszacharid Emea lipid — rész valtozatossaga miatt,
fajon belll és kivil egyarant rendkivili médon hetgnek. Ez adodhat a tenyésztési
korilmények (pl. Bmérséklet, pH, stb) valtozasabdl, a LPS bioszia&mn résztvév
enzimek részlegesitkodésébl, vagy kil kornyezeti tényeaik hatasaira.

Intakt (nem degradalt) LPS-ek kozvetlen szerkezationositasara a MALDI
tomegspektrometrias modszerek a legalkalmasabbaér (s mts, 2013). A kdvetkéz
fejezetben az endotoxinok MALDI-TOF témegspektramast meghatarozasarol nyujtok
attekintést.

2.5 Endotoxinok meghatarozasa MALDI-TOF tdmegspektometriaval

A matrix kozvetitésével végzett |ézer deszorpciosizacio (natrix assisted laser
desorption ionization) MALDI MS technika mara mar bevalt modszer a lipid A s a
intakt R-tipusu endotoxinok analizisében (Therigsdmts, 2001; Sturiale és mts, 2005,
Kilar és mts, 2011). Az intakt S-tipusu LPS-ek galataban gyakran kihivast jelent, mert
kevésbé ionizalhatdo komponenseket is tartalmaz. ALM ionizacios technika a
lagyionizacios modszerek kozé tartozik, amellyelgynanolekulatomed (akar tdbb
szazezer daltonos) biomolekuldk, biopolimerek, figkétomegspektrometrias vizsgalata
lehetséges. A mintat olyan matrix oldataval kebzikeverni, mely az alkalmazott l1ézer

hullamhosszanal fényelnyelést mutat. Ezt a mintaiméaoldatot felcseppentjik a



mintatartora (ami altalaban rozsdamentes acél)d nexedn hagyjuk megszaradni, hogy
kristalyelegyet képezzen. A szaradés utan a szihdkcokristalyokat besugarozzuk a lézer
fénnyel (3. abra).

3. abra A MALDI-TOF MS mérés szoftveres vezérlése. A begipkamera

segitségével iranyithatok a lézerimpulzusok az £gyistaly helyekre.

A jOl szabalyozhato lézerforrdsbol szarmazo getfesmergiat élszor a matrix veszi fel
és kozvetiti a vizsgalandé molekuldk felé (termtsssn mindez nagyvakuumban
torténik). Ez a folyamat a minta deszorpcidjahdpdelgasahoz) és ionizaciojahoz vezet.
A képzds ionok lehetnek protonalt [M+H] vagy deprotonalt [M-H] kvazi-
molekulaionok, emellett alkalifémekkel képzett kati adduktok ([M+Na], [M+K]",
[M+Na—-2H], [M+K-2H]) is képddhetnek. Az LPS-eket a bennik talalhatd
foszfatcsoportok deprotonalédasa miatt legtobbsmgativ ionizacios modban szokas
vizsgalni. A keletkezett ionokat azutan egy nager&i gyorsito rendszer (60-100 kV)
tovabbitja aepulési idé (TOF: time of flight) analizator felé, ahol repulési idejik szerint
elvalnak. Az azonos kinetikus energiaju, de kul@ébdomedi ionok kulonbod
sebességgel repulnek, éshdn kilon-kulon érik el a detektort. A repiléss ielgyszei
matematikai 6sszefliggés segitségével atalakitltmh@g/toltés /2 arannya, igy egy
klasszikus tomegspektrumhoz juthatunk, ami a fagagomeg flggvényében &brazolt
ionintenzitas. A detektoffeladata az, hogy az egyes ionok szamaval aranterszitasu

jelet szolgaltasson (pl. ion- vagy fotosokszoroete#tor).



Eléfordul, hogy az ionizacié nem egydillanatban torténik és a keletkezett ionok
energia eloszlasa sem egyenletes, ekkor az azomegygel rendelkézionok nem azonos
idében érik el a detektort, ami a csucs széleseddzat,a felbontas romlasat eredményezi.
A lineéaris tzemmaodu TOF tehat (t6bbnyire) nem aiad izotop csucsok felbontasara, igy
a tdmegspektrumrél nem a monoizotépos, hanem agca&l (relativ) molekulattmeget
lehet leolvasni. Az izotopfelbontas akkor valik étvé, ha a TOF analizatort reflektron
Uzemeltetési médban hasznaljuk. llyenkor a detedtohelyezett reflektronba (iontikorbe
= elektromos éditér) a gyorsabb ionok jobban, mig a lassubb iormkekbé hatolnak be,
igy az azonos fajlagos tomegonok végul azonos &ben érik el a detektort, megra
felbontéas. A reflektron alkalmazhatosaganak azoretért szab a nagy molekulak (pl.
LPS) vizsgalata. Az intakt endotoxinok széles ttrmegmanyanak analiziséhez ezért a

linearis modot alkalmaztam, melynekikddési elvét a 4. abra szemlélteti.
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A MALDI modszer egyik legérzékenyebb pontja medtdlaaz adott mintdhoz
megfeleb szerves matrix anyagot. Az irodalom tobbféle matrjavasol az endotoxinok
vizsgalatara, mint pl. cittomsavban oldott, 2,5hidioxi-benzoesav (DHB) (Thérisod és
mts, 2001), metanolban oldott 2’,4’,6-trihidroxcetofenon (THAP) (Sturiale és mts,
2005), vagy kloroform/metanol/iviz 4:4:1 aranyd ef&gen oldott  5-kloro-2-
mercaptobenzotiazol (CMBT) telitett oldatait (Zhés mts, 2010). A matrix abban az



esetben nyujthat megfetelonizalast, amennyiben kéin homogén kristalyfelszint alkot a
MALDI plate felszinén.

2.6 Endotoxinok mintaebkészitése MALDI-TOF MS mérésekhez

A LPS-ek szerkezeti elemzéséhez rendszerint nagyasagu, por alaku, fehérje- és
nukleinsavmentes endotoxin mintakat allitanak @&z S-tipusu baktériumokbdl az LPS-
eket forrd fenol/vizes extrakcioval (Westphal éssmtl952), mig az R-tipusu
baktériumokbadl fenol/kloroform/petroléteres extrigk@l (Galanos és mts, 1969) vonjak
ki. Mindkét moédszer egyszerlépésekbl all (extrahalas, ultracentrifugalds, dializalas,
liofilezés), azonban rendkivil hosszadalmas (5df).n

Kis mennyiséd, részlegesen tisztitott endotoxin kivonasara adrideig tartdé (kb. 40
ora), mindéssze 1 ml baktérium-tenyészetet igesgtlizatumos modszert alkalmazzak,
lizozim és proteinaz K enzimek alkalmazaséaval (hitck & Brown, 1983). Korabbi
kutatomunkamban a MALDI-TOF tomegspektrometria ikezhatosagat vizsgéltam a
sejtlizatumokbdl kinyert endotoxinok jellemzéséh@ter, 2012). A szakirodalomban
ilyen jelledi vizsgalatokra csak elvétve talalhato példa (Tloeriéss mts, 2001).

Az endotoxin kivondsa mellett, a tomegspektrometndérést kozvetlenil megeb
mintaebkészitésnek szintén alapdejelenttisége van a kisérlet kimenetelére nézve.
Egyrészt, a minta/matrix arany pontos megallapitagadig kisérletes munkat igényel.
Masrészt, a mintahoz kulonk®szennyeékbdél szarmazo fémionok, ésorban natrium-
és kaliumionok kapcsoldédhatnak, melyek nem kivan&teéécsucsként jelenhetnek meg
a tomegspektrumon. Az endotoxin kutatok épp ez2ft: & minta/matrix arany, és az LPS
mintak ebzetes sétalanitasat (pl. Dowex kationcsemdlantaval Parafilméhkivitelezve)
(Sturiale és mts, 2005), illetve citromsavas oltgéasoljak (a citromsav noveli az LPS
oldékonysagat) (Therisod és mts, 2001).

Palyamunkamban tébb Ujs#ekisérletet hajtottam végre, melyek soran par télep
eléallitott, mikroliteres mennyiséigsejtszuszpenziok LPS tartalmanak detektalhatésigat
jellemzését tanulmanyozom MALDI-TOF tomegspektramaghl. A szakirodalomban

kozvetlenll baktériumsejtibszarmazé endotoxinok MS vizsgalatara nem talélpatda.
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3. CELKIT UZES

A Pécsi Tudomanyegyetem Orvosi Mikrobiolégiai ésriumitastani Intézetében nagy
mennyiségben vonnak ki endotoxint kulonbobaktériumokbdl, mint példaul az
Enterobacteriaceaecsaladba tartozdscherichia coli Shigella sonneiés Salmonella
minnesotabaktériumokbol. AzE. coli térzsek a normdl bélfléraban is megtalalhatdk,
patogén torzsei sulydsasmenéses, hugyuti és egyéb extraintestinalis eteggdéseket
okozhatnak. AShigella genusba tartoz&. sonneia bakterialisvérhas okozoéja, mig a
Salmonellabaktériumok emberi és allati patogének, sulyos leagssel és kiszaradas jaro
betegséget okoznakMunkam soran ezekkel az enterdlis patogén csopddbazo
torzsekkel foglalkoztam.

Palyamunkam soran ceéluliztik ki a kilonboé enterobakterialis baktériumok,
minddssze par baktériumteldpleloallitott sejtszuszpenzidibol szarmazd endotoxirglin
tomegspektrometrias detektalasat és heterogenitZgalatat. Célunk volt a hosszu
endotoxin kivonasi eljards helyett olyan Uj mods#adolgozasa és optimalizalasa
tomegspektrometrias analizishez, melyet majd @&lsdskben a klinikumban, illetve az
endotoxin kutatds mas teriletén (pl. génmédoditittérium mintak vagy epidemiolégiai
vizsgélatoknal) alkalmazni tudnak. A ,sejtszuszpénizPS” mintak témegspektrumait
minden esetben 6sszehasonlitottam a hosszadalwhat®xn kivonasi eljarasokkal kapott,
nagy tisztasagu LPS mintak tomegspektrumaval. &kiélt ioncsucsokhoz tartozo elemi
Osszetételek hozzarendelése ididott feladat volt. A kisérlet 5 R-tipust baktérium
mintara terjedt ki:

- E.coliD31

- Salmonella minnesot@595

- Shigella sonne#303 (a vad tipus8. sonnefazis I. spontan mutansa)

- Shigella sonnefl és 4350 (&. sonne#303 indukalt mutans térzsei)
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1 Vizsgalt baktériumtdrzsek és endotoxinok

A vizsgéalathoz hasznalt baktériumtérzsek az R-tipHscherichia coliD31, Shigella
Sonnei 4350, 41, 4303 éssalmonella minnesotaR595 voltak. A térzsek a Pécsi
Tudoméanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar, Qrvaslikrobiologiai  és
Immunitdstani Intézetének sajat torzgggmenyébl szarmaztak. AS. sonnei4303
(masnéverfazis Il.) a vad tipusu torzsS( sonneifazis 1.) virulencia plazmidot vesztett
spontan mutansa (Péterfi, 2007).  sonnei4dl és 4350 torzseket a 4303 tofdsb
szarmaztattédk etil-metan-szulfonattal indukalt midtéal. Az egyes torzseket huslé-agar
taptalajt tartalmazo6 Petri-csészére széleszteftrilegyes torzsekdh szarmazé tisztitott R-
tipust endotoxinok (aZ. coli D31-et kivéve) dizetes fenol-kloroform-petroléteres

(Galanos és mts, 1968xtrakciot koveten, liofilizalt formaban éalltak rendelkezésemre.

4.2 Sejszuszpenzidk édllitasa

A sejtszuszpenziobol szarmazé LPS mintakoaditasahoz alapvéen harom
elképzelésunk volt, melyek a kovetkdepésekBl alltak:

- az el esetbena vizsgélt baktériumtorzseket Petri-csészén temgts izolalt

baktériumtelepekdd (10-15 telep), steril kacs segitségével atolttgaml Mueller-Hinton
bouillon taptalajt (huslé) tartalmazo kérbe. A kémcsoveket egy éjszakan at 37°C-os
razotermosztatba helyeztem. A baktériumtenyégretb5 ml-t Eppendorf die
pipettaztam, és centrifugalas (3 perc, 6000xg) wafellliszot ledntbttem, majd a
kémc$ben levw maradék tenyészetmintaval ismét végrehajtottana ézpést ugyanabban
az Eppendorf ében. A baktériumot tartalmazo lGledékhez 1 ml diélttivizet adtam,
Vortex segitségével felszuszpendaltam és Ujra fefiegaltam. A vizes mosasi lépést
haromszor ismételtem meg. A mintakat 30 percig CO6f termosztaltamitéblokkban,

igy ,bouillon” sejtszuszpenzié mintdkhoz jutottunk. A mintaékészitési eljards az egy
éjszakas tenyésztéssel egyltt 24 érat, dzapot vett igénybe.

- a masodik eljarasoran a vizsgalt baktériumtérzseknek egy masiki-Begszén

tenyésztett izolalt baktériumtelepéibsteril kacs segitségeével 3-6 telepét 150 pltilkdz
vizet tartalmazo Eppendorf @se szuszpendaltam, majd a mintdkat 30 percig 1@0rC-
termosztéltam iftéblokkban. Az igy kapott,h ékezelt telep” sejtszuszpenziomintédk

elokészitése tehat kB0 percetvett igénybe.

12



- a harmadik sejtszuszpenzdballitasakor az ékz6hdz hasonléan, ugyanazon a Petri-

csészen tenyeésztett izolalt baktériumtelepéksteril kacs segitségével 3-6 telepet 150 pl
desztillalt vizet tartalmaz6é Eppendorfébe szuszpendaltam, de ennél az eljarasnal nem
alkalmaztam bkezelést. igy jutottam gelep” sejtszuszpenziémintakhoz mindésszB

perc mintaebkészitéssel.

4.3 ,Sejtszuszpenzié LPS”-ek vizsgalata MALDI-TOF émegspektrometriaval

A liofilizalt LPS mintabdl 1 mg/ml-es vizes oldatokészitettem. Az egyes
sejtszuszpenzio és a liofilizalt mintakbdl 1 plgsdekevertem 1 pl 0,1M citromsavval.
felvett vagy Dowex 50WX8-200 (NF) kationcserdl gyantan sotalanitottam, a kététék
kationok eltavolitasa végett. Ehhez 5 pl ioncgegyantat pipettaztam egy Paraffim
darabkara, majd 5 pul LPS mintat pipettaztam hozza pipetta heggyel 6sszekevertem. A
gyantaszemcsék lellepedése utan a csepp &tedgh pl-t cseppentettem fel a
tomegspektrometrids mintahordozé (5. abra) egy wmu@gbzott pontjara, amelyre
kozvetlenil edtte 0,5 pl matrix oldatot is felvittem. Matrixként2’,4’,6'-
trinidroxiacetofenon (THAP) telitett oldatat (20md) ACN:H.O, (1:1, v/v%)
keverékében oldva, vagy 2',5'-dihidroxibenzoesaWHB) telitett (10 mg/ml) citromsavas
oldatat hasznéltam. Az 6sszekevert cseppet hagytagszaradni/egyittkristalyosodni. A
tomegspektrometrias  analizist Bruker autoflex 1l. ANDI-TOF/TOF MS
tomegspektrométeren végeztem, linear modban. Az [df®kat negativ ionizacios
mabdban detektaltam, 900-50060ztartomanyban. Az ionizaciot 337 nm hullamhosszisag
nitrogén lézerrel végeztem 65-75 % lézerenergidvabmegspektrumok 500 eredményét
0sszesitve készultek. A mérési paraméterek bedlitz a FlexControl 2.4, az adatok
kiértékeléséhez a Bruker FlexAnalysis 2.4 szoftyesisznaltam. A készlléket kéls
kalibraldssal, egy Peptid kalibraciés standard tségével kalibraltam. A
tomegspektrumok kiértékelését az endotoxinok szetke felépit ismert cukor, foszfat és
zsirsav molekulak atlagos molekulatdmegeinek ogssgyel vegeztem.

5.4bra A MALDI-TOF MS mérésekhez hasznalt rozsdamentethat&észiilt mintatartd
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5.EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
5.1E. coli D31 sejtszuszpenzido MALDI-TOF MS analizise

Az E. coli D31 torzsbl nem allt rendelkezésemre tisztitott LPS minteordman az
endotoxin szerkezete korabbi tanulmanyokbdl pomasmert (6. abra) (Qureshi és mts,
1988). Ezt a fajta LPS-t gyakran haszndljak bidobgisérletekhez, mert viszonylag nagy
homogenitasu (90%-ban hexa-acilélt, biszfoszfdriidima), lipid szennydktél mentes

endotoxin preparatum készithdtelble (Kutuzova és mts, 2001).
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6. abraAz E. coli D31 intakt endotoxin teljes szerkezete

Kisérleteimben MALDI-TOF témegspektrométert alkahwa, Petri-csészén tenyésztett
E. coli D31 telepek®l, teljesen Ujszér mintaebkészitésekkel (Id. Anyagok és modszerek,
4.2 alfejezet) éallitott sejtszuszpenzidkat vizsgaltam. Az egyey/dezet szuszpenzidok
tomegspektrumai a 7. 4bran lathatok. A spektrumakj@ mindenekétt elmondhato,
hogy mindharom mintagkészitési modszer alkalmasnak bizonyult az endotoxi
karakterisztikus csucsainak detektalasahoz, ezal@Bl R-LPS szerkezetvizsgalatahoz.
Az egyes sejtszuszpenzidl6@llitasat tekintve tehat rendre 1 nap, 30 perakde 5 perc
alatt is, pusztdnd és vizes kezelés hataséara, sikerult az endotdtakyan mértékben
kiszabaditani a baktériumok sejtfalabol, ami a tgspektrometrias detektalashoz elegend
volt.

Mindharom témegspektrumon csucshalmazok formaj@dlantek meg az intakt R-LPS
és a kulon Lipid-A-ra jellemz [M—H]~ kvazi-molekulaion csucsok (és néhany esetben
azok [M+Na—-2H] addukt ionjai is), melyek egy foszfatcsoport deépndlodasaval
keletkeztek. A csucshalmazok egyrészt az endoti@xmeészetes heterogenitasat tukrozik,
masrészt az ionforrasban lejatsz6do fragmentaciSkerednek. Az endotoxin molekulak a

tomegspektrométer ionforrasdban ugyanis kis gdgssenergia hatasara is hasadnak a
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Lipid-A és a core oligoszacharid kozti glikozidodtés mentén, melynek eredményeként
megjelennek kilon az intakt LPS ionjai és a Lipidrdgmensionjai, kilonb&zacilaltsagi
fokkal (8. abra). Az eltéracilacids fok szintén eredhet az LPS eredeti bganitasabol és
az ionforrasban lejatsz6dd fragmentaciobol (a Livictukormolekulaja és az ahhoz

kapcsolodo zsirsavak kozti kdtések szintén hasadka tomegspektrométerben).
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8. abraHexa- (a), penta- (b) és tetra-acilalt (c) Lipikdmponensek
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Az E. coli D31 sejtszuszpenziokban detektalt ioncsucsokhtazta LPS komponensek
kémiai 0sszetételét a 2. tablazat foglalja 6sszeedyes ionokhoz tartoz6 elemi 6sszetétel
meghatarozasakor a kovetkkeppen jartam el (valamennyi altalam vizsgalt eoxiot
esetében). Osszeijiottem az ismert szerkezetendotoxinokat felépst egységeket
(zsirsavak, cukrok, foszforsav, stb), majd megloatam 6sszegképletiiket és kiszamoltam
a relativ (dtlagos) tomeguket. Ezeket az 1. tabl@readtam meg. Majd az egyes alkotokat
0sszeadva, az 0sszes lehetséges Lipid-A és cguspéicharid kombinaciobadl felépitettem
egy adatbazist, és a kapott Osszetételekhez tartdn@geket ©6sszehasonlitottam a
tomegspektrumrél leolvashatd tomegekkel. Az intalRS-ek és Lipid-A-k lehetséges
Osszetételeinek megalkotasakor minden esetben igtiljk@zamin vazbdl indultam ki, és
ezt a vazat kezdtem el elméletben szubsztitudthiéa 3, illetve 2’ és 3’ szénatomokhoz
kapcsoldédo hidroxil-, illetve aminocsoportokon kiib®z A-hidroxi-zsirsavakkal, majd
ezek hidroxil-csoporjait tovabbi zsirsavakkal. Aéd4’ szénatomokhoz hozzaadogattam a
foszfatcsoportokat, a 6’ szénatomhoz pedig a césztralkotd cukormolekuldkat. Az
elméletim/z értékek szamolasanal két dolgot kellett figyeleméenem: 1n db molekula
0sszekapcsoldédasakor a tomed. db viz molekula témegével lesz kevesebb, és 2) a
tomegspektrumban deprotonalt molekuldk fajlagos e@h latjuk, tehat a végs
szamértékekdl mindig levontam egy proton témegeét.

1. tablazat Az endotoxint felépét molekulak atlagos molekulatdmegei

Név Rovidités Osszegképlet Atlagos Atlagos
molekulattmeg molekulatémeg
- H,0
Zsirsavak
Laurilsav C12 @H».0, 200.32 182.30
Mirisztinsav Cl4 GH»:0, 228.37 210.35
Hidroximirisztinsav C14(3-OH) GH»c04 244.37 226.35
Telitetlen mirisztinsav Cl4(telitetlen) 188560, 226.36 208.34
Palmitinsav Cil6 GH3.0, 256.42 238.40
Cukor molekulak
Glikézamin GlcN GH1:NOs 179.16 161.14
Glukoéz Glc GH 1506 180.16 162.14
Galakt6z Gal GH1504 180.16 162.14
Hept6z Hep ¢H.,0; 210.18 192.16
2-keto-3-deoxioktoniksav Kdo 481404 238.19 220.17
4-amino-4-deoxi-arabin6z Ara4N GH11NO, 149.15 131.13
Foszfoetanolamin PEtN HgNO,P 141.06 123.04
Foszforsav P HPO, 98.00 79.98
Viz - H,O 18.02
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2. téblazat Az E. coli D31 R-LPS tomegspektrumain megjeélenNM—H]
kvazimolekulaionokm/z értékei, a hozza tartozé elméleti (szamitottz értékek, és az

egyes tomegszamokhoz rendelt LPS komponensek késsaetétele.

Lipid-A Elemi 6sszetétel* Szamitott Kisérleti m/z
acilacios fok m/z
Bouillon- Hdékezelt telep- Telep-
sejtszuszpenzic sejtszuszpenzidsejtszuszpenzid
Lipid-A
Tetra-acil 3xC14(3-0OH), 1xC12, 2xP 1360.7 1360.2 1360 1360.2
Penta-acil 3xC14(3-0H), 1xC14(telitetlen), 1569.0 1569.7 1569.0 1569.0
1xC12, 2xP
Penta-acil 3xC14(3-0OH), 1xC14, 1xC12, 1587.0 1586.9 1585.2 1587.2
2xP
Hexa-acil 4xC14(3-OH), 1xC14, 1xC12, 1797.4 1797.6 1797.4 1797.4
2xP
Lipid-A+Kdo
Penta-acil 3xC14(3-0OH), 1xC14(telitetlen), 2009.4 - 2009.4 -
1xC12, 2xP, 2Kdo
Hexa-acil 4xC14(3-OH), 1xC14, 1xC12, 2237.7 2237.4 2237.7 2237.7
2xP, 2Kdo

* minden Lipid-A-t tartalmaz6 komponens tartalmagy ediglik6zamin vazat is.
Roviditések: P=foszfat csoport, C14(3-Ofpdroxi-mirisztinsav, Cl4=mirisztinsav,
Cl2=laurilsav, C14(telitetlen)=egyszeresen teétethirisztinsav, Kdo=2-keto-3-deoxi-

oktulonsav.

Osszefoglalva, valamennyi altalam vizsgélt endatesetében a szamolt tdmegértékek
es a tomegspektrumokrol leolvasott tomegértékekebmsonlitasaval kdvetkeztettem arra,
hogy az adott Lipid-A, core vagy intakt R-LPS 64émde megegyezik-e azzal, amit
feltételezek. Fontos azonban megemliteni, hogynaatis TOF témegpontossaga nem
elegend ahhoz, hogy egyértelien azonositani lehessen az iondsszetételeket. demin
kétséget kizar6 igazoldshoz az egyes kivalasztmibkat fragmentélni kellene tandem

tdmegspektrometriaval, azonban ilyen jeliégsérleteket egyéte nem végeztem.

5.2 Salmonella minnesotd&r595 sejtszuszpenzié MALDI-TOF MS analizise

A Salmonella minnesot&®595 baktérium endotoxinjanak szerkezete az icodabl
szintén j6l ismert (9. abra) (Brandenburg és m@@32. Annyiban kilénbozik ak. coli
D31 endotoxin szerkezetét hogy Lipid-A-ja tartalmaz egy 16 szénatom hossgil,
telitett szekunder zsirsavat is, valamint az edp#zfatcsoporthoz egy aminoarabinéz
cukor molekula is kapcsolddik. Az aminoarabindza&tbrium szempontjdbdl igen fontos
funkcios csoport, mely pozitiv toltése réven veéskriet ad a kationos antimikrobialis

peptidek tamadasai ellen (Moskowitz és mts, 20@eretes, hogy a Gram-negativ
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baktériumok akar kitsstressz faktorok hatasara is képesek médositi@sziniket, hogy
csokkentsék a felszini negativ toltések szamatltadzadveljék az antibiotikumokkal
szembeni rezisztenciajukat. llyen modositd funkasésportjuk még a foszfoetanolamin

(Kawasaki €s mts, 2009).
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9. abra A Salmonella minnesot@595 LPS teljes szerkezete

Kisérleteimben &almonella minnesot®&595 torzsbl szarmazo tisztitott LPS, és a
hadrom sejtszuszpenzi6 MALDI-TOF tomegspektrometmiadrését végeztem el. Ezek
eredményei a 10. abran lathatok. Valamennyi mimtéabagjelentek az LPS-re jellefy)z
karakterisztikus kvazi-molekulaion csucsok (és héaoNa-adduktok is), és a négy
tomegspektrum nagyfoki hasonlésagot mutat a LP®rdgenitdsara vonatkozoan.
Néhany észrevehetkllonbség a tisztitott és a szuszpenzié mintdkokozhogy az
m/z=2237 tdmegszammal jellemzett, hexa-acilalt infRKLPS ioncsucsa a tisztitott LPS
minta esetén kevésbé intenziv (valésldg a tisztitas soran ez a komponens részben
elbomolhatott), valamint, hogy a tisztitott mintAbaemcsak biszfoszforilalt, hanem
monofoszforilalt Lipid-A és intakt LPS ioncsucsakmegjelennek. A Bouillon-, és a telep-
tenyészet szuszpenzidk spektrumai kozditkfilonbség, hogy a telep-mintak esetében
nem lathaté a teljes szerkezethepta-acilalt), intakt LPS aminoarabin6z tartalmu

ioncsucsarf/z=2608 kordl).
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Osszességében elmondhatd, hogyS.a minnesotaR595 endotoxinrdl az Gjonnan
kifejlesztett mintaglkészitésekkel, a folyékony (bouillon) szuszpenzsgté&ben teljes
ertélki, mig a telep-tenyészet szuszpenziok esetében kékets értek MALDI-TOF
tomegspektrumokat sikerilt felvennem. A detekt@iheégszamokhoz tartozé Lipid-A és
LPS komponensek kémiai 0sszetételét a 3. tablatatrhazza.

Ha a tablazatbdél megfigyeljik az amino-arabindzatamu ioncsicsok Osszetételét,
lathatjuk, hogy olyan dsszetétekomponensek is vannak, melyek csak Lipid-A+Ara4N-
bol allnak. EbBI kovetkeztethetlink arra, hogy az aminoarabin6zeikdd nem a core
oligoszacharidban talalhat6 Kdo-hoz kapcsolédiknema a Lipid-A-ban talalhato,
valamelyik foszfatcsoport szubsztituenseként véanje

Lipid-A $,ya¢\\ & Tisztitott LPS

+Ara4N s
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10. dbra A Salmonella minnesot@595 tisztitott és sejtszuszpenziokbdl felvett IRSL

negativ ion, linear méd MALDI- TOF tdmegspektrumai
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3.tabldzat A Salmonella minnesot&595 LPS tomegspektrumain megjélefM—H]~
kvazimolekulaionokm/z értékei, a hozza tartozd elméleti (szamitatfy értékek, és az

egyes tomegszamokhoz rendelt LPS komponensek késsaetétele.

Lipid-A Elemi 6sszetétel* Szamitott Kisérleti m/z
acilacids fok m/z
Tisztitott Bouillon-  Hékezelt telep- Telep-
LPS sejtszuszpenzitsejtszuszpenzitsejtszuszpenzio
Lipid-A
Tetra-acil 3xC14(3-0OH), 1xC12, 2xP 1360.7 1360.7 1360 1360.3 1360.4
Penta-acil 3xC14(3-0OH), 1569.0 1570.8 1570.1 1569.3 1568.9
1xC1A4(telitetlen), 1xC12, 2xP
Hexa-acil 4xC14(-OH), 1xC14, 1xC12, 1717.4 1717.8 - - -
1P
Hexa-acil 4xC14(3-OH), 1xC14, 1xC12, 1797.4 1797.3 1797.1 1798.0 1797.0
2xP
Hepta-acil 4xC14(-OH), 1xC14, 1xC12, 1955.8 1955.7 - - -
1xC16, 1P
Hepta-acil 4xC14(-OH), 1xC12, 2xC14, 2007.7 - 2008.1 2009.0 -
2P
Hepta-acil 4xC14(-OH), 1xC12, 1xC14, 2035.8 2036.0 - - 2037.8
1xC16, 2P
Lipid-A + aminoarabin6z
Penta-acil 3xC14(3-0OH), 1700.1 - 1699.5 1700.0 1700.8
1xC14(telitetlen), 1xC12,
2xP, 1xAra4N
Hexa-acil 4xC14(3-OH), 1xC14, 1xC12, 19285 - 1929.5 1928.5 -
2xP, 1xAra4N
Hepta-acil 4xC14(-OH), 2xC14, 1xC12, 2138.9 2139.2 2139.5 2139.5 -
2P, 1xAra4N
Lipid-A + Kdo
Hexa-acil 4xC14(-OH), 1xC14, 1xC12, 2237.7 2237.1 2237.1 2237.3 2237.2
2P, 2 Kdo
Hepta-acil 4xC14(-OH), 1xC14, 1xC12, 2476.2 2476.1 2476.3 2475.4 2476.1

1xC16, 2P, 2 Kdo
Lipid-A + Kdo + aminoarabinéz

Hexa-acil 4xC14-0OH, 1xC14, 1xC12, 2368.9 2368.5 2368.3 2369.1 2370.3
2P, 2 Kdo, 1xAra4N
Hepta-acil 4xC14-0OH, 1xC14, 1xC12, 2607.3 2608.9 2608.5 - -

1xC16, 2P, 2 Kdo, 1xAra4N

* minden Lipid-A-t tartalmaz6 komponens tartalmagyediglikézamin véazat is.
Roviditések: P=foszfat csoport, C14(3-Opbhidroxi-mirisztinsav, Cl4=mirisztinsav,
Cl2=laurilsav, Cl4(telitetlen)=egyszeresen teéitetmirisztinsav, Kdo=2-keto-3-deoxi-

oktulonsav, Ara4N=4-amino-4-deokiarabin6z

5.3 Shigella sonnei350 és 41 sejtszuszpenzidinak MALDI-TOF MS analie
A S. sonneB450 és 41 baktériumok a 4303 toidsdzrarmaztatott izogenikus mutansok.
A bennUk talalhato Lipid-A szerkezete ugyanaz, enggre részikben eltérnek egymastol.
A S. sonneB450 egy heptdz-transzferaz-hianyos mutans (Ké&esisntrohr, 1984), igy
endotoxinjanak core oligoszacharid része csak Kpyséagekbl all (11. abra). AS. sonnei
3450 tisztitott és sejtszuszpenzido endotoxinjaiMRLDI-TOF tomegspektrometrias
eredményei a 12. abran lathatok.
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11. &braA Shigella sonned350 endotoxinok vazlatos szerkezete.

Roviditések: GlcN~®-acetil-D-glikdzamin, Kdo=3-deoxiD-manno-2-oktulonsav,
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12. dbraShigella sonned350 tisztitott és sejtszuszpenziokbdl felvett RELP
negativ ion, linear modu MALDI- TOF tdmegspektrumai
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Mind a négy tdmegspektrumon lathatoak kiléribaeilaltsagu Lipid-A és az intakt R-
LPS-re jellemd, karakterisztikus ioncsucsok (a tisztitott LPS tamiesetén kicsit jobb
felbontassal). Ez azt jelenti, hogy egy napos, ke par perces mintaieszitéssel, par
telepldl kiindulva is teljes érték tomegspektrumot tudtam felvenni @raz endotoxinrol.

A kulonboz acildltsagi fokua Lipid-A kvazi-molekulaionok inteitasaban kilénbség
mutatkozik a tisztitott és sejtszuszpenzié mintékdtt: a tisztitott LPS tdmegspektruman
a tetra-acilalt Lipid-A Iényegesen nagyobb inteagsal jelenik meg. Ez arra utalhat, hogy
ez a komponens a tisztitasi folyamat soran kelattett nagyobb mennyiségben, és
eredetileg csak kis mennyiségben volt jelen a baktdan. A sejtszuszpenzid mintakrol
felvett tdmegspektrumokon lathatd intenzitds ar&nyal6szirileg hiebben tikrozik az
LPS minta természetes heterogenitasat, a Lipid-@dedr acilaltsagi fokat. Az egyes
tdmegszamokhoz tartozé R-LPS komponensek kémiaetiglét a 4. tablazat fogalja

0ssze.

4. tabldzat A S. sonnei 4350 LPS tobmegspektrumain megjélen[M—-H]
kvazimolekulaionokm/z értékei, a hozza tartozé elméleti (szamitoify értekek, és az

egyes tomegszamokhoz rendelt LPS komponensek kégssaetétele.

Lipid-A Elemi 6sszetétel* Szamitott Kisérleti m/z
acilacios fok mi/z
Tisztitott Bouillon-  Hdékezelt telep- Telep-
LPS sejtszuszpenzitsejtszuszpenzitsejtszuszpenziod
Lipid-A
Tetra-acil 3xC14(3-0OH), 1xC12, 2xP 1360.7 1359.9 1859 1359.7 1359.3
Penta-acil 3xC14(3-0OH), 1xC14, 1xC12, 1569.0 1568.9 1569.9 1585.7 1586.1
2xP
Hexa-acil 4xC14(3-OH), 1xC14, 1xC12, 1797.4 1799.5 1797.9 1797.5 1798.0
2xP
Lipid-A +Kdo
Penta-acil 3xC14(3-0OH), 1xC14, 1xC12, 2007.7 2008.6 2008.3 2008.7
2Kdo, 2xP
Hexa-acil 4xC14(3-0OH), 1xC14, 1xC12, 2237.7 2236.5 2236.7 2237.2 2236.8
2Kdo, 2xP

* minden Lipid-A-t tartalmazd komponens tartalmagyediglikbzamin véazat is.
Roviditések: P=foszfat csoport, C14(3-Opbkidroxi-mirisztinsav, Cl4=mirisztinsav,
Cl2=laurilsav, Cl4(telitetlen)=egyszeresen tedtetinirisztinsav, Kdo=2-keto-3-deoxi-

oktulonsav.

A Shigella sonne#t1l-es R-tipustd mutans baktérium endototoxinjaléhyzik a kiil$
core oligoszacharid, és csak a Batsre-ra jellemé& cukrokat tartalmazza (13. abra). &rr
az LPS-6l a sejtszuszpenziokbdl felvett tomegspektrumok.aabran lathatok.
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13. dbraA Shigella sonned1 endotoxinok vazlatos szerkezete.
Roviditések: GlcN®-acetilD-glik6zamin, Hepe-glicero-D-manneheptoz,

Kdo= 3-deoxiD-manno-2-oktulonsav, P=foszfat, PEtN=foszfoetanatam
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14. abraShigella sonnelR41 tisztitott €s sejtszuszpenzidokbadl felvett RELP

negativ ion, linear méd MALDI- TOF tdmegspektrumai

A S. sonnei4l-es mintdnél a telep-sejtszuszpenziokban nem, anfgztitott és a
bouillon-sejtszuszpenziéo mintdkban megjelent edjgdebel$ core régiot tartalmazo, tri-

acilalt intakt R-LPS ioncsucsa is. A kiindulasi Xheacilalt) szerkezet alapjan, a harom
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zsirsavat tartalmaz8®. sonnelLipid-A szerkezetében a diglik6zamin vazhoz egy @dil
és egy C14(3-0-C12) aciloxi-acil lanc kapcsolodikl@ve 2’ amid kotésben (15. abra).
Korabban mar bizonyitottak (Silipo és mts, 2008)gy az észter kotészsirsavakkal
szemben az amid kotégsirsavak nem, vagy csak igen ritkan hasadnakplleMS"
kisérletek hatasara, ahol n>3).

Egy masik érdekesség, hogy a tisztitott R-LPS rhoraképest a sejtszuszpenzid
mintakban olyan intakt endotoxinra jellehioncsucsok is megjelentek, amelyek egy, a
baktérium szempontjabol fontos csoportot, azazféesanolamint (PEtN) tartalmaznak. A
baktérium felszinén talalhatd foszfoetanolamin osmk befolyasoljak a sejtfal
permeabilitasat és szerepet jatszanak a baktérimibiadikum rezisztenciajanak
kialakitasaban. Ez a funkcios csoport a tobbszéxiimhalassal kinyert tisztitott LPS-ben
nem volt detektalhato MALDI-TOF tomegspektrometdB\A PEtN nagy valdsziiséeggel
azért nem a Lipid-A egyik foszfatcsoportjdhoz kaypadik, hanem a core egyik
hept6zdhoz, mert csak az intakt R-LPS 0sszétébeicsicsoknal volt detektalhatd. Az
egyes [M—-HJ kvazi-molekulaioncsucsok mellett jelentkezsel csucsok megfelelnek az
[M+Na-2H] és [M+K-2H] addukt ionoknak, ezek a tisztitott LPS mintabaenig
erteljesen jelentkeznek. Az egyes tomegszamokhoozart PS komponensek kémiai

Osszetételét a 4. tdblazat fogalja 6ssze.
OIP\,
OH HO ’

15. abraA S. sonneendotoxin tri-acilalt Lipid A komponense



4. tabldzat A Shigella sonnei4l LPS tomegspektrumain megjedefM—H]
kvazimolekulaionokm/z értékei, a hozza tartozd elméleti (szamitatfy értékek, és az

egyes tomegszamokhoz rendelt LPS komponensek késsaetétele.

Lipid-A Elemi sszetétel* Szamitott Kisérleti m/z
acilacios fok m/z
Tisztitott Bouillon- Hdkezelt telep- Telep-
LPS sejtszuszpenzid sejtszuszpenzidsejtszuszpenzid
Lipid-A
Tetra-acil 3xC14(3-OH), 1xC12, 2xP 1360.7 1360.4 603 1359.2 1362.0
Penta-acil 3xC14(3-OH), 1xC4(telitetlen),1569.0 1568.8 1569.8 1570.8 -
1xC12, 2xP
Penta-acil 4xC14(3-OH), 1xC12, 2xP  1587.0 - - - 1586.5
Hexa-acil 4xC14(3-OH), 1xC14, 1xC12, 1797.4 1798.4 1796.6 1797.0 1797.7
2xP
Lipid-A + Kdo + Hep
Tri-acil 2xC14(3-OH), 1xC12, 2xKdo, 1959.0 1959.1 1959.0 - -
2xHep, 2xP
Tetra-acil 3xC14(3-OH), 1xC12, 2xKdo, 2185.4 2185.4 2183.6 2185.8 -
2xHep, 2xP
Tetra-acil 3xC14(3-OH), 1xC12, 2xKdo, 2308.4 - 2307.1 - -
2xHep, 2xP, 1xPEtN
Penta-acil 3xC14(3-OH), 1xC14, 1xC12, 2395.7 2394.7 2395.3 2395.5 2396.5
2xKdo, 2xHep, 2xP
Penta-acil 3xC14(3-OH), 1xC14, 1xC12, 2518.7 - 2520.9 2518.5 -
2xKdo, 2xHep, 2xP, 1xPEtN
Hexa-acil 4xC14(3-OH), 1xC14, 1xC12, 2622.1 2622.7 2621.8 2621.8 2623.3
2xKdo, 2xHep, 2xP
Hexa-acil 4xC14(3-OH), 1xC14, 1xC12, 2745.1 - 2745.9 2746.3 2747.1

2xKdo, 2xHep, 2xP, 1xPEtN

* minden Lipid-A-t tartalmaz6 komponens tartalmagy ediglik6zamin vazat is.
Roviditések: P=foszfat csoport, PEtN=foszfoetanalam C14(3-OH)#-hidroxi-
mirisztinsav, Cl4=mirisztinsav, Cl2=laurilsav, C#lifetlen)=egyszeresen telitetlen

mirisztinsav, Kdo=2-keto-3-deoxi-oktulonsav, Hepptte.

5.4 Shigella sonne4303 sejtszuszpenzié MALDI-TOF MS analizise

A S. sonneid303 (méasnéven fazis Il) baktériumtérzs a vadstipB. sonneifazis |
virulencia plazmidot vesztett spontan mutansa, bétlyhianyzik az O-oldallanc
szintéziseert felés gén. A 4303 endotoxin tehat Lipid-A-bdl és telgzerkezdi core
oligoszacharidbdl (befs + kilsy core egyarant) all, azonban nem kapcsolddik hozza
tovabbi O-poliszacharid lanc. Az altalam vizsgaltiBfusu endotoxinok kozll tehat ez
tartalmazta a legtdbb cukor molekulat (16. abra).

A S. sonne#303 sejtszuszpenzidk MALDI-TOF MS mérésekor éedeinddon a (nem

hékezelt) telep-sejtszuszpenzid mintarol igen, miglkezelt telep-sejtszuszpenziordl nem

25



sikeriilt értékelhét tomegspektrumot felvennem, annak ellenére, hogyéaéseket két
kilénb6d matrixszal és két kulonbbzteleptenyészettel is megismételtem. Itt fontos
megjegyezni, hogy a MALDI mérések soran sajnos nemeretlen a gyenge
reprodukalhatésag fogalma, kulonésen komplex mirsdtében. Est bovebben az 5.5

fejezetben szélok. &. sonne#t303 R-LPS tomegspektrumai a 17. dbran lathatok.

16. &braA Shigella sonne#303 endotoxin teljes szerkezete
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17. dbraShigella sonne#303 tisztitott és sejtszuszpenziokbdl felvett IRSL

negativ ion, linear méd MALDI- TOF tdmegspektrumai
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A 4303 R-LPS tisztitott és bouillon-sejtszuszpenzidnintairol felvett
tomegspektrumokon, viszonylag jé felbontassal megjek kilon a lipid és kilon a core-
oligoszacharid ioncsucsai attetbmegtartomanyokkal, valamint az intakt R-LPS esiilc
A telep-sejtszuszpenzidbdl csak a tetra- €s a hedalt Lipid-A, illetve néhany core
részre jellemé& ioncsucsot tudtam egyértalen beazonositani, azonban az intakt R-LPS-re
vonatkozo6 tdmegszadmokat nem sikerilt detektalniv&laszirileg azért van, mert minél
tébb cukormolekulat tartalmaz az LPS annal nehezeldnizalhaté a molekula. Lathatjuk
tovabba, hogy a tisztitott LPS mintaban nem, viszanbouillon-sejtszuszpenzidbdl
szarmazd mintaban megjelentek a foszfoetanolanetieanzs ioncsucsok isn/z=3907 és
3988 koril. A két szuszpenzié mintaban megjelen&k LPS-re jellemzion csucsok is,
de szerencsére ezek nem zavartdk az analizistgyes édmegszamokhoz tartozo javasolt

kémiai 6sszetételeket az 5. tAblazatban foglaltssad

5. tabldzat A Shigella sonnei #03 LPS tomegspektrumain megjéleiM—H]
kvazimolekulaionokm/z értékei, a hozza tartozé elméleti (szamitotfy értékek, és az

egyes tomegszamokhoz rendelt LPS komponensek késsaetétele.

Lipid-A Elemi 6sszetétel* Szamitott Kisérleti m/z
acilacids fok m/z
Tisztitott Bouillon- Telep-
LPS sejtszuszpenzié sejtszuszpenzid
Lipid-A
Tetra-acil 3xC14(3-OH), 1xC12, 2xP 1360.7 1359.6 1359.1 1360.7
Penta-acil 3xC14(3-OH), 1xC14, 1xC12, 2xP 1568.4 1569.2 -
Hexa-acil 4xC14(3-OH), 1xC14, 1xC12, 2xp  1797.4 1798.1 1796.4 1797.4
Core oligoszacharid fragmensek
1xKdo—CO2, 3xHep, 5xHex, 2xP  1722.3 1720.6 1722.0 1723.3
2xKdo, 3xHep, 5xHex, 2xP 1986.5 1986.7 1985.4 1985.9
2xKdo, 3xHep, 5xHex, 3xP 2066.5 2065.9 2065.6 -

Lipid-A +Kdo+Core
2xC14(3-0OH), 1xC12, 2xKdo, 3xHep,

Tri-acil 31218 31223 - .
5xHex, 4xP
Tetra-acil 3xC14(3-OH), 1xC12, 2xKdo, 3xHep, 33485 33474 33475 ;
5xHex, 4xP
Penta-acil 3xC14(3-OH), 1xCl4unsat, 1xC12, 35565 35556 3556.0 ;
2xKdo, 3xHep, 5xHex, 4xP
Hexa-acil 4xC14(3-OH), 1xC14, 1xC12, 2xKdo, 37849  3786.2 3785.6 ;

3xHep, 5xHex, 4xP

* minden Lipid-A-t tartalmaz6 komponens tartalmagy ediglik6zamin vazat is.
Roviditések: P=foszfat csoport, C14(3-OfpHdroxi-mirisztinsav, Cl4=mirisztinsav,
Cl2=laurilsav, C14(telitetlen)=egyszeresen teétethirisztinsav, Kdo=2-keto-3-deoxi-

oktulonsav, Hep=hept6z, Hex=hexoz.
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5.5 Matrixok hatasanak vizsgalata

A MALDI-TOF MS mérésekre altaldnosan érvényes, hogy minta/matrix
kristdlyhalmazban akad egy vagy tobb pont, ahoVédzea a lézersugarral intenziv
tomegspektrometrias jelet kapunk, esetleg csakisamnvagyunk képesek ionokat
produkalni. Meglelni ezeket a pontokat nem triwaliennek kovetkeztében jelést
mértékben megha mérésid. Az an. ,hot spot’-okat, azaz a j6 jelintenzitdabkado
minta/matrix kristalyhelyeked matrix eltéé mennyisége és/vagy kulonkdkristalyosodasa
befolyasolja.

Az altalam alkalmazott két matrix anyag kézul a DH&8sszabb ideig kristalyosodott,
viszont homogénebb kristalyokat alkotott, mig a T”H4yorsan kristalyosodott, viszont
inhomogénebb kristalyokat alkotott, ezért ennél ézetvolt a minta ionizdlasahoz
megfeleb kristaly helyeket talalni. Mig a DHB matrixszal rkiyii volt megtalalni a hot
spot-okat addig a THAP-val készitett minta/matmistalyhalmazbdl két egymast kdvet
lézer-impulzus hatasara (spot-to-spot) jeleah eltertek az eredményekosterdult sajnos
az is (aS. sonne#303 eseteben), hogy a felcseppentett mintabak égigtalyhelyl sem
tudtam ioncsucsokat produkalni.

A MALDI-TOF készulék beépitett kamerdjanak segiéséd kinagyitva is lathatjuk az

egyes matrix/minta elegyek kristalyosodasa utapéekél8. abra).

(b)
18. abraA THAP (a) és a DHB (b) matrixok kristalyosodasilALDI mintatarton
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6. OSSZEFOGLALAS

Az endotoxinok (bakteridlis lipopoliszacharidok) nki@i szerkezete nagymeértékben
befolyasolja a bioaktivitasukat. Az endotoxinokukturalis analizisénél torekedni kell az
intakt endotoxinok vizsgalatara a hidrolizatumokyb#, hogy redlisabb képet kapjunk a
mintak természetes heterogenitasardl, valddi szet&kdl. Munkdm soran olyan egyster
és gyors endotoxin kivonasi és mintaglszitési mddszereket dolgoztam ki, melyekkel az
E. coli, Salmonella minnesota é€s Shigella sonRdipusu, intakt endotoxinok MALDI-
TOF tomegspektrometrias szerkezet meghatarozadériki elvégeznem csupan
néhanyszor tiz mikroliter sejtszuszpenziébdél. Adaom szerint, kordbban nem térténtek
olyan vizsgélatok, melyek kdzvetlenil sejttenyéskigtl vizsgaltak volna bakterialis
endotoxinokat tomegspektrometriaval.

Kisérleti eredményeimben az 1 napos mirleetzitési eljarassal kapott bouillon-
sejtszuszpenziok esetében, az altalam vizsgale$ssazterobakterialis endotoxinrdl teljes
értéki tomegspektrumot sikerllt kapnom, mig a 30 percaéstagbkészitéssel nyert
hokezelt telep-sejtszuszpenzido mintdk mérésével akkarsztikus ioncsucsok tébbsegeét
detektalni tudtam. A kevés szamu baktérium tadepbperces mintaékészitéssel kapott
sejtszuszpenzid vizsgalata sordan nehézkes volt bd ©ukor molekulat tartalmazé
endotoxinok kel érzékenységgel valo MS detektdldsa. Egy fontose®n ami
befolyasolta a tomegspektrumok alakulasat a mdgfélestalyhelyek, az un. hot spot-ok
megtalalasa volt.

Valamennyi endotoxin vizsgalatanal komplex tomegspenokat kaptam, melyek
egyrészt dizetes adatbazis hianydban megnehezitik a kiérgikelénasrészt
informaciotartalommal birnak az lipopoliszacharidmilaltsagi fokat és foszforlilacidjat
illetéen. Az egyes ioncsucsokhoz tartoz6 elemi Osszetételghatarozas soran
megallapitottam, hogy &higella sonnedl és 4303 torzsek sejtszuszpenzidibard lév
endotoxin olyan komponenseket is tartalmaz, amigganezen torzsekbnyert, tisztitott
endotoxinban nem voltak detektalhatok.

Az altalam kidolgozott moédszeréir tehat elmondhato, hogy rovidebb ideig tart,
kiméletesebb, és kevesebb minta mennyiséget észafgihasznalast igényel, mint a
hosszadalmas endotoxin kivonasi modszerek, ezém peldig olyan fontos, de labilis
kotédi funkcids csoportok jelenlétének detektaldsaraldalmas, mint pl esetiinkben. a
foszfoetanolamin, amik a tisztitott LPS mintakbaldszirileg a tisztitasi eljarasok soran

elveszhetnek. Az emlitettéalyok miatt ezek a modszerek alkalmasak lehetneiszagnu
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baktériumok mutédnsokbol szarmazd sejtszuszpenzdkazok endotoxin tartalmanak
dsszehasonlité vizsgélatara, vagy akar klinikaitékigyors analizisére.

Az egyes sejtszuszpenzidé mintakbol MALDI-TOF tonpmgdrometriaval meghatarozott
endotoxinok legnagyobb molekularis komponenseinekietsszetételét a 6. tablazatban

foglaltam 6ssze.

6. tablazat Osszefoglald tablazat az R-tipust sejtszuszpendgiokletektalt LPS-ek
MALDI-TOF tomegspektrometriaval kapott eredmén§kiAz elemi 6sszetétel az egyes
R-LPS-ek legnagyobb molekularis komponensének titstét jelenti.

LPS Kisérleti Elemi 0sszetétel

molekulatdmeg

E. coli D31 2238.7 hexa acilalt Lipid-A+2 KDO+2P

Salmonella minnesota595 2609.5 hepta acilalt Lipid-A+2 KDO+1Ara4N+ 2 P

Shigella sonne#350 2238.2 hexa acilalt Lipid-A+ 2 KDO+2 P

Shigella sonneiR41 2747.3 hexa acilalt Lipid-A+2 KDO+2Hep+2P+1 PEtN

Shigella sonne4303 3989.2 hexa acilalt Lipid-A+2 KDO+ 3 Hep+5 Hex+4 P
+1 PEtN
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