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Rºvid²t®sek jegyz®ke (angolul ®s magyarul) 

5-SASL   5-(4',4'-dimethyloxazolidine-N-oxyl) stearic acid; 5-(4ô,4-dimetil-oxazolidin-

N-oxil) sztearinsav 

Ara  arabinose; arabin·z 

BSA   bovine serum albumin; marhasz®rum-albumin 

CD  cluster of differentiation; differenci§ci·s klaszter 

CZE   capillary zone electrophoresis; kapill§ris z·naelektrofor®zis  

Col   colitose; kolit·z 

DMSO  dimethyl-sulfoxid; dimetil-szulfoxid 

DPS   degraded polysaccharide; degrad§lt poliszacharid 

DS  destaining solution; fest®kmentes²tŖ oldat  

DTT  dithiothreitol; ditiotreitol 

EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid; etil®n-diamin-tetraecetsav 

EI  electron ionization; elektron ioniz§ci· (elektron¿tkºz®s) 

EOF   electroosmotic flow; elektroozmotikus §raml§s  

ELISA  enzyme linked immunosorbent assay; enzimhez kºtºtt ellenanyag-vizsg§lat 

EPR  electron paramagnetic resonance; elektron param§gneses rezonancia 

Fuc  fucose; fuk·z 

Gal   galactose; galakt·z 

GalNAc N-acetyl-galactosamine; N-acetil-galakt·zamin 

GC-MS  gas chromatography-mass spectroscopy; g§zkromatogr§fia-tºmegspektroszk·-

pia 

Glc   glucose; gl¿k·z 

GlcA  glucuronic acid; gl¿kuronsav 

GlcNAc  N-acetyl-glucosamine; N-acetil-gl¿k·zamin 

Hb  hemoglobine, hemoglobin 

HUS   hemolytic uremic syndrome; hemolitikus ur®mi§s szindr·ma 

HWHH half-width at half-height; f®l®rt®ksz®less®g 

IL   interleukin 

IgG  immunoglobuline G; immunglobulin G 

Kdo   3-deoxy-D-manno-oct-2-ulosonic acid; 3- deoxi-D-manno-2-oktulonsav 

LAL   Limulus amebocyte lysate; Limulus amºbocita liz§tum 
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LBP   lipopolysaccharide binding protein; lipopoliszacharid-kºtŖ feh®rje 

LIF  laser-induced fluorescence; l®zerinduk§lt fluoreszcencia 

LOD   limit of detection; kimutat§si hat§r 

LOS  lipooligosaccharide; lipooligoszacharid 

LPS  lipopolysaccharide; lipopoliszacharid 

MALDI  matrix-assisted laser desorption ionization; m§trixszal seg²tett l®zer 

deszorpci·s ioniz§ci·   

Man mannose; mann·z 

ME  microchip electrophoresis; mikrochip elektrofor®zis 

MGE   microchip gelelectrophoresis; mikrochip g®lelektrofor®zis 

MZE   microchip zone electrophoresis; mikrochip z·naelektrofor®zis 

MS   mass spectrometry; tºmegspektrometria  

NHS  N-hydroxysuccinimide; N-hidroxi-szukcinimid 

NMR  nuclear magnetic resonance; m§gneses magrezonancia  

OD   optical density; optikai denzit§s 

OMP  outer membrane protein; k¿lsŖ membr§n feh®rje 

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis; n§trium-dodecil-

szulf§t poliakrilamid-g®lelektrofor®zis  

PBS  phosphate-buffered saline; foszf§t-pufferelt s·oldat 

PCP   phenol-chloroform-petroleum ether; fenol-kloroform-petrol®ter 

Rha  rhamnose; ramn·z 

SDS   sodium dodecyl sulfate; n§trium-dodecilszulf§t 

SLB  standard labeling buffer; standard jelºlŖpuffer 

Tf  transferrin, transzferrin 

TLR   toll-like receptor 

TNF   tumor necrosis factor; tumor nekr·zis faktor 

TOF   time of flight; rep¿l®si idŖ analiz§tor  

Tris  2-amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol; 2-amino-2-hidroximetil-prop§n 

1,3-diol  
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1 Bevezet®s  

 

A v®rben keringŖ, ®s §ltal§nos fertŖz®st (v®rm®rgez®st, szepszist) okoz· bakt®riumok ®s 

egy®b k·rokoz·k komoly probl®m§t jelentenek az orvostudom§ny sz§m§ra. A vil§gon ®vente 

18 milli· embert ®rintenek ezek a fertŖz®sek, ®s a hal§loz§si ar§ny 30-50%  m®g a 

legmodernebb felszerel®ssel rendelkezŖ k·rh§zakban is (Hotchkiss & Karl, 2003.). A 

v®rm®rgez®s fŖ oka a v®rben tal§lhat· patog®nek (bakt®riumok, v²rusok, gomb§k, egy®b 

mikrob§k, ®s azok metabolitjai) jelenl®t®re adott immunv§lasz. Az adott k·rokoz· sz§ma 

hirtelen nºveked®snek indul, ®s az immunrendszer ñt¼lreag§ljaò a  fertŖz®st, ami §ltal 

v®ralvad§s, kering®si pang§s, ºd®m§k, sziszt®m§s gyullad§s, szºvetk§ros²t§s, ®s v®g¿l 

szeptikus sokk kialakul§s§hoz vezethet megdºbbentŖen rºvid idŖ alatt. 

Az egyik probl®ma a szepszises esetek gy·gy²t§s§val az, hogy neh®z azonos²tani a fertŖz®s®rt 

felelŖs k·rokoz·t, ²gy a sz®les spektrum¼ antibiotikum kezel®sen k²v¿l gyakorlatilag nincs 

alternat²v gy·gym·d. Ezeknek az antibiotikumoknak komoly mell®khat§saik vannak, ®s 

hosszantart· alkalmaz§suk sajnos nºveli a hal§loz§si ar§nyt. Az antibiotikumok a sz®tesŖ 

bakt®riumokb·l jelentŖs mennyis®gŤ endotoxint szabad²tanak fel, mely egy beindul· 

l§ncreakci· r®v®n sokkhoz vezethet. Az antibiotikum-rezisztens bakt®riumtºrzsek terjed®se 

miatt a kezel®s egyre tºbb esetben hat§stalan (Obrien, 1992.). Eg®szs®g¿gyi- ®s ¿zleti ®rdek 

is, hogy a bakteri§lis fertŖz®st, ezen bel¿l is az eszkºzºk ®s gy·gyszerek endotoxinnal tºrt®nŖ 

szennyezŖd®s®t megelŖzz®k. Fontos minŖs®gi kºvetelm®ny, hogy az alkalmazott injekt§lhat· 

gy·gyszerek, seb®szeti eszkºzºk, folyad®kok, dializ§l· csºvek sterilek ®s endotoxinmentesek 

legyenek. A gy§rt· c®gek tekint®lyes ºsszegeket k®nytelenek ford²tani arra, hogy ezek a 

term®kek val·ban endotoxinok szennyez®s®tŖl mentesek legyenek. ĉgy ®rthetŖv® v§lik, hogy 

mi®rt nºvekszik az endotoxin meghat§roz§s§nak ¿zleti jelentŖs®ge is. Az endotoxinnal tºrt®nt 

kontamin§ci· kimutat§sa ®s m®rt®k®nek meghat§roz§sa a gy·gyszer- ®s biotechnol·giai 

folyamatok, valamint az eg®szs®g¿gyi szolg§ltat§sok kritikus param®tere (pl. a hemodial²zis 

rendszerek ellenŖrz®se). 

Munk§nkban az endotoxinok szerkezet-funkci· kapcsolat§val foglalkoztunk, amely 

lehetŖs®get ny¼jthat a diagnosztikai k®rd®sek megv§laszol§s§ban, valamint a biol·giai 

hat§sok mechanizmus§nak felder²t®s®ben. 
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2 Irodalmi §ttekint®s 

 

2.1 A Gram-negat²v sejtfal 

A mikroorganizmusok kºz¿l legnagyobb sz§mban a Hans Christian Gram szerint pirosan 

festŖdŖ ¼n. Gram-negat²v fajai (Enterobacteriacae) vannak jelen a b®lfl·r§ban. A Gram-

negat²v sejtfal szerkezete a Gram-pozit²v®hoz k®pest l®nyegesen ºsszetettebb (1. §bra). A 

bakt®riumokat a k¿lvil§g felŖl a sejtfal hat§rolja, mely tºbb r®tegbŖl §ll: citoplazmamembr§n, 

peptidoglik§n r®teg, periplazmatikus t®r ®s a k¿lsŖ membr§n. Ezen kereszt¿l zajlanak a 

transzport folyamatok illetve fontos szerepe van a bakt®riumsejtnek a kºrnyezet felsz²n®hez 

val· kapcsol·d§sban, megbeteg²tŖk®pess®gben ®s az immunol·giai folyamatok elind²t§s§ban. 

A Gram-negat²v bakt®riumok peptidoglik§n r®tege l®nyegesen v®konyabb, mint a Gram-

pozit²v bakt®riumok®. Ez a r®teg adja a bakt®rium stabil, rugalmas v§z§t, ®s fontos szerepe 

van a sejt nºveked®s®ben ®s oszt·d§s§ban. 

 

 

1. §bra A Gram-negat²v ®s Gram-pozit²v sejtfal szerkezet®nek ºsszehasonl²t§sa 

(M¿ller-Loennies et al., 2007.) 

 

A citoplazma ®s a k¿lsŖ membr§n kºzºtt tal§lhat· az ¼n. periplazmatikus t®r. A 

periplazmatikus t®r igen fontos a Gram-negat²v bakt®riumok szempontj§b·l. Sz§mos oldott 

feh®rje, hidrol§zok, antibiotikum-degrad§l· enzimek, toxikus neh®zf®meket hat§stalan²t· 

anyagok, a kemotaxisban, transzportban szerepet j§tsz· hordoz· feh®rj®k tal§lhat·k benne. A 
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sejt oligoszacharidokat k®pes a periplazm§ba szekret§lni, mely ²gy ozmotikus pufferk®nt 

szolg§l a sejt ®s a k¿lvil§g kºzºtt.  

A periplazmatikus t®r k¿lsŖ hat§ra az ¼n. k¿lsŖ membr§n (outer membrane, OM). A 

citoplazma membr§nhoz hasonl·an ez is egy foszfolipid kettŖs r®teg, melyet jellegzetes 

komplex molekul§k, a lipopoliszacharidok (LPS) alkotj§k (2. §bra). Igen toxikusak, ®s mivel 

a sejtbŖl akt²van nem szekret§l·dnak, hanem a sejthez kapcsoltak, ez®rt endotoxinoknak 

nevezz¿k. A k®t®rt®kŤ kationok (Ca
2+

, Mg
2+
) ®s a foszf§t (PO4

3-
) csoportok a membr§n 

stabilit§s§®rt felelŖsek (Tsai & Frasch, 1982.).  

 

 

2. §bra  A Gram-negat²v sejtfal szerkezeti fel®p²t®se (Poinsot et al., 2012.) 

 

2.2 Az endotoxinok hat§sa 

Az endotoxinok (k®miai szerkezete alapj§n lipopoliszacharidok, LPS molekul§k) a Gram-

negat²v bakt®riumok (mint pl. Escherichia coli (E. coli), Salmonella, Pseudomonas, Shigella, 

Proteus, stb.) k¿lsŖ sejtmembr§nj§nak §lland· alkot·eleme a membr§nfeh®rj®k mellett 

(Caroff & Karibian, 2003.). Felsz²ni antig®nekk®nt fontos szerepet j§tszanak a testi sejtek ®s a 

patog®n szervezetek kºlcsºnhat§s§ban, fontos virulencia faktoroknak tekinthetŖk. E. coli 

eset®ben az LPS tartalom 10
6
 molekula/sejt is lehet. A bakt®riumok szaporod§sa vagy l²zise, 

sz®tes®se ut§n a v®r§ramba ker¿lve sz§mos fiziol·giai ®s patofiziol·giai hat§st induk§lnak. Az 
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endotoxinokat a sz®rum LPS kºtŖ feh®rj®i (LPS binding protein, LBP) sz§ll²tj§k c®lsejtjeihez: 

a mononukle§ris fagocita rendszer sejtjeihez, a neutrofil granulocit§khoz, B limfocit§khoz ®s 

v®rlemezk®khez. 2011-ben Bruce Beutler (USA) ®s Jules Hoffmann (Franciaorsz§g) Ăa 

term®szetes vagy velesz¿letett immunrendszer kutat§s§®rtò, valamint Ralph Steinman 

(Canada/USA) Ăa dendritikus sejtekkel kapcsolatos munk§ss§g§®rtò megosztva nyert®k el az 

orvosi Nobel-d²jat. Bruce Beutler az LPS-receptor komplex le²r§s§ban jeleskedett. Az 

endotoxinok a sejtek felsz²n®n tal§lhat· TLR4 ®s CD14 receptorokhoz kºtŖdve aktiv§lj§k a 

makrof§gokat, interleukin 1 ®s 6 (IL-1, IL-6) ®s tumor nekr·zis faktor Ŭ (TNF-alfa) termel®st. 

Az immunrendszer v§laszreakci·ja f¿gg a szervezetet stimul§l· LPS-ek mennyis®g®tŖl 

(Ulmer et al., 2002.). A medi§torok alacsony szintje eset®n ï mint ami pl. a b®l norm§l 

fl·r§j§b·l fiziol·gi§san ®ri el a szervezetet ï azok j·t®kony hat§sa ®rv®nyes¿l. Ilyenkor az 

enyhe l§z, az immunrendszer §ltal§nos serkent®se seg²ti a szervezetet a fertŖz®sek 

lek¿zd®s®ben, valamint a daganatos sejtek burj§nz§s§nak g§tl§s§ban. A lok§lis fertŖz®sek 

sor§n felszaporod· kis endotoxin mennyis®g az immunrendszeren kereszt¿l gyullad§sos 

reakci·t ind²t be, ²gy hozz§j§rul az immunrendszer norm§l mŤkºd®s®nek fenntart§s§hoz. A 

val·sz²nŤen elviselhetŖ maximum endotoxin d·zis parenter§lis felv®tel §ltal 35 ng vagy 0,5 

ng/testtºmeg kg/nap a 70 kg-n§l alacsonyabb testtºmegŤ szem®lyek eset®n (1 ng = 1 EU, 

endotoxin egys®g) (Freitag et al., 1997.). 

Nagy mennyis®gŤ, a szervezetet el§raszt· endotoxin hat§s§ra ï mint ami pl. Gram-negat²v 

szepszis vagy endotoxinokkal kontamin§lt folyad®k inf¼zi·ja kapcs§n ker¿l a szervezetbe ï 

m§r sziszt®m§s, k§ros hat§sok ®rv®nyes¿lnek. A bakteri§lis endotoxinok kºlcsºnhat§sba 

l®pnek a v®ralkot·kkal, ¼gymint vºrºsv®rtestekkel, mononukle§ris sejtekkel, v®rlemezk®kkel, 

neutrofilokkal, lipoproteinekkel, valamint v®rplazma feh®rj®kkel. A nagysz§m¼ citokin 

felszabadul§s kºvetkezm®nye a magas l§z mellett a pulzussz§m ®s l®gz®ssz§m emelked®s, 

feh®rv®rsejtsz§m csºkken®s, a sz²vizom kontrakci·s erej®nek csºkken®se, a kisv®n§k ®s a 

kapill§risok endoth®lsejtjeinek a s®r¿l®se, v®rnyom§ses®s, csontvelŖ-, membr§n- ®s 

magzatk§rosod§s. Metabolikus acid·zis §ll be, a v®ralvad§si rendszer t¼lmŤkºd®se miatt 

v®ralvad§s, ®rp§ly§n bel¿l dissemin§lt intravascul§ris koagul§ci· jºn l®tre. Mindennek 

kºvetkezm®nye a tºbbszervi el®gtelens®g, az ¼n. endotoxin sokk, amely s¼lyos esetekben ï a 

kezel®s elhanyagol§sakor ï hal§los kimenetelŤ is lehet (Holst et al., 1996.).  
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2.3 Az endotoxinok szerkezete 

A lipopoliszacharid molekul§kat bakteriol·giai, szerol·giai, k®miai, immunk®miai, genetikai 

®s biol·giai tulajdons§gai alapj§n h§rom szerkezeti egys®gre oszthatjuk (3. §bra) (L¿deritz et 

al., 1982.).  

 

3. §bra A Gram-negat²v bakt®riumokb·l sz§rmaz· endotoxinok §ltal§nos szerkezete. n: az 

ism®tlŖdŖ egys®gek sz§ma: R-t²pus¼ endotoxinokn§l n = 0; SR-t²pus¼  endotoxinokn§l n = 1 

(Kocsis et al., 2011a.) 

 

A sima (S-smooth) telepeket k®pzŖ, vad t²pus¼ Gram-negat²v bakt®riumokb·l sz§rmaz· 

amfifil, S-t²pus¼ LPS komponensek (Magalhaes et al., 2007.) tartalmaznak egy hidrof·b lipid 

r®gi·t (neve lipid A), mely kovalensen kapcsol·dik a hidrofil ¼n. core oligoszacharid 

r®gi·hoz. A core oligoszacharid r®gi· glikozidos kºt®seken kereszt¿l kapcsol·dik a 

k¿lºnbºzŖ sz§m¼ ism®tlŖdŖ oligoszacharid egys®gbŖl §ll· poliszacharid r®gi·hoz (neve O-

oldall§nc vagy O-specifikus antig®n). Egy intakt lipopoliszacharid (LPS) szerkezete l§that· a 

4. §br§n (Caroff & Karibian, 2003.).   

Egy genetikai mut§ci· (spont§n vagy induk§lt) bekºvetkez®se eset®n elŖfordulhat, hogy az O-

oldall§nc nem szintetiz§l·dik. Ilyen esetekben a k®miailag lipooligoszacharidokat (LOS) 

hordoz· bakt®riumok r¿cskºs (R-rough) telepeket k®peznek elvesztve eredeti megbeteg²tŖ 

k®pess®g¿ket. Ezeket a tºrzseket R-mut§nsoknak nevezik. Vannak olyan Gram-negat²v 

bakt®riumok is, amelyek mut§ci· n®lk¿l is eleve O-oldall§nc n®lk¿li LOS-t termelnek, mint 

p®ld§ul a Neisseria meningitidis. 

A lipid A  a lipopoliszacharid legbelsŖ, egyben a legkev®sb® vari§bilis r®sze. FŖk®nt 

gl¿k·zaminb·l, foszf§tcsoportb·l ®s hossz¼ sz®nl§nc¼ zs²rsavakb·l §ll. Ćltal§nos fel®p²t®s®re 

jellemzŖ a heptaacil§lt, biszfoszforil§lt digl¿k·zamin forma. A molekula v§z§t k®t foszforil§lt 

D-gl¿k·zamin k®pezi, szokatlan m·don (ɓ-1Ÿ6 kºt®sben) kapcsol·dva egym§shoz. 
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A biszfoszforil§lt digl¿k·zamin v§zra, amid ®s ®szter kºt®ssel hossz¼ sz®nl§nc¼ zs²rsavak 

kºtŖdnek: laurinsav (C12), mirisztinsav (C14), palmitinsav (C16), sztearinsav (C18) ®s ɓ-

hidroxil§lt sz§rmaz®kaik. A zs²rsavak biztos²tj§k a lipopoliszacharid hidrof·bicit§s§t ®s lipofil 

jelleg®t, mely lehetŖv® teszi a membr§n lipid kettŖs r®teg®be val· be§gyaz·d§s§t. A lipid A-t 

tekintik a lipopoliszacharid endotoxikus tulajdons§g§®rt felelŖs r®sz®nek (Brade et al., 1988., 

Rietschel et al., 1993.). A bakt®rium k¿lsŖ membr§nj§nak stabilit§s§t a k®t®rt®kŤ ionok (Ca
2+

, 

Mg
2+
) ®s a lipid A-ban tal§lhat· foszf§t (PO4

3-
) csoportok nagym®rt®kben elŖseg²tik. 

 

4. §bra Egy intakt lipopoliszacharid (LPS) szerkezete (Caroff & Karibian, 2003.) 

 

A foszf§t csoportokhoz kºtŖdŖ pozit²v tºlt®sŤ szubsztituensek nºvelik a bakt®rium 

ellen§ll·k®pess®g®t az antibiotikumokkal szemben. A lipid A h§romdimenzi·s szerkezete 

(k¼p vagy henger alakzat) f¿gg a foszf§t csoportok sz§m§t·l, a zs²rsavak t²pus§t·l, sz§m§t·l 

®s t®rbeli elhelyezked®s®tŖl. A k¿lºnbºzŖ konform§ci·s alakok meghat§roz· t®nyezŖi az 

endotoxikus aktivit§snak. A k¼pos alakzat¼ lipid A molekul§k nagym®rt®kben toxikus ®s 

citokin induk§l·k, m²g a henger alakzattal rendelkezŖk m®rs®kelten m®rgezŖk ®s citokin alig 

induk§l·k (Brandenburg et al., 1993.). 
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Az oligoszacharid r®gi· (core) a lipid A fel® esŖ belsŖ magra ®s az O-specifikus 

oldall§nchoz kºtŖdŖ k¿lsŖ magra k¿lºn¿l el. A belsŖ mag §ltal§ban hept·zt (gyakrabban L-

glicero-D-manno hept·z, ritk§bban D-glicero-D-manno-hept·z) (Kontrohr & Kocsis, 1981.) 

valamint ritka elŖfordul§s¼ 3-deoxi-D-manno-2-oktulonsavat (Kdo) tartalmaz. A Kdo 

savlabilis ketozidos kºt®ssel Ŭ-2Ÿ6ô kapcsol·dik a lipid A r®szhez, emiatt gyenge savas 

hidrol²zis alkalmaz§s§val (pH=3-5), magas hŖm®rs®kleten (100ÁC) a lipid A ®s a 

poliszacharid r®sz egym§st·l elv§laszthat·, ez§ltal k®miai ®s biol·giai tulajdons§gai 

vizsg§lhat·k. A k¿lsŖ mag §ltal§ban k¿lºnbºzŖ hex·zokb·l [(D-galakt·z (Gal), D-gl¿k·z 

(Glc), N-acetil-gl¿k·zamin (GlcNAc)] ®p¿l fel nagyobb variabilit§ssal. Hat k¿lºnf®le 

magszerkezet ismert (Salmonella Ra, E. coli R1, R2, R3, R4 ®s K-12) (5. §bra). 

 

5. §bra Enterobakteri§lis oligoszacharidok r®gi·inak k¿lºnbºzŖ magszerkezetei (Holst, 1999.)  
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A core oligoszacharidhoz kapcsol·dik az LPS legk¿lsŖ r®sze, az ¼n. O-specifikus oldall§nc, 

mely a Gram-negat²v bakt®riumok fŖ felsz²ni antig®nj®t, az ¼n. sejtfal (O-antig®n) antig®nj®t 

adja. Az O-specifikus oldall§nc 1-8 cukormolekul§b·l §ll· [gyakrabban: Glc, Gal, mann·z 

(Man), ramn·z (Rha), GlcNAc, N-acetil-galakt·zamin (GalcNAc); ritk§bban: arabin·z (Ara), 

kolit·z (Col), abequose (Abe), fuk·z (Fuc), gl¿kuronsav (GlcA)é] egys®gek polimerje. 

Az endotoxinok igen nagy k®miai (ºsszet®tel, ism®tlŖdŖ egys®gek sz§ma) ®s ennek 

kºvetkezt®ben antigenit§sbeli v§ltozatoss§got mutatnak, ²gy a legtºbb Gram-negat²v 

bakt®rium szerol·giai csoportos²t§s§nak ®s a keresztkapcsolatoknak az alapj§t k®pezik. A 

hossz¼ poliszacharid oldall§ncok a sejt felsz²n®nek kifejezett hidrofil tulajdons§got 

biztos²tanak. 

Az LPS-ek jelenl®te minden szerves molekula sejtbe tºrt®nŖ bejut§s§t k®pes megnehez²teni. A 

k¿lsŖ, hidrofil O-specifikus oldall§nc a hidrof·b molekul§k (sok antibiotikum) behatol§s§t 

akad§lyozza, m²g az LPS-ek belsŖ, hidrof·b r®sze a hidrofil molekul§knak szab g§tat.  

Nehez²ti a kutat·k dolg§t, hogy a k®miai szerkezet f¿ggv®ny®ben az endotoxinok 

molekulatºmege is v§ltoz·. A molekulatºmeg v§ltoz§s§nak oka lehet, hogy az endotoxin 

molekul§k vizes oldatban spont§n aggreg§l·dhatnak a lipid A-n kereszt¿l, tov§bb§ az acil-

l§ncokon kereszt¿l nem-pol§ros kºlcsºnhat§sok is kialakulhatnak a szomsz®dos 

molekul§kkal. A k®t®rt®kŤ kationok (Ca
2+

, Mg
2+
) a foszf§t csoportok kºzºtt h²dkºt®seket 

alak²thatnak ki, ez§ltal aggreg§tumokat k®pezhetnek ®s micell§ris strukt¼r§t alkothatnak. A 

kialakult aggreg§tumok molekulatºmege el®rheti az 1 MDa-t is, szemben a 10-20 kDa-os 

monomer molekulatºmeg®vel. Nagy koncentr§tum eset®n vezikul§k (r=100 nm) is 

l®trejºhetnek, amelyek nagyon stabil k®pzŖdm®nyek. Az aggreg§tumok ®s micell§k 

kialakul§sa megelŖzhetŖ polymyxin B antibiotikum, epesavak vagy kel§torok (pl. EDTA) 

adagol§s§val. 

 

2.4 Endotoxinok vizsg§lata 

Teljes emberi v®rbŖl, plazm§b·l, vagy sz®rumb·l tºrt®nŖ endotoxin meghat§roz§s a mai napig 

nem rutin feladat. A m®r®shez sz¿ks®ges enzimreakci·kra a v®r alkot·r®szei jelentŖs hat§ssal 

vannak, §ltal§ban g§tl§st fejtenek ki. A mai §ll§spont szerint az emberi Ăl§zk¿szºbò endotoxin 

koncentr§ci· tartom§nya (Human Fever Threshold) kb. 25-30 pg LPS/ml-re tehetŖ, amelyet 
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egy §tlag, eg®szs®ges popul§ci·ra vonatkoztathatunk. Nyulakn§l ez az ®rt®k 50-350 pg 

LPS/ml kºzºtt v§ltozik, ®rz®kenys®g¿ktŖl f¿ggŖen.  

Az endotoxinok aktivit§sa a steriliz§ci·s elj§r§st kºvetŖen is megmarad, mivel hŖstabil 

komplexek. EbbŖl kifoly·lag az oldatok endotoxin-mentes²t®se nem megoldott, ez®rt a 

kimutat§suk ®s mennyis®gi meghat§roz§suk rendk²v¿l fontos feladat. Az endotoxinok 

detekt§l§sa n®lk¿lºzhetetlen olyan klinikai kºrnyezetben, ahol az eszkºzºkºn kialakult 

biofilm, vagy a direkt kontamin§ci· mikrobiol·giai szennyez®st okozhat. Ilyen ter¿letek 

p®ld§ul: a hemodial²zisben haszn§lt oldatok, inf¼zi·s-, injekci·s-, illetve v®rk®sz²tm®nyek, 

orvosi seg®deszkºzºk tisztas§ga. Fontos az endotoxinok meghat§roz§sa gy·gyszert§rakn§l, 

k¿lºnºsen nukle§lis gy·gyszerekkel foglalkoz·kn§l, transzplant§ci·s kºzpontokn§l, 

elektronikai (chipgy§rt§s) ®s kozmetikai iparn§l, szºvetteny®sztŖ t§poldatok, ®lelmiszerek ®s 

kºrnyezetv®delmi mint§k vizsg§lat§n§l, v²ztiszt²t· rendszerek ®s berendez®sek 

monitoroz§s§n§l, a rep¿lŖg®piparban ®s olyan ipari alkalmaz§sokn§l, ahol mikroba-mentes 

fel¿letek sz¿ks®gesek. Az endotoxin-mentess®g sz¿ks®ges tov§bb§ a 

kutat·laborat·riumokban, ahol ultratiszta v²z az elŖ²r§s, fel¿lettiszt²t§si alkalmaz§sn§l, ahol a 

sterilit§s ®s pirog®nmentess®g nagyon fontos kºvetelm®ny (k·rh§zak, mŤtŖk, stb.). Kiemelt 

szerepe van a endotoxinok gyors, ®rz®keny kvalitat²v ®s kvantitat²v meghat§roz§s§nak a 

hum§n diagnosztika ter¿let®n.  

Az endotoxinok koncentr§ci·j§nak a meghat§roz§sa, m®r®stechnikai szempontb·l k®t, 

standardiz§lt m·dszer szerint v®gezhetŖ.  Az egyik az in vivo ¼n. ny¼l-teszt, m²g a m§sik az in 

vitro LAL (Limulus amºbocita liz§tum) teszt.  

 

2.4.1 Ny¼l teszt 

K¿lºnºsen fontos a k¿lºnbºzŖ gy·gyszerek ®s az orvos-biol·giai k²s®rletek sor§n haszn§lt 

anyagok pirog®n tartalm§nak ismerete, amit kor§bban k²s®rleti §llatok (elsŖsorban nyulak) 

testhŖm®rs®klet®nek m®r®s®vel vizsg§ltak. A nyulat a f¿l®n intrav®n§san beoltva a 

vizsg§land· mint§val, figyelt®k a ny¼l testhŖm®rs®klet®nek v§ltoz§s§t. L§zas reakci· eset®n a 

minta endotoxinokat tartalmazott. Ennek a m·dszernek tºbb h§tr§nya is van. Az anyagi ®s 

etikai k®rd®seken t¼l a m·dszer nagyon idŖig®nyes ®s nem kvantitat²v. Tov§bb§ az is 

neh®zs®get okoz, hogy nem lehet k¿lºnbs®get tenni endotoxinok ®s egy®b pirog®nek kºzºtt 

(Hasiwa et al., 2013.).  
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2.4.2 LAL-teszt 

Fontos elŖrel®p®s volt a j·val egyszerŤbb LAL  (Limulus Amebocyta Lysate) m·dszer 

kidolgoz§sa, amivel lehetŖv® v§lt az endotoxinok szemi-kvantitat²v meghat§roz§sa. Az 1950-

es ®vekben Bang ®s Levin kimutatta, hogy az atlanti tŖrfark¼ r§k (Limulus Polyphemus) 

limf§j§ban keringŖ amºbocit§kat, illetve a belºl¿k k®sz²tetett liz§tumot ï enzimatikus 

folyamatok eredm®nyek®nt ï in vitro kºr¿lm®nyek kºzºtt is koagul§lj§k a Gram-negat²v 

bakt®riumok. Ez a LAL-teszt alapja, ami lehetŖv® teszi a laborat·riumi gyakorlatban a 

vizsg§land· minta endotoxin-tartalm§nak kimutat§s§t. A teszt sor§n az amºbocit§kb·l 

elŖ§ll²tott LAL-reagens az endotoxinokkal reakci·ba l®pve massz²v g®lk®pzŖd®st, 

megnºvekedett viszkozit§st ®s opaleszk§l§st v§lt ki, mely sz²nreakci·val kimutathat·. Ezzel 

az elj§r§ssal ak§r pikogramnyi endotoxint is ki lehet mutatni, azonban egy®b pirog®nek pl. 

gluk§nok jelenl®t®ben elŖfordulhat nem specifikus (nem endotoxinok §ltal okozott) LAL -

aktiv§ci· is (Hasiwa et al., 2013.). Sajnos a LAL m·dszerek ®rz®kenys®ge (kb. 0,2 ng/ml), b§r 

m§s tekintetben kiv§l·k, annyira a sz¿ks®ges m®r®si hat§ron mozognak a v®rmint§k eset®ben, 

hogy azok csak ĂkiemelkedŖenò magas endotoxin koncentr§ci·k eset®ben adhatnak 

szignifik§ns eredm®nyt.  A m·dszer t§mogat§s§t az FDA (Food and Drug Administration) 

elavults§gra hivatkozva 2012-ben visszavonta. 

 

2.4.3 Az endotoxinok szerkezetvizsg§lata elektroforetikus m·dszerekkel  

Az endotoxinok struktur§lis vizsg§lata, jellemz®se rendk²v¿l fontos, mivel fiziol·giai ®s 

patofiziol·giai hat§sukat a k®miai szerkezet¿k nagym®rt®kben befoly§solja. A szerkezet-

funkci· pontosabb megismer®se ®rdek®ben gyors ®s ®rz®keny m·dszerekre van sz¿ks®g. 

 

2.4.3.1 SDS-PAGE     

Az intakt LPS molekul§k vizsg§lata ®s kemot²pus (S-, R-t²pus) szerinti oszt§lyoz§sa 

ez¿stfest®ssel kombin§lt SDS-PAGE m·dszerrel ma m§r rutin feladatnak sz§m²t (Tsai & 

Frasch, 1982.). Ezzel a m·dszerrel ak§r 18 LPS minta vizsg§lhat· 24 ·r§n bel¿l, pl. BioRad 

MiniProtean rendszerrel. A frontvonal kºzel®be esŖ, §ltal§ban sz®les, diff¼z s§vok 

megfeleltethetŖk az R-t²pus¼ szerkezeteknek (lipid A ®s core oligoszacharid), m²g a 

jellegzetes l®traszerŤ mint§zat a nºvekvŖ sz§m¼ ism®tlŖdŖ egys®get tartalmaz·, O-
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oldall§nccal rendelkezŖ S-t²pus¼ szerkezeteknek feleltethetŖ meg. Az ez¿stfest®ses elŖh²v§s 

ut§n megjelenŖ Ăl®tra-mint§zatò megadja az adott LPS-re jellemzŖ O-poliszacharid oldall§nc 

ism®tlŖdŖ egys®geinek sz§m§t. Ezzel a technik§val teh§t egyr®szt tanulm§nyozni lehet az 

endotoxinok szerkezeti v§ltozatait ®s az egyes endotoxin kivonatokban levŖ LPS kever®k 

komponenseinek relat²v mennyis®g®t, §m a molekulatºmeg meghat§roz§s a megfelelŖ 

molekulatºmeg standard hi§ny§ban neh®zs®gekbe ¿tkºzik.  

A m·dszer nagy ®rz®kenys®gŤ, azonban idŖ- ®s vegyszerig®nyes. 

 

2.4.3.2 Kapill§ris elektrofor®zis  

A kapill§ris elektrofor®zis sor§n az elv§laszt§s a kapill§risban l®vŖ h§tt®relektrolitban 

elektromos erŖt®r hat§s§ra megy v®gbe, az elv§laszt§s a mintakomponensek elt®rŖ v§ndorl§si 

sebess®g®n, k¿lºnbºzŖ tºlt®s/tºmeg ar§nyukon alapul. Kvarc kapill§risban az elv§lasztott 

molekul§k sorrendje: kationok, semleges molekul§k, anionok. A v§ndorl§si sebess®g 

egyenesen ar§nyos az elektroforetikus mozg®konys§ggal (ɛe) ®s az elektromos t®rerŖss®ggel 

(E). 

Az elektroforetikus mozg®konys§g (mobilit§s) egyenesen ar§nyos a r®szecske tºlt®s®vel (q), 

®s ford²tottan ar§nyos a r®szecske hidrodinamikai sugar§val (r), ®s a kºzeg viszkozit§s§val 

(ɖ). 

A kapill§ris rendk²v¿l kis §tm®rŖj®nek (20-200 ɛm) kºvetkezt®ben megnŖ a fel¿let/t®rfogat 

ar§ny, ami nagy elektromos ellen§ll§s§n§l fogva nagy t®rerŖ (100-500 V/cm) alkalmaz§s§t 

csek®ly hŖfejlŖd®s mellett teszi lehetŖv®. A nagy fel¿let j· hŖelvezet®st biztos²t, ²gy nagy 

fesz¿lts®g alkalmazhat·. Ez lecsºkkenti az anal²zis idej®t, csºkken a cs¼cssz®lesed®s m®rt®ke 

®s nagy elv§laszt§si hat®konys§got ®s felbont§st biztos²t. A m·dszer hat®konys§ga 

szempontj§b·l alapvetŖ az is, hogy a kis §tm®rŖ kºvetkezt®ben az elektroozmotikus §raml§s 

sor§n a kapill§risban levŖ folyad®koszlop dug·szerŤen mozdul el, ami jelentŖs m®rt®kben 

hozz§j§rul a nagy elm®leti t§ny®rsz§m el®r®s®hez. 

A tºltºtt fel¿leten adszorbe§l·d· ellenionok elektromos kettŖsr®teget hoznak l®tre, ami az ¼n. 

z®tapotenci§l (z) kialakul§s§hoz vezet. Egyenfesz¿lts®g hat§s§ra a diff¼z kettŖsr®teg 

elmozdul, ez az elektroozmotikus §raml§s (EOF). A kis belsŖ §tm®rŖ eset®n a hidrat§lt 

ellenionok elmozdul§sa az ºsszold·szer dug·szerŤ elmozdul§s§t eredm®nyezi. Kvarc 

kapill§ris eset®n a szilanolcsoportok (SiOH) disszoci§ci·ja negat²v fel¿letet eredm®nyez, az 
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EOF teh§t a kat·d (ī) fel® ir§nyul. Az EOF nagys§ga f¿gg az elektromos t®rerŖss®gtŖl, a 

hŖm®rs®klettŖl, a puffer ºsszet®tel®tŖl, viszkozit§s§t·l, ionerŖss®g®tŖl, pH-j§t·l. Az 

elv§laszt§shoz leggyakrabban foszf§t, bor§t, citr§t puffert alkalmaznak.  

A vizsg§lt ion v§ndorl§si sebess®g®t E erŖss®gŤ elektromos erŖt®rben az anyag 

elektroforetikus mozg®konys§ga (mobilit§sa) ®s a pufferoldat kapill§rison bel¿li 

elektroozmotikus mozg®konys§ga szabja meg. Az oldott anyag elektroforetikus 

mozg®konys§ga (ɛ) az oldott anyag tulajdons§g§t·l (elektromos tºlt®s, molekulam®ret ®s 

alak) ®s a v§ndorl§s kºzeg®¿l szolg§l· pufferoldat tulajdons§g§t·l (elektrolit t²pusa, 

ionerŖss®g, pH, viszkozit§s ®s adal®kanyagok) f¿gg (Altria, 1999, Oda & Landers, 1997.). 

Az elv§laszt§s optimaliz§l§sa ºsszetett folyamat, ahol n®h§ny elv§laszt§si param®ternek nagy 

szerepe lehet. Az elv§laszt§si m·dszerek kidolgoz§s§n§l figyelembe veendŖ fŖ t®nyezŖk a 

k®sz¿l®k ®s az elektrolitoldat param®terei. 

Fesz¿lts®g: Az elv§laszt§s ideje az alkalmazott fesz¿lts®ggel ford²tottan ar§nyos. A fesz¿lts®g 

nºvel®se azonban t¼lzott m®rt®kŤ hŖtermelŖd®shez, emiatt hŖm®rs®kletemelked®shez, ®s 

ennek eredm®nyek®ppen a kapill§rison bel¿l a pufferoldatban viszkozit§sgradiens 

kialakul§s§hoz vezethet. Ez a hat§s z·nasz®lesed®st ®s ²gy felbont§scsºkken®st okozhat.  

Polarit§s: Az elektr·d polarit§s lehet norm§l (an·d a bemenetn®l, kat·d a kimenetn®l) ®s az 

elektroozmotikus §raml§s a kat·d ir§ny§ba tºrt®nik. Ha az elektr·dok polarit§sa felcser®lŖdik, 

akkor az elektroozmotikus §raml§s a kimenettŖl a bemenet ir§ny§ba mutat, ®s csak azok a 

tºlt®ssel rendelkezŖ r®szecsk®k jutnak el a kimenethez, melyeknek az elektroforetikus 

mozg®konys§ga nagyobb az elektroozmotikus §raml§sn§l.  

HŖm®rs®klet: A hŖm®rs®klet hat§ssal van a pufferoldat viszkozit§s§ra (2-3 %-kal v§ltozik 

o
C-k®nt), az elektromos vezetŖk®pess®gre, ®s emiatt a v§ndorl§si sebess®gre. N®h§ny esetben 

a kapill§ris hŖm®rs®klet®nek emelked®se a feh®rj®k konform§ci·s v§ltoz§s§t ®s emiatt 

v§ndorl§si idej¿k ®s elv§laszt§suk hat®konys§g§nak v§ltoz§s§t id®zheti elŖ. 

Kapill§ris: A kapill§ris m®rete (hossz ®s belsŖ §tm®rŖ) befoly§solja az anal²zis idej®t, az 

elv§l§s hat®konys§g§t ®s az injekt§lhat· anyag mennyis®g®t. A teljes hossz nºvel®s®vel az 

elektromos t®rerŖss®g csºkken (§lland· fesz¿lts®g alkalmaz§sa eset®n), ami megnºveli a 

v§ndorl§s idej®t. Adott tomp²t·oldat ®s elektromos t®rerŖss®g eset®n a hŖlead§s ®s emiatt a 

s§vsz®lesed®s a kapill§ris belsŖ §tm®rŖj®tŖl f¿gg. Ez ut·bbi hat§ssal van a kimutat§si hat§rra 

is, az injekt§lt minta t®rfogat§t·l ®s az alkalmazott detekt§l§si m·dt·l f¿ggŖen. 
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Pufferoldat t²pusa ®s koncentr§ci·ja: A kapill§ris elektrofor®zis c®lj§ra az olyan 

pufferoldatok alkalmasak, melyek pufferkapacit§sa a v§lasztott pH-tartom§nyban megfelelŖ 

®s ionjainak mozg®konys§ga kicsi, emiatt minim§lis a l®trehozott §ramerŖss®g nagys§ga.  A 

s§vtorzul§s minimaliz§l§sa ®rdek®ben fontos, hogy ha lehets®ges, a pufferoldat ionjainak ®s az 

oldott anyag ionjainak mozg®konys§ga hasonl· legyen. Adott pH eset®n a pufferoldat 

koncentr§ci·j§nak (§ltal§ban 1-500 mM kºzºtti) nºvel®se csºkkenti az elektroozmotikus 

§raml§st ®s az oldott anyag sebess®g®t.  

Pufferoldat pH-ja:  A pH a meghat§rozand· anyag ®s az adal®kanyagok tºlt®s®nek 

m·dos²t§s§n ®s az elektroozmotikus §raml§s v§ltoztat§s§n kereszt¿l hat az elv§laszt§sra. A 

k¿lºnbºzŖ molekul§k izoelektromos pontj§nak ismerete hasznos lehet a megfelelŖ pH-j¼ 

puffer kiv§laszt§s§hoz. A pufferoldat pH-j§nak nºvel®se §ltal§ban nºveli az elektroozmotikus 

§raml§st (G§sp§r, 2000.). 

A kapill§ris z·naelektrofor®zis technik§n§l a kapill§ris pufferrel tºltºtt, a minta k¿lºnbºzŖ 

komponensei diszkr®t z·n§kban, elt®rŖ sebess®ggel v§ndorolnak. Mindegyik s§v sebess®ge az 

oldott anyag elektroforetikus mozg®konys§g§t·l ®s a kapill§rison bel¿li elektroozmotikus 

§raml§st·l f¿gg (Poppe, 1998.). 

Kromof·r csoportot nem tartalmaz· molekul§k vizsg§lata eset®n az §ltal§nos optikai 

detektorok (UV, Vis) nem alkalmazhat·k. Az endotoxinok eset®ben k®tf®le megkºzel²t®ssel 

tett®k Ăl§that·v§ò a vizsg§lt lipopoliszacharidokat. A feh®rj®kkel val· kºlcsºnhat§st 

kihaszn§lva, hum§n hemoglobin (Hb) vagy transzferrin (Tf) jelenl®t®ben, a Hb/LPS vagy 

Tf/LPS komplexek form§j§ban detekt§lt§k az endotoxinokat a feh®rj®k f®nyelnyel®si 

hull§mhossz§n. A m·dszer l®nyege, hogy a feh®rje/LPS komplexek a feh®rj®tŖl elt®rŖ 

mobilit§st (v§ndorl§si idŖ) mutatnak. Az E. coli, S. minnesota ®s Shigella sonnei tºrzsekbŖl 

izol§lt LPS-ek elektroforetikus profilja az S ®s R t²pusukt·l f¿ggŖen v§ltozott. A kimutat§si 

hat§r®rt®k (R t²pus¼ endotoxinok eset®n) 50 ɛg/ml volt. Az LPS/Hb komplexek kimutat§sa 

orvosi szempontb·l is fontos lehet, hiszen pl. a Hb-tartalm¼ Ămesters®ges v®rbenò esetleg 

jelenl®vŖ endotoxinok toxikus mell®khat§sokat eredm®nyeznek (Kil§r et al., 2006.). 

A m§sik m·dszerben Freitag ®s mtsai. FITC fluoreszcens jelºlŖt alkalmaztak Pseudomonas 

aeruginosa LPS-ek detekt§l§s§ra (Freitag et al., 1997.). A FITC elŖnye, hogy k®pes reag§lni 

primer ®s szekunder amino csoportokkal is, mely funkci·s csoportok az LPS core ®s lipid A 

r®sz®ben megtal§lhat·k. A jelºlt P. aeruginosa LPS tºbb cs¼cs form§j§ban jelent meg az 

elektroferogramon (3 ®s 7 perc kºzºtt), a kimutat§si hat§r®rt®k pedig 7 ɛg/ml volt. Az 
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irodalomban m§s tºrzsbŖl sz§rmaz· LPS-ek fluoreszcens jelºl®s®rŖl ®s hagyom§nyos 

kapill§ris elektroforetikus futtat§s§r·l nem tal§lhat· inform§ci·.  

 

2.4.3.3 Mikrochip elektrofor®zis  

A mikrochip elektrofor®zis (ME) a kapill§ris elektrofor®zisbŖl fejlŖdºtt ki, napjaink 

legmodernebb elv§laszt§stechnikai m·dszerei kºz® tartozik, mely biol·giailag fontos 

molekul§k ï ¼gymint a feh®rj®k, DNS, RNS, stb.ï gyors ®s hat®kony elv§laszt§s§ra alkalmas.  

Az ¼gynevezett ĂLab-on-a-chipò technika lehetŖv® tesz sz§mos, egym§st kºvetŖ mŤveleti 

l®p®st (pl: k®miai reakci·k, mintaelŖk®sz²t®s, elv§laszt§s, h§tt®rh²g²t§s ®s detekt§l§s) z§rt 

rendszerben egyetlen mikrochipen (Chovan & Guttman, 2002.).  

Sz§mos elŖnye kºz® tartozik a kis anyagig®ny, gyorsas§g ®s kºnnyŤ kezelhetŖs®g, nagy 

®rz®kenys®g, felbont·k®pess®g, j· reproduk§lhat·s§g.  

A molekul§k elv§laszt§sa kism®retŤ ¿veglapba maratott, 13 Õm m®ly ®s 36 Õm sz®les 

csatorn§kban tºrt®nik (Agilent Protein chip). A chip m®rete 17,5 mm
 
x 17,5 mm. A csatorn§k 

a mikrochip felsz²n®n l®vŖ ny²l§sokban v®gzŖdnek, melyek az oldatok bejuttat§s§ra 

szolg§lnak. A betºltŖ ny²l§sokba mer¿lŖ elektr·dok k®pesek az egyes csatorn§kban 

k¿lºnbºzŖ nagys§g¼ ®s polarit§s¼ elektromos mezŖ kialak²t§s§ra, amely alkalmas a 

mikrochipen az anyagok mozgat§s§ra ®s a mint§k elektroforetikus elv§laszt§s§ra. A chipek 

mŤkºd®si elv®t j·l szeml®lteti az ¼n. keresztcsatorn§s mikrochip (6. §bra). 

 

  

6. §bra Keresztcsatorn§s mikrochip 
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Ezek a mikrochipek k®t, egym§st keresztezŖ csatorn§t tartalmaznak, melyek kºz¿l a rºvidebb 

csatorna a minta injekt§l§s§ra, a hosszabb pedig az elektroforetikus elv§laszt§sra szolg§l.  

Az elektrofor®zis elsŖ l®p®se a minta injekt§l§sa, ennek sor§n a 4. tart§lyb·l a 2. tart§lyba 

§ramolva megtºlti a rºvid csatorn§t ®s a k®t csatorna keresztezŖd®s®t. Az ezt kºvetŖ 

elv§laszt§sban a mint§nak csak kis r®sze vesz t®nylegesen r®szt, amely az injekt§l§s 

befejezŖd®s®vel ®pp a keresztezŖd®sben van (40 pl). 

Az elv§laszt§s sor§n a fesz¿lts®gek ¼gy vannak be§ll²tva, hogy a kapill§risok 

keresztezŖd®s®ben l®vŖ molekul§k a 3. hely fel® mozdulnak el, a minta tºbbi r®sze viszont 

lassan visszav§ndorol a minta- (2. hely), illetve a gyŤjtŖtart§lyba (4. hely). Ennek 

kºszºnhetŖen a minta nem sziv§rog be az elv§laszt· csatorn§ba ®s a l®trejºtt Ăminta-dug·ò 

®les cs¼csokat ad. Az elv§laszt§st kºvetŖen tºrt®nik a detekt§l§s, a hosszanti kapill§risban, 

m®g a 3. mintagyŤjtŖ elŖtt.  

 

2.4.3.4 Mikrochip g®lelektrofor®zis (MGE) 

A g®lelektrofor®zis sor§n az elv§laszt§s egy molekulaszŤrŖ hat§ssal rendelkezŖ g®llel tºltºtt 

kapill§risban j§tsz·dik le. Azon molekul§k melyeknek tºlt®s/tºmeg h§nyadosuk megegyezik, 

elv§laszthat·k molekulam®ret¿k szerint, mivel a kisebb molekul§k kºnnyebben jutnak §t a g®l 

h§l·n, ®s gyorsabban v§ndorolnak, mint a nagyobbak. K¿lºnbºzŖ biol·giai makromolekul§k 

(p®ld§ul feh®rj®k ®s DNS-szakaszok), melyeknek SDS asszoci§tumokban megegyezik a 

tºlt®s/tºmeg h§nyadosuk, a molekulatºmeg¿k szerint ²gy g®lelektrofor®zissel elv§laszthat·k.  

A kis kapill§ris-§tm®rŖ elŖnye, hogy kapill§risban line§ris polimerekkel is lehet elv§laszt§st 

v®ghezvinni. Fontos a g®l-hŖm®rs®klet §lland·s§ga, a megfelelŖ p·rusm®ret ®s az UV-

f®nyelnyel®s hi§nya. A g®l (vagy helyesebben Ăpolimer h§l·zatò) lehet kovalensen 

keresztkºtºtt (pl. t®rh§l·s poliakrilamid), hidrog®nkºt®seket tartalmaz· (pl. agar·z); vagy 

molekulaszŤrŖ hat§ssal rendelkezŖ line§ris polimer (pl. line§ris akrilamid, dextr§n, 

metilcellul·z, polietil®nglikol, hidroxipropil-metil-cellul·z).  

A t®rh§l·s g®lekben az elv§laszt§s az elv§laszt· pufferoldat v§ltoztat§s§val ®s a g®l 

porozit§s§nak szab§lyoz§s§val (a g®l k®sz²t®se sor§n) optimaliz§lhat·. A t®rh§l·s 

poliakrilamid g®lek porozit§s§t az akrilamid koncentr§ci·j§nak ®s/vagy a keresztkºtŖ 

komponens ar§ny§nak m·dos²t§s§val lehet megv§ltoztatni. Szab§lyk®nt elmondhat·, hogy a 

g®l porozit§s§nak csºkkent®se az oldott anyag mozg®konys§g§nak csºkken®s®hez vezet. Az 
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ilyen t²pus¼ g®lek tºr®kenys®ge miatt csak elektrokinetikus injekt§l§s alkalmazhat·. A 

dinamikusan bor²tott g®lek hidrofil polimerek, mint p®ld§ul a line§ris poliakrilamid, a 

cellul·z-sz§rmaz®kok, a dextr§n stb., melyek a vizes elv§laszt· pufferoldatokban feloldhat·k, 

®s a felold§s eredm®nyek®ppen az elv§laszt· pufferoldat molekulaszŤrŖk®nt is viselkedik. 

Ezek az elv§laszt· kºzegek kºnnyebben elŖ§ll²that·k, mint a t®rh§l·s polimerek. 

Elk®sz²thetŖk egy ¿vegcs®ben ®s nyom§s seg²ts®g®vel a bevont fal¼ kapill§risba 

(elektroozmotikus §raml§s kik¿szºbºl®se) tºlthetŖk. A g®l porozit§sa nºvelhetŖ nagy 

molekulatºmegŤ polimerek alkalmaz§s§val (adott polimerkoncentr§ci· eset®n) vagy a 

polimerkoncentr§ci· csºkkent®s®vel (adott molekulatºmeg eset®n). A g®l porozit§s§nak 

csºkkent®se ugyanazon pufferoldat eset®n az oldott anyag mozg®konys§g§nak csºkken®s®hez 

vezet. Mivel e polimerek old§s§val a pufferoldat viszkozit§sa alacsony marad, 

hidrodinamikus ®s elektrokinetikus injekt§l§si technika egyar§nt alkalmazhat· (Li, 1992.).  

Bousse ®s mtsai. kifejlesztett®k a feh®rj®k m®ret®nek, tisztas§g§nak, mennyis®g®nek, 

meghat§roz§s§ra is alkalmas, ¿veglapba maratott MGE rendszert (9. §bra) (Bousse et al., 

2001.).  

A csatorn§kat m®r®s elŖtt m§trix oldattal tºltik fel. A m§trixoldat nagy molekulatºmegŤ 

polimer (poli-dimetil-akrilamid alap¼ line§ris polimer, PDMA) 3,25 % Tris-Tricin pufferben, 

pH: 7,6, mely 4 ÕM fluoreszcens fest®ket (melynek pontos ºsszet®tele nem ismert) ®s 0,25 % 

SDS-t (8,7 mM v®gkoncentr§ci·ban) is tartalmaz. A negat²v tºlt®sŤ SDS a peptid hidrof·b 

r®szeihez kapcsol·dva egyr®szt megbontja a feh®rje nat²v szerkezet®t, m§sr®szt m®retar§nyos 

mennyis®gben kapcsol·dik a feh®rj®khez, ²gy a m®rettel ar§nyos negat²v tºlt®st ad azoknak. A 

fluoreszcens fest®k kºtŖdik a feh®rj®k ïNH2 csoportjaihoz. Mivel a feh®rj®kben tal§lhat· 

diszulfid-h²dakat az SDS nem k®pes megbontani, ezt a DTT hozz§ad§s§val val·s²tj§k meg. 

Az elv§laszt· csatorna v®g®n, egy csom·pontban tºrt®nik az SDS kritikus micella 

koncentr§ci·ja alatti h²g²t§sa a detekt§l§si pont elŖtt. ErŖsen csºkkenti a fluoreszcens h§tteret, 

mely fest®k-SDS komplexbŖl sz§rmazik, ®s 1 nagys§grenddel nºveli a jel amplit¼d·j§t. Mind 

a chipen tºrt®nŖ fest®s, mind az SDS h²g²t§si l®p®sek 100 ms-os idŖsk§l§n bel¿l tºrt®nnek, ®s 

kºr¿lbel¿l 10
4
-szer gyorsabb, mint a hagyom§nyos SDS-PAGE. A mint§k detekt§l§sa l®zer 

induk§lt fluoreszcens (LIF) detektorral (ɚ=635 nm vºrºs l®zer di·da, 10 mW optikai 

teljes²tm®ny) ®s f®nyemisszi·s di·da (LED) fluoreszcens detektorral (ɚ=470 nm, 2 mW 

optikai teljes²tm®ny) tºrt®nik (Bousse et al., 2001.). 
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Az elektrofor®zis sor§n kapott digit§lis jelek elektroferogram, g®lk®p, valamint adatt§bl§zat 

form§j§ban is megtekinthetŖk a m®r®st kºvetŖen. Egy chip f®l ·r§n bel¿l 11 minta futtat§s§ra 

alkalmas. 

MGE m·dszerrel egyszerŤen ®s gyorsan lehet tanulm§nyozni az endotoxinok szerkezeti 

v§ltozatait, ezen k²v¿l az egyes LPS kever®k komponensek relat²v mennyis®gi meghat§roz§sa 

is lehets®ges. A tiszt²tott LPS molekul§k (Kil§r et al., 2008a.), illetve bakt®rium 

sejtliz§tum§b·l sz§rmaz·, r®szlegesen tiszt²tott endotoxinok heterogenit§s§nak (Kil§r et al., 

2008b.) ĂujjlenyomatszerŤò mint§zata vizsg§lhat· LPS-SDS-fluoreszcens fest®k komplex 

alapj§n (Bousse et al., 2001.), Agilent Protein 80, illetve 230 LabChip kit haszn§lat§val 

mikrochip elektrofor®zis m·dszerrel. 

 

2.5 Endotoxinok szerol·giai keresztreakci·i 

A bakt®riumok szerol·giai jellemz®se sz¿ks®gszerŤ az egyes tºrzsek kºzºtti szerkezeti 

hasonl·s§gok bizony²t§s§ra, szerol·giai keresztkapcsolatok felt§r§s§ra. Szerol·giai 

keresztkapcsolatr·l besz®l¿nk, amikor a k¿lºnbºzŖ mikroorganizmusok hasonl· vagy azonos 

antig®nt hordoznak, ²gy az egyik mikroba ellen termelt ellenanyaggal (antitesttel) a m§sik 

mikroba is adja az immunreakci·t. Gyakori, hogy az egym§ssal keresztreag§l· bakt®riumok 

egyazon genusba tartoznak, m²g a genusok kºzºtti szerocsoportok keresztreakci·ja ritk§bb. 

Az Orvosi Mikrobiol·giai ®s Immunit§stani Int®zetben kor§bban tºbb szempontb·l, 

r®szletesen vizsg§lt h§rom enterobakt®rium tºrzs eset®ben nagyon fontos k®rd®sk®nt mer¿lt 

fel a szerol·giai keresztkapcsolat megnyilv§nul§sa. Proteus morganii O34, az E. coli 

O111:K58:B4, ®s a Salmonella enterica sv. Adelaide O35 fontos patog®n mikrob§k. A 

Proteus morganii O34, mint a genus tºbbi tagja is h¼gy¼ti, b®l- ®s sebfertŖz®seket okoz, 

amelyek sor§n a gazda-szºvetekhez val· kºtŖd®sben, a koloniz§ci·ban ®s a fennmarad§sban a 

szervezet §ltal ellene ind²tott immunv§lasz sokszor hat§stalan. Az E. coli O111:K58:B4 

szerot²pus az E. coli tºrzsek kºz¿l az elsŖ volt, melyet csecsemŖk sz®klet®bŖl siker¿lt 

azonos²tani ®s a m§sodik leggyakoribb szerot²pus izol§tum, mely hemolitikus ur®mi§s 

szindr·m§val (HUS) p§rosult v®rz®ses vastagb®lgyullad§st okoz (Beutin et al., 2004.). A S. 

enterica sv. Adelaide O35 a tºbbi Salmonella tºrzshºz hasonl·an h§ny§ssal ®s hasmen®ssel 

p§rosult b®lgyullad§st okoz, ami kisz§rad§shoz vezethet (Coburn et al., 2007.). Ezen 

patog®nek megk¿lºnbºztet®se nagyon l®nyeges. Az in vitro immunol·giai, csŖagglutin§ci·s 

®s hemagglutin§ci·s vizsg§latokn§l, ugyanakkor, nem v§rt keresztreakci·k jelentkeztek. 
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1967-ben Ralovich ®s Vºrºs (Ralovich & Vºrºs, 1967.), valamint Rauss ®s Vºrºs (Rauss & 

Vºrºs, 1967.) a Proteus (Morganella) morganii O34 (8662/64) ®s E. coli O111 kºzºtti 

antig®n kºlcsºnhat§st ²rt§k le hŖvel elºlt bakt®rium sejtekkel klasszikus csŖagglutin§ci·s 

vizsg§latok seg²ts®g®vel. A homol·g ®s keresztreag§l· sz®rumokkal folytatott m®r®sekre 

jellemzŖ Ătiterò 1:1280/2560 szerol·giai keresztreakci·t jelzett. 

A keresztkapcsolatok le²r§s§t c®lz· szerkezeti h§tt®r tanulm§nyoz§sa sor§n tºbb eredm®ny is 

sz¿letett. 

Az eml²tett h§rom bakt®riumb·l kivont endotoxinok ez¿stfest®ssel SDS-PAGE mint§zata az 

S-t²pus¼ lipopoliszacharidokra jellemzŖ karakterisztikus l®traszerŤ mint§zatot adott 

k¿lºnbºzŖ O-poliszacharid oldall§nc hossz¼s§ggal (7. §bra). 

 

7. §bra P. morganii O34, E. coli O111 ®s S. enterica sv. Adelaide O35 lipopoliszacharidok 

ez¿stfest®ssel kombin§lt SDS-PAGE (a) ®s immunoblot (b) profiljai. Az immunoblot k²s®rletet 

P. morganii O34 bakt®riummal immuniz§lt ny¼l sz®rummal v®gezt®k. Azonos immunoblot 

eredm®nyeket kaptak E. coli O111 ®s S. enterica sv. Adelaide O35 bakt®riummal immuniz§lt 

ny¼l sz®rumokkal is (Makszin et al., 2015.). 

 

A h§rom tºrzs szerol·giai ®s szerkezeti hasonl·s§g§t bizony²tja az immunoblot vizsg§lat is. A 

h§rom endotoxin kivonat§nak komponenseit elektrofor®zissel elv§lasztott§k, majd 

nitrocellul·z membr§nra vitt®k §t ®s mindh§rom bakt®rium ellen termeltetett antisz®rummal 

vizsg§lt§k az immunol·giai reaktivit§st.  
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Az E. coli  O111 ®s a S. enterica sv. Adelaide O35 endotoxinjainak eset®ben kimutatt§k az O-

antig®nek szerkezete (Kenne et al., 1983.) kºzºtti azonoss§got, amelynek genetikai alapjait is 

le²rt§k (Wang & Reeves, 2000.). A h§rom tºrzsbŖl sz§rmaz· LPS l®tra mint§zata al§t§masztja 

azt a kºvetkeztet®st, hogy a szerol·giai keresztreakci·t az O-antig®n szerkezet adja. 

Az eddig legpontosabb m·don a lipopoliszacharidok DPS-einek NMR vizsg§lata adott 

lehetŖs®get a szerkezeti azonoss§g, vagy hasonl·s§g meghat§roz§s§ra (8. §bra). A h§rom 

endotoxin eset®n hasonl· spektrumokat kaptak. A 
13

C-NMR spektrometria egy®rtelmŤen 

kimutatta a kolit·z jelenl®t®t mindh§rom bakt®riumb·l sz§rmaz· degrad§lt 

poliszacharidokb·l. 16,5 ppm-n®l k®tfajta kolit·z detekt§lhat· k¿lºnbºzŖ k®miai 

kºrnyezetben. 

 

8. §bra P. morganii O34 (8662/64) (a) ®s E. coli O111 (b) degrad§lt poliszacharidjainak 
13

C-

NMR spektrumjai. A bekeretezett spektrum (c) a mindk®t DPS-ben jelenl®vŖ kolit·znak a metil 

csoportj§t mutatja (Makszin et al., 2015.). 
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2.6 Endotoxinok vºrºsv®rtest citoplazma membr§nokra gyakorolt hat§sa 

A Gram-negat²v szepszis ®s endotox®mia kapcsolatba hozhat· a vºrºsv®rtest membr§nj§ban 

bekºvetkezŖ v§ltoz§ssal. A bakteri§lis endotoxinok kºlcsºnhat§sba l®pnek a v®ralkot·kkal 

¼gymint vºrºsv®rtestekkel, mononukle§ris sejtekkel, v®rlemezk®kkel, neutrofilokkal, 

lipoproteinekkel valamint v®rplazma feh®rj®kkel. Carr ®s mtsai. egy k®tl®pcsŖs modellben 

igazolt§k a nem specifikus hidrof·b kºlcsºnhat§s l®trejºtt®t a lipopoliszacharid molekul§k, 

valamint a juh ®s ny¼l vºrºsv®rsejt membr§nok kºzºtt. A hidrof·b LPS molekul§k, be®p¿lve 

a vºrºsv®rsejt membr§n lipid kettŖsr®teg®be, membr§n-perturb§ci·t okoznak, ami a membr§n 

csºkkent rugalmass§g§t eredm®nyezi (Carr & Morrison, 1984.) ®s ez a v§ltoz§s EPR 

m®r®sekkel nyomon kºvethetŖ (Butterfield et al., 1994, Mason et al., 1977.). 
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3 C®lkitŤz®sek 

Az endotoxinok szerkezete ®s funkci·ja kºzºtti kapcsolat le²r§s§ra a kºvetkezŖ c®lokat tŤzt¿k 

ki. 

1. K¿lºnbºzŖ enterobakt®riumok (E. coli, Salmonella, Proteus nemzets®gek valamint Shigella 

sonnei mut§nsok) lipopoliszacharid molekul§inak szerkezeti jellemz®s®re ®s a komponensek 

mennyis®gi- ®s molekulatºmeg meghat§roz§s§ra mikrochip elektrofor®zis m·dszer 

kifejleszt®se. Gram-negat²v bakt®riumok heterog®n S-endotoxinjainak m·ltºmeg szerinti 

elv§laszt§sa, az endotoxin molekula kever®k komponenseinek mennyis®gi meghat§roz§sa, 

valamint szerkezeti t²pus szerinti oszt§lyoz§s kialak²t§sa. Elektrofor®zis ®s 

tºmegspektrometria alkalmaz§sa. 

2. A tov§bbfejlesztett mikrochip-elektroforetikus elv§laszt§s alkalmaz§sa k¿lºnbºzŖ (E. coli, 

Salmonella genus, Proteus genus) enterobakt®riumokb·l sz§rmaz· LPS molekul§k nagy 

®rz®kenys®ggel ®s gyorsas§ggal val· kimutat§s§ra teljes sejt-liz§tumokb·l, valamint degrad§lt 

poliszacharidok kimutat§s§ra. 

3.  Rendszertanilag t§vol §ll·, de szerol·giailag keresztreakci·t mutat· bakt®riumok (P. 

morganii O34 (8662/64), E. coli O111 ®s S. enterica sv. Adelaide O35) endotoxinjainak 

szerkezeti elemz®se, a szerol·giai keresztkapcsolat h§tter®nek megvil§g²t§sa immunol·giai ®s 

tºmegspektrometri§s vizsg§latokkal a feltehetŖen kolit·zt tartalmaz· lipopoliszacharidok 

eset®n. 

4. Kapill§ris z·naelektrofor®zis m·dszer kidolgoz§sa biomolekul§k/endotoxinok detekt§l§s§ra 

®s elv§laszt§s§ra mikrochipen. 

5. Az endotoxinok hum§n vºrºsv®rtest membr§nj§ra gyakorolt hat§s§nak vizsg§lata 

mikrochip elektrofor®zis m·dszerrel ®s EPR spin-jelºl®ssel. 
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4 Anyagok ®s m·dszerek 

 

4.1 Felhaszn§lt anyagok 

Steril ĂPBSò oldat (NaCl 8,0 g/L, KCl 0,2 g/L, KH2PO4 0,2 g/L, Na2HPO4 2,9 g/L). Lizozim 

®s protein§z K (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), DTT (Boehringer Mannheim GmbH, 

Mannheim, N®metorsz§g). Monoszacharid standardok: D-rib·z, D-mann·z, D-gl¿k·z, D-

galakt·z, inozitol, D-gl¿k·zamin, D-galakt·zamin (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). 

Cy5 Mono-Reactive Dye (GE Healthcare, Amersham Biosciences, Little Chalfont, 

Buckinghamshire, UK), FITC (Fluka Chemie GmbH, Buchs, Switzerland), glicin (Sigma-

Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). 

 

4.2 Felhaszn§lt bakt®riumtºrzsek 

A vizsg§latainkhoz haszn§lt bakt®riumtºrzsek a kºvetkezŖk voltak: E. coli O21, O55, O83, 

O111, O112, O157, ATCC 25922, D31, S. enterica sv. Adelaide O35, S. enterica sv. 

Minnesota vadt²pus, R595, S. enterica sv. Urbana O30, P. morganii O34, 352, 1594, P. 

penneri 101, 102, 103, 104, 105, Shigella sonnei 4303 (f§zis II), 41, ®s Shigella flexneri 5.  

 

4.3 Bakt®riumteny®szt®s 

Az §ltalunk vizsg§lt tºrzseket M¿ller-Hinton agarra [Beef extract 300,0 g/l, kazein 17,5 g/l, 

kem®ny²tŖ 1,5 g/l (OXOID Ltd, UK) + 2 % agar] sz®lesztett¿k ®s 37
o
C-on 2 napig inkub§ltuk. 

Ezt kºvetŖen m®g k®tszer §toltottuk, majd 2 ml M¿ller-Hinton t§poldatban [Beef extract 

300,0 g/l, kazein 17,5 g/l, kem®ny²tŖ 1,5 g/l (OXOID Ltd, UK)] r§zatott teny®szetet 

k®sz²tett¿nk, amelyet 37ÁC-on tartottunk k®t ®jszak§n §t. A mint§kat a r§zat§st kºvetŖen 

azonnal feldolgoztuk (Kustos et al., 1998.). 

A bakt®riumteny®szt®st M¿ller-Hinton t§ptalajban v®gezt¿k Biostat U 30 t²pus¼ fermentorban 

(Braun Melsungen, Melsungen, N®metorsz§g) 37ÁC-on. Az elŖzŖleg egy ·r§n kereszt¿l 

121ÁC-on steriliz§lt t§ptalajt, k®t liter, r§z·termoszt§tban (New Brunswick PsycroTherm, 

Champaign, IL, USA) termelt elŖteny®szettel oltottuk be. A teny®szetet 37ÁC-on 25 l/perc 

levegŖ bef¼j§sa mellett 200/perc fordulattal kevert¿k. A pH-t a fermentor folyamatos 
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ellenŖrz®se ®s 10 N NaOH korrig§l§s seg²ts®g®vel §lland· ®rt®ken tartotta (pH 7,2). A habz§s 

f®kez®s®re automatikus adagol§ssal szilikon olajat alkalmaztunk. A termel®st t²z ·ra 

inkub§ci· ut§n a logaritmikus f§zis v®g®n §ll²tottuk le. A nºveked®st lemezºnt®ses 

cs²rasz§ml§l§ssal, illetve 600 nm hull§mhosszon Perkin Elmer (USA) fotom®terrel 

ellenŖrizt¿k. A teny®szetet 4ÁC-ra hŤtºtt¿k, 100 ml koncentr§lt formalin hozz§ad§s§val 

elºlt¿k ®s §tfoly·s centrifug§n (Zugl·i G®pgy§r, FS-45, Magyarorsz§g) perisztaltikus pumpa 

seg²ts®g®vel centrifug§ltuk. Az ²gy nyert, kb. 700 g nedves bakt®riumot acetonnal sz§r²tottuk. 

Az intracellul§ris vizet is elt§vol²tva finom sz¿rk®sfeh®r port kaptunk.  

 

4.4 Endotoxinok, lipid A, O-antig®nek 

Az endotoxinok kivon§sa (tiszt²t§sa) az S-t²pus¼ bakt®riumokb·l fenol-vizes (1:1/v:v) 

m·dszerrel (Westphal et al., 1952.), m²g az R-t²pus¼ bakt®riumokb·l fenol-kloform -

petrol®teres (2:5:8/v:v:v) elj§r§ssal (Galanos et al., 1969.), az endotoxinok lipid A, illetve 

O-antig®n alkot·r®szeinek elv§laszt§sa Kumada ®s mtsai. §ltal kidolgozott metodika szerint 

tºrt®nt (Kumada et al., 1989.). 

 

4.5 Oszlopkromatogr§fia 

Az LPS-ket 1% (v/v) ecetsavval 100ÁC-on 90 percig hidroliz§ltuk, felbontva ²gy a lipid A ®s 

poliszacharid egys®g kºzºtti glikozidos kºt®st. A lipid A-t·l lev§lasztott poliszacharidot 

(fel¿l¼sz·) centrifug§l§s (8000 x g fordulaton 20 percig 4ÁC-on) ut§n oszlopkromatogr§fi§s 

elj§r§ssal (2,5x80 cm hossz¼ Sephadex G-50 oszlop) (Sigma Chemicals, St. Louis, MO, 

USA) tiszt²tottuk, frakcion§ltuk. A sz®tv§laszt§shoz piridin-ecetsav puffert (4 ml piridin ®s 10 

ml cc. ecetsav 1000 ml v²zben) haszn§ltunk. Az ²gy nyert degrad§lt poliszacharid (DPS) 

oldatot B¿chi-f®le rot§ci·s v§kuum bep§rl· seg²ts®g®vel koncentr§ltuk, h§romszori desztill§lt 

vizes old§s ®s bep§rl§s seg²ts®g®vel a nyomokban jelenl®vŖ ecetsavat ®s piridint elt§vol²tottuk 

(Haishima et al., 1988, Osborn et al., 1972, Vinogradov, 2002.). 
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4.6 Endotoxinok kinyer®se bakt®rium sejtliz§tumb·l 

A bakt®riumok teny®szt®se (egy homog®n telepbŖl) 5 ml M¿ller-Hinton bouillonban tºrt®nt 

(Hitchcock & Brown, 1983, Kocsis et al., 2011b, Makszin et al., 2012.). A teny®szetet 1 

®jszak§n §t 37ÁC-os r§z·termoszt§tban inkub§ltuk.  

Ezt kºvetŖen a bakt®riumteny®szetbŖl 1 ml-t kivett¿nk ®s lecentrifug§ltuk (3 perc, 6000 x g).  

A fel¿l¼sz·t (t§ptalaj) leºntºtt¿k, az ¿led®ket 1-1 ml desztill§lt v²zzel h§romszor mostuk (3 

perc, 6000g). Majd a mint§kat 100ÁC-on 30 percig termoszt§ltuk. A felmeleg²tett 

szuszpenzi·b·l 200 ml-t kivett¿nk, hozz§adtunk 4 ml (100 mg/ml) lizozim enzimet. Ez§ltal a 

bakt®rium peptidoglik§n sejtfala felbomlott. Termoszt§tba raktuk 30 percre 37ÁC-ra. A 

bakt®rium szuszpenzi·hoz hozz§adtunk 200 ml l²zis puffert (2% (w/v) SDS; 4% (v/v) ɓ-

merkaptoetanol; 10% (w/v) glicerol; 1 M Tris-HCl puffer, pH:6,8; 0,05% (w/v) 

br·mfenolk®k), ami kiszabad²tja a tºbbi sejtalkot·t (feh®rj®ket, endotoxinokat, nukleinsavat 

®s egy®b sejttºrmel®keket). 10 percig 100ÁC-on termoszt§ltuk. Hozz§adtunk 10 ml (20 mg/ml) 

protein§z K enzimet ®s az eg®szet 3 ·r§ig 65ÁC-on termoszt§ltuk. Ezt a l®p®st m®g egyszer 

megism®telt¿k. A protein§z K enzim felbontja ®s elt§vol²tja a bakt®rium sejtfal§nak 

feh®rjealkot·it. A reakci·elegyhez 800 ml etanolban oldott MgCl2-t adtunk (3,8 mg MgCl2
* 
6 

H2O + 50 ml etanol). A kever®ket -20ÁC-on 1 ®jszak§n §t §llni hagytuk. Ez a folyamat §ll²tja 

le a protein§z K mŤkºd®s®t ®s csapja ki az endotoxinokat.  

M§snap a mint§t lecentrifug§ltuk (15 perc, 13000g). A fel¿l¼sz·t (etanolos MgCl2 + protein§z 

K) leºntºtt¿k, az ¿led®k tartalmazza az endotoxinokat, amit h²g²tottunk 30 ml PBS-el. A 

mint§kat 5 percig ultrahangos f¿rdŖbe helyezt¿k. Ezt a feh®rjementes LPS tartalm¼ mint§t 

haszn§ltuk fel a tov§bbi m®r®sekhez. 

 

4.7 Mikrochip g®lelektrofor®zis m·dszerfejleszt®s 

A mikrochip elektrofor®zis m®r®shez High Sensitivity Protein 250 LabChip kitet haszn§ltunk 

(Agilent Technologies, Waldbronn, Germany). A kit tartalmazza a mikrochipeket ®s az al§bbi 

reagenseket: High Sensitivity Protein 250 fluoreszcens fest®k, dimetil szulfoxid (DMSO), 

etanolamin, Standard Labeling Buffer (10x SLB, 300mM Tris/HCl, pH>8,5), g®l-m§trix 

(4,5% poli-dimetil-akrilamid alap¼ line§ris polimer oldat), fest®kmentes²tŖ oldat (Destaining 

Solution, DS), ®s SDS-t tartalmaz· mintapuffer oldat (pontos ºsszet®tel nem ismert).  
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A fluoreszcens fest®k tºrzsoldat k®sz²t®se 54 ɛl DMSO hozz§ad§s§val tºrt®nt. A mint§k 

fest®s®hez ezt a tºrzsoldatot t²zszeresen h²g²tottuk (2 ɛl fest®koldathoz adtunk 18 ɛl desztill§lt 

vizet).  

Az endotoxinok vizsg§lata sor§n a feh®rje anal²zishez javasolt protokolt vett¿k alapul. Mivel a 

feh®rj®k ®s az endotoxinok fel®p²t®se alapvetŖen elt®r egym§st·l, ²gy a denatur§l· oldat 

helyett h²g²tott SDS mintapuffer oldatot haszn§ltunk. A feh®rj®kkel ellent®tben az LPS-t nem 

denatur§lni kell, hanem az aggreg§tumk®pzŖd®st kell megg§tolni. Vizes kºzegben a zs²rsavak 

sz§m§t·l f¿ggŖen hidrof·b lipid A ®s a hozz§csatlakoz· k¿lºnbºzŖ hossz¼s§g¼ hidrofil 

cukorl§nc v§ltozatos t®rbeli elrendezŖd®s®t az SDS uniformiz§lja. 

A mikrochip elektroforetikus futtat§sokat Agilent Bioanalyzer 2100 t²pus¼ k®sz¿l®kkel 

v®gezt¿k l®zerinduk§lt fluoreszcencia detektort (630 gerjeszt®si ®s 650 nm elnyel®si 

hull§mhosszakat) alkalmazva. A rendszer mŤkºd®se a kapill§ris g®lelektrofor®zis elv®n 

alapul. A 13 Õm m®ly ®s 36 ɛm sz®les kapill§risok egy ¿veg chipbe vannak maratva. Ezek a 

chipek 11 minta vizsg§lat§ra alkalmasak, a m®r®s idŖig®nye 25 perc egyetlen elv§laszt· 

csatorna haszn§lat§val.  

A tiszt²tott ®s sejtliz§tumb·l sz§rmaz· endotoxinokat fiziol·gi§s s·oldatban oldottuk, majd 

t²zszeres h²g²t§st v®gezt¿nk Tris/HCl pufferrel (pH: 8,5), be§ll²tva a mint§k pH-j§t 8 ®s 9 

kºz®. 

A fluoreszcens jelºl®s sor§n 0,5 ɛl t²zszeresen h²g²tott fluoreszcens fest®koldatot adtunk 5 ɛl 

mint§hoz, majd az oldatot t²z percig inkub§ltuk sºt®tben, szobahŖm®rs®kleten. A fluoreszcens 

fest®k nagy val·sz²nŤs®ggel az endotoxinok lipid A ®s/vagy core r®sz®n l®vŖ szabad 

nitrog®nj®hez kºtŖdik 1:1 ar§nyban. A reakci·t 0,5 ɛl etanolamin hozz§ad§s§val §ll²tottuk le a 

felesleges fest®ket megkºtve (ez a fest®k+etanolamin komplex adja minden mint§n§l a 

rendszercs¼csot, ami belsŖ standardnak tekinthetŖ). A fluoreszcensen jelºlt mint§kat 

ºtszºrºs®re h²g²tottuk 24 ɛl desztill§lt v²z hozz§ad§s§val. A h²g²tott mint§k 4 ɛl-®hez 2 ɛl 

SDS mintapuffer oldatot adtunk, majd az oldatot 100ÁC-on 5 percig inkub§ltuk. A 

lecentrifug§lt mint§k fel¿l¼sz·it haszn§ltuk elektroforetikus anal²zisre.  

A chip csatorn§it 90 m§sodpercig hidrodinamikusan tºltºtt¿k fel 12 ɛl szepar§l· g®llel (poli-

dimetil-akrilamid alap¼ line§ris polimer oldat), mely lecsºkkenti az elektroozmootikus 

§raml§st (EOF-t), ez®rt haszn§lhatunk nem bevont kapill§risokat. Ezut§n 12 ɛl ¼n. 

fest®kmentes²tŖ (destaining) oldatot tºltºtt¿nk a ĂDSò jelŤ helyre, mely a detekt§l§si pont 

elŖtt kih²g²tja a mint§t ®s a nem kºtŖdºtt fest®k oldatot, ez§ltal csºkken a h§tt®rzaj. A 
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mintabem®rŖ helyeket ®s a molekulatºmeg standard bem®rŖ helyeit feltºltºtt¿k 6 ɛl 

kovalensen jelºlt endotoxin mint§kkal. (9. §bra)  

 

 

9. §bra Az Agilent Protein elektroforetikus mikrochip fel®p²t®se (Bousse et al., 2001.) 

 

Az endotoxin mint§k futtat§s§hoz a Bioanalyzer 2100 program a kºvetkezŖk®ppen ker¿lt 

§tdolgoz§sra: az injekt§l§s elektroforetikusan tºrt®nt 1000 V-on 80 m§sodpercig (az injekt§lt 

mennyis®g kb. 40 pikoliter). Az elv§laszt§st 1000 V-on v®gezt¿k 60 illetve 90 m§sodpercig, a 

komponensek az an·d (pozit²v p·lus) fel® v§ndoroltak; a rendszer hŖm®rs®klet®t 30ÜC-ra 

§ll²tottuk be. A mint§khoz nem kºtŖdºtt fluoreszcens fest®k a detekt§l§si pont elŖtt pufferrel 

h²gul. Az elektroferogramok minŖs®gi ®s mennyis®gi ki®rt®kel®s®t a 2100 Expert szoftver 

seg²ts®g®vel v®gezt¿k el. A k®sz¿l®k az elektroferogramok mellett automatikusan gener§l egy 

anal·g g®l-k®pet is. A v§ndorl§si idŖket a ĂDonôt analyzeò adatokb·l hat§roztuk meg, amit 

excel-be export§ltunk. ĂDonôt analyzeò m·dban sem az idŖkorrekci·, sem a molekulatºmeg 

sz§m²t§s§ra alkalmas korrekci·k matematikai l®p®sei nem tºrt®nnek meg (melyek a feh®rje- 

molekulatºmeg meghat§roz§sra lettek kidolgozva), hanem az elektroferogramot egyszerŤen 

§br§zolja az idŖ vs. jelnagys§g diagramon. A cs¼cs alatti ter¿leteket manu§lisan integr§ltuk ki. 

A mint§kat h§romszor m®rt¿k le ugyanazon ®s/vagy k¿lºnbºzŖ mikrochipeken, ellenŖrizve a 

m®r®sek ism®telhetŖs®g®t illetve a cs¼cspoz²ci·, cs¼cssz§mok ®s cs¼cs alatti ter¿letek 

reproduk§lhat·s§g§t. 

A kimutat§si hat§rt a legnagyobb mennyis®gben jelenlevŖ endotoxin komponenst megjelen²tŖ 

cs¼cs adatai alapj§n sz§moltuk, ¼gy, hogy a jelintenzit§s h§romszorosa legyen a h§tt®rzaj 

sz·r§s§nak. 
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4.8 MALDI -TOF tºmegspektrometria 

1 mg LPS-mint§t 1 ml 0,1 M-os citromsav oldatba szuszpend§ltunk (a k®t®rt®kŤ kationok 

megkºt®se v®gett), majd a szuszpenzi·t 10 m§sodpercre ultrahangos k§dba helyezt¿k. Az 

oldat n®h§ny mikroliter®t Dowex 50WX8-200 (NH4
+
) kationcser®lŖ gyant§n s·talan²tottuk 

(az egy®rt®kŤ kationok elt§vol²t§sa v®gett). A minta felvitel®hez ñdried-dropletò m·dszert 

alkalmaztunk, ami annyit jelent, hogy a m§trixszal 1:1 ar§nyban ºsszekevert mintacseppet 

hagytuk megsz§radni/egy¿ttkrist§lyosodni a MALDI mintatart·n. M§trixnak a 2,5-dihidroxi-

benzoesav tel²tett citromsavas oldat§t haszn§ltunk. A mint§k tºmegspektrometri§s anal²zis®t 

Bruker Autoflex II. MALDI-TOF/TOF MS (Bruker Daltonics Inc., Billerica, MA, USA) 

tºmegspektrom®teren v®gezt¿k line§r m·dban. Az LPS ionokat negat²v ioniz§ci·s m·dban 

detekt§ltuk m/z 1000ï20000 tºmegtartom§nyban. A k®sz¿l®k k¿lsŖ kalibr§l§sa standard 

peptidek felhaszn§l§s§val tºrt®nt. Az adatok ki®rt®kel®s®t a Flex Analysis software (2.4-es 

verzi·) seg²ts®g®vel v®gezt¿k el. A tºmegspektrumok ki®rt®kel®s®t az endotoxinok 

szerkezet®t fel®p²tŖ cukor, foszf§t ®s zs²rsav §tlagos molekulatºmegeinek ºsszegz®s®vel 

adtuk meg. A tºmegspektrumban megjelenŖ [M-H]ī kv§zimolekula ionokhoz hozz§rendelt¿k 

az elemi ºsszet®telt. 

 

4.9 Mikrochip z·naelektrofor®zis m·dszer kidolgoz§sa 

A mikrochip z·naelektroforetikus futtat§sokat is Agilent Bioanalyzer 2100 t²pus¼ k®sz¿l®kkel 

hajtottuk v®gre, l®zerinduk§lt fluoreszcens detektort alkalmazva: k®k l®zerrel 470 nm-en 

gerjesztve ®s 525 nm-es emisszi·t m®rve, valamint vºrºs l®zerrel 630 nm-en gerjesztve ®s 650 

nm-es emisszi·t m®rve. A FITC fest®kkel jelºlt mint§k abszorpci·s tartom§ny§ba esik a k®k 

l®zer emisszi·s hull§mhossza, m²g a vºrºs l®zerrel a Cy5 fluoreszcens fest®kkel jelºlt 

molekul§k gerjeszthetŖk. 

Az elektroforetikus futtat§sokhoz a mint§kat a kereskedelmi forgalomban kaphat· Agilent 

RNS chipeken vizsg§ltuk. Ezek a chipek 12 minta vizsg§lat§ra alkalmasak, a m®r®s idŖig®nye 

30 perc egyetlen elv§laszt· csatorna haszn§lat§val.  

A futtat· ®s mintapuffer 4 mM SDS-t tartalmaz· 100 mM koncentr§ci·j¼ bor§t puffer 

(pH:8,3) volt. A puffer kiv§laszt§s§n§l fontos szempont volt, hogy ne tartalmazzon primer 

amino csoportot (Tris, glicin), ami egyar§nt jelºlŖdik fluoreszcens fest®kkel, illetve a pH-ja 8-

9 kºzºtt legyen, mely optim§lis kºr¿lm®ny a hat§sos jelºl®shez. Mintak®nt k¿lºnbºzŖ 
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koncentr§ci·ban Cy5 (792 Da) ®s FITC (389,4 Da) fest®kek ill. FITC fluoreszcens 

fest®kekkel jelºlt glicin ®s Cy5 fluoreszcens fest®kkel jelºlt E. coli O83, E. coli O111 ®s S. 

enterica sv. Minnesota R595 bakt®riumokb·l sz§rmaz· endotoxinok voltak.  

Az endotoxin mint§k fluoreszcens jelºl®s®hez 0,5 ɛl 25 mM Cy5 ®s FITC tºrzsoldatokat 

haszn§ltunk DMSO-ban feloldva. Az Cy5 fest®kkel val· jelºl®s t²z percig, m²g a FITC 

fest®kkel val· jelºl®s 24 ·rai inkub§ci·val tºrt®nt sºt®tben, szobahŖm®rs®kleten. A 

lecentrifug§lt mint§k fel¿l¼sz·it haszn§ltuk az elektroforetikus anal²zishez.  

A chip feltºlt®se az RNS chipekhez be§ll²tott chip-feltºltŖ §llv§nnyal tºrt®nt. Az RNS 

metodik§ban (Agilent, 2013.) szereplŖ 9 Õl helyett 12 ɛl 4 mM SDS-t tartalmaz· 100 mM 

bor§t futtat· puffert (BGE) pipett§ztunk a C4 (outlet) m®lyed®sbe, majd a chip csatorn§it 20 

m§sodpercig (30 s helyett) hidrodinamikusan feltºltºtt¿k kb. 4 bar nyom§ssal, a puffer 

tulajdons§gai miatt.  

 

10. §bra RNS-chip elrendez®se (Lu et al., 2002.) 

 

Ezut§n a tºbbi A4 (inlet) ®s B4 (gyŤjtŖ tart§ly) helyekre is 12 Õl BGE oldatot pipett§ztunk, 

majd a molekulatºmeg standard bem®rŖ helyre (D4) 12 Õl 10 nM Cy5 fest®ket tartalmaz· 

BGE puffer oldat ker¿lt a detektor be§ll²t§sa v®gett. Minden mint§b·l 6 Õl-t tett¿nk a marad®k 

12 mintabem®rŖ helyre (A1-D3) (10. §bra). 

A chip m®r®s elŖtt a k®sz¿l®k elektr·djait 350 Õl desztill§lt vizet tartalmaz· elektr·dtiszt²t· 

chippel tiszt²tottuk. A mint§k futtat§s§hoz az eredeti RNS m®r®shez tartoz· script 

§tdolgoz§sra ker¿lt. A script a chip m®r®s folyam§n az egyes mŤveleti l®p®seket (hŖm®rs®klet 

be§ll²t§s, l®zerek f·kusz§l§sa, injekt§l§s, elv§laszt§s) ®s be§ll²t§sait (injekt§l§si-, elv§laszt§si 
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idŖ ®s fesz¿lts®g, hŖm®rs®klet, l®zer) tartalmazza. A v§ltoztat§sok a kºvetkezŖk voltak: 

elektroforetikus injekt§l§s 1300 V-on (1400 V helyett) 45 m§sodpercig (9 s helyett); 

elv§laszt§s 800 V-on (900 V helyett) (kb. 19 kV/m) 120 illetve 160 m§sodpercig (70 s 

helyett), melyet optimaliz§l§ssal §llap²tottunk meg; a komponensek a kat·d (negat²v p·lus) 

fel® v§ndoroltak (polarit§scsere, z·naelektrofor®zis miatt); a rendszer hŖm®rs®klet®t 30ÁC-ra 

§ll²tottuk be. Az elv§laszt§s elektroozm·zis jelenl®t®ben tºrt®nt.  

A mint§kat h§romszor m®rt¿k le ugyanazon ®s/vagy k¿lºnbºzŖ chipek-en, ellenŖrizve a 

m®r®sek ism®telhetŖs®g®t. Agilent 2100 Expert szoftver seg²ts®g®vel gyŤjtºtt¿k ®s elemezt¿k 

az adatokat. 

 

4.10 Antitest termel®s 

Az immuniz§l§shoz haszn§lt bakt®riumokat 37ÁC hŖm®rs®kleten, egy ®jszak§n kereszt¿l ferde 

agaron teny®sztett¿k. Mos§s ut§n fiziol·gi§s s·oldatba szuszpend§ltuk, hogy a koncentr§ci·ja 

10
8
 cfu/ml legyen. A bakt®rium szuszpenzi·t 100ÁC fokon, egy ·r§n §t fŖzt¿k (hŖvel kezelt 

bakt®rium szuszpenzi·). Az ¼j-z®landi nyulakat (§tlagos testtºmeg 3 kg) intrav®n§san: 0,2 ml 

(0. napon), 0,4 ml (5. napon), 0,8 ml (10. napon), 1,2 ml (15. napon), 1,6 ml (20. napon), 1,8 

ml (25. napon) immuniz§ltuk. 

Az utols· injekci· elŖtt pr·bav®rt vett¿nk ®s annak titer®t csŖagglutin§ci·val hat§roztuk meg. 

Az 1:3200, 1:6400 h²g²t§st tartottuk elfogadhat·nak. Ha nem volt ilyen magas a titer, akkor 

tov§bb immuniz§ltunk. Az utols· injekci· ut§n kb. 14 nappal, a nyulakat elv®reztett¿k. A v®rt 

steril ¿veged®nybe gyŤjtºtt¿k. A kapott v®rt egy ·r§n §t 30ÁC-on, majd tov§bbi kb. 10 ·r§n §t 

4ÁC-on tartottuk, hogy a v®ralvad§s teljes legyen. Ezut§n Janetzki K-70-es centrifug§n 4ÁCï

on, 15 percig, 2000-es fordulattal centrifug§ltuk. A sav·t lesz²vtuk ®s Seitz szŤrŖn sterilre 

szŤrt¿k, majd steril mŤanyag ed®nyekben ï20ÁC-on t§roltuk (P®terfi & Kocsis, 2000.). 

 

4.11 ELISA  

Immunol·giai keresztreakci·k igazol§s§ra ELISA teszteket alkalmaztunk. A tesztek 

bakt®riumokb·l sz§rmaz· intakt LPS, vagy DPS vagy lipid A mint§k ®s ny¼lban elŖ§ll²tott 

immunsz®rum kºzºtti szerol·giai reakci·n alapulnak: kezeletlen ®s hŖvel elºlt bakt®rium §ltal 

kimer²tett antisz®rummal dolgoztunk. A keresztreakci·t kecsk®ben termelt anti-ny¼l-IgG-hez 
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kºtºtt o-fenil®n diamin peroxid§z szubsztr§ttal mutattuk ki. Az optikai denzit§st 492 nm-en 

m®rt¿k (Titertek Uniscan reader, Flow Laboratories, Helsinki, Finland). 

Vizsg§latot v®gezt¿nk P (P. morganii O34 endotoxinok ellen termelt), E (E. coli O111 

endotoxinok ellen termelt) ®s S (S. enterica sv. Adelaide O35 endotoxinok ellen termelt) 

immunsav·kkal, mint kontrollokkal. Az immunsav·kat felhaszn§ltuk antitest kimer²t®ses 

m®r®sekhez, amely sor§n a h§romf®le tºrzshºz tartoz·, hŖvel elºlt P. morganii O34 (P), E. 

coli O111 (E), illetve S. enterica sv. Adelaide O35 (S) bakt®riumokkal inkub§ltuk (egy 

®jszak§n §t, 4ÁC) a sav·kat, ®s ²gy jutottunk a P-P, E-P, S-P jelºl®sŤ, a P-E, E-E, S-E 

jelºl®sŤ, ®s a P-S, E-S, S-S jelºl®sŤ (Ăkimer²tettò) sav·khoz centrifug§l§st (6000 x g, 20 perc) 

kºvetŖen (fel¿l¼sz·). Az ¿led®k tartalmazta a bakt®riumsejtekhez kºtºtt antitesteket. 

 

4.12 G§zkromatogr§fia ï tºmegspektrometria 

A g§zkromatogr§fi§s m®r®shez a vizsg§land· LPS cukor-ºsszetevŖket alditol acet§tt§ 

alak²tottuk a Sawardeker ®s Sloneker §ltal kidolgozott metodika szerint (Sawardeker & 

Sloneker, 1965.). 

A DPS mint§kat 1 M H2SO4-val hidroliz§ltuk 100ÁC-on, 14 ·r§n kereszt¿l. A hidroliz§tumot 

b§rium-hidroxiddal semleges²tett¿k. Na-b·rhidrides (13 mg Na-b·rhidrid 1 ml desztill§lt 

v²zben) reduk§l§st kºvetŖen a felesleges b·rhidridet 50 ɛl koncentr§lt ecetsav hozz§ad§s§val 

kºtºtt¿k le. Desztill§lt metanolos bep§rl§ssal a bor§tot elt§vol²tottuk. A bep§rl§st kºvetŖen a 

mint§k ²gy m§r reduk§lt cukrokat tartalmaztak. 14 ·r§n kereszt¿l 100ÁC-on ecetsavanhidrid 

seg²ts®g®vel acetil§ltuk, majd desztill§lt vizes mos§s ®s bep§rl§s ut§n 1 ml kloroformban 

oldottuk a cukor sz§rmaz®kokat. 

A GC-MS k®sz¿l®k (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) egy g§zkromatogr§fb·l 

(6890N) ®s egy quadrupole tºmegspektrom®terbŖl (5975) §llt. Az elv§laszt§s DB-225 

kapill§ris oszlopon [(Agilent Technologies, Waldbronn, N®metorsz§g), hossz: 30 m, belsŖ 

§tm®rŖ: 0,25 mm, film r®tegvastags§g: 0,15 Õm] tºrt®nt. A vivŖg§z 1,5 ml/perc sebess®ggel 

21 psi nyom§son §ramoltatott, nagy tisztas§g¼ h®lium volt. Az injekt§lt mennyis®g 1 ml volt, 

split injekt§l§st alkalmazva. GC hŖm®rs®kleti programot haszn§ltunk, 180ÁC kezdŖ 

hŖm®rs®kletet emelt¿k percenk®nt 5ÁC/perccel 235ÁC-ig (41,5 perc). Az injektor 

hŖm®rs®klete 200ÁC, a detektor® 300ÁC ®s az ionforr§s® 230ÁC volt. Az ioniz§ci·s fesz¿lts®g 

70 eV elektron ¿tkºztet®ses (EI) m·dban, a detekt§lt tºmegtartom§ny pedig 20-600 amu. 
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A k¿lºnbºzŖ bakt®riumokb·l sz§rmaz· monoszacharidokat MS-kºnyvt§r seg²ts®g®vel ®s 

ismert standardok hozz§ad§s§val azonos²tottuk. BelsŖ standardk®nt ismert koncentr§ci·j¼ 

meso-inozitolt kevert¿nk mint§inkhoz.  

 

4.13 Endotoxinok kºlcsºnhat§s§nak vizsg§lata MGE ®s EPR m·dszerekkel 

Az endotoxinok hemoglobinnal val· kºlcsºnhat§s§t mikrochip g®lelektrofor®zissel 

vizsg§ltuk. 1 mg/ml hemoglobint (Sigma-Aldrich) 20 percig kezelt¿nk 2 mg/ml E. coli O83 

bakt®riumb·l sz§rmaz· tiszt²tott endotoxinokkal, 1:1 ar§nyban. 

A vºrºsv®rtest membr§nnal val· kºlcsºnhat§st EPR m®r®sekkel kºvett¿k nyomon. A mint§k 

elŖk®sz²t®se a kºvetkezŖ m·don tºrt®nt. 1 ml hum§n, EDTA-val alvad§sg§tolt v®rt k¿lºnbºzŖ 

koncentr§ci·j¼ (200 Õg/ml, 100 Õg/ml ®s 10 Õg/ml) E. coli O83-b·l ®s ®s S. enterica sv. 

Minnesota R595-bŖl izol§lt endotoxinokkal inkub§ltuk (4ÁC, 90 perc), majd centrifug§l§ssal a 

plazm§t lev§lasztottuk. A vºrºsv®rtest mint§k spinjelºl®s®t 1,5 mg/ml 5-SASL [5-(4ô,4-

dimetil-oxazolidin-N-oxil) sztearinsav] oldattal v®gezt¿k. Az EPR spektrumokat ESP 300E 

spektrom®terrel (Bruker BioSpin, Karlsruhe, N®metorsz§g) vett¿k fel.  A minta elhelyez®se 

ut§n a spektrum felv®tele a kºvetkezŖ param®terek mellett tºrt®nt: a mikrohull§m¼ 

teljes²tm®ny 20 mW, a modul§ci·s amplit¼d· 2,0 G, a m§gneses t®rerŖss®g kb. 3480 G, a 

p§szt§zott t®rtartom§ny 100 G, az idŖ§lland· 5,12 ms, a konverzi·s idŖ 2,56 ms volt. 

Ćltal§ban 5ï10 spektrumot §tlagoltunk. A ki®rt®kel®sn®l a f®l®rt®ksz®less®g (half-width at 

half-height, HWHH) (Mason et al., 1977.) meghat§roz§sa bizonyult a legmegfelelŖbbnek, 

melyet a spektrum alacsonyterŤ sz®lsŖ®rt®k®n®l vett¿nk figyelembe. A HWHH ®rt®k 

meghat§roz§s§t l§sd a 11. §br§n. Ennek csºkken®se a membr§n-fluidit§s csºkken®s®t mutatja. 
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11. §bra F®l®rt®ksz®less®g meghat§roz§sa a spektrum alacsonyterŤ (I+1) sz®lsŖ ®rt®k®n®l az 5-

SASL-al jelºlt vºrºsv®rtest plazmamembr§nj§ban (Mason et al., 1977.). 
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5 Eredm®nyek 

 

5.1 Mikrochip g®lelektrofor®zis m·dszerfejleszt®s lipopoliszacharidok szerkezeti 

jellemz®s®re   

Munk§m sor§n ¼j mikrochip g®lelektrofor®zis technik§t fejlesztett¿nk ki, amelyben a 

mintaelŖk®sz²t®s sor§n alkalmazott fluoreszcens fest®k kovalensen kapcsol·dik az LPS 

molekul§khoz, feltehetŖen az LPS lipid A, illetve core ï O-oldall§nc r®gi·j§ban tal§lhat· 

szabad amino csoport(ok)hoz (Makszin et al., 2012.). M·dszer¿nket az eredetileg feh®rj®k 

vizsg§lat§ra tervezett High Sensitivity Protein 250 LabChip kit rendszer (Agilent, 2008.) 

elv§laszt§si kºr¿lm®nyeinek §tdolgoz§s§val fejlesztett¿k ki. Ennek sor§n a kºvetkezŖ 

param®tereket optimaliz§ltuk: (i) fluoreszcens fest®k megfelelŖ ar§ny¼ h²g²t§sa (ii) fest®si 

kºr¿lm®nyek v§ltoztat§sa (inkub§ci·s idŖ, hŖm®rs®klet) (iii) fluoreszcens fest®k-endotoxin 

komplexek megfelelŖ ar§ny¼ h²g²t§sa (iv) detekt§l§si idŖ optimaliz§l§sa.  

Az elv§laszt§s sor§n a fluoreszcens fest®kkel jelºlt kivonat endotoxin - kever®k komponensei 

egy poli-dimetil-akrilamid alap¼ g®lben k¿lºn¿lnek el egym§st·l, a benn¿k tal§lhat· core 

oligoszacharid ®s O-oldall§nc jelenl®t®nek ®s hossz¼s§g§nak f¿ggv®ny®ben. M·dszer¿nkkel 

egym§s ut§n egy futtat§sban 11 endotoxin minta vizsg§lhat· nagy hat®konys§ggal ®s 

felbont§ssal, f®l ·r§n bel¿l. 

 

5.1.1 Szerkezeti t²pus szerinti oszt§lyoz§s 

Az Enterobacteriaceae csal§d k¿lºnbºzŖ bakt®riumtºrzseibŖl izol§lt 19 S- ®s 4 R-t²pus¼ 

endotoxin-mint§t vizsg§ltam. A fluoreszcensen jelºlt endotoxinok elektroferogramjainak 

profilja a bakt®riumtºrzseknek megfelelŖ, jellegzetes k®pet mutattak. Az R-t²pus¼ endotoxin 

kivonatok kever®k®ben egy vagy k®t f®le endotoxin elk¿lºn¿l®se, m²g az S-t²pus¼ endotoxin 

kivonatokn§l 2-40 f®le endotoxin sz®tv§laszt§sa is l§that· volt. 

Az S-t²pus¼, E. coli, Proteus, Shigella ®s Salmonella bakt®rium nemzets®gekbŖl sz§rmaz·, 

fluoreszcens fest®kkel jelºlt endotoxin kivonat komponenseinek elektroforetikus profiljai a 

12-15. §br§n l§that·k. A molekulam®ret alapj§n tºrt®nŖ elv§laszt§s az aggreg§l·d§s 

megakad§lyoz§sa sor§n felhaszn§lt SDS-nek kºszºnhetŖ. Az elektroferogramokon a 

fluoreszcencia intenzit§s a v§ndorl§si idŖ f¿ggv®ny®ben van §br§zolva. 
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Az elektroferogramokon a k¿lºnbºzŖ sz§m¼ cs¼csok megfeleltethetŖk az endotoxin 

molekul§ban levŖ O-poliszacharid l§nc ism®tlŖdŖ egys®geinek, ahol a rendszercs¼cs ut§ni 

elsŖ cs¼cs a lipid A ®s core oligoszacharid egys®gekbŖl fel®p¿lŖ endotoxin komponens, a 

tov§bbi cs¼csok a rendre nºvekvŖ sz§m¼ O-poliszacharid ism®tlŖdŖ egys®get tartalmaz· 

endotoxin komponenseknek felelnek meg. 

A v§ndorl§si idŖtartom§ny ®s a komponensek relat²v mennyis®g®nek seg²ts®g®vel az S-t²pus¼ 

endotoxinok oszt§lyoz§s§ra k¿lºnbºzŖ csoportokat hoztunk l®tre. Ez alapj§n az 1. csoportba 

tartoz· endotoxinok jellegzetes, maximumgºrbe jellegŤ mint§zatot mutatnak a nagyobb 

v§ndorl§si idŖkn®l. Ezen a csoporton bel¿l tov§bb oszt§lyozhatjuk az endotoxinokat aszerint, 

hogy az 1. komponens (lipid A + core) vagy az azt kºvetŖ, 2. komponens (lipid A + core + 1 

ism®tlŖdŖ egys®get tartalmaz· O-oldall§nc) van-e a legnagyobb mennyis®gben jelen, illetve 

aszerint, hogy az LPS komponensek milyen mozg®konys§g¼ak. 

Ezek alapj§n az E. coli O83 ®s O112 bakt®riumokb·l sz§rmaz· endotoxin molekul§kat (12a-b 

§br§k) az 1.a csoportba sorolhatjuk, miszerint az elsŖ cs¼cs (lipid A + core) mennyis®ge 

nagyobb az egy ism®tlŖdŖ egys®get tartalmaz· komponensn®l, ®s az LPS komponensek 

v§ndorl§si ideje kisebb, mint 38 s, ami a tºbbi LPS-hez k®pest relat²ve nagy mobilit§st jelent. 

A v§ndorl§si idŖ megad§s§t term®szetesen az adott kºr¿lm®nyekre kell vonatkoztatni. 

 

12. §bra Az 1.a csoportba tartoz· Gram-negat²v bakt®riumokb·l sz§rmaz· S-t²pus¼ endotoxin 

kivonat komponenseinek elektroforetikus profiljai: (a) E. coli O83, (b) E. coli O112. Az elsŖ, ®s 

az utols·, azaz a legkevesebb ®s a legtºbb ism®tlŖdŖ egys®get tartalmaz· komponensnek becs¿lt 

molekulatºmeg®t felt¿ntettem. M®r®si kºr¿lm®nyek: kapill§ris rendszer: HSP 250 Protein Chip; 

futtat· puffer: poli-dimetil-akrilamid-alap¼ line§ris polimer oldat pH: 8; gerjeszt®s 630 nm ®s 

fluoreszcencia detekt§l§s 680 nm; injekt§l§s: 80 s, 1000 V; a komponensek az an·d fel® 

v§ndorolnak. A mint§k koncentr§ci·ja a chip bem®rŖ helyeken 0,1 Õg/Õl. Jelºl®sek: S.P.: 

system peak (rendszercs¼cs), n: ism®tlŖdŖ egys®gek sz§ma, ȹ: egy ism®tlŖdŖ egys®g 

molekulatºmege (Da) 

 






















































































