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1. BEVEZETES

Gram-negativ baktériumok kiilsé sejtfalanak allando és jellegzetes alkotdelemei a
kémiai szempontbdl lipopoliszacharid (LPS) jellegl molekuldk (vagy mas néven endotoxinok),
melyek a sejt fellletének kb. 80%-at fedik. Az LPS molekuldk genetikai, szerkezeti és
funkcionalis szempontbdl alapvetéen harom jél elkilonithet régiora oszthatdk: a lipid-A,
ami egy specialis (foszfo-)glikolipid, a core-oligoszacharid és az O-poliszacharid (vagy masik
nevén O-antigén). Egyes Gram-negativ baktériumok esetében azonositott endotoxinok a
poliszacharid régié hianydban a core régidban végzddnek, ezért ezeket
lipooligoszacharidoknak (LOS) nevezziik. A nagyfokd rendezettséget mutatd amfilifl
tulajdonsagu LPS/LOS ,réteg” alapvet6 szerepet jatszik a baktériumok életbenmaradasat
tekintve, ugyanis védelmet biztosit szamukra a kdrnyezeti hatasoktdl, illetve a hidrofil és
hidroféb  tulajdonsagu, antimikrobidlis hatasi molekuldktol. Tovabba, sejtfelszini
elhelyezkedésiik kovetkeztében az LPS molekuldk, mint a baktérium antennai, jelentés
szerepet jatszanak a mas bioldgiai rendszerekkel, kilonos tekintettel a gazdaszervezettel
vald interakciokban, mint példaul a felismerésben, kolonizacidban, vagy a
fert6z6képességben. A sokkal inkabb orvosi szempontd endotoxin elnevezés az LPS
molekuldk toxikus tulajdonsagat tiikrozi, amely elnevezésben az ,endo-” el6tag a Gram-
negativ sejtfallal valé integritasukra utal. Amennyiben sejtosztddaskor, vagy a sejt
pusztuldsat kovetéen az LPS molekuldk felszabadulnak és a gazdaszervezet
immunrendszerének specialis patogén mintazatot felismerd receptorai (Toll-like receptor,
TLR) ezeket felismerik, a Gram-negativ fert6zés elkerlilése érdekében megindul egy
védekezési folyamat. Az endotoxinok immunstimulans hatdsat a lipid-A régidjuk, mint a TLR4
receptorhoz vald kapcsoldddsi pontjuk primer szerkezete befolydsolja. Sajnos, a legrosszabb
esetben, a lipid-A régid altal kivaltott immunreakcid olyan agressziv és dnpusztitd lehet, hogy

az szeptikus sokkhoz, végiil halalhoz vezethet.

Az endotoxinok lipid-A régidjanak szerkezete nagymérték( allanddésagot mutat
(6sszehasonlitva a polszacharid régioval), azonban jelent6sen kiilonbozhet eltéré tipusu
baktériumtorzsek esetében, s6t baktériumtorzson beliil is szamottevs variabilitas Iéphet fel
megvaltozo tenyésztési koriilmények okan. Tovabba, egy adott sejt/telep lipid-A Gsszetétele
soha nem homogén, az minden esetben egy nagyon heterogén molekularis mintazattal

jellemezheté. A lipid-A egyedi szerkezeti jellemz&kkel rendelkezik, mint a B(1’,6)-kotésd



digliikdzamin vaz, amely adott pozicidkban (C1 és/vagy C4’) foszforildlt lehet, illetve egyéb, a
foszfat-csoporthoz  kotott  szubsztituenseket tartalmazhat (pl.: tovabbi foszfat,
foszfoetanolamin, aminoarabizdz, stb.) Ehhez a hidrofil vazhoz észter- és amid-kotéssel
zsirsavlancok (tulnyomdé tobbségben B-OH zsirsavak) kapcsolddnak, amelyeket tovabbi
szekunder zsirsavak (ritkan egyéb szubsztituensek) észteresithetnek. A lipid-A toxicitasat
befolyasolod f6bb tényez6k: a zsirsavak szama, tipusa és a diglikézamin vazon vald eloszlasa,
valamint a foszforilaciés mintazat. Példaul, a legnagyobb immunoldgiai potenciallal az
Escherichia coli-tipusi hexa-acildlt, Cl- és C4’-bisz-foszforildlt komponens rendelkezik,
amelyben a zsirsavak megoszlasa a két gliikdzamin monomeren aszimmetrikus (a két

szekunder zsirsav a nem-redukalé gliikézamin alegységen taldlhato, 1. dbra).
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1. abra: Escherichia coli tipusu lipid-A molekula szerkezete

Bakteridlis endotoxinok lipid-A részt érint6 teljeskorl vizsgdlatnak tehdat nagy
jelent6sége van a bioldgiai hatasok szerkezeti hatterének megértésében. Ma még csak
részben értjuk a lipid-A szerkezet és hatas dsszefliggéseket, mivel a fiziologias vizsgalatokhoz
javarészt heterogén, bakteridlis eredet(i lipid-A extraktumokat alkalmaztak. A Gram-negativ
fert6zések molekularis szinti mechanizmusanak alapos megértéséhez azonban elsédleges
fontossagu lenne a tiszta lipid-A formak elvalasztasa, izolaldsa, illetve ezek litkdzés indukalta
disszociacios folyamatainak kiterjesztése, amelyek hozzajarulnanak a pontos szerkezetik

meghatdrozasahoz.



2. CELOK

Munkdnk soran célul tliztik ki egy uj, forditott-fazisu folyadékkromatografiaval (RP-
HPLC) kapcsolt tandem tomegspektrometrias (ESI-QQTOF MS/MS) moddszer kidolgozasat
heterogén lipid-A izolatumok teljeskord vizsgalata és a jelenlévd lipid-A komponensek
szerkezetének pontos meghatarozasa céljabodl. A kidolgozott modszer segitségével kivantuk
Osszehasonlitani harom, az Enterobacteriaceae csaladbdl szarmazo baktérium lipid-A
izolatumanak osszetételét. A kihivast jelent6 feladatok a kovetkez6 pontokban foglalhatdk

Ossze:

1. Kidolgozni egy uj, altaldnosan alkalmazhatd, elvélasztastechnikaval kapcsolt
tomegspektrometrias  (HPLC-ESI-MS) modszert lipid-A komponensek
elvdlasztdsdra és detektdldsara (negativ- és pozitiv-ionizacidos médban egyarant), a
mintak heterogenitasanak alapos, mélyrehatd feltarasa érdekében.

2. Tandem tomegspektrometria (QqQTOF MS/MS) segitségével vizsgalni az eltéré
acilaltsagi és foszforildltsagi foku lipid-A komponensek — kilénds tekintettel az
immunoldgiai szempontbdl igen fontos, foszfatcsoportot nem tartalmazo,
valamint a Cl-pozicidban monofoszforildlt molekuldk — kisenergidju CID
fragmentacidjat negativ-ionizacids maédban, amely segitségével javaslatot
tehetlink szerkezetiikre.

3. Tandem tomegspektrometridval vizsgdlni az eltér6 acilaltsagi és foszforilaltsagi
foku lipid-A komponensek kisenergiaju CID fragmentacidjat pozitiv-ionizacios
modban is, Uj fragmenticiés mechanizmusok feltardsa érdekében, amelyek
kiegészit6 informacidt nyujthatnak a negativ-ionizacidos mérések eredményeihez.

4. Energiafiiggé fragmentacidos kisérletekkel (ERMS) aldtamasztani, illetve
kiterjeszteni az Uj fragmentacids folyamatok értelmezését negativ- és pozitiv-
ionizacios moddban egyarant, amely hozzajarulhat izomer lipid-A molekuldk
megkilonboztethet6ségéhez az tkdzési energia fliggvényében mutatott

fragmentacids folyamataik kiillonb6z6sége révén.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Felhasznalt vegyszerek

LC-MS mind8ségi kategoridba tartozé metanolt, 2-propanolt, diklormetant, vizet,
trietilamint és ecetsavat (Sigma-Aldrich, Steinheim, Németorszag) alkalmaztunk a
folyadékkromatografidban alkalmazott eluensek elkészitéséhez, valamint a mintak

oldasahoz.

3.2. Baktériumtorzsek tenyésztése és a lipopoliszacharidok kinyerése

A Proteus morganii O34, Esherichia coli 0111 és Salmonella adelaide O35 torzsek a
PTE AOK Orvosi Mikrobioldgiai és Immunitastani Intézet laboratériumi fermentoraban, 7,2-
es pH-ju Mueller-Hinton tdptalajban tenyésztettik. Mikor elérték a késé logaritmikus
osztddasi fazist (kb. 10 dra), centrifugaldssal Osszegyljtottiik. A tenyészetek acetonos
szaritasat  kovetBen, tradiciondlis forré fenolos/vizes eljarassal extrahdltuk a

lipopoliszacharidokat, kb. 5%-0s (m/m) hozammal. Az LPS extraktumokat liofilizaltuk.

3.3. Lipid-A mintak elGallitasa

Az LPS liofilizatumokbdl enyhén savas hidrolizissel [1% (v/v) ecetsav (pH 3,9), 100°C-
on, 1 6rdn keresztiil] tortént a lipid-A régid izolalasa a poliszacharidtél. Centrifugalast (8000
g, 4°C, 20 min) kovet6en a lipid-A-t tartalmazo Uledéket desztillalt vizzel mostuk (négyszer
megismételve), majd pedig liofilizaltuk. Kb. 10%-os (m/m) hozamot eredményezett az
eljaras. A HPLC-MS analizist megel&z6en 0,5 mg/mL-es koncentracidban oldottuk fel a mintat
metanol/diklérmetdn  [95:5, (v/v)] elegyében, majd 0,22 um pdrusatmérdji

fecskendGszlir6vel (PVDF) sz(irtiik.

3.4. HPLC-MS/MS koriilmények

A lipid-A molekuldk elvdlasztasat és tomegspektrometrias detektaldsat Infinity 1290 UHPLC
késziilékkel (Agilent Technologies, Waldbronn, Németorszag) kapcsolt 6530 Q-TOF
tomegspektrométerrel (Agilent Technologies, Szingapur) végeztik. Az elvalasztdshoz teljesen
pordzus Hypersil BDS C18 oszlopon (100 x 4,6 mm, 3 um szemcsedtmérs, Thermo Scientific)
és egy mag-héj szerkezetl toltettel rendelkezd Kinetex C18 (100 = 4,6 mm, 2,6 um
szemcseatmérd, Phenomenex) oszlopot hasznaltunk. Az A-eluens metanol/viz 95:5 (v/v)

elegye volt, ami tovabbi, 0,1 % (v/v) trietilamint és 0,1% (v/v) ecetsavat tartalmazott, mig B-

4



eluensként 2-propanolt alkalmaztunk, amelyhez szintén 0,1 % (v/v) trietilamint és 0,1% (v/v)
ecetsavat addtunk hozza. Latszdlagos pH értékiket 8,7 — 9,0 kdzott mértiik. Az injektalt
mintatérfogat 3 ul, az oszlop h6mérséklete 50°C, a mozgofazis dramldsi sebessége 0,5
mL/min volt. Linearis gradienst alkalmaztunk, amely 0% B-eluens aranyrél 65% B-eluens
aranyra emelkedett 50 perc alatt, ami még 5 percen keresztil tartott. Az oszlopot a mérések
kozott 100% A-eluens aramlassal kondicionaltuk 10 percen keresztiil. A negativ- és pozitiv-
ionizaciés modban m/z 100 - 2500 fajlagos tOmeg tartomanyban tortént a
tomegspektrumok felvétele 10000 tranziens/s mérési, és 4 GHz detektalasi frekvenciaval. Az
Agilent Jet Stream ionforrds a kdvetkezé paraméterek szerint (izemelt: a porlasztégaz (N,)
nyomasa 30 psi volt; a szaritdgaz (N,) hémérséklete 325°C, aramlasi sebessége 8 L/min volt;
a kopenygaz (Jet Stream, N,) h6mérséklete 300°C, dramlasi sebessége 11 L/min volt. A
porlasztofesziiltség 4 kV-ra, az iontranszfer kapillaris eleje (nozzle) 2 kV-ra, a fragmentor
feszliltség 100 V-ra, az ionfoloz6 (skimmer) fesziiltség pedig 70 V-ra volt allitva. Az
autofragmentaciés méréseknél negativ médban m/z 70 — 2000, pozitiv mdédban m/z 20 -
2500 tomegtartomanyt vettlink fel 333 ms/scan adatgydijtési sebességgel; a kvadrupdl
prekurzorion izoldlé tomegablaka 1,3 m/z, a fragmentaciéra kivalasztott prekurzorionok
szama (csak az egyszeresen toltott ionokat vette figyelembe) ciklusonként 4 volt. Az MS/MS
méréseket a fragmentacid energiafliggésének vizsgalatahoz széles Utkdzési energia
tartomanyban vettiik fel: pozitiv-ionizaciés moédban 5 — 100 eV, negativ-ionizaciéos modban 5

— 110 eV energiatartomanyban.



4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. HPLC-MS maddszer kidolgozasa heterogén lipid-A mintak elvalasztasara

P.morganii 034, E. coli 0111 és S. adelaide O35 baktériumokbdl enyhén savas
hidrolizissel nyert lipid-A mintak forditott fazisi HPLC elvalasztasat valdsitottuk meg
elektrospray ionizaciés QqTOF MS detektdalassal. A kromatografids kérilményeket, ugymint a
mozgofazis Osszetételét, hGmérsékletét és az aramldsi sebességét optimaltuk. A legjobb
elvdlasztdst a B-eluens (2-propanol + 0,1% EtsN + 0,1% AcOH) aranyanak 0 — 65%
elegydsszetétel-tartomanyban torténd linedris emelésével értik el 50°C h6mérsékleten és
0,5 mL/min aramlasi sebességgel mindkét C18-as oszlopon. Ezen koriilményeket alkalmazva
mindharom, szeroldgiai keresztreakcidt add baktériumbdl szarmazé lipid-A  minta
komponensei elfogadhaté id6tartomanyon belil (50 min), megfelel6 felbontassal elualodtak.

Mindhdrom lipid-A minta esetében extrém (nem vart mértékd) szerkezeti
heterogenitast tapasztaltunk, ami az E. coli és S. adelaide izolatumok esetében 41, mig a P.
morganii minta esetében 56 kilonb6z6 molekularis format jelentett. F&ként
monofoszforilalt, valamint néhany di- és nem-foszforilalt lipid-A komponenst, illetve néhany
lipid-A részegységet (csupdn egy GIcN monoszacharid vdzzal rendelkez6t) detektaltunk.
Mindharom mintaban szamos izobar lipid-A komponenst (még nem elvalasztottakat is)
azonositottunk, amelyeken a zsirsavak pozicidja, hossza, vagy a foszforilaltsag pozicidja
valtozott. A komponensek elucids sorrendjét alapvetSen relativ hidrofobicitasuk hatarozta
meg, amit elsGsorban az oldallancok szama és hossza, masodsorban pedig a polaris foszfat-
csoportok szama és pozicidja befolyasol. Ezen felll leirtunk szabalyszer(iségeket bizonyos
acilaciés izomerek retencidjat érint6en: nincs elvalds olyan lipid-A izomerek esetében,
amelyeken a C3’ és C2’ szekunder, vagy amelyeken a C2’ és C3 primer zsirsavak felcserélt
helyzetliek. Masrészt elvaldst tapasztaltunk olyan lipid-A izomerek esetében, ahol a nem-
redukald GlcN oldali egyetlen szekunder zsirsav a C3’, illetve a C2’ pozicidban talalhato, vagy
ahol C3’ primer poziciéban telitetlen, illetve hidroxi-zsirsav taldlhaté. Ezen szabalyszerlségek

mindkét kromatografias oszlop esetében azonos madon érvényesiiltek.



4.2. Deprotonalt lipid-A ionok CID fragmentacidojanak tanulmanyozasa

4.2.1. C4’-monofoszforilalt prekurzorok

Szamos, eltéré mértékben acildlt (tri-acilalttdl a hepta-acilaltig), C4’-monofoszforilalt
lipid-A  komponens (itkozés indukalta disszociaciéjat (CID) tanulmanyoztuk. Ennek
eredményeképp a mar jol ismert E. coli-tipusu, hexa-acilalt lipid-A prekurzor fragmentacios
szabdlyait kiterjesztettik a nagyobb és a kisebb acilaltsagi foku prekurzorokra is.
Megmutattuk, hogy a negativ toltés — amely azonos helyzetl az 6sszes C4’-monofoszforilalt
ion esetében — irdnyitd hatasa révén a kovetkez6 konszekutiv zsirsav eliminaciés sorrendet
eredményezi minden komponens esetében: C3’ szekunder > C3 primer > C3’ primer (sav és
ketén vesztésként egyarant) > C2 szekunder > C2’ szekunder zsirsavlanc. Valamely acillanc
hidnya esetében a fenti eliminacids sorrend nem valtozik meg. Mérsékelt intenzitasaranyban
jelentek meg az MS/MS témegspektrumokon diagnosztikus %*A,- és  “?A,-tipusu
gylirdhasadasi termékionok, amelyeket a fenti zsirsaveliminaciés sorrend igazoldsara

tudtunk alkalmazni. Amid-kotésl primer zsirsavak elimindaciéjat nem tapasztaltuk.

4.2.2. Cl-monofoszforilalt prekurzorok

Cl-monofoszforilalt lipid-A komponensek negativ-ionizacios mddban térténd CID
fragmentacios folyamatainak feltardsa és a mar jol ismert C4’-monofoszforilaltakéval vald
Osszehasonlitdsa céljabdl kisérleteket végeztink. A hepta-acildlt C4’-foszforilalt
komponenshez képest joval Osszetettebb fragmentacidos mintazatot tapasztaltunk a C1-
foszforilalt izomer esetében, amelynek hatterében az észter-kotési zsirsavlancok kompetitiv
eliminacids folyamatainak a konszekutiv folyamatokkal szembeni tulsulya feltételezhetd.
Ebbdl kovetkez8en, csupan a szekunder zsirsavak eliminacidjaval keletkez6 termékionok
relativ intenzitasara alapozva hatarozhattuk meg a szekunder-zsirsav vesztési sorrendet: C2’
szekunder > C3’ szekunder > C2 szekunder zsirsav. Osszességében elmondhatd, hogy a C1-
foszforilalt lipid-A komponensek fragmentacidjakor a diagnosztikus gylirihasadasi termékek

és a C3’ primer pozicidra nézve diagnosztikus sav/ketén vesztések teljes hidnya jellemzé.

4.2.3. Nem-foszforilalt prekurzorok

Bemutattuk a foszfat-csoportot nem tartalmazd, deprotondlt lipid-A komponensek

negativ-ionizaciés modban torténd szerkezetazonositdsat. A protonvesztés helye — szemben



a foszforilalt lipid-A molekuldkkal — nem volt nyilvanvald ezeknél a molekulaknal, hiszen nem
rendelkeznek savas karakterl funkcids csoporttal, igy a toltés pozicidja bizonyosan eltér az
analog foszforilalt ionokhoz képest.

A C4’-monofoszforilalt lipid-A ionokhoz hasonléan a nem-foszforildlt komponensek
esetében is toltés altal vezérelt 1épcsézetes disszocidcids folyamatok jatszodnak le. Mindkét
komponenstipus esetében toltésvandorlas (protonvandorlas) soran kialakuld, atmeneti ion-
molekula komplexek létrejottével értelmezhetd az észter-kotésl zsirsavlancok konszekutiv
eliminacids folyamata, azonban az eltéré toltéspozicid kovetkeztében kiilonb6z6 sorrend
tapasztalhatd: C3 primer > C3’ szekunder > C2 szekunder > C2’ szekunder > C3’ primer
zsirsavlancok. Tovabbi kilonbség a C4’-monofoszforilalt prekurzoroknal megfigyeltekhez
képest, hogy csupdn elenyészd intenzitasu termékionok reprezentaljak a C3’ primer pozicidra
nézve diagnosztikus sav/ketén vesztést, illetve a 0’2A2—t|'pusu termékionok teljes mértékben
hidnyoznak. Ugyanakkor, dominans %*A,-tipust és az ezekkel komplementer, a redukalé
GlcN-ra nézve diagnosztikus 0’4X0—t|'pust| ionokat, valamint intenziv, a C2 poziciéra nézve

diagnosztikus karbonsavamid ionokat azonositottunk.

4.3. Trietilammonium addukt lipid-A ionok CID fragmentacidjanak

tanulmanyozasa

Megallapitottuk, hogy mind a foszforilalt, mind pedig a nem-foszforilalt lipid-A
molekuldk jol ionizalhaték pozitiv-ionizaciés modban, mégpedig az eluens adalékként
alkalmazott trietilaminnal torténd adduktképz6dés kovetkeztében. Osszehasonlitva a
trietilammonium addukt biszfoszforilalt, monofoszforilalt (akar a C1, vagy a C4’) és nem-
foszforilalt lipid-A prekurzorok pozitiv-ionizacids tandem tomegspektrumait, nagyon hasonlé
mintazatot, hasonld tipusu ionokat tapasztalunk, ami arra utal, hogy a fragmentacios
folyamatok, a disszociacids utvonalak nagyon hasonldak még a kiilonboz6képpen foszforilalt
lipid-A prekurzorok esetében is. Ez a hasonldsdg a pozitiv toltés azonos elhelyezkedésére
utal, amit azonos valdszinlséggel a két amid-csoport valamelyikén feltételezink.
Kovetkezésképpen, a negativ-ionizacios modban végzett fragmentacios folyamatoknal
tapasztaltakhoz képest, pozitiv-ionizacios modban a foszfat-csoport(ok) pozicidja a toltés-
altal vezérelt fragmentacios folyamatokat tekintve nem relevans tényezd. Konkrétan,

minden [M + H + EtsN]" prekurzor kis-energidju CID fragmentacidjanak elsd |épése a [EtsN +



H]" és [M + H]" kompetitiv képz&dése. Ezek relativ intenzitasat két tényezs hatarozza meg:
(1) eltéré gazfazisu bazicitasuk és (2) az eltérd stabilitasuk CID koriilmények kozott. Ebbd|
kévetkez8en az [M + H]® ion szinte csak alig detektdlhatd a relative kisebb gazfazisu
bazicitdsa, valamint gyors tovabb-fragmentalddasa kdvetkeztében, mig a [EtsN + H]* ion
jelenti a bazisiont mindegyik tandem témegspektrumon.

Monofoszforilalt lipid-A komponensek esetében a pozitiv-ionizaciés modban kapott
fragmentaciés profil alapjan megallapithaté a foszforilacié helye (C1 vagy C4’), s6t — a
negativ-ionizaciés mdd esetében tapasztaltakkal ellentétben — a foszforilacids izomerek
egyidejl jelenléte is. Trietilammodnium addukt lipid-A ionok tandem tomegspektrumain
dominans, glikozidos kotéshasadasbdl szarmazé termékionokat, valamint zsirsavak,
foszforsav és viz kompetitiv és konszekutiv vesztéseit tapasztaltuk. A Cl-monofoszforilalt
lipid-A komponensek szerkezeti jellemz&inek megallapitasa céljabol a negativ- és a pozitiv-
ionizacios mdédban torténd, komplementer informaciot nyudjtdé fragmentacids kisérletek

elvégzésére van sziikség.

4.4. Lipid-A perkurzorok energiafiiggd fragmentaciojanak tanulmanyozasa

negativ- és pozitiv-ionizacios médban

Kilonb6z6 acilaciés és foszforilacids izomer perkurzorok, valamint a bel6lik
képz6dott termékionok letorési gorbéit felvéve — azaz a relativ intenzitasukat az tkozési
energia fliggvényében 3abrdzolva — tanulmanyoztuk az Utkozési energia fragmentaciot
befolyasold hatdsat mindkét ionizacids mddban. Azt tapasztaltuk az acilaciés izomerek
esetében — amelyek a C3’ és C2’ szekunder zsirsavak felcserélt helyzete kovetkeztében
kromatografidsan nem elvalé izomerek —, hogy letorési gorbéik a teljes energiatartomanyban
atfednek. Ez azt jelenti, hogy az ilyen jellegli izomerek MS/MS spektrumanak, s ezaltal
fragmentacids tulajdonsagainak 6sszehasonlitdsa barmely energian elvégezhetd.

A C1 és C4’ foszforilaciés izomer prekurzorok szigmoid alaku letorési gorbéinek
inflexios pontja a negativ-ionizaciés modban végzett kisérletek soran 25 eV-os eltérést
mutatott, kovetkezésképpen a két izomer esetében, adott fragmentacids arany eléréséhez,
eltér6 Utkozési energiakra van sziikség. Ajanlott tehat a foszforilacids izomerek MS/MS
spektrumainak megfelel6 mdédon vald Gsszehasonlithatésaga érdekében a megfeleléen

beallitott energidkon vald fragmentacié elvégzése.



5. TEZISEK

1. Bakterialis lipopoliszacharidok enyhén savas hidrolizisével nyert lipid-A izolatumok
hatékony elvélasztasat, illetve a molekuldk negativ- és pozitiv-ionizaciés modban torténd
hatékony ionizaciéjat lehet6vé tevé HPLC-ESI-QqTOF MS/MS moddszert dolgoztunk ki.
Osszehasonlitottuk két, eltéré tipusu szemcsékkel ellatott, forditott fazisu kromatografias
oszlop teljesit6képességét a kilonbozs jellegl (eltérd foszforilaltsagu és acildltsagu) lipid-A
molekuldk elvalasztdsaban. Meghatdroztuk a lipid-A molekuldk (izomerek) retencids
sorrendjét befolydsold tényez6ket, amelyek hozzajarulhatnak a lipid-A molekuldk forditott

fazisu kromatografias elvdlasztasat kovetd biztosabb szerkezeti azonositasahoz.

2. Szeroldgiai keresztkapcsolatot mutatd Gram-negativ baktériumok (P. morganii 034,
E. coli 0111 és S. adelaide O35) lipid-A izolatumait 6sszehasonlitottuk a kidolgozott médszer
segitségével. Megallapitottuk, hogy az Escherichia és a Salmonella térzsekbdl szarmazo lipid-
A mintdk nagyfoku hasonldsagot mutatnak mennyiségi és minGségi szempontbdl egyarant,
mig a Proteus torzsb6l szarmazd minta ezektél szignifikdns eltérést mutat a lipid-A
komponensek szamat és szerkezetét tekintve. Tovabba, olyan lipid-A szerkezeteket is

azonositottunk, amelyek jelenlétét korabban nem igazoltak E. coli mintakban.

3. Kisenergiaja CID technikdval, negativ-ionizaciés mddban végzett MS/MS
vizsgalatokkal meghatdroztuk az elvadlasztott, deprotonalt C4’-monofoszforilalt lipid-A
perkurzorok (tri-acildltaktél a hepta-acilaltakig) észter-kotésben 1évé acilldncainak

eliminacids sorrendjét, valamint egyéb fragmentacid tulajdonsagait QqTOF MS késziilékben.

4, Kisenergidja CID technikdval, negativ-ionizaciés modban végzett MS/MS
vizsgalatokkal meghataroztuk az elvalasztott, deprotonalt nem-foszforilalt, eltérd acilaltsagu
lipid-A prekurzorok fragmentacidos folyamatait, beleértve az észter-kdtésl acillancok

eliminacidjat és a di-GIcN vaz fragmentacidjat QqTOF MS késziilékben.

5. Kisenergiaju CID technikdval, pozitiv-ionizacids modban végzett MS/MS vizsgalatokkal
meghataroztuk az elvalasztott, kilonb6z6 foszforilaltsagu (C1-mono-, C4’-mono-, bisz- és

nem-foszforilalt) és kilonbdz6 acilaltsagi foku lipid-A trietilammadnium-addukt prekurzorok
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fragmentacios folyamatait. A vizsgalatok megmutattdk a lipid-A komponensek pozitiv-
ionizacios modban torténd, trietilammodnium addukt ionként valdo fragmentacidjanak
egyediilalld egyszerlségét és megbizhatdésdgdat a korabban komplikaltan, kevésbé
egyértelmlen megallapithaté (C1-, C4’-) foszforilacidés izoméria igazolasara. A modszer
segitségével a nem elvaléd, a mintdban keverékként jelenlévé foszforilaciés izomerek

jelenléte is kdbnnyedén igazolhatd.

6. A kiilonboz6 acilaltsagi foku és foszforilaltsagu lipid-A molekuldk pozitiv- és negativ-
ionizacios médban végzett energiafliggd fragmentacios viselkedésének tanulmanyozasaval
igazoltuk fragmentacios folyamataikra levont kovetkeztetéseinket, a megallapitott
szabalyszer(iségeket. Meghataroztuk iontipusonként azokat az energiatartomanyokat,
amelyek révén elvalasztassal 0sszekotott tandem tomegspektrometrias szerkezetkutatast
lehet hatékonyan végezni kilénb6z6 lipid-A komponensek célzott CID fragmentacids
vizsgalataval, akar a két polaritasiu ionizacios maddokban egyszerre (valtott polaritasu

analizisre képes tomegspektrométerekkel).
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