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1 Bevezetés

A modern analitikai kémia egyik legnagyobb kihivasa a komplex bioldgiai mintdk hatékony
¢s megbizhato elvalasztasa. Az elmult évtizedekben az ionfolyadékok (ionic liquids, ILS)
novekvd figyelmet kaptak az analitikai kémiai alkalmazdsokban, mivel szdmos elényos
tulajdonsaguknak koszonhetden lehetové teszik egyes vegyiiletek hatékonyabb elvalasztasat.
Ezek a szobahdmérsékleten altalanosan folyékony halmazallapotu, ionos 0sszetételii anyagok
rendkiviil valtozatos szerkezeti egységekkel rendelkeznek, ezaltal képesek kolcsonhatasba
Iépni eltérd karakter(, akar polaris, apolaris, amfifil vagy ionos molekuldkkal. Jellemzden egy
szerves Kkationb6él (mint az ammonium, imidazolium, piridinium, piperidinium vagy
pirrolidinium) és egy halogenidbdl, vagy mas szervetlen (esetleg fluorozott), vagy szerves
anionbdl allnak.

Manapsag az egyik legaltalanosabban hasznalt és tanulmanyozott ionfolyadékok csaladjat
az imidazolium-alapu ionfolyadékok alkotjak. Egyediilallo tulajdonsagaik — mint az alacsony
olvadaspont, elhanyagolhaté géznyomas, nagy hdstabilitas, valamint jo oldékonysag — vonzo
reagensekkeé teszik dket a kémia szamos teriiletén.

Disszertaciom célja az imidazolium-alapu ionfolyadékok felhasznalasanak bemutatasa két
jelentds kémiai elvalasztdsi technikdban: kapillaris zonaelektroforézisben (CZE) fehérjék
elvalasztasa céljabol és gazkromatografids-tomegspektrometrids (GC-MS) elemzésekben
bakterialis eredetli zsirsavak tanulmanyozasara. Munkank soran nagy hangsulyt fektetlink az
egyes technikdkban az ionfolyadékok alkalmazisaval elérhetd hatékonysagnovelés
szemléltetésére. Az ionfolyadékok hasznalata ugyanis tobb elonyt is kinal. Egyrészt puffer
komponensként alkalmazva, a kapillaris dinamikus bevonata altal megakadalyozhatjak a
komponensek kitapadasat a kapillaris bels6 feliiletére és novelhetik az elektroforetikus
elvalasztasok hatékonysagat. Masrészt gazkromatografias allofazisként lehetévé teszik az
oszlopok polaritasanak és hatékonysaganak szabalyozasat. Elképzeléseink alapjan az
ionfolyadékokkal kialakuld specifikus kolcsonhatasok kulcsszerepet jatszanak az analitikai
kémiai eljarasok hatékonysaganak javitdsaban. Munkank soran ezen folyamatok mélyebb

megértésére tettlink kisérletet.



2 Célkituzések

A PhD munka elsddleges célja az imidaz6lium-alapti ionfolyadékok alkalmazasa olyan
kapillaris zonaelektroforézis, valamint gazkromatografias elvalasztastechnikai modszerek
kidolgozasaban, amelyekkel elsdsorban fehérjék ¢és zsirsavak mindsége és mennyisége
hatarozhat6 meg kiilonféle eredetii biologiai mintakbol (human kdnny, tojasfehérje, bakterialis
sejtmembran). Ennek megfeleléen a kovetkezo célokat tiiztiik ki:

1. Imidazo6lium-alapt ionfolyadékok vizes elegyeinek alkalmazésa pufferoldatként, illetve
a kapillarisfal bevonasahoz, bazikus fehérjék (citokrom c, lizozim, mioglobin, tripszin,
apo-transzferrin) elvalasztasara kapillaris zonaelektroforézis modszerrel. Az
elvalasztasi paraméterek, mint az alkalmazott fesziiltség, az ionfolyadék tipusa, a pufter
koncentracidja, valamint a kapillaris hossz optimalizdldsa. A kidolgozott modszer
statisztikai értékelése, valamint alkalmazhatosaganak igazoldsa biologiai mintak
(tojasfehérje és human konny) fehérjedsszetételének meghatarozasaval.

2. Kiilonbozo polaritast gazkromatografias oszlopok (apolaris tulajdonsagti HP-5MS és
kozepes/magas polaritdsu DB-225MS polisziloxan-alapt oszlopok, valamint rendkiviil
magas polaritdsu ionfolyadék-alapti SLB-IL111 oszlop) elvalasztasi szelektivitdsanak
vizsgalata valtozatos szénatomszamu és telitettségii zsirsav-metil-észterek hatékony
megkiilonboztetése céljabol. Az optimalis mérési paraméterek kidolgozéasa egy C4—C24
sz€énatomszamu, valtozatos szerkezetli, telitett, tobbszorosen telitetlen (2—6 kettds
kotést tartalmazo), cisz/transz-, omega-3, 6-zsirsav-metil-észter standard keverékre
vonatkozdan. A kidolgozott modszer megbizhatdsaganak és pontossaganak igazolasa
statisztikai elemzés és validacio révén.

3. Az extrém polaris ionfolyadék-alapt SLB-1L111 oszlop zsirsav-metil-észterck
meghatarozasaban mutatott kivalo elvalasztasi tulajdonsagait figyelembe véve (2. pont),
az oszlop felhasznalasa baktériumok és bakterialis endotoxinok zsirsavisszetételének
kiils6 hatasok altal bekovetkezd valtozdsainak nyomon kovetésére. Az eltérd
hémérséklet (25, 37, 42 °C), taptalaj (agar, véres agar), valamint inkubaciés id6 (1, 3, 5
nap) hatasanak vizsgalata a Pseudomonas nemzetségbe tartozod baktériumok és
bakterialis endotoxinok zsirsavosszetételére GC-MS modszerrel. Az optimalis mérési
paraméterek kidolgozasa, a modszer validdlasa ¢&s statisztikai értékelése. A
zsirsavosszetételben bekovetkezd valtozasok bakteridlis sejtmembran tulajdonsagaira

gyakorolt hatdsdnak bemutatasa.



3 Anyagok és modszerek
3.1 Kapillaris zonaelektroforézis modszerfejlesztés
3.1.1 Kapillaris zonaelektroforézis kisérletek

Vizsgalatainkhoz az 1-etil-3-metil-imidazolium tetrafluoro-borat ([emim][BFa4]) és 1-butil-
3-metil-imidazolium tetrafluoro-borat ([bmim][BFs]) ionfolyadékokat; és a citokrom c,
lizozim, mioglobin, tripszin és apo-transzferrin fehérje standard-eket hasznaltuk.

A fehérje standard-ekbol 10 mg/ml koncentracioju torzsoldatokat készitettiink desztillalt viz
segitségével. A mérésekhez hasznalt mintakat a fehérje torzsoldatokbol ugy allitottuk el6, hogy
az oldatban minden fehérje végsé koncentracidja 1 mg/ml legyen. A csirke tojasfehérjét
liofilizaltuk, majd desztillalt vizzel 4 mg/ml koncentracioji oldatot készitettiink és felhasznalas
elott centrifugaltuk. A human konnymintédkat ugyanazon személytdl gyljtottiik.
felhasznalasaval. A torzsoldatok higitdsaval 25 ¢€és 125 mM koncentracidtartomanyban
oldatokat készitettiink. Az IL-viz elegyeket a kapillarisok belsd feliiletének bevonasara,
valamint pufferként hasznaltuk a CE kisérletekben. Osszehasonlitasképp pufferoldatnak 40

croe

acetont hasznaltunk, melyet desztillalt vizben oldottunk fel 5-sz6ros higitasban.

A CE-kisérleteket UV-detektorral felszerelt Agilent 7100 kapillaris elektroforézis
késziilékkel (Agilent Technologies, Waldbronn, Németorszag) végeztiik. Az elvalasztasokat
kvarc kapillarisokban (fused silica, 50 um 1.d.) hajtottuk végre. A kapillarisok teljes hossza 51
és 96,5 cm kozott valtozott, ahol az effektiv hossz minden esetben 8,5 cm-rel volt révidebb a
teljes hossznal. A kapillarisokat a nap elején kondicionaltuk desztillalt vizzel (5 perc), 0,1 M
NaOH-dal (20 perc), majd ujboli desztillalt vizzel (10 perc) torténé mosassal. A bevonat nélkiili
kapillarisokkal végzett kisérleteknél ezt kovetden a kapillarist a kivant puffer oldattal mostuk.
A bevonat elkészitésekor a kapillarist a megfelelé koncentracioji (25 és 125 mM kozott) 1L-
viz eleggyel mostuk 30 percig. Injektalas elott 5 perces mosast végeztiink a megfeleld
koncentracioju IL-viz eleggyel, hogy a kapillarist megtoltsiik a megfelelé pufferoldattal. A
mintdkat 50 mbar nyomadssal 5 masodpercig injektaltuk. A mérések kozott a kapillarist
desztillalt vizzel 5 percig mostuk. Az alkalmazott fesziiltséget +10 és +20 kV kozott
valtoztattuk anddos injektalas mellett, kivéve az EOF méréseket, amikor +18 vagy -18 kV
fesziiltséget alkalmaztunk. Az elektroferogramokat 200 nm-en rogzitettiik, a kapillariskazetta
hémérsékletét a mérések alatt 20 °C-on tartottuk.

3.1.2 Statisztikai elemzés

Tobbutas varianciaanalizist (MANOVA) végeztiink a fliggetlen valtozok fliggd valtozokra
gyakorolt lehetséges szignifikans hatdsanak meghatarozasara. A dontési szintet az a = 0,05



esetén hataroztuk meg, €s a statisztikai elemzések soran az eredményeket p < 0,05 teljesiilése
esetében tekintettiik szignifikdnsnak. A vandorléasi iddt, az idovel korrigdlt csucs alatti tertiletet
¢s a felbontast fliggd valtozonak, mig az alkalmazott fesziiltséget, az ionfolyadék tipusat és az
ionfolyadék koncentraciot fliggetlen valtozonak tekintettiik. Wilks-féle lambda indexet
szamitottunk, hogy meghatarozzuk az elvalasztasi paraméterek lehetséges szignifikans hatasait
a vandorlasi iddre, az id6vel korrigdlt csucs alatti teriiletre és a felbontasra. A csoportok
(ionfolyadék tipus; ionfolyadék koncentracid) Osszehasonlitasara fiiggetlen mintas t-probat
alkalmaztunk. Az adatokat atlagként fejeztiink ki az elemzésekhez. Az elemzést az SPSS 25.0
statisztikai szoftverrel végeztiik. A lizozim mintdk LOD értékeit 3-as jel/zaj arany alapjan

szamitottuk ki, mig a LOQ kiszamitasa esetén 10-es jel/zaj aranyt alkalmaztunk.

3.2 Gazkromatografias-tomegspektrometrias modszerfejlesztés
3.2.1 Felhasznalt anyagok és GC oszlopok

A modszerfejlesztés soran egy 52 darab, C4-t61 C24-ig terjedd lanchosszasagu zsirsav-metil-
észter komponenseket tartalmaz6 GLC-674 és egy 4 darab, linolsav-metil-észter
komponenseket tartalmaz6 CRM47791 referencia standard keveréket hasznaltunk. A GLC-674
referencia standard esetén 1 mg/ml 6sszkoncentracioji, a CRM47791 standard esetében 0,08

Az elvélasztasokat harom kiilonboz6 polaritdsu gazkromatografids oszlopon végeztiik, egy
apolaris tulajdonsagu 5% fenil- 95% metil-polisziloxan fazisosszetételiit HP-5MS oszlopon
(hosszasag: 25 m; belsé atmérd: 0,20 mm; filmvastagsag: 0,33 um); egy kozepes/magas
polaritasi  50% ciano-propil-fenil- 50% metil-polisziloxan fazisdsszetételi DB-225MS
oszlopon (hosszsag: 30 m; belsé atmérd: 0,25 mm; filmvastagsag: 0,25 pum); valamint egy
rendkiviil magas polaritast 1,5-di-(2,3-dimetil-imidazélium)pentan bisz-
((trifluorometil)szulfonil)imid fazisosszetételii SLB-IL111 oszlopon (hosszusag: 30 m; belsé
atmérd: 0,25 mm; filmvastagsag: 0,20 um). Az elsé hasznalat elétt az oszlopokat a gyari

ajanlasok szerint kondicionaltuk.

3.2.2 GC-MS elemzés

A zsirsav-metil-észter komponensek elemzésére GC-MS késziiléket (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany) hasznaltunk, amely egy gazkromatografbol (6890N) és egy quadrupole
tomegspektrométerbdl (5975) 4llt. A kromatografias koriilmények a kovetkezdk voltak: hélium
vivogaz aramlasi sebessége: 1,5 ml/perc; befecskendezési mod: splitless; az injektor, az
ionforras és a kvadrup6l tdmeganalizator hdmérseklete 250 °C, 230 °C és 150 °C. Az injektalt
mennyis€g automata mintavevd alkalmazasaval 1 pl. A tomegspektrométert
elektroniitkdztetéses ionizacio (EI) izemmodban, 70 eV ionizacids energia alkalmazasa mellett
hasznaltuk.

A zsirsavak elvélasztasahoz a kovetkezd bedllitasokat talaltuk megfelelonek:



A HP-5MS oszlop esetében az oszlop homérsékletét kezdetben 50 °C-on tartottuk 2 percig,
majd 170 °C-ra emeltiik 10 °C/perc sebességgel, és ezen a hdmérsékleten tartottuk 2 percig,
majd 190 °C-ra emeltiik 4 °C/perc sebességgel, €s ezen a hdmérsékleten tartottuk 5 percig, majd
290 °C-ra emeltiik 5 °C/perc sebességgel, és ezen a hdmérsékleten tartottuk 2 percig, majd 320
°C-ra emeltiik 20 °C/perc sebességgel, €s a végsé homérsékleten tartottuk 2 percig. Az atvezeto
kapillaris (transfer line) hdmérsékletét 280 °C-ra allitottuk be.

A DB-225MS oszlop esetében az oszlop homérsékletét kezdetben 50 °C-on tartottuk 2
percig, majd 170 °C-ra emeltiik 10 °C/perc sebességgel, és ezen a hdmérsékleten tartottuk 2
percig, majd 190 °C-ra emeltiik 2,5 °C/perc sebességgel, és ezen a hdmérsékleten tartottuk 5
percig, majd 220 °C-ra emeltiik 5 °C/perc sebességgel és ezen a hdémérsékleten tartottuk 2
percig, majd 230 °C-ra emeltiik 10 °C/perc sebességgel, €s a végsd homérsekleten tartottuk 8
percig. Az atvezetd kapillaris hdmérsékletét 230 °C-ra allitottuk be.

Az SLB-IL111 oszlop esetében az oszlop hémérsékletét kezdetben 40 °C-on tartottuk 4
percig, majd 220 °C-ra emeltiik 4,5 °C/perc sebességgel, ezt kovetden 260 °C-ra emeltiik 20
°C/perc sebességgel, €s a végsd homérs€kleten tartottuk 1 percig. Az atvezetd kapillaris
homérsekletét 260 °C-ra allitottuk be. A zsirsavak azonositasa a keverékekben mutatott relativ

koncentracidjuk, valamint az MS konyvtar segitségével tortént.

3.2.3 Validalasi eljaras

A FAME standard keverékekbdl 6t-6t koncentraciobol allo oldatsorozatot készitettiink n-
hexanban, a GLC-674 esetében 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 és 1 mg/ml, a CRM47791 keverékre
vonatkozdan pedig 0,008; 0,02; 0,04; 0,06 és 0,08 mg/ml koncentraciokban. A kapott
eredményekbdl meghataroztuk a valaszjel linearitasat, a kimutatési és meghatarozasi hatart, a
rendszeralkalmassagot, a napon beliili ¢és napok kozotti ismételhetdséget, valamint a
pontossagot. A kalibracios gorbéket harom (n = 3), azonos koriilmények kozott végrehajtott
parhuzamos mérés eredményeibdl hataroztuk meg. A rendszeralkalmassagot hét (n = 7),
azonos korilmények kozott, egy napon beliil végzett vizsgalatbdl kapott retencios id0 és
koncentracié relativ hiba (RSD) értékeivel fejeztiik ki. A rendszeralkalmassag altalanos
kritériumaként a retencios id6 esetén az RSD < 2%, a koncentraciora vonatkozoéan az RSD <
10% feltételt alkalmaztuk. A napon beliili ismételhetdséget minden minta harom (n=3), azonos
koriilmények kozott, egy napon beliil végzett parhuzamos mérésébdl szamitottuk, a napok
kozotti ismételhetdséget pedig minden minta harom (n = 3) parhuzamos elemzésébdl kaptuk,
amelyet harom egymadst kovetd napon ismételtiink meg (n = 9). A napon beliili és a napok
kozotti ismételhetdség altalanos kritériumaként az RSD < 10% feltételt alkalmaztuk. Az
ismételhetdség atlagértékeit RSD-értékekkel fejeztiik ki. Az atlagos pontossag altalanos
kritériumakeént azt a feltételt vettiik alapul, hogy az RSD-értékek 80 és 120% kozott legyenek.



3.3 A tenyésztési koriilmények hatasanak vizsgalata baktériumok és bakterialis

endotoxinok zsirsavosszetételére gazkromatografias-tomegspektrometrias modszerrel
3.3.1 Felhasznalt anyagok és GC oszlopok

A GC-MS elemzésekhez egy 26 darab, C11-C20 lanchosszisagu, telitett, telitetlen, elagazo
lancq, hidroxi-, és ciklopropan gytr(t tartalmazo zsirsav-metil-észter keveréket (Bacterial Acid
Methyl Ester (BAME) CP Mix) alkalmaztunk. A vasarolt 10 mg/ml koncentraci6ja metil-
kaproatos torzsoldatot n-hexannal tizszeresére higitottuk. A zsirsavak azonositdsdhoz a GLC-
463 referencia standard-et is felhasznaltuk.

Vizsgalatainkhoz a rendkiviil magas polaritasu 1,5-di-(2,3-dimetil-imidazélium)pentan bisz-
((trifluorometil)szulfonil)imid fazisdsszetételit SLB-1L111 oszlopot (hosszusag: 60 m; belsd
atmérd: 0,25 mm; filmvastagsag: 0,20 um) hasznaltuk. Az elsé hasznalat el6tt az oszlopot a
gyari ajanlasok szerint kondicionaltuk.

3.3.2 Felhasznalt baktériumtorzsek és baktériumtenyésztés

A Kkisérletek soran a Pseudomonas aeruginosa PAOl (PSAE PAOQO1), Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 (PSAE ATCC 27853), Pseudomonas putida (P. Putida) és
Pseudomonas aeruginosa polirezisztens (PSAE PR) baktériumokat hasznaltunk. A
baktériumok a Pécsi Tudomanyegyetem Orvosi Mikrobiologia és Immunitastani Intézet sajat
telepgylijteményérol szdrmaznak.

A vizsgalt torzseket Miiller-Hinton agarra és 5%-os birkavér agar taptalajra szélesztettiik,
majd legalabb 1 napig inkubaltuk 25 °C, 37 °C és 42 °C hémérsékleteken. A baktériumtorzsek

zsirsavosszetételét 1, 3 és 5 napos inkubaciot kovetden hataroztuk meg.

3.3.3 Endotoxinok kinyerése

Vizsgalataink soran a 25 °C-on, 37 °C-on és 42 °C-on tenyésztett P. aeruginosa PAO1
baktériumokbol kivont endotoxinokat elemeztiik. A tenyésztést kovetden a baktériumokat 5000
g-vel centrifugaltuk 10 percig 4 °C-on. Az iiledékeket kétszer mostuk 4 °C-on fiziologias
sooldattal (500 ml), és acetonban szaritottuk. Az LPS-eket forr6 fenol-viz extrakcios
modszerrel izolaltuk. A lipopoliszacharidokat dializissel és ultracentrifugalassal tisztitottuk 4

°C-on haromszor 100 000 g-vel négy 6ran keresztiil, majd liofilizaltuk.

3.3.4 Szarmazékképzési eljaras

A baktériumokat és az endotoxinokat elsé 1épésben 1 ml 3,75 M-os NaOH és 50%-0s vizes
metanolos oldatban 100 °C-on 30 percig elszappanositottuk, majd mieldbb szobahdmérsékletre
hitottiik. Ezt kovetéen a szabad zsirsavakat metildlassal metil-észter-szarmazékokka
alakitottuk 2,0 ml 3,25 M-0s HCl-os metanolos oldatban 80 °C-on 10 percig, majd gyorsan

lehttottiik szobahdmérsékletre. A zsirsav-metil-észtereket a vizes fazisbol 1,25 ml hexan és



metil-terc-butil-éter elegyével (L1 v:v) razotermosztitban 10 percig extrahaltuk, a
megsavanyitott also fazist kiontottiik, majd az extraktumot mostuk és semlegesitettiik 3,0 ml
0,3 M-os NaOH-oldattal 5 percig razotermosztatban, végiil centrifugéltuk 2000 x g fordulaton
5 percig. Az igy kapott felsd szerves fazis volt a végsé zsirsav-metil-észter extraktum. A
hidroxi-zsirsavak ionfolyadék-alapu oszlopon valé kimutathatosaga érdekében a kapott
extraktumon az analizis el6tt acetilezést végeztiink. Azaz, a hexanos fazist nitrogénarammal
beparoltuk, majd piridin (100 pl) és ecetsavanhidrid (100 pl) keverékével 100 °C-on 1 6rat
inkubaltuk. A kapott reakcidelegyet nitrogénaram alatt Gjra beparoltuk, majd acetonnal 1

cyoey

3.3.5 GC-MS elemzés

A kromatograf és a detektor mérési koriilményei megegyeznek a 3.2.2 fejezetben leirtakkal.
A megfeleld elvalasztasi modszer megtalalasahoz az ott alkalmazott modszert modositottuk az
alabbiak szerint: kezdetben az oszlop hdmérsékletét 50 °C-ra emeltiik, amelyen 0 percig
tartottuk, majd 4,5 °C/perc sebességgel 220 °C-ra emeltiik, és ezen a hdmérsékleten tartottuk 1
percig, ezt kovetden 50 °C/perc sebességgel 260 °C-ra emeltiik, és ezen a végsd hodmérsékleten
tartottuk 2 percig. A zsirsavak azonositasa a retencios idok, a keverékekben mutatott relativ

koncentracidjuk, valamint az MS konyvtar segitségével tortént.

3.3.6 Validalasi eljaras
Az eljaras menete megegyezik a 3.2.3 fejezetben leirtakkal, azzal a kiilonbséggel, hogy jelen
munkaban a BAME CP Mix standard keveréket hasznaltuk kalibracids oldatként, amelybdl

acetilezés utan egy 6t koncentraciobol allo oldatsorozatot (0,1; 0,25; 0,5; 0,75 és 1 mg/ml

acetonban) készitettiink.

3.3.7 Statisztikai elemzés

Az clemzés menete megegyezik a 3.1.2 fejezetben leirtakkal, azzal a kiilonbséggel, hogy
ebben a munkaban a fliggetlen valtozok a tenyésztési hémérséklet (25; 37; 42 °C), a taptalaj
tipusa (agar, véres agar) €s a tenyésztési id6 (1, 3, 5 nap) voltak, a fiiggd valtozok pedig a
retencios idd, az iddvel korrigalt teriilet és a zsirsavkomponensek cstcs alatti teriiletszazalékai
voltak.



4 Eredmények és értékelésiik

4.1 Imidazolium-alapu ionfolyadékok alkalmazasa fehérjék elvalasztasara

kapillaris zonaelektroforézis modszerrel

Bazikus fehérjék (citokrom c, lizozim, tripszin, mioglobin €s apo-transzferrin) kapillaris
zonaelektroforézis  elvalasztasat  végeztik el  imidazélium-alapu  ionfolyadékok
felhasznalasaval. Az ionfolyadékok elvalasztasra gyakorolt hatdsdnak vizsgdlatira az
elvalasztasokat kiillonb6z6 kisérleti elrendezésekben, bevonat nélkiili és bevonattal ellatott
kapillarisokban végeztiik. A bevonat nélkiili kisérletekben foszfatpuffert (pH 2,2) hasznaltunk,
a kapillarisok belsé falanak modositasahoz [emim][BF4] és [bmim][BF4] ionfolyadékok
fosztatpufter alkalmazasa esetén a vizsgalt fehérjék alapvonal szerinti elvalasztasa nem valdsult
meg. Ezzel szemben, az ionfolyadékkal bevont kapillarisban, de szintén foszfatpuffer
hasznalataval végzett kisérletekben a fehérjék elvalasztasa valamivel jobb felbontast mutatott
és eltérdé migracios sorrend alakult ki. Végiil, az ionfolyadékok puffer komponensként (pH 2,2)
€s bevonatként torténd egyidejii alkalmazasaval a vizsgalt fehérjék hatékony elvalasztasa

valosult meg. Tovabba megtigyelhetd volt a korabbiaktol eltéré migracids sorrend kialakulasa.

Az azonos pH-ju, de eltéré pufferoldatok alkalmazéasaval kapott eredmények tehat azt
mutatjak, hogy a fehérjék felbontdsa nagymértékben megnovekedett az ionfolyadékok
jelenlétében. Az imidazélium-alapti ionfolyadékok alkalmazédsa két szempontbdl jelentett
elonyt. Egyrészt az imidaz6lium kationok jelenléte a kapillaris dinamikus bevonatahoz vezetett,
amely megakadalyozta a bazikus fehérjék adszorpcidjat a kapillaris feliiletén. Masrészt a
fehérjék és az ionfolyadékok kozott kialakuld kiilonbozo tipust kdlcsonhatasok az elvalasztas
mechanizmusadban médosulast idézhettek eld, melynek okan megvaltozott a migracios sorrend,

¢s amellyel az elvalasztanddé komponensek jobb felbontasat eredményezték.

Erdemes megjegyezni, hogy az ionfolyadék-tartalmi pufferoldatok pH-ja az ionfolyadék
koncentracio, valamint a torzsoldat elkészitése soran a hdmérséklet és az elkészitéstol eltelt ido
fliggvényében valtozott, amely hatassal volt a fehérjeelvalasztasokra is. Amikor a frissen
elkészitett ionfolyadék-tartalmu térzsoldatot a megfeleld koncentraciora higitottuk, az igy
kapott pufferrel nem sikeriilt megvaldsitani az elvalasztist. A torzsoldat 10 napos
szobahdmérsékleten torténd tarolasa utani higitasaval viszont hatékony elvalasztasokat értiink
el. Ezek a tapasztalatok a tetrafluoro-borat anion hidrolizisére vezetheték vissza.

Részletesen tanulmédnyoztuk a kiilonféle kisérleti paraméterek, mint a fesziiltség, az
ionfolyadék koncentracioja és tipusa, a pH, valamint a kapillaris hossz hatasat az elvalasztasra.
Az elektroforetikus elvalasztas optimalis koriilményeit a kisérleti paraméterek tobbvaltozos
analizisével (MANOVA) is megvizsgaltuk. Eredményeink azt mutattak, hogy a két ionfolyadék

alkalmazasa esetén nem volt szignifikans kiilonbség, az elvalasztasi idékben (p = 0,874), és a



modszer kidolgozasa soran a 100 mM ionfolyadék koncentraciot, a +18 kV fesziiltséget és az

51 cm kapilldrishosszt talaltuk optimalisnak a fehérjék elvalasztasdhoz.

A dinamikusan bevont kapillarisokban az IL-viz elegyek alkalmazasaval andd iranya EOF
alakult ki, ugyanakkor a bazikus fehérjék migracioja katod iranyt volt, ami azt mutatja, hogy a
fehérjék mobilitasa meghaladta az anod iranyt EOF hatasat.

A napon beliili és a napok kozotti (naprol napra és honaprol honapra) ismétlo kisérletekben
a migracios idok relativ hiba (RSD) értékei 10% alatt alakultak mindkét ionfolyadék esetén.

Modszeriinket sikeresen alkalmaztuk a tojasfehérje €s a human konny fehérjedsszetételének
meghatarozasara, ahol a valés mintak elektroferogramjain a lizozim ¢és ovalbumin
komponensek jo felbontasat tapasztaltuk.

4.2 Az ionfolyadék kolcsonhatas szerepe zsirsav-metil-észterek elvalasztasaban —

tobbszorosen telitetlen geometriai izomerek elvalasztasa GC-MS modszerrel

Harom kiilonboz6é tulajdonsagu gazkromatografias oszlop, az apolaris HP-5MS, a
kozepes/nagy polaritastt DB-225MS és az extrém polaris, ionfolyadék-alapti SLB-IL111 oszlop
hatékonysagat vizsgaltuk meg zsirsav-metil-észterek elvalasztasaiban GC—MS moddszerrel.
Méréseinkhez egy 52 darab, C4-t61 C24-ig terjedé lanchosszusagu zsirsav-metil-észter
komponenseket tartalmazo és egy 4 darab, linolsav-metil-észter komponenseket tartalmazo
standard keveréket hasznaltunk. Kimutattuk, hogy szignifikans kiilonbségek tapasztalhatok a
polisziloxan-alapu €s az ionfolyadék-alapt oszlopok hatékonysagédban. Ugyan az apolaris €s a
kozepes/nagy polaritasti polisziloxan-alapi oszlopok hatékonynak bizonyultak a telitett €s
egyszeresen telitetlen zsirsavak elvalasztasaban, az extrém polaris ionfolyadék-alapti oszlop
mutatta a legkevesebb koeliciot mindkét standard keverék esetében. Az IL-alapi oszlop
kiemelkedGen alkalmas volt tovabba a linolsav-metil-észter geometriai izomerjeinek alapvonal
szerinti clvalasztasara. Az ionfolyadék-alapti allofazis altal biztositott intermolekularis
kolesonhatasok (dipdl-dipdl, hidrogénkdtés, diszperzios kolcsonhatasok) egylittesen novelték a
komponensek retenciojat, kiilondsen a C18:2 régio cisz/transz izomereinek hatékonyabb
elvalasztasat eredményezve. Ez az elsé kozvetlen GC-MS elvalasztasa a cCisz,cisz-9,12;
cisz,transz-9,12; transz,cisz-9,12 és transz,transz-9,12 C18:2 geometriai izomereknek, 30 m

hosszu ionfolyadék-alapu oszlop segitségével.

A kidolgozott moddszereket validaltuk, azaz megvizsgaltuk a valaszjel linearitdsat, a
kimutatasi és mennyiségi meghatarozas hatarat, a rendszeralkalmassagot, a napon beliili és
napok kozotti ismételhetdséget és a pontossagot. A validalasi eredmények mindharom modszer
esetén megfeleltek a rajuk vonatkozé kritériumoknak; ugyanakkor az ionfolyadék-alapu oszlop
adta a legjobb eredményeket. Mindezek megmutatjadk az ionfolyadékok specialis

kolcsonhatasainak nagy elvalaszté erejét még a révid, 25-30 m hosszi oszlopok esetében is.
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4.3 A tenyésztési koriilmények hatasanak vizsgalata baktériumok és bakterialis

endotoxinok zsirsavosszetételére gazkromatografias-tomegspektrometrias modszerrel

A tenyésztési koriilmények zsirsavosszetételre gyakorolt hatasat a P. aeruginosa PAO1
baktérium és lipopoliszacharidjai (LPS), a P. aeruginosa ATCC 27853, a P. aeruginosa
polirezisztens és a P. putida baktériumok esetében GC-MS modszerrel vizsgaltuk meg. A
zsirsavakat metil-észter formaban elemeztiik, és vizsgalatainkhoz, a valtozatos szénatomszamu
és telitettségli zsirsav-metil-észterek elvalasztasara korabban sikeresen alkalmazott,
ionfolyadék-alapt SLB-IL111 oszlopot hasznaltuk. A kidolgozott modszert egy, a
baktériumokban altalanosan eléforduld zsirsav-metil-észtereket tartalmazo standard keverék
felhasznalasaval validaltuk, azaz meghataroztuk a vélaszjel linearitasat, a kimutatasi és
mennyiségi meghatarozasi hatart, a rendszeralkalmassagot, a napon beliili és napok kozotti
ismételhetdséget, valamint a pontossagot. A validalasi eredmények alatdmasztottak az
ionfolyadék-alapii oszlop magas elvalasztasi hatékonysagat bakteridlis eredetli zsirsavak

tekintetében.

A kiilonb6z6 tenyésztési koriilmények hatasat agar és véres agar taptalajon; 25, 37 és 42 °C-
on; valamint a beoltast kovetd 1., 3. €s 5. napon kovettilk nyomon. A tenyésztés optimalis
koriilményei kozott (37 °C, agar taptalaj, egynapos inkubacid) a vizsgalt Pseudomonas
fajokban a legnagyobb aranyban a telitett (SAFA - 60,6%) és az egyszeresen telitetlen zsirsavak
(MUFA - 24,4%) fordultak el6. Kis mértékben kimutathatok voltak tovabba a hidroxi- (9,0%)
¢és a ciklopropan-zsirsavak (8,0%) is. Ezenkiviil legnagyobb aranyban a hosszu szénlancu
zsirsavak (LCFA), mig kis mértékben a kozepes szénlancu zsirsavak (MCFA) voltak jelen az
izolatumokban. A P. aeruginosa antibiotikumokkal szembeni rezisztenciajanak egyik fo
mechanizmusa a kiils6 membran alacsony permeabilitasanak fenntartasa. A telitett zsirsavak
altalanos nagyaranyu el6fordulasa, merev és kevésbé permeabilis membranszerkezetre utal az
optimalis koriilmények esetén, amelyet tovabb erdsit a nagy mennyiségli (90%) LCFA
zsirsavak jelenléte. A P. aeruginosa PAO1 baktérium és lipopoliszacharidjainak eredményeit
Osszehasonlitva els6sorban a zsirsavkomponensek eloszldsaban talaltunk szignifikans
kiilonbségeket. Mig a baktériumban a MUFA, addig az LPS-ekben a hidroxi-zsirsavak

dominaltak.

A baktériumok szdmos olyan mechanizmust képesek kifejleszteni, amelyek lehetové teszik
szamukra, hogy kedvezdtlen koriilmények kozott is taléljenek. Ezek a folyamatok foként a
membran §sszetételének megvaltoztatasan alapulnak. A f8bb zsirsavosztalyok 6sszehasonlitasa
azt mutatta, hogy a 25 °C-r6l 42 °C-ra emelt tenyésztési hémérséklet novekedést
eredményezett a telitett zsirsavak mennyiségében az Osszes vizsgélt izolatum esetén. Ez a
sejtmembran ndvekvd merevségét és csokkend permeabilitasat jelzi, amely megakadalyozhatja
az antibiotikumok/szennyez6 anyagok bejutasat a sejtbe. Ezzel szemben 37 °C-on a cisz-MUFA
zsirsavak aranyanak csokkenése és a ciklopropan-zsirsavak megfeleld cisz-MUFA-

prekurzoraikhoz viszonyitott ardnyanak novekedése volt megfigyelhetd. Ez a két valtozas
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csokkenti a sejtmembranok permeabilitasat, igy megallapithato, hogy a membran
permeabilitasa és fluiditasa 37 °C-on csokkent. A tenyésztési homérséklet valtozasara adott
tovabbi reakcid az egyes zsirsavak megjelenése, vagy éppen eltiinése volt. Tobb elagazo zsirsav
minddssze a hdmérséklet 42 °C-ra vald emelése esetén jelent meg, szamos telitett zsirsav pedig
a homérséklet 37 vagy 42 °C-ra emelésével nem volt kimutathat6 az izolatumokban. Végiil, a
PAO1 LPS-ben kimutathaté hidroxi-zsirsavak koziil a 2-OH és a 3-OH-C12:0 ardnya a
homérséklet emelkedésének hatdsara valtozott. A hidroxi-zsirsavak aranyanak valtozasa
Osszefliggésbe hozhatd a baktériumok antibiotikum-rezisztenciajaban bekovetkezd

valtozasokkal.

Az agar és véres agar taptalajokon kapott zsirsavprofilok 6sszehasonlitdsa soran mindségi
¢s mennyiségi kiilonbségeket is megtfigyeltiink. Annak ellenére, hogy a véres agar egy
tapanyagban dusitott taptalaj, kisérleteinkben az egyik legszembetindbb kiillonbség mégis a
zsirsavak eltiinése volt az agar taptalajhoz képest. Altaldnosan tobbféle zsirsavat
azonositottunk, és sok esetben intenzivebb cstcsokat figyeltink meg az agar taptalaj
alkalmazasaval. Csupan a Cl18:1c esetében észleltiink uj zsirsav képzddését a véres agar
taptalajban, amely a véres agar taptalajbol torténé felvétel kovetkezménye lehetett.

Az inkubacios id6 valtozasa szintén jelentds hatast gyakorolt a zsirsavak eloszlasara mind
agar, mind véres agar taptalaj esetén. Jellemzden a harmadik inkubacids napon gytijtétt mintak
esetén tapasztaltuk a legintenzivebb zsirsavcsticsokat. Az inkubacios id6 1 naprél 5 napra
emelésével, foként a zsirsavprofilok eloszlasi kiilonbségeit figyeltiik meg, azonban néhany
esetben 0j zsirsavak is megjelentek. A 3. és 5. napon megjelentek az izo-clagazo zsirsavak,
amely a membran fluiditasanak novekedését jelzi, és ami megkonnyiti a vegyiiletek bejutasat a
sejtmembranba. A 42 °C ¢és az 5 napos inkubacids id6 olyan szintl eltérést mutatott az idedlis
koriilményektdl, amely a zsirsavak mennyiségének altalanos csokkenését okozta, a hidroxi-
zsirsavak kivételével. A hidroxi-zsirsavak mennyisége ugyanis a napok elérehaladtaval
novekvé tendenciat mutatott agar és a véres agar taptalajon egyarant, melynek oka, hogy a
baktériumokban korlatozott tapanyag esetén hidroxi-zsirsavakat is tartalmazd vegyiiletek
halmozddnak fel. Tovabba az LCFA zsirsavak szazalékos aranyanak jelentds csokkenése is
megfigyelhetd volt az 5. napon 42 °C-on. Agar taptalajon a MUFA zsirsavak aranya csokkent,
a ciklopropan-zsirsavak mennyisége pedig nétt (pl. 25 °C-on az 1. és 3. nap kozott, illetve 37
¢s 42 °C-on a 3. és 5. k6z0Otti napokon), amely tapasztalat megerdsiti, hogy a Gram-negativ
baktériumok a korlatozott tdpanyagokra is reagalhatnak azaltal, hogy a MUFA zsirsavakat

ciklopropan-zsirsavakka alakitjak.

A baktérium kiilsé behatasok altal bekdvetkezd szerkezeti valtozasai révén befolyasolja a
membran permeabilitdsat, valamint az antimikrobidlis szerekkel szembeni ellenallo képességét.
Az SLB-IL111 oszlop ilyen fajta hasznalata a részletes modszerfejlesztéssel és validalasi

eljarassal, korabban nem keriilt leirasra.
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5 Tézisek

1. Imidazélium-alapt ionfolyadékok felhasznalasaval hatékony kapillaris zonaelektroforézis
¢s gazkromatografids modszereket dolgoztunk ki fehérjék és zsirsavak meghatarozasara
kiilonféle bioldgiai mintakban.

2. Eredményeink alatamasztjak, hogy az imidazolium-alapu ionfolyadékok kapillaris
zonaelektroforézisben, valamint gazkromatografidban torténd alkalmazésa biologiai mintak

vizsgalatara jelentdsen javitja az elvalasztasok szelektivitasat.

3. Részletesen bemutattuk az ionfolyadékok hasznalataval elérhetd hatékonysagnovelés

hatterében all6 folyamatokat az egyes analitikai eljarasok esetén.

4. A validalasi eredmények megerdsitik, hogy valamennyi kidolgozott modszer pontos, hiteles
¢és alkalmas a vizsgalt anyagok analizisére.

5. Bazikus fehérjék kivalo elvalasztasat értiik el - a nem bevonatos kapillarisban végzett
kisérletekhez képest - [bmim][BF4] és [emim][BF4] ionfolyadékok alkalmazasaval puffer
komponensként ¢és a kapillarisok bels6 feliiletének modositasara  kapillaris
zonaelektroforézisben. Bemutattuk, hogy az ionfolyadékok hasznalataval végzett
fehérjeelvalasztasok nagy biztonsaggal megismételhetok. Kisérleteinkben kimutattuk, hogy
az ionfolyadék oldatok elkészitési folyamata hat az oldat pH-jara és ezaltal a fehérjék
clvalasztasara, amely Osszefliggést nem vizsgaltak korabban. A Kidolgozott moédszert
sikeresen alkalmaztuk val6s bioldgiai mintak, mint tojasfehérje- és human konnymintak

fehérjéinek elemzésére.

6. Az ionfolyadékok hasznalata kapillaris elektroforézis modszer esetében tobb eldnyt is kinal.
Puffer komponensként alkalmazva ¢és a kapillaris dinamikus bevonata altal
megakadalyozhatjdk a komponensek kitapadasat a kapillaris belsé feliiletére, az
ionfolyadékokkal kialakuld kolcsonhatasok pedig ndvelhetik az elektroforetikus

elvalasztasok hatékonysagat.

7. Megallapitottuk, hogy a rendkiviil polaris ionfolyadék-alapt SLB-IL111 oszlop kivételes
hatékonysagot nyujt a cisz/transz izomerek elvalasztasaban, legfoképp a linolsav-metil-
észter négy geometriai izomerje esetében, amely az elsd kdzvetlen GC—MS elvalasztasa a
cisz,cisz-9,12; cisz,transz-9,12; transz,cisz-9,12 és transz,itransz-9,12 C18:2 geometriai
izomereknek az ionfolyadék-alapu oszlop hasznalataval.

8. Az ionfolyadék allofazis altal biztositott intermolekularis kdlesonhatasok (hidrogénkotés,
dipdl-dipdl, diszperzios kolcsonhatasok) sokfélesége lehetévé tette a valtozatos
szénatomszamu ¢és telitettségli zsirsavak sikeres elvéalasztasat, valamint mindségi és

mennyiségi meghatarozasat bioldgiai matrixokbol, mint példaul baktérium izolatumokbdl.
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Megallapitottuk, hogy a tenyésztési koriilményekben (tenyésztési hdmérséklet, taptalaj,
inkubacios id6) bekovetkezo eltérések a Pseudomonas nemzetségbe tartozo baktériumok és
lipopoliszacharidjai zsirsavosszetételének megvaltozasat okozzak, azaz -eloszlasbeli
kiilonbségeket, vagy éppen 1) zsirsavak megjelenését, akar eltiinését eredményezhetik. Az
SLB-IL111 oszlop ilyen fajta hasznalata korabban nem kertilt leirasra.
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6 Koszonetnyilvanitas

A doktori képzés egy kihivasokat, azonban hatalmas lehetségeket is tartogatd utazas, amely
nem johetne létre tamogatd kornyezet nélkiil. Ez(ton szeretnék koszonetet mondani

mindazoknak, akik valamilyen formaban segitették munkamat a képzés soran.

Szeretném halamat kifejezni témavezetéimnek, Dr. Makszin Lillinak és Fenyvesiné Dr.
Pager Csillanak, hogy kezdett6l fogva segitettek és tamogattak az dtletek megfogalmazasaban,
a kisérletek végrehajtasaban és az eredmények elemzésében, publikalasaban. Tamogatasuk

nélkiil nem sikeriilhetett volna elérnem eredményeimet.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Kilar Ferenc volt munkahelyi vezetémnek, hogy a PTE AOK
Bionalitikai Intézetben végezhettem doktori kutatasaimat. Koszonom bdlcs iranymutatasait és

szakmai segitségét a hosszu évek folyaman.

Ko6szondm tovabbd munkatarsaimnak, Dr. Bufa Anitanak, Marosvolgyi Tamasnak ¢és
Madaraszné Horvath Ibolyanak a k6z6s munkat és szakmai segitséget. Egytlittmikodéstik és
tamogatasuk mélyen hozzajarult kutatasi eredményeimhez. K6szondm Dr. Kocsis Bélanak a
mikrobioldgiai mintak elokészitésében nyujtott segitségét, a mindig batoritd és kedves szavait.
Koszonet illeti a PTE AOK Bioanalitikai Intézet és PTE AOK Orvosi Mikrobiologia és
Immunitastani Intézet valamennyi munkatdrsat a munkdmhoz nyujtott segitségiikért ¢és

tamogatasukért.
Elismeréssel tolt el, hogy doktori kutatdsi témam érdemesnek bizonyult a Richter Gedeon
Talentum Alapitvany 6sztondijara, igy kiilon koszonettel tartozom az Alapitvanynak az évek

soran biztositott anyagi tdmogatasért.

Nem tudom eléggé kifejezni halamat a csaladom és barataim felé. K6szoném, hogy mindig

mellettem alltak €s batorito szavaikkal erét adtak még a legnehezebb napokon is.
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