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. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACN - acetonitril

AcOH - ecetsav

BGE - hattérelektrolit oldat

CE - kapillaris elektroforézis

CEC - kapillaris elektrokromatografia
CE-MS - kapillaris elektroforézis — tomegspektrometria kapcsolasa
CGE - kapillaris gélelektroforézis

CID - itkozés indukalt disszociacid

CIEF - kapillaris izoelektromos fékuszalas
CL - kemilumineszcencia

CTAB - cetiltrimetil-ammadnium-bromid
CZE - kapillaris zéna elektroforézis

DCM - dikldr-metan

DNS - dezoxi-ribo-nukleinsav

E. coli - Escherichia coli

EC - elektrokémiai detektalds

ECL/EC - elektrokemilumineszcencia/elektrokémiai detektalas
EOF - elektroozmotikus aramlas

ESI - elektrospray ionizacios interfész

FL - fluoreszcencia

GC - gazkromatografia

HPLC - nagyhatékonysagu folyadékkromatografia
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HPLC-MS - nagyhatékonysagu folyadékkromatografia - tomegspektrometria kapcsolasa
IC - ionkromatografia

ICR - ionciklotron rezonancia

ITP - izotachoforézis

LC-MS - folyadékkromatografia — tomegspektrometria kapcsolasa

Lipid A - egy heterogén csoportja a bakterialis kiils6 membran foszfo-glikolipidjeinek
LIT - linedris ioncsapda

LOS - lipooligoszacharid makromolekula

LPS - lipopoliszacharid makromolekula

MALDI - matrix segitett l1ézer deszorpcids ionizacid

MEKC - micellaris elektrokinetikus kapillaris kromatografia

MeOH - metanol

MS - tomegspektrometria

MS/MS - tandem témegspektrometria

MS" - tandem tomegspektrometria (n szamu)

NACE - nemvizes kapillaris elektroforézis

NACE-MS - nemvizes kapillaris elektroforézis — tomegspektrometria kapcsolasa
NaOH - natrium-hidroxid

PAA - poliakrilamid

PEO - polietilén-oxid

PVA - polivinil-alkohol

QIT - kvadrupdl ioncsapda

QqQ - triple kvadrupdl



QTOF - kvadrupdl reptilési id6 analizator

QTOF-MS - kvadrupdl repiilési id6 analizator — tomegspektrometria kapcsolasa
SDS - natrium-dodecil-szulfat

TEA - trietil-amin

TLC - vékonyréteg kromatografia

UV - ultraibolya

UV-DAD - ultraibolya diéda soros detektor

UVPD-CID - ultraibolya fotodisszocidciés fragmentacio



II. BEVEZETES

A kapillaris elektroforézis (CE) egy modern, sokoldalu analitikai technika, amelyet
pozitivan toltott, negativan toltott és toltés nélkili vegyiletek elvalasztasadra hasznalnak,
akar ugyanabban a mérésben is. Bar a modszert el6szor Tiselius hasznalta 1937-ben, a
CE alapjait Hjertén fektette le 1967-ben, aki el6sz6r mutatta be a kiilonb6z6 vegyliletek
elvdlasztdsdnak (elméletét, el6nyeit és hatranyait) lehetéségét olyan forgdcsévek
segitségével, amelyek belsé atmérdje 3 mm volt szabad zéna elektroforézisben. [1] Az
évek sordn kiilonb6z6 CE mddokat fejlesztettek ki és tanulmdnyoztak, nevezetesen a
kapillaris zéna elektroforézist (CZE), a kapillaris gélelektroforézist (CGE), a micelldris
elektrokinetikus kapillaris kromatografiat (MEKC), az izotachoforézist (ITP), a kapillaris
izoelektromos fékuszalast (CIEF) és a kapillaris elektrokromatografiat (CEC). [2] A CE
mara egy altaldnosan hasznalt elvalasztasi technikdva valt, mivel nagyon kis mennyiség
mintat igényel (1-10 nL), kdnnyen automatizalhaté és alkalmazhatd, rovid elemzési

id6vel rendelkezik és rendkiviul sokoldalu.

A CE sordn tobbféle detektaldsi stratégia alkalmazhatd. Kordbban leginkabb UV vagy
fluoreszcens detektorokat hasznaltak, melyekhez szikséges a kapillaris kils6
bevonatdnak eltavolitasa. Mds készilékeket vezetGképesség és amperometrikus
detektorokkal szereltek fel. Manapsag a tomegspektrometria (MS) egyre gyakrabban
hasznalt detektalasi méd a CE-ben. A CE és az MS kapcsolasa igen hatékony analitikai
eszkdzt eredményez, mivel kombinalja a kiemelked6 detektdlasi érzékenységet, a
szerkezeti informacidk nyujtasdnak képességét és a CE magas elvalasztasi
hatékonysagat. igy a CE-MS mind a detektalast, mind az ismeretlen minta szerkezetének

meghatdrozasat kinalja.

A kapillaris elektroforézis képes elkeriilni a szerves olddszerek hasznalatat az
elvdlasztdsok sordn. A nemvizes kapillaris elektroforézis (NACE) a kbrnyezeti és toxicitasi
aggalyok mellett akkor keriil széba, ha az adott vizsgalandd vegyilet nem oldédik
kozonséges vizes oldbszerekben, pufferben és felliletaktiv anyagokban, példaul hidroféb
ionos vegylleteknél. Emellett a legtobb szerves olddszer kdnnyebben parolog és
alacsonyabb fellleti feszlltséggel rendelkezik, mint a viz, ami a NACE-t alkalmasabba

teszi az MS-hez vald kapcsoldshoz. Ennek eredményeként a NACE-MS kapcsolas nagyon



hatékony és sokoldalt, mivel ez az analitikai technika szdmos elénnyel rendelkezik:
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gyors, nagy hatékonysagu, alacsony mintafelhasznalasu és magas szelektivitasu. [3-5]
Az értekezésben bemutatasra kerl6 kifejlesztett mdédszerek hozzajarulnak:

- hat féle szerves sav kimutatdsahoz bormintakbdl és ezaltal borok mingségi
ellenérzéséhez, eredetvizsgalatdhoz;

- tomegspektrometridas kapcsolat kialakitasahoz szekvencidlis injektaldsi
protokollal megvaldsitott kapillaris izoelektromos fdkuszalds soran, Uj
lehet&ségeket nyitva fehérjék elvalasztasahoz;

- lipid A molekuldk szerkezeti vizsgdlatahoz, foszforilacids és acilaciés profiljaik
meghatdrozashoz, ezaltal a bakteridlis fert6zések és kivaltott immunvalaszaik

pontosabb megértéséhez.



1. IRODALMI ATTEKINTES

A kutatas és az eredmények konnyebb megértése érdekében egy rovid irodalmi
attekintésre keril sor. EI6sz6r a CE-MS kapcsolds lehet6ségei, majd a bioldgiailag fontos
mintak, példaul szerves savak, fehérjék és lipid A molekuldk elvalasztdsi stratégidi
kerllnek bemutatasra. Végil a CE-t haszndld vizes és nemvizes rendszerekben végzett

elvalasztasok kertlnek részletezésre.

1. Kapillaris elektroforézis és tomegspektrometria kapcsolasi
lehet6ségei

A kapillaris elektroforézis és a tomegspektrometria O0sszekapcsoldsa egy hatékony
analitikai eszkozt eredményez az élettudomanyokban, példdul a proteomikdban,
metabolomikadban, glikomikdban és gydgyszer analizisben, mivel a CE elvalasztasi
hatékonysaga kombindldédik a MS detektdlasi érzékenységével és a szerkezeti
informacidk nydjtasanak képességével. A CE-MS kapcsolat leggyakrabban elektrospray
ionizacios (ESI) interfész hasznalataval torténik. Az elsé tudomanyos kodzlés ota tobbféle
tipusu CE-MS interfész kerllt bemutatasra. Azonban nem egyszer( a CE-t az MS-el
kapcsolni, mert a két eszk6z kozott zart elektromos dramkort kell [étrehozni. Emellett a
kapillaris kimenetének, amely az MS forrashoz csatlakozik, haromelektrédas rendszert
kell képeznie (CE bemenet, CE kimenet/ESI-kibocsatd, MS bemenet). Rdadasul az MS
érzékeléshez nagyon stabil ionizacids folyamatot kell biztositani. A tervezés alapjan
harom f6 kategdridba sorolhatjuk a CE-MS kapcsoldsi stratégidkat: koaxialis
kopenyfolyadék aramu, képenyfolyadék nélkili és folyadékcsatlakozasi interfészek. A
mintak kozvetlen ionizdlasdhoz ambiens nyomdson, egy Uj deszorpcids ionizacids

modszert irtak le. [6]

2. Elvalasztasi stratégiak bioldgiai mintakhoz

Ebben a szakaszban az analitikai stratégiak keriilnek attekintésre, amelyek a dolgozathoz

kapcsolddd mintdk elvalasztasahoz voltak sziikségesek.



i.  Szerves savak bormintakban

Manapsdg egyre novekvé érdekl6dés mutatkozik a természetes antioxidans,
antimikrobialis és gyulladdscsokkent6 tulajdonsagokkal rendelkez6 vegyliletek irant. A
bor szdmos vegylletet tartalmaz, mint példaul szénhidratokat, szerves savakat,
polifenolokat, fehérjéket, alkoholokat, asvanyi anyagokat és egyéb Osszetevbket, egy
nagyon Osszetett keveréket eredményezve. A borokban taldlhaté szerves savakat

antioxidans jellegiik kovetkeztében sziikségszer( vizsgalni. [7, 8]

A szerves savak fontos vegyiiletek, amelyek befolydsoljak a sz616 és a bor stabilitdsat,
izét, aromajat és szinét. A sz6l6kben taldlhato szerves savak tobb mint 90%-a almasavbol
és bork&savbol szarmazik, amelyek éleszt6k és mikroorganizmusok anyagcseréjének
eredményeként keletkeznek az erjedési folyamat soran. Ezek a vegyliletek er6s savak,
és alacsony molekulatomeglek (<192,1 g/mol, <5,03 pKa), hozzdjarulnak a borok pH-
jahoz, kémiai és mikrobioldgiai stabilitdsahoz, igy felel6sek a bor érzékszervi és esztétikai
jellegéért. [9, 10] A sz616k savtartalma 8 és 13 g/L k6z6tt mozog, és nagymértékben fligg
a szO6l6fajtatdl és az év sordn uralkodd éghajlati viszonyoktdl. A borban lév6 savak

koncentracidja 5,5 és 8,5 g/L kozotti. [11]

1. Tablazat A szerves savak jellemz&i a PubChem adatbazis alapjan [8]

Szerves savak és Moldris tomeg Slrlség Olvadaspont Disszocidcios allandd
kémiai képleteik [g/mol] [g/cm?] [°C] [pKa]
Oxalsav (COOH), 90.03 1.90 189.50 4.40
Bork&sav CsHeOs 150.09 1.70 168.00 3.07
Hangyasav HCOOH 46.03 1.22 8.30 3.75
Almasav C4HsOs 134.09 1.60 127 -132 3.51;5.03
Ecetsav CH3;COOH 60.05 1.04 16.60 4.76
Citromsav CgHsO- 192.10 1.54 153.00 2.79
Borostyankésav C4HeO4 118.10 1.57 188.00 4.21
Fumdrsav C4Hs04 116.07 1.64 287.00 4.54
Tejsav C3HeOs 90.08 1.20 16.80 3.86

A sz6l6ben megtaldlhatd f6 savak: az oxdlsav, a borkdsav, a tejsav, a fumarsav, az
almasav és a citromsav, mig a borban a tejsav, a borostyankd&sav és az ecetsav képzdédik

az alkoholos erjedés soran. [12] Ezeknek a savaknak a jellemz6i megtalalhatok az 1.
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tablazatban. A sz6l6kben és a borokban bork&sav taldlhaté legnagyobb mennyiségben,
amely jelent6sen befolydsolja a borok teljes savassdgdt. A nem érett sz6l6ben a
koncentracio akar 15 g/L is lehet, mig a napsttéses érak szamatol fuggben a mustban 2-
6 g/L. Ez az érték az erjedés soran lecsokken a tartarat kristalyok kicsapdddsa miatt. Az
almasav jelenléte érdes izt ad a borhoz. Tartalma csdkken az almasav-bonté erjedés
soran, mivel tejsavva alakul, ami ,borpuhitast” (a bor aroma tartalma emelkedik,
lagyabb és testesebb iz létrejotte) eredményez és gylimolcsds izt szabadit fel. A
citromsav gatolja az éleszt6k novekedését, és részt vesz a biokémiai és anyagcsere-
folyamatokban (pl. Krebs-ciklus). [13] A bor készitése soran ez a komponens
hozzdadhatd a borhoz azért, hogy szabdlyozza a savassagot, de koncentracidja nem
haladhatja meg az 1 g/L-t. A szukcininsav kesernyés jegyeket ad a borhoz, és az alkoholos
erjedés soran keletkezik. A shikiminsav alacsony koncentracidban (10-150 mg/L) jelen
van a mustban majd atkerll a borba a macerdcié és erjedés folyamatai soran. A
shikiminsav-tartalom alapjan meghatarozhatd a sz6l6 eredete. [14] A szukcininsav, az
ecetsav, a citromsav, a tejsav, az almasav és a glutaminsav mdasodlagos tamogatéként
szerepel a vas felszivéddsaban. Antibakteridlis aktivitast tulajdonitottak a
szukcininsavnak, az almasavnak, a tejsavnak, a bork&savnak, a citromsavaknak és az

ecetsavnak. [15]

Mivel a szerves savak fontosak a bor stabilitdsa szempontjabdl, koncentracidjukat
nyomon kell kdvetni az egész boraszati folyamat soran, kezdve a sz616 levétdl, folytatva
az alkoholos erjedésen at, egészen a bor stabilizalasaig. A savtartalom analizise
hasznalhaté példaul az eredetiség meghatarozdsara vagy a minGségellenbrzési
folyamatban a tarolas vagy az érlelés miatti romlas jeleként, mivel a szerv+624es savak
osztdlyai és tartalma jellemzd izt adnak a borhoz. Az italokban, igy a borokban taldlhato
szerves savak mennyiségi meghatdrozasa igen fontos az ipari és a kutatdsi szektorban is.
[8] A szerves savtartalom ellen6rzése bormintdkban nemcsak élelmiszer
minGségellendrzési szempontbdl fontos, hanem az emberi egészségre gyakorolt

jotékony hatasaik miatt is. [16]

A szerves savak meghatdarozdasa altalaban kromatografias technikakkal torténik, példaul

nagyhatékonysagu folyadékkromatografidval (HPLC) [17-19], gazkromatografiaval (GC)
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[20, 21] vagy ionkromatografidval (IC). [22, 23] Ezek a technikdk lehet6vé teszik a

metabolitok elvalasztasat, detektaldsat, jellemzését és mennyiségi meghatarozdasat.

A fentebb emlitett technikdk korlatai miatt el6térbe kerilt szerves savak
meghatdrozasdra sz6l6ben és borokban a kapillaris elektroforézis alkalmazasa, mivel
rovid analizisidével, hatékony felbontassal, automatizalva vizsgalhatdk kevés vegyi
anyag és minta felhasznaldsaval. [9-12, 24-26] A CE sokoldalu eszkdz az olyan bonyolult
mintak, mint példdul a bor analiziséhez, mivel lehet6vé teszi azon toltott és polaris
vegylletek elvdlasztasat és azonositasat, amelyeket nem lehet szétvalasztani HPLC
maodszerekkel vagy GC-vel. Ezen kiviil lehet6séget kindl a kiilonb6z6 jellegli, akar
hdinstabil mintak egyidejl analizisére egyetlen futtatasban, bonyolult mintael6készités

nélkal. [22]

Altalanosan elmondhaté, hogy a kapillaris elektroforézis modszerei hasznos technikak
az alacsony molekulatomegl szerves savak analiziséhez. [27, 28] A legutdbbi jelent8s
attekintések, amelyek a kapillaris elektromigraciés mddszerek alkalmazasanak
el6rehaladasaira  Osszpontositanak az élelmiszeranalizisben, 0Osszefoglalnak a
borkészités soran néhany fontosabb aspektust. [29-32] Ezek az attekintések széles
korlien mutatjak be az élelmiszerrel kapcsolatos, kiilonb6zé kémiai tulajdonsagokkal
rendelkez6 molekuldkra vonatkozé CE analiziseket (aminosavak, biogén aminok,
szénhidratok, kiralis vegylletek, szennyez6 anyagok, DNS-ek, élelmiszer-adalékanyagok,
heterociklusos aminok, lipidek, peptidek, novényvédé szerek, fenolok, pigmentek,
polifenolok, fehérjék, maradvanyok, toxinok, vitaminok, kis szerves és szervetlen

vegylletek, valamint egyéb kisebb vegyiiletek).

Az elvdlasztasi hatékonysag javitasa érdekében a kapillaris hosszusagot, a puffer
ioner6sségét, pH-jat és viszkozitasat sziikséges bedllitani. A kapillaris elektroforézis
tomegspektrometriaval vald kapcsoldsa [33], vagy kilondsen egy kvadrupdl repiilési id6
tomegspektrométerhez (QTOF-MS) kapcsoldsa hatékonyan noveli az érzékenységet,
magas tomegpontossagot és felbontast biztositva nagy mintamérési sebesség mellett.
Az utdbbi technika alkalmazdasara a borok elemzésében ezidaig nem allt rendelkezésre

irodalmi kézlemény.
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ii. Fehérje molekulak CE vizsgalata

Manapsdg novekvé érdekl6dés tapasztalhatd a tomegspektrometridan alapuld
modszerek irant a proteomikai kutatasokban. A CE-MS hatékonyan hasznalhaté
proteomikai vizsgalatokra. [4] Ebben a szakaszban a CE mddszerek lehet&ségei, korlatai
és kihivasai kerllnek megvitatasra szintetikus és biolégiai mintakbdl torténd fehérjék és

peptidek vizsgalata soran.

A proteomikai kozosség figyelemmel kdveti a CE-MS platformok legljabb el6relépéseit,
mint példaul hatékony és gyors elvalasztdsok, alacsony minta- és oldészerfogyasztassal,
amelyek vonzé eredményeket mutatnak. igy a CE-MS alternativava valhat az LC-MS-hez

képest. [34, 35]

A CE elvdlasztasok vizes pufferekben végrehajthatéok, a fehérje komplexek
elvalaszthatdok az eredeti szerkezetikben, igy megérizve a fehérjéken belili nem-
kovalens kolcsonhatasokat és a fehérjeegységek kozotti kdlcsonhatdsokat, még az MS-

detektalas elott.

Szamos CE-alapu technikat publikaltak mar fehérjék és peptidek analizisére, azonban
leggyakrabban a CZE-t haszndljdk. [34] CZE soran a mintdak eltér6 sebességgel

vandorolnak a kapillarisban a téltés/méret arany szerint.

A proteomikaban egy masik gyakori CE elvdlasztasi technika a CIEF, amely magas
felbontasu elvalasztasokat kinal. [36] A CIEF soran az elvdlasztas a mintak izoelektromos
pontja alapjan torténik. A CIEF offline és online kapcsoldsa az MS-sel Hiihner és

munkatdrsai altal 2015-ben attekintésre kerilt. [37]

Egy hagyomdnyos CIEF rendszerben a mintat egy amfolit oldattal keverik 6ssze, miel6tt
beinjektalndk a kapillarisba. [38] A feszlltségkiilonbség altal Iétrehozott pH-gradiens
miatt, a minta molekuldi elkezdenek vandorolni a kapillarisban, amig el nem érik az
izoelektromos pontjaiknak megfelel6 pH-értéket. A CIEF MS-sel valé dsszekapcsoldsakor
a katolitot az ESI interfész segitségével juttatjak be az MS-be, ami magas hattérzajt
eredményez, és nem kompatibilis a kopeny nélkiili interfésszel, igy ez a modszer nagyon

korlatozottan hasznalhaté.
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Kilar és munkatadrsai kifejlesztettek egy szekvencialis injektaldsi protokollt, amelyben az
amfolitokat és a minta komponenseit kilon-kilon injektaljak be. [39] A szekvencidlis
beinjektalasi protokoll, mas elényok mellett, lehetévé teszi olyan amfoter vegyiletek
elvalasztdsat, amelyek p/-értékei nem esnek a mérés soran alkalmazott amfolitok pH-
tartomanyaba. Pdger és munkatdrsai sikeresen demonstraltdk a CIEF MS-sel valé
kapcsolasat az amfoter festékek és az amfolitok egymas utdni injektalasa utan (amfolit-
minta-amfolit sorrendben) és megmutattdk, hogy a szétvdlasztas elérhets egyetlen
amfolit-zéna alkalmazdsaval is (a minta zénaja el6tt vagy utan). [40] Szamitogépes
szimulaciokat végeztek annak érdekében, hogy megvizsgaljdk a kilénb6z6 minta
injektaldsi stratégidk hatasat a CIEF-ben [41], tanulmanyozva a minta komponenseinek

viselkedését az amfolitok pH gradiensén kivil esé pl-értékekkel. [42]

A fehérjék, kiilonosen a pozitiv toltésl fehérjék hajlamosak megkotédni a fedetlen,
negativ toltésu szilika kapillaris felliletén, ami jelent6s problémadkat okoz, mint példaul
az elektroozmotikus dramlas (EOF) megvaltozasa, csucs szélesedés, elvalasztasi
hatékonysag csokkenése és csucs aszimmetria. Szamos megkdzelités keriilt leirasra az
ilyen nemkivanatos fehérje-kapillaris fal kolcsonhatasok minimalizaldasara. Az
elektroozmotikus aramlas (EOF) a toltéssel rendelkezé felilet (uncoated — nem

bevonatos — kapillaris) mentén, elektromos tér hatasara kialakuld folyadékaramlds. [43]

Egyik ilyen megkozelités az extrém pH hasznalata [44] vagy magas ionerdsség [45], de
ezek sok mintamolekula esetében nem megfelel6ek, gyenge hatékonysagot és hosszu

analizisid6t eredményezve. [46]

Egy masik megkozelités a kapillaris bevonatok haszndlata, amelyek csokkenthetik a
fehérje adszorpcidt, és lehet6vé teszik az EOF finomhangolasat a szelektivitas javitasa
érdekében. [47] A leggyakrabban a kapillarisfal médositasa torténik [48-57], amelyet
féként a kovetkezGként lehet kategorizalni: kovalensen kotott polimer bevonatok [52],
fizikailag adszorbealt polimer bevonatok (statikus és dinamikus) [53-57] és kis

molekulatomeg( adalékok.

A dinamikus bevonatok haszndlata esetén a hattérelektrolitban oldhaté anyagok

konnyen hozzdadhatdk a futdpufferhez annak érdekében, hogy befedjék a kapillaris

falat a szétvalasztas soran [58] és a fellileti koncentracidjukat ugy allitjdk be, hogy
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megdrzik az egyensulyt a folyadék és a szilard fellleti fazisok kozott. A leggyakrabban
hasznalt anyagok vagy kis ionok, mint példdul aminok vagy oligoaminok, anionos és
kationos felliletaktiv anyagok (natrium-dodecil-szulfat - SDS, cetiltrimeitil-ammadnium-
bromid - CTAB, stb.), vagy semleges hidrofil polimerek, mint példaul a polietilén-oxid
(PEO), polivinil-alkohol (PVA), cellulézok, dextranok és ion folyadékok. [48, 58-60] A
dinamikus bevonatok gazdasagosak, konnyen el6készithet6k és hatékonyan lefedik a
szilanol csoportokat a szilika kapillaris belsé fellletén. [46] Ezeknek az egyensulyon
alapuldé bevonatoknak folyamatosan regeneralédniuk kell a kapillaris falon adszorbealt
réteg frissitésével. [61] Ha szilikséges, a bevonat eltavolitdsa is konnyl, mivel
reverzibilisen adszorbealédnak a kapillaris feltletére. [59] Sajnos a dinamikus bevonatok
zavarhatjdk a szétvalasztdsi és/vagy detektdlasi rendszereket, kilondsen a
tomegspektrometriat. Ha a bevonat belép az MS-be, akkor a minta jelcsokkenését

és/vagy az ionforrds és az ionoptika szennyez6dését okozhatja. [62]

Az dllandé bevonatok az Giveg kapillaris belsé fellletéhez vagy fizikai adszorpcidval, vagy

kovalens kotéssel, irreverzibilisen kapcsolédnak. [63] A fizikailag adszorbedlt allandé
bevonatok elényei a kovetkezék: (i) egyszerliség a bevonat kialakitasaban; (ii) konnyd
bevonatregeneralasi lehetdség; és (iii) minimalis fliggés a fellilet kémiai tulajdonsagaitdl.
[48, 51] A bevonatok elektrosztatikus, hidroféb kdlcsonhatasok vagy hidrogénkotések
segitségével adszorbedldodnak a szilika fellletére. [64] A dinamikus bevonatokkal
ellentétben az dllandd fizikai bevonatok nem igényelnek stabilizdld anyagokat a

hattérelektrolitban a fellleti lefedettség fenntartasahoz.

A kovalens (kémiai) kapillaris bevonatok altaldban magukban foglaljak a szilika kapillaris

falan 1évé fellleti szilanol csoportok mddositasat. A kovalens bevonatok hosszu tavu

stabilitast biztositanak és kompatibilisek a témegspektrometrids detektalassal. [62]

iii. Lipid A
A lipopoliszacharid- és lipooligoszacharid-tipusi makromolekuldk (LPS/LOS) - mas néven
endotoxinok - jellemzd Osszetev8i a Gram-negativ sejtfal kiils6 membranjanak. Ezek a
sejtfelilet 75%-at fedik le. A szerkezeti egységek alapjan kilénbozé kemotipusok

kilonboztethet6ek meg: S-, SR- és R-kemotipus. Az S-tipusd LPS molekuldk Gram-

negativ baktériumokbodl szarmaznak és harom kiilonb6z6 kovalensen kapcsolt régiora
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oszthatok, amelyeket az 1. abran lathatunk: 1) az O-poliszacharid lanc, 2) a mag
oligoszacharid, amely kiilsé és belsé magra oszthatd, és 3) a hidroféb foszfo-glikolipid,

mas néven lipid A régid. [65]

e @S
G

O-specifikus lanc Mag régio Lipid A

1. Abra LPS molekula szerkezete [65] Réviditések: GlcN - D-gliikozamin; Hep - L-glicero-D-
manno-heptdz; Kdo - 2-keto-3-deoxi-oktulozonsav; P - foszfat. [65]

A Lipid A egy heterogén csoportja a bakterialis kiils6 membran foszfo-glikolipidjeinek,
amelyek fontos szerepet jatszanak a Gram-negativ szepszis patogenezisében. Intenziv
heterogenitas jelenik meg a Lipid A torzsei kozott, amely lehet, bizonyos csoportok
szdma és pozicidja, mas szubsztituensek jelenléte vagy a zsirsavak szamanak,

pozicidjanak és tipusanak kilonbsége miatt.

Altaldban a vazban két 2-amino-2-deoxi-D-gliikdpiranéz diszacharid taldlhatd, néhany
esetben megfigyeltek egy 2,3-diamino-2,3-dideoxi-D-gliikdpirandz diszacharidot is. [66,
67] Egy foszforsav csoport is kapcsolédik a vazhoz, amely tovabbi szubsztituensekkel
modosithatd, mint példaul foszforsav, foszfoetanolamin, etanolamin, gliikdzamin,
galaktozamin, aminoarabindz, stb. A C2/C2' poziciékhoz amidkotésd zsirsavak, a C3/C3'
poziciékhoz észterkotésl zsirsavak kapcsoldodnak, amelyek legtobb esetben B-
hidroxizsirsavak. Tovabbi észterkotésd zsirsav-szubsztitensek, masodlagos zsirsavak is
jelen lehetnek ezeken az els6dleges B-hidroxizsirsavakon. A természetes el6forduldsu
lipid A valtozatok kiilénb6z6 kombinaciokat képezhetnek a kdzponti diglikézamin

vazhoz kapcsolddd foszforilaciobdl és acilacidbol.
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Az Escherichia coli altal termelt kanonikus lipid A, amelyet a 2. abran lathatunk, egy C1-
/C4'-biszfoszforildlt B(1->6) kotésl d-glikdézamin diszacharid, amelyen négy 3-
hidroximirisztoil csoport taldlhaté a C2 és C2', valamint a C3 és C3' poziciokban amid-
vagy észter-kotések révén, amelyek koziil kett6 (a C2' és C3' pozicidkban) tovabbi lauril-
és mirisztinsavval észterezett. [68, 69] Az ilyen lipid A szerkezet hat acil-lanccal (12-14
szénatom hosszusagu) és két foszfat csoporttal rendelkezé jelatviteli Utja optimalis a

lipopoliszacharid receptor teljes aktivalasahoz. [70]

Az endotoxinok lipid A régidja Iényeges szerepet jatszik a gazda immunrendszer
megfelel6 mikodésében. [71] Amikor az LPS molekuldk szabadulnak fel a Gram-negativ
baktériumokbdl, a lipid A régié kolcsonhatdsba |ép a Toll-like receptorokkal az
immunsejtek felszinén. [72] Ez a folyamat megel6z6 mechanizmus a fert6zések
megszlintetésére és a rdkos sejtek szaporoddsdanak megel6zésére. Azonban a
szepszisben, a Gram-negativ fert6zés miatt, az endotoxinok magasabb
koncentracidjanak jelenléte a véraramban tulzott, szabalyozatlan immunvaélaszokhoz,

szepszis sokkhoz, vagy akar halalhoz vezethet. [73, 74]

Altaldban a kdvetkezd szerkezeti jellemz8k hatdrozzak meg ezeknek a vegyiileteknek a
bioldgiai hatékonysdagat: a zsirsav-lancok szama, kot6helyei és tipusa, valamint a foszfat
csoportok szdma és cseréje (példaul foszfoetanolamin vagy glikozil maradékokkal). [75-
78] A foszforil és acil csoportok szama és pozicidja kulcsfontossdgu szerkezeti
meghatdrozd tényez6 azok bioldgiai aktivitdsaban. Példaul, a gazda immunvaélasza
gyengil, ha a lipid A alul acilalt (vagy akar tdl acilalt), vagy csak egy foszfat csoportot
tartalmaz. [75] Erdekes médon kimutattak, hogy a lipid A redukalé terminalis foszfattal
(a C1 pozicidban) gyulladaskeltébb volt, mint a nem redukalé termindlis foszfattal (a C4'
poziciéban). [79-81] Néhany tetra-acilalt lipid A akar antagonisztikus tulajdonsagokkal is
rendelkezhet. [82-84] Kilonosen érdekes az olyan nem-toxikus 3-O-deacil-4'-
monofoszforil lipid A, amely Salmonella eredetli és mar jovahagytak oltdanyag-

adjuvansként klinikai felhasznaldsra. [85]

A klinikai terdpidban természetes eredet(i Lipid A-t haszndlnak. Ezek heterogén
rendszerek, tobb kilonb6z6 aranyban jelenlévé lipid A keverékei. Néhany enzim

funkcidjat biotechnoldgiailag elGallitott torzsekkel lehet befolyasolni annak érdekében,
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hogy bizonyos lipid A bioszintézis Iépéseket végezzenek el. [86, 87] Azonban ez nem
biztosit abszolut lipid A-homogenitdst, ami kivdnatos lenne a terdpids kutatasok és
fejlesztések szempontjabdl. Ezekben a keverékekben nem lehetséges pontos szerkezet-
hatds kapcsolatokat megdallapitani. A molekuldris szint(i immunvalaszok megértésének
f6 irdnya az olyan analitikai mddszerek kidolgozdsa, amelyek alkalmasak a lipid A mintak
heterogenitasanak felderitésére, ami jelent8s kihivast jelent a kutatdk szamara. A
tomegspektrometria és a tandem tomegspektrometria technikak (MS/MS vagy MS")
jelentik a f6 szerkezetvizsgalati mdodszereket, amelyek részletes és atfogd szerkezeti

informdacidkat nyujthatnak kilénb6z6 lipid A-rél. [88, 89]
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2. Abra Escherichia coli tipusu lipid A szerkezete [65]

Az utobbi néhdny évtizedben a tomegspektrometria fejlesztése (ionforrdsok,
analizatorok) jelentds elGrelépést jelentettek a bakteridlis LPS molekuldk szerkezetének

azonositasaban.
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A tandem tomegspektrometrias mdodszerek kulcsfontossagu szerepet jatszanak a lipid A
komponensek szerkezetének tanulmdnyozasaban. Alapvet6en az analizdtor tipusa
hatdrozza meg, hogy melyik tandem tomegspektrometrias technika alkalmazhaté: az
Utkozés indukdlt disszociacid (CID) a leggyakrabban hasznalt a lipid A komponensek

fragmentacids analizisében. [90-95]

A térben elvalasztott tandem tomegspektrométer esetében a fragmentacié akkor
kovetkezik be, amikor inert gaz atomok/molekuldk (N2, He, Ar, Xe, stb.) Utkdznek a
mintamolekulakkal egy litkozési celldban a két analizator kdzott (triple kvadrupdl (QqQ)
vagy kvadrupdl repilési id6 (QTOF)). A masik tipus az id6ben elvdlasztott tandem
tomegspektrometrias eszkdzok, mint példdul a kvadrupdl ioncsapda (QIT), linedris

ioncsapda (LIT), ionciklotron rezonancia eszk6zok (ICR).

A deprotondlt lipid A ionok tandem tomegspektrometridas elemzése intenziven
tanulmanyozasra keriilt, ami lehetévé tette néhany kovetkeztetés levonasat a
fragmentacids szabdlyszerliségekrdl. Ezen tudas és a gy(ijtott szabalyszerlségek alapjan
Ting és munkatdrsai kifejlesztettek egy hierarchikus tandem tdomegspektrometrias
algoritmust (HITMS néven), amelyet a spektrumok elemzési folyamatanak
felgyorsitasara terveztek és alkalmazkodik a gyors tandem tomegspektrometrias
technikakhoz. [96] A szoftver egy elméleti CID MS" adatbazison alapul, amelyet manualis
értékeléssel nyertek korabbi lipid A mérésekbdl. Tartalmazza azokat a potencidlis
elméleti fragmens ionokat, amelyek kilonféle fragmentacidok soran képz6dhetnek
(gylrl-gylirid és intra-gy(rlis kotések hasadasaval), és befolyasoljdk egy adott
baktériumtorzs specifikus lipid A ionjanak cukorszerkezetét. Egy minden lehetséges
kotéshasadasbdl szdrmazé semleges vesztési adatbazist hoztak létre (a glikanvaz
fragmentacidjakor lehetséges semleges vesztések mellett az acil- és foszfatcsoportok
eltdvolitasat is beleértve). A szoftver Osszehasonlitja az ismeretlen lipid A ion
szerkezetének kiilonféle rendekben megjelené termékionok specifikus témegeit az

adatbazisokkal, majd becsléseket ad az egyezési fokrél, végiil ajanlast tesz a szerkezetre.

Morrison és munkatarsai kifejlesztettek egy altalanosabb, adatbazis-fliggetlen, lipid A
szerkezetazonosité algoritmust, amelyet UVIiPiD néven neveztek el, és amely rendszeres

spektralis értékelést végez a biszfoszforilalt lipid A molekuldkon. Ebben az esetben az
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UVPD-CID kombinacids technikaval nyert MS/MS tomegspektrumok biztositjak az

automatizalt szerkezetértékelés alapjat. [97]

A lipid A mintak heterogenitasanak feltérképezésére kilonféle elvalasztasi technikakat
alkalmaztak az LPS-kivonatokbdl. A keverékeket az acilezés vagy foszforildcidé mértéke
szerint lehet szétvalasztani normal fazisu vékonyréteg-kromatografidval (TLC). Ezeket a
frakciokat vagy destruktiv (kén-dioxid dehidratdlas) [98] vagy nem-destruktiv
(radioizotop) technikakkal lehet vizualizalni, illetve off-line MS vagy HPLC segitségével

lehet tovabb vizsgalni. [98-100]

Szamos tanulmany foglalkozik lipid A mintdk elemzésével HPLC segitségével. Altalaban
forditott fazisu oszlopokat és gradiens eludlast haszndlnak. A lipid A molekuldk, amelyek
nem tartalmaznak kromofor csoportot vagy alacsony moldris abszorpciéval
rendelkeznek, nem érzékelhet6k UV detektorral. Ebben az esetben elkerilhetetlen a
derivatizalasi folyamat alkalmazdasa, melynek soran UV vagy fluoreszcens detektor kertdil
felhasznaldsra. A derivatizalas potencidlis kockdazata az, hogy a minta Osszetétele
megvaltozhat: vagy bizonyos funkcids csoportok elvesztése torténik, vagy a kiilonbozé
természetl Osszetev6k ardanya megvaltozik. Nem derivatizalt lipid A szétvdlasztasa
szintén leirdsra keriilt mar HPLC rendszerrel, amely egy fényszéras detektorral volt

felszerelve. [101-103]

Annak érdekében, hogy a lipid A mintdak (amelyek heterogének és kilonb6z6
koncentracidban tartalmaznak 6sszetevéket) szerkezetével kapcsolatban a hatasok és
Osszefliggések elemezhet6ek és megérthet6ek legyenek egy megfelel6 analitikai
technikat kell alkalmazni. A bioldgiailag fontos molekuldk észlelése, amelyek alacsony
koncentracidban vannak jelen, csak egy specifikus, nagy érzékenységil detektorral
érhetd el, amelynek széles dinamikus tartomanya van. [104] Taldn ez az oka annak, hogy
csak néhany tanulmany foglalkozik a lipid A mintdk elemzésével MS és tandem MS
alkalmazasaval, amelyeket magas hatasfoku szétvdlasztasi technikakkal parositanak. A
f6 kihivas az, hogy megfelel6en hatékony szétvalasztast érjenek el egy olyan mobilfazis
rendszerrel, amely lehet6vé teszi a lipid A komponensek oldatba vald juttatdsat és

ionizalasat.
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Egy gradiens eludldsu forditott fazisu HPLC-MS mddszert fejlesztettek ki szintetikus lipid
A adjuvansok mennyiségi meghatarozasara és oldddasi kinetikajuk tanulmanyozasara,
ahol harom komponens alapvonalbeli szétvalasztasa rovid idétartamban tortént. [105]
Ez a mddszer azonban nem alkalmazhaté a heterogénebb mintdkra az alacsony
csUcskapacitas miatt. Kés6bb egy forditott fazisi UV-fotodisszociaciés HPLC-MS/MS
modszert mutattak be a komplex lipid A izolatumok szétvdlasztasara egy genetikailag
maodositott E. coli torzsbél. Ebben az esetben, a 30 perces gradiens elualdst kdvetSen a
szerkezetazonositas lehetséges volt olyan lipid A molekuldak esetén is, amelyek

kiilonb6z6 mértékben voltak acilezettek és foszforilaltak. [106]

Az egyes lipid A komponensek szerkezetének elemzésére a kozvetlen MS/MS
alkalmazasa lagy ionizaciés maddszerekkel (példaul ESI vagy MALDI) valt elsédleges
analitikai technikdvd, magas szelektivitdst és érzékenységet biztositva. [88] A
leggyakrabban kloroform (vagy diklér-metan [DCM]) és metanol tartalmu olddszereket
hasznalnak az amfifil lipid A molekulak feloldasara. Azonban az egyszerre jelen levé kis
molekularis valtozasok és szerkezeti izomerek megértéséhez a kozvetlen MS/MS
kevésbé alkalmas az elkertilhetetlen ionszupresszids hatds és a szerkezeti izomerek MS
jeleinek atfedése miatt. A poldris, toltott mintak szétvalasztdsdhoz a CE remek
alternativa az LC-hez képest. Intakt lipid A-t alig vizsgdltak CE-hez kapcsolt MS-sel. Az
irodalomban csak egy tanulmany foglalkozik a CE-MS alkalmazasaval a szabad lipid A

molekulafajok analizisére és szétvalasztasara. [107]

3. Vizes és nemvizes kozegben torténd elvalasztas

A nemvizes hattérelektrolitok alkalmazasaval egy Uj technika valosul meg, mely
Nemvizes Kapillaris Elektroforézis (NACE) néven terjedt el. Ez a mddszer altalaban akkor
keriil alkalmazasra, ha a minta gyengén vagy egyaltalan nem olddédik kozonséges
pufferben és felliletaktiv anyagokat tartalmazé oldatban. Ezzel a CE alkalmazhatésaga
kibGvil, mivel szamos fontos szempont megvaltozik a vizes kozeg hasznalatahoz képest.
A tiszta organikus olddszerek vagy azok elegyeinek alkalmazasaval a szelektivitas
altaldban mas, mint a vizes CE esetében, de ezt a szelektivitast nem lehet el6re

megjosolni. A szétvalasztasi mechanizmus ebben az esetben olyan kolcsonhatasokon
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alapul, amelyek nem tudnak létrejonni, vagy gyengék a vizes hattérelektrolitokban
(elektrosztatikus és donor-akceptor kélcsénhatdsok). Mivel a nemvizes hattérelektrolit
vezetGképessége gyakran alacsony, lehet6vé teszi a magas elektromos térerdsség,
magas szétvdlasztasi sebességek (0sszehasonlitva a kromatografidas maodszerrel, 10-
szeres sebességli elemzést jelentettek az emberi vér mintdinal [108]), valamint a
nagyobb atmérdjd kapillarisok (belsé atmérd akar 530 um-ig [109]) haszndlatat. A NACE-
nek tovabbi el6nye az alacsony adszorpcio, a magas szelektivitds, 6ridsi a folénye a viztdl
instabil vagy oldhatatlan anyagok, példaul foszfolipidek, polimerek, zsirsavak,
festékanyagok, organomerkudrium-vegyiletek, hidroféb polipeptidek, szerves
foszforvegyiiletek, szteroidok, nukleinsavfestékek, tropdn alkaloidok és hidrofdb
gyogyszerek analizisében, valamint a kirdlis vegylletek elvalasztadsaban. Ez a technika
alkalmas az anionos és kationos fellletaktiv anyagok szétvalasztasara is. Az organikus
olddszerek alacsony fellleti fesziiltsége és gyakran magasabb illékonysdga lehetévé

teszi a NACE és a tomegspektrometria online kapcsolatat. [110, 111]

A leggyakrabban hasznalt szerves olddszerek a NACE-ben a MeOH, ACN és ezek elegyei.
El6nylk, hogy alacsony a fénytorésiik, ami fontos a leggyakoribb detektalasi elv, az UV-
abszorbancia esetén. [112] Mivel ezeknek az olddszereknek viszonylag alacsony a
forrdspontja, a gazbuborékok képzddését és az elparolgast alacsony alkalmazott
aramerdsséggel kell szabdlyozni. A gazbuborékok képz6dése megsziintetheté a teljes
rendszer néhdny atmoszférara vald nyomas ala helyezésével, de figyelembe kell venni,
hogy a tul alacsony aramerd@sség kislilésekhez és szikrdzashoz vezethet, ami tlizveszélyt
jelenthet. [3] Egyéb gyakran hasznalt olddszerek az etanol, 1-propanol, 2-propanol,
ecetsav, formamid, N-metilformamid, N,N-dimetilformamid és dimetil-szulfoxid. [111]
Ahogy korabban emlitésre kerilt, ezeknek az olddszereknek a fizikai-kémiai
tulajdonsagai (példaul a dielektromos allandd, viszkozitas és a proton felvétel vagy
leadasi képesség) kiulonbodznek a vizes oldatokétdl. A mintdk pKa, értékei jelentGsen
valtozhatnak az organikus olddszerek cseréje esetén, ami megvaltoztatja a mintdk
mobilitdsat. Emellett az elvalasztasi szelektivitds is javulhat az ionpar vagy konjugacié
alapjan az organikus olddszerek elektrolitosszetételének megvaltoztatasaval. [111] Az
elektroforetikus migraciot egy oldoszer vagy olddszerelegy tobbféle maédon is

befolyasolhatja. A migracié megvaltozhat az oldott mintak méretének valtozadsa miatt.
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Ezenkivil az olddszerek dielektromos allandoi és sav-bazis tulajdonsagai befolydsoljak
az oldott anyagok protondlédasi egyensulyat (pK. értékek), valamint a mintak

hattérelektrolit adalékokkal valo kdlcsonhatasat is.

Gyakorlatban a NACE alkalmazdasaindl fontos megérteni, hogy az egyensulyban |évé
mintak minden formaja elegendéen oldhatd-e az organikus olddszerben, kiilonben a
kiillonbo6z6 formak elérhetik az oldhatdsdagi hatarokat, és kicsapddhatnak. Az oldhatdsagi
hatdrok kozelitése kiillonb6z6 hatasokhoz vezethet, példaul tullépheti a telitett oldatok
kialakuldsat; kicsapddast eredményezhet, amelyet a mozgé ionos forma télik valé
térbeli elvdlasztdsa kovet; vagy elkerilhetetlenlil a kilonb6z6 formak irreverzibilis
adszorpciéjahoz vezethet a kapillaris falan. Mégis, a szerves olddszerek hasznalatanak
kovetkeztében a NACE alkalmazasakor gyakrabban taldlkozhatunk oldhatdsagi

problémakkal a hattérelektrolit komponensei kozott. [112]

A legf6bb detektaldsi mddszerek, mint az UV-lathaté abszorbancia (UV), a fluoreszcencia
(FL), az elektrospray ionizacio—tomegspektrometria (ESI-MS), az elektrokémiai
detektalds (EC), az elektrokemilumineszcencia/EC (ECL/EC) kettds detektalds, és a
kemilumineszcencia (CL), sikeresen kapcsolhatdéak voltak a NACE-hez. A kiilénbdzé

detektaldsi mddszerek kivalaszthatok az organikus olddszerek tulajdonsagai szerint. [3]

Az UV a leggyakrabban hasznalt detektalasi mddszer a NACE-ben. A magas elvalasztasi
fesziiltség hatdsa az elektroforézis dramdra kicsi, lehet6vé téve a széles atmérgjl
kapilldris haszndlatat (akdr 530 um), ami noveli az optikai Ut hosszat és javitja a
detektalas érzékenységét, de rossz felbontast eredményez a szivéhatds miatt. Ez
elkeriilhet6 a CE elektrolitot tartalmazé (vegek folyadékszintjének pontos

kiegyenlitésével. [3]

A NACE-ESI-MS-t el6sz6r Tomlinson alkalmazta mifentidin és metabolizmusa analizisére.
[113] Kés6bb Yang és munkatarsai ezt a moddszert hasznaltdk lipofil polipeptidek
elemzésére. [114] Nemrégiben Scriba attekintette a NACE-MS elGrelépéseit a
gyogyszerészeti, kornyezeti és kiralis analizisek teriiletén. [110] Gutiérrez pedig a
fenolok elemzését mutatta be olivaolajban, vizes CZE-ESI-MS és a NACE-ESI-MS

modszert hasznalva. [115, 3]
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Annak ellenére, hogy a NACE és kiilonésen a NACE-MS el6nyeit részletesen leirtak, csak
1994-ben jelentek meg az els6 publikaciok, és azéta sem széles korben alkalmazzak.
[113, 116] Ennek f6 oka az, hogy a mintak disszociacidja és migracidja az organikus
olddszerekben nem olyan jél ismert, mint a vizes elektrolitokban. A valtds a NACE-re
nem trividlis dolog, mivel minden fontos paramétert érint. EI6szor ellenérizni kell az
olddszer kompatibilitasat az eszkdzzel, mert agresszivek lehetnek, és feloldhatjak a
m(ianyag alkatrészeket. Az olddszer pK, értékei jelentdsen eltérnek a vizes oldatoktdl,
igy a hattérelektrolit pH-ja is valtozni fog. Az olddszerek jelentés mértékben eltérnek az
autoprotolizis adllanddkban. Ez egy teljesen mas pH skdlat eredményez, mint amit vizben

kapunk.

Tobb tanulmany foglalkozott kiilénb6z6 olddszerek és a viz 6sszehasonlitasaval CE-MS-
ben. Hét B-blokkolé analizise sordn formamidot és n-metil-formamidot hasonlitottak
0ssze metanollal, acetonitrillel és vizzel [117], minden olddszerhez 25 mM ammaédnium-
formiatot és 1 M hangyasavat adtak, kivéve a vizet, ahol 1 M hangyasavat hasznaltak. Az
Osszes olddszer kilonb6oz6 elvalasztasi  szelektivitdst mutatott. A legnagyobb
hatékonysagot az N-metilformamidban mérték elméleti tanyérszam tekintetében, mig
a leggyorsabb analizist az acetonitrilben érték el. A MS detektalas haszndlataval az
acetonitril és metanol adta a legintenzivebb MS jeleket (kb. 10-szer nagyobb jel/zaj

arany).

Vizsgalatra keriilt a formamid, a N-metilformamid, a dimetilszulfoxid, a metanol és az
acetonitril hatdsa a vizzel 6sszevetve a CE-MS elvdlasztasi és detektalasi teljesitmény
tekintetében, 2-aminobenzimidazol, prokain, propranolol és kinin model vegyiletek
felhasznaldsaval. [118] Akdar 300-szoros érzékenységjavulast is tapasztaltak a
tesztvegyliletek detektalasaban acetonitrilben és metanolban a magasabb forraspontu

oldészerekhez képest.

Bar a peptideket altaldban vizes hattérelektrolitokkal vizsgaljak, mivel vizben oldhatdak
[119, 120], a NACE hatékonyan alkalmazhatd a lipofil peptidek meghatarozasara is. Az
els6é alkalommal a NACE—MS-t 1999-ben hasznaltdk a peptidek elemzésére, amikor a

hidroféb ciklikus peptid antibiotikumokat, a gramicidin S-t és a bacitracint vizsgaltak 20
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mM ammodnium-acetatos metanol/acetonitril (25:72) olddészerben, mely 0,5%

hangyasavat tartalmazott. [114]

Unger és munkatarsai 6sszehasonlitottak a HPLC-t és a NACE-t az afrikai Ancistrocladus
fajokbdl szarmazé naftilizokinolin-alkaloidok elemzésére, poliakrilamid-bevonatu
kapillaris haszndlatdval. [121] Kilonb6z6 elvdlasztdsi szelektivitasokat és migracids
sorrendeket figyeltek meg a két mddszer esetében. Csak a NACE volt képes azoknak a
szerkezeti izomereknek a szétvdlasztdsara, melyek analizisére a HPLC nem volt
megfelel6. A CE-MS/MS hasznalatdval 6t alkaloidot azonositottak gyokérkérgek

metanolos extraktumabdl.

A viz és a nemvizes CE-t is dsszehasonlitottdak a B-karbolin-alkaloidok elemzésére a
Psychotiria viridis leveleiben [122], ahol Ujra mas migracids sorrendet és elvdlasztasi
szelektivitast figyeltek meg a NACE—MS és a vizes hattérelektrolit hasznalata esetén. Itt

azonban a vizes pufferrel jobb elvalasztasi hatékonysagot értek el.

Mar az 1990-es évek végén a kiilonb6z6 foszfolipid osztalyok képviselGit elvalasztottak
acetonitril/2-propanol/hexan alapu hattérelektrolit segitségével. [123] Ebben a
tanulmanyban a NACE-t alternativaként értékelték a foszfolipidek analizisére a micellaris
elektrokinetikus kapillaris kromatografiaval szemben, mivel az utébbi modszer nem

mindig alkalmas a MS detektaldsra a detergens magas koncentracidja miatt.

Mivel a lipid A vegyliletek rosszul oldédnak vizben, a NACE igéretes alternativ technikat
jelent a lipid A elemzéséhez CE segitségével. Az apolaris olddszerek, mint példaul a
metanol és a kléroform/diklér-metan elegye, megfelel6en oldjak a lipid A molekuldkat,
és lehet6vé teszik az ESI ionforras alkalmazasat. Az szerves olddszerekben valé jobb
oldhatdsag kilondsen fontos azoknak az alkalmazasoknak, amelyek bonyolult lipid A
keverékek elemzésével foglalkoznak, melyek gyakran egy kozel 0Osszefliggé lipofil

molekulahalmazt mutatnak.
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IV. CELKITUZESEK

Munkank sordn olyan robusztus és megbizhaté mddszerek kidolgozasara helyeztiik
a hangsulyt, melyek lehet6vé teszik a kapillaris elektroforézis és tomegspektrometria
kapcsolasat mind vizes, mind nemvizes kdzegben. A kidolgozott vizes és nemvizes

maodszereket ezutan biolégiai szempontbdl fontos mintak elemzésére alkalmaztuk.
F6bb céljaink:

e CZE-ESI/QTOF-MS médszer optimalizdlasanak segitségével szerves savak
mennyiségi meghatdrozasa vorosborokban.

e Szekvencialis injektaldsi protokol fejlesztése a fehérje mintdk hatékony
kapillarisba vald bejuttatasara a tomegspektrometrids elemzés érdekében,
mellyel az amfolitok zavard hatasa kikeriilhetd.

e Nemvizes kdzegben CE-MS moddszer alkalmazasaval (az oldddasi korlatok
kikliszobolésével) a lipid A izomerek szétvalasztdsa és jellemzése
foszforilacids és acilacidos mintazataik alapjan.

e A megfelel6 CE polaritdsok és MS detektalasi korilmények kivalasztasa,
ideértve a szivohatds és kils6 nyomas alkalmazasat is, annak érdekében,
hogy a lipid A molekuldk negativ és pozitiv ionizaciés moddokban
fragmentacids mintazatokon keresztil keriljenek azonositasra.

o A lipid A foszforilacids és acilacids izomereinek szétvalasztasa és jellemzése

CE-MS és CE-MS/MS mddszerrel.
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V. ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Reagensek

A maceddn Vranec bor analiziséhez hasznalt reagensek - tejsav, szukcininsav, almasav,
bork&sav, shikiminsav és citromsav standardok, polibrén (hexadimetrin-bromid, PB),
ecetsav, hangyasav, ammodnium-hidroxid és natrium-hidroxid - a Sigma-Aldrich-tél
(Steinheim, Németorszag) szarmaztak. Ultratiszta desztillalt viz (LC-MS Chromasolv®) a

Fluka-tol (Buchs, Svdjc) szarmazott.

A fehérje elvalasztdsokhoz viz, metanol (LC-MS CHROMASOLV® mindGség), hangyasav
(eluens komponens LC—MS-ben) és ammadnium-hidroxid oldat (28,0-30,0%), lizozim
(14,3 kDa) tojasfehérjébdl (=290%), citokrom ¢ (12,4 Da) l6szivb4l (295%), mioglobin (17,0
kDa) l6szivbél (=290%), és B-laktoglobulin A (18,4 kDa) tejbdl (szarvasmarha) szarmazo a
Sigma—Aldricht6l (Steinheim, Németorszdg, és Saint Louis, MO, USA) keriltek
beszerzésre. A foszforsav (85 m/m %), a natrium-hidroxid és a sésav a Spektrum 3D-t6l

(Debrecen, Magyarorszag) szarmazott.

A lipid A analizis soran metanol (MeOH) (LC-MS Chromasolv®), diklér-metan (DCM)
(Chromasolv Plus, HPLC-hez, 299,9%), trietil-amin (TEA) és ecetsav (AcOH) (eluens
adalékanyagok LC-MS-hez), natrium-hidroxid (NaOH) és acetonitril (ACN) a Sigma-

Aldrichtdl (Steinheim, Németorszag) kerliltek beszerzésre.

2. Minta el6keészitési protokollok
i.  Macedo6n Vranec borminta CZE-ESI-QTOF-MS vizsgalata

A tejsav, szukcininsav, almasav, borkdésav, shikiminsav és citromsav standardok LC-MS
minGségl desztillalt vizben kerliltek felolddsra, majd 4°C-on taroldsra. A kalibraldashoz
haszndlt standard oldatokat megfelel§ pufferoldattal (ammdnium-acetat) torténd

higitassal allitottuk el6 a torzsoldatokbdl hasznalat el6tt.

Ecetsav (100 mM) vagy hangyasav (100 mM) 100 mM ammoénium-hidroxiddal kerilt
titrdlasra a kivant pH-ra annak érdekében, hogy ammadnium-acetat vagy ammonium-

formiat oldatot kapjunk hattérelektrolitként (BGE) (10 — 75 mM koncentraciéban). Az
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optimdlis mérési eredményeket az 50 mM ammodnium-acetat (pH=6) haszndlatakor

nyertik.

A Vitis vinifera L., cv. Vranec V1 fajtabdl szarmazé sz616t sz6l6skertben termesztették. A
sz6l6t manudlisan szlretelték (20 kg) optimalis technoldgiai érettségben (18-24°Brix)
2014 szeptemberében/oktdberében, majd a BOVIN Pincészet, Negotino, Eszak-
Maceddnia pincéjébe szdllitottdak. A sz616t mechanikus inox dardlé segitségével
préselték és ként (50 mg/L) adtak hozza az erjesztés elStt 22-24°C-on. A kén-dioxidot
5%-0s kénsav formajaban adtdk hozza. A SO, hozzdaddsa utdn kereskedelmi pektolitikus
enzimkészitményt (Endozym Rouge, AEB, Olaszorszag) alkalmaztak a szinez6anyagok,
bértanninok és aromak magasabb koncentracidjanak eléréséhez (1 g/hL). Két-harom éra
mulva a bort Saccharomyces cerevisiae élesztével (Fermol Medterranee, AEB,
Olaszorszag) oltottak be. Az éleszt6t mustban vald Gjrahidratéalast kvet6en (20 g/hL)
taplalékkiegészit6kkel (10 g/hL) lattak el (Fermol Plus starter, beszerzés AEB,
Olaszorszag, amely 59,8% diammodnium-foszfatot, 39,52% cellulézt és 0,6% tiamin-
hidrokloridot tartalmaz). A sz6l6pépet 7 napig dztattak, és ezen idészak alatt a flirtoket
napi két alkalommal mechanikusan lepréselték, amig az teljesen alameriilt. Az dztatasi
idészak utan a bort a szélémaradéktdl mechanikusan elkllonitették, majd
szobah&mérsékleten 10 literes tartdlyokban taroltak. Tiz nap konzervélds utan a bort
ismét kezelés ala vették kénsavval (30 mg/L). A masodik atmosasra két hdnap tarolas
utan kerdlt sor, amikor a bort palackoztak és korilbeliil 8 hénapig egy pincében 8-10°C-

on taroltak. Az elemzés ezutan kovetkezett.

Az 0Osszes bormintat desztilldlt vizzel higitottuk (arany: 1:5), 0,22 pum-es
membranszirdével (PVDF fecskenddszlrs, Nantong FilterBio Membrane Col, Ltd, Kina)
atsz(irtlik, majd injektaltuk a kapillaris elektroforézis késziilékbe. Hattérelektrolitként
ammonium-acetat pufferoldatot hasznaltunk az MS-sel valé kompatibilitas biztositasa
érdekében. A kapillaris belsé falat polibrénnel vontuk be az EOF és az organikus savak

adszorpcidjanak kivédése miatt.

ii.  Fehérje mintak CIEF-szekvencialis injektalas-ESI-QTOF-MS vizsgalata

A fehérjék torzs oldatai (6 mg/ml) vizben keriltek felolddsra és 4°C-on taroldsra. A

keskeny vagy széles pH-tartomanyokat lefed6 Ampholine pH 4-6, pH 7-9 vagy pH 3,5—
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10 oldatok (LKB, Bromma, Svédorszag) kilonbozé koncentracidkban keriltek

felhasznalasra.

Anolitként és katolitként 50 mM hangyasav (pH 2,3) oldatot és 100 mM ammaénium-
hidroxid (pH 11,0) oldatot készitettlink, illetve az anolit és katolit oldatokat egymassal

titraltuk, amikor az elektrolitok mas pH-értékeket igényeltek.

A mintdkat és az oldatokat 30 percig ultrahangos fird6ben gaztalanitottuk, majd

felhasznalds el6tt 0,45 pm-es membranszlrén atszlrtik.

iii.  Lipid A NACE-ESI-QTOF MS/MS vizsgalata

A Shigella sonnei 1. fazisu torzse 37°C-on kerllt tenyésztésre Ilaboratériumi
fermentorban Mueller-Hinton tdpoldatban, pH 7,2-n, amig el nem érte a késéi
logaritmikus fazist (kb. 10 6ra), majd centrifugalassal keriilt 6sszegy(jtésre. A baktérium
LPS-ek, az acetonnal szaritott organizmusokbdl hagyomanyos forré fenol/viz eljarassal
[124] lettek kinyerve, a baktériumsejt szaraz tomegének 5%-os hozamaban, végil a

mintak liofilizalasra keriltek.

A lipid A enyhe savas hidrolizissel kerilt felszabaditasra az LPS-b6l 1% (v/v) AcOH (pH
3,9) oldatban 100°C-on 1 éran at; ezutan az oldat centrifugalasra kerdilt (8000 x g, 4°C,
20 percig). A lipid A-t tartalmazé pellet négy alkalommal lett desztillalt vizzel atmosva,
majd liofilizalva. Kb. 0,1 mg lipid A kerilt feloldasra 200 uL MeOH:DCM:TEA:AcOH

(80:20:0,36:0,12, v/v/v/v) elegyben, majd 5 percig centrifugalasra 21 000 x g-n.

3. Mérési kortilmények
i.  Alkalmazott miiszerek és szoftverek
Munkank soran Agilent 7100 kapillaris elekrtoforézis késziilékkel és Agilent 6530 Q-TOF
LC-MS rendszerrel dolgoztunk. A két készlilék 6sszekapcsolasa egy Agilent Jet Stream ESI
interfészen keresztiil tortént. A CE készllék iranyitasahoz és az adatfeldolgozashoz a

ChemStation B. 04.03. és 7.01 verziot hasznaltuk. A tomegspektrométert az Agilent

MassHunter B.04.00 szoftver irdnyitotta.
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ii. Macedo6n Vranec borminta CZE-ESI-QTOF-MS vizsgalata

Kapilldris elektroforézis

A kapillaris, 80 vagy 120 cm hosszu (belsé atmérd: 50 um, Polymicro Technologies,
Phoenix, USA) és polibrénnel volt dinamukusan fedve. Az Uj kapillarisok az alabbiak
szerint lettek kondiciondlva: acetonos 6blités (2 perc), viz (2 perc), 1 M NaOH (20 perc),
viz (5 perc), dinamikus fedés (1% polibrén oldat, 15 perc) és hattérelektrolit (5 perc). A
futasok kozott rovid el6kondicionalas tortént, 1% PB oldattal (2 perc), vizzel (2 perc) és
hattérelektrolit oldattal (4 perc). A kapillaris tisztitasa desztillalt vizzel (5 perc) tortént a
futtatasok utdn. A mintak hidrodinamikusan lettek injektdlva 50 mbar nyomdson 2
masodpercig. A kapillaris injektaldsi végén a negativ pdlus volt (katéd oldal). A
megfigyelt aram er6ssége kb. 15 pA volt -20 kV feszliltség alkalmazasakor (80 cm hosszu

kapillaris esetén). A kapillaris a mérések sordn 25°C-on volt termosztalva.

Témegspektrometrids detektdlds

A képenyfolyadék (1 v/v % hangyasav oldat) 0,7 uL/perc aramlassal keriilt szallitasra egy
LC izokratikus pumpaval (1260 Infinity sorozat, Agilent Technologies, Waldbronn,
Németorszag). Az ESI/QTOF-MS negativ ionizacios moddban m(ikodott, 4,5 kV
porlasztéfesziltséget alkalmazva. Szarité géaz jellemzdi: nitrogén 325°C, 8 L/perc
aramlasi sebesség. A porlaszté gdz nyomdsa 35 psi volt. A kdpenygdz hémérséklete
350°C volt, 11 L/perc aramlassal. A TOF-MS paraméterei a kovetkez6k voltak:
fragmentator, 100 V, és szkimmer, 65 V. A repilési id6 analizator altal szkennelt
tomeg/toltés (m/z) tartomany 50-250 m/z volt, maximalis adatfelvételi idével 1000
ms/spektrum. A deprotondlt [M—-H] ionok (m/z 89,0244 tejsav, m/z 117,0193
borostyankésav, m/z 133,0142 almasav, m/z 149,0092 borkdsav, m/z 173,0455
shikiminsav és m/z 191,0197 citromsav) kiszamitott m/z értékei a teljes ion
elektroferogramokbdél (TIE) vagy a baziscsucs elektroferogramokbdl keriltek
extrahdldsra. [125, 126] A hat szerves savbdl (tejsav, borostydnkdésav, almasav,
bork&sav, shikiminsav és a citromsav) egyenként 6t kiilonb6z6 koncentracioju standard
oldatot készitettiink a kereskedelemben megvasarolhatd standardok felhaszndlasaval.
Ezek alapjan felvettik az adott komponensekhez tartozé kalibracios gorbéket: az

extrahalt ion csucsok terileteit abrazoltuk a koncentracid fliiggvényében, majd a kapott
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pontokra egyenest illesztettlink. Az egyenesek alapjan meghatdrozhatdak voltak a

Maceddn Vranec bormintaban |évé szerves savak koncentracioi.

iii.  Fehérje mintak CIEF-szekvencialis injektalas-ESI-QTOF-MS vizsgalata

Alkalmazott detector paraméterek

Az elektroferogramok 200 nm és 280 nm hulldmhosszon keriiltek felvételre.

Alkalmazott Kapilldrisok

A poliakrilamid (PAA) bevonatu kapillarisok szilika kapillarisokbdl (50 um belsd atmérd)
késziltek, amelyek a Polymicro Technologies (Phoenix, AZ, USA) szereztiink be. A PAA

bevonatu kapilldrisok fedési eljarasa kordbban mar bemutatasra kerdlt. [127]

A PAA fedett kapillarisok 10 mM foszforsavval keriltek feltdltésre és taroldsra a
felhasznaldsig. Az UV detektalashoz, a detektdld ablak (kb. 3 mm széles) egy szike
segitségével készilt el a kapillarisok kiilsé poliimid bevonatanak eltavolitasaval. A CIEF —
MS kisérletekhez a poliimid bevonatot (kb. 1 cm hosszan) eltavolitottuk a kapillaris

végeirdl.

IEF kériilmények

A kapillarisok teljes hossza 70 és 70,6 cm kozott valtozott. Az UV detektalas a kapillaris
andd fel6li végétdl 61,5 cm-re tortént. A minta injektdlasa el6tt a kapillarisokat 7 percig
katolit oldattal mostuk. Minden IEF kisérlet utdan azonnal 10 percig foszforsavas 6blités
tortént. Az amfolitok és a mintaoldat két vagy harom egymast kovetd |épésben kerilt
injektalasra, 50 mbar nyomast alkalmazva (a kapillaris andd fel6li végén). Az amfolit
z6ndk tipusa, koncentracidja és hossza valtozott. A tipikus ,40/6/40” injektalas soran
,40/6/40” masodpercig injektaltuk egymas utan injektalva az amfolitot, a mintoldatot
és Ujra az amfolitot. Ezzel az injektdlasi elrendezéssel a 70,6 cm hosszu kapillaris kb. 7%-
a volt feltéltve amfolit/minta/amfolit zénakkal. Torténtek kisérletek egyetlen amfolit
zéna alkalmazasaval is (vagy a mintazona el6tt vagy pedig utan), amelyek amfolit/minta
vagy minta/amfolit injektalasi zonakkal zarddtak. Ezek a ,fél-szendvics” zonak az
id6értékekkel (masodpercekben) jelolésre kerultek, pl. ,40/6/0” vagy ,,0/6/40” (a nulla

azt jelenti, hogy nincs amfolit injektalds a minta utan vagy el6tt).
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Az |EF fesziltségkilonbség alkalmazasaval indult el (az elektromos téreré 200 és 300
V/cm kozott valtozott). A koncentralt zéndk mobilizadlasa vagy 50 mbar nyomassal
tortént az andd felSl 10 perc fokuszalds utan, a fesziltség alkalmazasa mellett, vagy
egyszerlien az MS ESI interfész szivd hatasanak haszndlatdval. A mérés folyaman a
fesziiltségkilonbséget allandé értéken tartottuk. Az amfolitok és a minta
komponenseinek migraciéjat UV detektdldssal lehetett kovetni 200 nm-en, mig a
fehérjék fényelnyelése 280 nm-en kerlt detektaldsra. A kapillaris-tarté h6mérséklete

20°C-on volt termosztdlva. Minden kisérlet legaldbb haromszor keriilt megismétlésre.

Tomegspektrometrids detektdlds

A Q-TOF MS mlszer Agilent Jet Stream ESI ionforrassal mikédott pozitiv ionizacios
modban, <10 ppm tomegpontossaggal, 10000-20000 tomegfelbontassal (121-2722
m/z), 10000/s mérési frekvenciaval és 2 GHz detektalasi frekvencidval. Az ESI ionforras
az alabbi feltételek mellett mkodott: a porlasztd gaz (N2) nyomasa 20 psi, a szaritd gaz
(N2) hémérséklete és aramlasi sebessége 300°C és 7 L/perc, a kopenygaz (N2)
hémérséklete és aramlasi sebessége pedig 300°C és 11 L/perc volt. Az ESI kapillaris
fesziiltsége 4000 V volt, a fragmentor és a szkimmer potencialja 200 V, illetve 65 V-ra
volt allitva. A kopenyfolyadék (4:1 metanol/viz, 1% v/v hangyasav tartalommal) 10
uL/perc aramlasi sebességgel miikodott. A tomegkalibralashoz felhasznalt referencia
ionok a purin (121.050873 [M+H]*) és a hexakis-(1H,1H,9H-perfluorononiloxi)foszfazén
(2721.8948 [M+H]*) voltak. A fajlagos tomeg tartomany 600-3000 m/z kozott volt 1

spektrum/s mérési frekvenciaval.

Az extrahdlt ion (El) elektroferogramokat a kovetkezdk szerint készitettik: kivalasztasra
kertlt egy meghatarozott témeg (m/z 20 ppm) a Q-TOF MS milszer
tomegspektrumabdl. A kovetkezd tobbszorosen toltott pozitiv ionok lettek figyelembe
véve a megadott m/z értékekkel (m/z+0.5 Da) lizozim esetében: 1431.2 (10+), 1590.0
(9+),1790.1 (8+), 2044.4 (7+); citokrém c esetében: 825.5 (15+), 884.4 (14+),952.1 (13+),
1546.2 (8+), 1767.1 (7+); mioglobin esetében: 848.9 (20+), 893.4 (19+), 943.2 (18+),
998.4 (17+), 1060.9 (16+), 1212.3 (14+); béta-laktoglobulin A esetében: 1148.5 (16+),
1225.3 (15+), 1312.4 (14+), 1413.6 (13+), 1531.1 (12+), 1837.3 (10+). A fehérjék
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molekulatomegei a tébbszordsen toltott ion sorozatbdl a MS szoftver dekonvolucids

funkciojaval lettek meghatarozva.

iv.  Lipid A NACE-ESI-QTOF MS/MS vizsgélata

A nemvizes hattérelektrolit oldatot MeOH, DCM és ACN kiilonb6z6 aranyu elegyei adtak,
TEA-val és AcOH-val mint ionos adalékokkal kiegészitve valtozd koncentraciéban. Az
optimalis hattérelektrolit oldat Osszetétele MeOH:DCM:TEA:AcOH (40:60:1,08:0,36,
v/v/v/v) volt. Az elvalasztasokhoz kezeletlen kvarc kapillarisok (50 um bels6 atmérg, 375
pum kilsé atmérd; Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, USA) keriiltek felhasznalasra,
melyek hossza 55 cm volt. Egyidejd UV-DAD detektalds nem tortént. A mintak 50 mbar
nyomadssal 7 masodpercig kerltek injektalasra, ezt kdvette a hattérelektrolit 50 mbar
nyomdssal 5 mdsodpercig. A nemvizes elektrolit oldat parolgdsproblémai miatt a
kapillaris 20°C-on kerilt termosztalasra. Az alkalmazott fesziltségkilonbség +30 kV volt
a normal CE polaritasi médban (andd az inlet oldalon) és -30 kV a forditott CE polaritasi
modban (katdd az inlet oldalon). Az elvalasztasi feszlltségkiilonbség 0-tdl +30 kV vagy -
30 kV-ra 0,2 perc alatt novekedett. Hasznalat el6tt a kapillarist MeOH-tal 5 percig, majd
1 M NaOH-tal 10 percig, ezutadn vizzel 10 percig, végil hattérelektrolittal 10 percig
mostuk. A futasok kozott a kapillarist 3 percig a futtatd oldattal mostuk. A kapillaris végét
a triaxidlis elektrospray interfészbe illesztettik be. Az eredeti Agilent rozsdamentes acél
ESI tl lecserélésre kerllt az Agilent G7100-60041 platina tlre. A stabil elektrospray
fenntartasa érdekében a kapillaris hegye 0,3 mme-rel kipozicionaldsra keriilt a platina t(
végétdl, és a poliimid bevonatot kb. 0,5 cm-es részen eltavolitottuk. A koaxialis
kopenyfolyadék 0,06% (v/v) TEA-t és 0,02% (v/v) AcOH-t tartalmazott MeOH-ban 5
ulL/perc aramlasi sebességgel, amit egy izokratikus pumpa (Agilent Technologies)
adagolt a szplitteren keresztlil 1:100 aranyban. Az elektrospray fesziltség mind a
negativ, mind a pozitiv ionmddokban 3,0 kV-ra volt allitva. A nitrogén szaritd gaz
aramlasi sebessége 5,0 L/perc volt 200°C-on, 15 psi nyomadssal, kivéve a mintabevitel
alatt, amikor a nitrogén gdznyomasat 1 psi-re csokkentettiik. Az Agilent Jet Stream
kopenygaz dramldsi sebessége és h6mérséklete 2 L/perc és 90°C volt. A mintak 500—
2100 m/z fajlagos tomeg tartomdanyban 4 spektrum/s mérési frekvenciaval keriltek
gylijtésre. Az adathalmazok az E. coli tipusu lipid A bisz-, mono- és nemfoszforilalt

komponenseinek kiilonb6z6 foku acilacidos m/z értékeivel keriiltek Osszevetésre. Az
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ioncsucsok CID MS/MS kisérletekkel prekurzor m/z-fligg6 linearis Utkozési energia
gradiens alkalmazasaval keriiltek azonositasra mind pozitiv-, mind negativ-ion
maodokban. A linearis energia gradiens meredeksége 0,026 volt a pozitiv- és 0,044 a
negativ-ion madd esetében, az MS/MS spektrumok automatikus MS/MS mddban
kerultek rogzitésre 50-2100 m/z fajlagos tomeg tartomanyban, 2 spektrum/s mérési

frekvenciaval.
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VI. EREDMENYEK

1. Avizes kozegben tortént modszerfejlesztések eredményei

i.  Macedon Vranec borminta CZE-ESI-QTOF-MS vizsgalata

Egy gyors elvalasztasi mddszer kerilt kifejlesztésre CZE-ESI/QTOF-MS alkalmazasaval,

mellyel sikerilt a kiilonb6z6 szerves savak koncentracidit meghatdrozni egy macedén

vorosbor mintabdl. A borban elvdlasztott szerves savak: a tejsav, a borostyankésav, az

almasav, a borkésav, a shikiminsav és a citromsav. A 3. A dbra dbrazolja a szerves savak

standardjainak az extrahdlt ion elektroferogramjait, mig a 3. B adbra a Vranec bor

mintahoz (V1) tartozé extrahalt ion elektroferogramokat mutatja be.
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1000 h AR n
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0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Time {min) Time (min)
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0 0 A
] 1 2 3 B 0 1 2 3 4
Time (min) Timw (man)
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Int. {counts) £51(133.0142) |
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10000 3.26 min
2000 5000 h A
0 -A 0
0 1 2 3 4 0 1 2 3 a
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10000 | -esquosom97 Citromsav . (counts}
£sif191.0197)  Citromsav
5000 5000 3.29min A
1] o 0
o 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Tima {min) Tame (min)
3. Abra. Extrahalt ion elektroferogramok a) a szerves savak standardjairél (egyenként 100

mg/l), és b) a Vranec borban (V1) |év6 szerves savakrdl. Kisérleti korilmények:
kapillaris: hossza 80 cm; 50 um belsé atmérg; Hattérelektrolit 50 mM ammaénium-
acetat puffer pH 6,0; dinamikus bevonat polibrénnel; alkalmazott

35



fesziiltségklilonbség —20 kV; aram: 15 pA; hidrodinamikus injektdlas 50 mbar 8
masodpercig. Tomegspektrometrids detektalas: ESI kopenyfolyadék 6sszetétel 1%
hangyasav, aramlasi sebesség 0,7 |/perc; kdpenygaz h6mérséklet 350°C; aramlasi
sebesség 11 |/perc; porlasztasi feszlltség 4,5 kV; a szaritdgaz hémérséklete 325 °C;
a porlaszté nyomasa 35 psi; akkumulacids idé 1000 ms/spektrum. [164]

A kisérletek soran két illékony puffer, az ammodnium-acetat és az ammodnium-formiat
kerilt kiprébdlasra az MS detektdlas optimalizaldsa érdekében. Egyik hattérelektrolittal
sem sikerllt az egyes vegylletek alapvonalbeli elvalasztdsa, azonban ez nem volt
sziikséges, mivel megfelel6 extrahalt ion elektroferogramok keletkeztek, és a részleges
elvalasztas még mindig biztositott el6nydket. Az ammodnium-acetat kivald extrahdlt ion
csucsokat eredményezett, igy kivalasztasra kerilt hattérelektrolitként. Az ammaonium-
acetdt koncentracidjanak noévelése 10-r6l 75 mM-ig a csUcsok szélesedését, mig
alacsonyabb hattérelektrolit koncentraciok hosszabb migracids idéket eredményeztek.
Optimalis kérilményként az 50 mM ammadnium-acetat puffer (pH=6,0) lett kivalasztva a

szerves savak elvalasztasara.

Sem 80 cm-es, sem 120 cm-es kapillaris hasznalatdval nem sikerlilt az egyes vegylletek
alapvonalbeli elvalasztasa. Kiemelendd, hogy a borkdsav, almasav és borostyankésav
egymashoz kozel vandorolt, ezt kdvette a tejsav, shikiminsav és citromsav. A tovabbi

kisérleteinkhez a rovidebb mérési id6 miatt a 80 cm-es kapillarist valasztottuk.

Az elvalasztas és a csucsalak fenntartdsa érdekében a 20 kV-nal magasabb
potencialkilonbség nem kerilt alkalmazasra, mivel a fesziltség novelése rosszabb
felbontast és csucsszélesedést eredményezett. A kisérletek sordn 1% v/v hangyasav
keriilt alkalmazasra képenyfolyadékként, ami megfelel6en elésegitette a szerves savak

ionizaciojat.

ii.  Fehérje mintak CIEF-szekvencialis injektalas-ESI-QTOF-MS vizsgalata

A modszerfejlesztés soran egy négy fehérjét tartalmazdé keverék kerilt mintaként
alkalmazasra (lizozim, p/: 11,35; citokrém c, p/: 10,25; mioglobin, p!: 6,8; B-laktoglobulin
A, pl: 5,3). Szekvencidlis injektalasi protokoll segitségével mind az amfolit, mind a
mintakeverék bejuttatasra kerilt egy 70 cm hosszu, PAA-bevonatu kapillarisba CIEF-

ESI/QTOF-MS analizis soran. A CIEF mérések soran UV- és MS-detektalas is tortént. Egy
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10 perces fokuszdalasi [épés utan a minta mobilizacidja 50 mbar nyomas alkalmazasaval
tortént az UV- illetve MS detektorhoz, az alkalmazott fesziiltség fenntartasa mellett.
Osszehasonlitottuk az 1%-os Ampholine pH 3,5-10 amfolit oldatot és ,40/6/40”
injektalas protokollt, egy fele akkora (0,5% v/v) amfolit koncentracié, de hosszabb
»,80/6/80” injektalasi protokoll alkalmazasaval. A 4. A dabra mutatja az atfedd
izoelektroferogramokat, amelyek azt jelzik, hogy a pH gradiens dllandé marad, az amfolit
zéna migracidja pedig 11,7 és 12,9 perc kozott torténik a megadott kisérleti
korilmények mellett. 200 nm-en mind az amfolitok, mind a fehérjék vandorlasa

kovethet6 (ezen a hulldmhosszon mindegyik komponens megfelel6 elnyelést mutat).

Kilonboz6 injektalasi protokollok keriltek 6sszehasonlitasra, mint példaul ,80/6/80”,
,160/6/0” vagy ,0/6/160”, 0,5%-0s, az el6z6h6z képest szlikebb pH tartomanyu,
Ampholine pH 7-9 amfolit oldat alkalmazdsa mellett (4. B dbra). Megfigyelhetd, hogy az
amfolit zdndk hossza szinte azonos maradt. Kiilonosen figyelemre méltd, hogy a széles
pH-tartomanyu amfolit hasznalatakor a két bazikus fehérje nem volt jél elvalaszthato,
habdr a masik két fehérje alapvonal szinten elvalt. A szlik pH-tartomanyd amfolitok (pH
7-9) hasznalata esetén azonban hasonlé kisérleti feltételek mellett (alkalmazott
nyomads, mobilizacid) az el nem valasztott két bazikus fehérje a pH gradiens katdd feldli

szélére vandorolt.
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4. Abra
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A fehérjék izoelektroferogramjai (A) 1 vagy 0,5%-os Ampholine oldat (pH 3,5-10)
és (B) 0,5%-o0s Ampholine oldat alkalmazasakor (pH 7-9) UV-detektalassal. Kisérleti
koriilmények: PAA bevonatu kapillaris 70 cm (61,5 cm az UV-detektorig) x 50 um
belsé atmérgjd; anolit 50 mM hangyasav, pH 2,3; katolit, 100 mM ammonium-
hidroxid, 50 mM hangyasavval pH 8,5-re titralva. Amfolit/minta/amfolit zénak
szekvencialis injektaldsa 50 mbar nyomassal, (A) ,,40/6/40” — 1% Ampholine pH 3,5-
10 és ,80/6/80” — 0,5% Ampholine pH 3,5-10; (B) ,80/6/80”, ,160/6/0” és
,0/6/160” —0,5% Ampholine pH 7-9. Alkalmazott fesziltség +20 kV (térerGsség 286
V/cm); mobilizalas: 10 perc fokuszalas utan 50 mbarral a fesziiltség alkalmazésa
mellett; detektalasi hulldmhossz 200 nm; fehérjék koncentracidja, 2 mg/ml. A
kisérleteket Agilent 7100 CE mdszerrel végeztiik. Roviditések: Lys, lizozim; Cyt c,
citokrédm c; myo, mioglobin; B-LGA, B-laktoglobulin A. [165]

Az 5. dbra szemlélteti a négy fehérje elvalasztdasat Ampholine pH 7-9 amfolitokkal MS-

detektaldssal, miutan jelentés mdodositdsokat vezettiink be a CIEF kisérletekben. Annak

ellenére, hogy a PAA bevonat nem mobilizalja a pH gradienst, a CE m(iszer kapcsolédasa
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az MS-hez az ESI interfészen keresztil indukdlja a zénamobilizaciot (porlasztégaz szivo
hatdsa). A nyomas alkalmazdasdnak hidnyaban is a komponensek jelent6sen gyorsabban
érték el az MS detektort, mint a koradbbi UV-detektaldst alkalmazé kisérletben (ahol volt
mobilizalas: 10 perc fokuszalds utan 50 mbarral mobilizdltuk a zénakat a fesziiltség
alkalmazasa mellett). A ,40/6/40” injektalasi protokoll (a korabbi mérés esetén kétszer
tobb amfolitot injektaltunk 4. B abra) alkalmazasa (csak 0,5 v/v% amfolitok
felhaszndldsdaval) a négy fehérje elvalasztasat eredményezte, bar eltéré felbontdssal (5.
A abra). Az 5. B dbra azt mutatja, hogy konzisztens volt a pH gradiens hossza, amikor
csak ,fél-szendvics”, ,0/6/80” de ugyanazon amfolit keriltek alkalmazasra,
Osszességében azonos mennyiségben. Ebben az esetben az amfolit komponenseket csak
a mintakomponensek injektaldsa utan injektaltuk, ahogy azt a ,,0” jelzi. A fél amfolit zéna
alkalmazasa, ,,0/6/40” esetén a gradiens zéna hossza megfelez6dott, ahogy azt az 5. C

abra is mutatja.
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5. Abra A fehérjék izoelektroferogramjai 0,5% Ampholine oldat pH 7-9 alkalmazasakor, MS
detektalassal. Az amfolit / minta / amfolit zondk 50 mbar nyomadssal torténd
injektalasara szekvencidlis injektalasi protokollt alkalmaztuk: (A) ,40/6/40” (B)
,0/6/80” (C) ,,0/6/40”. Kisérleti korilmények: PAA bevonatu kapillaris 70,6 cm x 50
pum belsd atméréjd; anolit 50 mM hangyasav, pH 2,3; katolit, 100 mM amma&nium-
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hidroxid, 50 mM hangyasavval pH 8,5-re titralva. Alkalmazott fesziiltség +20 kV
(térer6sség 283 V/cm); mintak koncentracidja: 1,3 mg/ml lizozim (p/ 11,35, Lys), 1,1
mg/ml citokréom c (p/ 10,25, Cyt c), 1,5 mg/ml mioglobin (p/ 6,8, Myo), 1,6 mg/ml B-
laktoglobulin A (p/ 5,3, B-LGA). Az extrahalt ion (El) elektroferogramokhoz
valasztott tomegek (m/z £20 ppm): m/z 1590,4 (lizozim), m/z 824,9 (citokrém c),
m/z 893,2 (mioglobin), m/z 1670,5 (B-laktoglobulin A). A teljes ion (Tl) intenzitast
szaggatott vonal jelzi. A kisérleteket Agilent 7100 CE m{(szerrel végeztiik, amely Q-
TOF MS mszerhez volt kapcsolva. [165]

e s

« s

és 0,25% -ra élesebb fehérje csucsokat és rovidebb pH gradiens zéndkat eredményez.
Bar a két bdzikus fehérje savja atfedi egymast (nem valaszhatdk el egymdstdl), a

mioglobin és a B-laktoglobulin A jél elkilonilnek az alapvonalon.
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6. Abra A fehérjék izoelektroferogramjai (A) 1%, (B) 0,5% és (C) 0,25% Ampholine oldat pH

4-6 alkalmazasakor, MS detektalassal. Amfolit / minta / amfolit zdndk szekvencialis
beinjektaldsa 50 mbar nyomassal: ,40/6/40”. A tobbi kisérleti korilmény és a
roviditések megegyeznek az 5. dbraval. [165]
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2. A nemvizes kozegben tortént modszerfejlesztések eredményei
i.  Lipid A NACE-ESI-QTOF MS/MS vizsgalata

Az elsé kisérletek célja a nemderivatizalt bakterialis foszfoglikolipidek elvalasztasa volt
NACE—-ESI-MS segitségével. Tekintettel a lipid A 6nmagdban rejlé heterogenitdsara, a
kiilonb6z6 komponensek, amelyek magas felbontasu Q-TOF MS mérésekkel kertltek
megkulonboztetésre, egyszerre voltak jelen a mintaban. A lipid A anionok elemzéséhez
a S. sonnei esetében az elvdlasztas kozegélil szolgald olddszer tiszta metanol volt,

amelyhez 0,36:0,12 térfogataranyban (v/v) TEA:AcOH elegyet adtunk.

A 7. abra a normal polaritds haszndlataval kapott elektroferogramot mutatja. Az acil
ldncok szdmdban kilonbozs lipid A vegyliletek hatékonyan elvdlasztdsra keriiltek a
foszforilaltsaguk alapjan: nem-foszforilalt, monofoszforilalt és biszfoszforilalt formakra.
Ezek a vegylletek jelent6s kiilonbséget mutattak toltés-méret aranyukban. Mint lipofil,
gyenge savak, a foszforilalt lipid A komponensek netté negativ téltést hordoztak enyhén
ldgos korulmények kozott, ami andd irdnyba kényszeritette 6ket. Azonban a kapillaris
fal szilanol csoportjainak deprotonaldédasaval (pH>7 tiszta metanolos kézegben) az EOF
aramlds az anionos lipid A komponenseket a katdd felé mozgatta (MS detektaldas normal

CE polaritasi médban).

Az el6zetes eredmények azt mutattdk, hogy a lipid A komponensek andd irdnyu
mobilitasa és az EOF katdd iranyd mobilitasa koézel azonos nagysagrendd, bar az EOF
kicsivel nagyobb mértékiinek mutatkozott. Mivel a lipid A zéna ellentétes iranyban
vandorolt az EOF-fel (kivéve a nem-foszforildltakat, amelyek az EOF-fel egyitt
mozogtak), a nagyobb anddos mobilitasu komponensek viszonylag stabilak maradtak az
adott kapillaris pozicidban, ami megnehezitette szamukra a detektor elérését normal
polaritdsi modban. A CE-MS rendszer optimalizadldsa érdekében viszonylag roévid
kapillaris hosszusag (55 cm) és a lehet6 legmagasabb fesziiltség (30 kV) keriilt
alkalmazasra. Ezenkivil a fesziltségkiilonbség fenntartasa mellett 10 perc utan klsé
nyomast (30 mbar) is alkalmaztunk annak érdekében, hogy a nem-foszforilalt vegyliletek

(EOF markerei) elérjék az MS-t.

Az extrahalt ion elektroferogramokban monofoszforilalt lipid A esetén tobb szerkezeti

izomer komponens volt megfigyelhetd, amelyeket az egyedi migracids id6k
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kilénboztettek meg annak ellenére, hogy ugyanazt a m/z-t és molekulaképletet
tartalmaztak. Az MS/MS mérések megerésitették, hogy a monofoszforilalt lipid A ionok
kozotti kilonbség a foszfat csoport kotési helye volt - a digliikézamin alapvaz C1, vagy
C4’ pozicidjaban. Négy csucs csoport keriilt megkilonboztetésre a 25 perces elvdlasztasi
id6 alatt, amelyek a nem foszforildlt, C4’-monofoszforilalt, C1-monofoszforildlt és
biszfoszforilalt lipid A-t képviselték (a két monofoszforilalt lipid A zéndja atfedésben

volt).

A C4’-monofoszforildlt tetra-acilalt komponenseknél a tandem tomegspektrum
kimutatta az egymastdl el nem valasztott acilacids izomerek jelenlétét (lasd a 7. abraban

Iévé bal oldali részabrat).
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7. Abra A S. sonnei baktérium kivonatdban jelenlévé kilonb6z6 lipid A-k NACE-ESI-QTOF
MS analizisével kapott extrahdlt ion elektroferogramok (EIE). Kapillaris méretei: 55
cm x 50 um, feszlltség: 30 kV (normal CE polaritds, detektalas a katdd végén),
nyomadsrasegités: 0 perc: 0 mbar, 10 perc: 30 mbar. Hattérelektrolit oldat: MeOH
0,36:0,12 (v/v) TEA:AcOH elegyével. A bal oldali abrarész a tetra-acilezett
monofoszforilalt lipid A izomerek EIE-jét mutatja m/z 1280-nal. A jobb oldali
részabra a vegylletek migrdciés sorrendjét mutatja. Jelolések: bisz-P,
biszfoszforilalt lipid A; P1, Cl-monofoszforilalt lipid A; P4’ és P4’*, a C4'-
monofoszforilalt lipid A acilezési izomerjei; nem-P, nem foszforilalt lipid A. [166]

ii. Az elvalasztas hatékonysaga és szelektivitasa

Az elvdlasztds hatékonysaganak és szelektivitdsanak optimalizdlasa érdekében a
hattérelektrolit oldat olddszer-osszetételének, elektrolit-Gsszetételének és elektrolit-
koncentracidjanak hatasa kerilt vizsgalatra, azon céllal, hogy mit okoz a kivalasztott lipid
A komponensek migrdciés idejében, elvalasztasi hatékonysdgban és a felbontasban. A

8. adbran az Osszetett lipid A minta elektroferogramjai lathatok kilonb6z6 aranyu
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olddszer elegyekben (20%-t6l 60%-ig DCM-ban és metanolban) normal CE polaritasi
maodot hasznalva. Az elektrolit adalékok (0,72:0,24 TEA:AcOH) koncentraciéi a DCM-
MeOH elegyben allanddak voltak az olddszerhatds értelmezéséhez. Ahogyan azt az
abran lathatjuk, a DCM hozzdaddsa a futtatd elektrolithoz jelent6sen csokkentette az
EOF-t, ami kozel 20 perccel hosszabb mérési id6t eredményezett a tiszta metanolhoz
képest. Fontos megjegyezni, hogy 30 perc utan kilsé nyomas (30 mbar) kerilt
alkalmazasra annak érdekében, hogy a mintazéna elfogadhatd migracios iddével

rendelkezzen.

A migracids id6 valtozdsan tul kiilonféle jelentds kilonbségek figyelhet6k meg az egyes
lipid A komponensek migraciés viselkedésében. Példaul a C1 és C4’ monofoszforilalt
izomerek migracids zonai egyértelmien elkezdtek szétvalni 40% feletti DMC-tartalom
mellett (8. B abra). Ezenkivil a legmagasabb DCM szazalékos arany alkalmazasakor a C1
mono- és a biszfoszforilalt csics csoportok migracids sorrendjének megforduldsa tortént

//////

tulajdonithaté a DCM-ben.

Tovabba, |épésrél |épésre javuléd felbontas lathaté kilonb6z6 acildltsagy, nem-
foszforilalt lipid A komponenseknél (amelyek az EOF front kozelében mozognak).
Ezeknek a vegylleteknek a legjobb elvdlasztasa 40% DCM tartalomnal érhetd el.
Feltehet6en a nemionos molekuldk ionos heterokonjugatumokka alakultak at a
hattérelektrolitban jelen 1évé acetationokkal. Az ionos komponensek mobilitasa
forditottan aranyos a méretiikkel, ebben az esetben a lipid A acildltsagi fokaval. Ennek
eredményeként a nagyobb nem-foszforilalt molekuldk lassabban mozogtak, és az EOF
frontjahoz kdzel migraltak. Amikor a hattérelektrolit nem, vagy kevesebb mint 40%-ban
tartalmazott DCM-t, a lipid A molekulak affinitasa az acetationok felé alacsonyabb volt,

és ennek eredményeként nem tortént meg a nem-foszforilalt 6sszetevék elkiilonilése.
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8. Abra A S. sonnei baktérium kivonatdban jelenlévé kilonb6z6 lipid A-k NACE-ESI-QTOF
MS analizisével kapott extrahdlt ion elektroferogramok (EIE). Kapillaris méretei: 55
cm x 50 um, alkalmazott fesziltség: 30 kV (normal CE polaritas), nyomasrasegités:
0 perc: 0 mbar, 30 perc: 30 mbar. Hattérelektrolit oldat: (A) 20:80 (v/v) DCM:MeOH,
(B) 40:60 (v/v) DCM:MeOH és (C) 60:40 (v/v) DCM:MeOH kiegészitve 0,72 :0,24
(v/v) TEA:AcOH mindharom esetben. A részabrak a tetra-acilezett monofoszforilalt
lipid A izomerek EIE értékét mutatjdk, m/z 1280-nal extrahalva. Jel6lések
megegyeznek a 7. abraval. [166]
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A metanol fokozatos cseréje DCM-ra jelent6s hatassal volt a tetra-acilaciés izomerek
szétvalasztdsara, kilondsen akkor, ha a DCM koncentraciéja meghaladta a
hattérelektrolitban a 40%-ot (40% DCM-nal R=0,83, 60% DCM-nal R=1,18; lasd a 8. abra
B, Crészdabrain). Valdszin(, hogy a két tetra-acil-izomer DCM-ban valé oldéddsa nagyobb
kilénbségeket okoz a molekulageometridjukban. Ezéltal a toltés/tomeg aranyuk eltéré
lesz. Azonban, ha a rendszer polaritasat megforditjuk, jelent8s javulas érheté el a két
izomer szétvalasztasaban. A 9. abra a hattérelektrolitban [évé sé koncentracidjanak
optimalizaldsa és allandd nyomadasrasegités alkalmazdsa mellett, forditott CE polaritasu

elrendezésben detektalt 4tfed6 extrahalt ion elektroferogramokat mutatja be.
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9. Abra A S. sonnei-ben jelenlévd kiilonb6z6 lipid A-k NACE-ESI-QTOF MS analizisével nyert
extrahdlt ion elektroferogramok (EIE). Kapillaris méretei: 55 cm x 50 um, rakapcsolt
fesziiltség: —30 kV (forditott CE polaritdas, detektdldas az anddos végén),
nyomadsrasegités: 0 perc: 3 mbar, 30 perc: 30 mbar. Hattérelektrolit oldat: 40:60
(v/v) DCM:MeOH 0,72:0,24 (v/v) TEA:AcOH-val. A részabrak a 1280 m/z, 1488 m/z
és 1716 m/z mellett extrahalt tetra-, penta- és hexa-acilezett, monofoszforilalt lipid
A izomerek szerkezetét és EIE-it mutatjak be. Jel6lések megegyeznek a 7. dbraval.
[166]

A konstans kilsé nyomds alkalmazdsa (3 mbar) elegendének bizonyult az EOF katdd
iranyd mobilitdsanak lekizdéséhez. A 9. dbra azt is mutatja, hogy az elektrolit
koncentraciok novelése (1,08:0,36, TEA:AcOH) lehet6vé tette a két acilalasiizomer teljes
elvalasztasat az elektroforetikus mobilitasaikban levé jelent6s kiilonbségek miatt.

Normal vagy forditott CE polaritas alkalmazasakor az egyes lipid A komponensek
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vandorlasi sorrendjében egy kiilonbség volt megfigyelhet6, ami a NACE rendszer
megvaltozott szétvalasztdsi szelektivitasat mutatja a két polaritdsi maddban
(6sszehasonlitva a 8. B és a 9. dbrat). A polaritas valtas kilonésen hasznos azoknak a
komponenseknek a detektdldasdra, amelyek vagy a minta zéna kezdeténél, vagy a
végénél vandorolnak. Példaul normal CE polaritds hasznalatakor a nem-foszforilalt lipid
A komponensek szdmara kevesebb id§ jutott, hogy elvalasztdédjanak egymastdl,

0sszehasonlitva a forditott CE polaritasu mérésekkel azonos koriilmények kozott.
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10. Abra  Atrietil-amin és az ecetsav elektrolit adalékok mélaranyanak hatasa (A) a vandorlasi
id6re 60:40 (v/v) MeOH:DCM olddszerben, valamint a sékoncentracié szintjének
hatdsa (B) a migracids id6re és (C) az elméleti tdnyérszamra és felbontdsra 40:60
(v/v) DCM:MeOH olddszerben. Kapillaris méretei: 55 cm x 50 pm, (A) rakapcsolt
fesziltség: 30 kV (normal CE polaritds), nyomasrasegités: 0 perc: 0 mbar, 20 perc:
30 mbar, (B) és (C) rakapcsolt fesziiltség: —30 kV (forditott CE polaritas),
nyomadsrasegités: 0 perc: 3 mbar, 30 perc: 30 mbar. ATEA és az AcOH 1:1 mélaranya
megegyezik a 0,36:0,12 térfogatarannyal. Jelolések megegyeznek a 7. abraval.
[166]

A 10. dbra a migracios id6k és az elméleti tdnyérszamok valtozasait mutatja be 6t
reprezentativ lipid A molekula esetében (kiilonb6z6 foszforilacios komponensekkel és
két acildlasi izomerrel). Ezek a valtozasok 6sszefliggésben allnak a TEA és AcOH elektrolit
adalékok mal- és térfogataranyaval a nemvizes hattérelektrolitban. EI&szor a savas és
lGgos adalékok mdlaranya keriilt vizsgalatra 1:2, 1:1 és 2:1 arany mellett, mikozben az
adalékok 6sszes anyagmennyisége allandé maradt (10. A abra). Az egyenlé modlarany
(1:1) kerilt kivalasztasra a tovabbi vizsgalatokhoz, mivel a legjobb elvalasztas ezen arany

esetén alakult ki az acilalasi izomerek k6zott.
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Ezutan a teljes adalék koncentracid hatasat tanulmanyoztuk mind normal, mind
forditott CE polaritdsi médban. A forditott polaritdsi méd eredményeit a 10. B és C dbrak
mutatjak be. Forditott mdodban az EOF ellenaramként m(ikodik, igy az elvalasztast kiilsé
nyomadssal kellett segiteni. A s6koncentracié névekedése elnyomta az EOF-t, amint azt
a nem-foszforilalt komponens [athaté mobilitasa bizonyitja normal médban. Enyhe
csokkenés volt megfigyelhet6 a komponensek elektroforetikus mobilitdsdban. A
legalacsonyabb sészinten az EOF meghaladta a kiils6 nyomadssal segitett aramldst, ami a
nem-foszforildlt izomer detektaldasanak elmaradasat eredményezte. Azonban az
elektrolit adalékok magasabb koncentracidi lehet6vé tették a teljes minta zéna nagyobb
felbontasu elvdlasztdsat, ami a lipid A ionok kozotti nagyobb elektroforetikus mobilitas

kiilonbségeknek kdszonhetben javitotta a felbontast.

A 10. C abra illusztrdlja a hatékonysag novekedését az elektrolit koncentraciéval
parhuzamosan, kiléndsen a P4’ és P4’* acilalasi izomerek esetében. Az alacsony,
kdzepes és magas sészintekhez tartozo felbontasok: forditott polaritds médban R = 1,5;
1,8; 2,1 és normal polaritds médban R = 0,6; 0,8; 1,5 voltak. Osszességében a forditott
polaritasi madd, 40:60 (v/v) DCM:MeOH nemvizes olddszer eleggyel és 1,08:0,36 (v/v)
TEA:AcOH tartalommal optimalis kompromisszumnak tiinik a komplex lipid A mintaban

az egyedi vegyuletek hatékony szétvalasztasahoz és MS/MS fragmentacidjahoz.

iii.  Foszforilacios hely és acilalasi profil meghatarozasa tomegspektrometriaval

A 40-60% DCM-t tartalmazd hattérelektrolitban a lipid A molekuldk megndvelt
oldhatdsaga novelte a detektalt MS jelek intenzitasat és csokkentette az alsé kimutatasi
hatarértékeket. Ez a fejlesztés lehetGvé tette a pontos szerkezetazonositdshoz
sziikséges MS/MS fragmentdcids mérések alkalmazasat. A hattérelektrolitban és a
kopenyfolyadékban a TEA, mint adalék kerlt alkalmazasra, mely negativ ion mddban
lUgossa téve a kozeget segitette a lipid A komponensek deprotonalédasat [M—H]~ vagy
pozitiv ionmddban lehet6vé tette a trietil-aménium addukt-ionok [M + H + TEA]*
kialakulasat. A lipid A ionformak CID koriilmények kozotti fragmentacids profiljait
korabban mar leirtdk, igy a vonatkozé fragmentacids profilok kénnyen értékelhet6k

voltak. A kovetkezGkben csak a f6 ioncsucsokrdl lesz sz6. [91, 128-131]
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A pozitivionmddu tandem témegspektrumokban (11. dbra) dominans B tipusu ionok (B1
és By, melyek a gliikézamin diszacharid glikozid kotéseinek C1’ és C1 pozicidiban torténé
hasaddsa révén keletkeztek) keriltek megfigyelésre. Ezek a fragmentacids ionok
diagnosztikai ionként szolgalnak a lipid A foszforildciés mintazatdnak detektaldsara.
Példaul a B, ion jelzi a foszforilacids allapotot a C1 pozicidban a hozzaadott adduktképzé
agens (TEA), valamint a C1 szubsztituens (azaz H3PO4 a C1-foszforilacié esetén vagy H.O
a C4’-foszforilacio esetén) elvesztésével. Tovabba, a B1 ion kdzvetett informaciét nyujt a

foszforilaciés allapotrol a C4’ pozicidban.

A pozitivionmaédu tandem tomegspektrumokban két kiilénb6z6 B1 ioncsucs jelent meg
az azonos B; tipusu ioncsucs mellett 1264 m/z értéknél, amely bizonyitékot szolgaltat
két tetra-acilalt C4’-monofoszforildlt lipid A izomer (P4’ és P4’* vegyliletek) jelenlétére,

kulonboz6 acilalasi mintazatokkal.

A negativ-ionizdcidos modban rogzitett tandem tomegspektrumok (12. abra) értékes
informacidkat nyudjtanak a lipid A acilalasi mintazatairél. A deprotonalt monofoszforilalt
lipid A prekurzorainak [M—H]~ fragmentaciéja soran az észterkotott zsirsavak (mind
elsédleges, mind masodlagos) lehasadnak. A fragmentdciés folyamatokat szabalyozé
egyetlen foszfat csoport pozicidja miatt a zsirsav-veszteségek egymast kovetSen (C4’-
foszforilacié esetén) vagy verseng6bben (C1-foszforildcié esetén) torténhetnek. Annak
ellenére, hogy a kilénb6z8 pozicidban foszforildlt izomer szerkezetek kozott eltérések
vannak az észterkotés-hasaddsok preferencidjaban, rendkiviil hasonlé tandem
tomegspektrumok keletkeznek, amelyek azonos m/z értékekkel rendelkeznek,
kilénb6z6 relativ intenzitdsokkal. A NACE-ESI-MS/MS mddszer nagy szelektivitast és
érzékenységet kinal, lehetévé téve a foszforilaciés izomerek CID fragmentdcios

folyamatainak pontos meghatarozasat és dsszehasonlitasat.
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11. Abra A NACE altal elvalasztott C1 és C4’ foszforilacios és két C4’ tetraacilezett izomer
pozitivion médu ESI-QTOF MS/MS-ével kapott CID témegspektrumok. A zardjelben
[év6 szamok a zsir-acilldncok szamat mutatjdk a lipid A molekuldban. P1, C1-
monofoszforilalt lipid A; P4’ és P4’*, a C4-monofoszforildlt lipid A acilezési
izomerjei; non P, nem foszforilalt lipid A. [166]

Erdemes megjegyezni, hogy az izomerek mindegyik parosanak fragmentacidjahoz
ugyanaz az (itkdzési energia kerllt alkalmazasra, azonban kilénbség volt a deprotonalt

formak disszociacios aranyaban (pl. a prekurzor ion intenzitasa/dsszes ion intenzitdsa),
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a C4’-monofoszforildlt prekurzorok esetében magasabb ardnyt mutatva. Ez a jelenség

azt sugallja, hogy a deprotonalt Cl-foszforildlt lipid A molekuldk nagyobb stabilitast

mutatnak a C4’ izomerekhez képest.
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12. Abra A C1 és C4’ foszforilacids izomerek és két C4’ tetraacilezett izomer NACE altal

elvélasztott CID témegspektrumai negativion modu ESI-QTOF MS/MS segitségével.
A zéréjelben Iév6 szamok a zsir-acillancok szamat mutatjak a lipid A molekuldban.
P1, C1-monofoszforilalt lipid A; P4’ és P4’*, a C4’-monofoszforildlt lipid A acilezési
izomerjei; non P, nem foszforilalt lipid A. [166]

50



VII. EREDMENYEK ERTEKELESE

1. A modszerfejlesztésekhez kapcsolddé kihivasok és problémak a CZE-
MS és CIEF-MS kapcsolasok soran

CE-QTOF-MS kapcsolat kozvetlenil az ESI hasznalatdval még nem volt alkalmazva
szerves savak elemzésére bor mintdakban. Ez a mddszer igéretes megkozelitést kinal a
vorosborok hat szerves savanak minGségi és mennyiségi monitorozasara. Ezek a savak a
tejsav, a borostydnkdsav, az almasav, a borkdsav, a shikiminsav és a citromsav. Az
elemzés el6tt a bor mintak higitds és szlirés utjan lettek el6készitve. Az optimalizalt
kisérleti feltételek alkalmazdsdval az egész elemzést kevesebb mint 4 perc alatt meg
lehetett valdsitani. Fontos megjegyezni, hogy a szerves savak migrdciés ideje nem
valtozott a mérések kozott, illetve a standard és a borminta esetén sem (RSD < 3%). Az
alkalmazott elvalasztasi korilmények mellett a szerves savak deprotonalédasuk miatt
negativ toltéssel rendelkeznek. [126, 132] A megfelelé hattérelektrolit kivalasztasa
kiemelt fontossagu annak érdekében, hogy ezeket az anionokat el lehessen valasztani
és kvantifikdlni. A hattérelektrolitnak tobb szempontot kell teljesitenie: (1) meggatolni
vagy visszaforditani az elektroozmotikus dramldst, (2) a csucsalak torzulds
minimalizaldsa érdekében a hattérelektrolit mozgékonysaga nem térhet el
szamottevéen a minta mozgékonysagatdl, (3) direkt UV detektalds esetén minimdlis
molaris abszorpcids képességgel kell rendelkeznie. [126, 132] Amennyiben az MS kerdil
alklamazasra a mintdk detektdlasara, érdemes keriilni a nem illékony pufferek (pl.
foszfat vagy borat pufferek) haszndlatat, mivel azok szennyez6déseket vihetnek be az
elektrospray kamraba és az MS analizatorba, valamint gatolhatjak a mintak ionizacidjat,
ami csokkent érzékenységhez vezethet. Ezek miatt a CE-MS analizisek soran el6nyben
részesilnek az illékony pufferek. A pufferek pH-janak befolydsa kdzvetlenil nem kerdilt

tesztelésre, de irodalmi adatok alapjan figyelembe lett véve. [133]

A mintak adszorpcidjanak és veszteségének elkeriilése érdekében a kapillaris bels6
felilete megfelel6 fedéssel kerlilt bevondsra. A fedésnek homogén belsé feliiletet kell
Iétrehoznia, teljesen elzarva az adszorpcids helyeket, és biztositani a magas elméleti
tanyérszam elérését. Kapcsolt modban a fed6anyagnak kompatibilisnek kell lennie az

MS-sel, és biztositania kell a mintak elvalasztasanak reprodukdalhatdsagat. [134]
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A kapillaris belsé fellletének fed6anyagaként hexadimetrin-bromid (polibrén) volt
alkalmazva. A polibrén magas feddé stabilitast biztositott és pozitiv toltésd kapillaris
feltletet alakitott ki, amely forditott (anddos) EOF-t indukalt. Ez a bevonat lehet6vé tette
az ismételhet6 elvalasztdsokat, a mintak hatékony ionizaciéjat és a negativ toltésd
mintak detektaldsat. Emellett a polibrén feliletbevonat kompatibilis volt az MS
alkalmazassal és a mintamatrix komponenseivel. A magas fellleti toltése miatt a
polibrén nagy anddos EOF-t indukalt, ami reprodukdlhatd migraciés id6ket
eredményezett a szerves savak esetében, ezdltal kdnnyen azonosithatdak voltak a
jellegzetes ionjaik alapjan az MS-ben. A kopenyfolyadék kivalasztdsa jelentGsen
befolyasolta az érzékenységet a CE-ESI/QTOF-MS vizsgdlat soran. Altaldban az MS
elemzésben egy kis mennyiségl illékony savat, példaul hangya- vagy ecetsavat adnak

hozzd a mozgoéfazishoz a mintdk ionizdcidjanak elGsegitése érdekében.

A szerves savak elvalasztdsara fejlesztett mddszeriinket Osszevetettem Acunha és
munkatdrsai [33] munkajaval, melyben anionos metabolitokat valasztottak el vorésbor
és narancslé mintdkban. Méréseik sordn kationos kopolimer fedést alkalmaztak (poli-
(N,N,N’,N’-tetraetildietiléntriamin, N-(2-hidroxipropil)-metakrilamid 50:50 molaris
aranyban) 50 um belsé atmérgjl kapillarisokban. A fedés elkészitése az altaluk végzett
szintézis, majd az azt kdvet6 kapillaris fedés miatt tobb, mint 24 drat vett igénybe. A
futtatdsaik 12 percig tartottak, 1 M hangyasav (pH=2,4) hattérelektrolit, +20 kV és -20
kV fesziltségkllonbség alkalmazasdval érték el a legjobb mérési koriilményeket. 142
kiilonb6z6 metabolitot tudtak azonositani vorésborban, melyek kézt megtaldlhaté volt
a borkGsav, citromsav, almasav és borostyank&sav. Méréseik soran CE-ESI-TOF-MS-t
alkalmaztak. Szemben az eddig felsoroltakkal, az 3ltalunk fejlesztett médszer hat
kiillonb6z6 szerves sav (tejsav, borostyankdsav, almasav, borkdsav, shikiminsav és a
citromsav) azonositdsa mellett a szerves savak koncentraciéinak meghatarazasara is
alkalmas vorosbor mintabdl. Az 50 um-es kapillaris fedéseként mi polibrént
alkalmaztunk. A fedés elkészitése a fedési |épés soran mindossze 15 perces polibrénes
mosast igényelt. A futtatasaink 4 percesek voltak, hattérelektrolitként 50 mM
ammodnium-acetat puffer (pH=6,0) kerilt alkalmazasra -20 kV fesziltségkilonbség

mellett. Méréseink soran CE-ESI-QTOF-MS m(szert alkalmaztunk. Osszeségében sikeriilt
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egy gyorsabb, egyszerlbb és tobb szerves sav azonositdsdra és koncentrdcioik

meghatarozasara képes mddszert fejlesztentink.

A fehérjék analizisére irdnyuld CIEF vizsgalat egy széleskorl kutatasi téma, amelyet a
gyors és hatékony analitikai mddszer iranti igény hajt. Ez a mddszer az amfoter anyagok
jellemz8 paramétere, az izoelektromos pont alapjan mlkodik. Annak ellenére, hogy
szamos maodszert fejlesztettek ki, a CIEF integraldsa az MS-sel tovabbra is egy jelent6s
kihivds marad a nativ fehérjeanalizis terén. A két technika kombindcidja szamos
megoldast és stratégidt eredményezett. [37] A legujabb tanulmanyok azonban
ravildgitanak olyan kritikus kérdésekre, amelyeket kezelni kell, ideértve a kapillaris
felliletén bekodvetkez6 fehérjeadszorpciét, a pH gradiens mobilizacidjat és az amfolit
komponensek esetleges interferenciajat az MS-sel. [135] Az értekezésben a CIEF
kisérletekhez szekvencialis injektdlasi protokoll kerilt alkalmazasra, szlk és széles pH

tartomanyu amfolitokkal.

i.  Akapillarisok

A fehérjék CE analizise soran a makromolekuldk és a kapillaris fal kozotti kdlcsénhatds
csucsszélesedéshez és csdkkent elvalasztasi hatékonysaghoz vezethet. A tartdsan fedett
kapillarisok hasznalata segithet megel6zni vagy csokkenteni ezt a koélcsénhatast a
fehérjék és a kapillaris fala kozott. A kilonbo6z6 fedett kapillarisok koziil (példaul linearis
poliakrilamid [136], kétréteg(i sziloxandiol-poliakrilamid [137], és polivinil-alkohol
[138]), amelyeket fehérjék CIEF-MS elvdlasztdsara alkalmaznak, a PAA kapillarisok
gyakorlati alkalmazhatdsaga kerilt bemutatdsra. Ezekben a PAA kapillarisokban nem
alakul ki EOF, ami a pH gradiens mobilizaciéjanak alkalmazdasat teszi sziikségessé (vagyis
a fékuszalt zéndk detektor felé vald elmozditasat). Ezt nyomassal vagy az ESI ionforras
szivéhatdsanak kihasznalasaval lehet elérni a kapillarisban. A megfelel6 mobilizaciét a
kopenyfolyadék osszetétele is segitheti, biztositva az elektrokinetikus mobilizaciét egy

adott id&szak utan a pH valtozasa miatt. [139]

A szekvencidlis injektaldsi protokoll soran a kapillarist kezdetben katolittal, egy bazikus
oldattal toltik fel, mivel az elektroforetikus migracié az andd oldaltdl a katdd oldal felé
torténik. A PAA bevonat stabilitdsdanak fenntartdsa érdekében az elektrolit oldatok pH-

janak 9-nél alacsonyabbnak kell lennie. Mivel az MS kapcsolat miatt az illékony
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elektrolitok hasznalata szikséges, a kivant pH-t az ammadnium-hidroxid hangyasavval
torténd titraldsaval allitjuk a megfelel6 értékre. A statikus bevonat hasznalata
elényosebb, mint a dinamikus bevonatoké, mivel kikliszoboli az MS-detektalast

befolydsold adalékok (pl. metilcelluldz) sziikségességét.

ii. Az amfolitok

A vizsgalt fehérjék megjelenése a pH gradiensen beliil vagy kiviul fligg példaul az
amfolitok (széles vagy sz(ik pH tartomany) és az elektrolit oldatok Osszetételét6l. A
kisérletek, amelyeket polivinil-alkohol vagy poliakrilamid bevonatu kapillarisokban
végeztek, kimutattdk, hogy az amfolitok mennyisége és az injektalas hossza befolyasolja

a kapillarisban kialakulé pH gradiens hosszat. [41]

Bar igazoltak, hogy a CIEF elvégezhet§ amfolitok jelenléte nélkil, ami csokkenti a hattér
interferenciat a tobbszordsen toltott fehérjék m/z tartomanyaban, a komplex keverékek
hatékony felbontdsa CIEF esetén valéban igényli az amfolitok jelenlétét. [140] A széles
pH-tartomanyu amfolit oldatok kb. 4000-6000 izomert tartalmaznak [141-145], mig a
szUk pH-tartomdanyu amfolit oldatok, amelyeket a széles pH-tartomanyuakbdl allitanak
el6, kevesebb komponensbdl allnak. Kimutatdsra kerlilt, hogy a széles pH-tartomanyu
amfolitok alkalmazhaték CIEF-elvalasztasban ,,szendvics injektalas” alkalmazdsa mellett,
azonban a kialakuld izoelektromos mintazat a valasztott pH-tartomanytdl és a mintak p/
értékeitdl fligg. A négy fehérje komponens felbontasa eltéré. Példaul a mioglobin (p/
6.8) és a B-laktoglobulin A (p/ 5.3) elvélaszthatd egymdstdl és a két bazikus fehérjétdl
rovid migracids tavolsagon beliil, fliggetlenil attdl, hogy széles vagy szlik pH-tartomanyu
amfolitok keriilnek-e alkalmazasra (lasd a 4. A abrat vagy 4. B abrat). Azonban, a
viszonylag révid migracids tavolsag és a fokuszalasi 1épést koveté nyomadssal torténdé
mobilizacié miatt a két bazikus fehérje nem valik el egymatdl ezekben a kisérletekben.
Fontos megjegyezni, hogy van kiildnbség a pH 3.5-10 és a pH 7-9 amfolitok hasznalata
kozott. A két bazikus fehérje a katolit és a pH-gradiens kozott helyezkedik el éles fronttal
a 4. B abran, mig egy rovid amfolit zéna lathatd ezen bazikus fehérjék el6tt a 4. A dbran.
Ez a kiilonbség abbdl adddik, hogy az amfolit oldatok sem kizardlag csak az amfolit
komponensekbdl alinak (pontosan a megadott p/ értékekkel) a pH tartomany széleinél.

A pH 7-9 amfolitoldat esetében ezeknek az ,elsé” komponenseknek a p/l-értékei joval
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pH=10 alatt vannak, ami arra utal, hogy a két bazikus fehérje éles csuccsal jelenik meg

az amfolitzéna szélén.
iii. A szekvencialis injektalas

Az amfolit oldatok mennyisége és koncentracidja kulcsfontossagu szerepet jatszik a
megfelel6 felbontas elérésében. A végsS pH gradiens hossza az alkalmazott amfolitok
mennyiségétdl fligg. Ez a jelenség egyértelm(ien lathaté a 4. abran, ahol kiilonb6z6
injektalasi elrendezések lettek alkalmazva, de az amfolitok mennyisége allandé maradt.
Megfigyelhet6 ugyanaz a végsé pH gradiens (gradiens hosszusag), amikor két zéna lett
injektalva: 1% amfolit oldattal (,40/6/40” injektalasi protokoll) vagy 0,5% amfolit
oldattal (,80/6/80” injektalasi protokoll). Mindkét eset Gsszeségében ugyanazt az

amfolit mennyiséget tartalmazta. Ez a jelenség fliggetlen az amfolit pH-tartomanyatal

és az amfolit zonak szamatadl. [40]

A 4. B abraban ugyanannyi Ampholine pH 7-9 amfolit kerilt alkalmazdsra harom
kalénb6z6 protokollal (,80/6/80”, ,,160/6/0” és ,,0/6/160” sorrendben), ami azonos pH
gradienst eredményezett. Amikor csak az amfolitok fele kerilt injektdlasra ,fél
szendvics” elrendezésben, eredményként egy rovidebb (fele olyan hosszusagu) pH
gradiens keletkezett (lasd az 5. B abrat és az 5. C abrat). Mindazonaltal, a négy fehérje

elvalasztdsa igy is elérhet6.

iv.  Afehérjékizoelektromos pontja 6sszevetve az alkalmazott pH gradienssel

A fehérje komponensek elhelyezkedése a pH gradiensen beliil kulcsfontossagu kérdés a
CIEF-ban. Széles pH-tartomanyu amfolit oldat esetén, varhatd, hogy a 3,5 és 10 kozotti
p! értékkel rendelkez6 komponensek migralnak a pH gradiensen belll. Azonban a
kisérletek sordn a lizozim (p/ 11,35) is megfigyelhet6 a pH gradiensben a B-laktoglobulin
A-val (p/ 5,3), a mioglobinnal (p/ 6,8) és a citokrém c-vel (p/ 10,25) egyiitt (4. A dbra). A
lizozim elhelyezkedése, migracidja két tényezének tulajdonithaté. ElGszor is, az amfolit
oldat megadott pH tartomanya magaban foglalja a p/ értékeket pH 10-ig terjed6en, ami
arra utal, hogy a megadott pH korlatot meghaladé p/ értékkel rendelkez6 komponensek
kizarhatdak a gradiensbdl. Azonban fontos megjegyezni, hogy az amfolit oldatok nem
csak az adott pH tartomanyban |évé amfolitokbodl allnak. Az adott pH tartomanyon kiviil

es6 pl értékkel rendelkez6 amfolitok szintén jelen vannak, ami kismértékd elvalasztodast
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okoz ezeken a terlileteken, bar mennyiséglik nem pontosan ismert, és valdszinlleg
fokozatosan csokken. Masodszor, az amfolit komponensek mennyisége a pH gradiens
szélein lényegesen alacsonyabb a kdzponti részhez képest, ami gyenge elvalasztédast
eredményez. Ez a hatas hangsulyosabb azokban a kisérletekben, ahol pH 7-9 vagy pH 4-
6 tartomanyu amfolitok kerultek alkalmazasra (4. B abra, 5. és 6. abra). Az két bazikus

fehérje kizardsa a pH gradiensbdl ezekben az esetekben egyértelmien megfigyelheté.

Korabbi tanulmanyokban az elektrolit 6sszetételének hatasat is vizsgaltak szekvencialis
injektaldsi protokollal az IEF-re. [146] A cél az volt, hogy azokat a kisérleti feltételeket
azonositsak, amelyek lehetévé teszik a mintakomponensek szamara, hogy elhagyjak a
pH gradienst, alacsony amfolitkoncentracié mellett vagy amfolitok hidnyaban. Azok a
komponensek, amelyek a pH gradienstdl eltéré p/ értékkel rendelkeznek, a gradiens
szélein fognak vandorolni. Emellett a vandorlasukat befolydsolja a mobilitasuk is,
amelyet az izotachoforetikus eloszlas hatdroz meg, végsd soron a csucsok sorrendjének

kialakulasat eredményezve. [147]

v.  Osszegzés

Moddszeriinkkel, melynek soran kezeletlen kapillarisban egy gyors fedési eljaras soran
(15 perces mosas) polibrént alkalmaztunk, sikerilt hat kiilonb6z6 szerves savat (tejsav,
borostyankd&sav, almasav, borkGsav, shikiminsav és a citromsav) azonositani és emellett
a szerves savak koncentracidit meghatarozni vorésbor mintabdl. Nyolcvan cm-es
kapillaris hossz mellett, hattérelektrolitként 50 mM ammadnium-acetat puffert (pH=6,0)

alkalmaztunk, mellyel a legjobb elvalasztasokat kaptuk.

PAA bevonatu kapillarisban szekvencialis injektalasi protokollt alkalmazva sikeriilt clEF
soran a 4 fehérjét tartalmazé minta (lizozim, p/: 11,35; citokréom c, p/: 10,25; mioglobin,
pl: 6,8; B-laktoglobulin A, pl: 5,3) elvalasztasa. Méréseink soran kiilonb6z6 injektalasi
protokollok mellett kiilonb6z6 amfolit koncentracidkat alkalmaztunk. Az eredmények
alapjan megdllapitottuk, hogy a kialakuld pH gradiens hossza az injektalt amfolit zéna
hosszatol és a koncentracidjatdl figg. MS kapcsolas soran a mérési id6k lerdvidiltek a
porlasztogaz szivd hatasa miatt. Szendvics és félszendvics elrendezések esetén is sikeres

volt az elvalasztas. Rovidebben injektalt amfolit zdnaval is elértlink elvalasztast, azonban
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a kialakulé amfolit zona ekkor lerévidilt. A minta komponensek p/-jén kivil esé amfolit

alkalmazasakor elértiik a minta komponensek amfolit zénabdl vald kilépését.

2. A moddszerfejlesztésekhez kapcsolddé kihivasok és problémak a
NACE-ESI-MS/MS kapcsolasok soran

A NACE igéretes eredményeket mutatott a foszforilaciés izomerek alapvonali
elvdlasztdsdban, valamint elfogadhatd elvalasztast az acilacids izomereknél lipid A
esetén. Azonban a nativ lipid A teljes jellemzése tovabbra is jelentGs analitikai kihivas
marad heterogenitdsa miatt. A bioldgiai kivonatokbdl szarmazé lipid A készitmények,

még egyetlen bakterialis torzsbdl szarmazdak is, rendkivil heterogének. [148-151]

Ez az 6roklott mikroheterogenitas a lipid A-ban a bioszintézis hianyos volta vagy a
genetikai szabalyozas miatt jelentkezhet, amely kornyezeti valtozdsokra adott
valaszként lehetGvé teszi a baktériumok tulélését. [152-155] Az utdbbi években novekvé
érdeklédés Ovezi a természetes lipid A variansok pontos meghatdrozasat, amelyek
kiilonb6z6 gyulladasos potenciallal birnak egy bakterialis mintaban. A kisebb molekularis
valtozasok felismerése és azonositasa, valamint azonos molekulatémeg(i szerkezeti
izomerek jelenlétének megértése létfontossagu az ezekkel a molekulakkal szembeni

altalanos immunvalaszok megértéséhez.

i. A nemvizes kozeg hattérelektrolitjanak kivalasztasa

NACE kisérletek soran a metanol gyakran hasznalt szerves olddszer acetonitrillel
keverve, a viszkozitas csokkentése és a mintdk latszélagos mobilitdsanak javitasa
érdekében. [156] A metanol viszonylag magas viszkozitassal rendelkezik (0,55 cP), ami
gatolhatja a mintak mozgasat, de amikor alacsonyabb viszkozitadsi ACN-nel (0,34 cP)
keverik, a viszkozitdas csokken. Azonban, ami a lipid A molekuldkat illeti, az ACN
hasznalata nem megfelel6, mivel ez csékkenti ezeknek az amfifil molekulaknak az
oldhatdsagat. A bakterialis foszfoglikolipidek oldhatdsagi kdvetelményeinek kezelésére

egy olyan olddszerrendszer kerilt alkalmazasra, amely metanolt kevert diklér-metannal.

A DCM nem jellemzé olddszer a NACE kisérletekben a kis dielektromos allanddja (g =
8,93) miatt, de a lipid A elemzésére jo valasztasnak bizonyult, mert hatékony olddszer a

lipid A szdmara, és viszonylag alacsony viszkozitassal rendelkezik (0,41 cP), ami segit a
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nemvizes elegy altalanos viszkozitasanak csokkentésében. A DCM ardnyanak hatasa a
lipid A szerkezeti izomerek elvalasztdsi hatékonysagara mar kifejtésre kerilt az

értekezésben 42-45 oldalon (8. Abra).

Az elektrolit ionos komponenseinek kivalasztasakor kilonb6z8 tényezék lettek
figyelembe véve, ideértve a sav disszocidcids allandét, az illékonysagot és az ionizacios
hatékonysagot. A f6 szempont az volt, hogy elektroforetikus elvalasztas torténjen egy
enyhén lugos hattérelektrolitban (az un. latszélagos pH-n nemvizes oldatokban), ezaltal
a lipid A foszfat csoportjainak deprotondlédasa el6 legyen segitve. Figyelembe vettiik
ezen kiviil azt is, hogy a magasabb pH-értékek a lipid A komponensek észterkotéseinek

hidroliziséhez vezethetnek. [157]

Egy korabbi tanulmdnyban a lipid A CE-MS elvalasztasandl részben vizes
elektrolitrendszerben, trimetilamin és ecetsav egyenl6 molaris mennyiségl elegye
keriilt kivalasztasra elektrolit adalékanyagként. Az igy létrejové trietil-amdnium-acetat
egy illékony s, amely a nemvizes olddszereleggyel keverve a keletkez6
hattérelektrolitban kb. pH 8-as latszélagos pH-t tart fenn. Fontos megjegyezni, hogy mig
a trimetilamin ,memédria hatdst” okozhat LC-MS rendszerekben, azammodnium-hidroxid
hasznalata a trimetilamin helyett nem volt megfelel§, mivel alacsony jelintenzitasokat

eredményezett a lipid A esetében. [158]

ii. A NACE-ESI-MS kapcsolas paraméterei triaxialis porlasztast alkalmazva

Alipid A CE-MS elemzése soran tébb paraméter kerlilt optimalizdlasra annak érdekében,
hogy stabil porlasztas és a legnagyobb jelintenzitas keriiljon elérésre minden lipid A ion
esetében. Ezek a paraméterek magukban foglaljdk a kapillaris végének pozicidjat, a
kopenyfolyadék Osszetételét és aramldsi sebességét, a CE és az ESI feszliltségeket, a
porlasztogaz aramldsi sebességét, a szaritd gaz nyomdsat és hémeérsékletét, valamint a

Jet stream koépenygdazat.

A j6 porlasztas kialakuldasanak elésegitése érdekében kedvez6 a kis fellleti fesziiltségl
és konnyen elparologtathatd szerves olddszerek hasznalata. [159] Ezen felil az ESI
porlasztasi stabilitdsa novelhet6 egy illékony, semleges s6 jelenlétével az alap
adalékanyagok mellett. [160] Tesztelésre kerilt tiszta metanol, amely trietilamin (TEA)
és ecetsav egyenlé6 molaris koncentracidival lett mddositva. Az elektrolit tartalom
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csokkentése a kopenyfolyadékban novelte a jelintenzitasokat, mivel a trietil-amoénium-
acetat alacsonyabb mennyiségével csokkent az elektrospray jel elnyomo hatdsa. [161]
Azonban a legalacsonyabb adaléktartalom hasznalata aramingadozasokhoz vezetett.
Ezért az ennél magasabb sdkoncentracié (0,06% TEA és 0,02% ecetsav) kerilt
kivalasztdsra, amely megfelel6 daramer@sséget biztositott és kb. hdromszorosara névelte
a jelintenzitasokat. A képenyfolyadékot 5 uL/perc aramlasi sebességgel hasznaltuk a
magas detektaldsi érzékenység érdekében mind az ESI negativ, mind a pozitiv ion

madjaban.

CE-MS kapcsoldskor a szaritd gaz altal szivéhatas keletkezik (stabil porlasztas elérése
érdekében 15 psi nyomasra van sziikség) az ESI ionforrasban a kapillaris végénél. [162]
Ez a szivohatas jelentdsen befolyasolja a folyadék hidrodinamikai sebességét a kapillaris
belsejében. Jelen értekezésben egy platina ESI porlasztétl keriilt alkalmazasra a
szokasos rozsdamentes acéltl helyett annak érdekében, hogy a tl korrozidjat
megakaddlyozzuk a forditott CE polaritasi mddban. [163] A platinatl hasznalata azonban
jelent6s csokkenést eredményezett a CE kapillarisbél kilép6 oldat aramlasi
sebességében. Ennek oka lehet a platinatd fizikai méreteiben valé enyhe kilonbség, ami
befolyasolhatja a szaritégaz altal kialakuld laminaris aramlast. A CE injektaldsi folyamat
soran sziikség volt a szarité gaz nyomasanak jelentds csokkentésére, hogy a szivohatas

miatt ne jusson leveg6 zéna a kapillarisba az inlet oldalon, ezzel zavarva az dramlast.
iii.  Osszegzés

A lipid A mintdk elemzéséhez a S. sonnei esetében az elvalasztas kozegéll szolgdld
olddszer tiszta metanol volt, amelyhez 0,36:0,12 térfogataranyban (v/v) TEA:AcOH
kerilt hozzdadasra. A mérések rovid (55 cm), kezeletlen kapilldrisban és a lehet6
legmagasabb fesziiltségkiilonbség (30 kV) alkalmazasa mellett torténtek. Ezenkiviil a
feszlltségkulonbség fenntartdsa mellett 10 perc utdn kiils6é nyomast (30 mbar) is
alkalmaztunk annak érdekében, hogy a nem-foszforilalt vegylletek is elérjék az MS-t.
Négy csucs csoport keriilt megklilonboztetésre a 25 perces elvalasztasi id6 alatt,

amelyek a nem foszforilalt, C4’-monofoszforildlt, C1-monofoszforilalt és biszfoszforilalt

lipid A-t képviselték.
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A metanol fokozatos cseréje DCM-ra jelent6s hatassal volt a tetra-acilaciés izomerek
szétvalasztdsara, kilondsen akkor, ha a DCM koncentraciéja meghaladta a
hattérelektrolitban a 40%-ot. A polaritds valtas kiilondsen hasznos volt azoknak a
komponenseknek a detektdldasdra, amelyek vagy a minta zéna kezdeténél, vagy a
végénél vandoroltak. Azonban forditott polaritas esetén konstans 3 mbar kiils6 nyomas
alkalmazédsa is sziikséges volt. Osszeségében, ha a kilénb6z8 foszforildltsagu
komponensek elvalasztasa a cél, akkor a hattérelektrolit DCM tartalmdnak a
csokkentése sziikséges. Azonban az acilacios izomerek elvdlasztdsahoz a hattérelektrolit

DCM tartalmanak novelése sziikséges forditott polaritas alkalmazasa mellett.
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VIII. OSSZEFOGLALAS

Harom kilonb6z6 CE-ESI-MS moddszer kerilt kidolgozdsra bioldgiailag fontos mintdk
elvalasztasdra, melynek sordn sikerilt a tomegspektrometrids detektdlas elényeit
osszekapcsolni az elektroforetikus elvdlasztasok hatékonysagaval. Vizes kozegben
optimalizaltuk a szerves savak és fehérjék elvdlasztasanak koérilményeit, majd a nem

vizoldhato lipid A komponensekre egy nem vizes kdzeg( elvalasztast dolgoztunk ki.

El6sz6r bemutattuk a borok mindségi jellemzésére haszndlhaté 6 féle szerves sav: a
tejsav, a borostyankésav, az almasav, a borkésav, a shikiminsav és a citromsav
elvalasztasat bormintaban. A kisérletek sordn vizsgdlatra keriilt az ammodnium-acetat és
az ammoénium- formiat, mint hattérelektrolit, valtoztattuk az ammodnium-acetat

ioner@sségét, pH-jat, a kapillaris hosszat és az alkalmazott potencialkiilonbséget.

A fehérjék (lizozim, citokrom c, mioglobin, B-laktoglobulin A) elvdlasztasat szintén vizes
kozegben, szekvencidlis injektdlasi protokoll segitségével izoelektromos fokuszalassal és
MS detektaldssal valdsitottunk meg. Kisérleteink soran valtoztattuk a kilénbdz6 pH
tartomanyld amfolit fajtdkat és koncentracioikat, ,szendvics” és ,félszendvics”

injektalasi tipusokat, valamint az injektalt zénak hosszat.

A S. sonnei-bél izolalt bakteridlis foszfoglikolipidek elvalasztasa nemvizes kdzegben
tortént NACE-ESI-MS segitségével. A mérések soran négy csucs csoport kerlt
megkllonboztetésre a 25 perces elvdlasztasi id6é alatt, amelyek a nem-, C4’-
monofoszforildlt, Cl-monofoszforildlt és biszfoszforilalt lipid A-t képviselték.
Vialtoztatasra kerlilt a hattérelektrolit oldat olddszer-Osszetétele és koncentracidja
abbdl a célbdl, hogy mit okoz a kivalasztott lipid A komponensek migracios idejében,
elvalasztasi hatékonysagaban és a felbontdsban. A metanol fokozatos cseréje DCM-ra
jelent6s hatdssal volt a tetra-acilacidés izomerek kritikus parjainak szétvalasztasara. A TEA
és AcOH elektrolit adalékok mél- és térfogataranyainak valtoztatdsat is tanulmanyoztuk
mind normal, mind forditott CE polaritdsi mdédban. Végul MS/MS fragmentacios
mérésekkel meghataroztuk a Lipid A komponensek foszforilacids helyeit és az acilaltsagi

profiljat.
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