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Véaradi O. A.: Development of lipid biomarker-based diagnostic method for TB research in
archaeological samples via HPLC-HRMS. Tuberculosis (TB) is not only an infectious disease but
one of the top 10 causes of death, spreading mainly with aerosol transmission and accompanying
the history of humankind for several millennia. TB is caused in humans and animals by members of
the Mycobacterium tuberculosis complex. For better understanding of the disease and the
evolutional background of its causative agent, involvement of palaeopathological investigations is
surpassingly important. Traditionally, palaeopathology is using a broad variety of markers, which
are observable by macroscopic investigations. These markers are mainly related to different extra-
pulmonary forms of TB. However, these manifestations develop only in a few cases. Moreover,
many markers are not pathognomonic of TB. Therefore, to avoid underestimation of TB prevalence
in paleopathological studies, the diagnosis on archaeological material requires a multidisciplinary
approach.

For better estimation of TB incidence in past populations, an array of specific biomarkers can be
brought into play to confirm initial, macromorphology-based skeletal diagnoses, namely aDNA and
lipid biomarkers. The three lipid biomarker groups, which are mainly involved in such
investigations are the mycolic acids (MAs), the mycocerosic acids (MCs) and the C27 mycolipenic
acid (ML). These unique lipids can be located in the lipid-rich mycobacterial cell wall. The
application of lipid-based TB diagnostic approach has been proved to be robust and reliable
through many examples. A variety of analytical methods have been employed for mycobacterial
lipid biomarker profiling. Fluorescence HPLC is well-developed for the analysis of mycolic acids
and phthiocerols. Furthermore, one isolated case of direct mass spectrometric detection of M.
tuberculosis free mycolic acids has been also introduced.

Our aim was to establish a lipid-biomarker-based HPLC-MS method for TB diagnosis in historical
human samples, as this instrumentation is available in many laboratories, has the potential of a
quick and sensitive and at the same time an affordable measurement protocol. We successfully
developed and optimised a method, which is capable to separate and detect MAs and MCs.
Moreover, we optimised the sample pre-treatment process. We started to build an MA and MC lipid
profile library, which can serve as a comparison to diagnose TB.

For the verification of new methods and the estimation of reliability of new markers in macroscopic
analysis, palaeopathologists usually use well-documented collections of skeletons and mummies
from the pre-antibiotic era. For this purpose, we chose to test our method on the Vac Mummy
Collection. In the case of four out of six mummified individuals, MC profiles of characteristic M.
tuberculosis MCs were recorded. The HPLC-ESI-MS method, developed for the detection of MCs,
opens a new avenue for the detection of ancient mycobacterial disease, encompassing both
tuberculosis, leprosy and joint cases.
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Bevezetés

A tuberkulozis (tbc) egy olyan cseppfert6zéssel terjedd, fertdz6 megbetegedés, ami az
emberiség torténelmét tobb évezrede kiséri (Gutierrez és mtsai 2005, Daniel 2006, Baker
és mtsai 2015, Barberies és mtsai 2017), és napjainkban is az egyike a 10 leggyakoribb
halaloknak (WHO 2020). Jelenlegi ismereteink szerint 12, a Mycobacterium tuberculosis
complex-be (MTBC) sorolt Mycobacterium faj okozhat thc-s megbetegedést (Brosch és
mtsai 2002, Brites és Gagneux 2017, Brites és mtsai 2018, Riojas és mtsai 2018).

Annak érdekében, hogy hatékonyabban vegyiik fel a harcot a betegséggel, annak jobb
megismerése elengedhetetlen, igy a torténeti embertani anyagokon torténd
paleoepidemiolégiai kutatasa kiemelten fontos (Pai és mtsai 2016). A torténeti korokban
eléforduld mikobakterialis megbetegségek diagnoézisa multidiszciplinaris megkozelitést
igényel. A letobb tuberkulézissal dsszefliggésbe hozhatd csonttani elvaltozast a betegség
extrapulmonalis megjelenési formai eredményezik (Aufderheide és Rodriguez-Martin
1998, Marcsik és mtsai 1999, 2009, Palfi és Marcsik 1999, Hershkovitz és mtsai 2002,
Maczel 2003, Ortner és mtsai 2003, Paja és mtsai 2015, Palfi és Molnar 2009, Palfi és mtsai
2012, 2015, Mariotti és mtsai 2015, Spekker 2018, Spekker és mtsai 2018, 2020a, b).

A WHO becslései szerint extrapulmonalis thc-t minddssze az esetek 16%-aban
regisztraltak 2019-ben (WHO 2020). Tovabba az egyébként is viszonylag alacsony
aranyban megjelend extrapulmonélis tbc-s eseteknek csak egy Kis szazalékaban alakulnak
ki specifikus és detektalhaté csontelvaltozasok, ezért a makroszkopos paleopatologiai
vizsgalatok énmagukban alabecsiilik a thc prevalenciajat a torténeti embertani anyagok
analizise soran. A kordbban élt népességek kozott fellelhetd tbe-s esetek szdmanak
pontosabb becsléséhez ezért a makroszkopos vizsgalatok mellett, a csontokbdl és
lagyszovetekbdl kivonhatd, specifikus biomarkerek azonositasara is szilkség van,
amelyek segitségével a morfoldgiai alapon gyantsnak itélt esetek igazolhat6k (Donoghue
és mtsai 2017). A leggyakrabban hasznalt molekularis biol6giai modszer, az aDNS
vizsgalatok mellet, a lipid biomarker profilok vizsgélata is elterjedt, hatékonysaga szamos
tanulmanyban bizonyitott (Donoghue és mtsai 1998, 2017, Gernaey és mtsai 2001,
Hershkovitz és mtsai 2008, Lee és mtsai 2012, Baker és mtsai 2015, Masson és mtsai
2015, Minnikin és mtsai 2015, Molnér és mtsai 2015, Luna és mtsai 2020).

Egy komplex, tébb lipid biomarker vizsgélatan alapuld vizsgélati eljarast David E.
Minnikin és munkatarsai adtak kozre 1993-ban. A moédszerben a mikolsavak (MA), a
tuberkulosztearin savak (TSA) és a mikocerozatok (MC) kerlltek meghatarozasra
(Minnikin és mtsai 1993). Ez az eljarés klinikai diagnosztikai felhasznalasra készilt, nem
sokkal késObb torténeti anyagbol torténd tbc kimutatasadhoz is adaptaltdk kisebb
valtoztatasokkal (Gernaey és mtsai 1998, 2001, Donoghue és mtsai 1998).

A mikolsav kimutatason alapulé metddus egy Ujabb és érzékenyebb valtozatat
Hershkovitz és munkatarsai kdzolték 2008-ban (Hershkovitz és mtsai 2008). A kivont
lipideket pentafluorobenzol bromiddal (PFB) szarmazékképezték, majd szilard fazisu
extrakcidval (SPE) egy normal fazisi (NP) tolteten tisztitottdk. A tisztitott PFB-MA
frakciokat szarmazékképezték pirenil-vajsavval (PBA), majd reverz fazisi (RP) tolteten
ismét SPE-val tisztitottAk. A PBA-PFB-MA sz&rmazékokat tartalmaz6 frakciokat
nagyhatékonysagu folyadékkromatograffal (HPLC) reverz fazisu oszlopon elvalasztottak,
a lipideket fluoreszcens detektorral (FLD) detektaltdk és ismét frakcidkat gyiijtottek. A
célmolekuldkat tartalmazé frakcidkbdl ezt kovetéen NP-HPLC-FLD eljarassal
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elvalasztottdk az alfa-, metoxi- és keto-mikolsavakat. A kilén-kilon gyiijtott mikolsav
tipusokat kilon RP-HPLC-FLD futdsokkal analizaltak.

A mikolsavak klinikai azonositasara egy masik megkozelités az elmult évtized elsé
felében leirt tdmegspektrometrias (MS) analizisen alapszik. A moddszert az elGbbihez
hasonldan, eredetileg thc klinikai diagndzisahoz fejlesztették ki (Szewczyk és mtsai
2013). A kimutatds HPLC-MS/MS mérésen alapul, elektrospray ionizaciés (ESI)
ionforras alkalmazasaval. A mintael6készités soran szarmazékképzésre nem volt sziikség,
valamint a mintakat elvalasztas nélkiil analizaltak, igy a vizsgélat viszonylag révid id6
alatt elvégezhets. Az eljaras kozlése utan egy évvel a modszert torténeti embertani
anyagon is alkalmaztak (Borowska-Struginska és mtsai 2014).

Szintén egy lipid biomarker alapy, paleopatoldgiai alkalmazasra kifejlesztett modszer
keriilt bemutatésra 2009-ben, amelyben a mikocerozat (MC) mintazat alapjan, illetve a
C27-es mikolipendt (ML) jelenléte alapjan kovetkeztettek a tbc fertézés jelenlétére
(Redman és mtsai 2009). Az optimalizalt modszer teszteléséhez és bemutatidsahoz
felhasznalt mintak a ,, Coimbra Identified Skeletal Collection” részét képezd embertani
maradvanyokbol szarmaztak. A vizsgalatba a C27 ML mellett a C26, C27, C29, C30,
C32, C33, C34 MC-ket vontak be. Az extrahalt MC-t és ML-t tartalmazé frakciokat
elészor PFB-vel szarmazékképezék majd tovabbi extrakciot kdvetden NP-SPE-n
tisztitottak. Az igy kinyert frakciokat NP-HPLC-n vizsgaltak, amely soran a t6bbszords
metilelagazast tartalmaz6 zsirsavak, mint példaul a mikocerozatok PFB-vel képzett
észterei elvéltak az egyéb PFB-zsirsav észterektSl. Az Osszegylijtott PFB-észtereket
ezutan GC-MS-el analizaltak. A mérésekhez negativ kémiai ionizaciot alkalmaztak, a
keletkezett ionokat kivalasztott ionkovetéssel (SIM) vizsgaltdk. A modszer
optimalizalashoz hasznalt M. tuberculosis sejtekbdl a C29, C30 és C32 MC-ket, valamint
a C27 ML-t sikeruilt kivonni a legnagyobb mennyiségben.

Az (j mobdszerek igazoldsahoz és az Uj makromorfologiai  markerek
meghizhatésaganak becsléséhez altalaban jol dokumentalt, az antibiotikumok elétti
id6szakbol szarmaz6 csont- €s mumiagyiijteményeket hasznalnak a paleopatoldgidban
(Roberts és mtsai 1994, Santos és Roberts 2001, 2006, Palfi és mtsai 2012, Spekker 2018,
Spekker és mtsai 2020a, b). A Vaci Muamiak gylijteménye az egyike ezeknek a jol
dokumentalt és széles korben tanulmanyozott gylijteményeknek, amelynek nagy elénye,
hogy az egyének koraban lejegyzett vonatkoz6 adatok mellett szdmos tbc-vel kapcsolatos
kutatasi eredmény is rendelkezésre all (Szikossy és mtsai 1997, Pap és mtsai 1999, 2017,
Fletcher és mtsai 2003, Chan és mtsai 2013, Kay és mtsai 2015). Mivel ezek a mimiak a
modern korbdl, de még az antibiotikumok elterjedése el6ttrél szarmaznak, rendkiviil jo
kapcsolatot képeznek a kortars és régészeti mintak kozott. A vaci mimiak makroszkopos
vizsgélata soran egyes egyéneknél felmerdilt a tbe fert6zés gyanuja, ezért egy aDNS alapt
kiterjedt szlirévizsgalatot végeztek az érintett esetek felkutatisara (Fletcher és mtsai
2003). Az aDNS vizsgalatok sordn 168 egyénbdl szarmazO6 350 mintat elemeztek,
amelyek alapjan a vizsgalt egyének 55%-a MTBC fertézott volt.

Célkitiizések

Szamos esetben igazoltak mar a MA, MC és C27 ML alapu kimutatasi modszerek
alkalmazhat6sagét a the-fertézés detektalasara torténeti anyagokon, azonban az eddigi
modszerek hossza mintaelSkészitési eljarasokat tartalmaztak és végrehajtsuk specidlis
felkésziiltséget igényelt (Hershkovitz és mtsai 2008, Redman és mtsai 2009, Lee és mtsai
2012, Donoghue és mtsai 2017).
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Célunk az volt, hogy egy olyan lipid biomarker alapi HPLC-MS modszert hozzunk
létre the-fert6zések torténeti embertani vizsgalatokban torténd azonositasahoz, amelyhez
a sziilkséges miszerek szamos laboratériumban elérhetdk, valamint egy gyors ¢és
érzékeny, mindek6zben gazdasagos eljaras lehetdségeét rejti magaban. A dolgozat legfébb
célkitiizései a kovetkezd pontokra oszthatok fel:

1. HPLC-MS mddszer fejlesztése és optimalizalasa a két leggyakrabban hasznalt lipid
biomarker csoport kimutatasara.

2. Mikolsav- és mikocerozat-profilkonyvtar létrehozésa, ami a késébbi kutatasok
soran referenciaként szolgal a diagnozis felallitasahoz.

3. A létrehozott lipid biomarker alapt modszer tesztelése 6 vaci mimiabdl szarmazé
csont- és lagyszdvet mintan.

Anyagok és mddszerek

Az azonositasi eljarasok kifejlesztése soran kezdetben két referencia torzset M.
tuberculosis H37Rv (NR-49098) és M. bovis (NR-31210), valamint David E. Minnikin
altal biztositott MA standardot hasznaltunk fel. A referencia torzsek az ,,American Type
Culture Collection”-bdl (ATCC) és a BEI Resources-t6l (Manassas, Virginia, USA)
szarmaztak. A modszer teszteléséhez 5 M. tuberculosis complex torzset hasznaltunk fel
(az izolalt torzsek laboratériumi azonositdja: MTBC-1/2015; MTBC-254/2000; MTBC-
3910/2014; MTBC-242/2000; és MTBC-1/8508/2014), amelyeket pulmonalis
tuberkuldzissal diagnosztizalt egyénekbdl izolaltak. Tovabba 8 kiilonbozé eredetii nem-
tuberkulotikus Mycobacterium (NTM) fajt vontunk be a vizsgalatokba (M. kansasii
1959/2018, M. chelonae 16/2018, M. gordonae 389/2018, M. intracellulare 7802/2017,
M. avium 16229/2018, M. chimaera 619/2018, M. abscessus ssp. abscessus 180/2018, és
M. fortuitum complex 3/2018). A mikocerozat kimutatdsi modszer teszteléséhez 6 vaci
mUmiabol szarmazdé csont- és lagyszOvet mintat vizsgaltunk. A mintazott egyének
koradbbi aDNS-vizsgalatok eredményei szerint tbc-pozitivak voltak. A kivalasztott
egyének felnéttek voltak, 4 né és 2 férfi. A vizsgalt mmia mintak (mind csont-, mind
lagyszovetmintak) a mellkasrégiobdl szarmaztak. A vizsgélatok Shimadzu LC-10AD VP
HPLC-hez kapcsolt Shimadzu LCMS-2010A Single Quadrupole tdmegspektrométeren,
valamint egy Dionex Ultimate 3000 UHPLC-hez kapcsolt Q-Exactive Plus MS-en
(Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) tortént. Az elvalasztdshoz Gemini —
NX C18 (3 um, 110A, 50 mm x 2 mm) oszlopot (Phenomenex, California, USA)
hasznaltunk.

A mikolsav kimutatidsi mddszer fejlesztése soran 5 kiilonboz6 eluens Osszetételt
teszteltiink az egyszeres quadrupole LCMS rendszeren, és 14 eluens dsszetételt a HPLC-
Orbitrap MS rendszeren, elvalasztds nélkil, ionforrasként ESI-t alkalmaztunk. A
megfigyelt MA cslcsok igazolasahoz az ionokat parhuzamos reakcié megfigyelés (PRM)
modban fragmentaltuk, 70 kV Utkdzési energidval. A mikocerozatokat vizsgaltuk mind
gradiens ellcids elvalasztassal, mind elvalasztas nélkil. A mddszeroptimalizaci6 soran az
ESI és atmoszférikus nyomasu kémiai ionozécidés (APCI) ionforras hatékonysagat is
teszteltiik negativ ion modban.

Eredmények és megvitatasuk

A vizsgalt MA cslcsok azonositasahoz két megkozelitést alkalmaztunk. Elsoként a
megfigyelt témegspektrumon a Kkivalasztott cstcsokon felll tovabbi mikolsavakat
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detektaltunk, amelyek a mért m/z értékeik szerint besorolhatok voltak 28 Dalton (két
metil-csoport) kilonbséget mutatd sorozatokba. Ez a toémegkilonbség a mikolsav
homoldgokra jellemz6, azok bioszintézis utvonalat koveti (Takayama és mtsai 2005). A
mikoslavakat ezutdn PRM {izemmodban vizsgaltuk, amelynek segitségével a két
legjellemz6bb, masok 4&ltal is gyakran detektalt, m/z 365,35767 és 395,38901
fragmenseiket azonositottuk, amelyek a C24 és C26 a-alkil-lancnak felelnek meg
(Szewczyk és mtsai 2013, Song és mtsai 2009, Bhamidi és mtsai 2011, Lehmann és mtsai
2018). Az optimalizacios 1épések soran a kapillaris és a szaritogaz hémérsékletének, valamint a
kapillaris és az S-lencse fesziiltségének novelésével a csticsok mért intenzitisa is emelkedett az
alkalmazott eluens dsszetételtdl fliggetlentil, mind a mikolsavak, mind a mikocerozatok esetében.

Az aDNS vizsgalatokkal ellentétben természetesen nincs lehet6ség a kivont lipid
biomarkerek felsokszorositasara, igy az extrakcio hatékonysaga kiemelten fontos, ezért a
mintaeldkészitési protokollt is optmilazialtuk. A szappanositashoz hasznalt kalium-
hidroxid (KOH) oldat estében a 20% és 30% KOH-koncentracid alkalmazasa nem
mutatott hatasfokbeli kilonbséget, azonban a koncentracio 10%-ra torténé csokkentése
negativan befolyasolta a mikolsav-kihozatalt. Az extrakcios olddszerek tesztelése soran a
hexanizomer elegy alkalmazédsa novelte az alfa- és metoxi-mikolatok extrakcidjanak
hatékonysagat, viszont csokkentette a keto-mikolatok kihozatalat, ezért az eredetileg
alkalmazott harom ismétlésben torténd toluolos extrakcio keriilt kiegészitésre egy
negyedik, hexanos extrakcids lépéssel.

Az optimalizalt mddszerrel ezutan megkezdtiik egy mikobakterialis mikolsav
konyvtar felépitését, amely a késdbbi vizsgalatok soran referenciaként szolgalhat 5
MTBC (MTBC-1/2015, MTBC-254/2000, MTBC-3910/2014, MTBC-242/2000, MTBC-
1/8508/2014) és 5 NTM (M. gordonae 389/2018, M. intracellulare 7802/2017, M.
abscessus ssp. abscessus 180/2018, M. kansasii 1959/2018 és M. chelonae 16/2018) torzs
felhasznalasaval. Az 6sszes MTBC torzs esetében a legnagyobb aranyban el6fordulod
mikolsav az a-C78 volt. A masodik legnagyobb mennyiségben el6fordulé mikolsavak az
a-C80 és a m-C85 voltak, tovabba a m-C87 mikolsav is magas aranyban volt jelen. Az a-
C82, m-C88, k-C87 és a m-C89 mikolsavak magasabb, mint 5%-os aranyban fordultak
elé. Az egyes mikolsavak cslcsteriilet értékeit tipusonként is Osszegeztiik, azok
egymashoz viszonyitott aranyat is vizsgaltuk. Az 5 klinikai MTBC-izolatum vizsgalata
soran 4 esetben az alfa-mikolsavak voltak jelen a leghagyobb aranyban, mintegy 40—
50%-ban, mig egy torzs esetében a metoxi-mikolatok voltak a legnagyobb relativ
mennyiségben, amelyek a tébbi tdrzs esetében az alfa-mikolsavaknal kisebb aranyban,
korllbelil 40%-ban voltak jelen. Legkisebb mennyiségben a keto-mikolsavakat
detektaltuk az 6sszes vizsgélt torzsben. A nem-tuberkulotikus Mycobacterium fajok
esetében szintén az o-C78 mikolsav volt jelen a lenagyobb mennyiségben, azonban a
hosszabb alkil-lanccal rendelkez6 alfa-mikolatok, valamint a keto- és metoxi-mikolsavak
kisebb mennyiségben voltak reprezentéltak. Habar az NTM fajok mikolsavprofiljara
vonatkoz6 irodalmi adatok nagyobb valtozatossagot mutatnak (Song és mtsai 2009, Shui
és mtsai 2011, Szewczyk és mtsai 2013, Minnikin és Brennan 2020) és a mintank
elemszama sem teszi lehet6vé statisztikai kovetkeztetések levonasat, Gigy tlinik, hogy a
HPLC-MS-el felvett lipidprofilok alkalmazésa — a metoxi- és keto mikolsavak alacsony
eléfordulasi aranya révén — lehet6vé teszi az MTBC- és a NTM-tagok elkulonitését.
Mindazonaltal ennek megerdsitéséhez a konyvtar tovabbi bévitésére van sziikség.

A mikocerozat alapl kimutatasi moédszer esetében, szintén egy lipidkdnyvtar
felépitésével folytattuk a munkéat. Az 5 vizsgalt klinikai MTBC-izolatum kozil négyben,
illetve a M. tuberculosis H37Rv standard torzs esetében a C32-es mikocerozat volt jelen a
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legnagyobb mennyiségben, a C29-es, valamint C30-as mikocerozat egymassal kozel
azonos mennyiségben volt kimutathatd, mig a legkisebb intenzitast a C27-es és a C33-as
mikocerozatok mutattak. Egy klinikai MTBC torzset kizartunk a Mycobacterium
tuberculosisra jellemz6 atlag mikocerozat-eloszlas szamitasabol, mivel annak
mikocerozét-profilja jobban korrelalt a referencia M. bovis torzs esetében megfigyeltéhez.

A vizsgalt NTM fajok kozil (M. avium 16229/2018, M. chelonae 16/2018, M.
intracellulare 7802/2017, M. fortuitum 3/2018, M. gordonae 389/2018, M. abscessus sp.
abscessus 180/2018, M. chimaera 619/2018, M. kansasii 1959/2018) a M. kansasii
mikocerozat profilja volt megéllapithatd, mivel a tobbi vizsgalt NTM faj sejtfala nem
tartalmaz mikocerozatokat. A megfigyelt baktériumprofilok alapjan a pozitiv
tuberkuldzis-diagnozis kritériumaként a kiugrd C32, illetve az ezzel egyiitt el6forduld
magas C29 és C30 cslcsok detektalasaban hataroztuk meg. A vizsgaltba bevont
mumifikalddott egyének koziil 4 esetében M. tuberculosisra jellemz6 mikocerozat profilt
rogzitettiink, mig 2 egyénbdl szarmaz6 mintak vizsgalata negativ eredményt adott. A 12
vizsgalt minta kozil 6 esetében (4 lagy szdvet, 2 borda) 4 mikocerozat jelenlétét
detektaltuk, mig 2 minta vizsgalata soran csak 3 mikocerozat jelenléte volt kimutathatd.
A C27-es mikocerozat egyetlen esetben sem érte el a detektalasi limitet. A két, kordbban
pozitiv aDNS eredményt mutatd egyén esetében, akiknél a mikocerozat-analizis negativ
eredményt adott, az eltérés a vizsgalt minta kiilonbségébdl is fakadhat. A mumifikalodott
egyének vizsgalata sokkal tobb lehetdséget nydjt a mintavalasztasban, a lagyszoveteket
nélkiilozd szkeletizalt maradvanyokkal szemben. Bar a #25 és #79-es egyénekhez tartozo
mintak negativnak adodtak, nagyon gyenge jeleket megfigyeltiink, amik az egyénekbdl
szarmaz6 tovabbi mintak kés6bbi vizsgalatat indokoltta teszik.

Kovetkeztetések és perspektivak

e A tbc diagnosztizalasat lehet6vé tevd, torténeti embertani leleteken is
alkalmazhat6, lipid biomarkereken alapul6 HPLC-HRMS mddszer kifejlesztése soran
els6 1épésként az alkalmazott HPLC és MS paramétereket finomhangoltuk annak
érdekében, hogy hatékonyan detektalhassuk a mikolsavakat és mikocerozatokat. A
HPLC-HRMS modszer finomhangolasa mellett optimizaltuk a mintaelékészitési
folyamatot. A munka kezdeti szakaszaban, a HPLC-MS vizsgalatok soran egy egyszeres
quadrupole analizatorral azonositottuk sikeresen az MTBC-re jellemz6 mikolsav
tipusokat, azonban a késébbiekben alkalmazott OrbiTrap analizitor érzékenyebb és
sz€lesebb korii vizsgalatokat tett lehetové.

A mikolsavak kimutatdsara alkalmas mddszer fejlesztése sordn 5 Kkilonbozé
eluensosszetételt teszteltlink az egyszeres quadrupole késziiléken, valamint 14-et az
Orbitrap MS-en. Habér a kezdeti mérések soran a kloroform alkalmazasa elényosnek tiint
az egyszeres quadrupole késziiléken, a magas kloroform koncentracié negativan
befolyasolta a mikolsavak ionizacidjat az Orbitrap MS-en. Egy masik apoléris eluens
Osszetevd, a heptan alkalmazasaval ndvelni tudtuk a cstcsok intenzitasat, tovabba ennek
alkalmazasaval sikeresen Kifejlesztettiink egy, a mikolsavak és mikocerozéatok
elvélasztasat és egyidejii detektalasat lehet6vé tevé modszert is. Az egyszeres quadrupole
készuléken egy eluens Osszetétellel, az Orbitrap MS-en pedig két eluens dsszetétellel
optimalizaltuk az MS paramétereket a mikolsavak detektalasdhoz. A mikocerozatok
Kimutatasara szolgalé mddszer kifejlesztése soran egy eluens dsszetétel alkalmazasaval
finomhangoltuk az MS paramétereket. Az optimalizaciés lépések sordn a magasabb
kapillaris- és széritdgaz-hémérséklet, valamint a megnévelt kapillaris- és S-lencse-
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feszliltség pozitiv hatasat figyeltik meg, a monitorozott cslcsok intenzitdsa az
alkalmazott eluens Gsszetételtdl fiiggetleniil nagyobb lett. A mikocerozatok kimutatasara
alkalmas mddszer optimalizacija soran az APCl-val szemben az ESI bizonyult a
hatékonyabb ionforrdsnak, ami az el6bbivel szemben egy lagyabb ionizaciot biztosito
ionforrds (Yunker és mtsai 2014). A mikolsavak kinyerésére szolgaldé mintaelGkészitési
protokoll optimalizacidja sordn az elsd 1épésben torténd elszappanositasra alkalmazott
keverék KOH-koncentracigjat teszteltik. A 20%-o0s és a 30%-0s KOH-koncentracid
esetén semmilyen kiilonbséget sem tapasztaltunk, ugyanakkor 10% koncentracio esetén a
mikolsavak kinyerésének hatékonysaga csokkent. A KOH-koncentracid optimalizalasa
mellett 5 kiilonbz6 oldoészert/olddszerkeveréket hasonlitottunk @ssze. A vizsgalati
eredmények azt mutattak, hogy habar az extrakciohoz sziikség van apolaris oldoszerekre,
az apolarisabb olddszer alkalmazasa nem jelent nagyobb hatékonysagot.

o Az optimalizalt modszerek alkalmazésa révén lehet6ségiink nyilt egy lipidprofil
konyvtar felépitésére mind a mikolsavak, mind a mikocerozatok esetében. Ot klinikai
MTBC-izolatum (MTBC-1/2015, MTBC-254/2000, MTBC-3910/2014, MTBC-242/2000
és MTBC-1/8508/2014) és 5 db klinikai NTM-izolatum (M. gordonae 389/2018, M.
intracellulare 7802/2017, M. abscessus ssp. abscessus 180/2018, M. kansasii 1959/2018
és M. chelonae 16/2018) mikolsav profiljat hataroztuk meg. Habar a NTM fajok
mikolsav-profiljara vonatkozo irodalmi adatok nagyobb valtozatossagot mutatnak (Song
és mtsai 2009, Shui és mtsai 2011, Szewczyk és mtsai 2013) és a mintank elemszama
sem teszi lehetdévé statisztikai kovetkeztetések levonasat, eddigi vizsgalataink alapjan tgy
tlinik, hogy az altalunk hasznalt HPLC-MS mddszerrel felvett lipidprofilok — a metoxi- és
keto-mikolsavak alacsony eléforduldsi aranya révén — alkalmasak az MTBC- és a NTM-
tagok elkuldnitésére. Mindazonaltal ennek megerdsitéséhez a konyvtar tovabbi bdvitésére
van szilkség. A mikocerozat-konyvtar felépitéséhez 5 klinikai MTBC-izolatumot
(MTBC-1/2015, MTBC-254/2000, MTBC-3910/2014, MTBC-242/2000 és MTBC-
1/8508/2014), a M. tuberculosis és a M. bovis referenciatorzseit, valamint 8 db klinikai
NTM-izolatumot (M. avium 16229/2018, M. chelonae 16/2018, M. intracellulare
7802/2017, M. fortuitum 3/2018, M. gordonae 389/2018, M. abscessus sp abscessus
180/2018, M. chimaera 619/2018 és M. kansasii 1959/2018) hasznaltunk fel. Az 5
MTBC-izoladtum kozil 4 esetében, valamint a M. tuberculosis H37Rv referencia torzs
esetében olyan mikocerozat-mintazatot tapasztaltunk, ami a szakirodalomban leirtak
alapjan a M. tuberculosis-nak felel meg (Redman és mtsai 2009, Lee és mtsai 2012), mig
egy esetben a mikocerozatok mintazata M. bovis-hoz hasonld. A vizsgdlt NTM fajok
kozll egyedil a M. kansasii profiljat hataroztuk meg, mert a tébbi faj sejtfala nem
tartalmaz mikocerozatokat. A vizsgélt M. avium torzs esetén a C27 mikocerozattal egyutt
eludlédé csicsot  detektaltunk, ami tovabbi vizsgélatokat tesz szlikségessé. A
konyvtarépitést kovetéen — a megfigyelt profilok alapjan — a pozitiv tuberkul6zis eseteket
a kiugré C32, illetve az ezzel egyiitt el6fordulé magas C29 és C30 csticsok detektalasa
jelentette a modszer tesztelése soran.

o A Kkifejlesztett lipid biomarker alapl mddszer hatékonysagat egy széles kdrben
tanulményozott mamiagyiijteményen, a Vaci mimiak gyljteményén vizsgaltuk. Mivel a
mérések soran minimalis atszennyezést sem engedhettiink meg, és az apolaris oldoszert is
tartalmazo eluens 6sszetétel ellenére a mikolsavak ellcidja nem volt teljes, végil csak a
mikocerozatokra kifejlesztett moédszert teszteltik. Mig a vizsgéltba bevont
mumifikalodott egyének kozil 4 esetében a M. tuberculosis-ra jellemzé mikocerozat-
profilt rogzitettiink, addig 2 masik egyén esetében a mintak vizsgalata negativ eredményt
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adott. Korédbban az 6sszes vizsgalt egyén thc-pozitivnak bizonyult az aDNS-vizsgélatok
alapjan, fontos azonban megjegyezni, hogy az altalunk vizsgalt mintdk nem azonosak a
kordbban hasznaltakkal és a mintavétel helye erésen befolyasolhatja a vizsgéalatok
eredményét. A helyzet tisztizasat segitené egy thc-pozitiv egyéneken végzett nagy
mintaszamU vizsgéalat, amely sordn szamos mintavételi hely bevonaséaval torténhetne a
sziirés. A fent emlitett eltérés ellenére kijelenthetd, hogy eredmeényeink tovabbi
megerdsitéssel és adatokkal szolgalnak a Vaci mimiak kozott széles kdrben elterjedt thc-
fertézésrél. A Kkifejlesztett HPLC-ESI-MS mddszer (j utat nyit a mikocerozatok
kimutatasaban, mellyel a mikobakteridlis fert6zések a torténeti anyagokban is
detektalhatok, magaban foglalva nem csak a tuberkulotikus, de a lepras
megbetegedéseket is, illetve azok koinfekcids megjelenését.

e Napjainkban a kivitelezéshez sziikséges miszerezettség szamos laboratoriumban
megtalalhatd és tovabbi technikai fejlesztéssel az eljaras komplexitasa és koltsége tovabb
csokkenthetd, mig érzékenysége ndvelhetd. A modszer nagy elénye, hogy a célzott
lipidek kimutatasa nem igényel kémiai szarmazékképzeést, a szabad lipidek 6Gnmagukban
detektalhatok. A késObbiekben tervezzilk a moddszer bdvitését a C27-es mikolipenat
bevonasaval, ami a pentaacil-trehalozok M. tuberculosisra jellemz6 specifikus acil-
osszetevOje (Donoghue és mtsai 2017).

e Bar modszeriinkben egyelére nem oldottuk meg a mikolsavak maradéktalan
elucigjat, Uj eluensek és Gj megkdzelitési mdédok bevonasaval egy atfogd, kombinalt
modszer 1étrehozéasa valosziniinek tiinik (Donoghue és mtsai 2017). A paleopatologiaban
elterjedtebben alkalmazott HPLC-FLD modszer érzékenysége és pontossaga tdbb izben
bizonyitott (Hershkovitz és mtsai 2008, Donoghue és mtsai 2017), a diagnosztikus
mikolsavprofil felvételéhez hosszadalmas szarmazékképzési eljaras, valamint egymast
kovetd RP- és NP-HPLC-elvalasztas sziikséges. Ezzel ellentétben egy egyszerli HPLC-
MS médszer alkalmazasaval a diagnosztikus mikolsavak detektalasa egy gyorsabb és
egyszeriibb lehetdséget kinalhat.
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