Factibilidad, a través de una nueva interfase,
de la espectrometria de masas de lipopolisacdaridos separados
en geles de poliacrilamida

Elder Pupo, = Eugenio Hardy

'Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB)
Ave. 31 e/ 158y 190, Cubanacdn, Playa, AP 6162, CP 10 600, Ciudad de La Habana, Cuba
Fax: 271-4764; 271-8070; 33-6008; E-mail: ehardy@cigb.edu.cu

RESUMEN

Por vez primera se evidencié que es factible el andlisis estructural mediante espectrometria de masas (MS) de
especies de lipopolisacdaridos (LPS) de bacterias gramnegativas, que han sido separados con muy alta resolucién,
mediante electroforesis en gel plano de poliacrilamida (slab-PAGE). En particular, se demuestra el impacto
directo de este resultado en cuatro direcciones relacionadas con el andlisis de LPS: andlisis espectrométrico de
las especies microaisladas, preparacién de muestras para MS, andlisis de la separacién bidimensional y
heterogeneidad del LPS, y la caracterizacién estructural de lipopolisacaridos de interés médico (p. ej., LPS de la
cepa RM.118 [Rd] de Haemophilus influenzae) y biolégico (p. ej., LPS de la cepa HMK de Vibrio fischeri). Para
lograr la interfase entre la separacién altamente resolutiva por slab-PAGE y el andlisis por MS, fue necesario
desarrollar un nuevo método con caracteristicas Unicas que permitié el microaislamiento de las especies de LPS:
eficiencia de recuperacién elevada, alta precision, no modificacion del material microaislado y generalidad
(aplicable a LPS de naturaleza y fuentes diferentes). De esta manera quedan sustentadas las bases para el
andlisis fino estructural de la naturaleza altamente compleja, en especies moleculares, de los LPS bacterianos.
Los experimentos que demuestran este resultado se divulgaron en cinco publicaciones, en las revistas lideres de
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bioquimica analitica.

Introduccién

Los lipopalisacéaridos (LPS) son un componente ma
yoritario de la membrana externa de las bacterias
gramnegativas. El estudio de estas biomoléculas es de
gran importancia desde el punto de vista médico,
debido, fundamentalmente, a que: (i) los LPS de-
sempefian un papel mediador clave en los procesos de
infeccion, la sepsis, y e shock séptico provocados por
las bacterias gramnegativas en €l hombre, o cua estd
asociado a una elevada tasa de morbilidad y mortalidad;
(ii) los LPS constituyen el blanco primario de la
respuesta inmune contra las bacterias gramnegativas
en |os seres humanos y son antigenos importantes para
el desarrollo de vacunas contra estos agentes patégenos;
y (iii) debido a su elevada capacidad inmunoestimu-
ladora, los LPS 'y sus derivados sintéticos son adyu-
vantes potentes que se estan desarrollando para la
vacunacion de |os seres humanos.

Un problema fundamental que enfrenta la inves-
tigacion de los LPS en estos momentos, tanto en los
estudios de su estructura como en los de su funcién
biolGgica, es la gran heterogeneidad de estas macro-
moléculas y la inexistencia de métodos que permitan
la separacion completa de sus especies moleculares
individuales para €l posterior andlisis y uso. En esta
investigacion se establecieron, por vez primera, un
conjunto de nuevos métodos que posibilitaron el
microaislamiento de las especies moleculares intactas
de LPS y su posterior caracterizacion estructural,
mediante espectrometria de masas.

Resultados

El principal aporte de esta investigacion es que, por
vez primera se logr6 el andlisis estructural, mediante
espectrometria de masas, de especies de LPS que han
sido separadas con muy alta resolucion, por medio de
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electroforesis en gel plano de poliacrilamida (slab-
PAGE) (vea un resultado tipico en la Figura 1). Ello
sienta las bases para el andlisis fino estructural de la
natural ezaatamente compleja, en especies molecul ares,
de los LPS bacterianos.

En particular, este resultado tuvo un impacto di-
recto en cuatro direccionesrelacionadas con el andlisis
deLPS:

Andlisis espectrométrico

Se demostré mediante espectrometria de masas por
electronebulizacion (ESI-MS), que es posible estimar
la abundancia relativa de las especies moleculares
contenidas en cada fraccion de LPS, separadas me-
diante slab-PAGE, y determinar la secuencia de sus
oligosacaridos defosforilados y permetilados [1].

Se demostr6é que el andlisis directo por espectro-
metria de masas basada en la desorcion/ionizacién
mediante laser asistida por matriz (MALDI-TOF-
MS), permite determinar la abundanciarelativa de las
especies moleculares contenidas en cada fraccion de
LPS separada por slab-PAGE. Ademas, se puede
determinar la masa molecular exacta de las especies
de LPS O-desaciladas o la de sus oligosacéridos
intactos, y la presencia 0 no en estas de diferentes
estados de fosforilacion del lipido A [2].

Preparacién de muestras para espectrometria
de masas

Se demostrd que es posible mejorar la sensibilidad de
los andlisis de los LPS mediante ESI-MS y MALDI-
TOF-MS, con el empleo de las especies de LPS micro-
aisladas. Los espectros de masas de las especies mi-
croaisladas son mucho mas simples, tienen una mayor
intensidad y una mejor relacion sefia-ruido [1, 2].
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Figura 1. Andlisis mediante ESI-MS de los lipooligosacéaridos de la cepa Rd de H. influenzae separados por slab-PAGE [1]. Observe,
en la columna derecha de la figura, las especies moleculares contenidas en cada banda separada por slab-PAGE.

Separacion y heterogeneidad de LPS

La separacion en una segunda dimensién por es-
pectrometria de masas de las especies microaisladas
demostro, de formainequivoca, que las fracciones de
LPS separadas mediante slab-PAGE no son homo-
géneas. L asfracciones realmente no estén constituidas
por una, sino por varias especies moleculares
diferentes [1, 2].

Andlisis de LPS de interés

Lamayor sensibilidad del andlisis permitio ladeteccion
e identificacion, mediante ESI-MS, de especies mole-
culares minoritarias del LPS de Haemophilus influen-
zae cepa Rd, isoméricas 0 de mayor peso molecular,
no antes descritas en la literatura [1].

Por primera vez se redliza la separacion atamente
resolutiva, la deteccion y la determinacion precisa de la
masa molecular de |as especies moleculares del LPS de
Vibrio fischeri cepa HMK. El espectro de masas del
LPS O-desacilado mostré que esta biomolécula esté4
congtituida por 6 especies moleculares. Las especies de
mayor peso molecular, conlamayor abundanciardativa,
mostraron unarelacionm/zde 3767.1y 3890.1, mientras
que las especies de menor peso molecular tuvieron una
m/zde 2522.5, 2645.4, 2725.7, y 2848.7. Estas especies
de LPS no solo difirieron en la masa molecular de sus
oligosacaridos sino también en € estado de fosforilacion
del lipido A (bifosforilado o bifosforilado con un
sustituyente de fosfoetanolamina) [2].

1

Paralograr lainterfase entre la separacion atamente
resolutiva mediante slab-PAGE y el andlisis por
espectrometria de masas, fue necesario encontrar y
establecer un método que permitiera el microais-
lamiento de especiesde L PS. En este sentido |os aportes
son los siguientes:

Por primera vez se logré recuperar especies indi-
viduales de LPS, a partir de geles de poliacrilamida.
Las caracteristicas del nuevo método de recuperacion
fueron Unicas: elevada eficiencia, precision y ge-
neralidad (aplicabilidad a LPS de naturalezay fuentes
diferentes) [3, 4].

Mediante ensayos bioguimicos (determinacién de
la actividad de lisis de amebocitos de Limulus, in-
duccion de factor de necrosis tumoral afa, y gene-
racion de anticuerpos policlonales anti-LPS) [3-5] y
por espectrometria de masas [1, 2], se demostr6 que
las especies de LPS microaisladas son funcionales y
estructuralmente intactas.

Perspectivas

Ladisponibilidad de |a nueva metodol ogia establ ecida
en este trabajo para el aislamiento y la caracterizacion,
por primera vez, de especies individuales de LPS serd
de gran utilidad para el entendimiento de la estructura
y la actividad biol6gica de las mezclas complejas de
LPS. Asimismo, permitirdel estudio, anivel molecular,
delainteraccion delos LPS con los animalesy los se-
res humanos.
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Este conocimiento puede brindar nuevas estrategias
tiles para: (i) el diagndstico, €l tratamiento y la pre-
vencion de infecciones bacterianas gram-negativas y
el shock séptico, (ii) el disefio racional de las vacunas
gue emplean LPS como antigeno, y (iii) el disefio
racional de nuevas formulaciones de vacunas que
emplean LPS como adyuvante.
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