Postepy Hig Med Dosw. (online), 2004; 58: 333-342 phmd

Received:  2004.08.03
Accepted:  2004.09.09
Published: 2004.09.20

Review

Budowa chemiczna i biosynteza lipopolisacharydu
- waznego sktadnika ostony komorkowej bakterii
Gram-ujemnych

Chemical stucture and biosynthesis of lipopolysaccharide
- important component of the cell envelope of Gram-
-negative bacteria

Marta Kaszowska
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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Btona zewngtrzna jest pierwsza warstwa ostony komoérkowej bakterii Gram-ujemnych, zbudowa-
na w swej wewngetrznej czesci z fosfolipidéw, natomiast w czgsci zewnegtrznej przede wszystkim
z lipopolisacharydéw (LPS). Lipopolisacharyd to termostabilna czasteczka zbudowana z trzech,
rézniacych si¢ pod wzgledem strukturalnym czgsci: lipidu A, oligocukru rdzenia oraz antygenu
O. Zainteresowanie ta czasteczka, w medycynie nazywana endotoksyna, jest spowodowane jej
aktywnosciami biologicznymi. Czasteczka ta ujawnia swoja aktywnos$¢ w chwili przedostania sig
do krwiobiegu, co dzieje si¢ w przypadku uogdlnionych zakazeri bakteriami Gram-ujemnymi.

W pracy przedstawiono funkcje ostony komérkowej bakterii Gram-ujemnych, jej sktad chemicz-
ny, strukturg oraz biosynteze jej gtéwnego skladnika — LPS. Cho¢ pojawito si¢ wiele prac do-
tyczacych biosyntezy poszczegdlnych fragmentéw LPS i jest wiadome jak powstaje jego pelna
struktura, nie zidentyfikowano jeszcze wszystkich biatek odpowiedzialnych za jej transport na
zewnatrz btony komérkowe;.

lipopolisacharyd (LPS, endotoksyna) * zewnetrzna btona komérkowa bakterii Gram-ujemnych
biosynteza LPS ¢ transport LPS
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Summary

The outer membrane is the first layer of the cell envelope of Gram-negative bacteria. This frag-
ment of the cell envelope is built of phospholipids in the internal part and mainly of lipopolysac-
charides in the external part. Lipopolysaccharide (LPS, endotoxin) is a thermostabile component
consisting of three parts which differ in chemical structure and biological activity. LPS contribu-
tes greatly to the structural integrity of bacteria and protects them from host immune defenses.

This review explains what makes this LPS leaflet an effective barrier to permeability and descri-
bes the pathways of biosynthesis and the assembly of the hydrophobic domain, known as lipid A,
a core oligosaccharide, and the distal polysaccharide (O-antigen).

lipopolysaccharide (LPS, endotoxin) ¢ outer membrane of Gram-negative bacteria ¢
biosynthesis of LPS « transport of LPS
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WPROWADZENIE

Sciana komérkowa bakterii Gram-ujemnych jest jedna
z najbardziej ztozonych struktur komérkowych. Zbudowana
z blony cytoplazmatycznej, warstwy peptydoglikanu oraz
btony zewnetrznej stanowi okoto 25% suchej masy komor-
ki bakteryjnej (ryc. 1A). Kazda z wymienionych czg¢sci
ma specyficzng budowe tworzac facznie ostong ochronna
komorki. Jest ona réwniez warstwa, przez ktéra odbywa
si¢ transport czasteczek zaréwno do wnetrza jak i na ze-
wnatrz komorki.

Pierwsza bariera ochronna komérki bakterii Gram-ujem-
nej jest jej blona zewnetrzna. Co sprawia, ze jest ona taka
dobra warstwa ochronna? Niewatpliwie duzy wptyw na to
ma jej duza sztywnos$¢ wynikajaca ze sktadu chemicznego.
Ta hydrofobowa warstwa ochronna w wewnetrznej czgsci
zlozona z fosfolipidéw, w zewnetrznej warstwie zawiera
70-75% amfifilowych czasteczek nazywanych lipopolisa-
charydami (LPS). Pojedyncza czasteczka LPS sklada si¢
z trzech odrebnych regionéw rézniacych si¢ budowa che-
miczna, wlasciwosciami biologicznymi oraz zmiennoscia
struktury (ryc. 1B).

Lipid A jest najbardziej konserwatywna czescia LPS, kotwi-
czaca tg czasteczke w btonie zewnetrznej. Unikatowa struk-
tura tego fragmentu odzwierciedla jego specyficzna role
w aktywnosci biologicznej czasteczki LPS, stad nazywany
jest on centrum toksycznosci. Szkielet cukrowy tej czgsci
endotoksyny u wigkszosci bakterii Gram-ujemnych tworza
dwie czasteczki glukozaminy potaczone wiazaniem gliko-
zydowym B(1—6) [37]. Heterogennos¢ lipidu A zalezy od
stopnia podstawienia szkieletu cukrowego kwasami ttusz-
czowymi oraz grupami zawierajacymi tadunek. W sktad
lipidu A wchodza najcze¢sciej nasycone, nierozgal¢zione
kwasy tluszczowe nadajace LPS charakter hydrofobowy.
Statymi sktadnikami tego fragmentu LPS sa 3-hydroksy-
kwasy oraz duzo rzadziej — 2-hydroksykwasy.

Oligocukier rdzenia poprzez pierwsza reszt¢ kwasu 3-de-
oksy-D-manno-oktulozonowego (Kdo) podstawia proksy-
malna reszt¢ glukozaminy lipidu A. Powstate migdzy tymi
czasteczkami, kwasolabilne wigzanie ketozydowe ou(2—6)
ulega rozerwaniu podczas tagodnej hydrolizy, umozliwia-
jac tatwa separacj¢ czgsSci polisacharydowej LPS od lipi-
du A. W szczepach Shewanella algae BrY oraz Shewanella
oneidensis MR-1 sa obecne w miejscu Kdo reszty kwasu
8-amino-Kdo [47,48]. Reszty Kdo sa zazwyczaj podsta-
wiane przez kolejne reszty Kdo oraz heptoz (najczesciej
L,D-Hep), ktére podstawiane sa dodatkowo ujemnie na-
tadowanymi grupami fosforanowymi, pirofosforanowymi
czy fosfoetanolaming. W przypadku niektorych szczepéw
Acinetobacter oraz Burkholderia cepacia jedna z czasteczek

Kdo moze zosta¢ zastapiona reszta kwasu D-glicero-D-talo-
oktulozonowego (Ko). Poznano jedynie kilka szczepdw nie-
majacych w tym regionie, nazywanym regionem heptozo-
wym, ujemnie natadowanych reszt fosforanowych [35,44].
Reszty te biora réwniez udziat w stabilizacji konformacji
czasteczki LPS, a co za tym idzie, jednoczesnie w stabili-
zacji blony bakteryjnej przez ich interakcje z dwuwarto-
Sciowymi jonami Ca** oraz Mg?*. W nastepnej kolejnosci
reszty heptoz sa podstawiane przez szeSciowgglowe resz-
ty cukrowe np.: glukozy, galaktozy, kwaséw uronowych,
glukozaminy, ktére tworza tzw. cze$¢ zewngtrzna oligo-
cukru rdzenia.

Lancuch O-swoisty przewaznie jest heteropolisachary-
dem ztozonym z kilku do kilkudziesigciu powtarzajacych
si¢ podjednostek oligosacharydowych, zawierajacych od
dwu do o$miu reszt cukrowych. Ten fragment endotoksy-
ny jest charakterystyczny i unikatowy dla danego szczepu.
Okresla swoistos¢ serologiczna, odgrywajac niezwykle waz-
na rol¢ antygenu powierzchniowego (antygen O) bakterii
Gram-ujemnych. Struktury powtarzajacych si¢ podjedno-
stek — rodzaje cukréw, formy pierscienia, sekwencje, typy
wigzan, niecukrowe podstawniki wykazuja réznice mig-
dzy szczepami w obregbie gatunku, przedstawiajac ogrom-
na zmienno$¢ zwiazana z ta czeScig LPS.

Poznanie ogdlnego planu struktury LPS umozliwito usta-
lenie interakcji pomigdzy tymi czasteczkami w warstwie
btony zewngtrznej, co niewatpliwie ma duzy wplyw na bu-
dowe tej czeSci komorki bakteryjnej oraz spetniane funk-
cje. Zakotwiczony w btonie lipid A jest bariera hamujaca
przenikanie hydrofobowych substancji wptywajac na opor-
no$¢ komdrek bakterii Gram-ujemnych na sole kwaséw z6t-
ciowych, detergenty oraz hydrofobowe antybiotyki. Lipid
A stabilizuje rowniez konformacje biatek wystepujacych
w btonie zewngtrznej poprzez interakcje z nimi.

Czasteczki lipidu A wchodzace w sktad warstwy blony ze-
wnetrznej sprawiaja, ze tworzy ona warstwe o duzej sztyw-
nosci w poréwnaniu z warstwa wewngetrzng blony zewnetrz-
nej zbudowana przede wszystkim z fosfolipidow. Kwasy
ttuszczowe podstawiajace czgS¢ cukrowa lipidu A sa za-
zwyczaj nasycone, jednak ich rodzaj moze si¢ zmieniac
w zalezno$ci od temperatury otoczenia — tzw. zjawisko
termoadaptacji, ktére polega na dostosowywaniu ptynno-
$ci blony do temperatury otoczenia [9,50]. Wspomniane
zjawisko wystepuje np. w LPS E. coli, rosnacych w tem-
peraturze réwnej lub wyzszej od 30°C. Przeniesienie
tych bakterii do temperatury 12°C powoduje uaktywnie-
nie transferazy palmitynianowej (LpxP), odpowiedzialne;j
za dodatkowe podstawienia resztami nienasyconego kwa-
su palmitynooleinowego, prowadzac do usztywnienia ze-
wnetrznej btony bakteryjnej. Taki mechanizm powoduje,
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Ryc. 1.A. Schemat budowy $ciany komérkowej bakterii Gram-ujemnych; 1 - lipopolisacharyd (LPS), 2 — poryna, 3 — nieporynowe biatko btony
zewnetrznej, 4 — peptydoglikan, 5 — lipoproteina, 6 — biatko btony cytoplazmatycznej; B — schemat budowy czasteczki lipopolisacharydu

ze nawet kiedy dochodzi do denaturacji wszystkich biatek
obecnych w btonie, reszty kwaséw tluszczowych sprawia-
ja, ze spelnia ona wciaz rolg¢ ochronna. Na wytrzymatosé
btony, oprécz sktadu chemicznego, wptywa takze odpo-
wiednie ulozenie czasteczek LPS wzgledem siebie pod-
czas tworzenia tej struktury. Obecno$¢ ujemnie natado-
wanych reszt zaréwno w czegsci lipidu A, a takze w czgsci
oligocukru rdzenia wewngtrznego ma takze duzy wpltyw
na wytrzymalos¢ tego fragmentu komdérki bakteryjnej. Te
ujemnie natadowane grupy oddziatuja z dwuwarto$ciowy-
mi kationami obecnymi w Srodowisku zewngtrznym, silnie
determinujac wewnetrzne interakcje pomigdzy czgsciami
lipidowymi znajdujacymi si¢ w bliskim sasiedztwie. Za
utrzymanie lipidu A, a co za tym idzie jednoczesnie calej
czasteczki LPS w odpowiednim utozeniu w warstwie ze-
wnetrznej blony sa odpowiedzialne wiazania wodorowe.
Konformacja czasteczek LPS tak, by wykazywaty minimum
energetyczne sugeruje, ze fragmenty antygenéw O powin-
ny by¢ odchylone w przeciwna strong od nachylonych pod
katem okoto 30° do ptaszczyzny blony fragmentéw lipi-
déw A. Takie utozenie uwalnia strukture czasteczki LPS
od wszystkich naprezen [22].

Z chemicznego punktu widzenia, czasteczki LPS sa podob-
ne do glikosfingolipidéw, zbudowanych z reszt cukrowych
podstawianych kwasami ttuszczowymi z grupami hydrok-
sylowymi, obecnymi w komoérkach eukariotycznych, rzad-
ko za$ identyfikowanych w komoérkach organizméw proka-
riotycznych. W glikosfingolipidach sa obecne takze grupy
NH oraz wolna jedna, lub wigcej grup hydroksylowych.
Taka struktura, jak wykazaty badania, stabilizuje warstwe
btony poprzez silne interakcje migdzy czasteczkami, a wigc
lipopolisacharydy, podobnie jak glikosfingolipidy, sa cza-
steczkami idealnie spetniajacymi funkcje ochronne.

Bardzo wazny wplyw na funkcjonowanie btony ma roz-
mieszczenie obecnych w niej kwaséw tluszczowych pod-
stawiajacych reszty cukrowe lipidu A. Wigksza liczba reszt
kwas6w ttuszczowych wptywa na silniejsze interakcje po-
migdzy nimi, a takze na powigkszenie powierzchni tych

interakcji. Lipid A jest glikolipidem z wiazaniem B(1—6)
glikozydowym pomigdzy dwiema resztami cukréw z wolna
grupa 4-OH na redukujacym koricu spetniajaca role donora
w wigzaniach wodorowych. Tak samo oligocukier rdzenia
zwigzany w 6 pozycji nieredukujacej glukozaminy moze
by¢ donorem wiazari wodorowych. W przeciwienstwie do
fosfolipidéw, lipid A zawiera reszty kwaséw thuszczowych,
majace grupy OH mogace takze spelnia¢ role donoréw
wiazan wodorowych. To sugeruje, ze te wigzania odgry-
waja znaczaca rol¢ w wewngetrznych interakcjach stabili-
zujacych warstwe blony zewngtrznej. W modelu warstwy
btony zewngtrznej komorki bakterii Gram-ujemne;j E. coli
reszty kwasow tluszczowych podstawiajace lipid A tworza
stabilng warstwe ochronng dzigki istniejacym interakcjom
pomigdzy nimi, a takze migdzy nimi a obecnymi w §rodo-
wisku zewngtrznym jonami dwuwartosciowymi.

W blonie sa umiejscowione takze biatka, ktore sa odpowie-
dzialne za transport sktadnikéw potrzebnych komérce bak-
teryjnej. Bialka te sa zakotwiczone w btonie dzigki interak-
cjom z jej pozostatymi sktadnikami w blonie zewngtrznej,
przede wszystkim z lipopolisacharydami. Przeanalizowano
doktadnie interakcje LPS z jednym z takich biatek btono-
wych, biatkiem FhuA. Zaobserwowano, ze za te interakcje
odpowiedzialne sa wiazania jonowe. Lizyna na powierzchni
biatka oddziatuje z grupami o charakterze mocnego kwa-
su, jak np.: grupami fosforanowymi czy pirofosforanowy-
mi LPS, natomiast grupy o silnym charakterze zasadowym
np. w argininie reaguja z grupami o charakterze stabych
kwasow, np.: Kdo. Przypuszcza sig, ze podobne oddziaty-
wania moga zachodzi¢ z innymi biatkami, takimi jak: lak-
toferyna, BPI czy lizozym [36].

Z medycznego punktu widzenia lipopolisacharyd nazy-
wany jest endotoksyna poniewaz jego obecnos¢ moze by¢
zwigzana z wystgpieniem posocznicy — groZznego powikta-
nia w przypadku zakazen bakteryjnych, do ktérych docho-
dzi wtedy, gdy pewne sktadniki §ciany komodrkowej bakte-
rii dostang si¢ do krwiobiegu, gdzie rozpoznawane przez
komorki uktadu odpornosciowego doprowadzaja do we-
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wnatrzustrojowej reakcji zapalnej. Endotoksyny w kon-
takcie z komérkami uktadu odpornosciowego, takimi jak:
makrofagi/monocyty, limfocyty, komérki Srédblonka naczyn
krwiono$nych, stymuluja je do efektywnego zahamowania
infekcji przez syntez¢ i uwalnianie przez nie aktywnych
produktéw, tj.: czynnika martwicy nowotworu — TNF-a,
interleukin 1, 6, 8, prostaglandyn, czynnika aktywujacego
plytki krwi — PAF, tlenku azotu oraz tlenowych rodnikéw.
Gdy komorki uktadu odpornosciowego oddziatuja z duza
iloscia czasteczek endotoksyny sytuacja staje si¢ niebez-
pieczna poniewaz dochodzi wtedy do nadmiernego wytwa-
rzania mediatoréw, obnizenia ci$nienia krwi, wysokiej go-
raczki, rozsianego wewnatrzustrojowego krzepnigcia krwi,
niewydolnosci narzadéw wewngtrznych czego skutkiem
jest Smiertelny wstrzas septyczny [43].

Przez wiele lat uwazano, ze jedynie komorki bakteryjne
zawierajace kompletny, ztozony z trzech oméwionych wy-
zej fragmentéw LPS sa zdolne do prawidtowego wzrostu
oraz funkcjonowania (tzw. formy gladkie S — smooth).
Z czasem, w wyniku poznawania nowych struktur okaza-
fo sig, ze mutanty majace niekompletna strukturg LPS nie
sg letalne, cho¢ na pewno z utrata fragmentu czasteczki
jest zwigzane oslabienie ich wirulencji. Natomiast préby
otrzymania prawidtowo rosnacych i dzielacych si¢ mutan-
tow z réznych gatunkéw bakterii, catkowicie pozbawionych
LPS konczyly sig¢ niepowodzeniem, wykazujac ich wazna
role w funkcjach zyciowych. Poznawanie coraz wigkszej
liczby struktur LPS wykazato, ze fragment lipidu A pod-
stawionego jedna czasteczka Kdo, jak np. u Haemophilus
influenzae [34] jest niezbedna struktura do prawidlowego
funkcjonowania btony bakteryjnej i jednoczesnie catej ko-
morki bakteryjne;j.

W przeciwieristwie do E. colii wielu innych bakterii Gram-
ujemnych bgdacych ludzkimi patogenami, istnieje kilka
szczepOéw z wrodzonym brakiem lipidu A w strukturze blo-
ny zewnetrznej, definiowanym brakiem genéw /px odpo-
wiedzialnych za biosynteze¢ fragmentu lipidu A. Reakcja
barwna Grama na wymienionych bakteriach wskazuje na
to, ze pomimo braku LPS naleza one do grupy bakterii
Gram-ujemnych, a te nietypowe struktury spetniaja takie
same funkcje jak czasteczki lipopolisacharydéw. Na po-
wierzchni btony zewnetrznej Sphingomonas paucimobilis
oraz Sphingomonas capsulata wystepuja amfifilowe cza-
steczki — glikosfingolipidy (GSL). Sa to czasteczki cha-
rakterystyczne dla komérek eukariotycznych, rzadko iden-
tyfikowane w komorkach bakteryjnych. Nawet ich droga
biosyntezy w tych komoérkach nie jest poznana. Na po-
wierzchni btony zewnetrznej Sphingomonas paucimobilis
wystepuja dwa rodzaje glikosfingolipidéw: GSL-4A oraz
GSL-1, z ktérych pierwszy, w przeciwienistwie do drugie-
go jest zdolny do indukcji pierwszorzgdowych mediato-
réw wstrzasu septycznego, takich jak: TNF-o, IL-1, IL-6.
GSL-4A jest prawie 10 000 stabszym aktywatorem niz ty-
powa czasteczka LPS [23,30]. U Sphingomonas capsulata
wystepuja dwa rodzaje glikosfingolipidéw, z ktérych je-
den jest taki sam jak u wcze$niej wymienionego szczepu
(GSL-1), natomiast drugi (GSL-3) rézni si¢ od GSL-4A
jedna, terminalng reszta mannozy [24]. Innym, zidenty-
fikowanym szczepem nie majacym LPS jest Fibrobacter
succinogenes S85, ktéry ma dwa rodzaje polisacharydéw
oraz glikolipid w zewngtrznej warstwie $ciany komoérko-
wej [46]. W tych cukrowych polimerach zidentyfikowano

po raz pierwszy HEAEP (kwas N-(2-hydroksyetylo)-2-
aminoetylofosfonowy), ktéry jest kowalencyjnie zwiaza-
ny z membranowymi polimerami i chroni komérke przed
dziataniem fosfataz oraz lipaz. Polisacharydy te, cho¢ maja
rézna strukture, maja takie same grupy przenoszace tadu-
nek (kazda powtarzajaca si¢ reszta ma jedna grupe fosfodie-
strowa). Polisacharydy potaczone sa takze z czasteczkami
kwasow ttuszczowych tworzac tacznie czasteczke amfifi-
lowa spelniajaca funkcje ochronne oraz funkcje czynnika
wirulencji tego szczepu bakterii.

Biosynteza LPS

A. Biosynteza lipidu A

Synteza LPS rozpoczyna si¢ od syntezy lipidu A, do kt6-
rego w nastepnej kolejnosci przytaczany jest fragment po-
lisacharydowy zbudowany z oligocukru rdzenia oraz po-
wtarzajacych si¢ podjednostek cukrowych wchodzacych
w sktad antygenu O.

Biosynteza lipidu A zachodzaca w cytoplazmie najlepiej zo-
stata scharakteryzowana u E. coli (ryc. 2). Pierwszg jej reak-
cja jest acylacja cukrowego nukleotydu UDP-GIcNAc przez
acylotransferaz¢ UDP-GIcNAc (LpxA). Enzym ten jest od-
powiedzialny za przenoszenie reszty kwasu mirystynowe-
go. W reakcji bierze udziat biatko nosnikowe acylu z gru-
pa funkcyjna —SH (acyl carrier protein — ACP-SH), ktére
jest donorem reszt kwaséw tluszczowych [1,2]. W réznych
szczepach biatko LpxA jest odpowiedzialne za selektywne
przytaczanie reszt hydroksykwasow o réznej dtugosci, np.
u Pseudomonas aeruginosa sa podstawiane w tym miejscu
reszty dziesigciowegglowe [53]. Powstaty produkt: UDP-3-O-
(acyl)-GlcNACc jest nastepnie przeksztalcany przez deacylaze
UDP-(3- O-(R-3-hydroksymirystylo))- N-acyloglukozaminy
(LpxC) w UDP-3-acyloglukozaming [45,51], ktéra w na-
stgpnym etapie ulega deacylacji z jednoczesnym przytacze-
niem do niej drugiej czasteczki kwasu mirystynowego. Etap
ten katalizowany jest przez N-acylotransferazg UDP-3-0O-
[3-hydroksymirystylo] glukozaminy (LpxD) [27] w wyniku
czego powstaje czasteczka UDP-2,3-diacyloglukozaminy.
Wysoce selektywna pirofosfataza UDP-2,3-diacylogluko-
zaminy (LpxH) doprowadza do usunigcia UMP z substratu
i powstania produktu nazywanego lipidem X (2,3-diacylo-
glukozamino-1-fosforanem). U wigkszosci lipidow A aby
powstat szkielet cukrowy musi doj$¢ do kondensacji lipidu
X z czasteczkg UDP-2,3-diacyloglukozaminy i utworzenia
pomigdzy nimi wiazania B(1—6) glikozydowego [7,39]. Za
ten etap odpowiedzialna jest syntaza disacharydowa lipidu
A (LpxB). Kolejna reszta fosforanowa dotaczana jest dzig-
ki swoistej kinazie 4’tetraacylodisacharydu (LpxK), co pro-
wadzi do powstania czasteczki lipidu IV, [40].

W nastepne;j kolejnosci do powstalej struktury lipidu IV, sa
przylaczane czasteczki Kdo, ktérych prekursorem jest ry-
bulozo-5-fosforan (ryc. 2). Izomeraza arabinozo-5-fosfora-
nu (yrbH) przeksztatca substrat do arabinozo-5-fosforanu
[49], ktéry w nastgpnej reakcji katalizowanej przez swo-
ista syntaze (KdsA) jest przeksztalcany w kwas 3-deoksy-
D-manno-oktulozonowy-8-fosforan (Kdo-8-fosforan) [29].
Nastepnie KdsC, tj. fosfataza kwasu 3-deoksy-D-manno-
oktulozonowego-8-fosforanu usuwa grupe fosforanowa
z substratu doprowadzajac do powstania czasteczki kwasu
3-deoksy-D-manno-oktulozonowego [41], do ktdrego nastep-
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nie syntetaza CMP-Kdo (KdsB) przylacza CMP [42], aby
mozliwy byt transport czasteczki Kdo na powstaty wcze-
$niej lipid IV, przez transferaz¢ KdtA [6]. Biatko KdtA
jest odpowiedzialne za przenoszenie wszystkich obecnych
w danym szczepie reszt Kdo, np. w Haemophilus influenzae
katalizuje przeniesienie jednej czasteczki [52], w E. coli
dwoch czasteczek [11], a w Chlamydia trachomatis trzech
czasteczek Kdo [3]. Ostatnim etapem biosyntezy lipidu
A jest dodanie kolejnych taficuchéw kwaséw ttuszczowych.
Za te podstawienia sa odpowiedzialne dwie ACP-zalezne
acylotransferazy: LpxL oraz LpxM [10].

W genomach wielu bakterii Gram-ujemnych sa obecne tak-
ze geny odpowiedzialne za dodatkowe podstawienie frag-
mentu cukrowego lipidu A, np.: grupami fosforanowymi,
fosfoetanolaming (P-EtN), 4-amino-4-deoksy-L-arabinoza
(L-Ara4N), D-arabinoza w postaci furanozy, glukozaminag
(GIcN), ktore nie wystepuja w E. coli.

B. Biosynteza czesci polisacharydowej LPS

Pierwsza reszta oligocukru rdzenia LPS jest oSmioweglo-
wa czasteczka Kdo, ktdra jest nastgpnie podstawiana przez
kolejne reszty cukrowe. Utworzenie kompletnej struktury
lipidu A wymaga wczesniejszego podstawienia dwucukru
lipidu A resztami Kdo, zanim zostang przylaczone wszyst-
kie reszty hydroksykwaséw. Akceptorem, do ktérego sa
przylaczane kolejno pozostate sktadniki oligocukru rdze-
nia, jest wigc kompleks lipidu A ze wszystkimi obecnymi
w danym szczepie czasteczkami Kdo. Reszty Kdo sa pod-
stawiane w nastgpnej kolejnosci resztami heptoz, stad ten
fragment oligocukru rdzenia nazywany jest fragmentem
heptozowym. Uzycie syntetycznych substratéw w reakcjach
in vitro doprowadzilo do ustalenia ich konfiguracji. Swoiste
heptozylotransferazy identyfikowane w wigkszosci bakte-
rii: RfaC (WaaC) oraz RfaF (WaaF) preferuja czasteczki
ADP-L,D-heptoz jako substratéw do katalizowanych przez
nie reakcji, co wyjasnia rzadkie identyfikowanie reszt D,
D-heptoz w lipopolisacharydach [19].

Pierwsza reakcja syntezy jest izomeryzacja sedoheptulo-
zo-7-fosforanu do D-glicero-D-manno heptozo-1-fosfora-
nu przez izomeraze sedoheptulozo 7-fosforanu (GmhA).
Ten enzym zidentyfikowano zaréwno w E. coli jak i H.
influenzae [4,5]. Nastgpnie fosfokinaza D,D-heptozo-7-
fosforanowa HIdE, potocznie nazywana RfaE (dwufunk-
cjonalny enzym, ktéry bedzie takze katalizowac inng re-
akcje szlaku biosyntezy heptoz) przeksztatca otrzymany
zwiazek do D-glicero-D-manno-heptozo-1,7-difosforanu.
Kolejnym etapem jest usunigcie grupy fosforanowej przez
fosfataze¢ D,D-heptozo-1,7-difosforanu — GmhB w wyni-
ku czego powstaje D- glicero-D-manno-heptozo-1-fosforan,

ktéry nastepnie jest przeksztalcany do ADP-D-glicero-D-
manno-heptozy przez adenozylotransferazg D,D-heptozo-
1-fosforanu (HIAE) [28]. Ostatni etap omawianego szlaku
biosyntezy, katalizowany przez epimeraze ADP-L-glicero-
D-manno-heptozy GmhD (RfaD) prowadzi do powstania
ADP-L-glicero-D-manno-heptozy. Gen rfaF jest odpowie-
dzialny za przylaczenie drugiej czasteczki heptozy, a rfaP
za podstawienia grupami fosforanowymi w wewngtrznej
czesci oligocukru rdzenia u Salmonella [20]. Bakterie z mu-
tacjami w genie rfaD musza syntetyzowa¢ ADP-D-glicero-
D-manno-heptozy [12]. Mutanty genéw odpowiedzialnych
za synteze reszt heptoz: rfaC, rfaD, rfaE sa zwiazane z bra-
kiem podstawien fragmentu lipidu IV,-Kdo, resztami hep-
toz. W Rhizobium etli [8] oraz Rhizobium leguminosarum
do fragmentu Kdo2-lipid A przyltaczana jest bezposrednio
reszta mannozy. Za te podstawienia jest odpowiedzialne
biatko LpcC (mannozylotransferaza) [21].

Po przylaczeniu wszystkich obecnych w danym szczepie
sktadnikéw siedmiowgglowych wraz z ich podstawnikami sa
przylaczane reszty szeSciowgglowe. Glukozylowe transfera-
zy odpowiedzialne za przytaczenie zewngtrznej czesci oli-
gocukru rdzenia sa peryferyjnymi, btonowymi biatkami.

U wszystkich szczepéw E. colii Salmonella pierwsza reszta
tego fragmentu jest reszta glukozy. Za przylaczenie UDP-
glukozy jest odpowiedzialna 1,3-glukozylotransferaza RfaG
[14]. W zaleznosci od sktadnikéw budujacych ten fragment
sg obecne na chromosomach odpowiednie geny np. ostat-
nio scharakteryzowano u Pseudomonas aeruginosa PAO1
nowa dehydrogenaze (WbpA) [33].

Kolejne reszty cukrowe tworza fragment antygenu O (S-
LPS), ktéry ma swéj udzial w determinowaniu wirulencji.
Postaci S-LPS sa typowymi strukturami obecnymi w dzi-
kich szczepach wielu przedstawicieli bakterii Gram-ujem-
nych. Dotad zidentyfikowano wiele sktadnikéw cukrowych
wchodzacych w sktad tego fragmentu LPS, a takze ponad 30
sktadnikéw niecukrowych. Dodatkowo bardzo czgsto w tej
czesci czasteczki LPS identyfikuje si¢ niestechiometryczne
podstawienia reszt cukrowych grupami acetylowymi. Z kil-
koma wyjatkami enzymy odpowiedzialne za biosyntezg tej
czesci LPS sa kodowane przez geny znane jako 7/b. Koduja
one enzymy wymagane do syntezy cukrowych prekursoréw
antygenu O, ich polimeryzacji oraz transportu do miejsca
ligacji. Réznorodnos¢ struktur O-polisacharydowych jest
zwiazana z czgstym polimorfizmem regionu /.

Transport lipopolisacharydu

Antygen O jest syntetyzowany jako odrgbny polimer, kt6-
ry dopiero po catkowitej polimeryzacji zostaje przetrans-
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portowany do przestrzeni periplazmatycznej, a nast¢pnie
przytaczony do fragmentu lipid A-oligocukier rdzenia [32].
Powtarzajace si¢ struktury podjednostek, przytaczane za-
wsze do redukujacego korica wzrastajacego taricucha sa
zebrane na czasteczce btonowo zwigzanego przenosni-
ka — pochodnej alkoholu C,-izoprenoidowego: fosforanu
undekaprenylu (und-P), ktéry jest takze wymagany pod-
czas syntezy peptydoglikanu czy polisacharydu otoczko-
wego, a liczba jego czasteczek w komorce podlega Scistej
kontroli. W zaleznosci od tego z jakim rodzajem antygenu
O mamy do czynienia istniejq trzy drogi jego transportu
na miejsce ligacji: Wzy-zalezna, droga zalezna od trans-
portera ABC oraz droga syntazozalezna. Pomimo rézne-
go transportu przez blong cytoplazmatyczna reakcje po-
czatkowe polimeryzacji sa podobne.

Pierwszym wspdlnym krokiem wszystkich drég jest prze-
niesienie reszty cukrowej (np.: UDP-Glc) na czasteczke
aktywnego monofosforylowanego przenosnika (und-P)
prowadzacy do powstania und-PP-zwigzanego cukru (np.
und-PP-Glc). Energia ufosforylowanego cukru jest nastep-
nie wykorzystywana na reakcje polimeryzacji.

Droga Wzy-zalezna (Wzy-dependent pathway) — trans-
port podjednostek wchodzacych w sktad antygenu O na tej
drodze odbywa si¢ w przypadku struktur heteropolisacha-
rydéw, majacych rozgalezienia i to samo wigzanie pomig-
dzy kolejnymi przytaczanymi podjednostkami (ryc. 4A).
Typowymi przykladami sa O-polisacharydy z S. enterica
serogrup: B (Typhimurium) oraz E1 (Anatum). Sa one zbu-
dowane z identycznego trisacharydowego rdzenia: Man-
Rha-Gal, rézniac si¢ migdzy soba resztami podstawiaja-
cymi ten trisacharyd.

Polimeryzacja antygenu O w przypadku drogi nastgpu-
je w przestrzeni periplazmatycznej dokad musza zostac
przetransportowane pojedyncze podjednostki cukrowe po-
wstajace w cytoplazmie, co mozliwe jest dzigki aktywnym
czasteczkom przeno$nika und-PP, z ktérymi sa wigzane,
a nastegpnie pojedynczo transportowane przez blong cyto-

plazmatyczna. Transport odbywa si¢ za pomoca kompleksu
czterech peryferyjnie zwigzanych membranowych biatek:
WbaP (lub WecA), Wzy, Wzx, Wzz. Do pierwszego bial-
ka z kompleksu: WbaP (lub WecA) sa przytaczane podjed-
nostki cukrowe z und-PP. Nastepnie flipaza Wzx (O-anty-
genowa translokaza) przenosi te czasteczki przez btong do
przestrzeni periplazmatycznej [17]. Po zewngtrznej stronie
btony cytoplazmatycznej polimeraza O-antygenowa (Wzy)
kontroluje polimeryzacje tancuchéw polisacharydowych
przez dodawanie kolejnych podjednostek do redukujacego
korica powstajacego polimeru. W dalszej kolejnosci biat-
ko Wzz moduluje dlugos¢ powstajacych taiicuchéw [31],
bedac odpowiedzialnym za czas interakcji powstajacego
polimeru z polimeraza Wzy. Po skoriczonej polimeryza-
cji powstaly polimer jest przytaczany do kompleksu lipid
A-oligocukier rdzenia przez ligazg (Waal) a uwalniany
und-P jest zawracany do aktywnej postaci monofosfory-
lowej, do ktérej moga si¢ przytaczac kolejne podjednostki
cukrowe. W mutancie wzx podjednostki zwigzane z und-P
byty akumulowane w cytoplazmie dowodzac, ze wilasnie to
bialko jest odpowiedzialne za transport tych struktur przez
blong cytoplazmatyczng. Natomiast mutanty wzy zawiera-
ty LPS zbudowane jedynie z potaczenia lipid A-oligocu-
kier rdzenia podstawionego jedna tylko podjednostka an-
tygenu O (SR-LPS) [13].

Droga zalezna od transportera ABC (ABC transpor-
ter-dependent pathway) — kolejny typ drogi transpor-
tu jest wykorzystywany w przypadku nierozgatezionych
O-polisacharydéw do tego jeszcze begdacych homopoli-
merami np.: polimannozowe antygeny O E. coli O8, O9
oraz O9a (ryc. 4B). Nazwa tej drogi jest zwiazana z bial-
kami odpowiedzialnymi za transport powstatych polime-
réw do przestrzeni periplazmatycznej przez btong cytopla-
zmatyczna — tworzacych tzw. transporter ABC. W sktad
tej kasety biatek wchodza: WecA, Wzm oraz Wzt. Dzigki
nim mozliwy jest transport zwigzanych z und-P polime-
réow cukrowych. Polimeryzacja nastgpuje w cytoplazmie
skad powstaty polimer jest transportowany do miejsca liga-
cji. Proces rozpoczyna si¢ od potaczenia pierwszej reszty
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Ryc. 5. Schemat transportu czasteczek LPS przez sciang komérkowa
u bakterii Gram-ujemnych

cukrowej podjednostki z czasteczka nosnika, ktérym jest
jak poprzednio und-P. Powstaje tzw. prekursor, do ktére-
go jest przylaczana kolejna czasteczka cukrowa nazywa-
na adaptorem. Dopiero po tym etapie nastgpuje przylacze-
nie Scisle okreslonej liczby podjednostek cukrowych np.
mannozowych. Ta droga transportu wykorzystywana jest
takze przez szczepy zawierajace niecukrowe podstawni-
ki. Bialka Wzt (ATP-aza) oraz Wzm poprzez interakcje
tworza kanatl, przez ktéry odbywa si¢ transport powsta-
tych polimeréw do przestrzeni periplazmatycznej, gdzie
‘WaaL. doprowadza do ich ligacji z fragmentem lipid A-
oligocukier rdzenia.

Droga syntazozalezna (synthase-dependent patway) —
jedynym dotad poznanym przyktadem trzeciej drogi trans-
portu jest O-polisacharyd z serowaru Borreze S. enterica
[25] (ryc. 4C). Antygen O jest zbudowany z: GIcNAc (pro-
motor), ManNAc (adaptor) oraz reszt poli-N-acetyloman-
nozaminowych. Biatkami przenoszacymi powstaty w cyto-
plazmie homopolimer sa aktywne, swoiste syntazy majace
powinowactwo do powstajacych polimeréw. Droga ta w po-
czatkowym etapie jest identyczna z transportem ABC-za-
leznym poniewaz rozpoczyna si¢ od udziatu WecA, biatka
kontrolujacego potaczenia czasteczki GlcNAc z und-P. Do
tego kompleksu nastgpnie jest przylaczana reszta adapto-
ra a reakcja jest katalizowana przez glikozylotransferaze
‘WbbE. Nastepnie WbbF jest odpowiedzialna za polimery-
zacje. Syntazy sg blonowymi biatkami i katalizuja reakcje
polimeryzacji, jednoczes$nie eksportujac polisacharydowy
laricuch przez blong wewnetrzng [26]. Tak jak w ABC-za-

PismiEnNicTWO

leznej drodze produktem drogi syntazowej jest ligowany
do lipidu A potaczonego z oligocukrem rdzenia a cata re-
akcja katalizowana jest przez ligaze Waal..

Catkowita struktura czasteczki LPS powstaje w przestrze-
ni periplazmatycznej komoérki bakteryjnej, gdzie nastgpuje
potaczenie jej poszczegdlnych fragmentéw: lipidu A oraz
polisacharydu. Wszystkie substraty wymagane do syntezy
fragmentéw ulegajacych ligacji sa syntetyzowane w cyto-
plazmie, skad nastgpnie musza zostaé przetransportowane
do miejsca ligacji, a wigc przez btong cytoplazmatyczna.
Czes¢ lipidowa z fragmentem oligocukru rdzenia transpor-
towana jest za pomocg jednego z biatek transportera ABC
btony cytoplazmatycznej nazywanego MsbA [15,54].

Biatko to sktada si¢ z szeSciu transmembranowych helis,
miedzy ktérymi wystepuje duza przestrzen, wylozona za-
sadowymi resztami, przez ktéra moga przemieszczac si¢
czasteczki lipidu A i/lub fosfolipidéw [38]. Nie wiadomo
na jakiej zasadzie sa transportowane te czasteczki choc
wydaje si¢ bardzo prawdopodobne, ze MsbA jest flipaza.
Jednym z dowodéw na wykazanie waznej roli MsbA bylo
wykorzystanie mutantéw w genie lpxL, odpowiedzialnym
za syntez¢ dodatkowych faiicuchéw hydroksykwaséw w li-
pidzie A. U tych mutantéw, pomimo niekompletnej struk-
tury lipidu A, biatko MsbA spetniato swoja funkcje poni-
zej temperatury 42°C. Dodatkowe potwierdzenie waznej
funkcji MsbA bylo mozliwe przez analiz¢ mutanta WD2
E. coli, u ktérego w temperaturze 44°C dochodzito do in-
aktywacji transportu lipidu A oraz fosfolipidéw prowa-
dzac réwnoczesnie do inaktywacji calej komdrki bakteryj-
nej [16]. Ponizej tej temperatury transport czasteczek nie
byt hamowany. Wiadomo réwniez, ze komorki bakteryjne
pozbawione genu msbA u E. coli sa letalne.

Weiaz nie zidentyfikowano biatka (lub biatek) odpowiedzialne-
go za transport kompletnych czasteczek LPS przez przestrzen
periplazmatyczng oraz btong zewngtrzna. Najprawdopodobniej
transport ten odbywa si¢ poprzez dyfuzj¢ poprzeczna (trans-
port flip-flop), polegajaca na powolnym przemieszczaniu si¢
czasteczek z jednej powierzchni btony na druga.

Jedynie u Neisseria meningitidis wykazano, ze biatko
Omp8S5, ktére jest jednym z konserwatywnych biatek bto-
ny zewnetrznej wigkszosci bakterii Gram-ujemnych jest od-
powiedzialne za transport LPS przez zewnetrzna btong. Po
raz pierwszy przedstawiono, ze gen omp85 jest transkry-
bowany z genami odpowiedzialnymi za biosyntezg lipidu
A. Udowodniono takze, ze obecnos¢ tego bialka jest nie-
zbedna do przezycia bakterii poniewaz akumulacja duzej
ilo$ci ujemnie natadowanych grup w periplazmie zwiaza-
na z brakiem transportu LPS na zewngtrz btony, prowadzi
do $mierci komorki bakteryjnej [18].
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