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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Blona zewnetrzna bakterii Gram-ujemnych jest struktura biologiczng o unikalnej budowie,
ktdéra w znacznym stopniu przyczynia sie do przezycia bakterii w niesprzyjajacych warunkach
organizmu gospodarza. Lipopolisacharyd buduje okoto 70% eksponowanej do srodowiska
powierzchni blony zewnetrznej i jest zbudowany z trzech, rézniacych sie pod wzgledem
strukturalnym czesci: lipidu A, oligocukru rdzenia oraz antygenu O. Cze$¢ O-swoista lipopo-
lisacharydu tworzy jedna z najintensywniej badanych struktur powierzchniowych polisa-
charydéw bakteryjnych. Jednak wiele pytari dotyczacych mechanizmu biosyntezy antygenu
01jego transportu na powierzchnie komdérki weigz pozostaje bez odpowiedzi. W pracy opisano
biosynteze czasteczki LPS, ze szczegSlnym uwzglednieniem biosyntezy taricucha O-swoistego,
sposobu regulacji dtugosci czasteczek LPS oraz wptywu typu syntetyzowanego taricucha O-
-swoistego na przezywalno$¢ bakterii w niesprzyjajacym srodowisku organizmu gospodarza.
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Summary

The outer membrane of Gram-negative bacteria is a biological structure with a unique compo-
sition that significantly contributes to the survival of bacteria in the unfavorable conditions
of the host organism. The lipopolysaccharide constitutes about 70% of the external part of
the outer membrane. The LPS molecule is composed of three different parts: lipid A, core
oligosaccharide and O antigen. Despite the O-specific antigen being one of the most intense-
ly studied surface structures of bacterial polysaccharides, a number of questions regarding
the mechanism of the O antigen biosynthesis and its transport to the cell surface are still
unanswered. The paper describes the biosynthesis of the lipopolysaccharide molecule, with
particular emphasis on the O-specific chain biosynthesis, the mechanism of lipopolysaccharide
length regulation and the influence of the type of synthesized O-specific chains on bacterial
survival in adverse host organisms.
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nego catkowitego odbicia w podczerwieni (attenuated total reflectance infrared spectroscopy),
ECA - wspolny enterobakteryjny antygen, antygen Kunina (enterobacterial common antigen),
ESI - elektrorozpylanie (electrospray ionization), ESR - elektronowy rezonans spinowy (electron
spin resonance), FAB - bombardowanie szybkimi atomami (fast atom bombardment), Kdo — kwas
3-deoksy-D-manno-oktulozonowy (3-deoxy-D-manno-octulosonic acid), LMW-OAg LPS - lipopo-
lisacharyd zawierajacy antygen O o niskiej masie czasteczkowej (low molecular weight O antigen
LPS), L-OAg LPS - lipopolisacharyd zawierajacy dtugi tancuch O-swoisty (long O antigen LPS),
LOS - lipooligosacharyd (lipooligosaccharide), LPS - lipopolisacharyd (lipopolysaccharide), MAC
- kompleks atakujacy btone (membrane attack complex), MALDI - desorpcja laserowa z udziatem
matrycy (matrix assisted laser desorption/ionization), PCP — kopolimery wielocukréw (polysac-
charide co-polimers), PD — desorpcja za pomoca plazmy (plasma desorption), PHPT - heksozo-
-1-fosforanowa transferaza poliizoprenylofosforanu (polyisoprenyl-phosphate hexose-1-phosphate
transferases), PNPT - N-acetyloheksozamino-1-fosforanowa transferaza poliizoprenylofosforanu,
(polyisoprenyl-phosphate N-acetylhexosamine-1-phosphate transferase), SDS-PAGE - elektrofo-
reza w warunkach denaturujacych w srodowisku SDS (sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide
gel electrophoresis), VL-OAg LPS - lipopolisacharyd zawierajacy bardzo dtugi tancuch O-swoisty

(very long O antigen LPS).

WPROWADZENIE

Lipopolisacharyd (lipopolysaccharide, LPS) tworzy okoto
70% powierzchni blony zewnetrznej bakterii Gram-ujem-
nych i jest niezbedny do funkcjonowania drobnoustroju.
Czgsteczka LPS chroni bakterie przed mechanizmami
obronnymi gospodarza i dziataniem antybiotykéw [50,
72] oraz jest jednym z najwazniejszych czynnikéw wiru-
lencji u bakterii Gram-ujemnych. W budowie lipopoli-
sacharydu mozna wyréznié trzy domeny strukturalne:
lipid A, rdzet oraz taticuch O-swoisty (antygen O) zbu-
dowany z powtarzajacych sie jednostek polisachary-
dowych, tzw. podjednostek O-swoistych (ryc. 1). Lipid
A jest kowalencyjnie zwiazany z rdzeniem i odpowiada
za kotwiczenie LPS w blonie zewnetrznej. Ta cze$é
LPS byta powszechnie uwazana za najbardziej konser-
watywng, jednak w latach 90 ub.w. wykazano, ze lipid
A po syntezie moze ulegaé znacznym modyfikacjom
[41, 42, 43], co wplywa na heterogenno$¢ jego struktury
u réznych gatunkdéw bakterii [84]. W lipidzie A mozna
wyrézni¢ sktadnik sacharydowy, kwasy ttuszczowe oraz
hydrofilowe podstawniki (m.in. grupy fosforanowe, eta-
noloamina). Najbardziej konserwatywng cze$cig lipidu
A jest cze$¢ cukrowa, najczesciej zbudowana z dwéch
czasteczek glukozaminy potaczonych wigzaniem
B(1->6) glikozydowym, podstawionych nierozgatezio-
nymi, nasyconymi kwasami ttuszczowymi (2-hydrok-
sykwasy, 3-hydroksykwasy), ktére nadaja czgsteczce

charakter amfifilowy [72]. Ze wzgledu na unikatowa
budowe lipid A determinuje aktywnos¢ biologiczna LPS
i stanowi centrum toksycznosci czasteczki.

Rdzen oligosacharydowy jest potaczony z lipidem A wig-
zaniem ketozydowym. W obrebie rdzenia mozna wyréz-
ni¢ dwa umowne regiony: zewnetrzny - w sktad ktérego
wchodza gtéwnie heksozy oraz region wewnetrzny
- zbudowany z heptoz oraz kwasu 3-deoksy-D-manno-
-oktulozonowego (Kdo). Najbardziej eksponowang do
$rodowiska zewnetrznego czescig LPS jest tanicuch
O-swoisty zbudowany z kilkunastu do kilkudziesieciu
powtarzajacych sie podjednostek polisacharydowych,
zawierajacych 1-8 reszt cukrowych. Polimery te wyka-
zujg sie duza zmiennoscig ze wzgledu na charakter
chemiczny poszczegdlnych podjednostek weglowoda-
nowych. Antygeny O réznig sie od siebie sktadem che-
micznym, sekwencja utozenia cukréw, typem wiazan,
odgatezieniami bocznymi lub zawartoscia niecukrowych
podstawnikdéw [60, 72, 105]. Powyzsze modyfikacje wpty-
waja na ogromng réznorodnosé tancuchéw O-swoistych,
dotychczas opisano 186 réznych antygendw O dla Esche-
richia coli (w tym Shigella sp.), 54 dla Salmonella enterica,
193 dla Vibrio cholerae i okoto 20 dla Pseudomonas aeru-
ginosa [99, 105, 108]. Eaficuch O-swoisty, jako najbar-
dziej eksponowana na powierzchni blony zewnetrznej
struktura, jest jednym z podstawowych sktadnikéw, nie-
zbednym do przetrwania bakterii w tkankach gospoda-
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Ryc. 1. Schemat budowy czasteczki lipopolisacharydu

rza. Bakterie wykorzystuja antygen O m.in. do unikania
fagocytozy oraz litycznego dziatania uktadu dopetniacza
[38, 40, 81, 82]. Natomiast z klinicznego punktu widzenia
antygeny O sa niezwykle waznym czynnikiem réznicuja-
cym bakterie w obrebie gatunku, pozwalajacym na okre-
$lenie przynaleznosci do konkretnego serowaru.

Precyzyjne poznanie szlakéw zaangazowanych w syn-
teze antygendw O ma zasadnicze znaczenie dla rozwoju
nastepnej generacji $rodkéw leczniczych. Odkrycie
molekularnych mechanizméw lezacych u podstaw syn-
tezy taficucha O-swoistego i kontrolowania jego dtugo$ci
przez bakterie ma podstawowe znaczenie biomedyczne.
Antygen O jest jedng z najintensywniej badanych struk-
tur powierzchniowych polisacharydéw bakteryjnych.
Jednak wiele pytan dotyczgcych mechanizmu biosyn-
tezy antygenu O i jego transportu na powierzchnie
komérki bakteryjnej pozostaje jeszcze bez odpowiedzi.

BIOSYNTEZA LIPOPOLISACHARYDU — ZE SZCZEGOLNYM
UWZGLEDNIENIEM BIOSYNTEZY tANCUCHA 0-SWOISTEGO

Biosynteza LPS jest ztozonym procesem, ktéry wymaga
przestrzennej i czasowej koordynacji kilku niezaleznych
od siebie szlakéw. Synteza poszczegélnych sktadnikéw
LPS odbywa sie w trzech réznych przedziatach komérko-
wych: cytoplazmie, btonie cytoplazmatycznej oraz pery-
plazmie. Wiekszo$¢ enzyméw i genéw kodujgcych biatka
odpowiedzialne za biosynteze i eksport LPS zidentyfiko-
wano u E. coli [94, 95, 134], jednak na podstawie analizy
sekwencji genetycznych wykazano, ze geny zaangazo-
wane w biosynteze LPS sg podobne u wiekszosci bakte-
rii Gram-ujemnych [96, 127]. Biosynteze czasteczki LPS
mozna podzieli¢ na 2 podstawowe etapy: biosynteze cze-
$ci lipidowo-rdzeniowej oraz biosynteze antygenu O.

Biosynteza czgsci lipidowo-rdzeniowej LPS

Pierwszym etapem biosyntezy pelnej czasteczki LPS jest
synteza lipidu A, ktéra zachodzi po cytoplazmatycznej
stronie blony wewnetrznej. Do syntezy czgsteczki Kdo,
-lipid A, bedacej akceptorem czesci oligosacharydowego
rdzenia, potrzebne jest zaangazowanie dziewieciu enzy-
mdw [30, 96]. Biosynteza LPS u E. coli rozpoczyna sie od

Rdzen Lipid A

matej czasteczki, UDP-N-acetyloglukozaminy (UDP-Glc-
NAc), w ktérej grupa OH przy atomie wegla 3C w pierw-
szym etapie biosyntezy podstawiona zostaje reszta
3-hydroksylowego kwasu ttuszczowego przez acylo-
transferaze LpxA. Enzym LpxA do tego procesu wyko-
rzystuje biatkowy przeno$nik grup acylowych - biatko
acyl-ACP, ktére jest donorem reszt kwaséw ttuszczo-
wych. Acylotransferazy LpxA sg bardzo selektywne dla
przytaczanych reszt hydroksykwaséw o réznej dtugo-
$ci np. u Helicobacter pylori sa podstawiane 16-weglowe
taricuchy hydroksyacylowe, podczas gdy u P. aerugi-
nosa sa podstawiane reszty 10-weglowe [130, 134].
U E. coli sg przylaczane reszty kwasu mirystynowego
[31]. Nastepnym etapem syntezy czasteczki Kdo,-lipid
A jest przeksztatcenie powstatego produktu UDP-3-0-
(B-hydroksymirystol)-GlcNAc przez metaloamidaze
LpxC w UDP-3-0-(B-hydroksymirystol)-D-glukozamine
[107, 131]. Przytaczenie drugiego taricucha acylowego
przez acylotransferaze LpxD prowadzi do powstania
UDP-2,3-bis(B-hydroksymirystol)-D-glukozaminy [65].
Ze wzgledu na brak odpowiednikéw enzymdéw Lpx
u ssakéw, enzymy te stanowia obiecujgce cele dziatania
dla nowych $rodkéw przeciwbakteryjnych [9, 56, 132].
W kolejnym etapie biosyntezy pirofosfataza LpxH hydro-
lizuje UDP-2,3-bis(B-hydroksymirystol)-D-glukozamine
do monofosforanu urydyny (UMP) oraz lipidu X [5].

W przypadku lipidu A u wiekszo$ci gatunkéw bakterii
nastepnym etapem biosyntezy jest potaczenie powstatego
lipidu X z czasteczka UDP-2,3-diacyl-GlcNAc i wytworze-
nie charakterystycznego wigzania (1->6) glikozydowego.
Reakgcja ta jest katalizowana przez syntaze disacharydowa
lipidu A LpxB, ktéra kondensuje jedna czasteczke UDP-
-2,3-diacyl-GlcNAc z jedng czasteczka lipidu X, uwalniajac
UDP [26]. Nastepne etapy biosyntezy lipidu A sg katalizo-
wane przez integralne biatka blony wewnetrznej, ktére
do aktywacji wymagaja obecnosci czynnikéw cytozolo-
wych (LpxK, KdtA, LpxM, LpxL). Biatko LpxK katalizuje
ATP-zalezna fosforylacje powstatego wcze$niej disacha-
rydu, powodujac powstanie lipidu 1V, [37]. Do powsta-
lej czasteczki lipidu IV, transferaza KdtA (WaaA) dotacza
dwie czasteczki Kdo wykorzystujac czasteczke CMP-Kdo
jako donor. Prekursorem dojrzatej czgsteczki Kdo jest
rybulozo-5-fosforan, ktéry ulega przeksztatceniu przez
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izomeraze yrbH do arabinozo-5-fosforanu, a nastepnie
przez syntaze KdsCA do kwasu 3-deoksy-D-manno-oktu-
lozonowego-8-fosforanu. Fosfataza 8-fosforanu kwasu
3-deoksy-D-manno-oktulozonowego - KdsC - przez usu-
niecie grupy fosforanowej doprowadza do powstania cza-
steczki Kdo, do ktérej syntaza CMP-Kdo KdsB przytacza
CMP. Dojrzata czasteczka Kdo moze zostaé przytaczona
do czgsteczki lipidu 1V, [13, 69, 98]. Powstata czasteczka
Kdo,-lipid IV, ulega dalszym modyfikacjom, ktére prowa-
dza do powstania czasteczki Kdo,-lipid A. Reakcje s3 kata-
lizowane przez ACP-zalezne acylotransferazy LpxL oraz
LpxM, odpowiedzialne za przytgczenie kolejnych taticu-
chéw kwaséw ttuszczowych [14, 22].

W sktad cze$ci wewnetrznej rdzenia oprécz Kdo wechodza
réwniez heptozy (zazwyczaj L-glicero-D-manno-heptopi-
ranozy), natomiast cze$¢ zewnetrzna rdzenia wykazuje
znacznie wieksza réznorodnos$¢ strukturalng w pordw-
naniu do cze$ci wewnetrznej i mozna w niej wyrdznié
przewaznie sze$cioweglowe reszty cukrowe np. galak-
tozy, glukozy, kwasy uronowe czy glukozaminy [75]. Bio-
synteza regionu rdzeniowego obejmuje podstawienie
czasteczki Kdo,-lipid A kolejnymi resztami cukrowymi
w reakcjach katalizowanych przez glikozylotransferazy.

Geny odpowiedzialne za biosynteze cze$ci rdzeniowej
LPS E. coli sa zgromadzone w trzech operonach: gmhD
(geny odpowiedzialne za biosynteze oligosacharydéw
rdzenia wewnetrznego), waaqQ (geny odpowiedzialne za
biosynteze oligosacharydéw rdzenia zewnetrznego) oraz
kdtA, w ktérym sa zgromadzone geny odpowiedzialne za
biosynteze i przytaczanie czasteczek Kdo [13, 101].

Transport czgsci lipidowo-rdzeniowej LPS do blony
wewnetrznej

Prekursory LPS (czasteczki lipid A-rdzeti, podjednostki O)
sa skladane w cytoplazmie, natomiast ligacja poszczegdl-
nych fragmentéw LPS w kompletna czgsteczke zachodzi
w peryplazmie, w zwiazku z tym niezbedny jest mecha-
nizm umozliwiajacy przetransportowanie poszczegdl-
nych sktadowych LPS do przestrzeni peryplazmatyczne;j.
Mechanizm, dzieki ktéremu odbywa sie transport powsta-
tego kompleksu lipidowo-rdzeniowego przez btone cyto-
plazmatyczng, wymaga obecnosci transportera ABC,
biatka MsbA. Biatko MsbA E. coli jest zbudowane z sze-
$ciu transbtonowych helis i cytoplazmatycznej domeny
wigzgcej ATP [20]. Mechanizm transportu wykorzystu-
jacy biatko MsbA nazwano mechanizmem typu ,,chwy¢
i przerzu¢” (trap and flip). W tym procesie po zwiazaniu
czasteczki ADP, biatko MsbA otwiera sie od strony cyto-
plazmy, dzieki czemu cze$¢ lipidowo-rdzeniowa LPS moze
wej$¢ do utworzonego kanatu. Nastepnie biatko MsbA
zamyka sie wokét czedci lipidowo-rdzeniowej LPS, naste-
puje hydroliza ATP i zmiana konformacji biatka, dzieki
czemu transportowana czasteczka jest uwalniana po stro-
nie peryplazmatycznej. Po opuszczeniu biatka MsbA przez
cze$¢ lipidowo-rdzeniowg LPS, uktad ponownie zmienia
konformacje i kolejna czasteczka moze zostaé przetrans-
portowana przez blone cytoplazmatyczng [78, 126].

Organizacja genow odpowiedzialnych za biosyntez¢
tancucha O-swoistego

W zalezno$ci od gatunku bakterii, powtarzajaca sie pod-
jednostka taricucha O-swoistego sktada sie z 1-8 reszt
cukrowych, utozonych w sposdb liniowy lub rozgate-
ziony [127]. Pojedyncza podjednostka O powstaje na
lipidowym no$niku, osadzonym po cytoplazmatycznej
stronie blony wewnetrznej, natomiast montaz komplet-
nego antygenu O odbywa sie w peryplazmie.

Geny odpowiedzialne za synteze antygenu O mozna
podzieli¢ na trzy gtéwne grupy. W pierwszej wyréznia
sie geny odpowiedzialne za synteze bialek uczestnicza-
cych w biosyntezie prekursoréw cukrowych, wchodza-
cych w sktad podjednostki O-swoistej. W drugiej grupie
znajduja sie geny kodujace biatkowe transferazy gliko-
zylowe, odpowiedzialne za przeniesienie prekursoréw
cukrowych na btonowy no$nik lipidowy, w celu wytwo-
rzenia oligosacharydu. Ostatnia grupa genéw koduje
biatka odpowiedzialne za translokacje powstatego anty-
genu O przez blone wewnetrzng i polimeryzacje z wcze-
$niej powstala czasteczka lipidowo-rdzeniowa [105, 127].
Geny zaangazowane w biosynteze antygenu O sg umiej-
scowione na chromosomie i tworzg tzw. klaster genéw
antygenu O. Do najdoktadniej zbadanych naleza klastery
E. coli oraz S. enterica, gdzie geny odpowiedzialne za syn-
teze taficucha O-swoistego leza miedzy genem galF oraz
gnd [100]. U niektdrych bakterii klastery genéw odpo-
wiedzialne za biosynteze antygenu O sa umiejscowione
miedzy genami himD a tyrB (P. aeruginosa) [99], gmhD a rjg
(V. cholerae) [108] czy hemH oraz gsk (Yersinia sp.) [138].
Uwaza sie, ze geny odpowiedzialne za synteze anty-
genu O leza blisko siebie, sg transkrybowane jako jedna
jednostka i zawieraja mniej GC w stosunku do pozo-
statej cze$ci genomu. Niewielka zawarto$§é GC moze
wskazywaé na miedzygatunkowy transfer genéw odpo-
wiedzialnych za biosynteze cze$ci O-swoistej z réznych
gatunkéw bakterii [105]. Przenoszeniem genéw mie-
dzy réznymi gatunkami bakterii mozna przynajmniej
cze$ciowo wyjasnié tak duzg réznorodno$é struktur
antygendw O wsrdd bakterii Gram-ujemnych.

Biosynteza czqs'Ci O-swoistej czqsteczki LPS

Podczas procesu biosyntezy antygenu O mozna wyréznié
nastepujace etapy: reakcje inicjacji, wydtuzanie i trans-
lokacje powtarzajacych sie podjednostek O lub komplet-
nego antygenu O, ligacje powstatego antygenu O do czesci
lipidowo-rdzeniowej oraz recykling no$nika Und-P.

Inicjacja reakcji biosyntezy antygenu O rozpoczyna
sie w cytoplazmie, gdzie sg zgromadzone reszty
cukrowe (w postaci: UDP-cukier), ktére wejdg w sktad
podjednostki O-swoistej. Przyjmuje sie, ze kazdy klaster
gendéw odpowiedzialny za synteze antygenu O zawiera
geny odpowiedzialne za biosynteze prekursora nukle-
otydowego poszczegdlnych cukréw, wchodzacych
w sktad kompletnej powtarzajacej sie podjednostki
antygenu O. Nalezy jednak zaznaczyé, ze geny odpo-
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Ryc. 2. Schemat biosyntezy antygenu 0 na przykfadzie S. enterica grupy B1

wiedzialne za synteze cukréw, zaangazowanych w inne,
niezbedne komdrce do zycia szlaki (UDP-Glc, UDP-Gal,
UDP-GIcNAc) nie sa duplikowane w klasterze gendw
antygenu O [105]. Niezaleznie od rodzaju wykorzysty-
wanej reszty cukrowej reakcja inicjacji biosyntezy anty-
genu O rozpoczyna sie od utworzenia wigzania pomiedzy
fosforanem undekaprenylu (Und-P) a wybrana reszta
cukrowa z uwolnieniem czasteczki UMP (powstaje Und-
-PP-zwigzany cukier). Fosforan undekaprenylu jest wbu-
dowanym w btone wewnetrzng lipidowym no$nikiem
z ,gtéwka” fosforanowg wyeksponowang do przestrzeni
cytoplazmatycznej. W zaleznoéci od rodzaju mikroorga-
nizmu reakcja inicjacji jest katalizowana przez enzym
nalezacy do jednej z dwéch grup transferaz poliizopre-
nylofosforanu: N-acetyloheksozamino-1-fosforanowych
(polyisoprenyl-phosphate N-acetylhexosamine-1-pho-
sphate transferase, PNPT) lub heksozo-1-fosforanowych
(polyisoprenyl-phosphate hexose-1-phosphate trans-
ferases, PHPT) [105]. Biatka z rodziny PNPT wystepuja
zaréwno u organizméw eukariotycznych jak i proka-
riotycznych, natomiast biatka z rodziny PHPT nie maja
swoich homologéw w komérkach eukariotycznych.

Bakteryjne PNPT (np. WecA, MraY, WbpL) sga odpo-
wiedzialne za przenoszenie na blonowy no$nik Und-pP
réznych substratéw N-acetyloheksozaminy. Biatkiem
reprezentujacym grupe PNPT jest biatko WecA inicjujace
biosynteze antygenu O u szczepéw charakteryzujacych
sie taficuchem O-swoistym, w ktérego sktad wchodzi
GalNAc czy GIcNAc [1, 3]. U Enterobacteriaceae gen wecA
jest umiejscowiony poza klasterem genéw odpowie-
dzialnym za synteze antygenu O i tworzy cze$¢ kla-
stra odpowiedzialnego za synteze wspdlnego antygenu

Translokacja
przez btone
wewnetrzng

Wydtuzanie Ligacja
tanicucha antygenu O
O-swoistego do czesci
lipidowo-
rdzeniowe;j

LPS

powierzchniowego pateczek rodziny Enterobacteriaceae
(enterobacterial common antigen, ECA).

Przedstawicielem rodziny PHPT jest biatko WbaP, po raz
pierwszy zidentyfikowane u S. enterica, petniagce funkcje
pierwotnej transferazy galaktozy [57]. Innymi transfera-
zami inicjujacymi reakcje biosyntezy antygenu O grupy
PHPT sa np. WbgY i WbIG, odpowiedzialne za przytacza-
nie odpowiednio 4-n-D-Fuc2NAc-P u Shigella sonnei i Bor-
detella pertussis [2, 135].

Po zakoniczeniu reakcji inicjacji konieczne jest przyla-
czenie dodatkowych reszt cukrowych do stworzenia
kompletnej podjednostki O-swoistej. Reakcje elonga-
cji sa katalizowane przez swoiste glikozylotransferazy,
stanowigce grupe enzymdéw rozpuszczalnych lub bez-
posrednio zwigzanych z btong plazmatyczng przez
oddziatywania jonowe [17]. W przypadku S. enterica
grupy B1 wyréznia sie 3 biatka odpowiedzialne za przy-
taczanie kolejnych cukréw i wytworzenie petnej podjed-
nostki O: biatko WbaN odpowiedzialne za przytaczanie
czasteczki ramnozy, WbaU za przytaczanie czgsteczki
mannozy oraz WbaV odpowiedzialne za przytaczanie
czasteczki abekwozy [51]. Powstaje gotowa podjednostka
0, ktéra na etapie biosyntezy moze zostaé przetranspor-
towana przez btone w celu potaczenia jej z cze$cia lipi-
dowo-rdzeniowg czasteczki LPS (ryc.2).

TRANSPORT POWTARZAJACE) SIE PODJEDNOSTKI 0 PRZEZ
BLONE WEWNETRZNA

Dotychczas opisano co najmniej trzy rézne mechanizmy
sktadania i translokacji podjednostek O: droge Wzx/
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Wzy-zalezna, droge zalezng od transportera ABC oraz
droge syntazozalezna.

Droga Wazx/ Wzy—zaleina

Droga Wzx/Wzy-zalezna wystepuje podczas syntezy
wiekszosci antygendéw O, szczegSlnie w czasie syntezy
heteropolisacharydéw. Co najmniej trzy biatka (Wzx,
Wzy i Wzz) sg zaangazowane w te $ciezke eksportu, jed-
nak brak jest szczegbétowych informacji dotyczacych
sposobu ich wzajemnego oddziatywania.

Po syntezie poszczegSlnych podjednostek O zwigza-
nych z lipidowym przenos$nikiem Und-P w cytoplazmie,
musza one zostaé przetransportowane do przestrzeni
peryplazmatycznej. Wszystkie dotychczas przeba-
dane klastry genéw odpowiedzialnych za Wzx/Wzy-
-zalezny transport podjednostek O zawieraja geny
kodujgce flipaze Wzx odpowiedzialng za translokacje
podjednostek cukrowych przez blone wewnetrzna do
przestrzeni peryplazmatycznej [71]. Biatka Wzx charak-
teryzujg sie bardzo matym podobieristwem w sekwen-
cji aminokwasdw, dlatego tez obecno$é gendw wzx jest
czesto uwazana za ceche swoistg serotypu, a geny wzx
moga by¢ wykorzystywane jako markery genetyczne
do rozrézniania miedzy poszczegSlnymi serotypami
[33, 34, 52]. Zmienno$¢ sekwencji genédw wzx taczono
z réznorodnoscia struktur antygenu O, w licznych bada-
niach wykazano jednak, ze u E. coli flipaza Wzx jest swo-
ista tylko dla pierwszego cukru wchodzgcego w sktad
powtarzajacej sie podjednostki O-swoistej [32, 76]. Prze-
cza temu jednak wyniki badari Honga i wsp. [51], kté-
rzy wykazali, Ze u S. enterica z grup B, D2 i E, flipaza Wzx
wykazuje znaczna swoisto$¢ do calej powtarzajacej sie
podjednostki O. Badacze wykazali, ze warianty podjed-
nostek O rézniace sie pojedynczymi resztami cukrowymi
sg transportowane z mniejsza wydajnoscig i wytwarzany
jest krétszy antygen O [51]. Drugim sktadnikiem $ciezki
Wzx/Wzy-zaleznej jest biatko Wzy, ktére bierze udziat
w polimeryzacji kolejnych podjednostek O do korica
wczedniej przetransportowanej czasteczki Und-PP-pod-
jednostka O-swoista. Po przytaczeniu powtarzajgcej sie
podjednostki uwolniony Und-PP jest przeksztalcany do
aktywnej postaci monofosforylowanej poprzez reakcje
defosforylacji. Wykazano, ze mutanty z defektem genu
wzy wytwarzaja LPS zbudowany z jednej podjednostki
O-swoistej [23]. Dotychczas przeprowadzono niewiele
badati in vitro w zwiazku z czym biatko Wzy nie zostato
dobrze scharakteryzowane. Trzecim biatkiem wchodzg-
cym w sktad drogi Wzx/Wzy-zaleznej jest biatko Wzz,
ktére ze wzgledu na petniong funkcje regulacyjna dtu-
gosci O-swoistych polisacharydéw zostato scharaktery-
zowane w osobnym rozdziale.

Droga zalezna od transportera ABC

Droga zalezna od transportera ABC jest wykorzystywana
w antygenach O zbudowanych z powtarzajacych sie pod-
jednostek tego samego cukru (tzw. homopolimeryczne
antygeny 0). Przyktadem mogg by¢ polimannozowe

antygeny E. coli 08, 09 i 09a [128]. W tym szlaku zsyn-
tezowany polimer jest transportowany z cytoplazmy do
przestrzeni peryplazmatycznej z wykorzystaniem bia-
tek wiazacych ATP (tzw. transporter ABC). Transpor-
ter ABC odpowiedzialny za eksport antygenu O sktada
sie z dwdch domen transmembranowych, kodowanych
przez gen wzm oraz dwéch domen wigzacych nukleotyd
kodowanych przez gen wzt. Po utworzeniu prekursora,
ktérym jest Und-PP-GlcNAc nastepuje przytaczenie
przez glikozylotransferazy adaptora, ktérym jest cza-
steczka cukru. Dopiero po przylaczeniu adaptora naste-
puje przylaczenie nastepnych podjednostek cukrowych
i transport powstalej czasteczki do przestrzeni perypla-
zmatycznej przez utworzony przez biatka Wzt i Wzm
kanat [27].

Droga syntazozalezna

Trzeci mechanizm transportu podjednostek O przez
blone wewnetrzng zostat dotychczas opisany tylko
w przypadku antygenu O S. enterica serowar Borreze [62,
63]. Antygen O S. Borreze jest homopolimerem utworzo-
nym z N-acetylomannozaminy (ManNAc). Droga syn-
tazozalezna w podobny sposéb jak droga ABC-zalezna
rozpoczyna sie od biatka WecA [62], a pierwsza reszta
cukrowa ManNAc jest przenoszona na czasteczke Und-
-PP z udziatem transferazy WbbE [61]. Nastepnie syn-
taza WbbF katalizuje reakcje polimeryzacji, jednocze$nie
eksportujac polisacharydowy taficuch przez btone
wewnetrzna [28, 64]. Doktadny mechanizm transportu
podjednostek O przez syntaze WbbF nie jest w pelni
wyjasniony.

Ligacja antygenu O (powstatego w jednej z trzech wcze-
$niej oméwionych drég) do czesci lipidowo-rdzeniowe;j
zachodzi po peryplazmatycznej stronie blony wewnetrz-
nej, jednak jej mechanizm nie zostat w pelni wyja$niony.
Produkt genu waal wydaje sie obecnie jedynym biatkiem
niezbednym bakterii do przeprowadzenia ligacji. Reak-
cja ligacji nie jest jednak unikalna i poza biosynteza LPS
zachodzi réwniez w czasie glikozylacji biatek w bakte-
riach i eukariontach [102].

Wytwarzanie nosnika Und-P w komdrce bakteryjnej
w bardzo malych ilosciach jest czynnikiem ogranicza-
jacym biosynteze antygenéw O. Izoprenoidowy noénik
lipidowy jest niezbedny nie tylko do biosyntezy LPS, ale
i do biosyntezy peptydoglikanu oraz innych polimeréw
weglowodanowych. Po procesach inicjacji, wydtuzania
i translokacji powtarzajacych sie podjednostek O naste-
puje uwolnienie Und-PP po stronie peryplazmatycznej
blony komdérkowej i przeksztatcenie do Und-P przez
pirofosfataze [124]. Niektdre bakterie (Bacillus subtilis,
B. licheniformis) sa zdolne do wytwarzania antybiotykéw
peptydowych (bacytracyna), ktére wigzac sie z Und-PP
hamuja jego defosforylacje, blokujac recykling Und-PP
do Und-P [113, 114]. W przypadku polisacharydéw, ktére
wykorzystuja do transportu szlak zalezny od Wzy/Wzx,
dziatanie bacytracyny moze powaznie zaburzy¢ biosyn-
teze LPS, poniewaz ta droga transportu wykorzystuje
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jedna czasteczke Und-PP do transportu jednej podjed-
nostki O-swoistej. W przypadku drogi syntazozaleznej
oraz drogi zaleznej od transportera ATP jest wykorzysty-
wana tylko jedna czasteczka Und-P do transportu catego
cukrowego polimeru, w zwigzku z czym recykling Und-
-PP nie jest czynnikiem ograniczajacym biosynteze LPS
i sam proces biosyntezy LPS jest bardziej odporny na
dziatanie antybiotykéw peptydowych [55].

TRANSPORT LPS Z PRZESTRZENI PERYPLAZMATYCZNE) DO
BLONY ZEWNETRZNE)

Dopiero stosunkowo niedawno zidentyfikowano biatka
odpowiedzialne za transport kompletnych czasteczek
LPS przez przestrzet peryplazmatyczng na powierzch-
nie blony zewnetrznej [104]. Transport czasteczki LPS
wymaga wspétdziatania kompleksu biatek Lpt [21]. Suge-
ruje sie, ze do transportu LPS przez powstaly ,, mostek
biatkowy” jest niezbedna hydroliza czasteczek ATP [87].
W licznych badaniach wykazano, ze biatkowe mutanty E.
coli z niedoborami biatek Lpt charakteryzowaly sie aku-
mulacja czasteczek LPS w peryplazmie [74, 103, 109].
W sktad kompleksu biatkowego odpowiedzialnego za
transport czasteczek LPS wchodzg: LptA, LptB, LptC,
LptD, LptE, LptF oraz LptG [127]. Uwaza sie, ze ABC trans-
porter LptBFG inicjuje uwolnienie czasteczek LPS z btony
wewnetrznej w celu ulatwienia wejécia czasteczek
w przestrzed peryplazmatyczna [103, 110]. W nastep-
nym etapie LPS jest transportowany przez peryplazme
z udziatem biatek LptC, LptA, LptD. Transport cza-
steczki LPS przez przestrzen peryplazmatyczng umoz-
liwiajg prawdopodobnie charakterystyczne domeny
OstA, zidentyfikowane w grupie biatek odpowiedzial-
nych za jego transport [11, 35, 111, 125, 130]. Biatko LptA
petni funkcje tacznika miedzy kompleksami LptBFGC
a kompleksem LptDE, natomiast biatka LptD i LptE
odpowiadajg za wbudowanie czasteczki LPS w btone
zewnetrzna [10, 74, 109, 110]. Mechanizm transportu
czasteczek LPS zostat opisany dla E. coli, jednak wyka-
zano, ze system biatek Lpt nie jest konserwatywny dla
wszystkich bakterii [44, 117]. Doktadne poznanie mecha-
nizmu transportu czasteczek LPS do blony zewnetrznej
u réznych gatunkéw bakterii wymaga dalszych, syste-
matycznych badan wykraczajgcych poza badania prze-
prowadzone dotychczas dla E. coli.

KONTROLA DEUGOSCI CZASTECZKI LIPOPOLISACHARYDU

Antygeny O réznig sie nie tylko sktadem chemicz-
nym, ale takze liczba powtarzajacych sie podjednostek
w taticuchu polisacharydowym. Przeprowadzona analiza
rozktadu dlugos$ci poprzez elektroforeze w zelu polia-
krylamidowym (SDS-PAGE) [16, 38, 54, 118] wykazuje,
ze lipopolisacharyd wyizolowany z tego samego szczepu
bakterii sktada sie z populacji czasteczek o bardzo zréz-
nicowanej masie czasteczkowej, zwigzanej z rézna liczba
podjednostek polisacharydu O-swoistego. Uznano, ze
taki rozktad dtugosci czasteczek LPS jest spowodowany
obecnoscia gendéw odpowiedzialnych za kontrole dtugo-
$ci antygenu O. We wstepnym okresie badat nad mecha-

nizmami biosyntezy lipopolisacharydu tym samym
genom homologicznym przypisano rézne nazwy. Gen rol
(regulator of O-antigen length) po raz pierwszy ziden-
tyfikowali Batchelor i wsp. [8]; Bastin i wsp. [6] nazwali
gen odpowiedzialny za kontrole dtugosci O-antygenu
cld (chain length determinant). Opisywany w latach 90
ub.w. gen odpowiedzialny za regulacje dtugosci taricu-
cha O-swoistego jest obecnie znany jako wzzB. Steven-
son i wsp. zidentyfikowali inny gen odpowiedzialny za
synteze bardzo diugiego antygenu O u S. flexneri [112].
Zidentyfikowany gen wykazywat duze podobiefistwo
sekwencji do genu fepE E. coli K12, kodujacego system
wychwytu zelaza ze srodowiska. Réwniez Murray i wsp.
zidentyfikowali biatko odpowiedzialne za kontrole dtu-
gosci taricucha O-swoistego, np. ztozonego z ponad 100
powtarzajacych sie podjednostek w lipopolisacharydzie
Salmonella Typhimurium. I w tym przypadku wykazano,
ze gen wzz;, . znajduje si¢ w obrebie klastra genéw odpo-

fepE
wiedzialnygh za wychwyt zelaza [81].

Czasteczki LPS mogg sie charakteryzowaé wystepowa-
niem trzech wyraznie odrebnych frakeji, rézniacych
sie liczba powtarzajacych sie podjednostek 0. W szcze-
pach S. Enteritidis i S. Typhimurium mozna wyréz-
ni¢ frakcje czasteczek LPS o matej masie czasteczkowej
(low molecular weight O-antigen LPS, LMW-OAg LPS)
- zawierajacych antygen O zbudowany z mniej niz 15
powtarzajacych sie podjednostek, frakcje LPS z dtugim
taticuchem O swoistym (long O antigen LPS, L-OAg LPS)
zbudowanym z 16-35 powtarzajacych sie podjednostek
oraz frakcje LPS z bardzo dlugim taticuchem O-swoistym
(very long O antigen LPS, VL-OAg LPS) - zbudowanym
z ponad 100 powtarzajacych sie podjednostek. Wyka-
zano, ze za synteze L-OAg LPS odpowiada gen wzz,
natomiast za synteze VL-OAg LPS odpowiedzialny jest
genwzz;, . [81]. Homologi biatka Wzz, , zidentyfikowano
m.in. u E. coli 0157:H7, E. coli K-12, S. flexneri i S. Typhi [81,
88, 90, 106]. Wskazuje to, ze czgsteczki LPS wystepujace
w trzech wyraznie zréznicowanych frakcjach dtugo$cio-
wych sa powszechne u Enterobacteriaceae, jednak czesto
- prawdopodobnie ze wzgledu na trudnosci w detekeji -
VL-OAg LPS nie zostaja rozpoznane w izolowanych pre-
paratach LPS.

Wkrétce po odkryciu gendw wzz (wzzy, wzz,, ) posta-
wiono pytanie, w jaki sposéb biatka Wzz kontroluja dtu-
gos¢ antygenu 07 Obserwacja, ze blisko spokrewnione
regulatory dlugosci taticucha O-swoistego moga by¢
ekspresjonowane u pokrewnych bakterii i narzucaé cha-
rakterystyke rozktadu dtugo$ci antygenu O sprawita, ze
poznanie sposobu ich dzialania stato sie jeszcze bardziej
istotne [7, 80]. Ustalono, ze regulacja dtugosci taricucha
O-swoistego jest wewnetrznie okreslona przez sam regu-
lator (WzzB, szFepE) niezaleznie od ogromnych réznic
w strukturze chemicznej poszczegblnych substratéw,
z ktérych zbudowany jest antygen O u réznych gatun-
kéw bakterii.

Biatka regulujace dlugo$¢ antygenu O naleza do nad-
rodziny biatek bakteryjnych, znanych jako kopolimery
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wielocukréw (polysaccharide co-polimers, PCP) [27, 79,
121]. PCP sg odpowiedzialne za eksport ztozonych poli-
sacharydéw, zaréwno u bakterii Gram-ujemnych jak
i Gram-dodatnich. W obrebie PCP mozna wyréznié trzy
klasy: PCP-1 - PCP-3. Biatka odpowiedzialne za proceso-
wanie antygenu O nalezg do grupy PCP-1 i sg zbudowane
z dwéch transmembranowych helis oraz jednej domeny
peryplazmatycznej. Analiza strukturalna przebadanych
PCP (WzzB z S. Typhimurium, FepE z E. coli) wykazala,
ze regulatory dtugosci taricucha sag montowane w oligo-
mery o réznym sktadzie (WzzB - pentamer, FepE - nona-
mer), jednocze$nie przyjmujac podobne tréjwymiarowe
struktury mimo niewielkiej identycznosci w sekwencji
(okoto 23%). Obserwacje te moga wskazywaé na wspdlny
molekularny mechanizm wykorzystywany przez te cza-
steczki do kontrolowania dlugosci taticucha polisacha-
rydowego [121].

Dotychczas zaproponowano kilka modeli interakcji mie-
dzy regulatorami dtugosci taticucha O-swoistego i poli-
meraza Wzy. Carter i wsp. [19] w swoim modelu zakladali,
ze biatko Wzz taczy sie w kompleks wielobiatkowy, zbu-
dowany z flipazy Wzx, polimerazy Wzy oraz ligazy WaalL.
Uzyskane dane eksperymentalne z testéw immunoper-
cypitacji i chemicznego linkowania nie wskazaty jednak
jednoznacznie na interakcje miedzy regulatorem dtugo-
$ci WzzB a polimerazg Wzy [19]. Alternatywne badania
in vitro przeprowadzone przez Woodwarda i wsp., pole-
gajace na ,rekonstrukcji” $ciezki biosyntezy antygenu
0 z uzyciem oczyszczonych biatek, wskazaly wpraw-
dzie, ze dtugo$¢ dojrzatego antygenu zalezy wytacz-
nie od obecno$ci polimerazy Wzy i regulatora dtugosci
Wzz, ale réwniez w tym przypadku nie zaobserwowano
wyraznej interakcji miedzy tymi biatkami [133]. Uwaza
sie, ze powstajacy antygen O jest wydtuzany przez dota-
czanie przez polimeraze Wzy kolejnych podjednostek
0 do nieredukujacego konica wzrastajacej czgsteczki.
Kalynych i wsp. [59] proponuja model regulacji dtugo-
$ci taticuchéw O-swoistych, ktéry zaktada, ze biatka Wzz
reguluja dtugo$¢ dojrzatego antygenu O przez utrzymy-
wanie wzrastajacego taficucha O-swoistego w konforma-
cji umozliwiajacej dalszg polimeryzacje, zapobiegajac
przedwczesnemu uwolnieniu rosnacego polisacharydu.
W chwili gdy antygen O osiggnie liczbe powtarzajacych
sie podjednostek, ktére nie moga juz by¢ dtuzej zwia-
zane przez biatka Wzz, dochodzi do zmiany konformacji
i biatka regulujace dtugo$¢ dysocjuja. W nastepnej kolej-
noéci dojrzaty antygen O moze zostaé przytaczony do
czesci lipidowo-rdzeniowej przez ligaze Waal [59].

Mechanizm funkcjonowania systemu kontroli, odpo-
wiedzialnego za powstanie czasteczek LPS o okre$lo-
nej dtugosci nie jest jeszcze wyjasniony. Dwie hipotezy
dotyczace regulacji procesu syntezy czasteczki lipopo-
lisacharydu obejmujg koncepcje ,,zegara molekular-
nego” (molecular clock), regulujacego polimeryzacje
poprzez czas trwania reakcji [6] oraz ,molekularnej
linijki” (molecular ruler), gdzie proces powstawania
nowego taficucha zatrzymuje sie wraz z osiggnieciem
jego zadanej dtugo$ci [121]. Najnowsze badania doty-

czace syntezy polisacharydu O-swoistego u E. coli 09a
[66] wskazuja jednak, ze na dtugo$¢ powstajacego taricu-
cha ma wptyw proporcja ilo$ciowa ekspresji dwu enzy-
méw zaangazowanych w biosynteze O-antygenu: WbdA
odpowiedzialnego za wydtuzanie polisacharydu oraz
WbdD odpowiedzialnego za terminacje procesu syntezy.

Istniejg doniesienia, ktére sugeruja, ze na dtugo$é
taricucha O-swoistego, oprécz genéw wzz, wptywaja
réwniez czynniki §rodowiskowe. McConnell i Wright
wykazali, ze dtugo$¢ i rozktad antygenu O S. Anatum sa
zalezne od temperatury wzrostu. Podczas gdy komdrki
S. Anatum syntetyzuja LPS gladki w 37°C, w nizszej
temperaturze (20-25°C) dochodzi réwniez do syntezy
pétszorstkiego LPS [77]. Delgado i wsp. udowodnili, ze
u S. Typhimurium ekspresja genu wzz,, jest indukowana
w medium hodowlanym zawierajacym jony Mg? i Fe®*
[29]. Wedlug Bravo i wsp. u S. Typhimurium i S. Ente-
ritidis synteza czesci O-swoistej lipopolisacharydu jest
zalezna od fazy wzrostu [12]. Pawlak i wsp. wykazali, ze
przedtuzona ekspozycja na surowice ludzka szczepéw
Salmonella 048 wptywa na dlugo$¢ powstajacego anty-
genu O, a takze Ze testowane szczepy réznily sie wraz-
liwoscig na surowice przed i po dlugotrwatej ekspozycji
na surowice ludzka (u trzech z czterech testowanych
szczepdw zaobserwowano wzrost opornosci na bakte-
riobdjcze dziatanie surowicy ludzkiej po przedtuzone;
ekspozycji) [91]. Pomimo licznych doniesiefi na temat
wplywu czynnikéw srodowiskowych na regulacje dtu-
gosci lipopolisacharydu, niewiele wiadomo w jaki spo-
s6b warunki hodowli drobnoustrojéw moduluja dtugo$é
powstajacych taticuchéw O-swoistych.

Mimo ze istnieja pewne przestanki na temat mechani-
zméw regulacji dtugosci taricuchéw O-swoistych, nie-
wiele jest informacji na temat proporcji taticuchéw LPS
o réznej dlugosci na powierzchni komérki bakteryjne;.
Palva i Midkila wykazali, ze u S. Typhimurium rozktad
czgsteczek LPS na powierzchni komérki bakteryjnej jest
nieréwny i charakteryzuje sie tylko niewielkim pro-
centem czasteczek z 2-18 powtarzajacymi sie podjed-
nostkami O-swoistymi, podczas gdy 77% LPS ma 19-34
powtarzajacych sie podjednostek O [89].

TECHNIKI POMIARU DEUGOSCI CZASTECZKI
LIPOPOLISACHARYDU

Lipopolisacharyd cechuje wysoki stopieri zmiennosci
strukturalnej, jak réwniez zmienna liczba powtarzajg-
cych sie podjednostek polisacharydu O-swoistego. R6z-
nice te przyczyniaja sie do znacznej niejednorodnosci
uzyskiwanych eksperymentalnie preparatéw LPS. Ponie-
waz czgsteczki LPS w komérce sa wysoce heterogenne
i maja sktonno$é do tworzenia agregatéw o réznych roz-
miarach, doktadny pomiar dtugosci lipopolisacharydu
jest trudny. Metoda najpowszechniej wykorzystywang
do pomiaru dtugosci LPS jest SDS-PAGE. Wykorzystanie
znakowania LPS izotopami promieniotwérczymi, umoz-
liwiato analize rozktadu populacji czgsteczek lipopolisa-
charydu za pomoca radiografii i densytometrii [38, 89,

580



Krzyzewska E., Rybka J. — Biosynteza lipopolisacharydéw o zmiennej dtugosci...

112]. Opracowanie czutej metody barwienia LPS w zelu
za pomocg metalicznego srebra [48, 123], bedgca mody-
fikacjag podobnego protokotu, stosowanego do barwie-
nia elektroforegraméw biatkowych [118], umozliwito
uproszczenie procedury i zaczeto byé powszechnie
wykorzystywane do analizy rozktadu dtugo$ciowego cza-
steczek LPS [16, 25, 129]. Elektroforeza wcigz pozostaje
podstawowa metoda tej analizy, wykorzystywang wspét-
cze$nie zaréwno w polaczeniu z autoradiografia [66] jak
i barwieniem metodg srebrowg [45]. Opracowano takze
rzadziej stosowane modyfikacje tej metody (elektrofo-
reza dwuwymiarowa, wstepny rozdzial LPS w chroma-
tografii kolumnowej lub elektroforezie preparatywnej,
uzycie deoksycholanu zamiast SDS [93, 97]). Poniewaz
dokladniejsza ocena masy czasteczkowej LPS z wykorzy-
staniem PAGE jest utrudniona - dostepne sa jedynie biat-
kowe markery masy czasteczkowej - do analizy rozktadu
wielko$ci czgsteczek LPS w prébie stosowano takze roz-
dziat czasteczek w polu elektrycznym wykorzystujacy
technike elektroforezy kapilarnej, réwniez z uzyciem
mikrouktadéw elektroforetycznych [67, 120].

Inng stosowang metoda oceny dtugosci czesci O-swoistej
lipopolisacharydu byta analiza proporcji miedzy sktad-
nikiem cukrowym, wystepujacym w powtarzajacych sie
podjednostkach czeéci O-swoistej, a jednym z elementéw
rdzenia LPS. Pomiar proporcji realizowano testami kolo-
rymetrycznymi (np. proporcji wystepowania kolitozy
do Kdo w LPS E. coli 0111 [38]), ale réwniez zastosowano
analize spektrometryczna (proporcje miedzy kwasem
sjalowym i Kdo w LPS réznorodnych szczepéw Salmo-
nella 048 [15, 91]). Metoda ta jest jednak ograniczona do
szczepéw, w ktérych w podjednostce O-swoistej obecny
jest charakterystyczny sktadnik, niewystepujacy w pozo-
stalej czesci czasteczki LPS (kolitoza, kwas sjalowy, abe-
kwoza czy inne). Metoda pozwala na okre$lenie $redniej
dtugosci polisacharydu O-swoistego w catej populacji
czgsteczek LPS w prébie, jednak nie umozliwia okre$le-
nia wprost proporcji ilo§ciowych miedzy poszczegdl-
nymi formami czasteczek LPS.

Wiele innych nietypowych metod wykorzystywanych
jest do analizy strukturalnej i oceny dtugosci lipopolisa-
charydu m.in. spektroskopia elektronowego rezonansu
spinowego (electron spin resonance, ESR) [92] oraz
spektroskopia ostabionego catkowitego odbicia w pod-
czerwieni (attenuated total reflectance infrared spec-
troscopy, ATR-IR) [136]. Rozwijajace sie techniki analizy
mikroskopii sit atomowych (atomic force microscopy,
AFM) pozwalaja obrazowa¢ strukturalne wtasciwosci
powierzchni komérki, zwigzane z réznicami dtugosci
lipopolisacharydu [39]. Informacje dotyczaca postaci
LPS uzyskiwano takze za pomocg mikroskopii elektro-
nowej, analizujgc zaréwno izolowane preparaty lipo-
polisacharydowe [73] jak i powierzchnie catej komérki
bakteryjnej [36, 39].

Metody spektrometryczne analizy strukturalnej lipo-
polisacharydéw i ich fragmentéw obejmuja metody
zwigzane z tagodng jonizacjg analizowanych substan-

cji, przez bombardowanie szybkimi atomami (fast atom
bombardment, FAB), elektrorozpylanie (electrospray
ionization, ESI), desorpcje za pomoca plazmy (plasma
desorption, PD), pirolizy, lasera badZ lasera z udziatem
matrycy (matrix assisted laser desorption/ionization,
MALDI) [18, 46, 47, 119]. Techniki wykorzystujgce PD-MS
pozwalaty uzyskiwaé widma czasteczek LPS o stosun-
kowo wysokich masach czasteczkowych, rzedu 6 000 Da,
podczas gdy uzycie MALDI pozwalato na analize czaste-
czek do 8 000-14 000 Da [4, 53, 137]. Ze wzgledu jednak
na heterogenno$¢ czasteczki lipopolisacharydu oraz
jego amfifilowy charakter techniki MALDI maja raczej
zastosowanie do analizy catych czasteczek lipooligo-
sacharydéw lub LPS typu szorstkiego, czasem z zasto-
sowaniem dodatkowych technik wstepnego rozdziatu
w celu zmniejszenia heterogennosci prébki [70, 115, 116,
119]. W przypadku lipopolisacharydéw typu gtadkiego,
dopiero po de-O-acetylacji uzyskiwano widma czaste-
czek o masach rzedu 10 000-14 000 Da, a dla izolowanego
polisacharydu O-swoistego do 16 000 Da [53, 70].

WPLYW DLUGOSCI CZASTECZKI LIPOPOLISACHARYDU NA
INTERAKCJE Z UKLADEM ODPORNOSCIOWYM

Lipopolisacharyd, jako jeden z gtéwnych sktadnikéw
btony zewnetrznej bakterii Gram-ujemnych, odgrywa
gtéwna role w interakcji z uktadem odpornosciowym.
Podczas infekeji bakterie sa bezposrednio narazone na
$rodowisko organizmu gospodarza, ktére jest kontro-
lowane przez komérki odporno$ciowe. Drobnoustroje
wyksztalcity wiele mechanizméw obronnych, w tym
zdolno$¢ modulacji syntezy i struktury LPS, umozliwia-
jaca skuteczng ochrone przed dziataniem czynnikéw
uktadu immunologicznego.

W odniesieniu do bakterii Gram-ujemnych przyjmuje
sie, ze szczepy gtadkie (smooth, S) syntetyzuja LPS skta-
dajacy sie z trzech odrebnych regionéw: lipidu A, rdzenia
oraz taficucha O-swoistego, zbudowanego z powtarza-
jacych sie podjednostek cukrowych. W odréznieniu od
szczep6w gladkich, LPS szczepdw pdlszorstkich (semi-
-rough, SR) jest zbudowany z lipidu A, rdzenia oraz
jednej powtarzajacej sie podjednostki cukrowej w tan-
cuchu O-swoistym. Natomiast szczepy szorstkie (rough,
R) syntetyzuja tzw. lipooligosacharyd (LOS) zbudowany
jedynie z lipidu A i cze$ci rdzeniowej. Badania poréwnu-
jace bakterie z rodzaju Salmonella o réznych postaciach
LPS (S, R) wykazaly, ze taricuch O-swoisty odgrywa pod-
stawowa role w kolonizacji jelita grubego myszy [85],
opornoéci bakterii na mechanizmy zabijania w neutro-
filach [86] oraz w procesach unikania lizy przez kaskade
biatek uktadu dopetniacza [40, 58, 122]. Badania prze-
prowadzone na szczepie dzikim S. Typhimurium oraz
szorstkich mutantach pozbawionych taricuchéw O-swo-
istych w czasteczce LPS wykazaty, Ze zdolno$¢ szczepu
S. Typhimurium do kolonizacji mysiego jelita grubego
zmniejsza sie, gdy LPS ulega skréceniu [85]. W badaniach
poréwnywano jednak tylko szczepy dzikie, wytwarzajace
taticuch O-swoisty, nie charakteryzujac jego doktadnej
dtugosci oraz szczepy pozbawione catkowicie antygenu
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O (mutant rfb) i gtebsze mutanty cze$ci rdzeniowej LPS
(mutanty rfaJ, rfa-990) [85].

PéZniejsze badania Grossmana i wsp. [40] powigzaty
obecno$¢ dlugich faricuchédw O-swoistych w LPS z opor-
no$cig na bakteriobdjcze dziatanie surowicy ludzkie;j.
Grossman i wsp. [40] wykazali, ze w szczepach S. Mon-
tevideo przezywalno$¢ bakterii w surowicy jest $ci-
$le zwiazana z liczba powtarzajacych sie podjednostek
w czgsteczce LPS. Do testéw wykorzystano zmutowany
szczep S. Montevideo, w ktérym synteza O antygenu,
ktérego sktadnikiem byta m.in. mannoza, nastepowata
tylko wtedy gdy bakterie hodowano w pozywce z dodat-
kiem tego cukru. W celu modulowania dtugosci powsta-
jacego antygenu O bakterie hodowano w pozywkach
z rézna zawarto$cia mannozy. Analize profili czaste-
czek LPS przeprowadzono z wykorzystaniem SDS-PAGE.
W badaniach poréwnywano trzy parametry sktadu LPS
($rednig liczbe powtarzajacych sie podjednostek przypa-
dajaca na czasteczke LPS, procent czasteczek LPS zawie-
rajacych wiecej niz 14 powtarzajacych podjednostek
w czasteczce LPS oraz procent szorstkich LPS) i korelo-
wano z bakteriobdjczym dziataniem surowicy ludzkiej.
Wykazano, ze przezycie bakterii S. Montevideo w suro-
wicy byto zwigzane z lipopolisacharydem, ktéry zawierat
wiecej niz 14 powtarzajagcych sie podjednostek w czesci
O-swoistej. Na podstawie uzyskanych danych Grosmann
i wsp. wysnuli wnioski, ze na powierzchni komérki bak-
teryjnej konieczna jest odpowiednia gesto$¢ dtugich
taricuchéw O-swoistych, ktére zapewnig komérce bak-
teryjnej ochrone przed dziataniem uktadu dopetniacza
przez przestrzenne utrudnianie depozycji kompleksu
MAC (membrane atack complex, MAC) na powierzchni
blony zewnetrznej [40]. Tomas i wsp. réwniez wykazali,
ze szczepy S. Typhimurium z wysokoczasteczkowym
LPS sg oporne na bakteriobdjcza aktywnosé surowicy,
w przeciwieristwie do szczepdw z niskoczasteczkowym
LPS [122]. Joiner i wsp. natomiast dowiedli, ze sktadnik
C3 uktadu dopetniacza preferencyjnie wiaze czasteczki
LPS S. Montevideo sktadajace sie z ponad 60 powtarzaja-
cych sie podjednostek O, wobec LPS z 20-21 powtarzaja-
cymi sie podjednostkami [58].

Mimo licznych badat wskazujacych na udziat diu-
gich taricuchéw O-swoistych na przezywanie bakte-
rii w surowicy, udziat genédw wzz w tym procesie nie
zostat definitywnie potwierdzony. Murray i wsp. prze-
prowadzili badania nad rolg regulacji dtugosci taticucha
O-swoistego w zjadliwo$ci bakterii z rodzaju Salmonella
[81]. Wykazali, Ze u szczepéw S. Typhimurium wystepuje
tzw. modalny rozktad dtugo$ci czasteczek lipopolisacha-
rydu, z wyraznie wyodrebnionymi trzema frakcjami,

réznigcymi sie liczbg powtarzajacych sie podjednostek
polisacharydu O-swoistego: LMW-OAg LPS, L-OAg LPS,
VL-OAg LPS. W badaniach potwierdzono znaczenie
dtugosci taricuchéw O-swoistych u S. Typhimurium
w procesie patogenezy [81]. Udziat LPS o réznej dtugosci
w procesie generowania opornosci na surowice zbadano
przez poréwnanie wrazliwo$ci na surowice réznych
mutantéw dtugo$ciowych LPS w stosunku do szczepu
dzikiego S. Typhimurium. Wykazano, ze szczep dziki byt
bardzo oporny na dziatanie uktadu dopetniacza, szczep
z usunietym genem wzz,, (szczep nie wytwarzat L-OAg
LPS) lub wzz,, . (szczep nie wytwarzal VL-OAg LPS) nie
wykazat istotnej statystycznie réznicy we wrazliwo-
$ci na dziatanie uktadu dopelniacza, natomiast mutant
z dwoma wytgczonymi genami wzz (szczep nie wytwarzat
ani L-OAg LPS ani VL-OAg LPS) charakteryzowat sie duza
wrazliwoscig na dziatanie biatek uktadu dopetniacza [81].
Bugla-Ptoskoriska i wsp. testujac 21 szczepSw Salmonella
048 o réznej $redniej dlugo$ci taticucha O-swoistego
nie znaleZli korelacji miedzy dtugoscig taricucha O-swo-
istego a poziomem przezywalnosci bakterii w surowicy
ludzkiej [15]. Wedtug Crawforda i wsp. bardzo dtugie tai-
cuchy O-swoiste wplywaja na przezywalnos¢ S. Typhi-
murium w z6kci [24]. Murray i wsp. uwazajg, ze dtugo$é
antygenu O u S. Typhimurium odgrywa réwniez gtéwna
role w procesie fagocytozy [83]. Holzer i wsp. badajac
wplyw dtugosci LPS na inwazje i wewnatrzkomérkowa
replikacje S. Typhimurium udowodnili, ze dtugo$¢ anty-
genu O jest kluczowa dla funkcjonowania sytemu sekre-
cji typu 111 oraz dla procesu inwazji bakterii [49].

PODSUMOWANIE

Mimo znacznego postepu w zrozumieniu genetycz-
nych, biochemicznych i strukturalnych podstaw bio-
syntezy antygendw O, doktadny mechanizm regulujacy
dtugos¢ taricucha O-swoistego pozostaje niewyja$niony.
Niezbedne wydaje sie poznanie doktadnych interakcji
zachodzacych miedzy biatkami Wzz, a rosnacym tan-
cuchem O-swoistym oraz dalsza charakterystyka bio-
chemiczna interakcji biatko-biatko, aby uzyskaé pelny
wglad w organizacje komdrkowego aparatu biosyntezy
antygendw O. Wyjasnienie mechanizmu unikania przez
bakterie Gram-ujemne dzialania uktadu odporno$cio-
wego gospodarza przez regulacje dlugos$ci czasteczki
lipopolisacharydu réwniez sie przyczyni do lepszego
zrozumienia mechanizméw patogennosci tych bakterii.
Poznanie doktadnego szlaku biosyntezy czgsteczki LPS,
mechanizméw regulujacych dtugosé powstajacego tan-
cucha O-swoistego oraz ich wptywu na oporno$¢ bakte-
rii bedzie takze istotnym krokiem w kierunku tworzenia
nowych, skutecznych lekéw przeciwbakteryjnych.
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