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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Kwasy mikolowe stanowig jeden z podstawowych elementéw strukturalnych $ciany komérkowe;j
bakterii z podrzedu Corynebacterineae. Zwigzki te sg dtugotaicuchowymi a-hydroksy -alkilo kwa-
sami thuszczowymi, a w ich obrebie wyrdznia sie dwa faricuchy weglowodorowe: dtuzszy taricuch
meromikolowy oraz krétszy taricuch a-weglowodorowy. Pratki rodzaju Mycobacterium cechuja sie
obecnoscig kwaséw mikolowych o dugo$ci 60-90 atoméw wegla zawierajac jednoczesnie w petni
nasycony taricuch a-alkilowy o icisle zdefiniowanej dhugosci 22, 24 lub 26 atoméw wegla. Obecnie
prowadzone badania wskazuja, ze nie tylko obecno$¢ kwaséw mikolowych w §cianie komdrkowej
mikobakterii jest istotna dla wirulencji mikobakterii. Udowodniono, ze wzajemny stosunek po-
szczegblnych typéw kwasédw mikolowych, ich dhugos$¢ oraz stopieri cyklopropanizacji moze ulegaé
zmianie w zaleznosci od etapu infekcji czy warunkéw hodowli pratkéw. Jednocze$nie wykazano,
ze niektdre typy mikolanéw sa podstawowe w procesie powstawania biofilmu, opornoéci na leki
przeciwpratkowe czy oddziatywan z uktadem odpornosciowym. Najnowsze badania wskazujg
na zastosowanie analizy profili kwaséw mikolowych jako alternatywy dla klasycznych metod
diagnostyki chordb, takich jak gruZlica, trad czy mikobakteriozy.
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Keywords:

Summary

Mycolic acids are one of the basic structural elements of the cell wall of bacteria from Corynebacteri-
neae suborder. These compounds are long-chain a-hydroxy p-alkyl fatty acids with two hydrocarbon
chains: longer meromycolic and shorter a-chain meromycolic a-chain. The genus Mycobacterium is
characterized by the presence of mycolic acids in length from 60 to 90 carbon atoms having a fully
saturated a-chain with a defined length of 22, 24 or 26 carbon atoms. Current research indicates that
not only the presence of mycolic acids in the cell wall of mycobacteria is essential for the virulence
of mycobacteria. It is proved that the relationship between different types of mycolic acids, their
length and the degree of cyclopropanation may vary depending on the stage of infection and my-
cobacterial culture conditions. At the same time it has been shown that some mycolic acid types are
crucial for biofilm formation, antimycobacterial drug resistance or interactions with the immune
system. Recent studies also indicate that analysis of mycolic acid profiles could be an alternative
to conventional methods of diagnosis of diseases such as tuberculosis, leprosy or mycobacteriosis.
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Bubowa 0RAZ STRUKTURA CHEMICZNA

Kwasy mikolowe sg dtugotaticuchowymi a-hydroksy-p-
alkilo kwasami ttuszczowymi. Po raz pierwszy zostaly
wyizolowane z pratkéw gruzlicya juz w 1929 r. przez
Andersona, jednak dopiero w 1950 r. Asselineau oraz
Lederer opisali ich doktadng budowe chemiczng [3,4].
Pod wzgledem strukturalnym, w ich obrebie wyrdznia sie
dwa taticuchy weglowodorowe: dtuzszy taricuch meromi-
kolowy (R,) oraz krétszy taricuch a-weglowodorowy (R,)
(ryc. 1). Dtugo$¢ taricuchéw weglowodorowych, stopieri
ich nasycenia oraz wystepowanie grup funkcyjnych jest
zalezne bezposrednio od rodzaju drobnoustrojéw, w kté-
rych $cianie komérkowej wystepuja kwasy mikolowe.
taricuch meromikolowy (R,) cechuje duzo wigksze zréz-
nicowanie zaréwno pod wzgledem diugosci taricucha jak
i obecnosci grup funkcyjnych. W pozycji proksymalnej
taticucha meromikolowego wystepuje zazwyczaj pier-
$cieti cyklopropanowy, podczas gdy w pozycji dystalne;
mozemy zaobserwowal zaréwno wystepowanie kolej-
nego pierécienia cyklopropanowego, jak i hydrofilowych
grup funkcyjnych: metoksylowej oraz ketonowej [25].

R, OH

O

o

R,

OH

Ryc. 1. 0gélny wzér strukturalny kwasu mikolowego

W oparciu o zréznicowanie podstawnikéw w pozycji
dystalnej taticucha meromikolowego wyrdzniamy trzy
klasy kwaséw mikolowych, odpowiednio: a-, metoksy-
oraz ketomikolany (ryc. 2). Oprécz réznic w budo-
wie chemicznej miedzy poszczegélnymi typami
zwigzkéw wystepujg znaczgce réznice w konforma-
cji i strukturze przestrzennej. Dowiedziono, ze keto-
oraz metoksymikolany moga wystepowaé w dwéch
konformacjach - cis lub trans (ryc. 2). Jednocze$nie
struktura kwasu mikolowego naturalnie wymusza
silne oddziatywania miedzy taticuchem a-alkilowym
a meromikolowym prowadzgc bezposrednio do fatdo-
wania dtuzszego taticucha meromikolowego i powsta-
nia struktury ,,spinki”. Udowodniono, ze powstawanie
ztozonych uktadéw konformacyjnych kwaséw miko-
lowych jest o wiele czestsze w przypadku keto- oraz
metoksymikolanéw [7,27]. To wtasnie struktura prze-
strzenna jaka przybieraja te zwigzki w uktadach emul-
syjnych bedaca konsekwencja wzajemnego stosunku
réznych typéw kwaséw mikolowych wzgledem siebie,
wydaje sie obecnie najistotniejsza dla zrozumienia
wplywu poszczegdlnych typéw kwaséw mikolowych
na przepuszczalno$é $ciany komérkowej, oddziaty-
wania z uktadem odporno$ciowym czy przezywalno$é
drobnoustrojéw in vivo.

Kwasy mikoLowE RobzAJU MYCOBACTERIUM

Kwasy mikolowe stanowig jeden z podstawowych ele-
mentdéw strukturalnych $cian komérkowych bakterii
z podrzedu Corynebacterineae, do ktérych poza pratkami
Mycobacterium nalezg m.in. drobnoustroje, takie jak Cory-
nebacterium, Nocardia czy Rhodococcus [32]. Pod wzgledem
organizacji zrab struktury $ciany komérkowej pratkéw
to warstwa peptydoglikanu potgczonego wigzaniami fos-
fodiestrowymi z potozonym wyzej arabinogalaktanem.
Pentaarabinozowe podjednostki arabinogalaktanu wigza
jednoczesnie kwasy mikolowe eksponujac ich taticuchy
weglowodorowe na zewnatrz komérki. Tak $ciste uto-
zenie tancuchdéw estryfikowanych kwaséw mikolowych
nadaje $cianie komérkowej duza hydrofobowosé, ktérej
stopien zalezy od dtugos$ci taricuchéw meromikolowych,
ich stopnia nasycenia i wystepowania hydrofilowych
grup funkcyjnych [10,51]. Na powierzchni hydrofobo-
wej warstwy kwaséw mikolowych tworzy sie ponadto
niekowalencyjnie z nia zwigzana warstwa tzw. ,,wolnych
lipidéw”. Cechuje ja wysokim stopniem heterogennosci
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zaréwno pod wzgledem sktadu jako$ciowego, jak i ilo-
$ciowego w zalezno$ci od gatunku drobnoustroju oraz
warunkéw hodowli. Wréd zwiazkéw najpowszechniej
wystepujacych w warstwie wolnych lipidéw wymienia
sie: glikolipidy, sulfolipidy, glikopeptydolipidy, lipooli-
gosacharydy, glikolipidy fenolowe, lipoarabinomannan,
glikofosfolipidy, zwigzki zawierajace w swojej budowie
kwasy mikolowe: dimikolany trehalozy, woski kwaséw
mikolowych [35,58]. O ogromnej réznorodnosci sktadu
$ciany komdrkowej $wiadczy obecno$é u Mycobacterium
ponad 250 gendéw bioracych udziat w syntezie zwigz-
kéw o charakterze lipidowym w poréwnaniu do okoto
50 genéw u Escherichia coli [16].

Podrzad Corynebacterineae charakteryzuje sie wielka
réznorodno$cia pod wzgledem profili kwaséw miko-
lowych zawartych w $cianach komérkowych, a ich
wielko$¢ oraz struktura jest jednym z wyktadnikéw
ich pokrewienistwa rodzajowego. Tylko pod wzgledem
wielko$ci czasteczek mikolanédw w catym podrzedzie
wykrywa sie zwigzki o wielko$ci 22-110 atoméw wegla
[33]. Kwasy mikolowe charakterystyczne dla rodzaju
Mycobacterium sktadajg sie z 60-90 atomdéw wegla
zawierajac jednocze$nie w petni nasycony taricuch
a-alkilowy o $ci$le zdefiniowanej dtugosci 22, 24 lub
26 atomdéw wegla [35]. Doktadne analizy struktu-
ralne dowiodty, ze pratki Mycobacterium tuberculo-
sis oraz Mycobacterium bovis cechujg sie zdecydowang
dominacja kwaséw mikolowych o dtugosci taticucha
a-alkilowego réwnego 26 atomom wegla bez wzgledu
na ich typ [54,57]. W przeciwiefistwie do pratkéw gruz-
licy, pratki atypowe charakteryzuja sie przewaga miko-
lanéw o krétszych taricuchach alfa [54]. Obserwacje te
wskazuja na potencjalna mozliwo$¢ odréznienia prat-

kéw wywotujgcych gruZlice od tych bedacych czyn-
nikiem etiologicznym mikobakterioz lub tradu tylko
na podstawie zawarto$ci kwaséw mikolowych o spe-
cyficznej dtugo$ci taricucha a-alkilowego. Zrézni-
cowanie $ciany komérkowej pratkéw pod wzgledem
udziatu poszczegéblnych typédw mikolandw jest zagad-
nieniem bardziej ztoZzonym. Ocenia sie, Ze w pro-
filu kwaséw mikolowych charakterystycznym dla M.
tuberculosis zdecydowanie dominuja a-mikolany, kté-
rych zawarto$¢ szacuje sie na ponad 70%, podczas gdy
typy keto- oraz metoksy- stanowia odpowiednio po
10-15% wszystkich kwaséw mikolowych [25]. Jedno-
cze$nie przyjmuje sie, ze pratki atypowe cechuja sie
zdecydowanie wiekszg zawarto$cig form keto- oraz
metoksy- [23]. Warto zauwazy¢, ze liczne dane uzy-
skiwane w oparciu o wykorzystanie nowoczesnych
technik badawczych, poczawszy od chromatografii
cienkowarstwowej po spektrometrie mas, wskazuja na
zréznicowanie zawarto$ci poszczegdlnych typéw kwa-
séw mikolowych w $cianie komérkowej tych samych
pratkéw w zalezno$ci od warunkéw wzrostu, metabo-
lizmu komérki czy etapu infekcji.

W2ZRoST W UKLADACH IN VITRO 1 IN VIVO A PROFIL KWASOW
MIKOLOWYCH

W 2002 r. po raz pierwszy uzyskano mutanty M. tuber-
culosis H37Rv pozbawione genu mmaA4 kodujacego
metylotransferaze bioraca udziat w syntezie metoksy-
i ketomikolandéw. Szczep ten charakteryzowat sie osta-
bieniem ptynnosci $ciany komérkowej, co obnizato jej
przepuszczalno$é dla zwigzkéw zaréwno o charakte-
rze hydrofobowym, jak i hydrofilowym, ale jednocze-
$nie zachowat zdolno$¢ do infekcji oraz namnazania

OH

Ryc. 2. Klasy kwaséw mikolowych rodzaju Mycobacterium [25]. A. Kwas a-mikolowy. B. Kwas metoksymikolowy w konformadji cis. C. Kwas metoksymikolowy w
konformacji trans. D. Kwas ketomikolowy w konformadji cis. E. Kwas ketomikolowy w konformagji trans
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w uktadach in vitro [21]. W przeciwieristwie do niego
mutanty M. tuberculosis z nadekspresja genu koduja-
cego enzym MMAS-1 cechujace sie dominacja kwaséw
metoksymikolowych i marginalnym udziatem form
keto- oraz alfa- charakteryzowaly sie zwiekszona
przepuszczalno$cia $ciany komérkowej dla zwigzkéw
o charakterze hydrofilowym, w tym dla takich lekéw
jak ampicylina czy rifamycyna [68]. Nie miaty one
jednak zdolnosci do infekcji oraz namnazania w ukta-
dach in vitro, co zasugerowato negatywny wptyw duzej
zawarto$ci metoksymikolanédw na aktywno$¢é biolo-
giczng pratkéw. W uktadach in vivo udowodniono jed-
nocze$nie, ze zmniejszony poziom ketomikolanéw
w $cianie komérkowej koreluje z obnizeniem stopnia
wirulencji mikobakterii [21]. Jednocze$nie u M. tuber-
culosis wyizolowanych od ludzi z aktywna postacia
gruzlicy ptuc wykryto nadekspresje genu mmaa4, co
wspiera teze o gtéwnej roli podwyzszonego wytwa-
rzania ketomikolanéw w rozwoju zakazert mikobakte-
ryjnych [46]. Poza aktywno$cia genu mmaA4 istotny
wplyw na atenuacje pratkéw gruzlicy majg mutacje
w obrebie genéw kodujacych enzymy odpowiada-
jace za prawidlowg synteze pierscieni cyklopropano-
wych taricucha meromikolowego - pcaA oraz cmaA2.
Unieczynnienie tych genéw w potaczeniu z brakiem
aktywno$ci genu mmaA4 powoduje znaczny spadek
wirulencji mikobakterii z powodu wystepowania
w strukturze $ciany komérkowej jedynie pozbawio-
nych pierscieni cyklopropanowych a-mikolanéw. Jed-
nocze$nie pozbawienie pratkéw jedynie genéw pcaA
oraz cmaA2 skutkujace obecnoscig wszystkich typéw
kwaséw mikolowych, lecz pozbawionych pierscieni
cyklopropanowych, prowadzi do jedynie nieznacz-
nego ostabienia wirulencji pratkéw. Dodatkowo wyka-
zano, ze mikobakterie z nokautem gendéw pcaA oraz
cmaA?2 indukujg intensywna odpowiedZ immunolo-
giczna ujawniajgca sie nasilonym wytwarzaniam TNF-
o, IFN-y oraz IL-12p35 [5]. Dowiedziono, ze aktywno§é
genu mmaA4 wydaje sie niezbedna zaréwno do zaha-
mowania wytwarzania IL-12p40, gtéwnej cytokiny
w odpowiedzi odpornos$ciowej wzgledem wewnatrz-
komdérkowych patogendw, jak i dla wzrostu pratkéw
w postaci biofilmu [17,50].

Tworzenie biofilmu bakteryjnego u pratkéw z rodzaju
Mycobacterium zalezne jest bezposrednio od ekspresji
biatka opiekuticzego oraz oddziatywania z enzymem
KasA, ktéry jest jednym z elementéw wieloenzymo-
wego kompleksu syntazy kwaséw ttuszczowych typu
11 (FASII) odpowiadajacego za synteze kwaséw miko-
lowych. Poczatkowo oceniano, ze podstawa do two-
rzenia macierzy zewnatrzkomérkowej mikobakterii
sa lipopolisacharydy oraz glikopaptydolipidy oraz
pochodne kwaséw mikolowych (estry i diacyloglice-
role), ktérych nasilona synteza korelowata z inten-
sywnym tworzeniem biofilmu przez te drobnoustroje
[13,15,38,47,48]. Dopiero doktadna analiza sktadu bio-
filmu w uktadzie in vitro dowiodta obecno$ci wolnych
kwaséw mikolowych jako jednego z gtéwnych sktad-
nikéw macierzy zewngtrzkomdrkowej [39]. Obecnosé

wolnych kwaséw mikolowych jako sktadnika biofilmu
nie jest jednak skutkiem lizy pratkéw, ale ich aktyw-
nego transportu na zewnatrz komdrki. W transporcie
tym biora udzial konserwatywne transmembranowe
transportery lipidowe MmpL3 oraz MmpL11 przeno-
szgce poza obreb $ciany komérkowej pochodne kwa-
s6w mikolowych w postaci odpowiednio mikolanéw
trehalozy oraz estréw kwaséw mikolowych i diacy-
logliceroli [43]. Bezpo$rednim prekursorem wolnych
kwaséw mikolowych w biofilmie mikobakteryjnym
jest dimikolan trehalozy (TDM) zwany tez czynnikiem
wigzkowym, ktéry ulega zewnatrzkomérkowej hydro-
lizie przez swoistg esteraze serynowg - Msmeg_1529
[41]. Uwolnione w wyniku hydrolizy kwasy mikolowe
nalezace gltéwnie do keto- i metoksymikolanéw sa
niezbedne do wlasciwego uformowania sie biofilmu
mikobakterii w uktadach in vivo [50]. Dowiedziono
réwniez, ze obecno$é wolnych kwaséw mikolowych
w postaci keto- lub metoksy- jako sktadnikéw macie-
rzy zewnatrzkomérkowej moze odpowiadaé w duzym
stopniu za opornos¢ biofilméw mikobakterii na dzia-
tanie lekéw przeciwpratkowych [1,41,50]. Obecnie
podkresla sie duzg heterogennos$é komdérek populacji
mikobakterii wzrastajgcych w postaci planktonicz-
nej lub biofilnie, jak i tych znajdowanych w czasie
infekcji w ziarniniakach ptucnych [49,69]. Juz wcze-
sne badania przebiegu gruzlicy u $winek morskich
wykazaly powstawanie ziarniny w ptucach wywotanej
wziewng immunizacja dimikolanem trehalozy [26].
Pézniejsze badania wykorzystujgce do donosowego
zakazania zwierzat preparaty alfa-, keto- oraz metok-
symikolanéw dowiodly powstawania ziarniniakéw
tylko w przypadku zastosowania postaci kwaséw [56].
Niebagatelna role ketomikolandéw na powierzchni
pratkéw udowodniono réwniez w przypadku rozwoju
makrofagéw piankowatych, jednego z etapdéw two-
rzenia ziarniniakéw [45]. Wykazano jednocze$nie, ze
poddanie makrofagéw ekspozycji na dziatanie kwa-
séw mikolowych moze skutkowaé ich przeksztatce-
niem sie w makrofagi piankowate o uposledzonych
zdolno$ciach do péZniejszej reakcji na niektére anty-
geny wziewne, takie jak np. owoalbumina, co indukuje
miejscowa tolerancje immunologiczng [30,31].

Rola biologiczna poszczegSlnych typéw kwaséw miko-
lowych w rozwoju i wirulencji pratkéw jest bardzo
ztozona i wciaz brak jest doktadnych danych do jej
petnej charakterystyki. Jednak dotychczas przepro-
wadzane badania dowodza, ze wszystkie klasy mikola-
néw sa niezbedne do pelnej wirulencji mikobakterii,
lecz prawdopodobnie uczestniczg na réznych etapach
rozwijajacego sie zakazenia. Wydaje sie, ze do wzro-
stu planktonicznego pratkéw gruzliczy wazna jest
dominacja a-mikolanéw, bedaca kluczowa jednocze-
$nie w p6zniejszej zdolno$ci do wnikania do wnetrza
makrofagéw pecherzykowych [68]. W kolejnych eta-
pach infekcji, w tym tworzeniu makrofagéw pianko-
watych oraz powstawaniu ziarniniakéw gruzliczych
wieksze znaczenie odgrywajg postaci keto- i metoksy-
[22,45].
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WPLYW WARUNKOW HODOWLI NA PROFIL KWASOW MIKOLOWYCH

Mikobakterie cechuja sie zdolno$cia do modulowania
sktadu poszczegblnych typédw mikolanéw w zalezno-
$ci od warunkéw $rodowiska czy etapu infekcji. Wydaje
sie wiec istotne, ze warunki hodowli bakterii mogg by¢
istotnym czynnikiem wplywajacym na wielko$¢ oraz
strukture chemiczng kwaséw mikolowych. Organi-
zmami modelowymi do oceny wplywu zastosowanego
zrédta wegla na profil mikolanéw sa najczesciej bakte-
rie z rodzaju Rhodococcus znajdujace obecnie szerokie
zastosowanie w procesach biodegradacji. Mikroorga-
nizmy te cechuja sie obecnosciag kwaséw mikolowych
o catkowitej liczbie atoméw wegla w czasteczce w zakre-
sie 32-66 oraz duzym stopniu nasycenia taficuchéw
zaréwno meromikolowego jak i a-alkilowego [32].
Dowiedziono, ze zmiana zrédta wegla z glukozy na fruk-
toze, maltoze badz maltodekstryne moze skutkowaé
znaczacymi zmianami jako$ciowymi oraz ilo§ciowymi
w profilu wytwarzanych kwaséw [61]. Znacznie wiek-
szy wplyw na synteze kwaséw mikolowych wydaje sie
mieé zastosowanie alternatywnych dla cukréw Zrédet
wegla. Zastosowanie monooleinianu polioksyetyleno-
sorbitolu (Tween 80) jako jedynego Zrédta wegla spowo-
dowato wyrazne przesuniecie profilu §ciany komérkowej
Rhodococcus w kierunku syntezy kwaséw mikolowych
o dtuzszych i bardziej nienasyconych taricuchach weglo-
wodorowych [55]. Podobne zmiany zauwazono w przy-
padku szczepéw Rhodococcus erythropolis zdolnych do
rozktadu fenolu, a wzrastajgcych w obecno$ci kwaséw
humusowych [29]. Udowodniono, ze szczep zdolny do
wzrostu w obecnoéci fenolu wykazywat znacznie wiek-
szy udziat dtugotaticuchowych i nienasyconych kwaséw
mikolowych w poréwnaniu do szczepu zmodyfikowa-
nego genetycznie o podwyzszonej aktywnosci hydrok-
sylazy fenolowej. Tego typu modyfikacja budowy
$ciany komérkowej powodowata wzrost hydrofobowo-
$ci powierzchni komdérki bakteryjnej prawie o 10% oraz
wzrost jej przepuszczalnosci dla zwiazkéw o charakte-
rze hydrofobowym. Zmiana ta moze by¢ spowodowana
przez silne zaburzenia ptynnosci $ciany komérkowe;j
bedace skutkiem jej oddziatywan z silnie hydrofobo-
wymi zwigzkami, takimi jak Tween 80 czy kwasy humu-
sowe. Naturalng reakcja bakterii znajdujacych sie w ich
$rodowisku jest wiec modyfikacja profilu kwaséw miko-
lowych pozwalajaca na adaptacje do bardziej hydrofo-
bowego otoczenia. Podobne zmiany w profilu kwaséw
mikolowych bedacych odpowiedzig na hydrofobowe
$rodowisko wzrostu odnotowano w rodzaju Mycobacte-
rium [66,67]. Pratki hodowane na pozywkach zawieraja-
cych antracen jako jedyne Zrédto wegla cechowaly sie
nawet 70-krotnie wieksza hydrofobowoscig powierzchni
komérki w poréwnaniu do tych samych szczepdw
hodowanych na podtozu z glukozg [8,67]. Jednocze$nie
w hodowlach zawierajacych zaréwno glukoze jak i antra-
cen dowiedziono spadku stopnia hydrofobowosci $ciany
komérkowej w miare wzrostu zawartosci glukozy w sto-
sunku do antracenu [66]. Mozna wiec przypuszczaé, ze
zmiana hydrofobowosci powierzchni §ciany komérko-
wej Mycobacterium nie nastepuje wskutek stymulacji

konkretnym zwigzkiem chemicznym, lecz jako reakcja
na ogélng hydrofobowo$¢ §rodowiska wzrostu. Zrédto
wegla nie jest jednak jedynym czynnikiem wzrostowym
wplywajacym na profil kwaséw mikolowych. W literatu-
rze wymienia sie wiele innych zwiazkéw chemicznych
o istotnym wplywie na sktad $ciany komdrkowej, w tym
induktory enzymdéw, modulatory transportu, czy metale
ciezkie [29,61].

Wsrdd czynnikéw fizycznych majacych potencjalny
wplyw na synteze oraz profil kwaséw mikolowych
wymienia sie gtéwnie temperature oraz zawarto$é
dwutlenku wegla. Udowodniono, ze obnizenie tempe-
ratury wzrostu niektérych szczepéw Rhodococcus do
10 °C powoduje catkowite zahamowanie syntezy kwa-
séw mikolowych. Systematyczny wzrost temperatury
skutkuje jednocze$nie wzrostem udziatu dlugotanicu-
chowych oraz nienasyconych mikolanéw [61]. Podobne
zmiany obserwuje sie u pratkéw Mycobacterium wigzac
je bezposrednio ze spadkiem ptynnosci $ciany komérko-
wej w obnizonej temperaturze otoczenia [20]. Ponadto
u mikobakterii, temperatura determinuje nie tylko
dtugos¢ tanicuchéw kwaséw mikolowych, ale réwniez
ich strukture. Udowodniono, ze spadek temperatury
inkubacji moze wywotywaé intensyfikacje cyklopropo-
anizacji tadicuchéw meromikolowych [2,6]. Niedawno
przeprowadzone badania dowiodly réwniez niebagatal-
nego wptywu dwutlenku wegla na formowanie biofilmu
mikobakteryjnego, ktérego jednym z gtéwnych sktad-
nikéw sg kwasy mikolowe [40,41]. Zaobserwowano, iz
powstawanie biofilmdw jest opdznione przy obnizonych
stezeniach cynku i zelaza. Pierwiastki te sg kofaktorami
enzymow, takich jak dehydrogenazy pirogronianowa czy
izocytrynianowa, ktére katalizujac reakcje dekarboksy-
lacji prowadza posrednio do wewnatrzkomérkowego
wytwarzania dwutlenku wegla. Jakkolwiek bada-
cze zaobserwowali, iz formowanie biofilmu zachodzi
w znacznie wiekszym stopniu w szczelnie zamknietych
naczyniach w poréwnaniu do hodowli z dodatkiem 5%
CO,. Sugeruje to, Ze na tworzenie biofilméw moze mieé
wplyw wiele innych czynnikéw srodowiskowych dotych-
czas niezidentyfikowanych [40].

PRZECIWCIALA PRZECIWKO KWASOM MIKOLOWYM

Potencjalna zdolno$¢ do generowania swoistej odpowie-
dzi odpornos$ciowej bezposrednio zwiazana ze stopniem
ekspozycji kwaséw mikolowych na powierzchni $ciany
komdrkowej Mycobacterium czyni z tej specyficznej grupy
zwiazkéw chemicznych doskonaly antygen do wytwa-
rzania przeciwcial. Pierwsze doniesienia dotyczace
obecnosci swoistych przeciwcial (anty-MA) w surowicy
chorych na gruZlice ptuc dowiodly immunogennosci
zaréwno czynnika wigzkowego (dimikoloanu trehalozy),
jak i samych wolnych kwaséw mikolowych [44,52]. Pz-
niejsze badania dowiodly jednocze$nie duzej kompe-
tycji antygenowej wyizolowanych przeciwcial miedzy
kwasami mikolowymi a cholesterolem w tes$cie ELISA
[7]. Obserwowana reaktywno$¢ krzyzowa jest zwigzana
najprawdopodobniej podobieristwem strukturalnym
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uktadéw steroidowych do konformacji przestrzennej,
jaka przyjmuja kwasy mikolowe w roztworach wodnych
[7,27]. Wystepuje bezposrednia zalezno$¢ sity wigzania
przeciwciat do kwaséw mikolowych a ich klasa oraz dtu-
goscig taricucha meromikolowego. Najwyzszy stopieri
antygenowosci wykazuja kolejno kwasy metoksy- oraz
ketomikolowe. W §rodowisku wodnym przyjmuja one
charakterystyczna konformacje przestrzenng w ksztat-
cie litery ,,W” - eksponujac w jednym kierunku wszyst-
kie grupy funkcyjne o charakterze hydrofilowym.
Zalezno$¢ immunogennos$ci od konformacji potwier-
dza znikoma aktywno$¢ przeciwcial anty-MA wzgledem
a-mikolanéw, niemajacych dodatkowych hydrofilowych
grup funkcyjnych o ograniczonych mozliwosciach do
tworzenia opisanych w przypadku innych klas zwigzkéw
struktur przestrzennych [9,14]. Podkre$lenia wymaga to,
ze kwasy metoksy- oraz ketomikolowe stanowia jedynie
do 30% wszystkich tych zwigzkéw w $cianie komdrkowej
M. tuberculosis, co teoretycznie znaczaco ogranicza zasto-
sowanie diagnostyczne przeciwciat anty-MA [35]. Poten-
cjalnymi technikami pozwalajacymi na zwiekszenie
immunogennos$ci kwaséw mikolowych jest ich immobi-
lizacja z uzyciem wysokoczasteczkowego no$nika. Wéréd
dotychczas wykorzystywanych no$nikéw kwaséw miko-
lowych wymienia sie systemy detekcyjne oparte na
liposomach oraz jednowarstwach N-(2-merkaptoetyl)
oktadecanamidu [34,36,42,59]. Obie wymienione tech-
niki dowiodly znaczaco wiekszej czuto$ci i swoistosci
oznaczeti wzgledem klasycznego testu ELISA.

Kwasy MIKOLOWE JAKO BIOMAKERY W WYKRYWANIU GRUZLICY
ORAZ MIKOBAKTERIOZ

Juz w latach 80 dwudziestego wieku, badacze zwré-
cili uwage na kwasy mikolowe jako potencjalne mar-
kery detekcji i réznicowania mikobakterii. Zwigzki te sa
integralna czes$cia $ciany komdrkowej pratkéw stano-
wigc 20-40% ich suchej masy [10]. Ponadto sa zwiazkami
o dobrej chemicznej stabilnosci i moga by¢ wykrywane
zaréwno z materiatu zawierajacego zywe mikroorga-
nizmy, jak i tylko ich ostony komérkowe lub elementy
biofilmu [18,50]. Wraz z rozwojem technik chromato-
grafii cieczowej rozwinieto referencyjng metode kla-
syfikowania mikobakterii na podstawie profilu estréw
bromofenacylowych kwaséw mikolowych. Metoda ta
oparta na detekcji UV miata charakter jedynie poréw-
nawczy znajdujgc przyszle zastosowanie bardziej
w klasyfikacji szczepdw wstepnie namnozonych niz
wha$ciwej diagnostyce [12]. Weryfikacja przydatnosci
diagnostycznej pézniejszych modyfikacji przedstawio-
nej metody uwzgledniajacych réwniez detekcje fluore-
scencyjna pozwolita na osiagniecie wykrywalnosci na
poziomie jedynie 41% bezposrednio z plwocin o dodat-
niej bakterioskopii [11]. Zadowalajgcg czuto$é uzyskano
dopiero w wyniku 10-dniowego namnazania na podtozu
7H9 osiagajac odpowiednio 30 i 91% wykrywalnosci dla
grupy ujemnej i dodatniej pod wzgledem bakteriosko-
pii [65]. Dowiedziono jednoczesnie, ze metoda ta moze
zostaé z powodzeniem zastosowana do oceny lekowrazli-
wosci mikobakterii przez jednoczesng inkubacje na pod-

tozu zawierajacym antybiotyk, a takze wolnym od niego.
[64]. Obecnie rozwdj zaawansowanych technik spektro-
metrii mas pozwala na znacznie czulsza detekcje kwaséw
mikolowych w poréwnaniu do klasycznych detektoréw
UV czy fluorescencyjnych. Pierwsze badania z uzy-
ciem spektrometrii mas wykorzystujace m.in. urzadze-
nia typu MALDI-TOF skupialy sie gtéwnie na aspektach
poznawczych majac na celu gtéwnie charakterystyke
profili kwaséw mikolowych zawartych w czynniku wigz-
kowym badZ w samej $cianie komérkowej u réznych
szczepéw mikobakterii [22,37,54,62,63]. Dopiero ostat-
nie lata przyniosty doktadng weryfikacje przydatno$ci
analizy kwaséw mikolowych z uzyciem tandemowych
spektrometréw mas w diagnostyce gruzlicy [53,57].
Badania wykazaly duza czuto$¢ oraz swoisto$¢ oznaczeti
kwaséw mikolowych bezposrednio z plwociny chorych
siegajaca odpowiednio 94 i 93% w wykrywaniu gruzlicy
ptuc [53]. Jednoczes$nie prowadzone badania pozwolily
na wykrycie kwaséw mikolowych charakterystycznych
dla pratkéw gruzlicy w okoto 70% przypadkéw przy bez-
posredniej analizie z plwociny oraz w 94% po 10-dnio-
wej inkubacji na podtozu 7H9 [57]. Badania te wskazuja
jak wielki potencjat stanowig kwasy mikolowe jako bio-
markery zaréwno w diagnostyce gruzlicy u ludzi, jak
i w wykrywaniu wielu mikobakterioz wywotywanych
przez pratki atypowe.

KwASY MIKOLOWE JAKO MARKERY ,, ANTYCZNYCH" ZAKAZEN PRATKAMI
z RoDZAJU MycoBACTERIUM

Kwasy mikolowe z powodu swojej budowy chemicz-
nej cechuja sie wyjatkowa trwatoscig oraz opornoscia
na dziatanie czynnikéw $rodowiskowych. Ze wzgledu
wiasnie na te cechy, zwigzki te zostaly wytypowane
jako biomarkery alternatywne dla antycznego DNA
w wykrywaniu choréb wywotywanych przez miko-
bakterie w materiatach archeologicznych [60]. O przy-
datno$ci analizy kwaséw mikolowych lub wrecz jej
przewagi nad analizami genetycznymi $wiadcza wyniki
badan potwierdzajgce obecno$é kwaséw mikolowych
w prébach ko$ci, zwapniatych oraz zmumifikowa-
nych fragmentéw tkanki ptucnej artefaktéw arche-
ologicznych noszacych znamiona kontaktu z gruZzlica
[18,19,24]. Badania przeprowadzone na szkieletach
z okresu neolitu réwniez wykazaty obecnos$¢ mikola-
néw o profilu charakterystycznym dla pratkéw gruz-
licy, co bezposrednio popiera teze, ze gruzlica jest
najstarsza chorobg znang ludzko$ci [28]. Drobnoustroje
z rodzaju Mycobacterium towarzysza od tysiecy lat nie
tylko cztowiekowi, a ich pozostato$ci w postaci kwa-
séw mikolowych wykryto réwniez w kosciach sprzed
17 tysiecy lat nalezace do wymartego gatunku bizona -
Bison antiquus [33]. Analiza profilu kwaséw mikolowych
pozwala na wykrycie nie tylko gruZlicy, ale réwniez
choréb wywotywanych przez pozostate szczepy prat-
kéw, w tym réwniez tradu. Badania przeprowadzone na
materiale kostnym z okresu $redniowiecza noszacym
zmiany charakterystyczne dla tradu dowiodly obecno-
$ci kwaséw mikolowych o profilu charakterystycznym
dla Mycobacterium leprae.
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PobsumowaNiE

Kwasy mikolowe to wyjatkowo interesujaca grupa
zwigzkéw chemicznych stanowiaca integralna cze$é
$ciany komdrkowej drobnoustrojéw z rodzaju Myco-
bacterium. Obecnie prowadzone badania wskazuja,
ze nie tylko obecnos$é kwaséw mikolowych w $cianie
komérkowej mikobakterii jest istotna dla wirulen-
cji mikobakterii. Dowiedziono, ze wzajemny stosunek
poszczegdlnych typéw kwaséw mikolowych, ich dtu-
go$¢ oraz stopien cyklopropanizacji moze ulega¢ zmia-
nie w zaleznosci od etapu infekcji czy warunkéw

PismiennicTwo

hodowli pratkéw. Jednoczesnie wykazano, ze nie-
ktére mikolany moga byé podstawowe dla powstawa-
nia biofilmu, opornosci na leki przeciwpratkowe czy
oddziatywan z uktadem odporno$ciowym. Najnow-
sze badania wskazuja na zastosowanie analizy profili
kwaséw mikolowych jako alternatywy dla klasycznych
metod diagnostyki choréb, takich jak gruZlica, trad czy
mikobakteriozy. Ztozono$¢ funkcji jakie petnig kwasy
mikolowe w komérkach rodzaju Mycobacterium czy-
nig z nich niezmiennie od ponad 60 lat niewyczerpane
zrédto wiedzy na temat metabolizmu oraz wirulencji
mikobakterii.
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