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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Chorobotwdrczos¢ bakterii Gram-ujemnych jest uwarunkowana wystgpowaniem w btonie ze-
wngtrznej przede wszystkim struktury lipidowo-polisacharydowej, zwanej endotoksyna lub lipo-
polisacharydem (LPS). Jest on zbudowany z trzech rézniacych si¢ budowa chemiczng i funkcjami
biologicznymi regiondw, tj. czgsci O-swoistej, oligosacharydu rdzeniowego i lipidu A. W ozna-
czaniu struktury LPS powszechnie wykorzystywana jest technika chromatografii gazowo-cieczo-
wej sprzgzonej ze spektrometriag mas (GLC/MS). Profil cukrowy bakteryjnych endotoksyn jest
analizowany po uprzedniej derywatyzacji komponenty weglowodanowej do octanéw alditoli lub
czgs$ciowo zmetylowanych octanéw alditoli, co umozliwia ustalenie takze miejsc wystgpowania
wigzan glikozydowych w polisacharydowym fragmencie LPS. Chromatograficzna analiza lipi-
dowych sktadnikéw LPS wymaga takze modyfikacji kwaséw ttuszczowych do pochodnych estro-
wych, najczesciej metylowych.
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Summary

The pathogenicity of Gram-negative bacteria is mediated mainly by the outer membrane-asso-
ciated lipid-polysaccharide structure, called endotoxin or lipopolysaccharide (LPS). This structu-
re consists of three parts, O-antigen, core oligosaccharide, and lipid A, which differ in chemical
composition and biological properties. Gas-liquid chromatography coupled with mass spectro-
metry (GLC/MS) is commonly used to determine LPS structure. The carbohydrate profiles of en-
dotoxins are analyzed after derivation to alditol acetates or partially methylated alditol acetates,
which enables one to establish the site of glycosidic linkages. The chromatographic analysis of
LPS lipid components requires their modification to ester derivatives, most frequently to methyl
esters.

endotoxin ° lipopolysaccharide * Gram-negative bacteria ° lipid A » 0-antigen

113



Postepy Hig Med Dosw (online), 2006; tom 60: 113-128

Full-text PDF:  http://www.phmd.pl/pub/phmd/vol_60/8758.pdf
Word count: 5558
Tables: -
Figures: 7

References: 106

Adres autorki:

WprRoWADZENIE

Lipopolisacharyd (LPS) stanowi integralny sktadnik ze-
wnetrznej blony komoérkowej ostony bakterii Gram-ujem-
nych. Spetnia on liczne funkcje o podstawowym znaczeniu
dla procesow zyciowych tych mikroorganizméw, bedac jed-
noczesnie jednym z wazniejszych czynnikéw ich chorobo-
tworczosci. Te lipidowo-polisacharydowe heteropolimery
skladaja si¢ z trzech podstawowych elementéw struktural-
nych: lipidu A, oligosacharydu rdzeniowego i O-swoiste-
go laficucha polisacharydowego, nazywanego antygenem
O (ryc. 1). Toksycznos¢ zwiazana jest ze sktadnikiem lipi-
dowym tej makroczasteczki, podczas gdy immunogennos¢
warunkuje fragment polisacharydowy. Zestawienie infor-
macji o strukturze lipopolisacharydéw oraz ich aktywnosci
metabolicznej umozliwia wybdr optymalnych metod za-
pobiegania i leczenia zakazenl bakteriami Gram-ujemny-
mi. Nie bez znaczenia jest takze mozliwos¢ wykorzysta-
nia pozytywnych oddziatywan tych struktur w organizmie,
np. indukowania nieswoistej odpowiedzi na zakazenia wi-
rusowe i bakteryjne [43], wywotywania odpornosci na na-
promieniowanie, dziatania nekrotyzujacego tkanke¢ nowo-
tworowa [6,49,50].

CHEMICZNA CHARAKTERYSTYKA ENDOTOKSYN

LPS stanowia amfifilowe czasteczki, w ktérych mozemy
wyrézni¢ zakotwiczony w btonie lipid A, potaczony z an-
tygenem O poprzez oligosacharydowy rdzen (ryc. 1). LPS
sktadajacy si¢ z wymienionych wyzej trzech regionéw syn-
tetyzuja bakterie gtadkie (S-smooth). Szorstkie formy drob-
noustrojow (R-rough) wytwarzaja lipopolisacharyd pozba-
wiony O-swoistego taiicucha polisacharydowego (ryc. 1).
Istnieja takze mutanty zwane gigboko szorstkimi, synte-
tyzujace LPS o skr6conym rdzeniu.

Lipid A stanowi hydrofobowa czg$¢ LPS. W jego struktu-
rze wystepuje jednak polarny element cukrowy, ktérym jest
najczesciej D-glukozaminylo-D-glukozamina. Ten disacha-
ryd zazwyczaj podstawiony jest w pozycjach 114’ reszta-
mi fosforanowymi oraz etanoloaming lub 4-amino-4-deok-
sy-L-arabinoza, a w pozycjach 2,3,2°,3” hydroksylowymi
pochodnymi kwasow ttuszczowych. Z grupa aminowa jed-
nostki cukrowej taczy si¢ przewaznie (R)-3-hydroksykwas
(najczesciej kwas (R)-3-hydroksytetradekanowy), podczas
gdy estrowo wigzane moga by¢ kwasy o konfiguracji (S)-
2- lub (R)-3-hydroksy-. Potaczone z glukozaminylowym
rdzeniem lipidu A hydroksykwasy moga by¢ takze acylo-
wane [102]. Ilos¢ kwasoéw tluszczowych wystgpujacych
w lipidzie A jest podstawa klasyfikacji tych struktur na tzw.
heksaacyl lipid A (zawierajacy 6 reszt kwaséw tluszczo-
wych) obecny u Escherichia coli oraz odpowiednio hepta-
acyl lipid A (7 reszt acylowych) u Salmonella minnesota,
pentaacyl lipid A [97], a nawet triacyl lipid A zidentyfi-
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kowany u Porphyromonas gingivalis [53]. Lipid A moze
by¢ podstawiony kwasami ttuszczowymi symetrycznie lub
asymetrycznie. Glukozaminylowy rdzei moze by¢ tak-
ze potaczony z mannopiranoza lub dodatkowa jednostka
glukozaminowa. Disacharydowy komponent lipidu A nie
zawsze zawiera glukozaming. U niektérych bakterii, np.
Pseudomonas diminuta i P. vesicularis sktada sie on bo-
wiem z dwdch czasteczek 2,3-diamino-2,3-dideoksy-D-
glukozy (GIcN3N) potaczonych wiazaniem B1-6 gliko-
zydowym [100]. W lipidowym fragmencie endotoksyny
Rhodopseudomonas zidentyfikowano pojedyncza cza-
steczke GIcN3N [73].

Wspomniana zmienno$¢ strukturalna lipidu A nie prze-
czy jednak tezie, iz jest to najbardziej zachowawczy kom-
ponent LPS.

Z lipidem A potaczony jest wigzaniem ketozydowym oli-
gosacharydowy rdzen, w ktérym mozna wyr6znié region
wewngtrzny zbudowany z 2-3 czasteczek kwasu 2-keto-
3-deoksyoktulozonowego (Kdo) i L-glicero-D-manno-hep-
toz, oraz czgs$¢ zewnetrzng sktadajaca si¢ z réznych hek-
soz (ryc. 1). Jednak Lukasiewicz i Lugowski [42] twierdza,
iz powyzszy podzial jest obecnie ,,pamiatka historyczna”.
Teze teg potwierdza obecnos¢ w regionie heksozowym oli-
gosacharydu rdzeniowego bakterii Klebsiella pneumoniae
heptoz, a w rdzeniu wewngtrznym glukozy i kwasu galak-
turonowego [79,84].

Region Kdo, podobnie jak lipid A, stanowi konserwatywny
strukturalnie fragment LPS. Przynajmniej jedna czastecz-
ka tego kwasu lub jego pochodnej, kwasu oktulozonowe-
go, wystepuje w endotoksynach bakterii Gram-ujemnych.
Stosunkowo zachowawczy strukturalnie jest takze region
heptozowy, chociaz i w tym komponencie LPS u poszcze-
g6lnych mikroorganizméw wystepuje zréznicowanie jakos-
ciowe i ilosciowe jednostek cukrowych. Identyfikowano
bowiem w tym fragmencie rdzenia nie tylko heptozy, lecz
takze glukozaming (Bordetella pertussis) [11], glukoze
(Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica T5R) [5, 66],
galaktoze 1 kwas glukuronowy (Vibrio parahaemolyticus)
[38]. Migdzygatunkowe zréznicowanie profilu weglowoda-
nowego obejmuje region heksozowy, co jednak nie prze-
czy tezie o wzglednym konserwatyzmie strukturalnym ca-
fego oligosacharydu rdzeniowego.

Heterogennoscia budowy charakteryzuje si¢ natomiast, po-
laczony z regionem zewngtrznym rdzenia, antygen O. Ten
homo- lub heterooligosacharyd jest zbudowany z powta-
rzajacych si¢ podjednostek, w sktad ktérych najczesciej
wchodzi 2-6 reszt cukrowych, rzadziej 7 lub 8, potaczo-
nych liniowo badZ w sposéb rozgateziony [74]. Dotychczas
w tych strukturach zidentyfikowano kilkadziesiat r6znych
monosacharydéw, m.in. 2-amino-2,6-dideoksygalaktoze
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Ryc. 1. Schemat budowy LPS u réznych form bakterii

(Proteus penneri 16) [95], kwas N-acetylomuraminowy
(Proteus penneri 62) [80], kwas N-acetyloneuraminowy
(Salmonella enterica serovar Toucra O48, Hafnia alvei
PCM 2386, Escherichia coli O104) [22,23], 2-acetimidy-
no-2,6-dideoksy-L-galaktoze (Yersinia ruckeri serotyp 01)
[7]. Zaleznie od profilu wegglowodanowego antygen O moze
mie¢ charakter obojetny, jak zazwyczaj u Salmonella,
kwasny lub zasadowy, jak najczesciej u Escherichia coli
[20,44]. W tych zréznicowanych strukturalnie komponen-
tach LPS wystepuje czgsto D-glukoza, D-mannoza, D-ga-
laktoza oraz deoksycukry - L-fukoza oraz D- i L-ramno-
za. Antygeny O Enterobacteriaceae moga zawieraC takze
3,6-dideoksyheksozy. Czestymi sktadowymi taiicuchow
O-swoistych sa réwniez aminocukry wystgpujace w posta-
ci piranozowej, na 0gét N-acetylowane, np. D-glukozami-
na, D-mannozamina, D-galaktozamina, N-acetylo-D-glu-
kozamina, N-acetylo-D-galaktozamina [40].

Funkcje biologiczne bakteryjnych endotoksyn

Bakterie Gram-ujemne sa wszechobecne w srodowisku na-
turalnym. Stanowia znaczng cz¢s$¢ flory jelitowej zwierzat
i cztowieka. Juz od chwili narodzin makroorganizmy kon-
taktujac si¢ z bakteryjnymi strukturami poli- i oligosacha-
rydowymi prawdopodobnie rozwijaja i utrzymuja prawid-
towa funkcje uktadu immunologicznego. Pojawienie sig
w krwiobiegu gospodarza namnazajacych sig, czy tez mar-
twych bakterii lub nawet fragmentéw ich $cian komorko-
wych jest rozpoznawane przez system odpornosciowy, kto-
ry wywoluje wewnatrzustrojowa reakcj¢ zapalna. Jednak
dopiero uwolnienie lipopolisacharydu z powierzchni btony
zewngtrznej drobnoustroju do krwiobiegu gospodarza umoz-
liwia ujawnienie jego aktywnosci biologicznej, za ktéra od-
powiedzialny jest lipid A. Aktywuje on makrofagi i mono-
cyty, komorki srédbtonka i mig$ni gtadkich, a w mniejszym

115



Postepy Hig Med Dosw (online), 2006; tom 60: 113-128

stopniu takze inne komorki, co prowadzi do wytwarzania
i uwalniania przez nie mediatoréw: prostaglandyn, leuko-
trienéw, TNF-q., interleukin (IL-1, -6, -8, -10). Niewielkie
ich nagromadzenie wptywa korzystnie na makroorganizm,
indukujac odpornos¢ na zakazenie [43], dziatajac adiuwan-
towo [2,105] i nekrotyzujaco wobec tkanki nowotworowe;j
[6,17,96]. Wysokie stgzenie wymienionych cytokin prowa-
dzi do wielokierunkowego, toksycznego oddziatywania na
organizm ludzki lub zwierzecy. Nastgpuje wzrost tempera-
tury ciala, obnizenie cis$nienia krwi, aktywacja sktadowych
uktadu dopetniacza, rozsiane wewnatrznaczyniowe wykrze-
pianie krwi, nekroza komoérek szpiku kostnego, leukope-
nia z nastgpujaca leukocytoza, hiperglikemia, nadcisnienie
plucne [44]. Nastgpstwem tych oddziatywan u ludzi moze
by¢ wystapienie objawéw posocznicy i wstrzasu septycz-
nego, ktory czesto prowadzi do zgonu.

Cze$¢ cukrowa nie wykazuje wasciwosci endotoksycznych,
ale moduluje aktywnos¢ lipidu A [42]. Polisacharyd O-swo-
isty, jako najbardziej wysunigty na zewnatrz komorki sktad-
nik LPS, oddziatuje ze srodowiskiem zewnetrznym oraz zain-
fekowanym makroorganizmem. Ten komponent endotoksyn
moze spetniac role adhezyny, warunkujac zdolnos¢ przyle-
gania bakterii Gram-ujemnych do podtoza. Ma to znaczenie
w przypadku atakowania nabtonkéw przez drobnoustroje, np.
uropatogenne szczepy Proteus sp. W wielocukrze O znajdu-
ja si¢ takze receptory wiruséw bakteryjnych. Sugeruje sie
wigc, ze bakteriofagi nie tylko wiaza si¢ swoiscie do okre-
Slonych podjednostek antygenu O, ale takze rozpoznaja jego
charakterystyczna konformacje przestrzenna [75].

Analiza struktury lipopolisacharydéw bakteryjnych

Poznanie struktury LPS wymaga zbadania sktadu chemiczne-
go zaréwno komponenty lipidowej, jak i sacharydowej. W lipi-
dzie A wskazane jest ustalenie rodzaju budujacej go jednostki
aminocukrowej, typu i liczby kwaséw tluszczowych wraz ze
sposobem ich polaczenia w badanej strukturze oraz zweryfi-
kowanie tezy o wyst¢powaniu innych komponentéw w tym
fragmencie LPS, np. grup fosforanowych lub etanoloaminy.
Okreslenie struktury fragmentu weglowodanowego wymaga
oznaczenia sktadu chemicznego, typu i anomerii wigzan, kon-
figuracji 1 konformacji sktadnikéw monocukrowych.

Niezwykle uzyteczne we wstgpnych badaniach struktu-
ralnych bakteryjnych endotoksyn sa techniki chromato-
graficzne, a szczegdlnie chromatografia gazowo-cieczowa
w polaczeniu ze spektrometria mas. Chec jej zastosowa-
nia wymusza jednak przeprowadzenie wielu procedur, kt6-
rych celem jest rozdzielenie poszczegdlnych komponentéw
strukturalnych i derywatyzacja budujacych je elementéw
(kwaséw ttuszczowych i weglowodanéw) do pochodnych
bardziej lotnych niz struktury pierwotne.

Techniki chromatograficzne dostarczajac informacji o po-
szczegblnych sktadnikach LPS tworza podstawe do kon-
tynuowania badan strukturalnych tych makroczasteczek
z wykorzystaniem spektroskopii magnetycznego rezo-
nansu jadrowego.

CHROMATOGRAFIA GAZOWO-CIECZOWA W ANALIZIE CUKROW

Chromatografia gazowo-cieczowa jest technika stosowa-
na w ustalaniu profilu weglowodanowego LPS, potozenia

wigzan glikozydowych, a po czgsSciowej, selektywnej hy-
drolizie dostarczajaca wzglednie pelnej informacji o struk-
turze wyjsciowego polisacharydu. Stosujac chiralne fazy
stacjonarne lub derywatyzujac cukier zawierajacy centrum
chiralne, mozna réwniez okresli¢ tg technika konfiguracje
absolutng monosacharydéw [10].

Analizujac profil weglowodanowy cze¢sci rdzeniowej i tani-
cucha O-antygenowego nalezy oddzieli¢ sktadnik polisa-
charydowy od lipidu A stosujac tagodna hydrolize wia-
zania ketozydowego pomiedzy nieredukujaca czasteczka
glukozaminy a Kdo w rdzeniu wewngtrznym. Proces ten
mozna przeprowadzi¢ 1 [8,52] lub 2% [57,60,78,94] wod-
nym roztworem kwasu octowego, w temperaturze 100°C
przez 1-5 godzin [1,14,24].

Derywatyzacja cukrow jako metoda
umozliwiajaca zanalizowanie struktury fragmentu
polisacharydowego endotoksyn technika
chromatografii gazowo-cieczowej

Ze wzgledu na liczne grupy polarne weglowodany sa sto-
sunkowo mato lotne, a wiec w celu zanalizowania ich
struktury technika chromatografii gazowo-cieczowej na-
lezy przeprowadzi¢ je w odpowiednie pochodne o nizszej
temperaturze parowania. Reakcje derywatyzacji obejmuja
grupy hydroksylowe, aminowe, karboksylowe i aldehydo-
we weglowodanow [10]. Cheac ustali¢ wspomniana tech-
nika analityczna profil weglowodanowy komponenty po-
lisacharydowej modyfikuje sig te struktury najcze¢sciej do
octanéw alditoli. Dodatkowych informacji o potozeniu wig-
zan glikozydowych dostarcza derywatyzacja komponen-
ty cukrowej endotoksyn bakteryjnych do czgsciowo zme-
tylowanych octanéw alditoli. Na rycinie 2 przedstawiono
proponowang procedur¢ modyfikacji struktury LPS do
wspomnianych pochodnych weglowodanowych sktadni-
kéw analizowanych heteropolimerdow.

Modyfikacja cukrow do octanow alditoli

Analizy profilu weglowodanowego polisacharydowej skta-
dowej LPS technika chromatografii gazowo-cieczowej
(GLC) wymaga derywatyzacji tych struktur do octanéw
alditoli. Procedura ta powinna wigc obejmowac rozszcze-
pienie wiazan glikozydowych zachodzace w obecnosci
kwasu lub enzymu. Uwolnione cukry nalezy zredukowac
tetrahydroboranem sodu celem uzyskania alditoli, ktére
nastgpnie powinny by¢ zacetylowane.

Hydroliz¢ wiazan glikozydowych mozna prowadzi¢ w Sro-
dowisku kwasu trifluorooctowego (TFA), solnego lub siar-
kowego (VI). Ten ostatni katalizator kwasowy powodu-
je znaczna dekompozycje struktur weglowodanowych,
zwlaszcza ksylozy i mannozy. Na niekorzys¢ tego kwa-
su Swiadcza takze problemy analityczne zwigzane z usu-
nigciem go ze Srodowiska po hydrolizie [9]. Wielu ba-
daczy [19,37,57,59,61] sktadu cukrowego LPS prowadzi
rozszczepianie wigzan glikozydowych 2M roztworem
TFA. Zapewnia on bowiem wzgledna stabilnos$¢ struktu-
ry cukréw obojetnych [9], podczas gdy kwas solny wyma-
ga prowadzenia procesu przy znacznym ograniczeniu do-
stgpu powietrza, powodujacego dekompozycje jednostek
monosacharydowych [9]. W Srodowisku kwasnym kwa-
sy uronowe ulegaja cz¢sciowej dekarboksylacji, a N-ace-
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Ryc. 2. Schemat postepowania analitycznego pozwalajacego ustalic profil weglowodanowy i potozenie wiazan glikozydowych migdzy jednostkami

cukrowymi w LPS

tylowane aminocukry deacetylacji. W tych warunkach na
degradacje w wigkszym stopniu narazone sa aldopentozy
i deoksycukry niz aldoheksozy [9].

Najczesciej zalecana [9,98] procedura usuwania roztwo-
ru kwasu solnego po hydrolizie wiazan glikozydowych

jest wytracanie go w postaci nierozpuszczalnego chlorku
srebra, a nastgpnie odwirowanie w celu separacji tej soli.
Natomiast znacznie mniej ktopotliwe jest usunigcie z ukta-
du reakcyjnego stosunkowo lotnego kwasu trifluoroocto-
wego, ktéry odparowuje si¢ w strumieniu azotu. Inng za-
lete stosowania do hydrolizy wigzan glikozydowych kwasu
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trifluorooctowego zauwaza Biermann [9], opisujac meto-
dy analizy struktury weglowodanéw. Powotujac si¢ na ba-
dania prowadzone przez Griggsa i wsp. [25] stwierdzil, iz
odzysk weglowodanéw po 3 godzinnej hydrolizie mucyny
3M roztworem HCI prowadzonej w temperaturze 100°C
wynosi odpowiednio 76%, 76,6%, 84,3%, 82,5%, 87,7%
wyjsciowej ilosci fukozy, mannozy, galaktozy, N-acetylo-
glukozaminy i N-acetylogalaktozaminy. Natomiast Honda
i wsp. [33] hydrolizujac oligosacharydy 2M roztworem
TFA przez 6 godzin w temperaturze 100°C uzyskali 93%
wyjsciowej ilosci glukozaminy, 94% ksylozy, 95% gluko-
zy, 97% galaktozaminy i 98% fukozy.

Przed hydrolitycznym rozszczepianiem wiazan glikozydo-
wych w Srodowisku kwasnym nalezy zestryfikowac, a na-
stgpnie zredukowaé grupy karboksylowe kwaséw urono-
wych wchodzacych w sktad LPS. Jako czynnik redukujacy
grupy karboksylowe stosuje si¢ najczg¢sciej tetrahydroboran
sodu lub tetradeuteroboran sodu, dzigki ktéremu powstaja
pochodne znakowane deuterem, co umozliwia odréznie-
nie ich od innych cukréw.

Kolejnym etapem derywatyzacji polisacharydowej kom-
ponenty LPS do octanéw alditoli jest redukcja grup alde-
hydowych do hydroksylowych uwolnionych cukréw obo-
jetnych. Takze w tym przypadku jako czynnik redukujacy
mozna stosowac tetrahydroboran sodu lub tetradeutero-
boran sodu, celem znakowania deuterem pierwszorzedo-
wych atoméw wegla wystepujacych pierwotnie w postaci
ugrupowan aldehydowych. Podczas takiej reakcji powsta-
je wigzanie C-H (lub C-D), dla ktérego Zrédlem wodoru
(deuteru) jest anion wodorkowy (deuterkowy) stosowa-
nego odczynnika. Jednak w przeciwienstwie do redukcji
grup karboksylowych w tym przypadku atom wegla ule-
ga podstawieniu tylko przez jeden atom wodoru (deuteru).
Tym samym zachodzi selektywne znakowanie atomu we-
gla pierwotnego ugrupowania aldehydowego. Mechanizm
redukcji grupy karbonylowej tetrahydroboranem sodu po-
lega na nukleofilowej addycji wodorku do grupy karbony-
lowej. Czterokrotne powtdrzenie tej addycji wytwarza sole
zawierajace aniony tetraalkoksyboranowe, ktére hydroli-
zowane sa do alkoholi.

4RCHO 2285 (RCH,0) B-Na* —-2— 4RCH,0OH

Praktyka wskazuje, iz redukcja ugrupowania aldehydowe-
go zachodzi najefektywniej, gdy jest prowadzona w tempe-
raturze 4°C (w lodéwce) przez cala noc (okoto 12 godz.).
Powyzsze warunki czasowo-temperaturowe prowadze-
nia tego procesu stosowane sa przez wielu badaczy struk-
tury bakteryjnych endotoksyn [65,76], aczkolwiek nie-
ktorzy [56,61] preferuja znacznie krétszy czas redukcji
(1-6 godz.) prowadzonej jednak w wyzszych temperatu-
rach (np. 20°C). Fox i wsp. [20,21] twierdza, Zze redukcja
grup aldehydowych tetrahydroboranem sodu powoduje
otrzymanie z dwéch réznych cukréw identycznego alditolu,
np. z D-glukozy i L-gulozy powstaje D-glucitol. Ponadto
otrzymane D-alditole nie moga by¢ oddzielone od L-aldi-
toli bez chiralnej fazy stacjonarnej lub przeprowadzenia
ich w chiralne pochodne.

Proces acetylacji otrzymanych alditoli moze by¢ prze-
prowadzany bezwodnikiem kwasu octowego w obecno-

$ci N-metyloimidazolu, pirydyny lub octanu sodu, jako
katalizatoréw procesu [20,21,23]. Zastosowanie N-mety-
loimidazolu oraz pirydyny sprzyja powstawaniu produk-
téw ubocznych, ktére powstaja w wyniku reakcji wspo-
mnianych katalizatoréw z bezwodnikiem octowym [21].
Te negatywne procesy zachodza w wigkszym stopniu,
gdy acetylacja alditoli w obecnos$ci N-metyloimidazo-
lu prowadzona jest w wyzszych temperaturach [98]. Fox
i wsp. [21] twierdza, iz piki chromatograficzne powsta-
tych artefaktow moga interferowaé¢ z oznaczanymi po-
chodnymi alditoli utrudniajac prawidtowa interpretacje
rozdzialu chromatograficznego. Problem ten moze by¢
zminimalizowany przez przeprowadzenie po acetylacji
ekstrakcji octanéw alditoli uktadem woda: heksan (1:1,
v:v). Wielu badaczy [23,103] struktury kompleksow li-
pidowo-polisacharydowych preferuje pirydyne jako ka-
talizator wspomnianego procesu, stosujac réwnoobje-
tosciowy stosunek powyzszego zwiazku i bezwodnika
octowego. Nieco mniej chetnie, jako katalizator acetyla-
¢cji alditoli, stosowany jest octan sodu, mimo iz charakte-
ryzuje si¢ znacznie mniejsza toksycznoscia niz pirydyna,
co eliminuje narazenie analityka na pracg z nieoboj¢tnym
dla zdrowia odczynnikiem. Fox i wsp. [21] zwracaja po-
nadto uwage na najlepsza efektywnos¢ acetylacji aldito-
li prowadzonej w obecnosci octanu sodu, co by¢é moze
jest konsekwencja minimalizacji tworzenia produktéw
ubocznych, bedacych przyczyna mniejszej wydajnosci
procesu gtéwnego.

Derywatyzacja jednostek weglowodanowych do
czesciowo zmetylowanych octanow alditoli

Celem okreslenia typu wiazan glikozydowych migdzy jed-
nostkami cukrowymi w oligosacharydach wykorzystywa-
na jest analiza metylacyjna, ktéra polega na syntezie ete-
row w wyniku metylacji wolnych grup hydroksylowych
cukréw w warunkach gwarantujacych zachowanie niena-
ruszonych wiazan glikozydowych. Otrzymuje si¢ w ten
spos6b per-O-metylowane oligosacharydy, ktére po hy-
drolitycznym rozszczepieniu wiazan glikozydowych prze-
ksztalcaja si¢ w czgSciowo zmetylowane monosacharydy.
Zwiazki te w wyniku redukcji do eteréw metylowych aldi-
toli i acetylacji tworza czgSciowo zmetylowane octany al-
ditoli. Interpretacja rozdziatéw chromatograficznych mie-
szaniny tych pochodnych pozwala ustali¢ pozycje wiazan
glikozydowych migdzy monomerami w oligo- lub polisa-
charydach. Taka mozliwo$¢ wynika z faktu otrzymania,
w wyniku opisanej procedury derywatyzacyjnej, pochod-
nej, w ktérej ugrupowania hydroksylowe, zaangazowane
w tworzenie wigzan glikozydowych polisacharydu, wystg-
puja w postaci zacetylowanej.

Metylacja oligosacharydu jest przeprowadzana zazwyczaj
metoda Hakomori [28]. W procedurze tej wykorzystywa-
ny jest anion metylosulfinylometylowy, ktory katalizuje
powstanie jonu alkoksylanowego, reagujacego nastgpnie
z jodkiem metylu [28].

ROH + CH,SOCH,” + Na* — RONa* + CH,SOCH,
RO™Na* + CH,J — ROCH +NaJ

Phillips i Fraser [62] proponuja zastosowanie KH i DMSO
jako Zrédta jonu metylosulfinylometylowego.
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Alternatywna metoda derywatyzacji weglowodanéw do
eterow metylowych jest procedura Ciucanu i Kerek [15].
Badacze Ci zaktadaja, Ze jon alkoksylanowy powstaje nie
w wyniku dziatania jonu metylenowego, lecz anionu hy-
droksylowego lub wodorowego. Zrédlem tych jonéw jest
wodorotlenek sodu, wodorotlenek potasu lub wodorek sodu
w dimetylosulfotlenku, N,N-dimetyloamidzie kwasu mréw-
kowego lub N,N-dimetyloamidzie kwasu octowego.

R(OH)_ + B~ <> R(OH) O+ BH
R(OH), O~ + MeJ — R(OH), ,O-Me +J-
R(OMe), O+ Mel — R(OMe)_ + J-
B+ MeJ — MeB + J-
gdzie B~: NaOH, KOH, NaH [15]

Ciucanu i Kerek [15] uzyskali najwigksza efektywnosc
wspomnianego procesu, gdy prowadzili go w obecnosci
20 mg wodorotlenku sodu, 300-500 pl dimetylosulfotlen-
ku i 100 pl jodku metylu na 4-5 mg cukru. Warunkiem
koniecznym derywatyzacji ugrupowan hydroksylowych
weglowodandéw do eteréw metylowych jest bezwodne sro-
dowisko reakcji. Problem stanowi takze wprowadzenie do
uktadu reakcyjnego okreslonej ilosci sproszkowanego, su-
chego wodorotlenku sodu, ktéry jak wiadomo jest zwiaz-
kiem higroskopijnym. Powyzsze problemy mozna rozwia-
za¢ wprowadzajac nawazony i wysuszony w strumieniu
azotu wodorotlenek sodu w pastylkach do okreslonej ilo-
Sci DMSO (tak, aby stgzenie NaOH w DMSO wynosito
40 mg/ml), a nastgpnie rozdrabniajac go w tym rozpusz-
czalniku przez rozcieranie przy ciagtym przedmuchiwa-
niu uktadu strumieniem azotu. Tak przygotowana zawie-
sing wodorotlenku sodu w dimetylosulfotlenku mozna
przechowywac¢ w lodéwce, dopoki nie stwierdzimy zmia-
ny jej zapachu lub barwy.

Niematym kiopotem jest takze usunigcie z uktadu reak-
cyjnego DMSO i nadmiaru jodku metylu po derywatyza-
cji weglowodanéw. Dane literaturowe sugeruja réznorodne
sposoby rozwiazania tego problemu, poczawszy od odpa-
rowania w strumieniu gazu obojetnego [90], a nastgpnie
dosuszaniu proby przez cala noc w eksykatorze nad pig-
ciotlenkiem fosforu, pod zmniejszonym ci$nieniem [40];
przez odmywanie dimetylosulfotlenku i wodorotlenku
sodu znacznym nadmiarem wody w stosunku do uktadu
wyjsciowego (10:1), jak proponuje Ciucanu i Kerek [15];
a skonczywszy na wykorzystaniu techniki ekstrakcji do
fazy statej [104].

Inne strategie derywatyzacji grup funkcyjnych
cukrow

Derywatyzacja grupy hydroksylowej

Oprécez opisanych wyzej metod metylacji grup hydroksy-
lowych cukréw [15,28], Prehm [64] zaproponowal szcze-
gblnie przydatna dla wrazliwych na Srodowisko alkaliczne
jednostek weglowodanowych, tagodna procedure, wyko-
rzystujaca jako czynnik metylujacy trifluorometylosiar-
czan metylu w obecnosci trimetylofosforanu. Ten sposéb
derywatyzacji wykorzystywany jest wigc przez wielu bada-

czy struktury bakteryjnych endotoksyn do zweryfikowania
obecnosci Kdo lub kwasu sialowego [22,77]. Ohno i wsp.
[54] sugeruja uzycie jako czynnika metylujacego diazome-
tanu w obecnosci silikazelu jako katalizatora.

Biermann [10] twierdzi, iz wspomniane grupy funkcyj-
ne cukréw mozna takze poddac trifluoroacetylacji, stosu-
jac bezwodnik trifluorooctowy lub sililacji heksametylo-
disilazanem lub trimetylochlorosilanem w pirydynie. Nie
zalecanym reagentem stosowanym do sililowania jedno-
stek cukrowych jest bis-(trimetylosililo)-acetamid (BSA)
ze wzgledu na mozliwos$¢ anomeryzacji.

Derywatyzacja grupy karboksylowej

W powszechnej praktyce laboratoryjnej derywatyzujac
karboksylowe pochodne cukréw stosuje si¢ redukcjg grup
karboksylowych tetrahydroboranem sodu. Proces ten po-
winien by¢ jednak poprzedzony derywatyzacja wspomnia-
nych ugrupowan, bowiem tetrahydroboran sodu jest stosun-
kowo stabym czynnikiem redukujacym. Niektérzy badacze
[19] poprzedzaja redukcje estryfikacja grup karboksylo-
wych. Inni [88] redukujac tetrahydroboranem sodu grupy
karboksylowe aktywuja je karbodiimidem. Severn i wsp.
[79] zastosowali natomiast tetraborodeuterek litu w tetra-
hydrofuranie, jako silniejszy czynnik redukujacy. Lehrfeld
[39] zmodyfikowat grupy karboksylowe kwaséw aldono-
wych N-propyloamina, otrzymujac N-propyloaldonoamidy.
Biermann [10] proponuje takze sililowanie wspomnianych
ugrupowarn, cho¢ utworzone wigzanie estrowe jest szcze-
g6lnie wrazliwe na hydrolize.

Derywatyzacja grupy aldehydowej

W preparatyce analitycznej cukréw grupy aldehydowe lub
ketonowe sa najczesciej redukowane tetrahydroboranem
sodu do alditoli. W celu umozliwienia analizy jednostek
weglowodanowych technika GLC ich grupy aldehydowe
mogg by¢ takze modyfikowane chlorowodorkiem hydrok-
syloaminy do oksyméw, a nastgpnie nitryli lub O-mety-
lowa pochodna hydroksyloaminy w O-metylooksymy, po
czym acetylowane [10].

Rozszczepianie wiqzarn glikozydowych

Analiza sktadu monosacharydowego cukréw ztozonych
technika GLC wymaga — oprécz wyizolowania i oczysz-
czenia — lizy wiazan glikozydowych. Najczgsciej, jak juz
wspomniano, stosuje si¢ hydroliz¢ prowadzona w obecno-
Sci kwasu siarkowego, solnego lub trifluorooctowego.

Wigzania glikozydowe moga by¢ takze rozszczepiane
w bezwodnym metanolu w obecnosci chlorowodoru jako
katalizatora. Otrzymuje si¢ zlozona mieszaning metylo-
wych glikozydéw monosacharydéw. Niektore acetylowa-
ne aminocukry moga w czasie tego procesu ulec N-dea-
cetylacji. Podczas metanolizy nalezy utrzymywaé warunki
bezwodne, poniewaz obecnos¢ §ladowych ilosci wody po-
woduje powstanie ztozonej mieszaniny glikozydéw oraz
wolnych form cukréw [9].

Znacznie rzadziej przeprowadza si¢ formylolizg i acetolize
oligo- i polisacharydéw. Maja one zastosowanie szczegolnie
w przypadku stabo rozpuszczalnych w wodzie metylowa-
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nych polisacharydéw. Procedura ta obejmuje rozpuszcze-
nie ich w 90% kwasie mréwkowym i 2 godzinna inkubacje
w 100°C celem rozbicia wiazan glikozydowych. Acetoliza
jest prowadzona w mieszaninie bezwodnika octowego,
kwasu octowego i kwasu siarkowego w stosunku objetos-
ciowym 10:10:1 [9].

Sposoby pokonywania problemow analitycznych
zwiqzanych z obecnosciq w bakteryjnych
lipopolisacharydach mato stabilnych struktur
weglowodanowych

Czes$¢ wewngetrzna rdzenia endotoksyny zawiera rzadko
spotykane czasteczki cukréow, a wsréd nich kwas 2-keto-
3-deoksyoktulozonowy (Kdo), ktéry taczy oligosacharyd
endotoksyny z lipidem A. Stad tez w przypadku analizy
Kdo strategia analityczna musi uwzglednia¢ niewielka
stabilnos¢ nie tylko wiazan ketozydowych, ale réwniez
grupy ketonowej, ktéra zostaje uwolniona w wyniku ta-
godnej hydrolizy [86,87]. Tak wigc w pierwszym etapie
postgpowania nalezy przeprowadzaé redukcj¢ grupy ke-
tonowej do hydroksylowej w stabo alkalicznym Srodo-
wisku zawierajacym tetrahydroboran lub tetradeutero-
boran sodu. Tak przygotowane pochodne Kdo, metyluje
si¢ w obecnosci jodku metylu, co powoduje przeksztal-
cenie ich w etery metylowe ze zmetylowana grupa kar-
boksylowa. Po czym nalezy powtérzy¢ redukcje pierwot-
nego ugrupowania karboksylowego, ktére po estryfikacji
jest bardziej wrazliwe na dziatanie tetrahydroboranu sodu.
W wyniku przeprowadzonej w nast¢gpnym etapie hydro-
lizy wigzan glikozydowych, otrzymuje si¢ czgSciowo
zmetylowane pochodne 3-deoksyoktitoli, ktérych wol-
ne grupy hydroksylowe, a wigc uczestniczace w tworze-
niu wigzan z innymi cukrami, nalezy zacetylowac, a po-
wstajace w wyniku tej procedury czgsciowo zmetylowane
octany 3-deoksyoktitoli zanalizowa¢ chromatograficz-
nie, ustalajac na podstawie zarejestrowanych widm ma-
sowych ich strukture.

W strukturach cukrowych LPS wystepuja réwniez ami-
nocukry, ktérych grupa aminowa jest na ogdt zacetylowa-
na. W wyniku hydrolizy wiazan glikozydowych nastgpuje
czegsciowa N-deacetylacja. Z tego powodu reszty aminocu-
kréw poddaje si¢ ponownej N-acetylacji. Proces ten pro-
wadzony jest bezwodnikiem octowym w obecnosci nasy-
conego roztworu wodoroweglanu sodu, w temperaturze
pokojowej przez 30 min. Holst i wsp. [32] proponuja, aby
powstajacy — w wyniku procedury derywatyzacyjnej cu-
kréw, octan sodu usuwac z uktadu reakcyjnego na katio-
nicie — Dowex 50WX2-400.

Niematym problemem analitycznym w ustaleniu struktury
bakteryjnych endotoksyn jest takze dekarboksylacja grup
kwasowych cukréw, ktéra moze nastapi¢ w wyniku hydro-
lizy oligosacharydéw [9]. W celu rozwiazania powyzsze-
go problemu przeprowadza si¢ estryfikacje ugrupowania
karboksylowego weglowodanéw.

Spektrometria mas w analizie weglowodanéw

Informacje o sekwencji polimeru moga by¢ uzyskane dzie-
ki potaczeniu powszechnie stosowanych metod analizy che-
micznej (metylacji i specyficznych degradacji) ze spek-
trometria mas. W tych technikach badana substancja jest

jonizowana strumieniem elektronéw, jonéw, czasteczek,
lub atoméw, co powoduje powstanie tzw. jonéw pseudo-
molekularnych, ulegajacych nastepnie rozpadowi do jonéw
o mniejszych masach. Ich analiza jest przydatna w identy-
fikacji struktury badanej substancji [48].

Spektrometria mas z jonizacja strumieniem elektronéw
(Electron Impact — EI), w potaczeniu z analiza metylacyjna
pozwala ustali¢ sktad monosacharydowy badanego cukru
ztozonego. Do zalet tej metody jonizacji zalicza sig stosun-
kowo prosta konstrukcje komory jonizacyjnej oraz tatwos¢é
kontrolowania strumienia elektrondw poprzez zmiang pra-
du katody oraz potencjatu migdzy nia a anoda. Konieczna
jest jednak derywatyzacja polarnych substancji organicz-
nych, do ktérych naleza m.in. cukry, w bardziej lotne po-
chodne. Jonizacja tego typu powoduje znaczna fragmen-
tacje czasteczki badanego zwiazku, czego rezultatem jest
otrzymywanie w widmie masowym pasma nie tylko jonu
molekularnego, ale takze jonodw powstatych podczas jego
rozpadu masowego.

W analizie natywnych i modyfikowanych oligosacha-
rydéw wykorzystuje si¢ technike FAB-MS (Fast Atom
Bombardment Mass Spectrometry). W tej technice bada-
ny uktad rozpuszczony w cieklej matrycy, ktéra moze by¢
glicerol [63], tioglicerol [55,63], alkohol m-nitrobenzylo-
wy [48], bombardowany jest strumieniem rozpgdzonych
atoméw ksenonu [51,55] lub jonéw cezu [48, 63]. W wy-
niku jonizacji powstaja jony dodatnie — (M+H)* przez
uprotonowanie czasteczki lub (M+kation)* przez przy-
taczenie kationéw Na*, K* i innych. Moga powstac takze
jony ujemne — gtéwnie sa to (M-H)-, ale takze (M+anion)~.
Faza gazowa jest wytwarzana bez koniecznosci wczesniej-
szego przeprowadzenia substancji w lotne pochodne [48].
W przypadku badania ztozonych struktur cukrowych, ja-
kimi sa polisacharydy bakteryjne, przeprowadza si¢ je
w oligosacharydy przez tagodna hydrolize lub specyficz-
ne degradacje. Permetylacja i peracetylacja, ukierunko-
wujac fragmentacje, zwigksza czuto$¢ metody. Utlenianie
nadjodanem struktur cukrowych w potaczeniu z metyla-
cja pozwala ustali¢ miejsca rozgalezien taicucha polisa-
charydowego [48].

W analizie cukréw stosuje si¢ takze uktad MS/MS (Tandem
Mass Spectrometry), ktory sktada si¢ z dwéch sprzezonych
ze sobg spektrometréw mas. Technika ta pozwala na ana-
lizg¢ wybranego jonu molekularnego [31,48], lub miesza-
nin bez koniecznosci ich wezesniejszego rozdziatu na ko-
lumnie chromatograficznej [31].

W ostatnich latach jedna z wazniejszych technik
w analizie makroczasteczek biologicznych stata sig
MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-
-Time Of Flight). Jony molekularne sa wytwarzane przez
krétki impuls §wiatta laserowego, a nastgpnie kierowane
do detektora. Sposobem detekcji jest zwykle pomiar cza-
su przelotu jonéw od Zrédia do detektora (time-of-flight)
[48]. Waznym elementem analizy MALDI jest dobranie od-
powiedniej matrycy, w przypadku wielocukréw stosuje sie
kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy [48,52,63,68]. W analizie
MALDI nalezy usuna¢ z bakteryjnych struktur cukrowych
podstawniki fosforanowe i fosfoetanoloaming, poniewaz nie
sg one odrézniane od N-acetylowanych heksoz. Do tego celu
uzywa si¢ 48% wodnego roztworu HF [34].
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Chromatografia gazowo-cieczowa sprzezona ze
spektrometriq mas (GLC/MS)

Chromatografia gazowo-cieczowa sprzgzona ze spektrome-
trig mas stanowi technikg o duzym znaczeniu w analizie
jakosciowej i ilosciowej materiatu cukrowego [48].

Podstawa w zrozumieniu struktury wielocukru jest okre-
Slenie z jakich monosacharydow sig sktada i jak sa one po-
taczone. Najczesciej stosowana metoda, pozwalajaca usta-
li¢ tego typu informacje, jest analiza GLC/MS czg$ciowo
zmetylowanych octanéw alditoli.

Pozycje grup O-metylowych i O-acetylowych sa okreslane
na podstawie widm fragmentacyjnych otrzymanych w ana-
lizie GLC/MS. Najczgsciej jonizacja sktadnikéw badanego
uktadu zachodzi pod wptywem strumienia elektronéw (EI).
Istnieje kilka regul fragmentacji zmetylowanych octanéw
alditoli. Pierwszorzedowe jony powstaja podczas rozpadu
wigzan mig¢dzy atomami wegla alditoli. Ladunek zwykle
pozostaje przy fragmencie z grupa metoksylowa potaczo-
na z atomem wegla przy rozbijanym wigzaniu. Najczgsciej
dochodzi do rozpadu wiazania pomigdzy atomami wegla
z grupami metoksylowymi, a rzadziej gdy wiazaniem po-
taczone sa atomy wegla, z ktérych jeden podstawiony jest
grupa metoksylowa, a drugi acetoksylowa. Najrzadziej do-
tyczy to wigzania miedzy sasiadujacymi atomami wegla,
przy ktérych wystepuja grupy acetoksylowe [13]. Jony dru-
gorzedowe powstaja przez eliminacj¢ z jonéw pierwszo-
rzgdowych kwasu octowego, metanolu, formaldehydu lub
ketenu, przy czym preferowana jest utrata podstawnika
wystepujacego przy weglu B wzgledem atomu wegla, na
ktérym jest umiejscowiony tadunek. Jesli alditol byt zna-
kowany na weglu C-1 atomem deuteru, to fragment za-
wierajacy go ma parzysta wartos$¢ stosunku m/z, podczas
gdy dla jonu, w ktérym nie jest on obecny, m/z jest niepa-
rzyste [4,31,48,104].

WYS0KOSPRAWNA CHROMATOGRAFIA CIECZOWA JAKO TECHNIKA
ANALITYCZNA PRZYDATNA W OCENIE PROFILU WEGLOWODANOWEGO
LPS

Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) jest tech-
nikg umozliwiajaca analizg iloSciowa i jakosciowa, a takze
rozdzial mono- i oligosacharydéw. Jest czgsto stosowana
do oczyszczania oligo- i polisacharydéw, analizowanych
nastepnie technika GLC. Poza tym — w potaczeniu z GLC
— znajduje zastosowanie w charakteryzowaniu weglowo-
danéw ztozonych [46].

W celu rozdzielenia cukréw technika HPLC stosuje sig r6z-
ne fazy stacjonarne, np. zel krzemionkowy, ktéry bazuje
na oddzialywaniach polarnych ze sktadnikami mieszani-
ny. W HPLC z odwréconymi fazami rozdziat sktadnikéw
badanego uktadu bazuje na niepolarnych oddzialywaniach
rozdzielanych substancji z hydrofobowymi taficuchami
bocznymi zwiazanymi z zelem krzemionkowym lub usie-
ciowanym polistyrenem. Faza stacjonarng wypetniajaca ko-
lumne moze by¢ takze wymieniacz jonowy [46].

W analizie HPLC niezbgdne jest dobranie odpowiedniego
detektora. Czgsto stosuje si¢ detektor refraktometryczny.
Jednak cechuje go stosunkowo niewielka czutos¢ i niemoz-
no$¢ wykorzystania elucji gradientowej. W celu zastosowa-

nia detekcji spektrofotometrycznej nalezy zmodyfikowac
strukture rozdzielanych cukréw przez wytworzenie ugru-
powania chromoforowego warunkujacego detekcje tych
zwiagzkéw [46]. Jako znaczniki stosuje sig¢ zwiazki arylo-
aminowe, takie jak 2-aminobenzamid, kwas antranilowy
(kwas 2-aminobenzoesowy), 2-aminopirydyng, ester etylo-
wy kwasu p-aminobenzoesowego [3,29]. Zwiazkami tymi
znakuje si¢ cukry na koncach redukujacych tworzac zasady
Schiffa, ktére nastgpnie ulegaja redukcji NaCNBH, do sta-
bilnego strukturalnie produktu (ryc. 3) [3,29]. Anumula [3]
rekomenduje detektor fluorescencyjny jako najwilasciwszy
w ilosciowej analizie tak otrzymanych pochodnych cukréw.
McGinnis i wsp. [46] wspominaja takze o mozliwosci wy-
korzystania w oznaczeniu cukréw technika HPLC detekto-
ra amperometrycznego oraz spektrometru mas.

IDENTYFIKACIA TECHNIKA CHROMATOGRAFII GAZOWE) KWASOW
TEUSZCZOWYCH BEDACYCH SKELADNIKAMI BAKTERYJNYCH
ENDOTOKSYN

W lipidzie A bakterii Gram-ujemnych kwasy ttuszczowe
potaczone sa z aminocukrem zaréwno wiazaniem ami-
dowym, jak i estrowym. W strukturach endotoksyn bak-
teryjnych wystepuja takze kwasy ttuszczowe zwiazane
estrowo z hydroksykwasami. To zréznicowanie sposobu
potaczenia lipidowych elementéw w LPS znacznie utrud-
nia ich uwalnianie z tych struktur. Nalezy wigc prowadzic¢
liz¢ wiazar taczacych kwasy ttuszczowe w endotoksynach
stosujac zréznicowane czynniki uwalniajace i Srodowisko-
we (warunki kwasowo-zasadowe). Na rycinie 4 przedsta-
wiono schemat postgpowania analitycznego zmierzajacy
do ustalenia typu i sposobu potaczenia kwaséw tluszczo-
wych w lipidzie A.

Metody uwalniania catkowitej puli kwasow
thluszczowych ze struktur lipopolisacharydowych

Calkowita pule kwaséw ttuszczowych mozna uwolnié
z LPS poprzez hydrolize zachodzaca w obecnosci kwa-
su lub zasady.

W warunkach kwasnych lizie ulegaja zaréwno wiazania
amidowe, jak 1 estrowe. Dochodzi jednak wéwczas do czgs-
ciowej dehydratacji 3-hydroksykwasdéw, co sprzyja tworze-
niu produktéw ubocznych, np. polimeréw 3-hydroksykwa-
séw 1 pochodnych 3-acyloksyacylowych [27,99].

Hydroliza alkaliczna zachodzaca zarowno w obecnosci
silnych (NaOH, KOH), jak i stabych (NH,OH i hydrazy-
ny) wodorotlenkéw takze umozliwia odlaczenie kwaséw
tluszczowych zwigzanych zaréwno amidowo, jak i estro-
wo. Niestety, w Srodowisku tym w nastepstwie -elimina-
cji [70] powstaja znaczne ilosci o,B-nienasyconych kwa-
s6w ttuszczowych i niewielka pula izomeréw B,y [72].
Ponadto, powstale nienasycone kwasy ttuszczowe nie sa
w tych warunkach srodowiskowych catkowicie uwalnia-
ne z lipidu A.

Zatem, uwzgledniajac specyfike powyzszych srodowisk,
w ktdrych sa uwalniane lipopolisacharydowe kwasy ttusz-
czowe Haeffner i wsp. [27] zalecaja stosowanie wstgpnej
hydrolizy kwasnej i wtérnej alkalicznej. W warunkach za-
sadowych dochodzi bowiem do rozktadu powstatych w ni-
skim pH zwiazkéw polimerowych i pochodnych 3-acylok-
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Ryc. 4. Schemat strategii analitycznej umozliwiajacej ustalenie typu kwaséw ttuszczowych i sposobu ich potaczenia w lipidzie A bakterii Gram-ujemnych

syacylowych. Natomiast pewna niedogodnoscia w tym
przypadku moze by¢ koniecznos$¢ karbometylacji wolnych
kwasow ttuszczowych w celu umozliwienia analizy tych
struktur technika GLC/MS. Z tego powodu Wollenweber
i Rietschel [102] rekomenduja katalizowana kwasem hy-
drolize LPS, a nastgpnie transestryfikacj¢ prowadzona

w obecnosci kwasu. Procedura ta umozliwia konwersje
uwolnionych kwaséw ttuszczowych oraz produktéw ubocz-
nych powstajacych podczas wstgpnego etapu zachodzace-
go w obecnosci kwasu (polimeréw i pochodnych 3-acy-
loksyacylowych) bezposrednio w estry metylowe kwaséw
ttuszczowych.
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Reakcja transestryfikacji jako metoda uwalniania
i estryfikacji lipopolisacharydowych kwasow
ttuszczowych

Estry metylowe kwasow ttuszczowych moga by¢ otrzy-
mane bezposrednio w wyniku kwasnej metanolizy lipo-
polisacharydu. Katalizatorem tego procesu moga by¢ za-
réwno kwasy Lewisa (BCl,, BF,), jak i Bronsteda (HCI,
H,SO,). Jednak prowadzenie tej reakcji w obecnosci tréj-
chlorku boru powoduje tylko czg¢sciowe uwolnienie zwia-
zanych amidowo kwaséw ttuszczowych. Nie obserwuje
si¢ tego przy zastosowaniu 14% metanolowego roztworu
tréjfluorku boru (BF,), ktéry przeprowadza w estry mety-
lowe kwasy ttuszczowe potaczone w lipidzie A zaréwno
estrowo, jak 1 amidowo. Podczas katalizowanej za pomo-
ca BF, metanolizy moga powstawa¢ 3-metoksykwasy be-
dace produktami ubocznymi.

Katalizowana chlorowodorem (HCI) metanoliza, mimo
iz nie uwalnia ilosciowo kwaséw ttuszczowych zwiaza-
nych amidowo, moze by¢ wykorzystana w celu ozna-
czenia zwiazanych w ten sposdb 3-ketokwasow, ktore
w roztworze wodnym o niskim pH, ulegaja dekarboksy-
lacji. Te komponenty bakteryjnych endotoksyn identyfi-
kuje si¢ prowadzac derywatyzacj¢ tych struktur metano-
lowym roztworem HCI z pominigciem wstgpnego etapu
hydrolizy kwasnej.

Reakcja LPS z metanolowym roztworem HCI, poprzedzona
hydroliza w obecnosci tego samego kwasu, uwalnia ilos-
ciowo kwasy tluszczowe zwiazane zaréwno estrowo, jak
i amidowo, minimalizujac jednocze$nie tworzenie si¢ pro-
duktéw ubocznych. Dalszy etap estryfikacji nie jest koniecz-
ny. Procedura ta jest rekomendowana przez Wollenwebera
i Rietschela [102] w celu ustalania catkowitego profilu kwa-
séw ttuszczowych bakteryjnych endotoksyn.

Reakcja karbometylacji uwolnionych z LPS kwasow
tluszczowych

Estryfikacje kwaséw ttuszczowych uwolnionych ze struk-
tur lipopolisacharydowych mozna prowadzi¢ nie tylko me-
tanolowym roztworem kwasu (HCI, H,SO,, BCl,, BF,),
lecz takze metanolem i N,N’-dicykloheksylokarbodiimi-
dem [18] lub diazometanem [58,89], ktéry powoduje szyb-
ka i catkowita metylacj¢ tych zwiazkéw. Niestety i ta me-
toda derywatyzacji lipidowych komponentéw endotoksyn
nie jest pozbawiona pewnych niedogodnosci analitycz-
nych. W reakcji z diazometanem o,-nienasycone kwasy
tluszczowe tworza pochodne pirazolinowe [91], ktére nie
sa wykrywane technika GLC/MS [102]. Dlatego w celu
identyfikacji nienasyconych kwaséw ttuszczowych w LPS
nalezy zastosowac inne czynniki estryfikujace te struktu-
ry, np. metanolowy roztwér chlorowodoru. Wollenweber
i Rietschel [102] twierdza takze, iz w reakcji 3-hydroksy-
kwaséw z diazometanem powstaja 3-metoksylowe pochod-
ne, lecz ilo$¢ tych artefaktow jest stosunkowo niewielka
i wynosi okoto 1%.

Uwalnianie ze struktur lipopolisacharydowych
zwiazanych estrowo kwasow thuszczowych

Kwasy ttuszczowe zwigzane w LPS estrowo moga by¢ uwol-
nione poprzez tagodng hydrazynolizg [47], kontrolowana hy-

droksyloaminoliz¢ [70,81] lub hydroliz¢ alkaliczna prowa-
dzona w obecnosci metanolowego roztworu wodorotlenku
sodu [82], czy tez metanolanu sodu (NaOCH,). Pewna al-
ternatywa w uwalnianiu tych zwigzkéw jest takze kolum-
nowa transestryfikacja prowadzona w obecnosci wodoro-
tlenku (m-trifluorometylofenylo) trimetyloamonowego [93].
Wielu badaczy lipidowej struktury bakteryjnych endotoksyn
preferuje transestryfikacj¢ metanolanem sodu, prowadzaca
bezposrednio do powstania estréow metylowych [26,67,92].
Metanolan sodu indukuje 3-eliminacje powodujaca tworze-
nie wolnych kwaséw ttuszczowych uwolnionych z potaczen
z grupami hydroksylowymi 3-hydroksykwaséw zwiazanych
pierwotnie estrowo z jednostka cukrowa lipidu A. Drugim
produktem tej reakcji sa estry metylowe a,3-nienasyconych
kwasow ttuszczowych przytaczonych pierwotnie do amino-
cukrowego rdzenia. Nastgpstwem nukleofilowego ataku jo-
néw H,CO™ na te zwigzki sa powstajace prawie ilosciowo
[102] estry metylowe 3-metoksyacylu (ryc. 5).

Powstate w wyniku B-eliminacji wolne kwasy ttuszczowe,
zwigzane pierwotnie estrowo z grupami hydroksylowymi
hydroksykwaséw, przed analiza chromatograficzng pod-
daje si¢ karbometylacji lub oznacza w postaci niezestry-
fikowanej z zastosowaniem odpowiedniej kolumny chro-
matograficznej [70].

Uwalnianie z LPS kwasow tluszczowych zwiazanych
amidowo

W wyniku reakcji LPS z metanolowym roztworem NaOCH,
wytraca si¢ osad, zawierajacy de-O-acylowany LPS ze zwia-
zanymi amidowo z cukrowym rdzeniem kwasami thuszczo-
wymi. Te struktury chemiczne mozna uwolni¢ w reakcji
hydrolizy kwasne;.

W inicjowanej przez NaOCH, reakcji B-eliminacji zacho-
dzi jedynie czgsciowe uwalnianie kwaséw ttuszczowych
potaczonych przez grupg hydroksylowa amidowo zwia-
zanych w lipidzie A hydroksykwaséw. W konsekwencji
z rdzeniowa jednostka cukrowa lipidu A nadal potaczone
sq wigzaniem amidowym podstawniki 3-acyloksyacylowe.
W de-O-acylowanym LPS obecne sa pewne ilosci a,3-nie-
nasyconych kwaséw zwigzanych z grupa aminowa cukru
i w zwiazku z tym niereagujacych na atak nukleofilowy
jonu H,CO™. Wspomniane struktury nie sa uwalniane ilos-
ciowo podczas konwencjonalnych procedur hydrolizy lub
po zastosowaniu metod posrednich, takich jak utlenianie
MnO, /10, lub redukcja deuterem [101].

Zwiazane amidowo z LPS 3-hydroksylowe pochodne kwa-
séw tluszczowych mozna takze oznaczy¢ bezposrednio
technika GLC/MS [30], badZ po kontrolowanej degrada-
cji glukozaminy [12].

Uwalnianie z LPS podstawnikéw 3-acyloksyacylowych

Wiele endotoksyn zawiera amidowo i estrowo zwiazane
ugrupowania 3-acyloksyacylowe [70,101]. Te podstawni-
ki zwigzane estrowo identyfikuje si¢ oznaczajac 3-meto-
ksykwasy ttuszczowe powstate po reakcji LPS z NaOCH,,.
Mozliwe jest takze uwolnienie tych kwaséw tluszczowych
przez krétkotrwatg hydrolize alkaliczna (0,25 M NaOH,
4 min, 56°C) [70] i bezposrednia analizg tych struktur tech-
nika chromatografii gazowe;j.
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Ryc. 6. Schemat reakgji wybidrczego uwalniania reszt 3-acyloksyacylowych zwigzanych amidowo w lipidzie A [102]

Podstawniki 3-acyloksyacylowe zwigzane amidowo w LPS
mozna otrzyma¢ w stanie wolnym przez przeksztatcenie
wiazania amidowego, w nietrwale w niskim pH, wiazanie
imidowe w reakcji z jodkiem metylu w obecnosci tlenku
srebra (ryc. 6). Nawet sladowe ilosci wody moga uwalniaé
niewielkie ilosci zwiazanych estrowo podstawnikéw 3-acy-
loksyacylowych. Zatem, zeby odréznic tego typu struktury
zwigzane estrowo i amidowo nalezy powtorzy¢ procedu-
re zarbwno w obecnosci jak i przy braku czynnika mety-
lujacego (jodku metylu).

Stereochemiczna analiza kwasow tluszczowych
Kwasy ttuszczowe zawierajace grupy hydroksylowe przy

2 lub 3 atomie wegla wystepuja w postaci izomeréw op-
tycznych, czyli diastereoizomeréw. Moga by¢ wigc iden-

tyfikowane poprzez pomiar stopnia skrgcalnosci wtas-
ciwej [69,70]. Niestety jest to klopotliwe postgpowanie
analityczne ze wzgledu na niewielkie ilosci oznaczanych
kwasow thuszczowych pochodzenia lipopolisacharydowe-
go. Opracowana przez Karlssona i Paschera [35] analiza
technika chromatografii gazowo-cieczowej diastereoizo-
meréw bedacych pochodnymi bakteryjnych hydroksy-
kwaséw pozwala na wstgpne rozdzielenie 2- i 3-hydrok-
syacyli. Kryterium tej separacji jest dtugos¢ taricucha
weglowego i1 konfiguracja otrzymanych w wyniku proce-
dury L-fenyloetyloamidéw (R)- lub (S)-2- badZ 3-meto-
ksykwasow [69,71].

W lipidzie A moga wystgpowaé mononienasycone kwasy
ttuszczowe. Chcac wigc okresli¢ strukturg tego komponen-
tu nalezy ustali¢ potozenie wigzania podwojnego w weglo-
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Ryc. 7. Widma masowe przyktadowych pochodnych metylowych
kwasow ttuszczowych (ester metylowy kwasu
3-hydroksytetradekanowego, ester metylowy kwasu
2-hydroksytetradekanowego i ester metylowy kwasu
3-metoksytetradekanowego) wraz z zaznaczeniem
charakterystycznych jondw masowych otrzymanych
w spektrometrze mas w wyniku jonizagji strumieniem
elektrondw o standardowej energii 70 eV

wodorowym taricuchu tych zwigzkéw. W tym celu mozna
przeprowadzi¢ derywatyzacj¢ kwaséw do pochodnych piko-
linylowych [83,106]. Mayer i wsp. [45] wykorzystali disul-
fid dimetylu (DMDS) w celu okreslenia nie tylko pozycji
wigzania podwdjnego, lecz takze jego izomerii cis/trans.
Metoda ta niestety nie jest przydatna w oznaczaniu poto-
zenia wigzan podwdéjnych w kwasach ttuszczowych zawie-
rajacych dodatkowe grupy funkcyjne [45].

Inne metody modyfikacji struktury 3-hydroksykwaséw

Derywatyzacja 3-hydroksykwaséw tluszczowych moze
obejmowac acetylacje, trifluoroacetylacje, trimetylosi-
lilacjg, butylodimetylosililacje, O-metylacj¢ z udziatem
eterowego roztworu BF, i diazometanu lub jodku metylu
w obecnosci tlenku srebra [102].

Reakcjami charakterystycznymi dla 3-hydroksykwaséw sa:
redukcja estréw metylowych i konwersja do acetonidéw,
dehydratacja wolnych hydroksykwaséw pod wptywem
bezwodnika kwasu octowego, tribromku fosforu i t-buta-
nolanu potasu lub stgzonego kwasu siarkowego. Powstate
a,B-nienasycone kwasy ttuszczowe ulegaja przeksztatce-
niu w estry pikolinylowe, badZ sa redukowane do kwa-
séw nasyconych lub utleniane do kwaséw krétszych o 2
atomy wegla od wyjsciowych [102]. Powszechnie stoso-
wang metoda derywatyzacji grup hydroksylowych jest si-
lilacja, badZ trimetylosililacja hydroksykwaséw, majaca
na celu zwigkszenie lotnosci analitéw oraz minimalizacje
oddziatywan grup polarnych tych zwiazkéw, co w konse-
kwencji gwarantuje uzyskanie miarodajnych wynikéw ilos-
ciowych. W badaniach struktury lipopolisacharydowych
kwasow tluszczowych jako czynnik sililujacy stosowany
jest najczesciej N,O-bis-(trimetylosililo)trifluoroacetamid
(BSTFA) [16,36,85].

Techniki chromatograficzne w analizie profilu
lipidowego bakteryjnych endotoksyn

Identyfikacj¢ pochodnych estrowych kwaséw tluszczo-
wych przeprowadza si¢ na podstawie analizy porownaw-
czej ich czaséw retencji z danymi tabelarycznymi, ktére
otrzymano dla wzorcéw analizowanych w analogicznych
warunkach. Przy zastosowaniu spektrometrii mas z joniza-
cja pochodnych kwaséw tluszczowych strumieniem elek-
tronéw o energii 70 eV nastgpuje fragmentacja analitu na
karbokationy o okreslonych wartosciach masy do tadun-
ku (m/z) (ryc. 7).
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