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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Wigkszos¢ bakterii Gram-ujemnych to gatunki chorobotworcze dla ludzi i zwierzat. Najbardziej
aktywnym biologicznie zwigzkiem uczestniczacym w infekcjach jest lipopolisacharyd (LPS). Dla
podkreslenia jego dziatari negatywnych nazwano go endotoksyna bakteryjna. Za owe niepozada-
ne dziatania odpowiada lipid A — jeden z trzech podstawowych komponentéw strukturalnych LPS.
Choc¢ jest on uwazany za stosunkowo konserwatywny strukturalnie sktadnik endotoksyn, to mig-
dzygatunkowa, a nawet migdzyszczepowa heterogenno$¢ moze obejmowac wiele elementéw jego
budowy chemicznej, np. typ reszt aminocukrowych, stopien podstawienia rdzenia disacharydo-
wego kwasami ttuszczowymi i ugrupowaniami obdarzonymi tfadunkiem, np. grupami fosforano-
wymi i/lub etanoloamina, a takze rodzaj, liczbe i rozmieszczenie kwaséw ttuszczowych wyste-
pujacych w lipidzie A. Szkielet cukrowy lipidu A u wigkszosci bakterii Gram-ujemnych tworza
dwie czasteczki glukozaminy potaczone wiazaniem B(1—6) glikozydowym, ktérych grupy ami-
nowe (przy atomach wegla 2, 2°) oraz hydroksylowe w pozycjach 3, 3 podstawione sg zazwy-
czaj 3-hydroksykwasami thuszczowymi, najczesciej kwasem 3-hydroksytetradekanowym. Przez
grupe hydroksylowa tych zwiazkéw sa polaczone estrowo inne (zazwyczaj nasycone, nierozga-
f¢zione) kwasy ttuszczowe. W lipidach A poszczegdlnych mikroorganizméw wystepuje stosun-
kowo duze zréznicowanie kwasow ttuszczowych, poczawszy od kwasu mirystynowego (kwasu
tetradekanowego; 14:0) i kwasu laurynowego (kwasu dodekanowego; 12:0) oraz ich hydroksy-
lowych pochodnych, a skoficzywszy na tak unikatowych strukturach jak kwas cis-11-oktade-
cenowy (Rhodospirillum salinarum 40), kwas 3-hydroksy-5-dodecenowy (Phenylobacterium
immobile) 1 kwas izo-2,3-dihydroksytetradekanowy (Legionella pneumophila). Rdzen cukrowy
lipidéw A niektérych bakterii moze budowac takze inny niz glukozamina cukier, tj. 2,3-diami-
no-2,3-dideoksy-D-glukoza. Wsréd podstawnikéw wystepujacych w tym regionie LPS oprécz
reszt fosforanowych i etanoloaminy mozna takze wymieni¢ B-mannopiranoze, 4-aminoarabino-
z¢, kwas galaktouronowy i glicyng. Tak wigc lipid A, cho¢ uznawany za wzglednie zachowaw-
czy strukturalnie komponent endotoksyn, cechuje si¢ stosunkowo duza zmiennos$cia struktural-
na, co przeklada sig na zréznicowanie aktywnosci biologicznej tych makroczasteczek.

lipopolisacharyd ¢ endotoksyna ° bakterie Gram-ujemne ° lipid A

Summary

The majority of Gram-negative bacteria are pathogenic to humans and animals. Lipopolysaccharide
(LPS) is the most biologically active component of these microorganisms. This compound is also
called endotoxin to emphasize its negative impact on a macroorganism. Lipid A, one of the three
structural components of the LPS molecule, is responsible for the pathophysiological effects as-
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sociated with Gram-negative bacteria infections. Although lipid A is considered the conservative
component of endotoxin, differences in its structure among species and even strains may occur.
These differences concern the type of aminosugars, the degree of substitution of the disaccharide
core by fatty acids, phosphate, and/or ethanolamine, and also the type, quantity, and distribution
of fatty acids. The lipid A saccharide backbone of the majority of Gram-negative bacteria con-
sists of two glucosamine units in B(1—6) glycosidic linkage. Amino groups (at positions 2 and 2”)
and hydroxy groups (at positions 3 and 3’) of glucosamines are commonly substituted by 3-hy-
droxyfatty acids, most often by 3-hydroxytetradecanoic acid. Other fatty acids (usually saturated,
unbranched) are ester-linked to hydroxyacids by their hydroxy group. In lipid A of different mic-
roorganisms there is a high diversity of fatty acids, from mirystic (tetradecanoic, 14:0) and lauric
(dodecanoic, 12:0) acids and their hydroxylated derivatives to such unique structures as cis-11-oc-
tadecenoic acid (Rhodospirillum salinarum 40), 3-hydroxy-5-dodecenoic acid (Phenylobacterium
immobile), and iso-2,3-dihydroxytetradecanoic acid (Legionella pneumophila). The saccharide
core of some bacterial lipid A may consist of sugars different from glucosamine, e.g., 2,3-diami-
no-2,3-dideoxy-D-glucose. Other substituents of this part of LPS, besides phosphate groups and
ethanolamine, are B-mannopyranose, 4-aminoarabinose, galacturonic acid, and glycine. Therefore,
lipid A, though considered the relatively conservative component of endotoxin, reveals relative-
ly large structural diversity, which influences the variety of LPS biological activity.
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Wstep

Lipid A jest komponentem strukturalnym bakteryjnych en-
dotoksyn, czyli lipopolisacharydéw (LPS) uczestniczacych
w patogenezie wielu choréb wywotywanych przez bakte-
rie Gram-ujemne, lecz mogacych takze wptywac korzyst-
nie na zainfekowany makroorganizm. Ten integralny sktad-
nik btony zewngtrznej bakterii Gram-ujemnych zajmujacy
az 70% powierzchni komorki bakteryjnej jest niezbedny
do funkcjonowania drobnoustroju. LPS chroni go przed
obronnymi mechanizmami makroorganizmu oraz dziata-
niem kwaséw zétciowych i hydrofobowych antybiotykéw
[34]. W przebiegu infekcji uwolniony z powierzchni ko-
morek bakteryjnych LPS moze by¢ przyczyna zlozonych
reakcji patofizjologicznych. Stymulacja endotoksyna leu-
kocytéw, a szczegblnie monocytéw i makrofagéw oraz
komoérek Srodblonka skutkuje uwolnieniem licznych cy-
tokin i czynnikéw zapalnych, m.in. interleukin (IL-1, -6,
-8, -10), czynnika martwicy nowotworu (TNF-o), pro-
duktéw metabolizmu kwasu arachidonowego (prostaglan-
dyn, leukotrienéw), czynnika aktywujacego ptytki krwi,
wolnych rodnikéw tlenowych, nadtlenku wodoru i tlenku
azotu. Substancje te wzmacniaja zdolnosci obronne orga-
nizmu, jednak uwolnione gwattownie w stanach uogdl-
nionego zakazenia bakteriami Gram-ujemnymi moga po-
wodowacé uszkodzenie tkanek nieobjetych infekcja, a ich
zwigkszona sekrecja powoduje wysoka goraczke, hipoten-
sje, tachykardig, przyspieszony oddech, wewnatrznaczynio-
we wykrzepianie krwi oraz wstrzas septyczny. Korzystne
dziatanie endotoksyn ujawnia si¢ natomiast przy niskim
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poziomie mediatoréw, co skutkuje stanem podgoraczko-
wym, zwigkszeniem odpornosci na infekcje, aktywnoscia-
mi adiuwantowymi [53,66,76,81].

Pojedyncza czasteczka LPS sktada si¢ z trzech odrgbnych
regionéw rézniacych si¢ budowa chemiczna, wtasciwos-
ciami biologicznymi oraz zmiennoscia strukturalng. Jest
to taiicuch O-swoisty, rdzen oligosacharydowy oraz lipid
A. Schemat budowy LPS przedstawia ryc. 1.

ZMIENNOSC STRUKTURALNA ANTYGENU O

Lancuch O-swoisty jest najbardziej zewngtrzna czescia LPS,
tworzaca charakterystyczny i unikatowy dla danego szczepu
antygen somatyczny. Okresla swoisto$¢ serologiczna, petni
rolg antygenu powierzchniowego bakterii Gram-ujemnych
(antygen O). Zbudowany jest z kilkunastu do kilkudziesie-
ciu powtarzajacych si¢ podjednostek oligosacharydowych,
zawierajacych od jednej do oSmiu reszt weglowodanowych.
Oprécz cukréw obojetnych, tj. heksoz (galaktoza, glukoza,
mannoza) i heksozamin (glukozamina, galaktozamina) w an-
tygenie O stwierdza si¢ obecnos¢ kwaséw uronowych, 6-de-
oksyheksoz (ramnoza, fukoza, chinowoza, 6-deoksyaltroza,
6-deoksytaloza) oraz 3,6-dideoksyheksoz (abekwoza, kolito-
za, paratoza, tyweloza). U wielu gatunkéw bakterii w antyge-
nie O zidentyfikowano sktadniki niecukrowe (aminokwasy,
fosforan, fosfoetanoloaming, glicerol, rybitol) oraz inne rzadko
spotykane w przyrodzie zwiazki chemiczne, m.in. 3,6-dideok-
sy-3-[(R)-3-hydroksybutyroamido]-D-glukoze u Hafnia alvei
1216 [42], N-hydroksyetylo-D-alaning u Proteus mirabilis
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Ryc. 2. Schemat budowy R-LPS, SR-LPS, S-LPS bakterii Gram-ujemnych

03 [105], kwas N-acetylomuraminowy u P. penneri 62 [45],
kwas N-acetyloizomuraminowy u P. penneri 35 [44], kwas
7-acetamido-3.4,7,9-tetradeoksy-5-(4-hydroksybutyroami-
do)-D-glicero-L-galakto-nonulozonowy u Yersinia ruckerii
01 [4], kwas 3-hydroksy-2,3-dimetylo-5-oksopirolidyno-2-
karboksylowy u Plesiomonas shigelloides [64]. Struktury
powtarzajacych si¢ podjednostek, determinowane przez ste-
reokonfiguracje, ich sekwencje i pozycje wiazan oraz lokali-
zacje niecukrowych podstawnikéw, warunkuja zréznicowanie
migdzyszczepowe w obrebie gatunku, stanowiac 0 zmienno-
Sci strukturalnej tej czesci LPS [79]. Jednak endotoksyna wy-
izolowana z zewngtrznej btony ostony komérkowej niektérych
mikroorganizméw nie ma taricucha O-swoistego. Tego kom-
ponentu endotoksyny nie zidentyfikowano w LPS bakterii
gatunkéw Chlamydia trachomatis, C. psittaci, Haemophilus
influenzae, Campylobacter jejuni, Bordetella pertussis czy
Neisseria meningitidis [79], oraz w formach szorstkich (R)
drobnoustrojéw z rodziny Enterobacteriaceae. Tylko jedna
jednostke antygenu O zawieraja natomiast formy pétszorst-
kie (SR) z rodziny Enterobacteriaceae [31]. Schemat budo-
wy réznych form LPS bakterii Gram-ujemnych przedstawio-
no naryc. 2.

ZROZNICOWANIE STRUKTURALNE OLIGOSACHARYDU RDZENIOWEGO
LPS

Region rdzeniowy laczacy taiicuch O-swoisty z lipidem
A wykazuje mniejsze zréznicowanie strukturalne niz anty-

gen O. W rdzeniu mozna wyrézni¢ czgs$¢ dystalng wzgle-
dem lipidu A (region zewngtrzny) oraz proksymalna (region
wewnetrzny). Pierwszy z nich ze wzgledu na zawartos¢
heksoz (np. glukozy, galaktozy, glukozaminy, galakto-
zaminy) nazywany jest rowniez regionem heksozowym.
Rdzen wewngtrzny zbudowany z heptopiranoz (giéwnie
w konfiguracji L-glicero-D-manno-) i kwasu 3-deoksyok-
tulozonowego (Kdo) stanowi natomiast region heptozowy.
Obecnie wiadomo, ze istnieja lipopolisacharydy, ktérych
budowa odbiega od tego schematu, bowiem w regionie
heksozowym identyfikuje si¢ heptozy, a w czgsci hepto-
zowej — heksozy. W regionie wewngtrznym rdzenia wy-
stgpuja réwniez kwasy uronowe, grupy fosforanowe, piro-
fosforanowe, etanoloamina lub aminokwasy, np. glicyna
[31,115]. Zwiazek ten zidentyfikowano w regionie rdzenio-
wym wielu bakterii, np. Shigella, Escherichia, Salmonella,
Hafnia czy Citrobacter [22,23]. U Providencia rettgeri [3]
i Shigella sonnei oprocz glicyny w regionie rdzeniowym
zidentyfikowano réwniez alaning, a u Rhodopseudomonas
spherides [83] stwierdzono obecnos¢ treoniny. W regio-
nie rdzeniowym LPS oprécz Kdo moga réwniez wystgpo-
wac inne pochodne kwasowe cukréw, np. kwas N-acety-
loneuraminowy u Rhodobacter sp. [48], Campylobacter
Jjejuni, C. fetus [1,2], kwas 2-keto-3-deoksy-1,7-dikarbok-
syheptonowy u Acinetobacter calcoaceticus [10] oraz kwas
D-glicero-D-talo-oktulozonowy (Ko) u A. calcoaceticus
[24] 1 Burkholderia cepacia [37]. W lipopolisacharydach
Vibrio cholerae stwierdzono obecnos¢ fruktozy [38],
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Ryc. 4. Struktura chemiczna lipidu A P diminuta
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GlcN3N

Ryc. 5. Schemat budowy lipidu A C. jejuni [60,63]

a w V. parahaemolyticus kwasu 3-deoksy-D-treo-hek-
sulozonowego [46]. Réznice w strukturze rdzenia moga
wystgpowad, nie tylko migdzy gatunkami, lecz réwniez
w ich obrebie. Po kilka rodzajéw oligosacharydu rdze-
niowego stwierdzono, m.in. u Escherichia coli, Neisseria
meningitidis, Campylobacter, Citrobacter oraz w szcze-
pach Haemophilus i Bacteroides [1,2,33]. Znane sa tak-
ze drobnoustroje majace defektywna (skrécona) struk-
turg¢ tego komponentu LPS, np. Salmonella minnesota.
Catkowicie pozbawione sg rdzenia zewngtrznego bak-

terie Chlamydia trachomatis, C. psittaci i Haemophilus
influenzae [79].

MIEDZYGATUNKOWE ZROZNICOWANIE STRUKTURALNE LIPIDU A

Lipid A jest powszechnie uwazany za najbardziej konser-
watywny strukturalnie region endotoksyn bakterii Gram-
ujemnych. Jednakze i t¢ komponente cechuje migdzy-
gatunkowe, a nawet mig¢dzyszczepowe zréznicowanie
strukturalne. Jedna z najwczesniej poznanych byla struk-
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tura lipidu A bakterii E. coli [36]. Jego rdzeniem cukro-
wym s3 dwie czasteczki D-glukozaminy (D-GlcN) pota-
czone wiazaniem B(1—6) glikozydowym. Ten disacharyd

podstawiony jest dwiema grupami fosforanowymi. Jedna
jest zwiazana estrowo w pozycji 4” GlcN II (koniec niere-
dukujacy, dystalny), natomiast druga o-glikozydowo w po-

Tabela 1. Stopien ufosforylowania i rodzaj podstawienia rdzenia weglowodanowego lipidu A bakterii Gram-ujemnych

Rodzaj podstawnika disacharydu

Organizm Typ rdzenia cukrowego w pozyqjach Lit.

(€4 a

bifosforylowane

Agrobacterium tumefaciens GlepN-B-(1—6)-GlcpN -P -*p [90]
Bordetella pertussis GlepN-B-(1—6)-GlepN -P -P [14]
Chlamydia trachomatis GlepN-B-(1—6)-GlepN -p -P [82]
Comamonas testosteroni GlepN-B-(1—6)-GlepN -P -P [35]
Erwinia carotovora GlepN-B-(1—6)-GlepN -p -P [20]
Haemophilus influenzae GlepN-B-(1—6)-GlepN -P -P [28]
Haemophilus ducreyi GlepN-B-(1—6)-GlepN -P -P [61]
Rhodopseudomonas sphaeroides GlepN-B-(1—6)-GlepN -P -P [73]
Vibrio cholerae GlepN-B-(1—6)-GlcpN -P P-PEtn [13]
Escherichia coli -p -p-*p [78]
Escherichia coli F515 Sleptp-(1-6)-Gloph -P-L-Arap4N P-PEtn [11]
Pseudomonas aeruginosa GlepN-B-(1—6)-GlepN -P-*L-Arap4N -P [7]
Pseudomonas reactans GlepN-B-(1—6)-GlepN -p -P [92]
Moraxella (Branhamella) catarrhalis GlepN-B-(1—6)-GlcpN -p -P-*PEtn [58]
Pectinatus cerevisiiphilus GlepN-B-(1—6)-GlepN -P-L-Arap4N -P [30]
Pectinatus frisingensis GlepN-B-(1—6)-GlcpN -P-L-Arap4N -P [30]
Porphyromonas gingivalis GlepN-B-(1—6)-GlepN -*p -P-*Etn [51]
Rhodobacter capsulatus GlepN-B-(1—6)-GlepN -P-*Etn -P*-PEtn [48]
Salmonella minnesota R595 GlepN-B-(1—6)-GlcpN -P-L-Arap4N -P-PEtn [11]
Chromobacterium violaceum GlepN-B-(1—6)-GlepN -P-L-Arap4N -P-D-GlepN [26]
Klebsiella pneumoniae GlepN-B-(1—6)-GlcpN -P-*L-Arap4N -P-*L-Arap4N [29]
Plesiomonas shigelloides GlepN-B-(1—6)-GlepN -P-PEtn -P [56]
Rhodospirillum tenue GlepN-B-(1—6)-GlcpN -P-L-Arap4N -P-L-Araf [101]

27°C -P-L-Arap4N -P
(43]

Yersinia pestis it GlepN-B-(1—6)-GlcpN * i

-P-L-Arap4N -P-*D-Araf
A -P-L-Arap4N -P-*PEtn 7
GlepN3N-B-(1—6)-GlcpN (73%)
Campylobacter jejuni GlepN3N-B-(1—6)-GlcpN3N(15%) -P-*PEtn -PEtn [63]
GlepN-B-(1—6)-GlepN (12%)

Bartonella henselae GlepN3N-B-(1—6)-GlcpN3N -p -P [113]
Legionella pneumophila GlepN3N-B-(1—6)-GlepN3N -P -P [112]
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Tabela 1 c.d. Stopien ufosforylowania i rodzaj podstawienia rdzenia weglowodanowego lipidu A bakterii Gram-ujemnych

Rodzaj podstawnika disacharydu

Organizm Typ rdzenia cukrowego w pozycjach Lit.
@ a
monofosforylowane

Flavobacterium meningosepticum GlepN-B-(1—6)-GlepN - -P [100]
Bacteroides fragilis GlepN-B-(1—6)-GlepN - -P [108]
Sinorhizobium meliloti GlepN-B-(1—6)-GlepN - -P [85]
Marinomonas vaga GlepN-B-(1—6)-GlcpN - -P [47]
Leptospira interrogans GlcpN3N-B-(1—6)-GlcpN3N - -PMe [70]
Neisseria gonorrhoeae GlepN-B-(1—6)-GlepN -p - [68]
Shigella sonnei GlepN-B-(1—6)-GlepN -P - [54]
Enterobacter agglomerans GlepN-B-(1—6)-GlcpN -P - [9]
Mesorhizobium huakuii GlepN3N-B-(1—6)-GlcpN3N -*p -GalA [15]
Pectinatus cerevisiiphilic GlepN-B-(1—6)-GlepN -P-L-Arap4N - [30]
Pectinatus frisingensis GlepN-B-(1—6)-GlcpN -P-L-Arap4N - [30]

nieufosforylowane

Aquifex pyrophilus GlepN3N-(1—6)-GlcpN3N D-GalpA D-GalpA [67]
Rhizobium leguminosarum GlepN-B-(1—6)-GlcpNA GalpA - [6]
Bdellovibrio bacteriovorus GlepN3N-(1—6)-GlcpN3N D-Manp D-Manp [87]
Rhodospirillum fulvum GlepN-B-(1—6)-GlepN Hep GalA [86]

* niestechiometrycznie;
27°Ci 37°C — temperatura hodowli bakterii;
W - LPS ekstrahowany goracym fenolem [110];

A — |PS ekstrahowany procedurg proponowang przez Galanosa i wsp. [21];

P — reszta fosforanowa, Etn — etanoloamina, PEtn — fosfoetanoloamina, D-GalpA — kwas D-galakturonowy, L-Arap4N — 4-amino-4-deoksy-
-L-arabinopiranoza, D-Araf — D-arabinofuranoza, GlcpN — 2-amino-2-deoksy-D-glukopiranoza, GlcpN3N — 2,3-diamino-2,3-dideoksy-D-
-glukopiranoza (DAG), GlcpNA — kwas 2-amino-2-deoksy-glukonowy, Hep — heptoza, D-Manp — D-mannopiranoza, Me — grupa metylowa.

zycji 1 GleN I (koniec redukujacy, proksymalny). Grupa
hydroksylowa przy 4 atomie wegla GlcN I jest wolna, na-
tomiast przy 6’ atomie wegla GlcN 11 jest podstawiona oli-
gocukrem rdzenia przez ketozydowo potaczong czastecz-
ke Kdo. Do glukozaminowego rdzenia w pozycjach 3, 3’
przylaczone sg estrowo dwie reszty kwasu f-hydroksymi-
rystynowego, a kolejne sa zwiazane amidowo w pozycjach
2, 2’. Natomiast grupa hydroksylowa amidowo zwiazanej
reszty kwasu ttuszczowego przy nieredukujacej czastecz-
ce GlcN podstawiona jest kwasem laurynowym, tworzac
pentaacylowa strukture. W lipidzie A bakterii E. coli gru-
pa hydroksylowa acylu przy 3’ jest estryfikowana dodatko-
wa reszta kwasu mirystynowego (ryc. 3). Rozmieszczenie
kwaséw ttuszczowych w lipidzie A tych mikroorganizméw
jest asymetryczne.

W lipidzie A mozna zatem wyréznié trzy podregiony:
najczesciej disacharydowy komponent cukrowy, kwasy
tluszczowe oraz hydrofilowe podstawniki, np. reszty fos-
foranowe.

Najmniejsza zmienno$¢ strukturalng wykazuje fragment cu-
krowy lipidu A. Najczesciej jest nim disacharyd zbudowa-
ny z dwoch czasteczek glukozaminy potaczonych wiaza-
niem B(1—6) glikozydowym, ktéry zidentyfikowano nie
tylko u E. coli, lecz takze na przyktad w lipidzie A bakte-
rii Pseudomonas aeruginosa [50], Vibrio cholerae [13],
Chromobacterium violaceum [26], Bordetella pertussis
[14].

W lipidach A niektérych mikroorganizméw, np. Bartonella
henselae, Legionella pneumophila, Leptospira interrogans,
Mesorhizobium huakuii, Aquifex pyrophilus, Pseudomonas
diminuta (ryc. 4), P. vesicularis czy Bdellovibrio
bacteriovorus zamiast disacharydu glukozaminylowe-
go wystepuja dwie czasteczki 2,3-diamino-2,3-dideoksy-
glukozy (GlepN3N, DAG) potaczone wigzaniem B(1—6)
glikozydowym (lipid A, ) [15,39,67,70,87,107,112,113].

U niektdérych bakterii stwierdzono wystgpowanie ,,mie-
szanego lipidu A”, w ktérym GIcN3N potaczona jest
z GlcN. Tego typu struktura chemiczna wystgpuje w lipo-
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Ryc. 6. Schemat struktury lipidu A N. meningitidis (R) oraz S. typhimurium (B) [103]

polisacharydach bakterii z rodzaju Thiobacillus, Brucella
oraz w gatunkach Campylobacter jejuni (ryc. 5) [60,63]
i Chlorobium vibrioforme [57].

Badajac endotoksyny bakterii Campylobacter jejuni Moran
i wsp. [63] stwierdzili obecnos¢ w izolacie az trzech posta-
ci lipidu A, rézniacych si¢ budowa komponenty weglowo-
danowej: disacharyd glukozaminylowo-glukozaminylowy
(12%), strukture ztozona z 2 czasteczek diaminoglukozy
(15%) oraz ilosciowo dominujaca (73%) forme¢ mieszana
sktadajaca si¢ z diaminoglukozy i glukozaminy (tab. 1).

Unikalna struktur¢ cukrowa ma lipid A Rhizobium
leguminosarum, bowiem redukujaca reszta glukozaminy za-
stapiona jest kwasem 2-amino-2-deoksyglukonowym [6].

Disacharyd lipidu A jest potaczony z hydrofilowymi pod-
stawnikami, ktére w znacznym stopniu determinujg hetero-

genno$¢ tego komponentu LPS, tym bardziej Zze moga one
wystgpowac w ilosciach niestechiometrycznych. U wielu
bakterii Gram-ujemnych rdzen cukrowy lipidu A w pozy-
cjach 114’ jest ufosforylowany. Te grupy funkcyjne moga
by¢ podstawione etanoloaming (Porphyromonas gingivalis
[51,98], Campylobacter jejuni [63]), fosfoetanoloami-
na (Rhodobacter capsulatus [48], Moraxella catarrhalis
[58], Neiseria meningitidis i Salmonella typhimurium (ryc.
6) [103]), grupa metylowa (Leptospira interrogans [70]),
4-amino-4-deoksy-L-arabinoza (Salmonella typhimurium
(ryc. 6), Pseudomonas aeruginosa (ryc. 7) [103], D-ara-
binofuranoza (Yersinia pestis [17], Rhodospirillum tenue
[101]), lub dodatkowa — trzecia reszta glukozaminy
(Chromobacterium violaceum [26]).

W lipidach A niektérych bakterii (Aquifex pyrophilus [67],
Rhizobium leguminosarum [6], Bdellovibrio bacteriovorus
[87]) w pozycjach 114’ disacharyd nie jest ufosforylowany,
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lecz bezposrednio podstawiony dodatkowymi resztami weg-
lowodanowymi, np. kwasem galakturonowym, 4-aminoara-
binoza lub mannoza (tab. 1). W lipidzie A Rhodomicrobium
vannielii [32], Rhodopseudomonas acidophila, Chromatium
vinosum, Thiocapsa roseopersicina wystgpuje mannoza
[60], a u fotosyntetyzujacej bakterii Rhodocyclus tenuis
dodatkowa czasteczka GIcN [101].

Badania Kawahary i wsp. [43] nad struktura lipidu A bak-
terii Yersinia pestis wykazaty, ze rodzaj hydrofilowych
podstawnikéw zalezy od temperatury, w ktérej hodowano
mikroorganizmy. W 37°C szkielet cukrowy lipidu A tych
drobnoustrojéw przy C4’ jest podstawiony reszta fosfora-
nowa, a w 27°C fosfo-4-amino-4-deoksy-L-arabinozg (tab.
1). Dalla Venezia i wsp. [17] analizujac sktad chemiczny en-
dotoksyn wspomnianych mikroorganizméw zidentyfikowa-
li rézne podstawniki komponentu cukrowego lipidu A przy
zastosowaniu odmiennych metod ekstrakcji LPS. Badane
heteropolimery izolowane metoda Westphala i wsp. [110]
przy atomie C1 redukujacej GlcN byty podstawione fosfo-
D-arabinofuranoza, natomiast ekstrahowane procedura wg
Galanosa i wsp. [21] — pirofosfoetanoloamina.

Migdzygatunkowe zréznicowanie strukturalne lipidu A do-
tyczy takze stopnia podstawienia komponenty disachary-
dowej kwasami tluszczowymi, ich rozmieszczenia oraz ro-
dzaju reszt acylowych. W tabeli 2 zestawiono te informacje
w odniesieniu do glukozaminylo-glukozaminowych lipi-
déw A wybranych bakterii Gram-ujemnych.

Ze wzgledu na stopieni podstawienia kwasami ttuszczowy-
mi disacharydu lipidu A wyréznia si¢ triacylowany lipid
A (Porphyromonas (Bacteroides) gingivalis) [65], tetraacylo-
wany lipid A (Francisella tularensis) [106], pentaacylowany

lipid A (Rhodobacter capsulatus [48], Rhodopseudomonas
sphaeroides (ryc. 8) [73,95], Pseudomonas aeruginosa
[50], Bacteroides fragilis [108]), heksaacylowany lipid
A (Escherichia coli [88], Salmonella typhimurium [74],
Haemophilus influenzae [28], Providencia rettgeri [3],
Neisseria gonorrhoeae [96], N. meningitidis [48]), hepta-
acylowany lipid A (Proteus mirabilis) [89]. Lipidy A zawie-
rajace parzysta liczbg kwaséw moze cechowaé symetrycz-
ne (Comamonas testosteroni: 3+3 [35]) lub asymetryczne
(Haemophilus influenzae: 4+2 [28]) ich rozmieszczenie.
Zazwyczaj kwasami thuszczowymi zwigzanymi bezposrednio
ze sktadnikiem cukrowym sa 3-hydroksy- lub 3-oksokwa-
sy (Rhodopseudomonas sphareoides (ryc. 8), Rhodobacter
capsulatus) [48,71,73,84], cho¢ disacharyd w lipidach A nie-
ktérych bakterii moze by¢ podstawiony przy C3, 3* kwasa-
mi 16:01 15:0 (Coxiella burnetii) [102] lub 14:0 (Chlamydia
trachomatis) [82]. Dla struktury chemicznej lipidu A mi-
kroorganizméw z rodzaju Chlamydia jest charakterystycz-
na obecno$¢ zwiazanych estrowo ze sktadnikiem cukrowym
kwasow tluszczowych niemajacych grup hydroksylowych
[27,114]. W lipidzie A identyfikowane sg takze kwasy 2-
hydroksy, takie jak np. u Chromobacterium violaceum
(12:0(20H)) [111], Salmonella minnesota (14:0(20H)) [72],
kwasy w formie izo- u Flavobacterium meningosepticum
(i15:0) [41,100], Bacteroides fragilis (i15:0) [108] i kwa-
sy nienasycone, np. u Rhodobacter sphareoides (14:1)
[73,84], R. capsulatus (12:1) [48]. W grupie tej moz-
na takze znalez¢ dlugotaiicuchowe hydroksykwasy, takie
jak 30:0(290H) lub 28:0(270H) u Sinorizobium meliloti
[18,85]. W lipidzie A bakterii Agrobacterium tumefaciens
wystepuje kwas 28:0(270H), ktérego grupa hydroksylo-
wa podstawiona jest kwasem 4:0(30H). Oprdcz migdzy-
gatunkowego zréznicowania profilu kwaséw ttuszczowych
lipidu A, u bakterii Marinomonas vaga [47], Pectinatus
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Tabela 2. Rodzaj reszt acylowych i sposdb ich rozmieszczenia w rdzeniu glukozaminylo-glukozaminowym lipidu A bakterii Gram-ujemnych

GleN I GIcN |
Gatunek bakterii Lit.
3 2 3 2
Heptaacyl
Salmonella minnesota 14:0[30-14: 0(20H)] 14:0[30-12: 0] 14: 0(30H) 14:0[30-16: 0] [72]
Proteus mirabilis 14:0[30-14: 0] 14:0[30-14: 0] 14: 0(30H) 14:0[30-16: 0] [89]
Moraxella catarrhalis 12: 0(30H) 12:0[30-10: 0] 12:0[30-10: 0] 12:0[30-12: 0] [58]
Pantoea agglomerans 14:0[30-14: 0] 14:0[30-12: 0] 14: 0(30H) 14:0[30-16: 0] [104]
Klebsiella pneumoniae 14:0[30-14: 0] 14:0[30-14: 0] 14: 0(30H) 14:0[30-16: 0] [91]
Klebsiella oxytoca 14:0[30-14:0] 14:0[30-12: 0] 14: 0(30H) 14:0[30-16: 0] [91]
Heksaacyl
Haemophilus influenzae 14:0[30-14: 0] 14:0[30-14: 0] 14: 0(30H) 14: 0(30H) [28]
Neisseria meningitidis 12:0(30H) 14:0[30-12: 0] 12:0(30H) 14:0[30-12: 0] [49]
Neisseria gonorrhoeae 12:0(30H) 14:0[30-12: 0] 12: 0(30H) 14:0[30-12: 0] [68]
Adtinobacilus 14:0030-14: 0] 14:0030-14:0] 14:030H) 14:030H) [59]
actinomycetemcomitans
Haemophilus ducreyi 14:0[30-14: 0] 14:0[30-14: 0] 14: 0(30H) 14: 0(30H) [61]
. o 13:0[30-11: 0] 13:0[30-11: 0] 13:0(30H) 13:0(30H)
Pectinatus cerevisiiphilus [30]
13:0[30-11:0] 13:0[30-13:0] 13: 0(30H) 13: 0(30H)
13:0[30-11:0] 13:0[30-11:0] 13: 0(30H) 13: 0(30H)
Pectinatus frisingensis [30]
13:0[30-11: 0] 13:0[30-13:0] 13: 0(30H) 13: 0(30H)
10: 0(30H) 12:0[30-12:0] 10: 0(30H) 12:0[30-12: 0]
Chromobacterium violaceum [1,11]
10: 0(30H) 12:0[30-12: 0(20H)] 10: 0(30H) 12:0[30-12: 0]
Comamonas testosteroni 10: 0(30H) 10:0[30-12: 0] 10: 0(30H) 10: 0[30-14: 0] [35,99]
Plesiomonas shigelloides 12:0[30-12: 0] 14:0[30-14: 0] 12: 0(30H) 14: 0(30H) [56]
Rhodospirillum fulvum 14:0[30-12: 0] 14: 0[30-16: 0] 14:0 14:0(30H) [75,86]
, 10: 0(30H) 10: 0[30-12: 0] 10: 0(30H) 10:0[30-12: 0]
Rhodocyclus gelatinosus n2]
10: 0(30H) 10: 0[30-12: 0] 10: 0(30H) 10: 0[30-14: 0]
Pentaacyl
Bordetella pertussis 14:0(30H) 14:0[30-14: 0] 10: 0(30H) 14: 0(30H) [14]
Porphyromonas (Bacteroides) fragilis 16: 0(30H) i17: 0[30-i15: 0] 15: 0(30H) 16: 0(30H) [108]
R o 14: 0(30H) 16: 0[30-30: 0(290H)]* 14: 0(30H) 16: 0(30H) [85]
Sinorhizobium meliloti
14: 0(30H) 18: 0[30-28: 0(270H)]* 14: 0(30H) 18: 0(30H) [18]
Agrobacterium tumefaciens 14: 0(30H) 18: 0[.30_28: 0(270- 14: 0(30H) 16: 0(30H) [90]
4:0(30H))]
Rhodopseudomonas sphaeroides 10: 0(30H) 14:0[30-14: 1] 10: 0(30H) 14:0(3=0) [73,84,95]
Rhodobacter capsulatus 10: 0[30-12: 1] 14:0(3=0) 10: 0(30H) 14:0(3=0) (48]
Chlamydia trachomatis 14:0 20:0[30-18:0] 14:0 20: 0(30H) [82]
Flavobacterium meningosepticum 16:0(30H) i17:0[30-i15: 0] i15: 0(30H) i17: 0(30H) [41,100]
Aquifex pyrophilus 14:0[30-18: 0] 16: 0(30H) 14: 0(30H) 16: 0(30H) [67]
10: 0[30-10: 0] lub
Marinomonas vaga 10: 0[30-10: 0(30H)] 10: 0(30H) 10: 0[30-12: 0] lub [47]
10:0[30-12: 1]
Pseudoalteromonas haloplanktis ~ 12:0[30-12: 0] 12: 0(30H) 12: 0(30H) 12: 0(30H) [16]
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Tabela 2 c.d. Rodzaj reszt acylowych i sposéb ich rozmieszczenia w rdzeniu glukozaminylo-glukozaminowym lipidu A bakterii Gram-ujemnych

GlcN I GIcN |
Gatunek bakterii Lit.
3 2 3 2
Tetraacyl
) . . . 16: 0(30H) lub 16: 0(30H) lub
Francisella tularensis 18:0[30-14: 0] 18: 030H) 18: 0(30H) [6,10]
) N ) ) 16: 0(30H) lub . 16: 0(30H) lub
Coxiella burnetii 16:01ub 15:0 116: 030H) 16:0 16 030H) [2,10]
Heptaacyl/heksaacyl
14:0[30-12: 0] 14:0[30-12: 0] 14: 0(30H) 14: 0[30-16: 0]
Erwinia carotovora [19]
14:0[30-12: 0] 14:0[30-12: 0] 14: 0(30H) 14: 0(30H)
14:0[30-14: 0] 14:0[30-14: 0] 14: 0(30H) 14:0[30-16: 0]
Providencia rettgeri (3]
14:0[30-14: 0] 14:0[30-14: 0] 14: 0(30H) 14: 0(30H)
Heksaacyl/pentaacyl
12: 0(30H) 14:0[30-12: 0] 12: 0(30H) 14:0[30-12: 0]
Neisseria gonorrhoeae [96]
12: 0(30H) 14:0[30-12: 0] 12: 0(30H) 14: 0(30H)
10: 0(30H) 12:0[30-12: 0(20H)] 10: 0(30H) 12:0[30-12: 0(20H)]
Pseudomonas reactans [92]
12:0[30-12: 0(20H)] 10: 0(30H) 12:0[30-12: 0(20H)]
10: 0(30H) 12:0[30-12: 0(20H)] 10: 0(30H) 12:0[30-12: 0(20H)]
Pseudomonas aeruginosa [50]
10: 0(30H) 12:0[30-12: 0(20H)] 12:0[30-12: 0(20H)]
Heksaacyl/tetraacyl
1S 16: 0[30-14:0] 18:0[30-18:0] 16: 0(30H) 18: 0(30H)
Helicobacter pylori 16:0[30-12: 0] 18:0[30-18:0] 16: 0(30H) 18: 0(30H) [62]
R-LPS 18:0[30-18:0] 16: 0(30H) 18: 0(30H)
27°C 14:0[30-12: 0] 14:0[30-16: 1] 14:0(30H) 14: 0(30H)
Yersinia pestis [43]
37°C 14: 0(30H) 14: 0(30H) 14: 0(30H) 14: 0(30H)
Pentaacyl/tetraacyl
14:0(30H) 16:0[30-14: 0] 14: 0(30H) 16: 0(30H)
Burkholderia caryophylli [91]
16: 0[30-14: 0] 14: 0(30H) 16: 0(30H)
Pentaacyl/triacyl
Porphyromonas (Bacteroides) i15: 0(30H) i17:0[30-16: 0] 16: 0(30H) 17: 0(30H) [51,98]
gingivalis - i17:0[30-16: 0] - i17:0(30H) [65]

*Hlub 4: 0(30H);

4: 0(30H) — kwas 3-hydroksybutanowy (kwas 3-hydroksy mastowy), 10: 0(30H) — kwas 3-hydroksydekanowy (kwas 3-hydroksykaprynowy),

11: 0 — kwas undekanowy, 12: 0 — kwas dodekanowy (kwas laurynowy), 12: 0(30H) — kwas 3-hydroksydodekanowy (kwas 3-hydroksylaurynowy),
12: 1 - kwas dodecenowy, 13: 0 — kwas tridekanowy, 13: 0(30H) — kwas 3-hydroksytridekanowy, 14: 0 — kwas tetradekanowy (kwas mirystynowy),
14: 0(30H) — kwas 3-hydroksytetradekanowy (kwas 3-hydroksymirystynowy), 14: 0(20H) — kwas 2-hydroksytetradekanowy (kwas 2-
-hydroksymirystynowy), 14: 0(3=0) — kwas 3-oksotetradekanowy (kwas 3-oksomirystynowy), 15: 0 — kwas pentadekanowy,

15: 0(30H) — kwas 3-hydroksypentadekanowy, i15: 0 — kwas 13-metylotetradekanowy (kwas 13-metylomirystynowy), i15: 0(30H) — kwas 3-
-hydroksy-13-metylotetradekanowy, 16: 0 — kwas heksadekanowy (kwas palmitynowy), 16: 0(30H) — kwas 3-hydroksyheksadekanowy (kwas 3-
-hydroksypalmitynowy), i16: 0(30H) — kwas 3-hydroksy-14-metylopentadekanowy, i17: 0(30H) — kwas 3-hydroksy-15-metyloheksadekanowy
(kwas 3-hydroksy-15-metylopalmitynowy), 18: 0(30H) — kwas 3-hydroksyoktadekanowy (kwas 3-hydroksystearynowy), 28: 0(270H) — kwas 27-
-hydroksyoktakozanowy, 30: 0(290H) — kwas 29-hydroksytriakontanowy.
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Ryc. 9. Modyfikacje hydrofilowej komponenty lipidu A a aktywno$¢ biologiczna bakteryjnych endotoksyn, na przyktadzie zmian strukturalnych
w lipidzie A £. coli wraz ze wspétczynnikami okreslajacymi stopier zmniejszenia aktywnosc zmodyfikowanego lipidu A w odniesieniu do

kompletnej struktury tego komponentu LPS [77]

cerevisiiphilus i P. frisingensis [30], Francisiella tularensis
[106] czy Helicobacter pylorii [62] stwierdzono réwniez
heterogennos¢ migdzyszczepowa. Kawahara i wsp. [43]
badajac strukture lipidu A bakterii Yersinia pestis wyka-
zali, ze 1lo§¢ kwasow tluszczowych w tej strukturze moze
zaleze¢ od temperatury, w ktérej namnazano mikroorga-
nizmy (tab. 2).

Lipid A Rhizobium etli cechuje wyjatkowa struktura — glu-
kozamina jest potaczona z kwasem 2-amino-2-deoksyglu-
konowym, a reszta hydroksyacylowa przy grupie aminowe;j
tego cukru podstawiona jest kwasem 27-hydroksyoktako-
zanowy (28:0(270H)) [69]. Ten dlugotaiicuchowy hydro-
ksykwas zidentyfikowano takze w lipidzie A Brucella sp.
i Sinorhizobium [8,18] oraz Agrobacterium tumefaciens
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Ryc. 10. Wptyw modyfikagji strukturalnych hydrofobowej sktadowej lipidu A na aktywnos¢ biologiczng bakteryjnych endotoksyn na przyktadzie
zmian strukturalnych w lipidzie A E. coli wraz ze wspétczynnikami okreslajacymi stopien zmniejszenia aktywnosci zmodyfikowanego lipidu

A w odniesieniu do kompletnej struktury tej czesci LPS [77]

[90]. W lipopolisacharydach stwierdzono réwniez obec-
no$¢ innych dtugotaiicuchowych kwaséw ttuszczowych, np.
u Pseudomonas carboxydovorans i Bradyrhizobium lupini
26:0(250H) [5], u Rhodopseudomonas palustris i Rhizobium
tropici 29:0(280H) [5,25]. Reszty acylowe zawierajace ponad
20 atoméw wegla zidentyfikowano takze u bakterii Legionella
bozemanii, L. longbeachae, L. feeleii, L. hackeliae, L. jordanis
[93,94] oraz Chlamydia trachomatis i Chlamydophila psittaci
[27]. W lipidach A niektdrych bakterii obecne sa kwasy thusz-
czowe zawierajace wigcej niz jedna grupe hydroksylowa, np.
i14: 0(2,3diOH) i 14: 0(2,3diOH) u Legionella pneumophila
[112]. W lipidzie A moga takze wystgpowaé kwasy niena-
sycone, bowiem u Phenylobacterium immobile zidentyfiko-
wano 12:1°(30H) [109], a u Rhodospirillum salinarum 40
— kwas cis18:1" [75].

STRUKTURA CHEMICZNA LIPIDU A A JEGO FUNKCJA BIOLOGICZNA

Unikatowa struktura lipidu A odzwierciedla jego swoista
role w aktywnosci biologicznej LPS, stanowigc centrum
toksycznosci tej makroczasteczki [40]. Zaleznos¢ aktyw-

nosci biologicznej lipopolisacharydu od jego struktury
chemicznej przedstawiono na ryc. 9 i 10.

Petng aktywnos¢ endotoksyczng wykazuje lipid A bakterii
E. coli lub jego syntetyczne analogi o zblizonej strukturze.
Jest to uwarunkowane podstawieniem glukozaminylo-glu-
kozaminy szescioma resztami acylowymi, rozmieszczony-
mi tak jak w lipidzie A E. coli (ryc. 3) oraz potaczeniem
tego komponentu LPS z jedna reszta Kdo. Jakiekolwiek od-
stepstwa od tej struktury skutkuja zmniejszeniem endotok-
sycznosci czasteczki. Monosacharydowe pochodne (z jed-
na reszta heksozaminy), bedace syntetycznymi analogami
lipidu A, nie wykazuja aktywnosci biologicznych lub maja
tylko niektére z nich. Struktury odpowiadajace tylko niere-
dukujacej czesci lipidu A moga pobudzaé komorki do wy-
twarzania TNF-o i IL-1, ale nie sg pirogenne [81].

Na obnizenie aktywnosci biologicznej LPS ma wptyw zmniej-
szenie ilosci podstawnikéw acylowych [55,77]. Lipidy A o pig-
ciu lub siedmiu podstawnikach acylowych sg stukrotnie mniej
aktywne niz struktura o szesciu takich resztach, a tetraacy-
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lowany lipid A jest prawie nieaktywny biologicznie. Lipidy
A o dwdch lub czterech resztach kwaséw tluszczowych sa stab-
szymi inhibitorami wigzania LPS przez makrofagi niz struk-
tury heksaacylowane, takie jak lipid A E. coli. Deacylowany
lipid A jest pod tym wzgledem nieaktywny. Obecnos¢ kwa-
séw tluszczowych potaczonych amidowo z disacharydem
powoduje antygenowe, lecz nie pirogenne wlasciwosci tego
komponentu LPS. Podstawienie grup hydroksylowych resz-
tami acetylowymi lub bursztynylowymi nie ma wptywu na
aktywnos$¢ biologiczng lipidu A [97]. Liczba kwaséw thusz-
czowych prawdopodobnie pelni istotng rolg w aktywacji ko-
morek do wydzielania cytokin. Acylowany 4 resztami lipid
A nie stymuluje ludzkich monocytéw do wytwarzania IL-1,
IL-6 1 TNF-o, a z 7 kwasami ttuszczowymi (S. minnesota, C.
violaceum) jest mniej aktywny niz lipid A E. coli.

Aktywnos¢ biologiczna lipidu A warunkuje nie tylko licz-
ba i rodzaj kwasow ttuszczowych, lecz takze ich rozmiesz-
czenie w tej strukturze [80,86]. Reszty acylowe moga by¢
rozmieszczone symetrycznie, np. w lipidach A bakterii
Chromobacterium violaceum [26], Neisseria meningitidis,
N. gonorrhoeae [111], lub w bardziej aktywnej postaci asy-
metrycznej, syntetyzowanej przez bakterie Escherichia coli,
Salmonella sp., Haemophilus influenzae, Providencia retgerii,
Moraxella catarrhalis [58], Bacteroides fragilis [108].

PismiENNICTWO

Na aktywnos¢ endotoksyny ma takze wptyw obecnos¢ reszt
fosforanowych oraz ich liczba. Rietschel i wsp. [77] twier-
dza, ze im mniej reszt fosforanowych zawiera czasteczka
lipidu A, tym mniejsza wykazuje on aktywnos¢. Tezg te
potwierdza niewielka aktywnos¢ biologiczna endotoksy-
ny Francisella tularensis, ktérej lipid A pozbawiony jest
grup fosforanowych [106].

Ponadto, konformacja lipidu A ma wplyw na wtasciwo-
$ci biologiczne lipopolisacharydu. Najwigksza aktywnos¢
biologiczng wykazuje lipid A o stozkowatym ksztalcie,
wystepujacy w podwdjnie ufosforylowanych heksaacylo-
wych czasteczkach lipidu A z asymetrycznym ulozeniem
kwasow ttuszczowych na resztach glukozaminy. Tym sa-
mym struktura ta ma wigksza czg$¢ hydrofobowa niz hy-
drofilowa, a wigc wigkszy kat odchylenia szkieletu gluko-
zamin od powierzchni tworzonej przez kwasy ttuszczowe
(>45°). Monofosforan heksaacylowego lipidu A ma mniej-
szy kat nachylenia, dlatego ksztatt jego struktury zmienia
si¢ w bardziej cylindryczny, zmniejszajac tym samym ak-
tywnos¢ biologiczna czasteczki. Natomiast catkowicie po-
zbawione wtasciwosci toksycznych sa lipidy A o ksztalcie
cylindrycznym majace cztery, pie¢ lub symetrycznie roz-
mieszczonych szes¢ reszt acylowych o kacie nachylenia
mniejszym niz 25° [55].
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