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AKTYWNOSC BIOLOGICZNA LIPOPOLISACHARYDU
BAKTERYJNEGO

Celem prezentowanej pracy jest przedstawienie struktury i aktywnosci biologicznej
endotoksyny bakteryjnej. Endotoksyna (lipopolisacharyd, LPS) jest gtdwnym sktad-
nikiem btony zewnetrznej $ciany komoérkowej bakterii Gram-ujemnych. LPS skiada
sie z dwoch czesci: hydrofobowego lipidu A i hydrofilowego tancucha polisachary-
dowego, posiadajacych odmienng budowe chemiczng i rézne wiasciwosci fizyczne.
Toksyczna aktywno$¢ LPS jest glownie zwigzana z czeécig lipidowg. LPS zdolny
jest do aktywowania uktadu immunologicznego poprzez dziatanie na komorki
immunologicznie kompetentne: gtéwnie monocyty, makrofagi, granulocyty, ale takze
na ptytki krwi i komadrki $rédbtonka. Powoduje uwalnianie mediatoréw zapalnych:
eikozanoidéw, cytokin, chemokin, czasteczek adhezyjnych, reaktywnych wolnych
rodnikéw, czynnika aktywujacego ptytki (PAF) i tlenku azotu NO'. LPS zdolny jest
do wiagzania si¢ z osoczowymi lipoproteinami o duzej gestosci (HDL) i biatkiem
wigzacym lipopolisacharyd (LBP). Taki kompleks ma duze powinowactwo do
receptora CD 14 obecnego na leukocytach, monocytach i makrofagach i powoduje
aktywacje tych komoérek indukujac stany patofizjologiczne, takie jak zapalenie czy
szok septyczny, prowadzace nawet do $mierci. Konsekwencje zakazenia makroor-
ganizmu wynikajag nie tylko z toksycznej aktywnos$ci LPS, ale takze zalezg od
uruchomienia mechanizméw obronnych gospodarza.

WSTEP
Budowa lipopolisacharydu

Endotoksyny bakteryjne (lipopolisacharydy, LPS) sg integralng czesScig
Sciany komorkowej bakterii Gram-ujemnych [1, 2], Komoérki tych bakterii
okryte sa specyficzng dla nich blong zewnetrzng petnigcg wiele istotnych
funkcji i odpowiedzialng za znacznie mniejszg, niz w przypadku bakterii
Gram-dodatnich, wrazliwo$¢ na czynniki antybakteryjne. Czasteczki en-
dotoksyn tworzg sztywng ostonke na powierzchni wytwarzajgcych je bakterii
uniemozliwiajgc  wnikanie antybiotykéw  zwalczajgcych  zakazenie.



Ze wzgledu na swoje zewngtrzkomorkowe wystepowanie, LPS oddziatuje
z komorkami uktadu immunologicznego organizmow wyzszych, ktére
dzieki charakterystycznej strukturze endotoksyny rozpoznajg wnikajgce
drobnoustroje [3, 4]. Og6lny plan budowy lipopolisacharydow pochodza-
cych z roznych rodzajow bakterii Gram-ujemnych wykazuje duze podo-
bieAstwo, co pozwala na schematyczne przedstawienie struktury tych
zwigzkow.

Z chemicznego terminu lipopolisacharyd wynika, ze endotoksyna bak-
teryjna jest heteropolimerem zbudowanym z czesci lipidowej i z czeSci
polisacharydowej [3-5], Hydrofobowg cze$¢ lipidowg stanowi tzw. lipid A,
w sktad ktérego wchodzi dwusacharyd, zwykle glukozoamino-glukozoami-
nowy podstawiony dwiema resztami fosforanowymi przypadajgcymi po
jednej na kazdy monosacharyd (w pozycjach 4’ i 1) oraz acylowany
resztami kwasOw ttuszczowych. Lipidy A pochodzace z roznych bakterii
Gram-ujemnych ro6znig sie zwykle wzorem podstawienia kwasow thlusz-
czowych, a czasami takze diugoscig reszt kwasowych oraz rodzajem wy-
stepujagcego w lipidzie A dwusacharydu [3, 4]. Lipid A utrzymuje LPS
w $cianie komorki bakteryjnej, gdyz jest wbudowany do zewnetrznej wars-
twy $ciany komodrkowej tych drobnoustrojow [1, 5], Ponadto lipid A,
bedacy najbardziej konserwatywng cze$ciag LPS, odpowiedzialny jest za
toksyczne wiasciwosci endotoksyny oraz jej wielorakg aktywno$¢ biologi-
czng. Fragment polisacharydowy moze wykazywa¢ pewien modulujgcy
wptyw na wilasciwosci czesci lipidowej, np. poprzez zmiane ptynnosci
kwasow tluszczowych lipidu A [1, 3, 4],

Lipid A #3aczy sie z czescig wielocukrowg poprzez reszty kwasu Kdo
(2-keto-3-deoksyoktonowego COOII-CO-CH2-(CHOH)4-CH20H). Cze$¢ ta
zbudowana jest z dwéch, syntezowanych oddzielnie i réznigcych sie budowg
chemiczng fragmentdéw cukrowych: rdzenia i tancucha O-swoistego. Bezpo-
Srednio z lipidem A 1iaczy sie tzw. oligosacharyd rdzeniowy, w ktérym
wyrdznia sie region wewnetrzny i region zewnetrzny. Region wewnetrzny
zawiera kwas Kdo oraz roznego typu heptozy, stad tez nazywa sie go
regionem heptozowym, natomiast fragment zewnetrzny, ze wzgledu na
wystepowanie w nim cukrow 6 weglowych, nazywa sie regionem heksozowym.
Region zewnetrzny potgczony jest z czescig O-swoistg LPS (tzw. antygenem
O-swoistym). Oligosacharydy O-swoiste poszczegolnych rodzajow bakterii
wykazujg ogromng roznorodno$¢ strukturalng, rdznigc sie zaréwno typem
wystepujgcych monosacharydow jak i catkowitg diugoscig tancuchow. tan-
cuchy O-swoiste zawierajg od dwdch do oSmiu reszt cukrowych tworzacych
jednostki powtarzajgce sie. Ich iloé¢ moze dochodzi¢ nawet do 40. Region
O-swoisty wykazujagcy bardzo duzg zmienno$¢ odpowiedzialny jest za
swoisto$¢ antygenowga bakterii [4],



Wiasciwosci lipopolisacharydu

Badania dotyczace wiasciwosci endotoksyn bakteryjnych prowadzone sg
juz od wielu dziesigtk6w lat, a ich poczatek siega konca XIX w., kiedy to
Robert Koch stwierdzit, ze kazda choroba zakazna wywotywana jest przez
specyficzny drobnoustr6j. Obecnie wiadomo, ze substancjami chorobotwor-
czymi pochodzenia bakteryjnego sg toksyny odpowiedzialne za liczne objawy
choréb zakaznych. Ws$réd nich wydzielono z kolei endotoksyny, ktérych
wystepowanie charakterystyczne jest dla wszystkich bakterii Gram-ujemnych.

Postep w dziedzinie analizy chemicznej, jaki nastgpit w potowie XX w.,
pozwolit prowadzi¢ doktadne badania nad naturg endotoksyn i okresli¢
skomplikowang strukture tych zwigzkéw. Wykryto, ze wszystkie endotoksyny
pochodzace z rd6znorodnych rodzajéw bakterii stanowig modyfikacje tej
samej czasteczki. Jednak aby w peini zrozumie¢ mechanizm dziatania
endotoksyn nalezato jeszcze wyjasni¢ szereg szczeg6tow dotyczacych ich
chemicznej budowy. W toku badahn prowadzonych w ciggu ostatnich lat
wyjasniono wiele niezwyktych cech endotoksyn bakteryjnych. Wiadomo juz,
ze endotoksyny to czasteczki potencjalnie bardzo szkodliwe dla zdrowia
cztowieka, a czesto nawet zagrazajgce jego zyciu. Sg wytwarzane m. in.
przez bakterie, ktdre wywotujg cholere, dzume, Kkrztusiec, czy zapalenie
opon moézgowo-rdzeniowych [1, 3],

Obecne w organizmie endotoksyny wywotujg szerokg game oddziatywan
biologicznych. Zdolne sa do indukowania zaréwno fizjologicznych jak
i morfologicznych zmian w wielu tkankach. Za najbardziej negatywne
efekty dziatania LPS mozna uznaé¢ jego zdolno$é do wywotywania u ludzi
i zwierzat takich objawéw chorobowych jak dreszcze, podwyzszenie tem-
peratury ciala, objawy grypopodobne oraz indukowanie szoku septycznego
zwigzanego z zaburzeniami krazenia, ktdre prowadzg do powstania we-
wnatrznaczyniowego rozsianego wykrzepiania (DIC) i do nieprawidtowego
funkcjonowania narzagdéw catego ciata, a w konsekwencji nawet do $mierci
[1, 2, 6-8],

Objawy dziatania LPS zalezg od gatunku zakazonego zwierzecia oraz
od szczepu bakteryjnego bedgcego dawcag endotoksyny. Moga one obejmowac
zardbwno odczyn uogOlniony jak i miejscowy: leukopenie z nastepujaca
leukocytozg, hiperglikemie, nadci$nienie piucne, krwawienie, catkowite wy-
czerpanie organizmu, a takze nekroze komorek szpiku kostnego oraz
somnogenno$¢. Lipopolisacharyd bakterii Gram-ujemnych jest gtéwng przy-
czyng posocznicy, ktérej powiktaniem jest szok endotoksyczny koficzacy sie
w wielu przypadkach $miercig [3, 9],

Te same czasteczki endotoksyn, ktore sg zagrozeniem zycia ludzkiego,
bywajg jednocze$nie bardzo pozyteczne dla cztowieka. Stymulujagc uktad



immunologiczny, aktywujac klasyczng i alternatywng droge dopeiniacza
oraz czynnik Hagemana, czy tez dziatajac nekrotycznie na komoérki nowo-
tworowe, LPS zwieksza ogdlng odporno$é organizmu na zakazenia bakteryjne
i wirusowe oraz na procesy nowotworowe [3].

Aby zrozumieé¢, w jaki sposéb endotoksyny moga dawac tak przeciw-
stawne efekty, nalezy pozna¢ i wyjasni¢ mechanizm ich dziatania. Wielo-
raka aktywnos$¢ bakteryjnych lipopolisacharydow nic jest jeszcze catkowi-
cie wyjasniona, ale obecnie wiadomo juz, ze endotoksyna, aby o0sagnac
swoj biologiczny efekt, musi by¢ uwolniona z powierzchni komdrki bak-
teryjnej. Zjawisko to zachodzi zar6wno w trakcie podziatéw bakteryjnych
jak i w chwili $mierci bakterii. Uwalniane z powierzchni bakterii czgste-
czki endotoksyn nie zabijaja komorek organizmu, ani tez nie wywotujg
bezposredniej odpowiedzi. Dziatanie LPS zwigzane jest przede wszystkim
z pobudzaniem komorek gospodarza do wydzielania réznorodnych media-
torow zapalnych. Mediatory te uwalniane sg w wyniku oddziatywania
LPS z komérkami fagocytarnymi, komdrkami S$rédbtonka naczyn krwio-
no$nych oraz z pitytkami krwi [1, 10]. Do komérek aktywowanych przez
endotoksyne naleza gtéwnie makrofagi, a takze monocyty i granulocyty.
Te obronne komdrki organizmu w wyniku dziatania LPS wydzielajg wiele
roznorodnych czasteczek okreslanych jako mediatory zapalne, ktére wy-
wotujg i wzmacniajg swoistg i nieswoista odpowiedz immunologiczng gos-
podarza [1, 3, 9, 11, 12]. Lipopolisacharyd wykazuje takze aktywnos¢
mitogenng wobec limfocytdw B. Bedac antygenem grasiczoniezaleznym
wzmaga m. in. aktywno$¢é komdrek NK wobec syngenicznych i allogenicz-
nych komdrek nowotworowych [1, 3]. Dziata réwniez na leukocyty oboje-
tnochtonne i zasadochtonne, uwalniajagc z nich czynnik aktywujacy ptytki
(PAF) [1, 13],

Lipopolisacharyd wykazuje rowniez aktywno$¢ biologiczng, ktéra nie
jest zwigzana z posrednictwem mediatorow zapalnych. Ma on bowiem
zdolno$¢ aktywowania klasycznej drogi dopeiniacza poprzez bezpoSrednie
wigzanie lipidu A do czynnika Cl, a takze przez kompleks LPS-przeciwciato.
Ponadto, zupeinie niezaleznie, LPS moze aktywowac alternatywng droge
komplementu poprzez tancuch O-swoisty oraz rdzeniowg czes¢ polisacharydu
[1, 3]. Uruchomienie kaskady komplementu przez LPS powoduje aktywacje
czynnika C5, ktéry jako aktywna anafilotoksyna Cb5a stymuluje serie reakcji
zapalnych prowadzacych do uszkodzenia naczyn krwionosnych i wzrostu
ich przepuszczalnos$ci. C5a aktywuje komdrki zapalne (neutrofile, makrofagi,
bazofile i ptytki krwi) do produkcji cytokin zapalnych, powoduje wybuch
tlenowy neutrofiléow i uwalnianie wolnych rodnikéw oraz wydzielanie
serotoniny i histaminy przez ptytki krwi [1].

Bez udziatu mediatorow zapalnych LPS uczestniczy w procesach krzep-
niecia krwi. W ukladzie wewnatrzpochodnym LPS aktywuje czynnik XII,



natomiast pozanaczyniowo uwalnia z monocylow i komdrek S$rodbtonka
czynnik tkankowy, co w obu przypadkach rozpoczyna kaskade krzepniecia
krwi [1, 3, 6],

DZIALANIE EPS POPRZEZ MEDIATORY ZAPALNE

Aktywacja makrofagow, granulocytow i monocytow wigze sie z wy-
dzielaniem przez te komarki czasteczek przekaznikowych zwanych mediatorami
zapalnymi. Mediatorami moga by¢ takie zwigzki chemiczne jak: peptydy,
biatka, lipidy oraz wolne rodniki. Dziatajg one jednoczes$nie lub w od-
powiedniej kolejnosci wywotujac szereg réznorodnych efektdw biologicznych.
Mediatory uczestniczg w dziataniu LPS dziatajgc lokalnie w miejscu uwolnienia
lub rozprzestrzeniajac sie wraz z krazacg krwig [14-17],

Objawy szoku septycznego, do ktérego dochodzi w wyniku zakazenia
bakteriami Gram-ujemnymi sg skutkiem aktywacji monocytéw, makrofagdéw,
i granulocytdw wielojgdrzastych. W wyniku tej aktywacji uwalniane sg
cytokiny prozapalne, enzymy, eikozanoidy i czynniki prokoagulacji. Do
cytokin wydzielanych przez pobudzone endotoksyng komorki naleza: inter-
leukiny (IL-1, IL-6, IL-8), interferon y(IFN-y) i czynnik martwicy nowotworu
(TNF-a) - gtéwny mediator zapalny odpowiedzialny za rozwdj ostrych
reakcji zapalnych w szoku septycznym [1, 7, 9, 12, 14, 18]. Sg to zwigzki
0 budowie polipeptydow lub glikopolipeptydéw odpowiedzialne za iniekcje
1 stany zapalne z podwyzszong temperaturg ciata, sennos$¢ i jadtowstret,
schorzenia immunologiczne i procesy nowotworowe [3]. Wykazujg witasciwosci
chemotaktyczne wzgledem monocytéw, makrofagdéw i neutroiilow oraz
wzmagajg cytotoksycznos$¢ tych komorek. Dzieki temu, uwalniane w miejscu
zakazenia lub powstania guza nowotworowego, powodujg naptyw komorek
obronnych gospodarza i rozwd6j reakcji zapalnych [19-21], Wywotujg takze
degranulacje komorek fagocytarnych i uwalnianie enzymow proteolitycznych
oraz generujg duze ilosci wolnych rodnikow tlenowych [20], Oddziatywanie
cytokin ze $srédbtonkiem powoduje wzrost jego przepuszczalnosci i aktywuje
krzepniecie. Ponadto peptydy te hamujg fibrynolize obnizajac ekspresje
tkankowego aktywatora plazminogenu i wzmagajac synteze jego inhibitorow.
Odpowiedzialne sg rowniez za adhezje limfocytéw, monocytow i neutrofilow
do komorek srodbtonka naczyn. Wykazano takze, ze cytokiny oddziatujgc
ze S$rodbtonkiem stymulujg produkcje PAF, co ma znaczacg role w in-
dukowaniu szoku septycznego [1, 3, 19, 21-23]. W wyniku dziatania
endotoksyny PAF uwalniany jest z licznych komorek gospodarza: neutrofildw,
makrofagow, komérek srédbtonka naczyn i z ptytek krwi [13, 24, 25],
Synteza PAF w czasie zakazenia bakteriami Gram-ujemnymi zwigzana jest



zarbwno z bezposrednim dziataniem LPS na wymienione komdrki, jak
i z poSrednig ich stymulacja przez wydzielane w czasie zapalenia mediatory
zapalne, gtéwnie TNF i IL-1 [19, 23],

PAF (I-0-alkil-2-acetyl-sn-glicero-3-fosfocholina) jest endogennie produ-
kowanym zwigzkiem fosfolipidowym majagcym wielorakie witasciwosci fizjo-
logiczne. Synteza PAF zachodzi w organizmie zar6wno de novo w wyniku
reakcji przeniesienia fosfocholiny z CDP-choliny na 1-O-alkil-2-acctyl-sn-glicerol
katalizowanej przez enzym cholinofosfotransferaze, jak i na drodze przebu-
dowy. W tym drugim przypadku dochodzi do katalizowanej przez fosfolipaze
A2 (PLA2) hydrolizy I-0-alkil-2-acyl-sn-glicero-3-fosfocholiny obecnej w bto-
nach komoérkowych i do powstania w wyniku tej hydrolizy 1-O-alkil-2-lizo-sn-
-glicero-3-fosfocholiny czyli lizoPAF, ktéry ulega nastepnie acetylacji przez
specyficzng acetylotransferaze. Gwattowna synteza PAF, do jakiej dochodzi
w wyniku stymulacji komdrek, zachodzi gtdwnie na drodze przebudowy
zaleznej od aktywnosci PLAZ2 [13]. Fosfolipaza A2 odgrywa takze kluczowg
role w uwalnianiu z fosfolipidéw bton komdérkowych kwasu arachidonowego
- substratu dla syntezy eikozanoidéw bedacych lipidowymi mediatorami
zapalnymi [3, 13].

Dziatajagc poprzez specyficzny receptor nalezacy do receptor6w metabo-
tropowych (serpentynowych), PAF moze funkcjonowaé jako mediator
zewngtrzkomorkowy, odpowiedzialny za przekazywanie sygnatu pomiedzy
komdérkami, lub tez moze dziata¢ jako przekaznik wewngtrzkomdrkowy
[19]. Uczestniczy w patogenezie zapalenia, w szoku wywotanym dziataniem
endotoksyn i w uszkodzeniu tkanek indukowanym zaréwno LPS jak
i TNF-a [25, 26]. Powoduje takze spadek ci$nienia krwi i zmniejszenie ilosci
krwinek ptytkowych. Proces ten jest odwrotnie proporcjonalny do iloSci
syntetyzowanego PAF [27]. Wraz z TNF-a, interleukinami prozapalnymi
i trombing PAF wzmaga adhezje neutrofilow do $rodbtonka naczyn krwio-
nosnych, co ma ogromne znaczenie w ostrych stanach zapalnych [25], PAF
bedgc silnym agonistg zaréwno plytek krwi jak i wielojgdrzastych granu-
locytéw obojetnochtonnych uczestniczy w powstawaniu lipidowych czyn-
nikéw zapalnych przez generowanie syntezy eikozanoiddw.

Eikozanoidy, w tym prostaglandyny, prostacyklina, tromboksan TXA2,
leukotrieny, kwasy epoksy- i hydroksyeikozatetraenowe oraz lipoksyny sg
tlenowymi pochodnymi kwasu arachidonowego powstajagcymi w wyniku
przemian enzymatycznych na drodze lipooksygenazy lub cyklooksygenazy
[1, 15]. Gitéwng role odgrywajg prostaglandyny szeregu E (PGE) oraz
prostacyklina (PG12), ktére wskutek wiasciwosci rozszerzajagcych naczynia
krwionosne powodujg zwiekszenie doptywu krwi do miejsca zapalenia
i przyczyniajg sie do wysieku w ognisku zapalnym. Przypuszcza sie, ze
zwigzki te wzmagajg dziatanie histaminy i bradykininy potegujac bdl
i powodujac goragczke [28],



PAF wyka/ujc zdolno$¢ do generowania anionorodnika ponadtlenkowego
w komdrkach fagocytarnych [26], Dziatajagc na monocyty PAF, analogicznie
jak i TNF-a i IFN-y, powoduje diugotrwate utrzymywanie sie wysokiego
poziomu wolnych rodnikéw tlenowych [15]. Dodanie do kultury monocytéw
LPS lub PAF powoduje, tak jak i w przypadku dodania TNF-a i IFN-y,
ponad 96-godzinne utrzymywanie sie duzego stezenia anionorodnika ponad-
tlenkowego, co moze by¢ blokowane przez wprowadzenie inhibitoréw
proteaz serynowych [29].

Sam lipopolisacharyd wywotuje stres oksydacyjny i jest zdolny do
generowania réznorodnych wolnych rodnikéw: wspomnianego juz wczesniej
anionorodnika ponadtlenkowego 0 2-, wysoce reaktywnego rodnika hydro-
ksylowego OH', a takze rodnika tlenku azotu NO' i H20 2 [8, 30]. Odpowiedz
komorki na LPS jest gwattowna, a wolne rodniki powstajg natychmiast po
zadziataniu toksyny. Te wysoce reaktywne czasteczki dziatajg jako przekaZniki
sygnatu, czyli petnig role mediatordw zapalnych, a ponadto zdolne sg do
zwalczania drobnoustrojow wnikajagcych do komorek gospodarza. Jednak
powstawanie duzych ilosci wolnych rodnikéw tlenowych prowadzi do
przesuniecia réwnowagi reakcji red-ox w strone zwiekszonego utleniania
i moze powodowaé znaczne uszkodzenia komadrek organizmu [30].

Na oddzielng uwage zastuguje indukowany w wyniku dziatania LPS,
rodnik tlenku azotu NO' Jest on wielofunkcyjng reaktywnag czasteczka
syntezowang przez wiele rodzajow komadrek: makrofagi, komarki srodbtonka,
fibroblasty, komdrki miesni gtadkich i neurony. Tlenek azotu powstaje
w wyniku konwersji L-argininy do L-cytruliny, ktéra jest katalizowana
przez syntaze tlenku azotu (EC1.14.13.39) [7, 10, 31]. Enzym ten wystepuje
w trzech izoformach: konstytutywnej neuronalnej (cNOS) i konstytutywnej
endotelialnej (cNOS) zaleznych od jonéw Ca42 i kalmoduliny oraz in-
dukowanej (iNOS) wzbudzanej gtownie w makrofagach przez réznorodne
czynniki fizyczne i chemiczne m. in. endotoksyny i cytokiny: IL-1/J, IL4,
TNF-a i IFN-y [4, 22, 10, 32, 33].

Ptytki krwi, ktére jako komdrki pozbawione jagdra komorkowego nie
zdolne sg do syntezy biatek, posiadajg obie formy syntazy tlenku azotu:
konstytutywng i indukowang. Uwaza sie, ze enzymy te pochodza z jadrzastych
megakariocytow, z ktorych w wyniku sekwestracji powstajg ptytki krwi. Nie
pobudzone, pozostajgce w stanie spoczynku krwinki ptytkowe nie wykazujg
aktywnosci syntazy tlenku azotu. Enzym staje sie aktywny dopiero w wyniku
ich agregacji [31, 34, 35], Obecne w ro6znych komorkach konstytutywne
formy syntazy NO' generujg niskie stezenia tego rodnika i odpowiedzialne
sg za utrzymanie prawidtowych fizjologicznych warunkéw przeptywu i cisnienia
krwi, agregacji ptytek i neurotransmisji. Ekspresja indukowanej izoformy
enzymu iNOS zawsze zwigzana jest z aktywacjg komdrek przez czynniki
immunologiczne. Powstajgcy wskutek tego rodnik tlenku azotu zaangazowany



jest w cytostatyczny lub cytotoksyczny mechanizm obronny skierowany
przeciwko komorkom nowotworowym lub wnikajgcym do organizmu drobno-
ustrojom [10, 31, 36], Uczestniczy w zabijaniu (przez zaktywowane makrofagi)
bakterii, grzybéw, pierwotniakéw, komérek nowotworowych, a nawet
wielokomérkowych pasozytéw [4, 22], ale uwalniany w duzych ilosciach
podczas zakazenia, dziala toksycznie nie tylko na patogeny, ale takze na
liczne komdrki gospodarza [35],

Rodnik NO' jest zwigzkiem endogennym, dziata miejscowo, przejsciowo
rozszerza naczynia krwionosne (jest wazodilatorem), hamuje agregacje
i adhezje ptytek krwi, indukuje proliferacje limfocytéw i komdrek mieéni
gtadkich oraz wywotuje chemotaksje neutrofildéw [4, 35, 37], Odpowiedzialny
jest za spadek cisnienia krwi wywotany dziataniem endotoksyny, a jego
nadmierna synteza prowadzi do niedoci$nienia, przed ktdrym moze chroni¢
podanie rownoczesnie z LPS inhibitora syntazy NOS [36, 38, 39], Zastosowanie
przeciwciat skierowanych przeciwko TNF-a i IL-1/i réwniez obniza znacznie
produkcje tlenku azotu indukowang LPS [7, 36],

Niedob6r NO' prowadzi do agregacji ptytek krwi i powstawania zakrzepow
naczyniowych [31, 35].

Rodnik tlenku azotu jest S$ciSle zaangazowany w patogeneze szoku
septycznego wywotanego dziataniem LPS. Lipopolisacharyd, jako gtéwny
egzogenny czynnik szoku wzmaga ekspresje iINOS powodujgc nadprodukcje
NO', co prowadzi do zaburzenia homeostazy organizmu. Wzrost stezenia
NO' w odpowiedzi na dziatanie LPS ma takze swoje implikacje w innych
immunologicznych stanach patologicznych takich jak np. reumatoidalne
zapalenie stawow [14, 10, 31, 35, 36],

Ro6znorodnos¢ mediatordw zapalnych uwalnianych w czasie infekcji
bakteriami Gram-ujemnymi moze stwarza¢ ogromne mozliwosci zwalczania
zakazenia przez komérki obronne gospodarza. Jednak ilos¢ wytwarzanych
mediatorow jest ré6zna w zaleznosci od ilosci dostarczonych przez bakterie
endotoksyn. Jesli niewielka liczba drobnoustrojow atakuje organizm gos-
podarza nastepuje niegrozne zakazenie, ktdre dzieki uwalnianiu czynnikow
zapalnych zostaje szybko zahamowane poprzez wywotanie miejscowej,
kontrolowanej odpowiedzi immunologicznej. Dochodzi woéwczas do pod-
wyzszenia temperatury ciala i pobudzenia uktadu odpornosciowego, co
przy$piesza proces wyzdrowienia i chroni przed innymi zakazeniami bak-
teryjnymi.

Przy ciezkim zakazeniu duze ilosci endotoksyn gromadzone sg w krgzacej
krwi i powodujg uwalnianie znacznych ilosci mediatoréw, co prowadzi do
zaburzen w krazeniu krwi i moze spowodowaé wstrzas zagrazajacy zyciu.

Wynika stad, ze to nie tylko bakterie i ich endotoksyny sg bezpos$rednio
zagrozeniem dla organizmu, ale istotng role odgrywaé moze odpowiedz



gospodarza. To uogo6lnione, niekontrolowane i samoniszczace reakcje obronne
zakazonego organizmu czynig cndotoksyny az tak niebezpiecznymi. Uru-
chomienie wszystkich mozliwych mechanizméw prewenqi powoduje niszczenie
komdrek gospodarza znajdujgcych sie w poblizu ogniska zapalnego, co w efek-
cie moze prowadzi¢ do wyniszczenia catego organizmu.

BIALKA WIAZACE LPS

Aby wyjasni¢, jak cndotoksyny bakteryjne uruchamiajg catg kaskade
mechanizméw obronnych w zakazonym organizmie i jak dochodzi do
roznorodnych interakcji pomiedzy LPS a komdrkami gospodarza, nalezy
przeanalizowaé¢ doktadnie mechanizm aktywacji komoérek uczestniczacych
w procesach zapalnych. Zaréwno we krwi jak i w tkankach organizmdw
wyzszych znajdujg sie liczne biatka, ktére oddziatuja z LPS modulujac jego
biologiczng aktywnos$¢ [40].

Istniejg liczne doniesienia, ze LPS dziata na komérki poprzez specyficzny
receptor CD 14. Jest to glikoproteina o masie czasteczkowej 55 kDa, ktora
wystepuje w dwoch formach (mCD14): w postaci zwigzanej z btong komor-
kowga poprzez fosfatydyloinozytol (obecna na makrofagach, monocytach
i granulocytach) oraz w formie rozpuszczalnej (sCD14), w warunkach
fizjologicznych obecnej w osoczu w stezeniu ok. 2-6 //g/ml [1, 17, 20, 41].
Prawdopodobnie receptor CD14 obecny jest takze na komorkach epitelialnych
roznych narzadéow, co pozwala endotoksynie uczestniczy¢ w reakcjach
zapalnych licznych tkanek [11]. Wydaje sie, ze wigzanie LPS do receptora
CD 14 jest warunkiem niezbednym do aktywacji wiekszosci komdrek uczes-
tniczagcych w patogenezie zakazenia, przynajmniej przy niskich stezeniach
cndotoksyny [1, 9].

Receptor CD 14 jest zaangazowany w produkcje cytokin zapalnych
indukowang LPS (jest ona blokowana poprzez przeciwciala anty-CD14),
a takze w produkcje PAF, TXA2, NO’, prostaglandyn, leukotrienéw
i rodnikéw tlenowych [42, 43], Precyzyjna rola, jakg odgrywa ten antygen
w przekazywaniu sygnatu nie jest jeszcze catkowicie wyjasniona. Czgsteczka
CD 14 musi zawiera¢ wewngatrzkomorkowg sekwencje konieczng dla przeka-
zania sygnatu (ale nie okreslono jeszcze jak zachowuje sie ten receptor po
zadziataniu lipopolisacharydu) [43], Najprawdopodobniej receptor CD14
w ogole nie wigze samego LPS, ale kompleks utworzony przez czasteczke
endotoksyny z kragzacym we krwi biatkiem wigzagcym LPS (LBP) [2, 17, 19,
41], Jest to biatko ostrej fazy syntezowane w watrobie. W stanach zapalnych
jego ilos¢ wzrasta w surowicy ponad 10-krotnie [20]. Jest 60 kDa glikoproteing
osoczoway, ktéra wigze sie z lipidem A lipopolisacharydu tworzac kompleks



LPS-LBP o duzym powinowactwie do receptora CD14. Bedac ko-ligandem
dla LPS, biatko LBP wzmaga od 100 do ponad 1000 razy odpowiedzZ
komdérek zawierajagcych antygen CD 14 na dziatanie endotoksyny [1, 2, 19,
41]. Rola biatka LBP w przekazywaniu sygnatu nie zostata jeszcze jedno-
znacznie potwierdzona, ale wykazano, ze peini ono istotng funkcje w trans-
porcie lipopolisacharydu we krwi [41]. Tworzagc kompleks z LBP endotoksyna
jest dostepna zaréwno dla btonowej jak i rozpuszczalnej formy receptora
CD 14. W tym ostatnim przypadku wigzanie LPS do LBP nie jest niezbedne,
ale powstanie takiego kompleksu znacznie przyspiesza reakcje komorek
pozbawionych receptora mCD14, np. komdrek $r6dbtonka na niskie stezenia
LPS. Rozpuszczalna forma receptora jest odpowiedzialna za zdolnosé
endotoksyny do aktywowania komorek, ktére nic majg btonowego receptora
CD 14 [19, 41].

Biatko LBP, wykazujgc zdolno$¢ wigzania i transportu LPS, uczestniczy
takze w neutralizacji jego aktywnosci poprzez przeniesienie i interakcje
z czastkami lipoprotein osocza (HDL) [2, 44, 45], Detoksykacja LPS moze
nastepowacé na skutek internalizacji kompleksu LBP-LPS-CD14 przez komorki
granulocytéw obojetnochtonnych [2].

Biatko wiazace lipopolisacharyd (LBP) nalezy do rodziny biatek osoczo-
wych przenoszacych lipidy. Do grupy tej zaliczane sg rowniez: biatko
zwiekszajgce przepuszczalnos¢ bakterii (BPI), biatko przenoszace estry
cholesterolu (CETP) i uczestniczagce takze w transporcie trojglicerydow
i fosfolipidow oraz biatko przenoszace fosfolopidy (PLTP). Wymienione
biatka wykazuja wysoka homologie sekwencji i charakteryzuja sie powinowac-
twem do substratow lipidowych [2, 44]. Sa zasocjowane w surowicy Kkrwi
z lipoproteinami o duzej gestosci (IIDL) [44], Biatko LBP wykazuje 45%
homologii sekwencji z BPI, 24% z PLTP i 23% z CETP. Ze wzgledu na
tak znaczny stopien podobienstwa budowy tych biatek i podobne wiasciwosci
przypuszcza sie, ze wszystkie one sg zdolne do wigzania i przenoszenia
lipopolisacharydu [44, 45],

Oprocz LBP, najlepiej poznane jest 55 kDa kationowe biatko BPI obecne
w azurofilowych ziarnistosciach dojrzatych neutrofiléw. Wiaze ono LPS z wiek-
szym powinowactwem niz LBP dajac przy tym kompleks, ktdry nie stymuluje
komorek poprzez zadng z form receptora CD 14. Dlatego tez asocjacja biatka
BPlI z LPS hamuje w pewnym stopniu toksyczng aktywnos$¢ endotoksyny
ograniczajac mozliwos¢ tworzenia reaktywnego kompleksu LPS-LBP [2, 5, 46].
Zarowno LBP jak i BPI zawierajg po 456 aminokwaséw i wykazujg 45%
homologie budowy. Oba biatka przytgczajg LPS do swego N-terminalnego
regionu. Region C-terminalny biatka LBP zaangazowany jest w interakcje
z receptorem CD14, a biatko BPI posiada zdolno$¢ neutralizacji LPS. Geny
tych biatek lezg w sasiednich regionach genomu ludzkiego. To sugeruje, ze
LBP i BPlI mogly nawet powsta¢ przez duplikacje tego samego genu [2].



Zdolnos¢ inaktywacji LPS poprzez wigzanie sie z nim posiadajg takze
inne biatka znajdujgce sie w krwiobiegu: sktadnik dopetniacza Clq, lakto-
feryna, albumina, transferyna, lizozym, a takze wszystkie frakcje lipoprotein
osoczowych VLDL, LDL, HDL. taczac sie z LPS biatka te ograniczajg
oddziatywanie endotoksyny z komdrkami immunologicznie kompetentnymi
i przez to ograniczajg jej aktywno$¢ biologiczng [1, 4, 9, 40, 45, 47, 48],

Najlepiej poznanym biatkiem jest lizozym (LZM), enzym rozkiadajacy
peptydoglikany $cian komdrkowych bakterii, ktory tgczac sie z LPS tworzy
kompleks LZM-LPS hamujacy produkcje mediatorow zapalnych TNF-a,
IL-1, IL-6. Lizozym wigze sie zaréwno z LPS, jak i z samym lipidem A.
Wigzanie sie LZM z LPS odbywa sie poprzez hydrofobowe oddziatywanie
z lipidem A i prowadzi nie tylko do neutralizacji immunostymulujacych
wiasciwosci LPS, ale takze do hamowania enzymatycznej aktywnosci LZM
[24, 40]. Podobnie, poprzez lipid A wigze sie LPS z albuming. Jednak to
potaczenie nie ogranicza spektrum dziatania endotoksyny. Mozna przypusz-
cza¢, ze albumina peini jedynie funkcje przenos$nika tgczac sie z LPS
w stosunku 1:2 [47].

We krwi znajdujg sie takze biatka, ktére wigzac sie z LPS wzmagaja
jego biologiczng aktywnos$é. Gtéwng role petni tu opisane wczesniej biatko
LBP. Podobne wiasciwosci wykazuje rowniez hemoglobina (Hb). Oddziaty-
wanie hemoglobiny z LPS prowdzi do zmiany wiasciwosci fizycznych
endotoksyny i powstania trwatych komplekséw Hb-LPS. Hemoglobina
uczestniczy w interakcji LPS z komdrkami $rédbtonka, co wzmaga (nawet
10-krotnie) indukowang endotoksyng produkcje w $rédbtonku czynnika
tkankowego (TF) biorgcego udziat w procesie krzepniecia [49, 50].

Hemoglobina, podobnie jak i biatko LBP, poteguje dziatanie LPS
poprzez dezagregacje lipopolisacharydowych agregatéw i dostarczanie do
komérek docelowych monomeréw LPS, ktére wykazujg znacznie wyzszg
aktywnos$¢ biologiczng niz jego agregaty. Poprzez zmniejszenie stopnia
agregacji czasteczek zostaje obnizona masa czasteczkowa i gestos¢ wnikajgcej
endotoksyny. LPS staje sie przez to lepiej rozpuszczalny, a tym samym
bardziej toksyczny [45, 49], Nie jest wykluczone, ze Hb, oprdocz dezagregacji
LPS, moze powodowac chemiczng modyfikacje czasteczek lipopolisacharydu
(np. peroksydacje lipidow) [49]. Mozna sadzi¢, ze hemoglobina uwalniana
do krwiobiegu w wyniku hemolizy erytrocytow wywotanej zakazeniem
bakteriami Gram-ujemnymi oddziatuje z endotoksyng wzmagajac jej pato-
logiczne dziatanie [9, 49].

WSréd biatek wykazujgcych zdolno$¢ wigzania LPS prawdopodobnie
znajdujg sie takze niektére receptory komérkowe inne niz antygen CD 14.
Istniejg doniesienia wskazujgce na role receptora PAF, biatek integrynowych
z podjednostkg fi2 integryn oraz 73-kDa proteiny w aktywacji komorek
zapalnych przez LPS [6, 12], Sugeruje sie, ze przytgczenie LPS do receptora



dla PAF powoduje wzrost wewngtrzkomdrkowego stezenia jonéw Ca+2
w réznego typu komadrkach np. w makrofagach, ncutrofilach, czy w ptytkach
krwi oraz wzmaga agregacje ptytek. Efekty te sa blokowane poprzez
inhibitory receptora PAF [12, 51, 52], Antagonisci receptora PAF nie
powodujg jednak zahamowania syntezy TNF-a ani produkcji anionorodnika
ponadtlenkowego 0 2 [12, 52]. Dlatego mozna przypuszczaé, ze istnieja
przynajmniej dwie rézne drogi aktywacji komdrek przez endotoksyne,
z ktérych jedna zwigzana jest z receptorem PAF i moze odgrywac istotng
role w powstawaniu zakrzepow w trakcie zakazenia, podczas gdy druga jest
niezalezna od receptora PAF i przekazywania sygnatu poprzez jony Ca'l2
[51, 52],

Do glikoprotcin z rodziny integryn /12 wigzacych LPS nalezg receptory:
CDIla/CD18, CDI Ib/CD18 i CDIlc/CD18 obecne na neutrofilach, mak-
rofagach i monocytach [4, 22, 40]. LPS oddziatujgc z tymi receptorami nie
indukuje wprawdzie syntezy cytokin, ale stymuluje aktywacje fosfolipazy
C (PLC), powoduje wzrost wewngtrzkomdrkowego stezenia jonOw wapnia
i aktywuje kinazy biatkowe takie jak: biatkowe kinazy tyrozynowe (PTK),
kinaze MAP i biatkowa kinaze C (PKC). Stymulacja tych enzyméw prowadzi
w konsekwencji do aktywacji czynnika jadrowego kB [6, 12, 53], Czynnik
jadrowy kB zlokalizowany jest w cytoplazmie, gdzie tworzy kompleks
z jednostkg inhibitorowa 1kB. w wyniku aktywacji endotoksyng nastepuje
usuniecie inhibitora i natychmiastowe przeniesienie czynnika kB do jadra.
Dziatajagcy w jadrze kB powoduje transkrypcje wielu gendw zwigzanych
z ukiadem immunologicznym np. genéw kodujacych cytokiny [6].

Najmniej poznanym receptorem dla LPS jest 73-kDa glikoptoteina
btonowa obecna na limfocytach, granulocytach, makrofagach i ptytkach
krwi. Wydaje sie, ze receptor ten bierze udziat w regulowaniu cytotoksycznosci
komorek zapalnych pod wplywem dziatania LPS, jednak jego obecno$¢ nie
jest niezbedna do aktywowania tych komdrek [4, 12, 53].

Opisujgc receptory btonowe dla lipopolisacharydu bakteryjnego nie
spos6b nie wspomnie¢ o zdolnosci LPS do aktywowania komorek na
drodze catkowicie niezaleznej od receptordw. Mozliwos¢ taka dotyczy
jednak wylgcznie wysokich stezen endotoksyny (powyzej 0,1 /¢g/ml i zwigzana
jest z bezposrednim aktywowaniem komorek poprzez niespecyficzne hydro-
fobowe oddziatywania LPS z fosfolipidami (PL) btony komdrkowej [1, 9,
54]. W obecnosci biatek transportujgcych LPS dochodzi do interkalacji
lipopolisacharydowych agregatow do PL poprzez reszty acylowe lipidu A,
co moze np. indukowaé synteze cytokin zapalnych [6, 9], Dzieki od-
dziatywaniom niespecyficznym komorki pozbawione receptorow dla LPS sg
zdolne do odpowiedzi na wysokie dawki endotoksyny. Mozliwos$¢ interkalacji
LPS ustalono dotychczas w przypadku liposomdw, a takze dla niektorych
komérek ssakdw: monocytow, makrofagow, erytrocytow i hepatocytow [9, 54],
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Joanna Saluk-Juszczak, Barbara Wachowicz

THE BIOLOGICAL ACTIVITY OF BACTERIAL LIPOPOLISACCHARIDE

The purpose of this paper is to briefly review the structure and biological activity of
bacterial endotoxin. Endotoxin or lipopolisaccharide (LPS) is the major component of the
outer membranes of the cell walls of Gramm-negative bacteria. LPS consists of two parts:
the hydrophobic lipid A and hydrophylic polysaccharide with contrasting chemical and
physical properties. The toxic activity is principally due to its lipid A moiety. LPS is capable
of inducing stimulation of immunological system acting on monocytes, macrophages, granulocytes,
platelets and endothelial cells leading to the release of inflammatory mediators: eicosanoids,
cytokines, chemokines, adhesion molecules, reactive free radicals, platelet activating factor
(PAF) and NO". In the circulation LPS may bind to plasme components such as high-density
lipoproteins (HDL) or LPS binding protein (LBP). This complex interacts with a high affinity
receptor CD14 expressed on leukocytes, monocytes and macrophages resulting in activation
of these cells and inducing pathophysiological effects such as inflammation, septic shock and
death. The consequences for the host of all these events are dependent on the extent of LPS
exposure and the status of the host defense mechanisms.



