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ABSTRACT

The most important component of bacterial cell walls especially Gram-positive
bacteria is peptidoglycan, called also murein, PGN. The first time this synonym
was used in 1964 by Weidel and Pelzer [1]. Peptidoglycan is present in the outer
layer of the cytoplasmic membrane and its structure. The structure of peptidogly-
can depends on the bacteria strain. It is estimated that in Gram-negative bacteria,
it occupies only about 10-20% of the total area of the cell wall, when in Gram-posi-
tive bacteria it is 50 and up to 90% of all space.

Problems with isolation with high purity of biological material shows the need
for developing techniques for chemical synthesis of peptidoglycan fragments and
their analogs. In past few years there has been a growing interest within the synthe-
sis of compounds glycoprotein (glycopeptides, peptidoglycan, etc.). As a basis for
the construction of cell walls of many bacteria.

Despite intensive research and gain significant knowledge of the physical and
biological, chemical synthesis or biosynthesis (Fig. 5 and 6) of peptidoglycan, not so
far failed to unambiguously determine its three-dimensional structure. The works
of Kelman and Rogers [15] and Dimitriev [20] nearer picture of its structure. How-
ever, the time to develop in vivo visualization of cell structure it will be difficult to
identify correctly peptidoglycan three-dimensional structure.

Due to the important biological roles of murein, many research centers have
taken to attempt their chemical synthesis. For biological research began to use che-
mically synthesized peptidoglycan fragments which guaranteed both uniform and
a certain structure. An important roles in the development of methods of chemi-
cal synthesis of peptidoglycan had H. Chowdhury work, Fig. 8 [35], Hesek, Fig. 9
and 10 [36, 37], Dziarskiego [38] and Boneca [39] and Inamury [34, 40].

Keywords: peptidoglycan, chemical synthesis, biosynthesis, biological activity
Stowa kluczowe: peptydoglikan, synteza chemiczna, biosynteza, rola biologiczna




516 J. SAMASZKO-FIERTEK, B. DMOCHOWSKA, J. MADA]

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

Uzywane w tekscie symbole aminokwaséw oraz ich pochodnych sg zgodne
z postanowieniami IUPAC-IUB Joint Commision on Biochemical Nomenclature
zawartymi w Eur. J. Biochem., 1985, 138, 9-37 oraz A Short Guide to Abbreviations
and Their Use In Peptide Science, J. Peptide Sci., 1999, 5, 465-471. W wypadkach nie
objetych postanowieniami stosowano oznaczenia powszechnie przyjete w chemii

peptydow.

AFM ang. Atomic Force Microscopy

ATP adenozyno-5’-trifosforan

GalNAc N-acetylo-p-galaktozamina

GIcNAc N-acetylo-p-glukozamina

MDP muramylodipeptyd

MurG N-acetyloglukozaminylotransferaza
MraY specyficzna translokazy

MTP muramylotripeptyd

MurA transferaza enoilopirogroniowa
MurNAc kwas N-acetylo-p-muraminowy
NADPH dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy
PGN ang. peptidoglycan

TEM transmisyjny mikroskop elektronowy
UDP-GIcNAc UDP-N-acetylo-p-glukozamina

UTP urydyno-5’-trifosforan



PEPTYDOGLIKAN - BUDOWA, ROLA BIOLOGICZNA ORAZ SYNTEZA 517

WPROWADZENIE

W zyciu czlowieka od zawsze towarzysza jemu wszelkiego rodzaju drobno-
ustroje — grzyby, bakterie, wirusy, itp. Niektore z nich maja dobroczynny charakter,
a niekiedy nawet ich obecno$¢ jest niezbedna do prawidlowego funkcjonowania
organizmu. Cz¢$¢ z nich odnalazta swoje zastosowanie w probiotykach np. bak-
terie kwasu mlekowego, tak bardzo wazne do stosowania w trakcie prowadzonej
kuracji antybiotykowej. Chronig one przed rozwojem innych infekeji, grzybow i sa
niezbedne do prawidlowego funkcjonowania jelit. Niestety wiele bakterii ma cha-
rakter chorobotworczy. Przyczyniaja sie do rozwoju wielu infekeji, prowadzacych
do groznych, niekiedy wrecz nieuleczalnych choréb. W przeciagu ostatnich kilku
lat powodem wielu powaznych schorzen byty bakterie Gram-dodatnie. Najwigksza
zjadliwo$¢ wsrod nich przypisywana jest gronkowcowi ztocistemu (Staphylococcus
aureus). Szacuje sie, ze od 10 do 50% populacji ludzkiej jest na stale lub okresowo
nosicielami tego drobnoustroju, z czego u znacznej wiekszosci nie zaobserwowano
wystepowania objawéw chorobotwérczych. Zyja oni z tg bakterig w ciaglej symbio-
zie, s3 dla niej pewnego rodzaju zywicielem, nieustannie dostarczaja jej pokarm,
a w zamian gronkowiec chroni swojego ,dobroczynce” przed innymi bakteriami.
Niestety Staphylococcus aureus pomimo swojego ,dobroczynnego wplywu”, jesli
tylko spotka sprzyjajace warunki (np. obnizona odpornos¢ organizmu) zaczyna
sia¢ powszechny postrach. Gronkowiec ztocisty uwazany jest od wielu lat za jeden
z podstawowych patogenéw odpowiedzialnych za zakazenia szpitalne i pozaszpi-
talne ludzi. Odpowiedzialny jest on m.in. za zakazenia ran chirurgicznych, zapa-
lenie pluc, zapalenie opon mézgowych oraz zakazenia noworodkéw na oddziatach
intensywnej terapii.

Pojawienie si¢ coraz to nowszych, bardziej niebezpiecznych infekcji wywola-
nych przez kolejne szczepy bakteryjne przyczynito sie¢ do koniecznosci poznania
mechanizméw ich zjadliwos$ci. Powstanie nowych i rozwiniecie sie juz istniejacych
technik analitycznych pozwolito na kompleksowg analize¢ budowy $ciany komor-
kowej, jak rowniez proby jej syntetycznego ,,odtworzenia’, co niewatpliwie ulatwia
poznanie ogromu czynnikéw ich wirulentnosci i patogennosci bakterii. Wérod nich
wyrdzniamy m. in. zdolnos¢ wytwarzania toksyn czy enzymow zewnatrz wydziel-
niczych, jednakze w tym aspekcie duzg role odgrywa réwniez sama budowa $ciany
komorkowej bakterii. Gronkowiec zlocisty w gléwnej mierze zbudowany jest z pep-
tydoglikanu (50-90%), ktéry sam charakteryzuje sie¢ wlasciwosciami immunosty-
mulacyjnymi. Juz w 1974 roku wykazano, ze najmniejszym fragmentem adiutan-
towo czynnym jest muramylodipeptyd (MDP), stymulujgcy wytwarzanie licznych
cytokin. Jednakze fragmentu tego nie mozna wyodrebni¢ bezposrednio ze $ciany
komorkowej bakterii, a mozna go otrzymac wylacznie na drodze syntezy chemicz-
nej.

Obserwowane problemy w dopracowaniu technik izolowania materialu bio-
logicznego, odznaczajacego si¢ wysoka czystoscia zwrdcily uwage na konieczno$é
rozwoju technik syntezy chemicznej okres$lonych fragmentéw, stanowigcych analogi
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tych, ktdre zostaly wyizolowane z materialu biologicznego. Sprawilo to, ze nastapit
duzy wzrost zainteresowania synteza zwigzkow glikoproteinowych (glikopeptydow,
peptydoglikandw, itp.), stanowigcych podstawe budowy scian komérkowych wielu
bakterii. Od tego czasu opracowano wiele nowych technik uwzgledniajacych syn-
tez¢ odpowiednich fragmentéw (cukrowych, peptydowych) zaréwno w roztworze,
jak i na nos$niku statym, a takze bardziej zaawansowanych opartych na remodelowa-
niu glikoprotein czy metodzie in vivo supresyjnej tRNA.

1. PEPTYDOGLIKAN

Waznym skiadnikiem $cian komdrkowych bakterii zaréwno Gram-dodatniej,
jak i Gram-ujemnej jest peptydoglikan, zwany réwniez mureing (PGN). Synonim
ten zostal uzyty po raz pierwszy w 1964 roku przez Weidela i Pelzera [1]. Peptydo-
glikan obecny jest w zewnetrznej warstwie membrany cytoplazmatycznej. W zalez-
nosci od bakterii rézni si¢ on skladem (budowa), a przede wszystkim zajmowana
powierzchnig (grubo$cia warstwy). Szacuje sie, ze w przypadku bakterii Gram-
-ujemnych zajmuje on tylko okolo 10-20% calkowitej powierzchni $ciany komor-
kowej, a w przypadku bakterii Gram-dodatnich od 50 do nawet 90%.

1.1. BUDOWA

Peptydoglikany wystepujagce w $cianie komodrkowej bakterii zbudowane sa
z dtugich tancuchoéw polisacharydowych, skladajacych si¢ z powtarzajacych si¢ jed-
nostek N-acetylo-p-glukozaminy (GlcNAc) oraz kwasu N-acetylo-p-muraminowego
(MurNAc), polaczonych wigzaniem S(1—->4) O-glikozydowym. W niektérych pep-
tydoglikanach zamiast reszty MurNAc wystepuje kwas L-talozoaminouronowy. Do
grupy karboksylowej kwasu N-acetylo-p-muraminowego przylaczony jest fragment
peptydowy sktadajacy sie z reszt L- i p- aminokwasdéw, a w przypadku kwasu r-taloz-
aminouronowego fragment ten sktada si¢ wytacznie z L-aminokwaséw [2].

Lancuch peptydowy S. aureus zbudowany jest z reszt r-alaniny, kwasu
p-izoglutaminowego (w przypadku niektérych szczepow gronkowca reszta ta zasta-
piona jest p-isoglutaming), L-lizyny oraz p-alaniny (Rys. la).
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Rysunek 1. Przyktady peptydoglikanu wystepujacego w przyrodzie [2]
Figure 1. Examples of peptidoglycan fragments [2]

W przypadku bakterii Gram-ujemnych w miejsce L-Lys wystepuje najczesciej
meso-Dap (np. Escherichia coli, Rys. 1b). Waznym elementem budowy mureiny sa
mostki peptydowe. Laczg one poszczegolne fancuchy glikanu nadajgc silnie usie-
ciowang, trojwymiarowa, sztywng strukture, co stanowi istotng ceche tego typu
zwigzkéw. Mostki peptydowe mogg réznié sie od siebie w zaleznosci od bakterii
zaréwno sktadem, jak i dlugo$cig. Powoduje to, ze wyrézniamy kilka typéw mureiny.
W typie A wigzanie poprzeczne powstaje pomiedzy grupa karbonylowg p-alaniny
z pozycji 4, a wolna grupg aminowa aminokwasu diaminowego w pozycji 3 z sasied-
niego peptydu. W obrebie tej klasy wyrdzniamy dodatkowo kilka podtypdw. W przy-
padku Al wigzanie peptydowe miedzy obydwiema resztami jest bezposrednie, ale
moze r6znic sie obecnoscig reszty diaminowej:

o Ala - w tworzeniu wigzania uczestniczy L-lizyna;

o Al - grupa aminowa z fancucha bocznego pochodzi od reszty L-ornityny;

o Aly - obecny jest kwas diaminopimelinowy (charakterystyczny dla wigk-

szo$ci bakterii Gram-ujemnych np. E. coli, rzadziej Gram-dodatnich, np.
L. monocytogenes).

W mureinie podtypu A2 w tworzeniu mostkéw peptydowych biorg udzial te
same reszty aminokwasowe, ktdre obecne sa w fragmencie peptydowym.

W momencie gdy mostek sktada si¢ z dwoch do siedmiu reszt aminokwaso-
wych, mamy do czynienia z podtypem A3, dla ktérego charakterystycznym przed-
stawicielem jest gronkowiec ztocisty. W sklad jego peptydoglikanu wchodza mostki
pentaglicynowe, za$ w przypadku S. pyogenes dialanylowe [2]. Wigzania poprzeczne
w mostkach utworzone przez aminokwasy dikarbosylowe (najczesciej p-asparagine,
p- lub L-glutaming) wystepuja w podtypie A4.
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W przypadku mureiny typu B, mostki powstaja pomiedzy reszta p-glutaminy w
pozycji 2 jednego peptydu, a czwarta reszta aminokwasowg (p-alaning) sagsiedniego.
Reszty te polaczone sg ze soba przy pomocy aminokwasu diaminowego.

1.2. ROLA BIOLOGICZNA

Pierwsza linig obrony ukladu immunologicznego organizméw przeciwko
mikroorganizmom jest rozpoznanie podstawowych sktadnikéw ich budowy takich,
jak peptydoglikan, lipopolisacharydy, lipoproteiny czy DNA bakteryjne. Zwiazki
te posiadajg pewnego rodzaju mediatory, do ktérych zaliczamy cytokiny, prosta-
glandyne czy tlenek azotu NO ulatwiajace identyfikacje obcych organizmoéw [36].
W wielu pracach peptydoglikanowi przypisuje sie wlasciwosci immunoadiuwan-
towe (immunostymulacyjne, ang. immunopotentatior), jednakze mechanizm ich
dziafania jak dotad nie zostal dokltadnie poznany [7, 8].

Przez dlugie lata prowadzono prace nad toksycznoscia, zjadliwoscig frag-
mentéw mureiny i w 1974 roku odkryto, ze najmniejszym fragmentem peptydo-
glikanu wykazujacym minimum aktywno$ci bakteryjnej (adiuwantowo czynnym)
jest muramylodipeptyd MDP, N-acetylo-p-muramylo-L-alanylo-p-izoglutamina
(Rys. 2). Otrzymuje si¢ go jedynie na drodze chemicznej syntezy [9], poniewaz
enzymatyczna hydroliza materialu biologicznego prowadzi jedynie do otrzymania
muramylotripeptydéw (MTP), ktére wykazuja si¢ podobnie jak MDP wlasciwo-
$ciami immunostymulacyjnymi.

OH
OH
CH3—;: NHAc
o
L-Ala

D-iGIn

Rysunek 2.  Budowa muramylodipeptydu (MDP)
Figure 2. Structure of muramylodipeptide (MDP)

Ze wzgledu na znaczne wlasciwosci biologiczne tego najmniejszego fragmentu
przeprowadzono szeroki zakres badan majgcych na celu otrzymanie jego analogéow.
Starano sie zwigkszy¢, a niekiedy nawet polepszy¢ jego wlasciwosci farmakologiczne
[10]. Synteza tego typu fragmentéw nastrecza niekiedy wielu probleméw. Pionierem
w tego typu pracy byl Arendta wraz ze swoimi wspotpracownikami [11]. Przed-
stawil on nowy sposéb otrzymywania muramylopeptydéw, bedacych pochodnymi
peptydowymi o skomplikowanej strukturze. Zademonstrowal syntez¢ muramylote-
trapeptydu, stanowigcego odpowiednik naturalnego fragmentu $ciany komorkowej
bakterii [12].
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Warte uwagi sg rowniez prace Azuma i wspotpracownikow, zajmujacych sie
synteza wielu pochodnych MDP. Cz¢$¢ z nich stanowily pochodne acylowane w
pozycji C-6 reszty cukrowej roznymi kwasami karboksylowymi, m.in. kwasem
mykolinowym. Niektére z nich wykazaly sie silne wlasciwosci przeciwnowotwo-
rowe, np. chinylowe pochodne analogu MDP [13].

Przez ostatnie kilkanascie, a nawet kilkadziesiat lat otrzymano bardzo wiele
analogéw MDP oraz nor-MDP o stwierdzonej lub potencjalnej aktywnosci prze-
ciwnowotworowej czy immunomodulacyjnej. Niektdre z nich stanowig pochodne
1-nitroakrydyny/4-nitroakrydonu (Rys. 3) lub batracykliny (Rys. 4), tuftsyny oraz
ich pochodnych. Nad tego typu polaczeniami prace prowadzone sg m.in. przez
grupe prof. Dzierzbickej i prof. Kolodziejczyka [14].

OH
H o
(0]
AcNH
R ¢ OBn
CO-L-X-D-GIuNH,
CONH-R’
R =Hlub CHs
R' = _
—(CHy),NH NO, o NH(CH,),NH
Z
N
N H
n=2345 NO,

X = Ala, Val, Pro

Rysunek 3. Pochodne 1-nitroakrydyny/4-nitroakrydonu [14]
Figure 3. 1-Nitroacridine/4-nitroacrydone derivatives [14]
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CO-L-X-D-GIuNH,

CONH-R'
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R =
O o)
— (CH,),CONH
N/ ub N/
n=235
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Rysunek 4. Pochodne batracykliny [14]
Figure 4. Batracyclin derivative [14]



522 J. SAMASZKO-FIERTEK, B. DMOCHOWSKA, J. MADA]

W budowie komorki peptydoglikan pelni wiele funkeji, odpowiedzialny jest
m.in. za utrzymanie ci$nienia osmotycznego, ksztalt oraz nadaje jej wielko$¢. Sta-
nowi przyklad cylindrycznego lub kulistego nierozpuszczalnego polimeru, zapew-
niajacego mechaniczng ochrone przed czynnikami zewnetrznymi oraz turgorem
wewnatrzkomorkowym.

Waznym etapem prac nad peptydoglikanem byly badania nad jego gru-
boscia, a wysuwane wnioski zalezne byly od zastosowanej metody. Poczatkowo do
pomiardéw wykorzystywano transmisyjny mikroskop elektronowy (TEM), a probke
odwadniano i utrwalano. Inna metoda opierala sie na okresleniu ilo$ci znakowanych
radioaktywnie sktadnikéw mureiny, a nastepnie przy uzyciu wzoréw chemicznych
dokonaniu odpowiednich wyliczen. Na tej podstawie okreslono grubos¢ mureiny
dla E. coli wahajacej si¢ w granicach od 1 do 3 nm. Zastosowanie mikroskopii sit
atomowych AFM (ang. Atomic Force Microscopy) odzwierciedlalo wyniki blizsze
warunkom panujacym in vivo. Pomiary prowadzone byly w §rodowisku wodnym
i wskazywaly, ze grubo$¢ warstwy dla E. coli wynosi okolo 6 nm, zas dla gronkowca
zlocistego 20-40 nm.

1.3. STRUKTURA TRZECIORZED OWA

Pomimointensywnychbadanizdobyciaznacznejwiedzyowtasciwosciachfizycz-
nych i biologicznych, syntezie chemicznej czy biosyntezie peptydoglikanu, nie udato
sie jak dotad w sposob jednoznaczny okresli¢ jej trojwymiarowej struktury. Pierwsze
hipotezy na jej temat powstawaly juz w latach 70-tych. Wowczas, ze wzgledu na obec-
nos$¢ wigzania f(1->4) O-glikozydowego w mureinie, sadzono, ze polimery glikanowe
wykazuja analogie do chityny. Budowa jej wydaje si¢ stosunkowo prosta i sztywna,
do reszty MurNAc przylaczone sg dodatkowo tancuchy peptydowe, ulozone w jed-
nym kierunku [15].

Kolejne hipotezy zwracaly uwage na konieczno$¢ tworzenia sie wigzan wodo-
rowych w obrebie struktury. Kelman i Rogers zasugerowali, ze oddzialywania te
powstaja pomiedzy sgsiadujagcymi lancuchami peptydowymi, pochodzacymi od
dwoch réznych tancuchéw glikanu. Dalsze badania wskazywaly, ze wiagzania wodo-
rowe tworzg si¢ w obrebie jednego peptydu, a nie jak wczesniej przypuszczano
dwoch sgsiadujacych, przyjmujac postac 2,2 helisy [15].

Wykorzystanie spektroskopii w podczerwieni i analizy rentgenograficznej
pozwolito ustali¢, ze tancuchy cukrowe w przeciwienstwie do chityny nie s3 ani
proste ani sztywne, lecz przyjmuja postaé prawoskretnej helisy. Obrét nastepuje
co 4 dwucukrowe podjednostki, z ktorych pod katem prostym wychodzg tancuchy
peptydowe, utozone prostopadle wzgledem siebie.

Kolejny proponowany model zakladal, ze tancuchy glikanu przyjmujg ksztalt
diugich cylindréw (ang. long cylinders) [16] lub rozciagnietej liny (ang. stretched
ropes) [17] otoczonej ciasng spirala pojedynczych podstawnikéw peptydowych.
Poszczego6lne warstwy glikanu utozone byly wzgledem siebie i powierzchni komorki
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réwnolegle, dodatkowo obrécone o kat 60° wzgledem sasiedniego fancucha. W ten
sposOb warstwa mureiny przyjmowata ksztalt ,sklejki” (ang. ,plywood™type).
Wymusza ona duze konformacyjne znieksztatcenie wzgledem lanicuchéw peptydo-
wych, osiagajac tym samym duzy stopien ich usieciowania.

Zastosowanie metod modelowania molekularnego pozwolilo na zaproponowa-
nie prostopadlego ulozenia tancuchéw glikanu do powierzchni komoérki bakteryj-
nej, tzw. model rusztowy (ang. scaffold model). Gwarantuje on wysoki stopien usie-
ciowania siegajacy nawet 80-90%, co zgodne jest z uzyskanymi wcze$nie danymi
eksperymentalnymi [18, 19]. Za tym modelem przemawiajg obliczenia i badania
wykonane m.in. przez Dimitrieva [20].

Do czasu opracowania metod wizualizacji in vivo budowy komoérki na pozio-
mie molekularnym trudno bedzie wskaza¢ wlasciwg teori¢ ulozenia tancuchow
mureiny. Zwigzane jest to z réznorodnoscia typow peptydoglikanu wystepujacych w
przyrodzie, stopniem ich usieciowania oraz ilo$cig tworzacych sie warstw. Zasadni-
cze roznice dotyczg mureiny bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich. Przypusz-
cza sie, ze S. aureus jest przykladem najbardziej usieciowanego i niezwyklego typy
mureiny i jedynie metoda rusztowa moze w pelni odzwierciedla¢ jego strukture.

1.4. BIOSYNTEZA

Historia badan nad biosyntezg fragmentu peptydoglikanu $ciany komdrkowej
bakterii siega juz potwiecza. Park jako pierwszy wyizolowat z hodowli gronkowca
zlocistego ,traktowanego” penicyling prekursor nukleotydu odpowiedzialnego za
rozrost peptydoglikanu, a bylo to w wczasach gdy nie wiedziano jeszcze o istnieniu
takiej makromolekuly [21].

Lata intensywnych badan doprowadzity do wysunigcia wniosku, Ze na biosyn-
tez¢ mureiny sklada si¢ wiele kluczowych etapéw. Dokladne okreslenie/rozgrani-
czenie, ktdry z nich jest najwazniejszy jest bardzo trudne, ale mozna dokona¢ pod-
stawowego podzialu w zalezno$ci od miejsca w komorce, w ktérym zachodzi ten
proces [22, 23]:

1) Cytoplazma - w tej czesci gromadzone sg prekursory peptydoglikanu, zbu-
dowane z reszty N-acetylo-p-glukozaminy i kwasu N-acetylo-p-murami-
nowego, do ktorego grupy karboksylowej przytaczone sg krétkie fragmenty
peptydowe (Schemat 1) [24];
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Schemat 1. Synteza prekursoréw peptydoglikanu [22]
Scheme 1. Synthesis of precursor of peptidoglycan [22]

2) Monomery mureiny nastepnie przeksztalcane s3 w produkty posrednie
- pochodne lipidowo disacharydowo-peptydowe polaczone wigzaniem
fosforowym (ang. lipid intermediate disacchride-(peptide)-pyrophosphate
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undecaprenol). Powstate prekursory transportowane s3 na nosnik lipidowy,
ktory wystepuje w blonie komdrkowej, a nastepnie przenoszone sa przez
nig z réwnoczesnym odlgczeniem lipidowego przenosnika-fosforanu unde-
kaprenylu (Rys. 5). Proces ten przebiega na pograniczu trzech warstw —
cytoplazmy, zewnetrznej warstwy komorki, a przede wszystkim w blonie

cytoplazmatycznej.

Powierzchnia komorki

Bfona cytoplazmatyczna

L ,, '.,
QOO0 lub [ - O ,PP-U
Lipid Il Lipid |
Cytoplazma
’ P-U
ubP ,/p
Gly
p-Ala
L-Lys
0-iGlu
L-Ala
@ GicNAc
4dg» v
fosforan udekaprenylu
Rysunek 5. Przeniesienie prekursoréw peptydoglikanu przez blone cytoplazmatyczng [25]
Figure 5. The transfer of the peptidoglycan precursor across the cytoplasmic membrane [25]

Ostatni etap polega na polimeryzacji przetransportowanych fragmentéw mure-
iny. Zachodzi on na zewnetrznej warstwie blony komoérkowej, w tym momencie
wazna role odgrywaja dwa typy enzymoéw: glikozylotransferazy — odpowiedzialne
za tworzenie sie tancuchowych form glikandéw oraz transpeptydazy — prowadzace

do powstania usieciowanej, sztywnej struktury mureiny (Rys. 6) [26, 27].
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Rysunek 6. Etap dzialania transpeptydaz i glikozylotransferaz [25]
Figure 6. Place of action of transpeptidase and glycosyltransferase [25]

Biosynteza mureiny jest procesem bardzo ztozonym, kazdy jej etap pelni $cisle
okreslone funkcje i jest konieczny do prawidtowego rozrostu $ciany komoérkowe;j
bakterii.

Za najwazniejszy prekursor w tworzeniu peptydoglikanu uwazana jest
UDP-N-acetylo-p-glukozamina (UDP-GIcNAc). Formowana jest z 6-fosforanu-p-
-fruktozy (Schemat 2). Bierze réwniez udzial w powstawaniu innych makromole-
kul opartych na strukturze N-acetylo-p-glukozaminy, takich jak kwasy tejchojowe
(w przypadku bakterii Gram-dodatnich) oraz lipopolisacharydy i antygeny entero-
bakteryjne (bakterie Gram-ujemne) [22, 27-30].
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Schemat 2.  Powstawanie UDP-N-acetylo-D-glukozamina (UDP-GIcNAc) [22]
Scheme 2. Formation of UDP-N-acetyl-D-glucosamine (UDP-GIcNAc) [22]
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Przeksztalcenie 6-fosforanu-p-fruktozy w 6-fosforan-p-glukozaminy (Sche-
mat 2) w pierwszym etapie katalizowane jest przez bienzymowy kompleks
L-glutaminaze i aminotransferaze 6-fosforanu-p-fruktozy, ktéra kodowana jest
przez gen glmS [31]. N-Terminalny koniec domeny glutaminazy odpowiedzialny
jest za hydrolize L-glutaminy, w wyniku ktorej uwalniana jest czasteczka amoniaku,
podczas gdy C-terminalny koniec domeny izomerazy przeksztalca amoniak i fos-
foran-6-p-fruktozy w fosforan-6-p-glukozaminy. Nastepnie ma miejsce przeniesie-
nie grupy fosforanowej z atomu wegla 6 na grupe anomeryczng, w wyniku czego
powstaje fosforan-1-b-glukozaminy. Reakcja ta katalizowana jest przez gen glmM
w przypadku E.coli, natomiast w S. aureus role ta przypisuje si¢ femD lub femR315
[32, 33]. Waznym etapem biosyntezy jest reakcja acetylowania grupy aminowej
fragmentu cukrowego. Istotng role w tym procesie odgrywa pochodna koenzymu
A. W wyniku przeniesienia grupy acetylowej z acetylo-CoA na 1-fosforan-p-gluko-
zaminy, przy udziale transacetylazy, powstaje N-acetylo-p-glukozamino-1-fosforan.
Zwigzek ten w reakcji z UTP ulega dalszym przeksztalceniom do UDP-N-acetylo-
-p-glukozaminy (UDP-GIcNAc). Etap ten katalizowany jest przez pirofosfataze [22].

UDP-GIcNAc stanowi istotny, jesli nie najwazniejszy produkt calej biosyntezy.
Poniewaz stanowi nie tylko podstawe do syntezy usieciowanej formy peptydogli-
kanu, poprzez przeksztalcenie go w pochodng kwasu UDP-N-acetylo-p-muramino-
wego (UDP-MurNAc), lecz réwniez innych elementéw $ciany komdrkowej bakterii
(lipopolisacharydow, kwaséw tejchojowych itp.).

Waznym elementem mureiny oprécz pochodnej p-glukozaminy jest pochodna
kwasu N-acetylo-p-muraminowego (UDP-MurNAc). Synteza tego fragmentu prze-
biega w dwoch etapach, z ktorych pierwszy katalizowany jest przez transferaze
MurA, a kolejny przez reduktaze MurB. Transferaza enoilopirogroniowa (MurA)
tworzy wigzanie eterowe pomiedzy a-fosfoenolopirogronianem, pochodzacego
z PEP, a trzecim atomem wegla (C-3) pochodnej UDP-GIcNAc (Schemat 3).
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Schemat 3. Otrzymywanie kwasu N-acetylo-D-muraminowego (UDP-MurNAc) [22]
Scheme 3. Preparation of N-acetyl-D-muramic acid (UDP-MurNAc) [22]
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W kolejnym etapie powstajacy UDP-N-acetylo-p-glukozamino-3-enoilopi-
rogronian redukowany jest przez NADPH do p-mleczanu, co dokonuje sie przy
udziale reduktazy MurB (Schemat 4) [22].

.
NADPH NADP E-FAD
H o
= | NH,
Ho o SO 0 X
S N
NH NH
g -
NI *
le NJW ||’|s o
N.
OO
o)
e
H
EP-UDP-GIcNAc
E-FADH,
Hs o

Schemat4. Mechanizm dzialania reduktazy MurB [22]
Scheme 4.  Mechanism of action MurB reductase [22]
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Istotnym momentem formowania peptydoglikanu jest przytaczenie poszcze-
golnych reszt aminokwasowych. Proces ten zachodzi przy udziale specyficznych
enzymow oraz ATP. Przebiega on w kilku etapach. Wolna grupa karboksylowa
pochodzaca z czasteczki UDP-MurNAc pelni role akceptora wigzania peptydowego.
Do niej przylaczana jest pierwsza reszta aminokwasowa, ktora dla wiekszosci bak-
terii jest L-alanina. Odbywa si¢ to przy udziale ligazy MurC. W kolejnym etapie
dolaczany jest kwas p-glutaminowy (Schemat 5a), bedacy produktem genu murl,
odpowiedzialnego za synteze p-glutaminianu z a-ketoglutaranu (Schemat 5b).

a)

MurC UDP-MurNAc + L-Ala + ATP ———> UDP-MurNAc-L-Ala + ADP + P;

MurD UDP-MurNAc-L-Ala + D-Glu + ATP 5 UDP-MurNAc-L-Ala-D-Glu + ADP + P,
MurE  UDP-MurNAc-L-Ala-D-Glu + Agpm (lubL-Lys) + ATP _—» UDP-MurNAc-tripeptyd + ADP + P;
MurF UDP-MurNAc-tripeptyd + D-Ala-D-X + ATP ———» UDP-MurNAc-pentapeptyd + ADP + P;

b)

D-alanina + a-ketoglutaran ———= D-glutamian + pirogronian

~—

Schemat 5. Mechanizm przytaczenia kolejnych reszt aminokwasowych do kwasu N-acetylo-D-muramino-
wego [22]
Scheme 5. The substitution of amino acid residues to N-acetyl-D-muramic acid [22]

W pozycji trzeciej najczesciej przytaczang reszty jest L-lizyna. U czesci bakte-
rii w jej miejsce podstawiana jest reszta kwasu mezo-diaminopimelinowego (A, pm
lub Dap), a w sporadycznych przypadkach miejsce to zastgpione jest przez reszte
L-homoseryny, reszte 3-hydroksy-A pm, kwasu diaminobutylowy (ang. diamino-
butyric acid) czy L-ornityne.[22] Warto zwrdci¢ uwage, ze pierwsze reszty amino-
kwasow przylaczane sg oddzielnie, jako samodzielne jednostki, natomiast ostatnie
dwie reszty w postaci fragmentu dipeptydowego (p-Ala-p-Ala) (Schemat 5a i 6).
Fragment ten powstaje w wyniku dzialania dwdch enzymoéw racemazy (DdIB),
ktora przeksztalca reszte L-alaniny w jej p-pochodng oraz ligazy p-alanina:p-alanina
(DdIB) syntezujacej fragment dipeptydowy. Podczas biosyntezy tego fragmentu ma
miejsce zastapienie C-terminalnej reszty p-alaniny inng resztg aminokwasows, np.
p-walina, glicyna, p-hydroksymaslanem, a w przypadku S. aureus najczgsciej jest to
reszta p-mleczanu. Stanowi to swoisty system odpornosci bakterii przeciwko sto-
sowanym terapiom antybiotykowym. Istnieja réwniez bakterie, w ktérych N-ter-
minalna reszta p-alaniny zostala zastgpiona przez reszte¢ p-waliny, p-seryny lub
p-aminomaslan lub glicyne.
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Schemat 6. Mechanizm powstawania fragmentu dipeptydowego (p-alanylo-p-alaniny) [22]
Scheme 6.  Formation dipeptide fragment (p-Ala-p-Ala) [22]

Bardzo wazny jest fakt, Ze wczes$niej opisane etapy biosyntezy zachodza
w cytoplazmie komorki bakteryjnej. Maja one na celu namnazanie tak waznych
dla prawidlowego rozrostu mureiny prekursordw, ktére to nastepnie przetranspor-
towane zostaja z wewnetrznej czesci komorki bakteryjnej na zewnetrzng warstwe
$ciany komorkowej. Na ten proces sktada sie kilka etapéw. W pierwszym momencie
do powstalego MurNAc-pentapeptydu przytaczony zostaje fosforan undekaprenylu
(zwany réwniez baktroprenolem). Wystepuje on w blonie cytoplazmatycznej i pelni
role przeno$nika lipidowego jednostek budulcowych (peptydoglikanu, lipopoli-
sacharudow czy kwasow tejchojowych Rys. 7). W wyniku dzialania specyficznej
translokazy (MraY) powstaje kompleks, noszacy nazwe lipidu I (C55-PP-MurNAc-
-pentapeptyd). Zwiazek ten reaguje z UDP-GIcNAc. Reakeja ta katalizowana jest
przez glikozylotransferazy (MurG), w wyniku czego tworzy si¢ wiazanie f(1->4)
O-glikozydowe. Reakcja zachodzi pomiedzy grupa hydroksylowa przy 4 atomie
wegla pochodnej MurNAc a 1 atomem wegla z pochodnej GlcNAc, co prowadzi do
powstania lipidu IT (pochodnej disacharydowopentapeptydowej). Na tym etapie ma
miejsce tworzenie sie krotkiej liniowej formy peptydoglikanu. Do fancucha bocz-
nego reszty L-lizyny przylaczane sa kolejne reszty aminokwasowe. W przypadku
S. aureus sg to reszty glicyny w wyniku czego powstaje mostek pentapeptydowy.
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Powstaly lipid II transportowany jest na zewnetrzng strong¢ blony komoérkowej,
gdzie nastepnie jest wbudowywany w istniejaca strukture peptydoglikanu. Obecne
tam transglikozylazy (biatka PBP oraz lityczna transglikolaza Mlt) katalizujg reakcje
zachodzgce pomiedzy grupa hydroksylowa przy 4 atomie wegla pochodnej MurNAc
pochodzacej z przetransportowanego disacharydopentapeptydu, a anomerycznym
atomem wegla z GIcNAc istniejacej mureiny. W wyniku zachodzacego procesu
odlaczana jest czasteczka baktroprenolu (C55-PP). W wyniku reakeji hydrolizy
zwigzek ten jest regenerowany i w postaci C55-P przenoszony na zewnetrzng strone
blony cytoplazmatycznej, gdzie ulega dalszym reakcjom z pochodng muramylopen-
tapeptydowa.

btona cytoplazmatyczna

7\ A
(MraY)
P \ zl_ T MurG I|D
N P PH
UDP-MmI'NAc | |
MurNAc-GIcNAc
peptyd UMP MUII'NAC : I
beptyd UDP-GIcNAc UDP peptyd
Lipid | Lipid Il

cytoplazma

Rysunek 7. Mechanizm transportowania prekursora peptydoglikanu [22]
Figure 7. The mechanism of transport peptidoglycan precursor [22]

W zewnetrznej warstwie $ciany komorkowej oprocz reakeji transglikozylacji
prowadzacej do wydtuzenia si¢ formy lancuchowej mureiny, zachodzg réwniez
procesy transpeptydacji. Polegaja one na tworzeniu si¢ poprzecznych wiazan pepty-
dowych pomiedzy nowymi jednostkami budulcowymi a istniejacymi fragmentami
peptydoglikanu. Sprawia to, ze struktura mureiny przyjmuje usieciowang postac,
podobng do sakulusu (woreczka mureinowego). Transpeptydacja opiera si¢ na
usunieciu C-terminalnej reszty p-alaniny, a w jej miejsce przylaczane s istniejace
mostki peptydowe.

1.5. SYNTEZA CHEMICZNA

Ze wzgledu na istotne role biologiczne jakie spelniaja fragmenty mureiny,
atakze problem z ich izolowaniem z materiatu biologicznego wiele osrodkéw nauko-
wych podjelo si¢ proby ich chemicznej syntezy. Do badan biologicznych zaczeto
wykorzystywa¢ fragmenty peptydoglikanu syntezowane chemicznie, co gwaranto-
walo zaréwno jednolitg i pewng strukture, a zarazem wysoka czysto$¢ stosowanych
zwiazkow.
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Przez dlugi okres czasu duzym zainteresowaniem cieszyly si¢ syntezy frag-
mentéw muramylodipeptydowych (MDP), bedacych najkrétszymi fragmentami
peptydoglikanu adiuwantowo czynnymi. Okazalo si¢ jednak, ze dtuzsze fragmenty
peptydoglikanu wykazuja si¢ innymi wlasciwosciami biologicznymi w poréwnaniu
z MDBP, dlatego tez, synteza takich fragmentéw stata si¢ Zrédtem zainteresowania
kilku o$rodkéw badawczych. W 2001 roku pojawila si¢ praca opisujaca synteze
fragmentu tetrasacharydowego oraz oktasacharydowego peptydoglikanu (Rys. 8).
Skladaly si¢ one z powtarzajacych sie jednostek disacharydowych, zbudowanych
z reszty N-acetylo-D-glukozaminy (GlcNAc) i kwasu N-acetylo-p-muraminowego
(MurNAc) potaczonych wigzaniem B(1->4) O-glikozydowym [34]. Do grupy kar-
boksylowej pochodzacej z reszty MurNAc przylaczone zostaly fragmenty dipepty-
dowe r-alanylo-p-izogltaminy (r-Ala-p-iGln) [35].

OH

0
H
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-} NHAc OH
NHAG
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D-| IG n L}

L | p=
D-iGIn n=1lub 2

T

Rysunek 8.  Fragment tetra- i oktasacharydowy peptydoglikanu [34, 35]
Figure 8. Tetra- and octasacchride peptidoglycan fragments [34, 35]

Prowadzone badania nad czynnikami wywotujacymi szok septyczny (ang. sep-
tic shock) nasuwaly wniosek, ze odpowiedzialne s3 za niego ogdlnoustrojowe stany
zapalne wywolane w skutek obecnosci peptydoglikanu (PGN) we krwi pacjentow.

Badania nad coraz bardziej ztozong strukturg mureiny doprowadzity do publi-
kacji w 2004 r., w ktdrej Heseka i jego wspotpracownicy przedstawili synteze tetrasa-
charydu, w ktérym do reszty kwasu mlekowego kwasu N-acetylo-p-muramylowego
przytaczony byt pentapeptyd. Otrzymane przez nich polaczenie stanowi podtuzny
fragment peptydoglikanu ze $ciany komdrkowej bakterii Gram-dodatniej [36].
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Rysunek 9.  Fragment terasacharydowy otrzymany przez Heseka i in. [36]
Figure 9. Tertasaccharide fragment prepared by Heseka et al. [36]

Oprécz tego otrzymali krotsze fragmenty peptydoglikanu, odpowiednio
mono-, disacharydowe, ktore wykorzystali do badania wzajemnego oddzialywania
z wankomycyng [37].
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Rysunek 10. Pochodne mono- i disacharydowe peptydoglikanu [37]
Figure 10.  Mono- and disaccharide derivatives of the peptidoglycan fragment [37]

Dodatkowo fragmenty disacharydowe postuzyly im do przygotowania dime-
réw peptydoglikanu (Schemat 7).
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Schemat 7. Dimery peptydoglikanu [38]
Scheme 7. Dimers of peptidoglycan [38]

Duzym zainteresowaniem oprocz syntezy okreslonych fragmentéw peptydogli-
kanu, ciesza si¢ rowniez badania biologiczne otrzymanych zwigzkow. Zwigzane jest
to z bardzo dobrymi wlasciwo$ciami immunopotentatywnymi (ang. immunopoten-
tiating) fragmentéw mureiny. Podejrzewa sie, ze PGN odpowiedzialny jest za sty-
mulacje receptoréw TLR 2 oraz membrany CD14 (mCD14). Badania prowadzone
przez dwie niezalezne grupy badawcze Dziarskiego [38] i Boneca [39] doprowadzily
do wysuniecia sprzecznych wnioskow.

Inamura wraz ze wspolpracownikami [40] podjeli probe zbadania wplywu
diugosci tancucha zaréwno peptydowego oraz cukrowego na aktywnos¢ mCD14
i TLR2. W tym celu wykorzystano fragmenty tetrasacharydowe z przylaczonym
fragmentem di-, tri-, tetra- oraz pentapeptydowym, a takze oktasacharyd z pod-
stawionym fragmentem dipeptydowym. Okazalo sie, ze niepodstawione fragmenty
glikanu nie wykazujg sie wlasciwo$ciami immunostymulacyjnymi. Wskazuje to,
ze obecnos¢ fragmentéw peptydowych jest konieczna do wywotania odpowiedzi
immunologicznej. Najwieksza aktywnosciag odznaczal si¢ fragment trisacharydowy
z przytaczona pochodng tripeptydowa (Tab. 1).
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Tabela 1. Fragmenty peptydoglikanu otrzymane przez Inamure i jego wspotpracownikéw majace wplyw na
aktywno$¢ mCD14 i TLR2 [40]
Table 1. Peptidoglycan fragments prepared by Inamura, et al. with affecting the activity of mCD14 and
TLR2 [40]
H
NHAc| O
! NHAc BnO OR.
Hs C \ OR NHAc " o NHAC
-«
HC™ co-r
Zwigzek R R
4 H L-Ala-D-iGln
5 H L-Ala-D-iGln-L-Lys
6 H L-Ala-D-iGIn-L-Lys-D-Ala
7 a-Pr L-Ala-D-iGIn-L-Lys(Ac)
8 a-Pr L-Ala-D-iGIn-L-Lys(Ac)-D-Ala
9 a-Pr L-Ala-D-iGln-L-Lys-D-Ala-D-Ala
10 a-Pr L-Ala-D-iGIn-L-Lys(Ac)-D-Ala-D-Ala
11 a-Pr OH

a)

Rysunek 11.  Struktura lipidu I oraz lipidu II otrzymanego przez prof. van Nienwenhze i Blaszczaka [41]
Figure 11.  Structure of lipid I and II prepared by van Nienwenhze i Blaszczak [41]
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Rysunek 11.  Ciag dalszy
Figure 11.  Continuation

Przeprowadzono takze proby otrzymania prekursoréw biosyntezy peptydo-
glikanu. Grupie profesora Blaszczak udalo si¢ przeprowadzi¢ z wielkim sukcesem
synteze zaréwno fragmentu lipidu I oraz lipidu IT (Rys. 11) [41].

UWAGI KONCOWE

Synteza fragmentow peptydoglikanu $ciany komoérkowej bakterii jest procesem
bardzo zlozonym i wymaga zastosowania wielu ortogonalnych wzgledem siebie
oston grup funkcyjnych przylaczanych reszt aminokwasowych, czy grup hydroksy-
lowych fragmentu cukrowego. Jednakze otrzymanie tego typu fragmentéw na dro-
dze chemicznej pozwala na uzyskanie materialu biologicznego o wysokiej czystosci.
Proces ten jest jednym z elementéw niezbedny do poznania istoty wirulentnosci
i toksycznosci $ciany komorkowej bakterii.
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