Endotoxin

Endotoxin je lipopolysacharidovy komplex (LPS), ktery je soucdasti bunécné stény
gramnegativnich bakterii.

Charakteristika —Q

Pojem endotoxin byl zaveden jako kontrast k exotoxinu, coz je toxin uvolhovany

bakteriemi do okoli (endotoxin je uvolnén az po zaniku bunécné stény bakterie).

Dnes je pojem endotoxin synonymem pro lipopolysacharid (LPS), ktery je _o
dllezitou soucasti vnéjsi membrany gramnegativnich bakterii.

Lipopolysacharidy vSak nejsou pouze skodlivymi latkami. Maji dllezitou roli i pro
bakterii samotnou - prispivaji ke strukturni stabilité a chrdni membranu pred

nékterymi chemickymi Utoky. Vzhledem k ddleZitosti lipopolysacharidu pro
bakteridIni buriku se tato molekula stala ter¢em vyzkumu baktericidnich latek.

Slozeni —OQ

Lipopolysacharid se sklada ze 3 ¢asti:

1. lipid A,
2. oligosacharidové jadro, Cervené - O-antigen, zluté - stfedni
3. O-antigen. polysacharidovéa ¢ast, zelené - lipid

A
Lipid A - tvori lipidovou sloZku endotoxinu zodpovédnou za toxicitu

gramnegativnich bakterii. Diky své hydrofobni povaze (glykolipid) se kotvi v

jejich vnéjsi membrané. | pres svij toxicky efekt je vSak rozpoznani lipidu A lidskym imunitnim systémem kli¢ové
pro zahdajeni imunitni reakce a jeji ndsledné zvladnuti. Aktivuje zejména monocyty a makrofagy, k ¢emuz staci
koncentrace v raddu pikograma na mililitr krve. Pokud se v lidském téle nachazi ve vysokych koncentracich, je
mozné, ze zplsobi endotoxicky Sok, ktery mlze skoncit smrti.

Oligosacharidové jadro - je tvoreno kratkym retézcem sacharidovych zbytk{ (¢asto heptdzy, vyskytuje se i
ketodeoxyoktulosonové kyselina) a spojuje lipid A s O-antigenem.

O-antigen - tvori opakujici se oligosacharidové jednotky. Nachazi se nejzevnéji, jednim koncem je pripojen k
oligosacharidovému jadru a vycniva z povrchu mikroba. Je nositelem nejvétsi variability a urcuje antigenni
specifi¢nost. Pokud ma lipopolysacharid kompletni O-fetézec, vypadaji kolonie pfi kultivaci na pevném rlstovém
médiu jako hladké a vlhké. Jestlize ma vsak O-retézec zkraceny, pak kolonie vypadaji drsné a susSe. Takové bakterie
maji ¢asto zranitelnéjsi membrany hydrofobnimi antibiotiky. Polysacharidovy retézec je velmi variabilni mezi
rdznymi bakteriemi a urcuje jejich sérotyp. Cukerné retézce hladkych lipopolysacharid mohou prekryt proteiny
vnéjsi membrany a zamaskovat je tak pred imunitnim systémem hostitele.

Uvolnéni endotoxinu

K uvolnéni endotoxinu mize dojit:

po fagocytdéze a intraceluldrni destrukci bakterie;

pfi rozpadu bakterii G¢inkem vlastnich autolytickych enzym;
v dlsledku cytolyzy komplementem:;

G¢inkem membranové plsobicich antibiotik.

Biologické ucinky

Plsobi jako pyrogen (zvyseni teploty). Toxin stimuluje mononuklearni fagocyty k produkci endogennich pyrogent
(interleukin-1 a TNF) - vyvolava horecku a vazodilataci. Aktivuje komplementovy systém (alternativni drahou).
Dlsledkem je cytolyza buriky spojena s dal$im uvolfiovanim toxinu.

Stimuluje odpovéd imunitniho systému - aktivace makrofagQ, neutrofild, lymfocytl B. Dochéazi ke vzniku lokalini
zanétlivé reakce. Pri vyssich koncentracich mlze dojit ke vzniku endotoxického Soku.

Mlze zpUsobit poruchy srazlivosti. Aktivuje f. XIl - spousti srazeci kaskadu. Ovliviuje krevni desti¢ky - uvolnéni
obsahu granul (degranulace trombocytl). Ovliviiuje neutrofily - uvolnéni bilkovin stabilizujicich fibrinové srazeniny.
Ovliviuje endotelie.

Plsobi chemotakticky na polymorfonukleary. Pri velkych koncentracich mGze vzniknout endotoxémie (pritomnost
endotoxinu v krvi) - sepse vyvolané G— bakteriemi. Nizka hladina endotoxinu v organismu plsobi pozitivné
(stimulace imunity). Ve velké koncentraci nastava riziko toxického Soku a DIC (¢asto konci smrti).

Endotoxicky Sok

= Hypotenze,
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= diseminovana intravaskuldrni koagulopatie (DIC),
= vazodilatace,
= snizeny vykon myokardu (poruchy oxidace).

25-40 % téchto pripadd kondi smrti. Neexistuje efektivni Ié¢ba na zvraceni toxické aktivity lipidu A. U infekci
gramnegativnimi bakteriemi jsou endotoxiny z velké ¢asti zodpovédné za zdvazné klinické projevy. Napriklad
u meningokokovych infekci a Waterhouse-Friderichsenova syndromu (selhani nadledvin z ddvodu krvaceni)
zplUsobenych prevazné bakterii Neisseria meningitidis.

Endotoxin plsobi také jako silny mitogen B-lymfocytd a aktivator polyklonalnich B-lymfocytd, coz hraje roli v rozvoji
odpovidajici chronické imunitni odpovédi, pokud nebyla bakterie zni¢ena v akutni fazi.

Kontaminace endotoxiny

Endotoxiny mohou c¢asto kontaminovat latky, se kterymi je provadén vyzkum, nebo se jinak medicinsky vyuzivaiji.
To se mlze tykat napriklad plasmidové DNA pro vyuziti v genové terapii, ovalbuminu ve vyzkumu nebo
laboratornich pomUcek.

Jedna bakterie Escherichia Coli obsahuje kolem 2 milion& molekul lipopolysacharidu. Endotoxiny jsou navic velmi
tepelné stabilni (nedaji se znicit béznymi sterilizacnimi metodami ani autokldvovanim). Diky své hydrofobicité
vykazuji velkou afinitu k dalsim hydrofobnim materiallim, jako jsou napriklad plasty. Pokud by se kontaminace
ponechala a doslo by k prenosu do lidského organismu, propukla by zdnétlivad reakce, kterad by mohla byt
nebezpecna nebo by mohla narusit vysledky testl. Je proto nezbytné endotoxiny odstranit. K tomu se vyuziva
depyrogenace. Tato metoda spociva v zahfati az na 250-300 °C na 30 minut, coz endotoxiny bezpecné znici.

Velmi citlivd zkouska na pritomnost endotoxinu se nazyva Limulus test, ktery je zalozen na principu koagulace krve
ostrorepa. Ta se v pritomnosti i malého mnozstvi lipopolysacharidu srazi diky velmi silnému amplifika¢nimu efektu
na enzymy koagulacni kaskady.

Mozné vyuziti

Enzymy zapojené v biosyntéze nebo modifikaci lipidu A mohou poskytnout pfistup nejen k novym derivatim lipidu
A, které mohou byt uzite¢né jako adjuvans nebo antagonisté endotoxind, ale mohou byt vyuzity i pro nové
bakteriadIni vakciny. Monofosforylovany lipid A ziskany z bakterie Sa/monella minnesota se vyuzivé jako adjuvans v
kombinaci s kamencem a byl neddvno schvdélen jako vakcina pro lidsky papillomavirus a virovou hepatitidu B.
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