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2. Wykaz skrótów 

AFM – (ang. Atomic Force Microscope) - mikroskop sił atomowych  

apoLp-III – apolipoforyna III 

BCYE - (ang. Buffered Charcoal Yeast Extract) - buforowany węglem drzewnym wyciąg 

drożdżowy 

Cer - ceramidy 

CL – kardiolipina 

CMP – dwufosforan cytydyny 

DG - dwuglicerydy 

DMPE (dMePE) - dimetylo-N,N-fosfatydyloetanoloamina 

Dot – (ang. Defect for organelle trafficking) - zaburzenia w kierowaniu organelli 

GC/MS - (ang. Gas Chromatography/Mass Spectrometry) - chromatografia gazowa 

sprzężona ze spektrometrią mas  

GlcNAc - N-acetyloglukozamina 

Icm – (ang. Intracellular multiplication) - wewnątrzkomórkowe namnażanie  

IL-6 - interleukina 6  

IM – (ang. Inner Membrane) - wewnętrzna błona  

Kdo - kwas 3-deoksy-D-manno-2-oktulozonowy 

KEGG – (ang. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) – bazy danych Kyoto 

encyklopedia genów i genomów 

lag-1 - gen kodujący O-acetylotransferazę 

LPS – lipopolisacharyd 

LpSpl - liaza 1-P-sfingozyny 

MIC– (ang. Minimum Inhibitory Concentration) - minimalne stężenie hamujące  

Man - mannoza 
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MMPE - monometylo-N-fosfatydyloetanoloamina 

MSA – (ang. Multiple Sequence Alignment) – wielokrotne przyrównanie/dopasowanie 

sekwencji 

OM – (ang. Outer Membrane) - zewnętrzna błona  

OMV – (ang. Outer Membrane Vesicles) - pęcherzyki błony zewnętrznej  

PAF – (ang. Platelet-Activating Factor) - czynnik aktywujący płytki krwi  

PC – fosfatydylocholina 

PCS – szlak syntazy fosfatydylocholiny 

pcs – gen kodujący syntazę PC 

PE – fosfatydyloetanoloamina 

PG – fosfatydyloglicerol 

pmtA – gen kodujący N-metylotransferazę 

PMTA - szlak N-metylacji fosfatydyloetanoloaminy 

PSI-BLAST – (ang. Position-Specific Iterative Basic Local Alignment Search Tool) – 

specyficzny dla pozycji, iterowany BLAST 

QuiNAc - N-acetylochinowozamina 

Rha – ramnoza 

SAH - S-adenozylohomocysteina 

SAM - S-adenozylometionina 

SM – sfingomielinaza 

SMase Cs - sfingomielinaza Cs 

SMase Ds - sfingomielinaza Ds 

SMPD1 - fosfodiesteraza-1 sfingomieliny 

SPT - palmitoilotransferaza seryny 

TLC – (ang. Thin Layer-Chromatography) - chromatografia cienkowarstwowa 
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TLR4 - (ang. Toll-Like Receptor 4) – receptor toll-podobny 4 

TG – trójglicerydy 

TNF-α – (ang. Tumor Necrosis Factor α) - czynnik martwicy nowotworu  

UHPLC-MS/MS - (ang. Ultra-High Performance Liquid Chromatography Tandem Mass 

Spectrometry) - ultra wysokosprawna chromatografia cieczowa sprzężona ze spektrometrią 

mas  
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3. Streszczenie 

Pałeczki Legionella są szeroko rozpowszechnione w naturalnych, słodkowodnych 

środowiskach oraz sztucznych systemach wodnych, zarówno jako wolnożyjące bakterie, 

wchodzące w skład złożonych struktur biofilmu, ale przede wszystkim jako 

wewnątrzkomórkowe patogeny organizmów eukariotycznych. Adaptacja do tak skrajnie 

odmiennych warunków, jakim jest środowisko wodne ubogie w składniki odżywcze 

i wnętrze komórki gospodarza, bogate w pokarm, wymaga uruchomienia przez te bakterie 

szeregu mechanizmów. W wyspecjalizowanych oddziaływaniach z komórkami gospodarza 

pałeczki Legionella wykorzystują lipidy. Lipidy Legionella pełnią zarówno ważne funkcje 

strukturalne, które pozwalają na stabilizację błon komórkowych oraz funkcjonują jako 

czynniki wirulencji, antygeny bądź wzorce molekularne rozpoznawane przez układ 

odpornościowy gospodarza. Podobnie jak w przypadku białek, bakterie Legionella mają 

zdolność dostosowywania składu lipidów błonowych w odpowiedzi na zmieniające się 

warunki środowiska. L. gormanii syntetyzuje glicerolipidy (trójglicerydy i dwuglicerydy), 

fosfolipidy (fosfatydyloetanoloamina, PE, fosfatydylocholina, PC, kardiolipina, CL, 

fosfatydyloglicerol, PG) oraz sfingolipidy (ceramidy i heksozylceramidy). Zastosowanie 

metod opartych na chemicznej analizie markerów strukturalnych osłon komórkowych 

pozwoliło na wykazanie, że w błonach L. gormanii występują związki, które 

charakteryzują różne gatunki Legionella takie jak PE15:0_15:0 oraz PC15:0_16:0. 

Natomiast PEcyklopropanowy17:0_16:0 oraz PCcyklopropanowy17:0_15:0 mogą 

stanowić chemiotaksonomiczne wyznaczniki gatunku L. gormanii. Zdolność 

do wykorzystywania zewnątrzkomórkowej choliny i syntezy PC w jednoetapowym szlaku 

katalizowanym przez syntazę fosfatydylocholiny potwierdzona dla L. gormanii wskazuje, 

że proces ten jest wspólny dla różnych gatunków Legionella. Syntaza PC może być 

obiecującym celem terapeutycznym osłabiającym zdolność do wewnątrzkomórkowego 

namnażania się tych patogenów. L. gormanii hodowana na podłożu z egzogenną choliną 

modyfikuje zawartość i rozmieszczenie lipidów w błonach, co wpływa na jej fizyko-

chemiczne właściwości i determinuje wrażliwość tych bakterii na bójcze działanie 

apolipoforyny III wyizolowanej z hemolimfy gąsienic Galleria mellonella. 

Słowa kluczowe: Legionella gormanii, choroba legionistów, lipidy, apolipoforyna 

III, Galleria mellonella  
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4. Summary 

Legionella bacteria are widely distributed in natural freshwater environments and 

artificial water systems both as free-living bacteria that are part of complex biofilm 

structures and primarily as intracellular pathogens of eukaryotic organisms. Adaptation to 

such extremely different conditions as the aquatic environment, poor in nutrients, and the 

interior of the host cell, rich in food, requires the activation of several mechanisms by these 

bacteria. In specialized interactions with host cells, Legionella bacteria use lipids. 

Legionella lipids play essential structural functions that stabilize cell membranes and 

function as virulence factors, antigens, or molecular patterns recognized by the host's 

immune system. As in the case of proteins, Legionella bacteria can adapt the composition 

of membrane lipids in response to changing environmental conditions. L. gormanii 

synthesizes glycerolipids (triglycerides and diglycerides), phospholipids 

(phosphatidylethanolamine, PE, phosphatidylcholine, PC, cardiolipin, CL, 

phosphatidylglycerol, PG), and sphingolipids (ceramides and hexosylceramides). The use 

of methods based on the chemical analysis of structural markers of the cell envelope 

allowed demonstrating that the membranes of L. gormanii contain compounds that 

characterize various Legionella species, such as PE15:0_15:0 and PC15:0_16:0. On the 

other hand, PEcyclopropane17:0_16:0 and PCcyclopropane17:0_15:0 may be 

chemotaxonomic determinants of the L. gormanii species. The ability to use extracellular 

choline and synthesize PC in a one-step pathway catalyzed by phosphatidylcholine 

synthase confirmed for L. gormanii indicates that this process is common to different 

Legionella species. PC synthase may be a promising therapeutic target to impair the 

intracellular proliferation capacity of these pathogens. L. gormanii cultured on a medium 

with exogenous choline modifies the content and distribution of lipids in membranes, 

which affects its physicochemical properties and determines the sensitivity of these 

bacteria to the killing effect of apolipophorin III isolated from the hemolymph of Galleria 

mellonella. 

Keywords: Legionella gormanii, Legionnaires' disease, lipids, apolipophorin III, Galleria 

mellonella 
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5. Wstęp 

5.1. Charakterystyka bakterii z rodzaju Legionella  

Gram-ujemne pałeczki z rodzaju Legionella należą do grupy wewnątrzkomórkowych 

bakteryjnych czynników zakaźnych, które powodują infekcje zarówno dróg oddechowych 

jak i infekcje pozapłucne, określane wspólną nazwą legionelozy. Bakterie występują 

w wodach naturalnych i sztucznych systemach dystrybucji wody. W środowisku 

naturalnym tzn. w wodach śródlądowych, morskich czy w glebie, bakterie ze względu 

na niską liczbę nie stanowią zagrożenia higienicznego. Duże niebezpieczeństwo dla 

zdrowia i życia ludzi stwarzają skolonizowane bakteriami instalacje wodne budynków 

użyteczności publicznej i obiektów szpitalnych. Na stopień zasiedlenia systemów wodnych 

wpływają zarówno czynniki abiotyczne, jak i biotyczne. Występowaniu pałeczek 

Legionella sprzyjają miejsca o niewielkiej recyrkulacji wody, bogate w składniki 

migrujące z elementów instalacji wodociągowej. Największym ryzykiem kolonizacji tymi 

bakteriami obarczone są instalacje wody ciepłej. Pałeczki z rodzaju Legionella bytują 

w systemach wodnych w zakresie temperatur od 25°C do 37°C. Drobnoustroje te są zdolne 

do przeżycia przez kilka godzin w temperaturze powyżej 50°C oraz namnażania się 

w temperaturze poniżej 20°C (Buse i in., 2012). Kluczowym czynnikiem wpływającym na 

występowanie tych bakterii w sztucznych systemach wodnych jest obecność 

pierwotniaków głównie z rodzajów Vermamoeba, Acanthamoeba i Naegleria (Atif Nisar 

i in., 2020). Bakterie Legionella nabyły rzadkiej wśród mikroorganizmów zdolności do 

aktywnego wnikania i namnażania się w komórkach pierwotniaków, które są nie tylko 

źródłem pokarmu dla tych bakterii ale chronią je przed działaniem niekorzystnych 

czynników środowiska, w tym środków dezynfekujących wodę (Atif Nisar i in., 2020). 

Wszystkie te czynniki stwarzają dogodne warunki do tworzenia biofilmów i rozwoju 

Legionella. Badania przeprowadzone w Polsce wykazały, że ponad 60% zbadanych prób 

wody przekraczało dopuszczalny poziom skażenia sieci wodnej bakteriami Legionella, co 

stwarza realne zagrożenie dla ludzi (Wojtyła-Buciora i in., 2013). Najczęstszym sposobem 

infekcji człowieka jest wdychanie skażonego bakteriami wodno-powietrznego aerozolu 

wytwarzanego przez klimatyzatory, fontanny, wanny z hydromasażem, urządzenia 

medyczne i tym podobne źródła (Van Heijnsbergen i in., 2015). Jednak około 60% 

zgłaszanych przypadków infekcji Legionella nie ma zidentyfikowanego źródła 

pochodzenia. Do zakażenia bakteriami Legionella dochodzi również przez aspirację tych 
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mikroorganizmów z błon śluzowych gardła oraz w rzadkich przypadkach w wyniku 

transmisji między ludźmi (Correia i in., 2016). Bakterie Legionella po przedostaniu się 

do organizmu człowieka wywołują szeroki zakres objawów chorobowych od grypo-

podobnej infekcji zwanej gorączką Pontiak do ciężkiego zapalenia płuc (choroby 

legionistów), które należy do zapaleń atypowych, nie poddających się leczeniu 

antybiotykami z grupy penicylin oraz aminoglikozydów (Viasus i in., 2022). Bakterie 

Legionella mogą być również przyczyną pozapłucnych infekcji o bardzo ciężkim 

przebiegu ze strony układów: sercowo-naczyniowego (zapalenie mięśnia sercowego), 

nerwowego (ropień mózgu), pokarmowego (zapalenie trzustki), moczowego (ostra 

niewydolność nerek). Pałeczki Legionella są przyczyną zarówno sporadycznych 

przypadków, jak i ognisk epidemicznych zapalenia płuc nabytego w środowisku 

zamieszkania, pracy, rekreacji lub podczas pobytu w szpitalu. Ponad 70% przypadków 

zachorowań na chorobę legionistów jest sporadyczna i nabyta w środowisku 

pozaszpitalnym. Pozostałe infekcje związane są z podróżami (ponad 20%) lub z pobytem 

osób w placówkach opieki zdrowotnej (około 10%). Bakterie Legionella powodują od 2 

do 15% wszystkich hospitalizowanych przypadków zapalenia płuc nabytego w środowisku 

zamieszkania i są drugą po Streptococcus pneumoniae najczęstszą przyczyną ciężkiego 

zapalenia płuc, które wymaga przyjęcia pacjenta na odział intensywnej terapii. Znane 

czynniki ryzyka rozwoju choroby legionistów można podzielić na czynniki związane 

z gospodarzem i środowiskowe. Czynniki związane z gospodarzem obejmują: starszy wiek 

(>50 lat), płeć męską, palenie tytoniu, przewlekłe choroby płuc, cukrzycę i wrodzony lub 

nabyty w wyniku przeszczepu i/lub chemioterapii niedobór odporności. U osób z obniżoną 

odpornością, biorców przeszczepów oraz dzieci poniżej pierwszego roku życia poziom 

śmiertelności jest wysoki i wynosi około 50%. Do środowiskowych czynników ryzyka 

związanych z epidemiami choroby legionistów zaliczamy podróże, pobyt w placówce 

służby zdrowia, bliskość wież chłodniczych, wanien z hydromasażem czy ozdobnych 

fontann (Alrahimi i in., 2022). Prawdopodobieństwo zakażenia zależy od dawki 

infekcyjnej i czasu ekspozycji na bakterie, skuteczności rozprzestrzeniania się 

drobnoustrojów, określonych predyspozycji gospodarza oraz gatunku, który spowodował 

infekcję. Do tej pory wyizolowano i opisano 69 gatunków i ponad 70 grup serologicznych, 

z których 28 pochodziło bezpośrednio od chorych (ECDC, 2022). Wśród szczepów 

gatunku L. pneumophila, które są przyczyną 80-90% rozpoznawanych przypadków 

legionelozy wyróżniono 16 grup serologicznych, z których serogrupa 1 jest najczęściej 

izolowana od chorych. Pozostałe serogrupy i gatunki są rzadziej izolowane od pacjentów 
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z wyjątkiem L. longbeachae, który odpowiada za 60% zakażeń występujących w Australii 

i Nowej Zelandii (Chambers i in., 2021).  

Gatunek L. gormanii został po raz pierwszy wyizolowany od pacjentki 

z nietypowym zapaleniem płuc i współtowarzyszącymi chorobami (Griffith i in., 1988). 

Bakteria ta powoduje infekcje również u osób z prawidłowo funkcjonującym układem 

odpornościowym oraz u dzieci, chociaż Legionella rzadko powodują zapalenie płuc w tej 

grupie wiekowej pacjentów (Lei i in., 2022) (Greenberg i in., 2006). L. gormanii 

w odróżnieniu od innych gatunków rodzaju Legionella nie namnaża się w komórkach 

A. castelanii ale ma zdolność do adhezji, wnikania i replikacji w makrofagach linii THP-1. 

Analizy bioinformatyczne genomu L. gormanii wykazały obecność klastra genów 

kodujących białka IV systemu sekrecji Dot/Icm, który jest kluczowy w procesie tworzenia 

niszy umożliwiającej namnażanie się bakterii wewnątrz makrofagów człowieka (Peruski i 

in., 2017). Przełamanie mechanizmów bójczych i utworzenie stabilnej wakuoli 

replikacyjnej poprzez modyfikację środowiska gospodarza stanowi podstawę 

patomechanizmu Legionella. Skoordynowane w czasie i przestrzeni manipulowanie 

procesami komórkowymi gospodarza jest możliwe dzięki sprawnie funkcjonującej 

bakteryjnej ścianie komórkowej. Legionella nie wytwarzają otoczek oraz nie syntetyzują 

zewnątrzkomórkowych polisacharydów, dlatego makrocząsteczki ściany komórkowej 

(białka, lipidy, LPS) wchodzą w bezpośredni kontakt z komórką gospodarza i determinują 

przebieg różnych etapów cyklu życiowego tych drobnoustrojów. W cyklu życiowym 

Legionella występuje faza troficzna, która ma miejsce w wyspecjalizowanych wakuolach 

gospodarza i faza infekcyjna, w której bakterie wykazują dużą przeżywalność 

w warunkach abiotycznych. Przejście pałeczek Legionella ze środowiska wodnego, które 

nie stwarza warunków umożliwiających namnażanie się, do środowiska nieprzyjaznego, 

ale bogatego w składniki pokarmowe, jakim jest aktywnie metabolizująca komórka 

gospodarza wymaga modyfikacji struktury składników ściany komórkowej bakterii. 

Budowa, struktura oraz znaczenie biologiczne lipidowych składników ściany 

komórkowej Legionella zostały przedstawione w pracy przeglądowej: 

Kowalczyk, B., Chmiel, E., Palusińska-Szysz, M. (2021). The role of lipids in Legionella-

host interaction. Int. J. Mol. Sci., 2;22(3); 1487. doi: 10.3390/ijms22031487. 
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5.2. Lipidy ściany komórkowej Legionella 

Osłona komórkowa stanowi złożoną, wielowarstwową, dynamiczną strukturę, która 

utrzymuje kształt i integralność komórki bakteryjnej. W ścianie komórkowej Gram-

ujemnych bakterii występują dwie błony: wewnętrzna (Inner Membrane, IM) i zewnętrzna 

(Outer Membrane, OM). Błona wewnętrzna składa się z fosfolipidów, które u bakterii 

Gram-dodatnich i Gram-ujemnych są rozmieszczone dość równomiernie w obu 

monowarstwach tworząc symetryczną dwuwarstwę. W przeciwieństwie do niej OM ma 

układ asymetryczny: warstwa wewnętrzna składa się głównie z fosfolipidów a zewnętrzna 

z fosfolipidów, białek i glikolipidu-lipopolisacharydu (LPS). Białka transbłonowe OM 

mają w większości strukturę drugorzędową β-harmonijki, podczas gdy w błonie 

wewnętrznej w białkach transbłonowych dominują struktury α-helisy. Asymetryczna 

budowa i wyjątkowe właściwości LPS sprawiają, że OM funkcjonuje jako pierwsza linia 

obrony komórki bakteryjnej przed zewnętrznymi zagrożeniami biotycznymi 

i abiotycznymi, stanowi barierę przepuszczalności molekularnej, chroni przed fagocytozą 

i działaniem substancji przeciwdrobnoustrojowych (Silhavy i in., 2010). 

5.2.1. Charakterystyka lipopolisacharydu Legionella 

Lipopolisacharyd jest kluczowym składnikiem OM ściany komórkowej Gram-

ujemnych bakterii. Bierze udział w stabilizacji jej struktury, a wprowadzony do organizmu 

wyższego staje się endotoksyną. LPS zbudowany jest z trzech kowalencyjnie połączonych 

strukturalnych domen: lipidu A, rdzenia oraz łańcucha cukrowego O-swoistego O-PS. 

Najlepiej poznanym LPS wśród gatunków Legionella jest LPS L. pneumophila. O-PS 

L. pneumophila szczep Philadelphia 1 jest silnie hydrofobowym homopolimerem 

składającym się z 10-75 podjednostek kwasu legionaminowego (5-acetamidino-7-

acetamido-8-O-acetylo-3,5,7,9-tetradeoksy-L-glycero-D-galakto-non-2-ulozonowego) 

połączonego wiązaniami α (2-4). O-polimer jest przyłączony do rdzenia zewnętrznego 

zbudowanego z 7 reszt cukrowych: ramnozy (Rha), mannozy (Man), N-

acetylochinowozaminy (QuiNAc) i N-acetyloglukozaminy (GlcNAc). Rdzeń zewnętrzny 

ma charakter hydrofobowy związany z obecnością grup metylowych 6-deoksycukrów oraz 

podstawników O-acetylowych. Rdzeń wewnętrzny jest natomiast hydrofilowy, składa się 

z 2 cząsteczek kwasu 3-deoksy-D-manno-2-oktulozonowego (Kdo) związanych 

ketozydowo (2-4) i cząsteczki D-mannozy przyłączonej do reszty Kdo w pozycji C8. 

Rdzeń wewnętrzny LPS L. pneumophila wyróżnia brak reszt heptozy oraz grup 

fosforanowych, które występują u wielu bakterii np. z rzędu Enterobacterales. Również 
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kilka innych niż L. pneumophila gatunków np.: L. feeleii, L. jordanis, L. erythra, 

L. bozemanae, L. oakridensis i L. micdadei posiada w LPS D- i L-glicero-D-

mannoheptozę.  

Wśród strukturalnie scharakteryzowanych lipopolisacharydów bakterii Legionella, 

tylko L. pneumophila syntetyzuje kwas legionaminowy. W części polisacharydowej LPS 

pozostałe Legionella zawierają znaczne ilości D-mannozy i D-glukozaminy oraz cukry 

specyficzne dla danego gatunku np. 3-amino-3,6-dideoksy-mannozę dla L. israelensis, 

kwas galakturonowy i galaktozaminę dla L. hackeliae, jersiniozę dla L. micdadei 

i L. maceachernii. 

Z kwasem 3-deoksy-D-manno-oktulozonowym oligosacharydowego rdzenia 

za pomocą wiązania ketozydowego wiąże się lipid A, który osadzony jest w zewnętrznej 

warstwie błony zewnętrznej. Najbardziej konserwatywną i archetypową strukturą lipidu A 

jest dwucukrowy szkielet, który u L. pneumophila składa się z połączonych wiązaniem β 

glikozydowym (1→6) dwóch cząsteczek ufosforylowanej 2,3-diamino-2,3-dideoksy-D-

glukozy (D-GlcpN3N). L. israelensis i L. bozemanae syntetyzują mieszany disacharyd 

zbudowany z GlcN3N i N-acetyloglukozaminy (GlcNAc). Grupy amidowe D-GlcpN3N 

lipidu A L. pneumophila są podstawione przez 3-hydroksy i 2,3-dihydroksy kwasy 

tłuszczowe. Z kolei grupy hydroksylowe tych kwasów są acylowane przez drugorzędowe 

kwasy tłuszczowe o różnej naturze, prostołańcuchowe, rozgalęzione (izo i anteizo) oraz 

długołańcuchowe. Do długołańcuchowych kwasów występujących w lipidzie A 

L. pneumophila należą: 28:0(27-OH), 28:0(27-okso), 30:0(29-okso) oraz (27-diowy i 29-

diowy). Wyjątkową cechą lipidu A bakterii Legionella jest duża zawartość estrowo 

związanych kwasów tłuszczowych: hydroksy oraz długołańcuchowych (-ω)-okso, (-ω)-

hydroksy i (-ω)-dikarboksylowych. W lipidzie A wszystkich gatunków występuje kwas 

27-okso-oktakozanowy, który uważany jest za chemiotaksonomiczny marker tej grupy 

bakterii.  

Lipid A zakotwicza cząsteczki LPS w błonie zewnętrznej poprzez oddziaływania 

hydrofobowe z łańcuchami acylowymi fosfolipidów, które budują wewnętrzną warstwę tej 

błony.  

5.2.2. Budowa i właściwości fosfolipidów Legionella 

Fosfolipidy stanowią główny składnik budulcowy lipidowych błon komórkowych. 

Składają się z rdzenia oraz przyłączonych do niego kwasów tłuszczowych, reszty kwasu 
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fosforowego oraz związanego z nią alkoholu: w przypadku gdy szkieletem jest glicerol, 

noszą nazwę glicerofosfolipidów, jeżeli szkielet jest nienasyconym aminoalkoholem, 

sfingozyną tworzy grupę sfingolipidów. Ceramidy należą do klasy sfingolipidów i są 

połączeniem długołańcuchowych kwasów tłuszczowych z grupami aminowymi szkieletu 

sfingozynowego.  

W błonach L. pneumophila, L. lytica, L. bozemanae, L. dumoffi, L. anisa, 

L. longbeacheae zidentyfikowano następujące klasy fosfolipidów: fosfatydylocholinę 

(PC), fosfatydyloetanoloaminę (PE), kardiolipinę (CL) i fosfatydyloglicerol (PG). 

Głównymi fosfolipidami bakterii Legionella jest PE i PC. Fosfatydylocholina, która 

stanowi od 30% do 50% zawartości fosfolipidów jest syntetyzowana na drodze dwóch 

niezależnych szlaków: PMTA i PCS. W szlaku PMTA, występującym w komórkach 

eukariotycznych i prokariotycznych substratem jest PE, która jest trzykrotnie N-

metylowana w wyniku czego powstaje PC, a produktami pośrednimi tych reakcji są 

monometylo-N-fosfatydyloetanoloamina (MMPE) i dimetylo-N,N-

fosfatydyloetanoloamina (DMPE). Enzymem katalizującym reakcję metylacji jest 

kodowana przez gen pmtA N-metylotransferaza, która jako donor grupy metylowej 

wykorzystuje S-adenozylometioninę (SAM), ulegającą przekształceniu do S-

adenozylohomocysteiny (SAH). Geny pmtA Legionella kodują małe cytozolowe białka o 

długości od 208 do 218 aminokwasów. Domena katalizująca tych białek zawiera 

charakterystyczny dla metylotransferaz motyw o długości 9 aminokwasów: 

V/ILE/DXGXGXG, który wiąże S-adenozylometioninę (SAM).  

Drugi szlak PCS jest jednoetapową reakcją polegającą na bezpośredniej kondensacji 

choliny z CDP-diacyloglicerolem z utworzeniem PC i dwufosforanu cytydyny (CMP). 

Proces ten jest katalizowany przez występującą wyłącznie w bakteriach syntazę 

fosfatydylocholiny, kodowaną przez gen pcsA. Analiza porównawcza sekwencji 

nukleotydowych genów pcsA wykazała wysoką identyczność sekwencji tych genów wśród 

Legionella (od 64% do 98%). 

Syntazy fosfatydylocholiny różnych gatunków Legionella mają zbliżoną długość 

wynoszącą 254 aminokwasy i zawierają wysoce konserwatywny region: 

DGX2ARX8PX3GX3DX3D. Białka Pcs wykazują charakter hydrofobowy i posiadają 

do ośmiu transbłonowych helis z N- i C-końcami zlokalizowanymi w cytoplazmie. Region 

N-końcowy białka zawiera domenę odpowiedzialną za aktywność enzymatyczną. 
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Obecność tego enzymu w komórkach Legionella umożliwia bakteriom syntezę PC 

z choliny pobieranej z komórki gospodarza. 

5.2.3. Znaczenie składników lipidowych Legionella w oddziaływaniu 

z komórkami gospodarza 

Modulacja struktury składników lipidowych (fosfolipidów, LPS) umożliwiła 

pałeczkom Legionella skuteczną ochronę przed działaniem komórek i czynników układu 

immunologicznego. LPS jest głównym antygenem rozpoznawanym przez komórki 

zakażonego organizmu. Antygen jest wydalany do moczu już od pierwszego dnia 

wystąpienia objawów klinicznych, co stanowi podstawę testu diagnostycznego, który jest 

najczęściej stosowany do wykrywania zakażeń spowodowanych przez L. pneumophila sg 

1. Przeciwciała anty-LPS L. pneumophila są wykrywane w surowicy krwi pacjentów. 

Dzięki opracowaniu panelu diagnostycznego z przeciwciałami monoklonalnymi 

rozpoznającymi epitopy w O-PS (panel Drezdeński) istnieje możliwość rozróżnienia 15 

grup i 9 podgrup serologicznych w obrębie serogrupy 1 L. pneumophila. Badania 

prowadzone w Europie i Azji wykazały, że szczepy L. pneumophila sg 1 będące 

nosicielami genu lag-1 kodującego O-acetylotransferazę, która odpowiada za przenoszenie 

grup O-acetylowych na kwas legionaminowy, były częściej izolowane ze szczepów 

klinicznych niż środowiskowych. Jest to związane z wysokim stopniem O-acetylacji LPS, 

a co za tym idzie wysoką hydrofobowością powierzchni Legionella, która wspomaga 

mechanizm koncentracji bakterii w aerozolu, dzięki któremu patogen może 

rozprzestrzeniać się. Rola LPS w infekcji gospodarzy jest szczególnie ważna 

w początkowych etapach zakażania jako jeden z głównych czynników warunkujących 

adhezję do błony komórkowej makrofagów i ameb. Po sfagocytowaniu przez makrofagi 

Legionella uwalniają LPS, który znacząco opóźnia dojrzewanie wypełnionych bakteriami 

fagolizosomów. Ponadto bakterie modyfikują skład glikokoniugantów zawartych 

w pęcherzykach membrany zewnętrznej (OMV) uwalnianych z powierzchni bakterii. 

W fazie transmisyjnej bakterii cząsteczki LPS ulegają deacetylacji i „wydłużaniu” do form 

wysokocząsteczkowych, co niezależnie od białek efektorowych IV systemu sekrecji 

hamuje dojrzewanie makrofagów. W fazie replikacyjnej stopień acetylacji O-PS wzrasta, 

co wiąże się ze zwiększoną tolerancją na warunki środowiska wewnątrz makrofagów. 

Podobnie jak u większości wewnątrzkomórkowych patogenów, LPS L. pneumophila 

jest mniej toksyczny i znacznie słabiej indukuje cytokiny prozapalne w porównaniu 

z pirogennie działającym LPS przedstawicieli Enterobacteriaceae. Aktywność toksyczną 
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LPS determinuje głównie ilość i długość reszt kwasów tłuszczowych acylujących szkielet 

cukrowy lipidu A. W przypadku L. pneumophila długość kwasów przekracza dwukrotnie 

długość kwasów występujących w toksycznych LPS: C12, C12OH, C14 i C14OH, co jest 

sferyczną przeszkodą w efektywnym wiązaniu LPS do głównego receptora LPS CD14 

(błonowego i rozpuszczalnego). Receptor CD14 pośredniczy w rozpoznaniu lipidu A 

L. pneumophila przez receptor TLR4 zakotwiczony w błonie komórkowej makrofagów. 

Natomiast białko adaptorowe TRAM zaangażowane jest w rozpoznanie lipidu A przez 

receptor TLR4 zlokalizowany w membranach endosomów makrofagów. W wyniku 

pobudzenia tych receptorów przez LPS L. pneumophila dochodzi do aktywacji 

wewnątrzkomórkowej kaskady sygnalizacyjnej, czego następstwem jest indukcja 

prozapalnych cytokin (np.: IL-6 i TNF-α). Poziom wydzielanych przez makrofagi cytokin 

pod wpływem LPS L. pneumophila jest ponad tysiąc razy niższy w porównaniu 

do poziomu indukowanego przez Salmonella enterica serovar Minnesota, co jest jednym 

z mechanizmów ucieczki Legionella spod kontroli układu immunologicznego gospodarza. 

W modulacji odpowiedzi immunologicznej na zakażenie, L. pneumophila wykorzystuje 

podobieństwo strukturalne kwasu legionaminowego do kwasu neuraminowego, który 

występując na powierzchni komórek ssaczych uczestniczy w oddziaływaniach między 

komórkami. 

Z jednej strony unikalna struktura LPS L. pneumophila zapewnia bakteriom 

skuteczną ochronę przed działaniem czynników układu immunologicznego, z drugiej zaś 

LPS jest rozpoznawany przez naturalnie występujące w organizmie człowieka 

przeciwdrobnoustrojowe białka i peptydy. Zaangażowane w nieswoistą odpowiedź 

odpornościową, występujące w płucach kolektyny (hydrofilowe białka A i D) wiążą LPS 

L. pneumophila promując lokalizację bakterii w kwaśnym środowisku lizosomów, w ten 

sposób osłabiając ich zdolność do wewnątrzkomórkowego namnażania się. 

Zewnątrzkomórkowe pęcherzyki (OMV) zawierające LPS w wyniku endocytozy 

przedostają się do środowiska wewnątrzkomórkowego mysich makrofagów, gdzie 

dochodzi do uwolnienia LPS L. pneumophila z endosomów do cytozolu przez białka GBP 

i aktywacji pyroptozy zależnej od kaspazy 11. Ludzka apolipoproteina E wiąże LPS 

L. pneumophila powodując zmianę struktury powierzchni bakterii co może osłabiać 

zdolność wnikania pałeczek do makrofagów. Micella utworzona przez 12-29 cząsteczek 

LPS L. dumoffii wiąże dwie cząsteczki wyizolowanej z hemolimfy Galleria mellonella 

apolipoforyny III (apoLp-III), homologa ludzkiej apolipoproteiny E. ApoLp-III wykazuje 

silniejsze działanie bakteriobójcze w stosunku do bakterii L. dumoffii wyrosłych na 
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podłożu z egzogenną choliną, co wskazuje, że poza LPS również PC zaangażowana jest 

w interakcję z białkiem. L. dumoffii hodowana na podłożu z dodatkiem egzogennej choliny 

syntetyzuje o 12% więcej PC a mniej PE w stosunku do bakterii hodowanych na podłożu 

bez dodatku choliny co ułatwia bakteriom oddziaływanie z makrofagami. Komórki 

L. dumoffii o zwiększonej zawartości PC znacznie łatwiej są internalizowane przez 

makrofagi linii THP-1 (komórki ludzkiej białaczki monocytarnej). PC L. pneumophila 

umożliwia bakteriom przyłączenie się do makrofagów za pośrednictwem receptora 

czynnika aktywującego płytki krwi (PAF), a skuteczność procesu jest uzależniona 

od zawartości tego fosfolipidu. Adhezja L. pneumophila do makrofagów jest blokowana 

przez antagonistę receptora PAF. Mutanty L. pneumophila defektywne w syntezie PC 

wykazują słabą zdolność przyłączania się do makrofagów i funkcjonowania IV systemu 

sekrecji. Ze względu na chemiczne podobieństwo PC i PAF, fosfatydylocholina może 

naśladować PAF i wiążąc się z jego receptorem zwiększać szansę na wychwyt bakterii 

przez makrofagi.  

Zawartość i struktura fosfatydylocholin syntetyzowanych w szlaku PCS wpływa na 

poziom indukcji prozapalnych cytokin. Bakterie L. anisa, L. longbeachae, L. gormanii 

i L. pneumophila hodowane na pożywce z egzogenną choliną indukowały w makrofagach 

linii THP-1 znacznie niższą produkcję TNF-α w porównaniu z bakteriami hodowanymi 

bez dodatku choliny. Dodatek choliny do podłoża wzrostowego L. pneumophila, 

L. longbeachae i L. anisa wpłynął na zmniejszenie produkcji IL-6 przez makrofagi 

stymulowane tymi bakteriami. Pałeczki Legionella w warunkach dostępności choliny 

słabiej pobudzają syntezę prozapalnych cytokin, zatem są mniej rozpoznawalne dla układu 

immunologicznego. 

5.2.4. Analiza lipidomowa w chemiotaksonomii i identyfikacji Legionella 

Szczególną cechą błon Legionella jest wysoka zawartość rozgałęzionych (i, izo i a, 

anteizo) kwasów tłuszczowych. Grupa metylowa występująca w rozgałęzionych kwasach 

zakłóca upakowanie łańcucha acylowego wpływając na płynność błony. Bakterie, które 

syntetyzują rozgałęzione kwasy tłuszczowe modyfikują stosunek kwasów izo i anteizo 

rozgałęzionych w zależności od  temperatury i czynników środowiska w celu utrzymania 

płynności błony. Pałeczki Legionella syntetyzują od 39% dla L. oakridgensis do 91% dla 

L. jordanis rozgałęzionych kwasów tłuszczowych. Do dominujących kwasów należą 14-

metylopentadekanowy (i16:0), 12-metyloteradekanowy (a15:0) oraz 14-

metyloheksadekanowy (a17:0). Na podstawie różnic w zawartości komórkowych kwasów 
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tłuszczowych i16:0, 16:0 oraz a15:0 Legionella zostały podzielone na 3 grupy: 16C, A15 

i A15/16C. Bakterie należące do grupy 16C charakteryzują się wysoką zawartością 

kwasów 16:0 lub 16:1 albo obu kwasów. Grupa A15 obejmuje gatunki o wysokiej 

zawartości kwasu a15:0 w ilości około dwukrotnie większej niż kwasu i16:0. Do grupy 

A15/16C zaliczono bakterie u których dominowały kwasy a15:0 i i16:0. Analiza struktury 

fosfolipidów Legionella wykazała, że np.: PC16:0_15:0 i PE15:0_15:0 są wspólne dla 

L. bozemanae, L. lytica i L. dumoffii. W klasie fosfatydylocholin PC17:0_15:0 jest 

charakterystyczna dla L. bozemanae, PC16:0_14:0 i PC18:0_16:1 dla L. lytica 

i PC16:0_17:1 (lub cyklopropanowy 17:0) dla L. dumoffii. W klasie 

fosfatydyloetanoloamin PE16:1_15:0 dominuje u L. bozemanae, PE14:0_14:0 

i PE15:0_14:0 u L. lytica i PE15:0_15:1 u L. dumoffii.  

Różnice w zawartości komórkowych kwasów tłuszczowych oraz kwasów zawartych 

w poszczególnych fosfolipidach mogą być pomocne w różnicowaniu gatunków Legionella 

między sobą, a także w odróżnianiu od innych bakterii. 
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6. Hipoteza i cel pracy 

Hipoteza badawcza zakłada, że skład i struktura lipidów błonowych wpływa na 

fizyko-chemiczne właściwości L. gormanii i determinuje oddziaływanie z apolipoforyną 

III.  

Dlatego celem pracy było: 

1. szczegółowa analiza składu i struktury lipidów wyizolowanych z zewnętrznej 

(OM) i wewnętrznej (IM) membrany L. gormanii hodowanych na podłożu 

z dodatkiem i bez dodatku egzogennej choliny, 

2. określenie fizyko-chemicznych właściwości modelowych błon utworzonych 

z fosfolipidów wyizolowanych z bakterii hodowanych na podłożu z dodatkiem 

i bez dodatku egzogennej choliny, 

3. badanie oddziaływania apolipoforyny III wyizolowanej z hemolimfy Galleria 

mellonella na bakterie L. gormanii hodowane na podłożu z dodatkiem i bez 

dodatku egzogennej choliny. 

W szerszym znaczeniu badania miały na celu poszerzenie stanu wiedzy o lipidomie 

L. gormanii i wyznaczeniu chemiotaksonomicznych markerów identyfikacji tego gatunku 

oraz potencjalnych celów terapeutycznych w zakażeniach wywoływanych przez 

Legionella.  
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7. Omówienie wyników z uwzględnieniem użytych metod 

badawczych 

 

7.1. Publikacja 3 

Chmiel, E., Galuska, C.E., Koper, P., Kowalczyk, B., Urbanik-Sypniewska, T., 

Palusińska-Szysz, M., Fuchs, B. (2022). Unusual lipid components of Legionella gormanii 

membranes. Metabolites, 6;12(5); 418. doi: 10.3390/metabo12050418. 

7.1.1. Metody 

Bakterie L. gormanii zostały namnożone na podłożu BCYE bez dodatku oraz 

z dodatkiem 100 µg/ml chlorku choliny. Po degradacji enzymatycznej komórek oraz 

dezintegracji w prasie Frencha zawiesina bakteryjna została naniesiona na 

siedmiostopniowy (70%, 64%, 58%, 52%, 48%, 42%, 36%) gradient sacharozy, 

a następnie ultrawirowana przez 20 godzin przy 114 000 x g, w temperaturze 4°C. Zebrano 

1 ml frakcje z gradientu, w których oznaczono zawartość białka, aktywność NADH 

oksydazy oraz esterazy. Połączono frakcje o najwyższej aktywności NADH oksydazy, 

która jest markerem błony wewnętrznej oraz aktywności esterazy, która jest markerem 

błony zewnętrznej. Błony OM i IM osadzono przez ultrawirowanie (100 000 x g), 

a następnie dwukrotnie przepłukano w buforze HEPES o pH 7,4. Z uzyskanych błon 

bakteryjnych wyekstrahowano lipidy metodą Bligh i Dyer (1959). Szczegółową analizę 

lipidów L. gormanii wykonano za pomocą wysokosprawnej chromatografii cieczowej 

sprzężonej ze spektrometrią mas. Fosfolipidy zostały rozdzielone na poszczególne klasy 

w jednokierunkowym układzie rozpuszczalników chloroform:metanol:kwas octowy 

(13:5:2, v/v/v) na płytkach TLC (Silica gel 60). Do elucji fosfolipidów z płytek TLC 

zastosowano chloroform:metanol (1:1, v/v). Kwasy tłuszczowe zostały uwolnione 

z fosfolipidów za pomocą saponifikacji (0.8 M NaOH w 50% metanolu, 1,5 h, 80°C), 

wyekstrahowane mieszaniną chloroformu z wodą (1:2, v/v), a następnie przekształcone 

w estry metylowe (1M HCl/met, 1h, 85°C). Profil kwasów tłuszczowych 

w poszczególnych fosfolipidach został oznaczony za pomocą chromatografii gazowo-

cieczowej sprzężonej ze spektrometrią mas (GC/MS). Lipidy analizowano za pomocą ultra 

wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzężonej ze spektrometrią mas (UHPLC-

MS/MS) 
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7.1.2. Wyniki 

Lipidy L. gormanii, które stanowią około 4% suchej masy bakterii obejmują zarówno 

glicerolipidy (trójglicerydy, TG i dwuglicerydy, DG), fosfolipidy (PE, PC, CL, PG) oraz 

sfingolipidy (ceramidy, Cer i heksozylceramidy). Fosfolipidy były dominującą frakcją 

lipidów, a wśród nich PE i PC występowały w największej ilości zarówno w OM i IM. 

Każda klasa fosfolipidów miała charakterystyczny dla niej wzór kwasów tłuszczowych. 

W klasie fosfatydyloetanoloamin prawie połowę kwasów stanowiły kwasy 

o rozgałęzionym łańcuchu: i16:0, a15:0 i a17:0. Frakcja ta charakteryzowała się wysoką 

zawartością kwasu cyklopropanowego 17:0 (cis-9,10-metylenoheksadekanowego) (18%) 

oraz heksadekanowego (17%). W dMePE ponad 65% kwasów stanowiły heksadekanowy 

i oktadekanowy. We frakcji tej występował również nienasycony kwas 18:1Δ9 oraz 

długołańcuchowe 22:0 i 24:0 kwasy tłuszczowe. Dominującym kwasem frakcji 

fosfatydylocholin był kwas cyklopropanowy 17:0 (22%). Frakcja ta zawierała zarówno 

kwasy rozgałęzione (i16:0, a15:0), jak i prostołańcuchowe (16:0, 18:0). Klasa 

fosfatydylogliceroli charakteryzowała się duża ilością rozgałęzionych kwasów 

tłuszczowych: a15:0, (17%); i16:0, (19%); a17:0, (9%). W porównaniu z innymi 

fosfolipidami kardiolipiny zawierały największą ilość nienasyconych kwasów 16:1Δ9, 

18:1Δ9 oraz długołańcuchowych kwasów tłuszczowych (od 20 do 24 atomów węgla). 

Analiza profilu molekularnego fosfolipidów wykazała występowanie 

charakterystycznych dla poszczególnych klas związków. W klasie PE dominowały 

fosfatydyloetanoloaminy o strukturze: PE15:0_15:0 (16% w OM i 18% w IM), 

PE15:0_16:0 (13% w OM i 23% w IM) oraz PEcyklopropanowy17:0_16:0 (9% w OM 

i 11% w IM). Fosfatydylocholina charakteryzowała się występowaniem w dużej ilości 

PC15:0_15:0 (22% w OM i 20% w IM), PC15:0_16:0 (19% w OM, 22% w IM), 

PCcyklopropanowy17:0_16:0 (15% w OM, 20% w IM) i PCcyklopropanowy17:0/15:0 

(10% w OM i 9% w IM). Występowanie tych lipidów było podobne w obu błonach. 

Charakterystycznym związkiem w klasie PG był PG16:1_16:1. Zewnętrzna membrana 

zawierała więcej PG15:0_15:0, PG16:1_14:0 i PG15:0_14:0 w porównaniu do 

wewnętrznej membrany, natomiast wewnętrzna membrana miała większą zawartość 

PG15:0_16:0, PG15:0_17:0 i PG16:1_17:0. Analiza profilu kardiolipin wykazała, że 

dominowały związki: CL66:1 i CL64:2. Kardiolipina 66:1 występowała w obu błonach 

a w IM stanowiła około 87% wszystkich kardiolipin. 

Badania lipidomiczne wykazały, że L. gormanii syntetyzuje PC w dwóch 

niezależnych szlakach: PMTA i PCS. Obecność metylowanych pochodnych PE w błonach 
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L. gormanii wskazuje na występowanie szlaku PMTA syntezy PC. W membranie 

zewnętrznej dominującymi dimetylopochodnymi PE były: dMePE 

cyklopropanowy17:0_17:0 (77%), dMePE16:0/16:1 (11%). W błonie wewnętrznej 

w największej ilości występowały dMePE16:0_16:1 (44%), dMePE 

cyklopropanowy17:0_16:1 (39%). Dimetylopochodne PE występowały również w lipidach 

wyizolowanych z IM i OM bakterii hodowanych na podłożu z dodatkiem choliny co 

wskazuje, że u L. gormanii mogą jednocześnie funkcjonować dwa niezależne szlaki 

syntezy PC. 

Bakterie L. gormanii hodowane na podłożu z egzogenną choliną syntetyzowały 

o 25% więcej PC w OM i 28% w IM w porównaniu do bakterii hodowanych na podłożu 

bez dodatku egzogennej choliny. Zawartość PE w OM była o 18% a w IM o 32% mniejsza 

niż w lipidach błon bakterii, których podłoża hodowlanego nie suplementowano choliną. 

Analiza porównawcza profilu fosfatydylocholin syntetyzowanych w dwóch szlakach 

syntezy PC wykazała różnice ilościowe. Zawartość PCcyklopropanowy17:0_15:0 

w lipidach IM była dwukrotnie wyższa u bakterii hodowanych z dodatkiem egzogennej 

choliny. PCcyklopropanowy17:0_16:0 występowała w większej ilości w lipidach IM 

wyizolowanej z bakterii hodowanych na podłożu z dodatkiem choliny. Lipidy zewnętrznej 

membrany bakterii hodowanych z egzogenną choliną charakteryzowały się większą 

zawartością PC15:0_15:0 w porównaniu do lipidów uzyskanych z OM bakterii wyrosłych 

na podłożu bez dodatku choliny. Ponadto zawartość PE15:0_15:0, PE15:0_16:0, 

PE16:0_16:1 była wyższa w lipidach zawartych w IM wyizolowanej z bakterii 

hodowanych z dodatkiem choliny. Nie występowały różnice w zawartości 

fosfatydyloetanoloamin występujących w lipidach OM bakterii hodowanych z dodatkiem 

i bez dodatku egzogennej choliny. 

Drugą pod względem zawartości frakcją lipidów występujących w komórkach 

L. gormanii były glicerolipidy (TG i DG), które charakteryzowały się dużą różnorodnością 

strukturalną. Lipid TG18:0_16:0_16:0 zlokalizowany głównie w OM stanowił ponad 50% 

wszystkich zidentyfikowanych trójglicerydów. Nie występowały wyraźne różnice 

w zawartości trójglicerydów w błonach izolowanych z bakterii pochodzących z różnych 

warunków hodowli z wyjątkiem 3-krotnie większej zawartości TG18:0_16:0_16:0 

w lipidach IM wyizolowanej z bakterii hodowanych bez dodatku choliny. 

Wśród dwuglicerydów w IM dominowały DG18:0_16:0 (20%) i DG18:0_18:0 

(14%) natomiast w OM w największej ilości występowały DG15:0_16:0 (15%) 

i DG16:0_16:0 (15%). 
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L. gormanii syntetyzuje również ceramidy podstawione nasyconymi 

i jednonienasyconymi kwasami o długości od 12 do 24 atomów węgla w cząsteczce oraz 

utlenowane ceramidy i bardziej złożone heksozyloceramidy. Wszystkie rodzaje ceramidów 

występowały w OM i IM przy czym wystąpiły różnice ilościowe w ich rozmieszczeniu 

w błonach. Cer(t16:1_12:0) stanowił 66% ceramidów w OM i 44% w IM bakterii 

hodowlanych bez suplementacji choliną. Bakterie hodowane na podłożu z egzogenną 

choliną zawierały więcej cer(t16:1_12:0) w OM, natomiast zawartość tego lipidu w IM 

była podobna, niezależnie od warunków hodowli. Drugim pod względem ilości ceramidem 

był cer(t18:1_12:0) zlokalizowany głównie w IM bakterii hodowanych na podłożu 

z choliną i bez dodatku choliny. Zawartość tego lipidu w OM była o połowę niższa 

w porównaniu do zawartości w IM niezależnie od warunków hodowli bakterii. 

W lipidach L. gormanii zidentyfikowano trzy główne heksozyloceramidy. 

Dominujący Hex1Cer22:1/18:1 stanowił 76% wszystkich heksozyloceramidów w IM 

bakterii hodowanych w obecności choliny. W OM jego zawartość była niższa i wynosiła 

54%. Suplementacja choliną podłoża wzrostowego L. gormanii powodowała spadek ilości 

tego lipidu w obu błonach.  

W celu znalezienia genów kodujących funkcjonalne enzymy zaangażowane w szlaki 

syntezy ceramidów w genomie L. gormanii ATCC 33279 wykorzystano oprogramowanie 

bioinformatyczne KofamKOALA, będące częścią pakietu KEGG (Kyoto Encyclopedia of 

Genes and Genomes). Punktem odniesienia była mapa metabolizmu sfingolipidów 

obejmująca szlak syntezy ceramidów (map00600). W tym szlaku zmapowano enzymy 

kodowane w genomie L. gormanii ATCC 33279, którym przypisano identyfikatory KO 

(KEGG Orthology). Pierwszym etapem biosyntezy bakteryjnych sfingolipidów jest 

kondensacja L-seryny i palmitoilo-CoA, w wyniku której powstaje 3-

ketodihydrosfingozyna. Reakcję katalizuje zależna od fosforanu pirydoksalu 

palmitoilotransferaza seryny (SPT). W oparciu o standardowe kryteria wyszukiwana 

homologii, stosowane w narzędziach KEGG, sekwencje kodujące SPT nie zostały 

odnalezione ale dodatkowe przeszukiwania z zastosowaniem programu PSI-BLAST 

i sekwencji referencyjnej SPT pochodzącej z genomu Sphingomonas paucimobilis 

pozwoliły na wykrycie dwóch CDS-ów, kodujących hipotetyczne białka w genomie 

L. gormanii ATCC 33297, identyczne odpowiednio w 31% i 25%. Zweryfikowano 

automatyczną adnotację obydwu sekwencji, uzyskaną z użyciem narzędzi NCBI (PGAP) 

i PATRIC (RASTtk). Sugerowała ona odpowiednio enzymy należące do kategorii ligaz 

i syntaz, z tej samej rodziny białek co SPT. Analiza porównawcza MSA (Multiple 
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Sequence Alignment) razem z sekwencją SPT, wykazała obecność konserwatywnych 

motywów w analizowanych białkach. 

Ceramidy mogą być syntetyzowane de novo z seryny i palmitynianu bądź powstawać 

wskutek rozpadu sfingomielin z udziałem sfingomielinaz: SMase Cs, (SMPD1) i SMase 

Ds. Sfingomielinaza SMPD1 hydrolizuje wiązanie estrowe między ceramidem 

a fosforylocholiną. Sfingomielinaza SMase Ds. hydrolizuje wiązanie fosfodiestrowe 

między cer-1-fosforanem i choliną. W wyniku przeszukiwania genomu L. gormanii ATCC 

33297 z zastosowaniem standardowych progów i ustawień narzędzia KofamKOALA 

otrzymano wynik negatywny dla sekwencji kodującej SMPD1. Jednak, w przeciwieństwie 

do palmitoilotransferazy serynowej, geny kodujące sfingomielinazy wykrywano w innych 

gatunkach Legionella: L. pneumophila szczep Paris i L. longbeachae szczep NSW150. 

Przeszukując sekwencje kodujące, odnalezione w genomie L. gormanii, z użyciem 

narzędzia blastp i stosując, jako zapytanie sekwencję białkową SMPD1 pochodzącą 

z genomu L. pneumophila szczep Paris odnaleziono homolog SMPD1, charakteryzujący 

się 61% identyczności ze sfingomielinazą L. pneumophila. Hipoteza została potwierdzona 

analizą syntenii w obrębie 4 genów kodujących białko partycyjne ParB, 

karboksypeptydazę D-ala-D-ala, sfingomielinazę i rodzinę hydrolaz SGNH/GDSL. 

Wskazuje to na wspólne ewolucyjne pochodzenie tego bloku genów.  

Lipidy błon L. gormanii charakteryzuje obecność fosfatydylocholiny i ceramidów, co 

pozwoliło zakwalifikować te bakterie do wąskiej grupy mikroorganizmów syntetyzujących 

lipidy typowe dla komórek eukariotycznych. Na podstawie przeglądu danych 

literaturowych otrzymane wyniki stanowią pierwsze doniesienie o występowaniu 

ceramidów w komórkach Legionella. Szczegółowa analiza lipidów wykazała dużą 

różnorodność syntetyzowanych związków, których występowanie w błonach L. gormanii 

może zostać wykorzystane w chemiotaksonomii tej grupy bakterii. L. gormanii syntetyzuje 

PC w dwóch niezależnych szlakach: PCS i PMTA. Bakterie hodowane na podłożu 

z choliną charakteryzują się różnym wzorem lipidów budujących OM i IM w porównaniu 

do bakterii hodowanych na podłożu bez dodatku egzogennej choliny. Struktura cząsteczek 

lipidów ma bezpośredni wpływ na parametry fizyczne błony biologicznej takie jak: gęstość 

upakowania, grubość, ściśliwość i właściwości fazowe membrany. 
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7.2. Publikacja 4 
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W pracy tej analizowano fizyko-chemiczne właściwości monowarstw utworzonych 

z fosfolipidów wyekstrahowanych z bakterii L. gormanii hodowanych z dodatkiem oraz 

bez dodatku egzogennej choliny. 

7.2.1. Metody 

Lipidy L. gormanii zostały wyizolowane z bakterii hodowanych na podłożu 

z dodatkiem chlorku choliny oraz bez dodatku tego związku metodą Bligh i Dyer, 

a następnie rozdzielone na poszczególne klasy za pomocą chromatografii 

cienkowarstwowej. Kwasy tłuszczowe zostały uwolnione z fosfolipidów za pomocą 

saponifikacji (0.8 M NaOH w 50% metanolu, 1,5 h, 80°C ), wyekstrahowane mieszaniną 

chloroformu z wodą (1:2, v/v), a następnie przekształcone w estry metylowe za pomocą 

0.02 M trimetylsilyl diazometanu. Skład kwasów tłuszczowych w poszczególnych klasach 

fosfolipidów został oznaczony za pomocą chromatografii gazowo-cieczowej sprzężonej ze 

spektrometrią mas (GC/MS). 

Fosfolipidy uzyskane z bakterii hodowanych na podłożu z i bez dodatku egzogennej 

choliny zostały poddane badaniom przy użyciu techniki monowarstw Langmuira 

sprzężonej z modułem do pomiaru potencjału powierzchniowego oraz mikroskopią kąta 

Brewstera. Z chloroformowo-metanolowych roztworów fosfolipidów o stężeniu 1mg/ml 

utworzone zostały monomolekularne modelowe błony bakteryjne na granicy faz 

ciecz/powietrze w temperaturze 20°C i 37°C. W ramach pomiarów zostały wyznaczone 

izotermy ciśnienia (π) i zmian potencjału powierzchniowego (ΔV) w funkcji powierzchni 

(A) przypadającej na cząsteczkę fosfolipidu oraz morfologia błon. 

7.2.2. Wyniki 

W pierwszym etapie badań określono skład kwasów tłuszczowych zawartych 

w poszczególnych klasach fosfolipidów wyizolowanych z bakterii z różnych warunków 

hodowli. PC wyizolowana z bakterii hodowanych na podłożu z choliną zawierała 2,4 razy 

więcej długołańcuchowych (od C19 do C21) kwasów tłuszczowych, zaś mniej nasyconych 
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kwasów oraz kwasów o długości łańcucha acylowego od C14 do C18 w porównaniu 

do bakterii hodowanych bez dodatku choliny. L. gormanii niezależnie od warunków 

hodowli miały podobny wzór kwasów tłuszczowych w klasie PE. Dodatek choliny 

do podłoża wzrostowego spowodował, że bakterie syntetyzowały około 3% mniej 

długołańcuchowych kwasów tłuszczowych i 3% więcej kwasów tłuszczowych o długości 

łańcucha acylowego od C14 do C18 w klasie CL. Natomiast w klasie PG bakterie 

hodowane z dodatkiem choliny zawierały mniej długołańcuchowych kwasów, a więcej 

nienasyconych oraz kwasów o długości łańcucha od C14 do C18 w porównaniu 

do bakterii, które nie były suplementowane choliną. 

Monowarstwy utworzone z lipidów wyizolowanych z L. gormanii hodowanych 

z dodatkiem egzogennej choliny były bardziej uporządkowane i gęściej upakowane 

w temperaturze 20°C i 37°C w porównaniu do monowarstw utworzonych z bakterii 

hodowanych bez dodatku choliny na co wskazują większe wartości modułu ściśliwości 

tych monowarstw. Ściślejsze upakowanie cząsteczek przyczyniło się do zwiększonego 

uporządkowania łańcuchów acylowych. Wyższy stopień kondensacji cząsteczek 

w monowarstwach utworzonych z lipidów L. gormanii hodowanych na podłożu 

z dodatkiem choliny wynikał z korzystnych interakcji za pośrednictwem wiązań 

wodorowych i sił Lifshitza-van der Waalsa odpowiednio między grupami polarnymi 

fosfolipidów i długimi łańcuchami kwasów tłuszczowych C19-C21. Wyższy stopień 

upakowania tych monowarstw może wynikać z wyższej zawartości PC, która ma 

cylindryczny kształt. 

Obrazy morfologii otrzymane przy pomocy mikroskopu kąta Brewstera wykazały, 

że monowarstwy utworzone z lipidów wyizolowanych z L. gormanii hodowanej na 

podłożu z egzogenną choliną były bardziej jednorodne niż monowarstwy utworzone 

z lipidów bakterii hodowanych bez dodatku egzogennej choliny. Monowarstwy lipidów 

wyekstrahowanych z bakterii hodowanych na podłożu bez dodatku choliny wykazywały 

zwiększoną elastyczność wynikającą z obecności krótszych łańcuchów (C14–C18) 

nienasyconych kwasów tłuszczowych, a także wyższej zawartości kardiolipiny (21%), 

prowadząc do tworzenia niejednorodności (domen). 

 

Plejotropowy charakter wpływu lipidów na biologię błony jest definiowany przez 

modulację domen lipidowych, a także bezpośrednią interakcję lipidów z białkami oraz 

związkami o charakterze antybiotycznym. 

 



 

30 
 

7.3. Publikacja 1 

Chmiel, E., Palusińska-Szysz, M., Zdybicka-Barabas, A., Cytryńska, M., Mak, P. 

(2014).The effect of Galleria mellonella hemolymph polypeptides on Legionella gormanii. 

Acta Biochim. Pol., 61(1); 123-127. 

 

W pracy tej koncentrowano się na określeniu działania ekstraktu z hemolimfy 

gąsienic Galleria mellonella oraz wyizolowanego z niej białka apolipoforyny III (apoLp-

III) na bakterie Legionella gormanii. 

7.3.1. Metody 

Preparaty immunizowanej hemolimfy otrzymano przez iniekcje larw zawiesiną 

żywych Gram-ujemnych (Escherichia coli D31) i Gram-dodatnich (Micrococcus luteus) 

bakterii. Izolację apoLp-III z hemolimfy przeprowadzono według procedury opisanej przez 

Cytryńska i in., 2007 (Cytryńska i in., 2007). Białko apoLp-III oczyszczano metodą HPLC, 

a stopień czystości i homogenności analizowano za pomocą elektroforezy oraz 

sekwencjonowania w automatycznym sekwenatorze aminokwasów.  

Badania aktywności przeciwbakteryjnej immunizowanej hemolimfy i apoLp-III 

wykonywano po inkubacji hodowli L. gormanii (OD=0.1) z ekstraktem hemolimfy 

(końcowe stężenie białka 0,025–0,8 mg/ml) lub preparatu apoLp-III (końcowe stężenie 

białka 0,025–0,2 mg/ml) w temperaturze 37°C przez 1 h. Po tym czasie bakterie z próby 

kontrolnej oraz potraktowanej ekstraktem hemolimfy lub apoLp-III wysiano na podłoże 

BCYE. Po czterech dniach inkubacji w 37°C obliczono liczbę wyrosłych kolonii bakterii. 

Powierzchnię bakterii potraktowanych apoLp-III analizowano w mikroskopie sił 

atomowych (AFM). W tym celu zawiesinę L. gormanii (OD=0.2) kontrolną i inkubowaną 

z apoLp-III (końcowe stężenie 0,2 mg/ml) w 37°C przez 1 h odwirowano a bakteryjny 

osad zawieszano w wodzie, a następnie naniesiono na krążki z miki. Obraz powierzchni 

L. gormanii analizowano w mikroskopie NanoScope V AFM (Veeco, USA) w trybie 

“PeakForce QNM”. 

Statystyczną analizę wyników opracowano przy użyciu testu Wilcoxsona dla par 

obserwacji. Dane przedstawiano jako ± odchylenia standardowego (SD) z trzech 

niezależnych doświadczeń.  
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7.3.2. Wyniki 

Ekstrakt hemolimfy G. mellonella immunizowany Gram-ujemnymi (E. coli D31) 

i Gram-dodatnimi (M. luteus) bakteriami wykazywał zależne od stężenia bakteriobójcze 

działanie w zakresie 0,025–0,8 mg/ml. Po 1 godzinie inkubacji efekt bakteriobójczy 

ekstraktu hemolimfy w stężeniu 0,025 mg/ml wynosił 75% w stosunku do kontroli 

nietraktowanej ekstraktem. Bakteriobójcze, zależne od stężenia działanie na L. gormanii 

wykazywała również apoLp-III – wielofunkcyjne białko, które uczestniczy w transporcie 

lipidów, rozpoznawaniu determinant molekularnych drobnoustrojów i aktywacji układu 

immunologicznego. Preparat apoLp-III w stężeniu 0,2 mg/ml powodował 50% spadek 

przeżywalności L. gormanii. Analiza w mikroskopie sił atomowych wykazała zmiany 

w topografii oraz właściwościach mechanicznych powierzchni komórki L. gormanii po 

zadziałaniu preparatu apoLp-III. Pod wpływem tego białka na powierzchni bakterii 

pojawiły się liczne, o różnej wielkości kuliste struktury, a tzw. szorstkość, parametr będący 

miarą heterogenności powierzchni, była 1,44 razy większa w porównaniu do bakterii 

nietraktowanych apoLp-III.  

 Pałeczki L. gormanii hodowane na podłożu z choliną wykazywały większą 

wrażliwość na apoLp-III w porównaniu do bakterii hodowanych bez dodatku choliny. 

Stężenie apoLp-III 0,05 mg/ml powodowało 60% śmiertelność bakterii. Szorstkość 

bakterii hodowanych z dodatkiem choliny po zadziałaniu apoLp-III w stężeniu 0,1 mg/ml 

była 1,22 razy wyższa w porównaniu do bakterii hodowanych bez dodatku choliny 

traktowanych białkiem (dane niepublikowane) [Ryc. 1]. 

 Większa wrażliwość na apoLp-III bakterii hodowanych z dodatkiem egzogennej 

choliny może wskazywać, że zmiana zawartości fosfolipidów, która wpływa na zmianę 

fizyko-chemicznych właściwości komórek L. gormanii, decyduje o silniejszym 

oddziaływaniu tego białka z powierzchnią bakterii. 
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Ryc. 1. Zdjęcia z mikroskopu AFM bakterii L. gormanii: a/ kontrola, - cholina b/ - cholina po 

działaniu apoLp-III, c/ kontrola, + cholina, d/ + cholina po działaniu apoLp-III [dane 

niepublikowane]. 
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8. Dyskusja 

L. gormanii jest jednym z 28 gatunków bakterii Legionella wywołujących nietypowe 

zapalenie płuc u ludzi w tym relatywnie często u dzieci (Greenberg i in., 2006). 

Chorobotwórczość tej bakterii jest determinowana m.in. wysoką wydajnością degradacji 

surfaktantu płucnego porównywalną do aktywności L. pneumophila. Bakterie L. gormanii 

produkują fosfolipazy A (PlaB) i lizofosfolipazy, których substratem jest PC stanowiąca 

80% zawartości surfaktantu płuc (Bender i in., 2009). Zdolność wykorzystywania lipidów 

eukariotycznych jest specyficzną i oryginalną strategią opracowaną przez bakterie 

Legionella do adaptacji do środowiska gospodarza. Przebadane do tej pory gatunki 

Legionella mają zdolność do wykorzystywania egzogennej choliny do syntezy PC. Analiza 

lipidomiczna L. gormanii wykazała, że spośród czterech eksperymentalnie potwierdzonych 

u bakterii szlaków syntezy PC dwa szlaki: PCS i PMTA funkcjonowały jednocześnie. 

L gormanii hodowana na podłożu z egzogenną choliną syntetyzowała o 21% więcej PC a 

12% mniej PE i 9% mniej CL w stosunku do bakterii hodowanych na podłożu bez dodatku 

egzogennej choliny (Palusińska-Szysz i in., 2019). L. pneumophila hodowana na podłożu 

z choliną wytwarzała o 6% więcej PC i 3% więcej PE natomiast 9% mniej CL. 

W przypadku innych gatunków L. anisa, L. longbeachae, L. micdadei bakterie hodowane 

na podłożu z dodatkiem i bez dodatku egzogennej choliny miały taką samą zawartość PC 

(Palusińska-Szysz i in., 2019). Dominującym szlakiem syntezy PC u L. micdadei był szlak 

PCS, a fosfolipid ten był wbudowywany głównie do membrany zewnętrznej. Dodatek 

choliny do podłoża spowodował zwiększenie zawartości PC w obu błonach L. gormanii, 

przy czym większy wzrost wystąpił w błonie wewnętrznej. Analiza porównawcza profilu 

fosfatydylocholin L. gormanii oraz L. micdadei wykazała, że jest on charakterystyczny 

zarówno dla błony zewnętrznej jak i błony wewnętrznej, a dodatek choliny nie wpływał na 

zmianę długości i stopnia nienasycenia kwasów tłuszczowych budujących PC ale 

decydował o różnicach ilościowych (Palusińska-Szysz i in., 2022). L. gormanii hodowana 

na podłożu z choliną w IM zawierała dwa razy więcej PC cyklopropanowy17:0/15:0 niż 

w IM izolowanej z bakterii hodowanych bez dodatku choliny. Lipidy OM izolowane 

z bakterii wyrosłych na podłożu z choliną miały więcej PC15:0_15:0 niż lipidy OM 

bakterii hodowanych bez dodatku choliny. Każda klasa fosfolipidów L. gormanii miała 

charakterystyczny skład kwasów tłuszczowych z wysoką zawartością kwasów 

rozgałęzionych (a15:0, i16:0). W klasie PE rozgałęzione kwasy stanowiły około 49% 

a w klasie PC 31% wszystkich kwasów. Występowanie kwasów o rozgałęzionych 
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łańcuchach acylowych jest jedną z cech, która odróżnia membrany Legionella od innych 

bakterii. Kwasy te występują głównie u bakterii Gram-dodatnich oraz nielicznych Gram-

ujemnych z rodzajów Flavobacterium, Bacteroides i Desulfovibrio (Kaneda, 1991). 

Charakterystyczna dla wszystkich klas fosfolipidów L. gormanii była wysoka zawartość 

kwasu cyklopropanowego 17:0. Obecność pierścienia cyklopropanowego sprawia, że kwas 

ten jest bardziej trwały w porównaniu z kwasami nienasyconymi, co zwiększa stabilność 

błon L. gormanii. Zawartość i struktura lipidów budujących błony komórkowe wpływa na 

ich fizyko-chemiczne właściwości. Monowarstwy utworzone z lipidów bakterii 

hodowanych na podłożu z choliną charakteryzowały się większym uporządkowaniem, były 

bardziej upakowane i homogenne w porównaniu do monowarstw utworzonych z lipidów 

bakterii, których podłoże wzrostowe nie było suplementowane choliną. 

Wrażliwość bakterii Legionella na białka i peptydy przeciwdrobnoustrojowe może 

być związana ze składem kwasów tłuszczowych oraz ich rozmieszczeniem (pozycja sn-

1/sn-2) w strukturze fosfolipidów błonowych. Bogatym źródłem białek i peptydów 

odpornościowych jest hemolimfa gąsienic Galleria mellonella. L. gormanii była wrażliwa 

zarówno na ekstrakt hemolimfy oraz wyizolowane z hemolimfy białko apoLp-III. Testy 

ilościowe wykazały, że apoLp-III w stężeniu 0,025 mg/ml powodowała około 20% spadek 

żywotności bakterii a użyty w tym samym stężeniu pełny (niefrakcjonowany) ekstrakt 

hemolimfy był bardziej efektywny w zabijaniu L. gormanii powodując około 75% 

śmiertelność komórek. Świadczy to o synergistycznym działaniu innych komponentów 

immunizowanej hemolimfy takich, jak białka i peptydy obronne oraz związki niebiałkowe. 

Bakteriobójcza dawka apoLp-III była 8-krotnie niższa dla L. gormanii w porównaniu 

do L. dumoffii a gatunek L. micdadei nie był wrażliwy na działanie apoLp-III (Palusińska-

Szysz i in., 2012; 2022). Wyższa wrażliwość L. gormanii na apoLp-III w porównaniu 

z innymi gatunkami Legionella wskazuje, na zróżnicowaną podatność tych bakterii na 

naturalne, przeciwdrobnoustrojowe białka, wynikająca z różnic w strukturze i fizyko-

chemicznych właściwościach składników powierzchniowych komórek Legionella. 

Komórki L. gormanii po zadziałaniu apoLp-III wykazywały wzrost chropowatości 

powierzchni, której przyczyną mogło być pęknięcie komórki. Zaburzenia w regularnej 

strukturze powierzchni bakterii prawdopodobnie wynikały z wiązania się apoLp-III 

z fosfolipidami i/lub LPS L. gormanii. Tworzenie takich kompleksów zostało wykazane 

dla L. dumoffii (Palusińska-Szysz i in., 2020)  

Unikalną cechą błon L. gormanii jest obecność ceramidów. Sfingolipidy (SphL) 

występują głównie w warstwie zewnętrznej błon komórek eukariotycznych i odgrywają 
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kluczową rolę w sygnalizowaniu i tworzeniu tratw lipidowych (Nelson i Cox, 2017). 

W komórkach bakteryjnych sfingolipidy są bardzo rzadko spotykane. Występujące 

w błonach bakteryjnych odpowiadają za interakcję z eukariotycznymi systemami 

sygnalizacyjnymi (Sphingomonas, Bacteroides), mają znaczenie dla przetrwania 

drobnoustrojów w stacjonarnej fazie wzrostu (Bacteroides, Porphyromonas), zapewniają 

odporność na podwyższoną temperaturę (Acetomonas, Bacteroides), kwaśne środowisko 

(Acetomonas) i stres oksydacyjny (Bacteroides, Porphyromonas) (Geiger, 2019). U Gram-

ujemnych bakterii pozbawionych LPS takich jak Sphingomonas (Kawasaki i in., 1994) lub 

Sorangium (Keck i in., 2011) sfingolipidy funkcjonalnie zastępują ten składnik błony 

zewnętrznej. Bakterie posiadające zarówno LPS, jak i sfingolipidy w odpowiedzi na stres 

abiotyczny (kwasowość lub podwyższoną temperaturę) syntetyzują więcej sfingolipidów 

lub ceramidów np. w komórkach Acetobacter malorum (Ogawa, 2010). W badanych do tej 

pory gatunkach bakterii sfingolipidy są zlokalizowane w warstwie zewnętrznej OM. 

Natomiast u L. gormanii obecność ceramidów stwierdzono w obu błonach, przy czym 

cer(16:1_12:0) dominował w OM. Kwasy tłuszczowe ceramidów L. gormanii były 

parzystowęglowe, nasycone lub jednonienasycone o długości od 12 do 24C i strukturalnie 

były podobne do ceramidów występujących w komórkach eukariotycznych. 

Przeszukiwania za pomocą narzędzi bioinformatycznych genów kodujących białka szlaku 

syntezy sfingolipidów wykazały, że w genomie L. gormanii występują białka 

o identyczności 31% i 25% z palmitoilotransferazą seryny (SPT) Sphingomonas 

paucimobilis. Alternatywnym szlakiem wytwarzania ceramidów jest rozkład sfingomieliny 

(SM) przez sfingomielinazy. L. gormanii koduje hipotetyczną sfingomielinazę o poziomie 

podobieństwa wynoszącym 61% z sfingomielinazą L. pneumophila. L. pneumophila 

wytwarza również liazę 1-P-sfingozyny (LpSpl), której aktywność hamuje wzrost stężenia 

sfingozyny w makrofagach zakażonych bakteriami, prowadząc do zahamowania procesu 

autofagii (Rolando i in., 2016). Degradacja sfingolipidów komórek gospodarza może 

przeciwdziałać odpowiedzi obronnej i umożliwiać wewnątrzkomórkową replikację. 

Ponieważ sfingolipidy i enzymy metabolizujące sfingolipidy są ważnymi mediatorami 

patogeniczności drobnoustrojów mogą stanowić potencjalne cele dla opracowywania 

nowych strategii terapeutycznych. Jednak biologiczne znaczenie ceramidów w komórkach 

L. gormanii pozostaje do wyjaśnienia.  
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9. Podsumowanie i wnioski 

Bakterie Legionella są klinicznie ważnymi drobnoustrojami i cennym modelem 

badania mechanizmów interakcji między patogenem a gospodarzem oraz wrodzonej 

odpowiedzi immunologicznej na zakażenie. Unikalne składniki ściany komórkowej 

bakterii Legionella odpowiadają za odziaływanie z komórkami fagocytującymi na każdym 

etapie cyklu rozwojowego tych bakterii. W błonach L. gormanii są obecne składniki 

typowe dla błon komórek eukariotycznych takie jak fosfatydylocholina i ceramidy. Duża 

różnorodność strukturalna w obrębie lipidów pozwoliła na wyodrębnienie markerów 

zarówno wspólnych dla bakterii Legionella jak i charakterystycznych dla L. gormanii. Do 

adaptacji do środowiska gospodarza bakterie Legionella wykształciły oryginalną strategię 

opartą na zdolności do wykorzystywania lipidów gospodarza. L. gormanii syntetyzuje PC 

z zewnątrzkomórkowej choliny oraz CDP-diacyloglicerolu w jednoetapowym szlaku 

katalizowanym przez występującą wyłącznie u bakterii syntazę fosfatydylocholiny. 

Bakterie syntetyzują równocześnie PC w szlaku trzykrotnej metylacji PE. Porównanie 

profilu lipidów syntetyzowanych w tych dwóch niezależnych szlakach wskazuje na różnice 

w ilości i rozmieszczeniu lipidów w błonie OM i IM. Modyfikacje w strukturze lipidów 

wpływają na fizyko-chemiczne właściwości błon bakterii i mogą decydować 

o mechanizmie oddziaływania z przeciwbakteryjnymi białkami na co wskazuje większa 

wrażliwość na działanie apolipoforyny III L. gormanii hodowanej na podłożu z egzogenną 

choliną. 

Wnioski 

1. Lipidy L. gormanii obejmują glicerolipidy (TG i DG), fosfolipidy (PE, PC, CL, 

PG) oraz sfingolipidy (ceramidy i heksozylceramidy), które są charakterystyczne 

zarówno dla błony zewnętrznej (OM) jak i wewnętrznej (IM). 

2. L. gormanii syntetyzuje PC w dwóch niezależnych szlakach: PCS i PMTA.  

3. Porównanie profilu lipidów syntetyzowanych w dwóch szlakach wskazuje na 

różnice w ilości i rozmieszczeniu lipidów w błonie OM i IM. 

4. Monowarstwy utworzone z lipidów bakterii hodowanych na podłożu z choliną były 

bardziej uporządkowane, gęściej upakowane i tworzyły mniej domen 

w porównaniu do monowarstw lipidów bakterii hodowanych na podłożu bez 

dodatku choliny.  
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5. L. gormanii wykazywała zależną od dawki wrażliwość na ekstrakt hemolimfy 

gąsienic Galleria mellonella oraz jej głównego składnika apolipoforynę III. 

6. Bakterie hodowane na podłożu z egzogenną choliną były bardziej wrażliwe na 

apolipoforynę III w porównaniu do bakterii hodowanych bez dodatku egzogennej 

choliny. 
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