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Lipopolysaccharide gramnegativer Bakterien sind Trager verschiedener charakteristischer biologischer 
Wirkungen. lhre chemische Erforschung ist daher von erheblichem, u. a. auch praktisch-klinischem 
Interesse. Es wird uber Verfahren zur lsolierung und Reindarstellung d e r  Lipopolysaccharide sowie 
Methoden zu ihrer  Spaltung in einzelne Komponenten berichtet. Ergebnlsse der  qualitativen und 
quantitativen Bausteinanalyse d e r  Polysaccharid- und Lipoid-Komponenten und Untenuchungen uber 
den Zusammenhang zwischen dem chemischen Bau und der  biologischen Funktion einzelner Kom- 

ponenten werden diskutiert. 

Das Interesse a n  der chemischen Erforschung bakteriel- 
ler Polysaccharide ist durch die Erkenntnis wesentlich 
stimuliert worden, da6 sie vielfach Trager charakteristi- 
scher biologischer Wirkungen sind. Zahlreiche Bakterien- 
Antigene haben sich als Polysaccharid-Symplexe erwiesen 
oder enthalten immunologisch spezifische Polysaccharid- 
Yomponented. 8 ) .  Das Baumaterial bakterieller Grenz- 
flitchen (Yapseln, Membranen) enthiilt fast regelmA6ig 
Polysaccharides), welche eine besondere Rolle im Infek- 
tionsgeschehen bei der Auseinandersetzung zwischen Bak- 
terium und Wirtsorganismus spielen. Auch beim Angriff 
von Phagen auf Bakterien sind Polysaccharide als Phagen- 
rezeptoren nach neueren Erkenntnissen von wesentlicher 
Bedeutung. 

Die Chemie bakterieller Polysaccharide wurde vor 30 
Jahren durch Avery, Goebel und Heidelberger er6ff net, die 
erstmals die typenspezifischen Y a p  se l -  P o 1 y s a  cc h a r i d e 
von Pneumococcen hochgereinigt darstellten, ihren Aufbau 
erforschten und die i m mun ol o g i s c  h e  y p e n s p  e zif i t a t 
chemisch erklartenl. 9. Die Arbeiten a n  Pneumococcen- 
Polysacchariden haben nicht nur die Chemie immunolo- 
gisch wirksamer bakterieller Inhaltsstoffe nachhaltig be- 
reichert, sondern dariiber hinaus weitreichende Folgen von 
allgemeiner Bedeutung gezeitigt. 

Goebel und Auery konnten die i m m u n o l o g i s o h e  S p e z i f i t i l t  
der typenapezitisohen Pneumoooccen-Polysaocharide auf beetimm- 
te  niedermolekulare Gruppen in der QrbBenordnung von Disac- 
chariden zuriickfiihren und damit die Grundkonzeption K .  Land- 
s l e i n e d )  iiber das Zustandekommen immunologischer Spezifitat, 
die urspriinglich an chemospezifischen kiinatlichen Antigenen ge- 
wonnen war, an natiirlichen Antigenen besttitigene). M .  Heidel- 
berger und seine Mitarbeiter haben seit 1931 mit Hilfe stiokstoff- 
freier Pneumococcen-Polysaccharide erstmals r e i n  e A n  t i k  6 r - 
p e r  aus Immunseren dargestellt, die sie ale modifizierte Serum- 
globuline oharakterisieren konnten‘). Seither iet die Erforschung 
der Natur der Antikorper eine Aufgabe der Protein-Chemie. In 
enzymatischen Untersuchungen fand R. J .  D u b @ )  mikrobielle 
Ausscheidungsprodukte (adaptive8 Exoenzym von B. brevis u. a.), 
welche bestimmte Pneumococcen-Kapselpolysaccharide in vitro 
und in  vivo aufzulasen vermogen, so daB bei Versuohen a m  hahe- 
ren Tier die so entstehenden kapsellosen Coocen raach der Phago- 
cytose anheim fielen. Die praktiiche Auswirkuug der Befunde er- 
iibrigte eich damals wegen der zur gleichen Zeit aufkommenden 
Sulfonamid-Therapie. Dennoch fiihrte die konsequente Fortaet- 
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zung dieser Untersuchungen nicht nur zu weiteren bakterien- 
angreifenden Exoedzymen, sondern dariiber hinaus zur Entdek- 
kung bakteriostatisoher und bakterizider Auascheidungsprodukte 
von Mikroorganismen und ha t  damit stlirkate Impulse fiir die 
einige Jahre spiiter beginnende Ara der A n t i b i o t i k a  geliefertg). 
Die Biosynthese apezifischer Pneumococcen-Kapselpolysaccharide 
haben Auery und seine MitarbeiterlO) auf die Wirkung typeigener 
Desoxyribonucleinssuren zurllokfllhren konnen, deren geeignete 
ubertragung auf andere Typen (Rauhformen) zur bleibenden 
Transformation in jenen Typ fiihrte, von welchem die betreffende 
Desoxyribonucleinshre-Fraktion stammte. Dieser fur die ge- 
samte Genetik wichtige Modellversuch wurde inzwischen unter 
Einbeziehung weiterer Merkmale, wie der bakteriellen Resistenz 
oder Empfindliohkeit gegen Antibiotika durch R. D. Hotchkissll) 
u. a. wesentlich erweitert, indem auch hier spezifische Desoxy- 
ribonucleinsaure-Fraktionen fur das betreffende Merkmal ver- 
antwortlich sind, wie durch entsprechende Ubertragungsversuche 
bewiesen wurde. 

Die Polysaccharide g r a m p o s i  t i v e r  B a k t e r  i e n ,  wie 
jene der Pneumococcen, sind im allgemeinen relativ ein- 
fach zusammengesetzt. Sie bestehen vielfach nur aus zwei 
oder htichstens drei Zuckerbausteinen, unter ihnen neben 
Hexosen und gelegentlich Aminohexosen haufig Uron- 
sauren. Im Bakterium scheinen sie locker a n  Nuclein- 
siiuren verankert zu sein. 

Demgegegenuber sind die Polysaccharide aus g r a m  ne-  
g a t i v e n  B a k t e r i e n ,  wie solche der Coli-Gruppe, der 
Salmonellen, Brucellen u. a., wesentlich komplexer zu- 
sammengesetzt. .Sie sind relativ fest mit Lipoiden zu kom- 
plexen Lipopolysacchariden verbunden, die ihrerseits in 
der Bakterienzelle an konjugierte Proteine und Lipoide 
verankert sind. Ihre chemische Erforschung ist erst in 
den letzten 10-15 Jahren vorangetrieben wordenlla). 

Wahrend auch hier das urspriingliche Interesse immun- 
chemischer Art war, sich also auf die antigenen Eigenschaf- 
ten der komplexen Lipopolysaccharid-Protein-Symplexe 
grundete, hat  man im Laufe weiterer Untersuchungen ent- 
deckt, dal3 die zugrunde liegenden Lipopolysaccharide sich 
von den Polysacchariden grampositiver Bakterien nicht 
nur chemisch, sondern auch biologisch wesentlich unter- 
scheiden. Sie sind oft von betrachtlicher T o x i z i t a t  und 
stark pyrogenl*m la). Einige dieser Lipopolysaccharide 
sind wegen ihrer tumor-nekrotisierenden Wirkungen be- 
sonders bearbeitet worden14. l6). I hre chemische Erfor- 
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schung in Verbindung mit der Analyse ihres biologischen 
Wirkungsmechanismus ist daher von erheblichem Interesse 
und verspricht ebenfalls Ergebnisse von allgemeinerer Be- 
deutung. 

Verfahren zur lsolierung 
In neuerer Zeit sind Methoden, insbes. von SaZfonla) beschrie- 

ben worden, mit deren Hilfe die intakten Zellmembranen (cell 
wall) gramnegativer Bakterien vom Cytoplasma abgetrennt wer- 
den khnen .  Die Biembran wird mechanisch aufgebrochen, wo- 
bei das Cytoplasma austritt. Man trennt durch fraktioniertes 
Zentrifugieren oder durch enzymatischen Abbau der cytoplas- 
matischen Inhalt~stoffe. Die Membranen bestehen im wesent- 
lichen nus Lipoid-, Polysaccharid- und Proteinmaterial, darunter 
die Lipopolysaccharide. Elektronenoptisch wurde gezeigt, daO der 
morphologische Feinbau von Membranen eine hohe Ordnung 
aufweieen kannl'). 

Zur Isolierung der Lipopolysaccharide gramnegativer 
Bakterien geht man entweder von Bakterien oder deren 
Autolysaten aus. Viele verschiedene Verfahren sind be- 
schrieben worden; sie fiihren zu mehr oder weniger kom- 
plexen, hochmolekularen, wasserloslichen Lipopolysaccha- 
riden mit unterschiedlichem Gehalt an Lipoid und gebun- 
denem Protein. 

A. Boivin, der als erster ein allgemein anwendbares Ver- 
fahren zur Extraktion stark antigener Lipopolysaccharid- 
Symplexe ausarbeitete, hat das Problem der lsolierung de- 
finierter bakterieller Extraktstoffe mit bestimmter biologi- 
scher Wirksamkeit (z. B. Antigenitat) 1944 folgenderma6en 
formuliert's): 

,,HeUte hat man mehr und mehr Grund anzunehmen, daO die 
Bakterienzelie ihre gans bestimmte physiko-chemische Struktur 
dadurch erhtilt, dall deren makromolekularen Bestandteile unter- 
einander gebunden und gegenseitig orientiert sind, wobei ebenso 
relativ lockere primk-ohemische Bindungen im Spiel sind wie 
verschiedene sekundHre Kohbionakrafte nach Art derjenigen von 
van det Waab. Man k6nnte - ohne Gefahr der Paradoxie - ver- 
sucht sein, zu sagen, daB eine lebende Zelle in letzter Analyse 
nichts anderes als ein einziges Riesenmolekiil darstellt. So finden 
wir z. B. bei gramnegativen Keimen das typenspeeifische Poly- 
saccharid an der bakteriellen Oberflitche verankert und orientiert, 
welches unmittelbar an Phospholipoid- oder Proteinmaterial ge- 
bunden ist, oder bei Coccen (Pneumococcen) an NucleinsHuren. 
Unter der Wirkung verschiedener Agenzien kann die physiko- 
chemische Oberfliichenstruktur der Bakterien zerbrechen, wobei 
entweder das gesamte Polysaccharid als nicht antigenes oder nur 
schwach antigenes Material frei wird, oder in Form eines stark 
antigenen Symplexes, in dem das gleiche Polysaccharid noch an 
Lipoid (Glycolipoid) oder an Lipoid und Protein (Glycolipo-Pro- 
teid) gebunden bleibt. Wenn dem so ist, sollte man nicht mehr 
vom bakteriellen Antigen im Sinne eines chemisch genau definier- 
ten Individuums sprechen, das in die bakterielle Struktur einge- 
baut ist, sondern vielmehr von der antigenen Funk t ion ,  welche 
das Polysaccharid innerhalb der strukturellen Ordnung an der 
OberflHche des betreffenden Keims ausiibt." 

Die gleichen Betrachtungen kann man auch hinsichtlich 
der endotoxischen, pyrogenen und anderer Funktionen an- 
stellen. 

Das Verfahren von Boivin und MeSrObeanu1*) besteht in 
der Behandlung der Bakterien mit 0,2 n T r i c h l o r e s s i g -  
s a u r e  in der Yiilte; es liefert Extrakte mit stark antigenem 
Material, welches hauptsachlich aus Polysaccharid und 
Lipoid aufgebaut ist (,,Glycolipoid-Antigene"). Prlpa-  
rate, welche nach dem Trichloressigsaure-Verfahren ge- 
wonnen werden, enthalten immer einen gewissen Anteil 
an Protein. Immunologisch sind sie Trager der somatischen 
0-Antigen-Funktion (Definition siehe l ) )  der betreffenden 

~~~ ~ 
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Bakterien; wegen ihrer Toxizitat sind sie auch als 
E n d o t o x i n e  der Bakterien bezeichnet worden', so). 

Raislrick und TopleyB1) haben zur Gewinnung der 0- 
Antigene der Salmonellen (Typhus-, Paratyphus-, Enteri- 
tis-Bakterien) den Aufschlu6 abgetoteter Bakterien mit 
T r y p s i n  eingefiihrt. Das Verfahren wurde spater von 
Freemanz4) weiter ausgearbeitet und wird haufig ange- 
wandt. Miles und P i r i P )  behandelten Brucellen mit 
2proz. P h e n o l ,  fraktionierten das Autolysat rnit Ammo- 
niumsulfat und erhielten gereinigte komplexe Lipopoly- 
saccharid-Protein-Antigene durch anschlie6ende fraktio- 
nierte Zentrifugation. I n  eingehenden Untersuchungen 
iiber die Natur der 0-Antigene von Dysenterie- und Typhus- 
Bakterien fanden Morgan und Paffridges4* p6), da6 die anti- 
genen Lipopolysaccharid-Protein-Lipoid-Symplexe (whole 
anfigenic complex) durch mehrfache Behandlung der getrock- 
neten Bakterien mit D i i t h y l e n g l y c o l  schonend extra- 
hiert werden konnen. Allerdings lassen sich offenbar nicht 
alle gramnegativen Bakterien mit Diathylenglycol extra- 
hieren, wie z. B. Goebel bei Flexner-Ruhr-Bakterien fandas). 
Bei diesen und anderen Bakterien bewahrte sich die Ex- 
traktion mit P y r i d i n - W a s s e r  ( I  : 1 ) * 6 ~  *'), wobei wie- 
derum stark antigenes und toxisches Lipopolysaccharid- 
Protein-Material in Losung ging. J. WalkerP8) hat gezeigt, 
da6 viele Bakterien beim Stehen mit 2,5 molarer H a r n -  
s t o f f - L o s u n g  aufgeschlossen werden, wobei das soma- 
tische 0-Antigen gelost wird. 

Ein weiteres Extraktionsprinzip, das sich als sehr all- 
gemein anwendbar erwies, fiihrten Palmer und Gerloughzg) 
ein. Die Bakterien werden zunachst mit 90-95proz. 
P hen01 extrahiert, wobei Proteinmaterial in Losung geht; 
bei der anschlie6enden Behandlung mit W a s s e r  geht das 
0-endotoxische, stark antigene Lipopolysaccharid in Lo- 
sung. Die Antigenitat, der Stickstoff-Gehalt und weitere 
analytische Daten der so aus Typhus- und anderen Bak- 
terien erhaltenen Praparate sprechen dafiir, da6 sie noch 
schwer abspaltbares Protein enthalten. Weslphal, Liiderilz 
und Bisfe?) haben das Verfahren vereinfacht, indem sie 
Bakterien in der YIlte mi t  Phenol/Wasser-Emulsionen be- 
handelten, wobei sie zu lhnlichen Produkten wie Palmer 
und Gerlough gelangten. Extrahiert man die Bakterien in 
der Warme (bis zu 65 OC) mit homogenen Phenol/Wasser- 
MischungenSo), so wird von dem in Losung gehenden Lipo- 
polysaccharid-Protein-Syniplex der Proteinanteil vbllig ab- 
gespalten, so da6 nach Abkiihlung und Trennung der 
Schichten in der oberen wl6rigen Phase protein-freies 
Lipopolysaccharid neben Nucleinsauren, in der unteren 
Phenolphase reines Protein gefunden wird. Dieses Ver- 
fahren ist ebenfalls allgemeiner anwendbar. 

Sehr einfach gestaltet sich nach Robertsa1) die Darstel- 
lung des rohen antigenen und endotoxischen Lipopoly- 
saccharid-Proteins aus Colibakterien durch Extraktion 
mit Wasser bei 80-85 OC. 

Zur weiteren R e i n i g u n g  werden die Extrakte im all- 
gemeinen gegen Wasser dialysiert und nach passender 
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Konzentrierung mit organischen Losungsmitteln frak- 
tioniert gefallt. Wegen des sehr hohen Molekulargewichts 
bewlhrt sich auch die fraktionierte Zentrifugierung bei 
hoheren TourenzahlenaB. ss), wie sie erstmals Miles und 
Piriezs) anwandten. Es werden so relativ einfach weit- 
gehend gereinigte und in manchen Fallen elektrophore- 
tisch homogene Lipopolysaccharide erhalten, die sich le- 
diglich dadurch unterscheiden, da8 am Polysaccharid mehr 
oder weniger Lipoid- und Proteinmaterial gebunden sein 
kann. Fur die biologischen Eigenschaften dieser Substan- 
zen aus gramnegativen Bakterien sind die nicht-poly- 
saccharidischen Komponenten vielfach von besonderer Be- 
deutung. 

Ph ysi kal ische Eigenschaften 
Die nach den genannten Verfahren erhaltenen Lipopoly- 

saccharide bilden mehr oder weniger stark viscose, opales- 
zierende wa6rige Losungen. 

Bei p,-Werten von 8-9 wandern die Lipopolysaccharide 
und Lipopolysaccharid-Proteine im elektrischen Feld lang- 
sam als Anionen, bedingt durch einen Gehalt an Phosphor- 
siureester, der allen Praparaten eigen ist. Es sind ver- 
schiedene elektropharetisch homogen wandernde Priipa- 
rate beschrieben worden14, s6 .80 .  In der Ultrazentrifuge 
tritt schon bei ma6igen Schwerefeldern rasche Sedimen- 
tation ein. Nach Miles und Pirie") besitzt das von ihnen 
dargestellte Lipopolysaccharid aus Brucella melitensis In 
wlBriger Lasung Teilchengewichte von ca. 1 Million. 
ShearI4) fand fur das tumornekrotisierende Lipopoly- 
saccharid aus Serratia marcescens (B. prodigiosus) Teil- 
chengewichte in der GrOBenordnung von 10 Millionen, Da- 
vies und Morganss) fur den Lipopolysaccharid-Protein- 
Symplex aus B. dysenteriae Shiga bei s,-Werten von 
130-150 S Teilchengewichte ebenfalls von CI 10 Millionen. 
Gemeinsam mit G. Schramrnse) erhielten wir fur ein stark 
pyrogenes Coli-Lipopolysaccharid h-Werte von 175-193 S 
und errechneten Teilchengewichte von ca. 20 Millionen. 
Man kann jedoch z. B. elektronenoptischse) zeigen, da6 
diese gro6en Teilchen Aggregate kleinerer Grundeinheiten 
mit Teilchengewichten von ca. 1 Million darstellen. Die 
kugelformigen Grundeinheiten aggregieren weitgehend 
reversibel und pH-abhangig zu langen, pe r l schnura r t i -  
gen  Aggrega ten ,  so da6 sich die Substanz in der Ultra- 
zentrifuge nicht homogen verhalt. 

In  jedem Fall liegen die bakteriellen Lipopolysaccharide 
in wa6riger Lbsung als Makromolekeln vor, fur welche es 
charakteristisch zu sein scheint, da6 sie zur Aggregation 
neigen. 

Chemischeo Bauprinzip 
Fur die Erforschung der Lipopolysaccharide gramnega- 

tiver Bakterien ist es von Bedeutung, welche der beson- 
deren biologischen Eigenschaften - sei es als Antigen, als 
Toxin, als Pyrogen, als tumornekrotisieiendes Agenz usw. 
- der jeweilige Bearbeiter im Auge hat. Im chemischen 
Sinne kann man jedoch a l l e  diese Wi rkungen  von  
e inem S u b s t a n z t y p  ableiten, namlich hochmolekularen 
Lipopolysacchar id  - P r o t e i n - L i p o i d -  Symplexen ,  
die entweder selbst den biologischen Wirkstoff darstellen, 
oder aus denen der optimal wirksamestoff durchDissoziation 
unter Abspaltung einzelner Teilkomponenten hervorgeht. 
Alle Glattformen der bislang untersuchten gramnegativen 
Bakterien bilden derartige Lipopolysaccharid-Protein- 

0. Westphal, 0. Lilderifz, E. Eichenberger u. W. Ueiderling, 2. 
Naturforsch. 7b, 536 [1952]. 
D .  A. L.  Davies u. W .  T .  J .  Morgan, 6 .  Internat. Kongr. f .  M1- 
kroblol Rom 1953 Abstr. No. 317 [I9541 im Druck. 
M .  A. 'jesaitis' u. W .  F .  Goebel J. exp. Mkdiclne 96 409 [1952]. 
W .  F .  Goebel u. M .  A. Jesaiffs 'ebenda 96, 425 [ 195$ 
0. Schramm, 0. Westphal u. 0: Lilderitz, 2. Naturforsch. 7b, 594 
[1952]. 

Symplexe nach sehr ahnlichen chemischen Bauprinzipien, 
und mit Hilfe der beschriebenen Verfahren erhalt man ent- 
weder die genuinen Symplexe oder Dissoziationsprodukte 
von diesen. 

Als Prototyp des schonend gewonnenen genuinen Ma- 
terials diirfen die fraktionierten und hochgereinigten Di- 

aus Ruhr- und Typhusbakterien angesehen werden. Ahn- 
lichen chemischen Aufbau besitzen die antigenen Brucella- 
Extrakte nach Miles und Pirie") und jene aus Shigella 
paradysenleriae (Flexner) nach Goebel und Mitarbei- 
terna6* z7). Diese hochmolekularen Symplexe bestehen aus 
den in Bild 1 wiedergegebenen Komponenten, welche im 
genuinen Material aneinander gebunden sind (Bild 1). 

Lipopolysaccharid-Protein-Lipoid-S ymplex 
(Vollantigen) 

athylenglycol-Extrakte nachMorgan u n d P a r t r i d g e ~ , ~ ~ . ~ ~ ~ ~ ~  ) 

Lipopolysaccharid KonjugiertesProtein L i p  o i d B 
(leicht abspaltbar) I (undegradiertes 

Polysaccharid) 
I T 

Phosphoryl ie r fes  Lipoid  A Pro te in  
Pol ysaccharid 

Bild 1 
Die Komponenten der Lipopolysaccharid-Proteln-Symplexe 

Am Aufbau der genuinen Symplexe eind die Komponenten 
ungefkhr folgendermallen beteiligt: - 4 6 4 0 %  phosphoryliertes 
Polysaooharid, -5-16 % Phospholipoid A, -15-20 % Protein 
und -10% Phospholipoid B. Der genuine Symplex wird im all- 
gemeinen in einer Ausbeute von 5-10% nu6 den Bakterien ge- 
wonnen. 

Die einzelnen Komponenten konnten mittels verschie- 
dener Verfahren voneinander getrennt werden. Erhitzen 
mit verd. Essigslures7~ so) fiihrt z. B. zur Spaltung in 
Phospholipoid B, Polysaccharid und konjugiertes Protein. 
Bei der Fraktionierung alkalischer Losungen mit Alkohol 
tritt Spaltung der genuinen Symplexe in Lipoid B, un- 
degradiertes Lipopolysaccharid und Protein ein. Phos- 
pholipoid B kann auch selektiv durch Einwirkung von 
Formamidse), insbesondere nach Zusatz von Spuren Amei- 
sensiure, oder mittels Phenolsa) abgespalten werden. Da- 
gegen ist das Phospholipoid A relativ fest im Symplex ge- 
bunden, es l i6t  sich durch Formamid oder Phenol nicht 
abspaltensz). Man erhllt dieses Lipoid in iibersichtlicher 
Weise aus (protein- und lipoid-B-freien) undegradierten 
Lipopolysaccharid-Praparaten, wie sie nach MorganzS~87+a8) 
und GoebeP) aus den Vollantigenen, oder nach Wesfphalao) 
mittels Phenol/Wasser direkt aus den Bakterien darge- 
stellt werden konnen. Hydrolyse derartiger reiner unde- 
gradierter Lipopolysaccharide mit verdllnnter SBure fiihrt 
zu einer Spaltung in degradiertes Polysaccharid und was- 
serunlbsliches Phospholipoid A'S, 88, 40* 41), das sich von 
dem Phospholipoid B charakteristisch unterscheidet. 

Die umfangreichen Spaltungsversuche an Lipopoly- 
saccharid-Protein-Symplexen und an partiellen Spalt- 
produkten sind wiederholt beschrieben worden. 

Die oben angefiihrten Komponenten wurden hinsicht- 
lich ihrer chemischen Bausteine teilweise eingehend analy- 
siert; andererseits hat man versucht, ihre Funktion in 
Beziehung zu bestimmten biologischen Wirkungen zu er- 
forschen. 

3') W .  T .  J .  Morgan u. S .  M .  Partridge Biochemic. J. 34, 169[1940J. 
W .  T.  J .  Morgan u. S .  M .  Partridge, ebenda 35, 1140 [1941]. 

Pcrlman, J. exp. Medicine 81, 

J. exper. Pathol. 20,278 [1939J. 
Medicine 92, 25 [1950]. 
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Biologlsche Wirkungen 
Ausfiihrlich untersucht wurde das a n t i g e n e  Verha l -  

t en .  Bei derartigen Untersuchungen ist die verwendete 
Tierart, wie man heute wei6, von erheblicher Bedeutung. 
Auf Grund jahrelanger Kaninchenversuche glaubte man, 
da6 Polysaccharide ohne Proteintrlger allgemein keine 
Antikorperbildung anregen kbnnten, also nur Haptene 
(Halbantigene) sind'). Reine Polysaccharide sind in der 
Tat fur Kaninchen nicht antigen. Es hat lange gedauert bis 
man entdeckte4'), da6 der Mensch  nach Injektion reiner 
(protein-freier) Pneumococcen-Polysaccharide sehr wirk- 
same und spezifische I m m u n k b r p e r  bilden kann. 

Die genuinen Lipopolysaccharid-Protein-Symplexe aus 

und Trlger der sog. 0-Spezifitlt (0-Antigene), wobei der 
Polysaccharid-Anteil die wesentliche spezifitlts-bestim- 
mende Yomponente darstellt. Das Protein libt, ohne 
spezifitats-bestimmenden Beitrag, eine steigernde Wirkung 
auf die Antigenitat aus. Lipoid B scheint keine Rolle 
zu spielen. uber die antigenen Funktionen von Lipoid A 
ist noch nichts NBheres bekannt. 

Reine Lipopolysaooharide sind, auoh ohne Proteintriiger, fiir 
Kaninohen deutlioh, wenn auoh nioht optimal, antigena7awe46). 
Naoh Untersuohungen von HurnP) geniigt die wiederholte In- 
jektion von 0,Ol pg/kg der Lipopolysaooharide eus B. coli oder 
S. ubortus equia0la*), um beim Kaninohen ImmunkOrper zu 
erzeugen, welohe die betreffenden Keime agglutinieren. Die 
Speziiitiit der erhaltenen Antiseren iet im allgemeinen herab- 
gesetzt, indem hSufig Ubergreifende Reaktionen beobaohtet wer- 
den. Morgan*%") fand z. B. in derartigen Antieeren Hitmolysine 
gegen SchafblutkOrperohen. Antheren, welohe man duroh Injek- 
tion von Vollkeimon hemtellt, pritdpitieren apezitisoh das homo- 
loge Lipopolysacoharid. Hinsiohtlioh' der antigenen SpezifitSt er- 
geben sich also Untersohiede, ob man Vollbakterien oder bolierte 
hoohgereinigte Komponenten der genuinen Symplexe ale Antigene 
verwendet. 

Die Lipopolysaccharide sind TrPger  d e r  O-endotoxi -  
s chen  Eigenschaf t e n  der betreffenden Bakterien'Osa*JS). 
Die mittlere letale Dosis bei parenteraler Injektion liegt 
fiir Mause, Ratten, Meerschweinchen und Yaninchen in 
der GfbSenordnung von 0,5-10 mg/kg. Soweit bisher un- 
tersucht, sind die meisten Lipopolysaccharide hinsichtlich 
der Erzeugung des Sanarelli-Shwarfrman-Phlnomens be-. 
trlchtlich aktiv14* 47). Zur Erzeugung des Sanarelli- 
Sh~artzrnan-PhBnomens'~~) gibt man geeigneten Versuchs- 
tieren (Yaninchen) eine ,,vorbereitende" lokale Erstinjek- 
tion (z. B. subkutan), der man nach 24 Stunden eine 
(intravenose) ,,auslbsende" Zweitinjektion folgen I W .  Es 
kommt danach am Ort der Erstinjektion zu einer hBmor- 
rhagischen Nekrose. Die Reaktion ist nicht Immunspezifi- 
scher Art, da zur Erst- und Zweitinjektion immunologisch 
verschiedene Stoffe verwendet werden kbnnen. Die Lipo- 
polysaccharide sind sowohl vorbereitend wie auslbsend 
mehr oder minder ak tW) .  Die minimal wirksamen Dosen 
reiner Lipopolysaccharide (z. B. von Ruhr- oder .Pseudo- 
rnonas-Bakterien, sowie von Salmonellen) betragen bei 
Kaninchen ca. 1-5 pg intracutan (vorbereitend) und ca. 
100-200 pg intravenlis (auslgsend). Splter fanden Gratia 
und Linr's), da6 sich verschiedene Arten von Tumoren 
wie Organe verhalten, die durch eine lokale Injektion von 

gramnegativen Bakterien sind starke Antigeneurn 1 

9 M. Heidelberger u. Mltarb ebenda 83 303 [lW6]. 
4') A. A. Miles u. N. W. Piric"Brlt. J. expbr. Pathol. 20 109 [1939]. 
a W. T. J .  Morgan u. H. Schtze Lancet 1943 I1 2d. 
a{ W. P. Goebel u. Mltarb Sclehce [New Yo;k b0 412 [I944]; 

J. exp. Medklne 87 349'[1945l; 84. 223, 235 ]l94h]. 
u) H. Hurni unver6ffhllcht. 

Y .  Hothma K .  Sagehashi, S .  Hoso 4 Y. Yagi, Y. Su in0 u. 
") #. Egami /a;. f;. exp. Med. 19 246 Ad9 27, 361, 381 1951 ; 

22, 17, 6s' 1952 Y. Tukeda. kev. fanad! Blol. 72 3471195d; 
T. 0 at4 unvelOffentlicht. H .  Hurnf unverOffcntl&ht. 

"*)Q. Sfwohzman : Phenominon of loca'l tissue reactlvlty. Verlag 
P. B. Hoebel, New Yolk 1947; v 1. auch: Hemorrhage, Ann. 
N. Y. Acad. Scl. JO, 483-660 [IS&]. 

4 9  A. Grutia u. R. Linz, C. R. SCances SOC. blol. Flllales 108, 427 
[ 193 11. 

bakteriellen Toxinen ,,sensibilisiert" (vorbereitet) sind: 
eine einzige intravenase Toxin-Injektion fuhrt bei den 
Tumortieren zu hihorrhagischen Nekrosen im Tumor- 
gewebe und zur Regression des Tumors. Die, tumornekro- 
tisierenden Eigenschaften bakterieller Lipopolysaccharide 
wurden splter insbesondere von Hutner und ZahP), 
SheaP) und Niemann und Mitarbeiterm) weiter unter- 
sucht. 

Viele Lipopolysaccharide gramnegativer Bakterien sind 
fur das hbhere Tier und den Menschen seh r  wi rksame  
Reizstoff e. lhre intravenose Injektion flihrt, bereits in 
minimalen Dosen, zu Fieber, Verschiebungen im wei6en 
Blutbild (wie Leukopenie und Leukocytose), Aktivierung 
hormoneller und enzymatischer Systeme, hderungen  im 
Stoffwechsel, Stirnulierung pharmakologisch aktiver endo- 
gener Wirkstoffe u. a. Zwar gibt es zahlreiche kbrper- 
fremde Substanzen, wie kolloiden Schwefel, kolloides Cal- 
ciumphosphatEO), gewisse Lipoidgemische (aus Gehirn), 
Proteinabbauprodukte61) u. a., deren Injektion ebenfalls 
zur Auslbsung derartiger oder lhnlicher Mechanismen fiih- 
fen kann; es hat sich jedoch ergeben, da6 die Lipopoly- 
saccharide aus gramnegativen Bakterien q u a n  t i t a t i v 
d i e  we i t aus  wi rksams ten  Reizs tof fe  sind. 

Wegen h e r  f i ebe re rzeugenden  (pyrogenen) Wirkung be- 
sitzen derartige Stoffe seit langem praktisoh-klinieohes Interesse 
eur Erzeugung kenstliehen Heilfiebers bei der sog. unspezifisohen 
Reiztherapie. Die Entwioklung dieses Forschungsgebietes, ein- 
sohlielllioh seiner frtiheren ohemisohen Bearbeitung ist bereits be- 
sohrieben worden1*Ba8). Prakeiaoh nioht minder bedeutsam ist das 
Problem, unerwiinsohte Pyrogene aus wllSrigen Lasungen, insbes. 
BUS Injektionsfliiseigkeiten zu entfernen6*). Wegen der relativen 
Stabilititt bakterieller Pyrogene ist das Problem biaher auf ohemi- 
sohem Wege nioht befriedigend gel6st worden. 
Man kann klilinische Reizwirkungen auoh einfaoh duroh Injek- 

tion abgettiteter Vollbakterien (Vaooine) erdelen. Indensen ver- 
suehte man bald, die zugrunde liegenden aktiven Stoffe anzu- 
reiehern und ihre ohemisehe Natur aufzuklhen. Co Tui und seine 
MitarbeiteF) diidten vor etwa 20 Jahren die ersten gewesen 
Bein, die ein Pyrogen aus Typhusbakterien anreioherten und orien- 
tierend analyaierten. Vide in det Zwisobenzeit ausgefiihrten 
Untereuohungen deuteten darauf hin, dafl die wirksamsten Pyro- 
gene Polysaooharidoharakter besitzen. Das von Shes+*) aus 
SmaHa marcmeens dargestellte tumornekrotisierende Lipopoly- 
sacoharid erwies sioh in Untersuohungen von Beck und F i s h e r )  
als hoohwirksemes Pyrogen. desaen pyrogene Qrenzdoais fur Ka- 
ninehen in der Qr69enordnung von 0,006 pg/kg lag. In neuerer 
Zeit haben Wsstphal. Lfddsriiz und MitarbeiteP*aa) das Problem 
wieder aufgenommen. Ee lie8 sioh naohweisen, dall optimal wirk- 
same Bakterienpyrogene reine, protein-freie Lipopolysaooharige 
sind, dall also von den genuinen Symplexen nur wenige Kompo- 
nenten erforderlioh sind. Mit Hilfe den Phenol/Wasser-Verfahrensaa) 
konnte z. B. aus einem Eschsrichia-Stamm (E. coli-Krbger 08)*) 
ein reines Lipopolysaooharid dargeetellt werden, deasen pyrogene 
Grenzdosis beim Kaninohen 0.002 pg/kg, beim Mensohen oa. 
0,001 pg/kg betrilgt. Optimale klinisohe Reizwirkungen am Men- 
eohen erdelt man bei derartigen Lipopolysaoohariden mit intra- 
ventisen Injektionen von etwa 0,6 pg total. Bei einem Teiloheo- 
gewioht der Grnndeinheiten von -1 Milliona8) ergibt sioh somit, 
daP zur Aud6eung. starker Reizwirkungen beim Meneehen die 
Injektion von rund l W 1  Molekeln des Lipopolyeaooharide geniigtu). 

Die Forschungen auf diesem Gebiet wurden neuerdings 
u. a. auch dadurch erheblich stimuliert, da6 man weitere 
Wirkungen von biologischem und vor allem auch klinischem 
Interesse auffand. Lipopolysaccharide a k t i v i e r e n  beim 
hbheren Tier und Mensch das zur Regulierung der Entziin- 
dungsbereitschaft wichtige H y p o  p h y se  n- Ne b ennie-  

S. H .  Hutner u. P. A. Zohl. Proc. SOC. EXD. Blol. Med. 52. 364: . .  
54 48 [1943]. 

' 0 )  F.'Bister u. F. J. Qeks Z. Naturforsch. 86, 667 [195a. 
61) Slche z. 9. V. Menki; Int. Arch. Aller 4 131-168 [1953]; 

W. G. Spector J. Pathoi. Bacterlol. 63, Q f l I Q d l ] .  
Z. 8. H. Wike u. H. E.  Vaps Arznelmlttelforsch. 4, 8 [1954]. 

g8] Co Tui, D. Ho e, M. H .  Schhft U. I. Powers, J. Lab. Clln. 
Mediclne 29, 69944k 

") L. V. Beck u. 
*) Nach neueten Untefluctiungen von Dr. J.  # r s k T k o  enhagen) 

handelt es slch urn sinen E. freundii-Stamm mit CollO~-Antlgcn. 
g6) 0. Wesfphd u. B. Kickhdfen, 2. Rheumaforseh. 12, 321 [1953]. 

Pis r Cancer Res. 6, 416 [ I  
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renfinden-Systemso); sie fbrdern ferner das P h a g o -  
c y t o s e v e r m o g e n  der wei6en Bl~tzellen~'). Bei der 
W u n d h e  i I u n g unterdriicken sie die Narbenbildungs8). 
Besonders wichtig sind die Befunde von Windle und Mit- 
arbeitern5O) sowie von BarnmePo), wonach sehr kleine 
Dosen bakterieller Reizstoffe (Lipopolysaccharide) die 
Ne r v e n  r e g  e n  e r a  t io  n stark fordern konnen. Dabei 
werden optimale Effekte nur innerhalb relativ enger Do- 
sierungsgrenzen mit Quantitlten erreicht, welche im all- 
gemeinen eben pyrogen sind. Die Wirksamkeit der Lipo- 
polysaccharide ist hierbei relativ spezifisch, indem z. B. 
pyrogene Nucleinsiuren nicht wirksam sind6st 60). 

Die volle praktische Auswertung aller dieser und wei- 
terer physiologischer Befunde zu klinischen Zwecken setzt 
q u a n t i t a t i v e  U n t e r s u c h u n g e n  voraus, d. h. da8 die 
betreffenden Wirkstoffe in chemisch definierter Form und 
sicher dosierbar vorliegen miissen. 

Aus diesem Grunde haben wir vor einigen Jahren be- 
gonnen, uns rnit der chemischen Natur der bakteriellen 
Lipopolysaccharide (Polysaccharid - Lipoid A - Komplexe; 
vgl. Bild 1) zu befassen. Uber den derzeitigen Stand der 
chemischen Analyse, wie er sich auf Grund der Unter- 
suchungen verschiedener Arbeitskreise, einschlie6lich des 
eigenen, ergibt, berichten wir nachstehend. 

Bakterienspecles Bezelchnung d. Priip. c 

Brucella melitensis AP, Aminopolyhydroxy- 48-50 7,s 5,4 
compound 

Chemische Analyse der Lipopolysaccharide 

Die reinen Lipopolysaccharide aus verschiedenen gram- 
negativen Bakterien ergeben jeweils sehr Bhnliche Analysen- 
werte. In  Tabelle 1 bringen wir einige Beispiele. 

In  den Lipopolysacchariden sind -10-30% Lipoid A 
enthalten. Der Stickstoff der Praparate bezieht sich im 
wesentlichen auf deren Hexosamin-Gehalt (Glucosamin, 
Chondrosamin), der Rest ist im Lipoid enthalten. Der 
Phosphor ist zum gro6eren Teil als Esterphosphat an der 
Polysaccharid-Komponente gebunden, ein kleinerer Teil 

Autoren u. Llt. p (C)-CH,IHexos- 
4 9  amln 

0,5-0,6 Miles u. Pirie") 

findet sich im Lipoid A, welches demnach als Phospholipoid 
zu bezeichnen ist. Der Gehalt an (C)-CH,ea) entflllt 
Uberwiegend auf Methyl-Zucker (Methylpentosen bzw. 
Methyl-desoxypentosen) der Polysaccharid-Komponente, 
zum geringeren Teil auf endstandige Methyl-Gruppen von 
Fettsauren in Lipoid A. - Alle Praparate enthalten Acyl- 
Gruppen. Im allgemeinen wurden diese als Acetyl be- 
stimmt. Miles und Pirieos) haben jedoch gezeigt, da6 im 
Brucella-Lipopolysaccharid N-Formyl-Gruppen vorliegen 
und empfehlen bei ahnlichen Analysen eine eindeutige 
Diff erenzierung zwischen Acetyl- und Formyl-Gruppen, 
was nur in wenigen Fallen beriicksichtigt worden ist. I n  
Shigella flexneri identifizierten Slein und SchnelP) die 
Acyl-Gruppen eindeutig papierchromatographisch als Ace- 
t yl-Gruppen. 

Erhitzen neutraler wiiOriger Losungen auf 100 OC wiihrend 
einiger Stunden beeinflufit nach unseren Erfahrungen die pyro- 
genen un& toxischen Eigenschaften nieht merklich. Bei der H y -  
d r o l y s e  mit verdiinnter Siiure werden reduzierende Zucker, 
Phosphorsiiure und in Wasser unlBsliches Lipoid A in  Freiheit 
gesetzt. Am Lipopolysaccharid nus Brucella melitensis wurde die 
schrittwcise Inaktivierung einzelner biologischer Wirkungen (sero- 
rogisohe Eigenschaften, Toxizitiit, entziindliche Wirkung an der 
Haut  u. a.) im Zusammenhang mit der Freisetzung von Lipoid A, 
Phosphorsiiure, primiiren Amino-Gruppen u. a. ~erfo lg t '~) .  - l i t  
1 n Yineralsiiuren ist die maximale Reduktionswirkung der frei- 
gesetzten Zucker im allgemeinen nach 3-6 h erreicht. Wiihrend 
dieser Zeit sind die Phospborsiiureester-Gruppen der Polysac- 
charid-Komponente noch nicht vollstiindig f r e i g e s e t ~ t ~ ~ ) .  Gele- 
gentlich sind phosphorylierte Monosaccharide isoliert worden-). 
Zur hydrolytischen Spaltung des geeamten Esterphosphats be- 
darf es langerer Sllureeinwirkung oder hOherer Siiurekonzentra- 
tioneno'). Die Esterphosphat-Gruppen erweisen sich gegen alka- 
lisohe Phosphatase ale weitgehend resistentaa); im allgemeinen 
werden nicht mehr als 10-20% als anorganisches Phosphat frei'l). 
Wir fanden, da5 vom Lipopolysacoharid nus S. abortus equi 
innerhalb 7 2  h maximal 15% des Esterphosphats gespalten wur- 
den, worauf die Reaktion zum Stillstand kam. Morgan und 
Thayssenee) beobachteten, da9 das spezifische Polysaccharid von 
Shiga-Ruhrbakterien durch ein Enzymkonzentrat nus Myzococcus 
hydrolytisch abgebaut und dabei serologiech inaktiviert wird. 

B. dysenteriae Shiga Undegraded polysaccharide 2,07 0,57 1 
I 

(Alkali-Met hode) - 
Morgan u. Partridgeaa) 

,, 08 (Krager) 
,, 018 (Kauffmann) 

") 2. 8. M .  D. Altschule, B. H .  Parkhurst u. E .  Promisel, Arch. 
internal. Med. 85 505 [1950]. W .  Keiderling u. 0.  Weslphal 
Verh. Dtsch. Ges: Inn. Med. >7 66 [1951]. W .  Keiderling F: 
Wdhler u. 0. Westphal, Arch. ex;. Pathol. fiharmakol. 217, '293 

agent -I--._-----__.-I- I 
Polysaccharidp yrogen ! 48,4 I 6,8 I ;:; 1 2,1 :$ I 6,9 I Westphal u. Llrderitz") _ _ ~  ---___- 

Weslphal u. LLcderrW) Lipopolysaccharld 47,2 1 6,O 2,6 

(19531. 
( I )  E .  Fritze, P .  Doering u. H. Mancckc, Schweiz. Med. Wschr. 83, 

'a\ z3 !g53indle. Arch. Neurol. Psvchlatr. 65. 261 119511: F .  . ~. . Greene Amer. j. Physiol. 167 789 [1951]. 
' 

8g) W .  F.'Windle Trans. N. Y .  Acad. Scl. 14 159 [1952]. 
'O) H .  Bammer u: V .  Martini, Ptliigers Arch.' 257 308 (19531. 
' l )  0. Westphal u. 0. LiJderitz 6. Internat. Koigr. f. Mikrobiol., 

Rom 1953, Abstr. No. 400 [1954], im Druck. 

O*) F. Pregl u. H .  Roth: Quant. or an. Mikroanalyse, 5. Aufl., 

*I) A. A .  Miles u. k. W .  Pirie,'Blochemlc. J.  33, 1709, 1716 119391. 
9 M. W .  Slein u. G .  W .  Schnell, J. biol. Chemistry 203, 837 

Springer-Verlag Wien 1947 S. 248. 

[1953]. 

34 104 (19531. 
'6) Vgl. z. B. J .  G.  Fein6erg u. W .  T .  J .  Morgan, Brit. J. exp. Pathol. 

Ia\ M: W .  Slein u. G. W .  Schnelf. Proc. SOC. extx Bioi. Med. 82. 734 
' 119531. 

( I )  Siehe 2. B. A .  Bendich u. E. Chargaff, J. biol. Chemistry 166, 

Thayssen, Nature [London] 132, 604 
283 [1946]. 
W .  T .  J .  Morgan u. A 
[1933]. 
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Hydrolysate der Lipopolysaccharide dienten nach Ab- 
trennung von Lipoid A zur qualitativen und quantitativen 
Bestimmung einzelner Zuckerbausteine. 

Zuckerbausteine 
In  friiheren Jahren war die Identifizierung einzelner 

Zucker aus Hydrolysengemischen eine sehr umst%ndliche 
Aufgabe, auch konnten dabei leicht Hydrolysenprodukte 
dem Nachweis entgehen. Seitdem papierchromatographi- 
sche Methoden zur Verfiigung stehen, hat  sich der Nach- 
weis einzelner Zucker aus Gemischen wesentlich verein- 
facht. Tabelle 2 gibt einen uberblick iiber die bei der- 
artigen papierchromatographischen Analysen gefundenen 
Zuckerbausteine einiger Polysaccharid-Yomponenten aus 
Lipopolysacchariden gramnegativer Bakterien. 

Wendet man Tabelle 2 um 90°, so kann sie wie ein Chro- 
matogramm betrachtet werden, das tatsachlichen Chro- 
matogrammen prinzipiell gleicht (nach Chromatographie 
rnit Pyridin/Butanol/Wasser'6)). Es fallt auf, daR einige 
Zuckerbausteine bevorzugt angetroffen werden. So findet 
sich in nahezu allen bisher untersuchten Lipopolysacchari- 
den Hexosamin, welches meist als D-Glucosamin vorliegt. 
Gelegentlich wurde auch Galactosamin neben Glucosamin 
gefunden64). Von den Hexosen sind Galactose und Glucose 
bevorzugt, bei den Salmonellen iiberdies hlufig Mannose. 
Unter den Methylpentosen findet sich vielfach L-Rham- 
nose. Daneben konnten neuerdings zwei bisher unbekannte 
Zuckerbausteine aufgef unden werden71. 78, '9, die sich 
durch hohere RfWerte als die Methylpentosen auszeich- 
nen. Es  gelang Westphal, Liiderifz und Mitarbei terP)  aus 
den Hydrolysaten von S.  typhi 0 901 und S. abortus equi 

die beiden Zucker, T y v e l o s e  und A b e q u o s e ,  rein dar- 
zustellen und durch Umsetzung mit p-Nitrobiphenyl-sul- 
fonylhydrazid als entsprechende Sulfonylhydrazone zu kri- 
stallisieren und zu analysieren. Beide Zucker besitzen die 
Formel CaHl,O, und erwlesen sich als stereoisomere Me- 
thyl-desoxyaldopentosen, wahrscheinlich mit verzweigter 
Yohlenstoffkette. Es scheint, da6 Tyvelose und Abequose 
als Bausteine von Lipopolysacchariden bei gramnegativen 
Bakterien weit verbreitet vorkommen. 

Manohe der analgsierten Polysaooharide sind relativ einfach 
zusammengesetzt, wie z. B. diejenigen von E.  co# NC VI und 055; 
andere enthalten eine relativ groDe Zahl von Zuokerbausteinen, 
wie c. B. fast alle Salmonellen, bei denen bis zu 6 versohiedene 
Zuoker angetroffen wurden, obwohl sehr wahrscheinlioh weit- 
gehend einheitliohe Stoffe vorlagen. In dieser Hinsiaht unter- 
soheiden sioh die Polysaooharide gramnegativer Bakterien 
gegenilber jenen der gramposit iven Keime duroh ihre wesent- 
lioh komplexere Zueammensetzung. 

Lipopolysaccharide aus Rau hformen 
Auf festen Nlhrboden (z. B. Agarplatten) wachsen 

Bakterien normalerweise in Kolonien mit ,,glatter" Ober- 
flache, weshalb man sie a h  Glattformen (smooth, S-Form) 
bezeichnet. Unter bestimmten Bedingungenfinden beiGlatt- 
formen Veranderungen statt, die man in der Kultur be- 
obachten kann und die als Formwechse l ' .  ' 8 )  bezeichnet 
werden, wobei die G l a t t f o r m  (smooth, S-Form) in die 
sogenannte R a u h f o r m  (rough, R-Form) umschlagt. Mit 
dem morphologischen Formwechsel glatt -+ rauh ist viel- 
fach ein serologischer Wechsel 0 -+ o verbunden, d. h. daS 
die Rauhformen kein 0-Antigen mehr bilden, weshalb man 
sie als o/Rauh-Formen (So) bezeichnet zur Unterscheidung 
von den O/Glatt-Formen (SO). Bei pathogenen Keimen 

B.  dysenteriae Shfga 

chigella sonnei 
(016-Prigge) 

- - - . _- . .. -.. 

' -_ ,, flexneri 
Salmonella typhi 0 901 + + I  

- .  . 

__ . 
,, typhi murium 
,, paratyphi B 
" "-. 

.. enteriditis Gdhner I + ' +  

,, abortus equi 
,, odelaide 

Eschkichia coif ' + I +  
NC VI 
055 
NCI 

.. - 
. ._ 

+ +  

+ +  
+ +  - - 

+ + , I + _ I  + 
+ / - I  ' + I I- BraunTfiderTz-u. -.___ -__- W e ~ t p h a l ~ ~ )  

+ I 
+ Niemaqn u. Mltarb.?') 

.- 

Broun, LUderitz u. W e ~ t p h a l ~ ~ )  

E p h o l  u. LUd&it$l) 
Lllderitz u. WestphaP) 

Braun, LUderftz u. Westphal'a) 

-~ - - 

- __ - - - - - 

Tabelle 2. Zuckerbaustelne der Polysaccharid-Komponenten einlger Lipopolysaccharide gramnegativer Bakterien 
*) Nicht bestlmmt. 

**) A ,  T: Zucker rnit gleichem paplerchromatographlschem Verhdten wie Abequose (A) aus S. abortus equi, bzw. Tyvelose ( T )  atls 

geht mit dem Formwechsel im allgemeinen eine Anderung 
der pathogenen Eigenschaften einher ; die So-Formen sind 
oftmals unpathogen und werden in vivo rasch phagozytiert. 

Die Lipopolysaccharide der Glattformen gramnegativer 
Bakterien sind eng mit dem somatischen0-Antigen ver- 
hunden. Wir haben einige Paare von O/Glatt- und o/Rauh- 

S. typhi 0 907 (vgl.4'1 70)). 

O S )  W .  T .  . Morgan, Helv. Chim. Acta 21, 469 [1938]. 

73) 0. H. broun, H. Spechl, 0. LUderftx u. 0. Westphal, Z. Hygiene, 
im Druck. 
M .  Ikawa, J .  B. Koepflf, S .  G.  Mudd u. C .  Niemann, J. Amer. 
Chem. SOC. 74, 5219 [1952]. 

7,.B) 0. LUderitz u. 0. Westphal, Z .  Naturforsch. 7b, 548 (19521. 
j " )  0. Westphal, 0. LUderitz, I .  Fromme u. N .  Joseph, dlese Ztschr. 

65, 555 [1953]. 
77) 0. Westphal, ebenda 64, 314 [1952J. 

S.  M .  bartrfdge, Blochemlc. J. 42, 251 [1948]. 
7 ' )  G. Pon u. A. M .  Staub Bull. SOC. chim. blol. 34, 1132 [1952]. 
72)  0. Pon These, Unlverslh Paris, 1953, 

'9 E.  Krdger 2. Naturforsch. 86, 133 [l953]; Zbl. Bakterlol. 1. Orlg. 
160, 242 (19531; 2. Immunittitsforsch. 110, 414 [1953]. 

412 h g e r o .  Chem. / GO. Jnlirg. 19.54 N r .  13/14  



Formen mit Hilfe des Phenol/Wasser-Verfahrensso) auf- 
gearbeitet und fanden, da6 auch die o/Rauh-Formen 
vielfach bedeutende Quantitaten vori Lipopolysacchariden 
bilden61. 78). Bei der Bausteinanalyse ergaben sich jedoch 

Bakterienspecles 

E. coli 18 

S .  enteritidis 

Zucker 
, . .  

Tabelle 3 
Vergleich der Zuckerbaustelne aus den Llpopolysaccharlden zusam- 
mengehariger O/Olatt- und o Rauh-Formen einlger gramnegatlver 

dakterien 

hinsichtlich der Zuckerbausteine bemerkenswerte Unter- 
schiede, die fur 3 Glatt-Rauh-Paare in Tabelle 3 dargestellt 
sind. Es zeigte sich, da6 beim Ubergang der O/Glatt-, in 
die o/Rauh-Form die Synthese derpapierchromatograptiisch 
rascher wandernden, also der mehr lipophilen Zucker - 
insbes. von Methylpentosen und Desoxymethylpentosen - 
unterdriickt ist. Man kann auf diese Weise O/Glatt- von 
o/Rauh-Formen chemisch unterscheidena*). Vergleichbare 
Beobachtungen machte auch GoebeP. an Shigella sonnei 
und einer rauh wachsenden Varianten. 

Die Lipopolyeaooharide aue o/Rauh-Formen haben vielfaoh 
endotoxieohe Eigensohaften. BorofrO) und neuerdinge KrdgndO) 
haben dse aerologieohe Verhalten untereuoht. Digmodl) stellte 
elektrophoretisah einbeitliohe Prspsrate aue Rauh-Formen von 
Berthella typhosa mittele hypertonisoher Natriumohlorid-Extrak- 
tion, ansohlieDender Trypein-Behandlung und alkoholisoher Frak- 
tionierung her. Die komplexen Polyescoharide mind toxisoh mit 
einer mittleren letalen D o h  von etwa 6 mg/kg (Mane), antigen 

Quantitative Zuckerbestimmungen 
Es ist in neuerer Zeit mit Hilfe verschiedener Verfahren, 

insbesondere auf der Basis der Untersuchungen von Di- 
schess. 84) und unter Einbeziehung der Papierchromato- 
graphics') mtiglich, einzelne Zucker aus Hydrolysaten von 
Polysacchariden quantitativ zu bestimmen. So sind auch 
Hydrolysate einiger Lipopolysaccharide und degradierter 
(lipoid-freier) Polysaccharide gramnegativer Bakterien 
quantitativ analysiert worden. Tabelle 4 gibt eine Uber- 
sicht uber einige Ergebnisse. Die prozentualen Anteile der 
Zuckerbausteine sind auf das jeweilige Ausgangsmateriai 
bezogen und geben die Menge freier Zucker im Hydrolysat 
(also nicht der ursprunglichen Anhydrozucker) an. Die 
Zahlen sind insofern nicht direkt vergleichbar, als das je- 
weilig untersuchte Polysaccharid teilweise mehr oder we- 
niger nicht-kohlenhydratische Yomponenten (Lipoid A) 
enthielt. Bemerkenswert ist der hohe Gehalt an Heptose 
(20 %) im Shigella sonnei-Lipopolysaccharid und jener an 
Rhamnose (ca. 40%) im Shigella flexneri- und E.  coli 08- 
Lipopolysaccharid. 

Die Lipoid-Komponente (Lipoid A) 

Eine umfassende obersicht tiber den derzeitigen Stand 
der chemischen Erforschung bakterieller Lipoide im all- 
gemeinen, einschlie6lich der umfangreichen Untersuchun- 
gen uber Lipoide aus Tuberkelbakterien, haben kiirzlich 
J. Asselineau und E. LedererD1) vertiffentlicht. 

Entsprechend dem Schema in Bild 1 enthalten die ge- 
nuinen Lipopolysaccharid-Symplexe gramnegativer Bak- 
terien verschiedene Lipoid-Yomponenten: neben dem 
schwerer abspaltbaren phosphorhaltigen Lipoid (Lipoi d 
A) ein leicht abspaltbares Phospholipoid (Lipoid B), wel- 
ches Morgan und Partridgt?') aus B. dysenteriae Shiga iso- 
liert und analysiert haben. Dieses ather- und benzinlos- 
l i che  Lipoid ergibt bei einem Gehait von 1,8% N und 
3,9% P (N : P = 1 : 1) die gleichen analytischen Daten wie 

I Zucker In % 

Bestimmungs- 
Bakterienspecles Ausgangsmaterials Methode : Autoren u. Lit. 

Schwefels&tre- 

stellt nach 0. G. 

I I ,  

I1 76,OO) 

Tabelle 4. Ergebnisse quantitativer Zuckerbestimmungen be1 Polysaccharlden qamnegatlver Bakterien 

*) Nlcht bestlrnrnt. 

und prbipitieren mit Anti-Rauh/Typhus-Seren. Mondolfo und 
Houni@*) fanden bei einiaen Glatt/Ranh-Pasren von Colibakte- "1 z._I)&he, L. B.  SheftIes u. M .  Osnos, 4rch. Biochem. 22, 169 
rien, da6 Rauh-Formen eibeneo P Y k n  aein kbnnen Glatt- 
Formen. Naoh eigenen Untereuohungen eind manohe o/Rauh- 
Lipopolyeaooharide atarke Pyrogene. Die endotoxisohen und pyro- 
genen Eigeneohaften der gramnegativen Bakterien aind demnaoh 
nioht notwendig an dae 0-Antigen gebunden. 

84) 119491. z. Dische U. L .  B. Shefiles J. biol. Chemistry 175 595 [1948]. 
Slehe 2. B. K. Walienjefs: E. Bernt u. 0. Limberi, dlese Ztschr. 
65 581 [1953]. 

~ ~ { $ $ s , ' ~ ~ ~ ~ ~ ; / + ~ ~ i  l "o"7",?$?~~~$. gz: ~ ~ ~ ~ ; n n  
R. V .  MacAllister u. C .  Niemann. .I. biol. Chehistrv 171. 2 f  

:) 
L .  c.7 .,. 

7 9 )  D .  A. Boroff, J. Bacterlol. 57, 617 [1949]; D.  A. Boroff u. B.  P .  
Mary ,  ebenda 58. 387 [19491. Nature [London1 168. 167 119511. 

") M .  Dubois, K .  Gilles, J .  K .  H.  Milton, P .  A. Rebers u. F .  Smifh ,  

lo) E. Rrdger, unverbffentl. 
81) M .  Di con, M .  Raynaud u. A. Turpfn ,  Ann. lnst. Pasteur 82, 

0. Liideiitz u. 0: Wesiphal -unveioffentl. 
1. Fromme, 0. Liiderifz u. b. Wesfphal, 2. Naturforsch. 9b (19641, 

mi r i l m  im nrllrb --- . -I-, . .... -. .."... 
02) M .  hondolfo u. E.  Hounie, El Dla Medico, Buenos Alres 19, 1724 'I) J .  Asselineau u. E.  Lederer: Chlmle des llpides bacterlens, Port- 

11947l. schr. Chem. org. Naturst. 10, 170-273 [1953]. 
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Phosphatide vom Kephalin-Typ. Es enthalt Palmitin- 
saure, olsaure und Glycerinphosphorsaure. Der N-haltige 
Baustein wurde nicht identifiziert. Goebel und MitarbeiteP) 
stellten das Lipoid B aus dem Vollantigen von Flexner- 
Ruhrbakterien dar und fanden fur N 1,4 und P 2,9yb 
(N : P = 1 : I ) .  Cmeliksz) hat sich eingehend mit verschie- 
denen Lipoiden aus gramnegativen Bakterien befalt. 
Lipoid B scheint fur die biologischen Wirkungen der bak- 
teriellen Lipopolysaccharid-Symplexe keine wesentliche 
Funktion zu besitzen. 

Li poi  d A erhalt man, wenn undegradiertes Poly- 
saccharid mit n Mineralsauren in der Warme wahrend ca. 
30 min behandelt wird. Es ist in Ather und Benzin s c h w e r  
I osl i c h und nur in Chloroform und Pyridin leichtloslich. 
Schon hierin unterscheidet es sich von Lipoid B und an- 
deren Lipoiden. Miles und Pirie'O) durften als erste ein 
Lipoid dieses Typs aus dem 0-Antigen von Brucefla meli- 
fensis isoliert haben. Andere Autoren entdeckten ent- 
sprechende Lipoid-Komponenten. Auch wir haben die 
Lipoid A-Komponenten aus verschiedenen Lipopoly- 
sacchariden dargestellt. Analog zu unseren Beobachtun- 
gens#) erhielten Duuies und Morganss) neuerdings aus dem 
undegradierten Shiga-Polysaccharid bei der Saurespal- 
tung ebenfalls die atherunlosliche und chloroformllisliche 
Lipoid A-Komponente. In  Tabelle 5 sind einige analyti- 
sche Daten der so erhaltenen Lipoide zusammengestellt. 

Unversweigte. hahere P-Oxyfettsiiuren als Bausteine baktrriel- 
ler Lipoid-Verbindungen, insbes. von Glycolipoiden, sind neuer- 
dings gelegentlich aufgefunden worden. Z. R. iaolierten Bergsfrdm 
und Mitarb.s6) sowie Jaruins und Johnson") aus Pseudomonas- 
Arten I-e-Oxycaprinsirure. 

Die in wa6riger Saure bzw. in Wasser lbslichen Hydro- 
lysenprodukte wurden von Niemanne4) papierchromato- 
graphisch untersucht. Die folgenden Bausteine konnten 
identifiziert werden : 

D- Glucosamin 
Athanolamin (Colamin) 
PhosphorsLure 
Asparaginsaure 
Necrosamin 

Daneben fanden sich noch weitere, bislang nicht iden- 
tifizierte, teilweise ninhydrin-positive, teilweise silber-re- 
duzierende Stoffe. N e c r o s a m i n  konnte als Hydrochlorid, 
Pikrat und Dithiocarbamat kristallisiert erhalten werden. 
Es handelt sich um ein Diamin der Formel C,,H,,N, nach- 
stehender Struktur: NH, NH, 

cH,-(cH,) 14-4H- cH-c,H, 
I 

Derartige Diamino-Derivate langkettiger aliphatischer 
Kohlenwasserstoffe waren bisher in der Natur nicht auf- 
gefunden worden. 

Bakterienspecies 

Brucella melitensis 20- 26 60-62 9,4- 10 4,3-4,6 
-- -. 

Shigella sonnei 1,4 
Shigella flexneri 2,7 

Serratia rnarcescens ~ 16 139 
( B .  prodigiosus) 

Escherichia coli 
E .  coli 08 (Krbger) -13 195-96 OC 

Autoren u. Literatur 

Miles u. Pirie'O) 
Jesaifis u. GoebeP4) 
To1 u. Goebel") 

Hartwell u. Shear") 

~ 

Tabelle 5. Analytlsche Daten fur die Llpold-A-Komponenten einlger Llpopolysaccharide gramnegativer Bakterien 

*) Durchschnittswerte aus 4 verschiedenen Aufarbeltungen. 

Bausteinanalyte von Lipoid A 

Boivin und Mitarbeiterlg) und spater Sheur14) haben 
orientierende Analysen der Lipoid-Komponenten mit den 
von ihnen dargestellten Lipopolysacchariden unternom- 
men. In neuester Zeit befaBten sich besonders C. Niemann 
und seine Mitarbeitergas 94) mit der Analyse des Lipoids 
aus einem tumor-nekrotisierenden Coli-Lipopolysaccha- 
rid. 

I m allgemeinen hydrolysiert man derartige Lipoide rnit 
ca. 5 n Salzsaure bei 100 OC wahrend 15 Stunden. Das so 
erhaltene saure Hydrolysat wird ausgeathert. In der 
a t h e r i s c h e n  L o s u n g  befinden sich freie Fettsauren, die 
w a 6 r i g e  Losung enthalt hauptsachlich N-haltige Bau- 
steine. Aus der Ather-L8sung isolierte Niemanngs) fol- 
gende F e  t t sau r en:  

Laurinsaure 
Myristinshre 
Palmitinsaure und 
n-(-)-p-Oxymyristinsaure (Fp  73-74O). 

02)  S .  Cmelik Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 289 78. 290, 146 
[ 19521; 263, 222 [ 19531;. Biochem. Z. 322, 456 [1452].' 
M .  Ikawa. I .  B .  Koevf l i .  S .  G. Mudd u. C .  Niemann. 1 .  Amer. . -  

' chern. S O ~ .  175 1035 [i953]. 
*4) M .  Ikawa J .  B .  Koepfli ,  S .  G .  Mudd u. C.  Nicmann, ebenda 75,  

3439 119531. 

In  eigenen Versuchen, gemeinsam mit G. Wernerg7) haben 
wir uns in letzter Zeit mit den N-haltigen Bausteinen der 
Lipoid A-Komponenten aus E. coli (Kriiger) und S. abortus 
equi (vgl. Tabelle 5) befaBt. Der N-Gehalt dieser Lipoide 
ist t i b e r w i e g e n d  d u r c h  H e x o s a m i n  gegeben (- 7596 
beim Coli-, -90 ?(, beirn Abortus equi-Lipoid). Papier- 
chromatographisch und mit Hilfe der Papierelektrophorese 
bei hohen Spannungene3) konnten wir zeigen, da6 in Be- 
zug auf ninhydrin-positive Bestandteile die Lipoide der 
genannten Bakterienstarnme nahezu gleiche qualitative 
Zusammensetzung aufweisen. Auch das quantitative Ver- 
haltnis einzelner Bausteine zueinander stimmt weitgehend 
tiberein. Bild 2 zeigt schematisch ein Hochspannunzs- 
Papierelektropherogramm der beiden Lipoid-Hydrolysate. 

Der vorherrschende Baustein ist H e x o s a m i n  (g). Da- 
neben treten noch drei weitere Substanzen in geringerer 
Menge hervor (a, b, c). Von diesen wurde (b) als As-  
p a r a g i n s a u r e  und (c) als G l u t a m i n s a u r e  identifiziert. 

Tragt man die Hydrolysate in wesentlich hoherer Konzentra- 
tion auf, so werden weitere ninhydrin-positive Komponenten 
____ 
*s) S .  Bergstrsm, H .  Theorell u. H .  Davide, Arch. Biochem. 10, 165 

D8) F. G .  j a r v i s  u. M .  J .  Johnson, J. Amer. chem. SOC. 7 1 ,  4124 
119461. Ark. Kern. Mineral. Blol. 23 A, No. 13 11946). 
I 1  (1401 
,.I .",. 

D7) G. Werner unveroffentl. 
Vgl. B. Kickhdfen u. 0. Westphal, Z. Naturforsch. 7b, 655 [1952]. 
- G. Werner hat die Methode verbessert und erweitert. woruber 
demnHchst berlchtet wird. 
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sichtbar. Unter diesen identifisierten w k  Colamin [m). Eine sehr 
rasch wandernde, stark basische Komponente (n), die wir auch 
nach dcm von Niemannn4) angegebenen Verfahren zur Isolierung 
von Nccrosamin in sehr kleinen Mengen erhielten, kOnnte mit 
diesem identisch sein. Die iibrigen ninhydrin-poaitiven Substan- 
Zen (d-f, h-I), welche in den von uns dargestellten Lipoiden 
jedenfalls nur in Spuren vorhanden sind, wurden bisher nicht 
identifiziert. Es ist mfiglich, daD es sich bei diesen Substanzen 
um sehr kleine Mengen nichtabgespaltener Reste der urspriinglich 
zugehorigen Proteinkomponente handeln k h n t e .  

Ferner identifizierten wir in beiden genannten Lipoiden 
G l y c e r i n  und P h o s p h o r s a u r e .  

0 . 0  

0 0 

8 8 
0 0 

T 

h -1) 

Bild 2 
Hochspannungs-Paplerelektrophero- 
gramm (schernatlsch) von Hydroly- 
saten der Llpoid-A-Komponenten 
aus E. coll (Co)  und S.  abortus equi 
(AE). M - Mlschung authentlscher 
Proben. p a  1,9; 65 Volt/crn (Strel- 
fenlllnge 90 cm); 1,1 mArnp/crn 
(Streifenbrelte 12 cm); Laufzeit 
80 min. Anfllrbung mlt Nlnhydrln 

Bei diesen und Lhnlichen 
analytischen Untersuchungen 
bewahrt eioh die glcichzeitige 
Anwendung papierchromato- 
graphischer und papierelek- 
trophoretischer Yethoden, be- 
sonders beivariation der chro- 
matographischen LOsungs- 
mittel, des pA der Puffer bei 
der Elektrophorese und der 
farberischen Methoden. AuI 
diese Weise sind vielc Sub- 
stanzen praktisch eindeutig 
identifiderbar. 

Bemerkenswert ist, daS 
neben Hexosamin in den 
bisher untersuchten Lipo- 
iden jeweils wenigstens 
eine A mi  n o  d i c a  r bo  n -  
s a u r e  angetroffen wird. 
Man kann daher vermu- 
ten (vgl. auch94)), da6 im 
genuinen Lipopolysaccha- 
rid-Protein-Symplex He- 
xosamin die Bindung zum 
Polysaccharid und die 
Aminodicarbonsaure die 
Bindung zum Protein her- 
stellt, so da6 diese Kom- 
ponenten im Symplex iiber 
das Lipoid miteinander 
verbunden sind: 

Polysaccharld 

(Hexosarnin) 

Llpold A 
I 

(Arninodicarbonsciure) 

Protein 

I 

I 

I 

Bei der Darstellung der Lipopolysaccharide, sei es un- 
mittelbar aus den Bakterien oder durch Spaltung von Li- 
popolysaccharid-Protein-Symplexen, bleiben je nach Art 
des Verfahrens kleinere oder grli6ere Anteile der Protein- 
komponente am Lipoid gebunden. Bei der sauren Spal- 
tung der Lipopolysaccharide erscheinen sie in  der Lipoid- 
Komponente. Der unterschiedliche N-Gehalt einzelner 
Lipoid A-Prlparate (s. Tabelle 5) dlirfte sich vorwiegend 
dadurch erklaren. Die mit Phenol/Wasser (Verfahren Bao)) 
dargestellten Lipopolysaccharide enthalten nurmehr Spu- 
ren von Aminosauren. 

Stufenweise Hydrolyse der Lipopolysaccharide 

Durch partielle Hydrolyse der Lipopolysaccharide ist es 
moglich, eine V o r s t u f e  von Lipoid A (,,Lipoid" AI) zu 
fassen. 

Erwgrmt man Lipopolysaccharide in verd. Mineralsau- 
Ten, so klaren sich die anflnglich opaleszierenden Losungen 
innerhalb weniger Minuten auf, um anschlieSend sukzessive 

wieder opaleszenter und schlie6lich triib zu werden; es 
fallt dann das freigesetzte Lipoid A aus (vgl.'O)). Stoppt 
man die Hydrolyse zum Zeitpunkt der maximalen Auf- 
klarung der Losung, so fall t  bei anschlieSender Neutralisa- 
tion Lipoid A1 aus. Das Material ist im Gegensatz ZLI 

Lipoid A in Chloroform unloslich, aber loslich in Pyridin. 
In dem Lipopolysaccharid von S .  aborfus equi ist Lipoid AT 
(N 1,40A; P 3,2%) zu -45% enthalten. Lipoid AI ent- 
halt Hexosamin (9,3y0) und Galaktose. Die iibrigen 
Zuckerbausteine des Lipopolysaccharids sind abwesend. 
Bei weiterer Hydrolyse des isolierten Lipoids A1 erhalt man 
das in Saure unlosliche Lipoid A, wobei Galaktose und N- 
haltiges Material frei werden. Lipoid A, das aus dem Lipo- 
polysaccharid in ~26O/o Ausbeute anfalit, enthalt 17,9:6 
Hexosamin, woraus hervorgeht, da6 beim ubergang von 
Lipoid A1 in Lipoid A das gesamte Hexosamin am Lipoid 
gebunden bleibt. Das Lipopolysaccharid aus S. abortus 
equi, ebenso wie aus Coli, enthalt also H e x o s a m i n  i n  
zwei  v e r s c h i e d e n e n .  B i n d u n g s a r t e n :  zum einen Teil 
(rund 50%) polysaccharidisch, zum anderen unmittelbar 
am Lipoid verankert. 

dnalysiert man das zeitliche Auftreten einzelner Zuckerbau- 
steine wahrend der Hydrolyse von Lipopolysacchariden, so ergibt 
sich, dal? die verschiedenen Zuckcr mit ungleicher Geschwindig- 
keit in Freiheit gesetzt werden. Pon und Staub7l~ 72) untersuchten 
die Hydrolyse des Polysaccharids aus S. t vphi  0901, wir verfolgten 
diejeniqe der Lipopolysaccharide aus S.  O b G r h 9  epui und E .  coli 
(Krdger). Bei S. t yphi  und 8. nborfus eqzii wird weit vor den 
ubrigen Zuckern die Desoxymethylpentose (Tyvelose bzw. Abe- 
quose), bei E. coli 08 Xylose frei. .Jeder der weiteren Zucker- 
bausteine weist eine individuelle Zeitkurve auf. Das in Bild 3 
dargestcllte Chromatogramm gibt die Verhaltnisse bei der Hydro- 
lyse des Lipopolysaccharids aus R. abortus e?ui wieder. (Wegcn 
der Saureempfindlichkeit von Abequose nimmt deren Menge nach 
maximaler Freisetzung im weiteren Vcrlauf der Hydrolyse lang- 
sam ab.) Nach Pon und S t a ~ b ' ~ ~ ~ ~ )  verlauft die Hydrolyse bei 
S. t y p h i  entsprechend. 

Bild 3 
Papierchromatographische Darstellung des zeitllchen Verlaufs der 
Hydrolyse des pyrofenen Llpopolysaccharids aus S. abortus equi in 

nH,SO, bei LOO C (LOsungsmIttel: Pyrldin/Butanol/Wasser). 

Bei der Hydrolyse mit 1 n Mineralsauren wahrend 2 bis 4 
min (100 OC) werden demnach bei den bislang untersuch- 
ten Lipopolysacchariden d r e i  B e s t a n d t e i l e  voneinander 
getrennt : 1 .) Lipoid Ax, 2.) jeweils ein charakteristisches 
Monosaccharid (Tyvelose, Abequose, Xylose usw.) und 
3.) degradiertes Polysaccharid, welchem jeweils der zuerst 
frei werdendeMonosaccharid-Bausteinfehlt. Bild4(s. S. 416) 
gibt die Verhaltnisse fur S .  abortus equi wieder. 
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Stufenwelse Hydrolyse, dargestellt am Beispiel 
des Llpopolysaccharlds aus S. abortus equi 

KQnrtliche Symplsxe und Funktion von Lipoid A 
MorganSs. 9 9  hat  entdeckt, da6 Lipopolysaccharide (un- 

degraded polysaccharide) und konjugierte Proteine aus den 
antigenen Symplexen gramnegativer Bakterien (Ruhr- und 
Typhusbakterien) zu kiinstlichen Symplexen vereinigt 
werden konnen. E r  fand ferner, daD auch andere Poly- 
saccharide, wie schonend dargestellte Mucine, Agar-Agar, 
Blutgruppensubstanzen u. a. sich mit den konjugierten 
Proteinen aus Ruhr- und Typhusbakterien zu kiinstlichen 
Symplexen vereinigen, welche fur Kaninchen starke An- 
tigene sind. Andererseits lassen sich Lipopolysaccharide 
gramnegativer Bakterien auch mit verschiedenen anderen 
Proteinen kuppeln wie z. B. Vitellin, Stromatin oder 
Serumglobulinen. Wir konnen diesen Befund fiir die nach 
dem Phenol/Wasser-VerfahrenaO) dargestellten Lipopoly- 
saccharide bestltigen. Kupplungen scheinen nur dann ein- 
zutreten, wenn wenigstens einer der Partner Lipoid nach 
Art des Lipold A enthilt.  

Bei der Suche nach der toxischen Komponente in den 
Lipopoiysaccharid-Protein-Symplexen von Flexner-Ruhr- 
bakterien fand GoebeP. 'l), da6 Spaltung in s a u r e m  
Medium zu untoxischem, degradiertem Polysaccharid und 
t o x i  s c  h e m  P r o t e i n  fiihrte, wihrend a l  k a l i s c  h e  Spal- 
tung undegradiertes, t o x i  s c  h e s  Pol y s a c c  h a r i  d und 
untoxisches Protein ergab. Er  schlo6 daraus, da6 eine 
,,toxische Kornponente" existieren miisse, welche im einen 
Fall am Protein, im andern Fall am Polysaccharid ver- 
ankert bleibt. 

Wir haben versucht, ob das Prinzip von GoebeP) auch 
bei k i i n s t l i c h e n  Lipopolyeaccharid-Protein-Symplexen 
anwendbar ist. So wurde z. B. das Lipopolysaccharid aus 
S .  abortus equi zunachst entsprechend der Methode von 
Morganaa, as) a n  Casein gekuppelt. Der kiinstliche Sym- 
plex wurde anschlieBend mit 1 proz. Essigsiure gespalten, 
wobei in saurem Medium schwerlosliches ,,Lipocasein" er- 
halten wurde. In  der klaren Losung fand sich Poly- 
re) W. T. J .  Morgan, Brlt. J. exp. Pathol. 24, 41 [1943]; W. T. J .  

Morgan u. W .  M .  Wafkins, ebenda 25, 221 [1944]. 

saccharid neben teilweise freier Abequose. Das so erhal- 
tene Lipocasein ist in alkalischem und neutralem Medium 
gut loslich. Gemeinsam mit Yeiderling und Eichenber- 
gerlOo) fanden wir, da6 das kiinstliche Lipocasein fiir Ka- 
ninchen stark toxisch und pyrogen ist. 
Es gelingt also, die L i p o i d k o m p o n e n t e  vom bak- 

teriellen Polysaccharid-Triger auf ein i n e r t e s  P r o t e i n  
z u  l i b e r t r a g e n ,  wobei stark t o x i s c h e  u n d  p y r o g e n e  
E i g e n s c h a f  t e n  auf das betreffende Protein iibergehen. 
Die immunologischen Eigenschaften solcher kiinstlichen 
Lipoproteide werden z. Zt. von H u r n P )  untersucht. 

Die bei den Umkupplungen wesentliche Yomponente, 
das (jeweilige) Lipoid A (bzw. seine Vorstufe AX), ist in 
freier Form biologisch wenig aktiv, offenbar hauptsachlich 
wegen der Schwerloslichkeit in Wasser. Die Injektion von 
Suspensionen des isolierten Lipoids A (aus Colt- oder Abor- 
fus equi-Bakterien) fiihrt nur bei hoheren Dosen zu merk- 
lichen Reizwirkungen (z. B. Fieber, Verschiebungen im 
weiSen Biutbild usw.). Die Schwellendosis bei intravenbser 
Injektion liegt fur Kaninchen bei -100 yg/kg und hoher. 
Verteilt man Lipoid A feiner mit Hilfe von Losungsver- 
mittlern wie ,,Tween", so steigt die Wirksamkeit um das 
mehr als l0fache. Bei der Kupplung an h6hermolekulare 
Trager findet dagegen eine Wlrkungssteiger ung auf das 
mehr als lOOOfache statt. Die von der Lipoid-A-Korn- 
ponente ausgehenden biologischen Wirkungen, wie be- 
sonders die Toxizitat, kommen also offenbar dadurch zu- 
stande, daB das in Wasser unlosliche Phospholipoid durch 
Verbindung mit hohermolekularen Tragern molekular- 
disperse wa0rige Losungen bilden kann und -dadurch op- 
timal wirksam wird. Die nihere Erforschung der wesent- 
lichen Bausteine und der Konstitution des Lipoids A diirfte 
weitere Einblicke in das Zustandekommen der au6erof- 
dentlichen Wirksamkeit der Lipopolysaccharide als Reiz- 
stoffe fur  das hohere Tier ermoglichen. 

Inwieweit der l y o p h i l e  T r l g e r  eine Rolle bei den biologi- 
sohen Wirkungen des Lipoids A spielt, ist noch nioht naher er- 
forsoht. Beziiglich der Pyrogenitat gibt es mehrere Befunde, 
welohe die Annahme einer besonderen Funktion des Lipoids A 
als ,,pyrogener Komponente" nahelegen, wie z. B. die Erhaltung 
der fiebererzeugenden Wirksamkeit bei Lipopolysacchariden, de- 
ren Polysacoharid-Komponente durch Wasserstoffeuperoxyda*~loL) 
partiell abgebaut oder duroh Perjodat**n lo*) partiell oxydiert 
wurde. Andreraeiti habeu neuerdings Davies und Morgan=) &us 
Ruhrbakterien mittels Dilthylenglyool-Extraktion neben dom 
0-antigenen Lipopolyeacoharid-Protein-Symplex ein phosphor- 
freies, stark pyrogenes, weitgehend untoxisohes (undegradiertes) 
Polysaccharid isoliert. dessen Shurehydrolyse kein chloroform- 
ldsliches Lipoid ergsb, weshalb eie die auisohlieDliohe Zuordnung 
der Pyrogenitlt zur Lipoid-A-Komponente noch ale problematisch 
ansehen. Uber die Bausteine d i e m  interessanten Polysaooharids 
ist noch niohts bekannt. Robinson und Flusscr1") haben v6llig 
Stickstoff-freie Polysaccharide aue verschiedenen gramnegativen 
Rakterien dargestellt, welche allerdings -1OOmal sohwlcher pyro- 
gen wirkten ale die undegradierten Lipopolysaccharide aus den 
gleichen Bakterkn. Die Frage der chemischen Vorauseeteungen 
fiir maximale PyrogenitHt ist somit noch nicht endgiiltig gekllrt. 
Es erscheint sicher, daD die T o x i z i t a t  der Endotoxine 

gramnegativer Bakterien a n  das Vorhandensein der Li - 
p o i d - A - K o m p o n e n t e  i n  d e n  g e n u i n e n  S y m p l e x e n  
g e b u n d e n  ist. 

Viele Bakterien-Lipopolysaccharide zeigen relativ hohe 
Affinitat zur Oberflache von Erythrocyten und Leuko- 
cyten und wahrscheinlich weiteren Zellsystemen des hohe- 
ren Tiers1*). Mit Lipopolysacchariden ,,sensibilisierte" 
Erythrocyten werden gegeniiber dem homologen bakteriel- 
len Antiserum agglutinabel, weshalb derartige Hamagglu- 
tinationen in neuerer Zeit als empfindliche serologische 
100) Unveroffentl. 
lot) 0. Wesipha!, 0. LUderitz u. W. Keiderlfng, Zbl. Bakterlol. I .  

lo*) Vgl. W .  b. Goebel j. exp. Medicine 85 449 [194q. 
lo') E .  S. Robinson u. A. A. Ftusser, J .  blol. Chemistry 75 3,529[1944]. 

Orlg. 758 152 [1952. 
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Teste ausgearbeitet wurden104). Die Affinitlt der Lipo- 
polysaccharide zu Zellmembranen durfte in engem Zu- 
sammenhang init ihrer Neigung zur Symplexbildung 
stehen. Es scheint, da6 auch beim Zustandekommen der 
Reizwirkungen von bakteriellen Lipopolysaccharid-Py- 
rogenen der Bakterien-Reizstoff a n  der Membran affiner 
Zellen oder Zellsysteme angreiftlz). Die so gereizten Zellen 
reagieren mit der Auslosung charakteristischer endogener 
Mechanismen, durch welche - zum Teil - die vielfaltigen 
eigentlichen Reizwirkungen am hbheren Organismus zu- 
stande komnien diirften55. lo6). 

Ergebnis re  
Gramnegative Bakterien bilden Lipopolysaccharid-Pro- 

tein-Lipoid-Symplexe als Bestandteile ihrer Zellsubstanz. 
Es hat  sich gezeigt, dab verschiedene Arbeitskreise bei der 
Erforschung bakterieller Lipopolysaccharid-Symplexe aus 
verschiedenen Keimen zu sehF ahnlichen prinzipiellen Er- 
gebnissen gelangten. Die chemische Analyse ergibt, da6 
alle zugrundeliegenden Lipopolysaccharide n a c  h d e m  
g l e i c h e n  B a u p l a n  aufgebaut sind: an eine phosphory- 
lierte Polysaccharid-Yomponente ist eine Phospholipoid- 
Yomponente (Lipoid A) gebunden. 

Die Polysaccharid-Komponenten enthalten gewisse cha- 
rakteristische Zuckerbausteine, unter ihnen bevorzugt 
Hexosamin (Glucosamin) und Hexosen und hlufig Methyl- 
pentosen (Rhamnose), daneben gelegentlich Desoxyme- 
t hylpentosen (Tyvelose, Abequose). Uronsauren sind nicht 
gefunden worden. 
Es bestehen demnaoh weaontlicho uhemisohe Untersohiede zwi- 

when diesen Polysaoohariden und ihrer Bindung an die Zell- 
bestandteile (Lipoide, Proteine) einerseits und den Polysaoohari- 
den der grampositiven Bakterien andrerseits, die viefiaoh Uron- 
sawen enthalten und in der Bakterienzelle koine festere Bindung an 
Lipoide eingehen; auch fehlon ihnen die mehr ,,lipophden" Methyl- 
pentosen und Desoxyzuokor, und sie sind nioht phosphoryliert. 

Die Erforschung des chemischen Aufbaus der Lipoid- 
Yomponenten steht erst in den Anfangen. Bislang scheint 
es, da6 auch hier gewisse iibereinstimmende Bauprinzipien 
lo') E. Neter u. Mitarb Proc. SOC. exp: Biol. Med. 79 255 1952 . 

80, 607 [1952]; 82;'215 [1953]; J. exp. Medicine b6, 1 /1952j! 
J. lmunology 77, 145 [1953]; S. V .  Boyden u. Mitarb., Natur; 
[London] 771 402 [1953]* J. Immunology 68 677 [1952 

Io6) Vgl. z. B. 0.' Westphol, b. LUderftz, B .  Kfckh en, E. dchen- 
bcrger u. W .  Kefderling, Rev. Canad. Biol. 72, i89 (19531. 
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I E. Neter u. Mitarb Proc. SOC. exp: Biol. Med. 79 255 1952 . 
80, 607 [1952]; 82;'215 [1953]; J. exp. Medicine b6, 1 /1952]! 
J. lmunology 77, 145 [1953]; S. V .  Boyden u. Mitarb., Natur; 
[London] 771 402 [1953]* J. Immunology 68 677 [1952 

I Vgl. z. B. 0.' Westphol, b. Luderftz, B .  K l c k h  en, E. dchen- 
bcrger u. W .  Kefderling, Rev. Canad. Biol. 72, i89 (19531. 

herrschen. Es ist maglich, daD verschiedene Bakterien- 
arten das gleiche Phospholipoid oder jedenfalls sehr ilhn- 
liche Lipoide bilden. Charakteristisch ist ein hoherer Ge- 
halt an relativ fest gebundenem H e x o s a m i n .  Die Be- 
deutung der iibrigen N-haltigen Bausteine mu6 noch wei- 
ter untersucht werden, u. a. auch hinsichtlich der Frage 
inwieweit sie integrierende Bestandteile der Lipoid-Kom- 
ponente sind. 

Im Laufe der Untersuchungen wurden aus einigen Li- 
popolysacchariden neue, bisher unbekannte Bausteine 
isoliert, wie Desoxy-methylpentosen, langkettige p-Oxy- 
fettsauren und Necrosamin. 

Die Lipopolysaccharide gramnegativer Bakterien sind 
vor allem wegen einer Reihe charakteristischer b io logi -  
s c h e r  E i g e n s c h a f t e n  isoliert und untersucht worden. 
Man hat  sich bemiiht, einzelne biologische Funktionen, 
wie die Antigenitat und Immunspezifitat, Toxizitit, Py- 
rogenitat u. a. auf die Wirkung bestimmter Teilkomponen- 
ten zuriickzufuhren, wie etwa die Toxizitat auf die Wir- 
kung der Lipoidkomponente oder die immunologische 0- 
Spezifitat auf jene von polysaccharidischen Gruppen. I n  
ahnlicher Weise sucht man die Lipopolysaccharide hin- 
sichtlich der au6erordentlichen fiebererzeugenden und an- 
deren Reizwirkungen, am hoheren Tier oder ihrer tumor- 
nekrotisierenden Eigenschaften zu erforschen. Die gleiche 
Tendenz verfolgen auch die wichtigen Untersuchungen iiber 
die Wirksamkeit einzelner Lipopolysaccharide und ihrer 

Bei der Fortfiihrung dieser Untersuchungen wird man 
sehr wahrscheinlich weitere Wirkungen chemisch differen- 
zieren konnen, Derartige Bemuhungen setzen die genaue 
Yenntnis des chemischen Aufbaus der Wirkstoffe und ihrer 
Komponenten voraus. Chemiker und Physikochemiker 
sollten dem Biologen und Mediziner moglichst hochgerei- 
nigte und chemisch definierte Stoffe zur Verfiigung stellen. 
Dann wird man auch die vielfach sehr komplexe biologische 
Wirkungsweise der Lipopolysaccharide naher erforschen 
und Im einzelnen besser verstehen konnen. 

[A 5611 

Teilkomponenten als Phagenrezeptoren (vgl. z. B.s4~ as, loo ) *  

Elngeg. am 12. M a n  1954 

Erkenntnisse uber Ham-Agglutination 
und Genetik des Grippe-Virus 

Vori Prof. S I R  M A C F A R L A N E  B U R N E T ,  M.D., Ph.D. ,  F .  R . S . ,  F .  R . C .  P., Melbourne1) 

Das Grippe-Virus wirkt als Amidase. Kommt es mit Receptoren einer Zelloberflache in Beriihrung, 
so bilden sich Verbindungsstriinge, die durch Enzymwirkung wieder abgebaut werden, jedoch sich an 
anderen Stellen wieder neu bilden. Der  Abbau d e r  Rezeptoren vermindert z. 6. die elektro- 
phoretische Beweglichkeit d e r  menschlichen rotcn Blutkorperchen. Die Befahigung des Grippe-Virus 
zur  ,,Rekombination" ermoglicht genetische Untenuchungen. Es wird vermutet, daO die Virulenz 

durch Anhaufung vieler genetischer Einheiten entsteht. 

Einlei tung 
Zuerst niiichte ich der Manner gedenken, die an dem 

heiitigen Tage geehrt werden. v. Eehring und Ehrlich be- 
wiesen zum erstenmal die praktische therapeutische Be- 
deutung der Grundsatze und Hypothesen, zu denen in 
ihrer Zeit die Forschungsarbeiten tiber Infektionskrank- 
heiten im Laboratorium ftihrten. v. Behrlng verfolgte das 
Ziel, die Erkenntnisse des Laboratoriums fiir die Klinik zu 
*) Vortrag anlPDlich der Verleihung des Behring-Prelses am 15 .MBn 

1954 In Marburg-Lahn. 

verwerten und entwickelte die handelsma6ige Herstellung 
biologischer Heilmittel - ein wichtiges Bindeglied zwischen 
der Entdeckung im Laboratorium und ihrer Anwendung 
zum Wohle der Menschheit. Ehrflch aber gebtihrt das Ver- 
dienst, die Grundlage geschaffen zu haben fiir alle spateren 
schopferischen Arbeiten auf den Gebieten der ineinander 
verwobenen Wissenschaften, namlich der Mikrobiologie, 
der Immunologie und der Chemotherapie. Es gibt wohl 
kaum eine Phase der medizinischen Forschung, die sich 
nicht weitgehend auf das eine oder andere Ergebnis VOR 
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