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Lipopolysaccharide gramnegativer Bakterien sind Triger verschiedener charakteristischer biologischer
Wirkungen. lhre chemische Erforschung ist daher von erheblichem, u. a. auch praktisch-klinischem
Interesse. Es wird Uber Verfahren zur Isolierung und Reindarstellung der Lipopolysaccharide sowie

Methoden zu ihrer Spaltung in einzeine Komponenten berichtet.

Ergebnisse der qualitativen und

quantitativen Bausteinanalyse der Polysaccharid- und Lipoid-Komponenten und Untersuchungen iiber
den Zusammenhang zwischen dem chemischen Bau und der biologlschen Funktion einzelner Kom-
ponenten werden diskutiert.

Das Interesse an der chemischen Erforschung bakteriel-
ler Polysaccharide ist durch die Erkenntnis wesentlich
stimuliert worden, daB sie vielfach Triger charakteristi-
scher biologischer Wirkungen sind. Zahireiche Bakterien-
Antigene haben sich als Polysaccharid-Symplexe erwiesen
oder enthalten immunologisch spezifische Polysaccharid-
Komponenten!- 2). Das Baumaterial bakterieller Grenz-
flichen (Kapseln, Membranen) enthilt fast regelmaBig
Polysaccharide®), 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 erdffnet, die
erstmals die typenspezifischen Kapsel-Polysaccharide
von Pneumococcen hochgereinigt darstellten, ihren Aufbau
erforschten und dieimmunologische Typenspezifitit
chemisch erkldrten!: 2. ¢), Die Arbeiten an Pneumococcen-
Polysacchariden haben nicht nur die Chemie immunolo-
gisch wirksamer bakterieller Inhaltsstoffe nachhaltig be-
reichert, sondern darilber hinaus weitreichende Folgen von
allgemeiner Bedeutung gezeitigt.

Goebel und Avery konnten die immunologische Spezifitit
der typenspezifischen Pneumococcen-Polysaccharide auf bestimm-
te niedermolekulare Gruppen in der GriBenordnung von Disac-
chariden zuriickfithren und damit die Grundkonzeption K. Land-
stetners®) iiber das Zustandekommen immunologischer Spezifitit,
die urspriinglich an chemospezifischen kilnstlichen Antigenen ge-
wonnen war, an natiirlichen Antigenen bestitigen®). M. Heidel-
berger und seine Mitarbeiter haben seit 1931 mit Hilfe stickstofi-
freier Pneumococcen-Polysaccharide erstmals reine Antikdr-
per aus Immunseren dargestellt, die sie als modifizierte Serum-
globuline charakterisieren konnten?), Seither ist die Erforschung
der Natur der Antikérper eine Aufgabe der Protein-Chemie. In
enzymatischen Untersuchungen fand R. J. Dubos®) mikrobielle
Ausscheidungsprodukte (adaptives Exoenzym von B, brevis u.a.),
welche bestimmte Pneumococoen-Kapselpolysaccharide in vitro
und in vive aufzuldsen vermdgen, so dal bei Versuchen am hohe-
ren Tier die so entstehenden kapsellosen Cocoen rasch der Phago-
cytose anheim fielen. Die praktische Auswirkung der Befunde er-
iibrigte sich damals wegen der zur gleichen Zeit aufkommenden
Sulfonamid-Therapie. Dennoch fithrte die konsequente Fortset-
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zung dieser Untersuchungen nicht nur zu weiteren bakterien-
angreifenden Exoenzymen, sondern dariiber hinaus zur Entdek-
kung bakteriostatischer und bakterizider Ausscheidungsprodukte
von Mikroorganismen und hat damit stirkste Impulse fiir die
einige Jahre spiter beginnende Ara der Antibiotika geliefert?).
Die Biosynthese spezifischer Pneumococcen-Kapselpolysaccharide
haben Avery und seine Mitarbeiter'®) auf die Wirkung typeigener
Desoxyribonucleinsauren zurilokfithren konnen, deren geeignete
Ubertragung auf andere Typen (Rauhformen) zur bleibenden
Transformation in jenen Typ fiihrte, von welchem die betreffende
Desoxyribonucleinsiiure-Fraktion stammte. Dieser fiir die ge-
samte Genetik wichtige Modellversuch wurde inzwischen unter
Einbeziehung weiterer Merkmale, wie der bakteriellen Resistenz
oder Empfindlichkeit gegen Antibiotika durch R. D. Hotchkiss!l)
u. a. wesentlich erweitert, indem auch hier spezifische Desoxy-
ribonucleinsiure-Fraktionen fir das betreffende Merkmal ver-
antwortlich sind, wie durch enteprechende Ubertragungsversuohe
bewiesen wurde.

Die Polysaccharide grampositiver Bakterien, wie
jene der Pneumococcen, sind im allgemeinen relativ ein-
fach zusammengesetzt. Sie bestehen vielfach nur aus zwei
oder hichstens drei Zuckerbausteinen, unter ihnen neben
Hexosen und gelegentlich Aminohexosen hiufig Uron-
sduren. Im Bakterium scheinen sie locker an Nuclein-
sauren verankert zu sein,

Demgegegeniiber sind die Polysaccharide aus gramne-
gativen Bakterien, 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 wordentl?),

Wihrend auch hier das urspriingliche Interesse immun-
chemischer Art war, sich also auf die antigenen Eigenschai-
ten der komplexen Lipopolysaccharid-Protein-Symplexe
griindete, hat man im Laufe weiterer Untersuchungen ent-
deckt, daB die zugrunde liegenden Lipopolysaccharide sich
von den Polysacchariden grampositiver Bakterien nicht
nur chemisch, sondern auch biologisch wesentlich unter-
scheiden. Sie sind oft von betrachtlicher Toxizitat und
stark pyrogen!? 13), Einige dieser Lipopolysaccharide
sind wegen jhrer tumor-nekrotisierenden Wirkungen be-
sonders bearbeitet worden'4. 15), lhre 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 Isolierung

In neuerer Zeit sind Methoden, insbes. von Salfonl®) beschrie-
ben worden, mit deren Hilfe die intakten Zellmembranen (cell
wall) gramnegativer Bakterien vom Cytoplasma abgetrennt wer-
den kdnnen. Die Membran wird mechanisch aufgebrochen, wo-
bei das Cytoplasma austritt. Man trennt durch fraktioniertes
Zentrifugieren oder durch enzymatischen Abbau der cytoplas-
matischen Inhaltsstoffe. Die Membranen bestehen im wesent-
lichen aus Lipoid-, Polysaccharid- und Proteinmaterial, darunter
die Lipopolysaccharide. Elektronenoptisch wurde gezeigt, daB3 der
morphologische Feinbau von Membranen eine hohe Ordnung
aufweisen kann!'?),

Zur Isolierung der Lipopolysaccharide gramnegativer
Bakterien geht man entweder von Bakterien oder deren
Autolysaten aus. Viele verschiedene Verfahren sind be-
schrieben worden; sie fithren zu mehr oder weniger kom-
plexen, hochmolekularen, wasserldslichen 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 1solierung de-
finierter bakterieller Extraktstoffe mit bestimmter biologi-
scher Wirksamkeit (z. B. Antigenitiat) 1944 folgendermaBen
formuliert1®):

s Heute hat man mehr und mehr Grund anzunehmen, daB die
Bakterienzelle ihre ganz bestimmte physiko-chemische Struktur
dadurch erhilt, da8 deren makromolekularen Bestandteile unter-
einander gebunden und gegenseitig orientiert sind, wobei ebenso
relativ lockere primir-chemische Bindungen im Spiel sind wie
verschiedene sekundire Koh&sionskriifte nach Art derjenigen von
van der Waals. Man knnte — 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 typenspezifische Poly-
saccharid an der bakteriellen Oberfliche verankert und orientiert,
welches unmittelbar an Phospholipoid- oder Proteinmaterial ge-
bunden ist, oder bei Coccen (Pnreumococcen) an Nucleinsiduren.
Unter der Wirkung verschiedener Agenzien kann die physiko-
chemische Oberflichenstruktur 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 Funktion, welche
das Polysaccharid innerhalb der strukturellen Ordnung an der
Oberflache des betreifenden Keims ausiibt.‘

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

Das Verfahren von Beivin und Mesrobeanu'®) besteht in
der Behandlung der Bakterien mit 0,2n Trichloressig-
sdure in der Kilte; es liefert Extrakte mit stark antigenem
Material, welches hauptsichlich aus Polysaccharid und
Lipoid aufgebaut ist (,Glycolipoid-Antigene*). Pripa-
rate, welche nach dem Trichloressigsiure-Verfahren ge-
wonnen werden, enthalten immer einen gewissen Anteil
an Protein. Immunologisch sind sie Triger der somatischen
O-Antigen-Funktion (Definition siehe)) der betreffenden

1) M. R. J. Salton u. Mitarb., Blochlm Biophys. Acta 7, 19{195|
9, 334 1952 70, 512[|953], . gen. Microbiol. 5, 405 [1951];

9, 512 [1953]. Vgl auch: C. Weibull u. Mitarb., Biochim. Bio-
hys Acta 70, 35 [1953]); W. Weidel, Z. Naturforsch. 6b, 251
195|], Inst. Pasteur 84, 60 [1953].

75, 145 [8952], Ann,

17y A, Houwmk fochim, Biophys. Acta 70, 360[|953]

18) A, Botvm u A Delaunay, Bull. Acad. Méd. 128, 357 [1944].

%) A. Boivin u, L. Mesrobeanu, Rev. d’Immunol. 7, 553 [1935];
2, 113 [1936]; 3, 319 [1937]; L. Mesrobeanu: Les antlgénes
glycldo-hpidiques "des bactérles, Masson et Cie., Paris 1936.
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Bakterien; wegen ihrer Toxizitit sind sie auch als
Endotoxine der Bakterien bezeichnet worden!. 20),

Raistrick und Topley®) haben zur Gewinnung der O-
Antigene der Salmonellen (Typhus-, Paratyphus-, Enteri-
tis-Bakterien) den AufschluB abgetdteter Bakterien mit
Trypsin eingefiihrt. Das Verfahren wurde spiter von
Freeman®?) weiter ausgearbeitet und wird haufig ange-
wandt. Miles und Pirie®®) behandelten Brucellen mit
2proz. Phenol, fraktionierten das Autolysat mit Ammo-
niumsulfat und erhielten gereinigte komplexe Lipopoly-
saccharid-Protein-Antigene durch anschlieBende fraktio-
nierte Zentrifugation. In eingehenden Untersuchungen
iiber die Natur der O-Antigene von Dysenterie- und Typhus-
Bakterien fanden Morgan und Partridge®* %), da die anti-
genen Lipopolysaccharid-Protein-Lipoid-Symplexe (whole
antigenic complex) durch mehrfache Behandlung der getrock-
neten Bakterien mit Didthylenglycol 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 fand2®).
Bei diesen und anderen Bakterien bewihrte sich die Ex-
traktion mit Pyridin-Wasser (1:1)%. 27) wobei wie-
derum stark antigenes und toxisches Lipopolysaccharid-
Protein-Material in Losung ging. J. Walker?) hat gezeigt,
daB viele Bakterien beim Stehen mit 2,5 molarer Harn-
stoff-Losung aufgeschlossen werden, wobei das soma-
tische O-Antigen geldst wird.

Ein weiteres Extraktionsprinzip, das sich als sehr all-
gemein anwendbar erwies, fithrten Palmer und Gerlough®®)
ein. Die Bakterien werden zunidchst mit 90—05proz.
Phenol extrahiert, wobei Proteinmaterial in Lisung geht;
bei der anschlieBenden Behandlung mit Wasser geht das
O-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 Prdparate sprechen dafiir, daB sie noch
schwer abspaltbares Protein enthalten. Westphal, Liideriiz
und Bister®®) haben das Verfahren vereinfacht, indem sie
Bakterien in der Kélte mit Phenol/Wasser-Emulsionen be-
handelten, wobei sie zu Ahnlichen Produkten wie Palmer
und Gerlough gelangten. Extrahiert man die Bakterien in
der Warme (bis zu 65 °C) mit homogenen Phenol/Wasser-
Mischungen®?), so wird von dem in Losung gehenden Lipo-
polysaccharid-Protein-Symiplex der Proteinanteil v&llig ab-
gespalten, so daB nach Abkiihlung und Trennung der
Schichten in der oberen waBrigen Phase protein-freies
Lipopolysaccharid neben Nucleinsiuren, in der unteren
Phenolphase reines Protein gefunden wird. Dieses Ver-
fahren ist ebenfalls allgemeiner anwendbar.

Sehr einfach gestaltet sich nach Roberts®') die Darstel-
lung des rohen antigenen und endotoxischen Lipopoly-
saccharid-Proteins aus Colibakterien durch Extraktion
mit Wasser bei 80—85 °C.

Zur weiteren Reinigung werden die Extrakte im all-
gemeinen gegen Wasser dialysiert und nach passender
20) Th Wagner- Jauregg, dlese Ztschr. 53, 319 [1940); 55, 21 [1942],
81) H. Raistrick u., W. W, Topley, Brit. J. exp. Pathol. 75, 113

(1934]; Lancet 7937, I, 252
%) G. G. Freeman u. Mltarb Biochemic. J 34 307 [1940]; 35, 564
[1941], 36, 340, 355 [1942]; 37, 601 [1943]. 20, 83

B) A A Miles u. N. W.
[1939].
) W. T. J. Morgan, Biochemlc. J.
By W. T. J. Morgan u. 8.
151 [1942].
3 f‘ Goebel, F. Binkley u. E. Periman, J. exp. Medlcine 87,
15
7y E. E. Baker W. F. Goebel u. E. Perlman, ebenda 89, 325 [1949].
28) J Walker, Biochemic. J 34, 325 [1940].
39) W. Palmer u. T. D Gerlough Science [New York] 92, 155

40].

30y 0. Westphal, O. Lidderitz u. F. Bister, Z, Naturforsch. 7b, 148
1952].

31) R. S. Roberts, J. comparat, Pathol. Therapeut. 59, 284 [1952].

Pme, Brit. J. exp. Pathol.

31, 2003 [1937].
M. Partridge, Brit. J. exper. Pathol. 23,
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Konzentrierung mit organischen Losungsmittein frak-
tioniert gefallt. Wegen des sehr hohen Molekulargewichts
bewahrt sich auch die fraktionierte Zentrifugierung bei
héheren Tourenzahlen®? 32), wie sie erstmals Miles und
Pirie?*) anwandten. Es werden so relativ einfach weit-
gehend gereinigte und in manchen Fillen elektrophore-
tisch homogene Lipopolysaccharide erhalten, die sich le-
diglich dadurch unterscheiden, daB am Polysaccharid mehr
oder weniger Lipoid- und Proteinmaterial gebunden sein
kann. Fiir die biologischen Eigenschaften dieser Substan-
zen aus gramnegativen Bakterien sind die nicht-poly-
saccharidischen Komponenten vielfach von besonderer Be-
deutung.

Physikalische Eigenschaften

Die nach den genannten Verfahren erhaltenen Lipopoly-
saccharide bilden mehr oder weniger stark viscose, opales-
zierende waBrige Losungen.

Bei py;-Werten von 8—9 wandern die Lipopolysaccharide
und Lipopolysaccharid-Proteine im elektrischen Feld lang-
sam als Anionen, bedingt durch einen Gehalt an Phosphor-
sAureester, der allen Praparaten eigen ist. Es sind ver-
schiedene elektrophoretisch homogen wandernde Prépa-
rate beschrieben worden 3. 8, 38)  In der Ultrazentrifuge
tritt schon bei miBigen Schwerefeldern rasche Sedimen-
tation ein. Nach Miles und Pirie®®) besitzt das von ihnen
dargestellte Lipopolysaccharid aus Brucella melitensis in
waBriger Losung Teilchengewichte von ca. 1 Million.
Shear't) fand fiir das tumornekrotisierende Lipopoly-
saccharid aus Serratia marcescens (B. prodigiosus) Teil-
chengewichte in der Grofenordnung von 10 Millionen, Da-
vies und Morgan®) fir den Lipopolysaccharid-Protein-
Symplex aus B. dysenteriae Shiga bei s,-Werten von
130—150 S Teilchengewichte ebenfalls von ~ 10 Milllonen.
Gemeinsam mit G. Schramm®8) erhielten wir fir ein stark
pyrogenes Coli-Lipopolysaccharid s,-Werte von 175-193 §
und errechneten Teilchengewichte von ca. 20 Millionen.
Man kann jedoch z. B. elektronenoptisch?®) zeigen, daB
diese grofien Teilchen Aggregate kleinerer Grundeinheiten
mit Teilchengewichten von ca. 1 Million darstellen. Die
kugelformigen Grundeinheiten aggregieren weitgehend
reversibel und pg-abhéngig zu langen, perlschnurarti-
gen Aggregaten, so daB sich die Substanz in der Ultra-
zentrifuge nicht homogen verhilt.

In jedem Fall liegen die bakteriellen Lipopolysaccharide
in wéBriger Losung als Makromolekeln vor, fiir welche es
charakteristisch zu sein scheint, daB sie zur Aggregation
neigen.

Chemisches Bauprinzip

Fiir 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 tumornekrotisierendes Agenz usw.
— der jeweilige Bearbeiter im Auge hat. Im chemischen
Sinne kann man jedoch alle diese Wirkungen von
einem Substanztyp ableiten, ndmlich hochmolekularen
Lipopolysaccharid-Protein-Lipoid- Symplexen,
die entweder selbst den biologischen Wirkstoff darstellen,
oder aus denen der optimal wirksame Stoff durch Dissoziation
unter Abspaltung einzelner Teilkomponenten hervorgeht.
Alle Glattformen der bislang untersuchten gramnegativen
Bakterien bilden derartige Lipopolysaccharid-Protein-
) 0. Westphal, O. Lilderitz, E. Eichenberger u. W. Keiderling, Z.

Naturforsch, 7b, 536 {1952].

) D. A, L. Davies u. W. T. J. Morgan, 6. Internat. Kongr. {. Mi-
krobiol.,, Rom, 1953, Abstr, No. 317 [1954], im Druck.

3y M. A. Jesaitis u. W, F. Goebel, ]. exp. Medicine 96, 409 [1952).

) W. F. Goebel u. M, A. Jesaitis, ebenda 96, 425 [1952).

) [Gl.ggglmmm, 0. Westphal u. O, Lilderitz, Z. Naturforsch. 7b, 594
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Symplexe nach sehr dhnlichen chemischen Bauprinzipien,
und mit Hilfe der beschriebenen Verfahren erhilt man ent-
weder die genuinen Symplexe oder Dissoziationsprodukte
von diesen.

Als Prototyp des schonend gewonnenen genuinen Ma-
terials diirfen die fraktionierten und hochgereinigten Di-
dthylenglycol-Extrakte nachMorgan und Partridge:.25.37.38)
aus Ruhr- und Typhusbakterien angesehen werden. Ahn-
lichen chemischen Aufbau besitzen die antigenen Brucella-
Extrakte nach Miles und Pirie®) und jene aus Shigella
paradysenteriae (Flexner) nach Goebel und Mitarbei-
tern®. 27), Diese hochmolekularen Symplexe bestehen aus
den in Bild 1 wiedergegebenen Komponenten, welche im
genuinen Material aneinander gebunden sind (Bild 1).

Lipopolysaccharid- Protein-Lipoid-Symplex
( Vollantigen)

T

Lipopolysaccharid Konjugiertes Protein Lipoid B
(undegradiertes (leicht abspaltbar)
Polysaccharid)

I

Phosphoryliertes Lipoid A Prolein

Polysaccharid

Bild 1
Die Komponenten der Lipopolysaccharid-Protein-Symplexe

Am Aufbau der genuinen Symplexe sind die Komponenten
ungefihr folgendermaBen beteiligt: ~456—680% phosphoryliertes
Polysaccharid, ~5—169% Phospholipoid A, ~15—20% Protein
und ~109% Phospholipeid B. Der genuine Symplex wird im all-
gemeinen in einer Ausbeute von 5-109% aus den Bakterien ge-
wonnen.

Die einzelnen Komponenten konnten mittels verschie-
dener Verfahren voneinander getrennt werden. Erhitzen
mit verd. Essigsdured?. 3%) fiihrt z. B. zur Spaltung in
Phospholipoid B, Polysaccharid und konjugiertes Protein.
Bei der Fraktionierung alkalischer Lésungen 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
Formamid?®®), insbesondere nach Zusatz von Spuren Amei-
sensédure, oder mittels Phenol?) abgespalten werden. Da-
gegen ist das Phospholipoid A relativ fest im Symplex ge-
bunden, es 148t sich durch Formamid oder Phenol nicht
abspalten®?), Man erhalt dieses Lipoid in iibersichtlicher
Weise aus (protein- und lipoid-B-freien) undegradierten
Lipopolysaccharid-Priparaten, wie sie nach Morgan?t.:37.38)
und Goebel®®) aus den Vollantigenen, oder nach Westphal3?)
mittels Phenol/Wasser direkt aus den Bakterien darge-
stellt werden kbonnen. Hydrolyse derartiger reiner unde-
gradierter Lipopolysaccharide mit verdiinnter Saure fiihrt
zu einer Spaltung in degradiertes Polysaccharid und was-
serunlosliches Phospholipoid A15. 32, 33. 40, 41)  dag 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.
37y W. T. J. Morgan u. S. M, Partridge, Biochemic. J. 34, 169 [1940],
) W. T. J. Morgan u. S. M. Partridge, ebenda 35, 1140 [1941].
) 13:31‘?11?)’;[; , W. F. Goebel u. E. Perlman, J. exp. Medicine 87,

40) 4, A, Milesu. N. W. Pirie, Brit. ]J. exper. Pathol. 20, 278 [1939]).
41) C, Tal u. W. F. Goebel, J. exp. Medicine 92, 25 [1950].
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Biologische Wirkungen

Ausfiihrlich untersucht wurde das antigene Verhal-
ten. Bel derartigen Untersuchungen ist die verwendete
Tierart, wie man heute weiB, von erheblicher Bedeutung.
Auf Grund jahrelanger Kaninchenversuche glaubte man,
daB Polysaccharide ohne Proteintriger allgemein keine
Antikérperbildung anregen koénnten, also nur Haptene
(Halbantigene) sind®). Reine Polysaccharide sind in der
Tat fiir Kaninchen nicht antigen. Es hat lange gedauert bis
man entdecktet?), daB der Mensch nach Injektion reiner
(protein-freier) Pneumococcen-Polysaccharide sehr wirk-
same und spezifische Immunkdrper bilden kann.

Die genuinen Lipopolysaccharid-Protein-Symplexe aus
gramnegativen Bakterien sind starke Antigene. 3, 43, 44, 45)
und Tr&ger der sog. O-Spezifitit (O-Antigene), wobei der
Polysaccharid-Anteil die wesentliche spezifitats-bestim-
mende Komponente darstellt. Das Protein {ibt, ohne
spezifitits-bestimmenden Beitrag, eine steigernde Wirkung
auf die Antigenitdt aus. Lipoid B scheint keine Rolle
zu spielen. Uber die antigenen Funktionen von Lipoid A
ist noch nichts Naheres bekannt.

Reine Lipopolysaccharide sind, auch ohne Proteintriger, fiir
Kaninchen deutlich, wenn auch nicht optimal, antigen:%: ),
Nach Untersuchungen von Hurni*®) geniigt die wiederholte In-
jektion von 0,01 ug/kg der Lipopolysaccharide aus E. coli oder
S. abortus equi®®®), um beim Kaninchen Immunk®rper zu
erzeugen, welche die betreffenden Keime agglutinieren. Die
Spezifitit der erhaltenen Antiseren ist im allgemeinen herab-
gesetzt, indem hiufig itbergreifende Reaktionen beobachtet wer-
den. Morgan®%2®) fand z. B. in derartigen Antiseren Hiémolysine
gegen Schafblutkdrperchen. Antiseren, welche man durch Injek-
tion von Vollkeimon herstellt, prazipitieren spezitisch das homo-
loge Lipopolysaccharid. Hinsichtlich' der antigenen Spezifitat er-
geben sich also Untersohiede, ob man Vollbakterien oder isolierte
hochgereinigte Komponenten der genuinen Symplexe als Antigene
verwendet,

Die Lipopolysaccharide sind Trager der O-endotoxi-
schen Eigenschaften der betreffenden Bakterien2?.32.89),
Die mittlere letale Dosis bei parenteraler Injektion liegt
fiir Mause, Ratten, Meerschweinchen und Kaninchen in
der Grb8enordnung von 0,5-10 mg/kg. Soweit bisher un-
tersucht, sind die meisten Lipopolysaccharide hinsichtlich

der Erzeugung des Sanarelli-Shwartzman-Phinomens be-.

trachtlich aktivi% 47). Zur Erzeugung des Sanarelli-
Shwartzman-Phinomens*?) gibt man geeigneten Versuchs-
tieren (Kaninchen) eine ,,vorbereitende‘ lokale Erstinjek-
tion (z. B. subkutan), der man nach 24 Stunden eine
(intravendse) ,,ausldsende* Zweitinjektion folgen liBt. Es
kommt danach am Ort der Erstinjektion zu einer hdmor-
rhagischen Nekrose. Die Reaktion ist nicht immunspezifi-
scher Art, da zur Erst- und Zweitinjektion immunologisch
verschiedene Stoffe verwendet werden kdnnen. Die Lipo-
polysaccharide sind sowohl vorbereitend wie ausldsend
mehr oder minder aktiv4’). Die minimal wirksamen Dosen
reiner Lipopolysaccharlde (z. B. von Ruhr- oder Pseudo-
monas-Bakterien, sowie von Salmonellen) betragen bei
Kaninchen ca. 1-5 pg Intracutan (vorbereitend) und ca.
100—200 pg intravends (ausldsend). Spiter fanden Gratia
und Linz'), daB sich verschiedene Arten von Tumoren
wie Organe verhalten, die durch eine lokale Injektion von

41) M. Heldelberger u. Mitarb., ebenda 83, 303 [1946).
“) A. A. Milesu. N. W. Pirie, Brit. J. exper Pathol. 20 109 [1939).
W. T. J. Morgan u. H. Schiitze, Lancet 7943, 11, 84,
W F Goebel u. Mitarb., Science [New York 99 412 [1944];
. Medicine 87, 349 [1945]. 84, 223, 235 [1946).

) urnl unver&ffentllch
) )L Y. Homma, Sagehashi Hoso Y. Yagi, Y. Sugino u.
. exp. Med. 19 245 9 27, 361 381 195
l'l 69 195 Y. Takeda, Rev. Cana " Blol.

gata unveraffentlicht H. Hurnl, unverbffentllcht

"')G Shwattzman: Phenomenon of local tlssue reactivity. Verlag
P. B. Hoeber, New York 1947; vgl. auch: Hemorrhage, Ann.
N. Y. Acad. Sci. 49, 483—660 [19 ]

a8) ?93630“0 u. R. Linz, C. R. Séances Soc. blol, Flliales 708, 427
1931
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bakteriellen Toxinen ,,sensibilisiert* (vorbereitet) sind:
eine einzige intravendse Toxin-Injektion fithrt bei den
Tumortieren zu hdmorrhagischen Nekrosen im Tumor-
gewebe und zur Regression des Tumors. Die tumornekro-
tisierenden Eigenschaften bakterielier Lipopolysaccharide
wurden spiter insbesondere von Hutner und Zahi*®),
Shear'*) und Niemann und Mitarbeiter's) weiter unter-
sucht.

Viele Lipopolysaccharide gramnegativer Bakterien sind
fiir das hbhere Tier und den Menschen sehr wirksame
Reizstoffe. Ihre intravendse Injektion fiihrt, bereits in
minimalen Dosen, zu Fieber, Verschiebungen im weiB8en
Blutbild (wie Leukopenie und Leukocytose), Aktivierung
hormoneller und enzymatischer Systeme, Anderungen im
Stoffwechsel, Stimulierung pharmakologisch aktiver endo-
gener Wirkstoffe u. a. Zwar gibt es zahlreiche korper-
fremde Substanzen, wie kolioiden Schwefel, kolloides Cal-
ciumphosphats®), gewisse Lipoidgemische (aus Gehirn),
Proteinabbauprodukte®!) u. a., deren Injektion ebenfails
zur Ausldsung derartiger oder dhnlicher Mechanismen fiih-
ren kann; es hat sich jedoch ergeben, daB die Lipopoly-
saccharide aus gramnegativen Bakterien quantitativ
die weitaus wirksamsten Reizstoffe sind.

Wegen ihrer fiebererzeugenden (pyrogenen) Wirkung be-
sitzen derartige Stoffe seit langem praktisch-klinisches Interesse
zur Erzeugung kiinstlichen Heilfiebers bei der sog. unspezitischen
Reiztherapie. Die Entwicklung dieses Forschungsgebietes, ein-
schlieBlich seiner fritheren chemischen Bearbeitung ist bereits be-
schrieben worden!®;**), Praktisch nicht minder bedeutsam ist das
Problem, unerwiinachte Pyrogene aus wiBrigen Ldsungen, insbes.
aus Injektionsfliissigkeiten zu entfernen®®), Wegen der relativen
8tabilitdt bakterieller Pyrogene ist- das Problem bisher auf chemi-
schem Wege nicht befriedigend geldst worden.

Man kann klinische Reizwirkungen auch eintach dureh Injek-
tion abgettteter Vollbakterien (Vaocine) erzielen. Indessen ver-
suchte man bald, die zugrunde liegenden aktiven Stoffe anzu-
reichern und jhre chemische Natur aufzuklaren. Co Tui und seine
Mitarbeiter®®) diirften vor etwa 20 Jahren die ersten gewesen
sein, die ein Pyrogen aus Typhusbakterien anreicherten und orien-
tierend analysierten. Viele in der Zwischenzeit ausgefiihrten
Untersuchungen deuteten darauf hin, daB die wirksamsten Pyro-
gene Polysaccharidoharakter besitzen. Das von Shearit) aus
Serralia marcescens dargestellte tumornekrotisierende Lipopoly-
saccharid erwies sich in Untersuchungen von Beck und Fisher™)
als hochwirksames Pyrogen, dessen pyrogene Grenzdosis fiir Ka-
ninchen in der GriBenordnung vor 0,006 ug/kg lag. In neuerer
Zeit haben Westphal, Lideritz und Mitarbeiter!*:??) das Problem
wieder aufgenommen. Es lieB sich nachweisen, da8 optimal wirk-
same Bakterienpyrogene reine, protein-freie Lipopolysaccharide
sind, daB also von den genuinen Symplexen nur wenige Kompo-
nenten erforderlich sind. Mit Hilfe des Phenol/Wasser-Verfahrens®?)
konnte z. B. aus einem Escherichis-Stamm (E. coli-Kriger 08)*)
oin reines Lipopolysaccharid dargestellt werden, dessen pyrogene
Grenzdosis beim Kaninchen 0.002 pg/kg, beim Menschen oa.
0,001 pg/kg betrigt. Optimale klinische Reizwirkungen am Men-
sochen erzielt man bei derartigen Lipopolysacchariden mit intra-
vendsen Injektionen von etwa 0,5 pg total. Bei einem Teilchen-
gewicht der Grundeinheiten von ~1 Million?) ergibt sich somit,
daf zur Ausldsung starker Reizwirkungen beim Menschen die
Injektion von rund 10*! Molekeln des Lipopolysaccharids geniigtss).

Die Forschungen auf diesem Gebiet wurden neuerdings
u. a. auch dadurch erheblich stimuliert, daB man weitere
Wirkungen von biologischem und vor allem auch klinischem
Interesse auffand. Lipopolysaccharide aktivieren beim
htheren Tier und Mensch das zur Regulierung der Entziin-
dungsbereitschaft wichtige Hypophysen-Nebennie-
4%) S. H. Hutner u. P. A. Zahl, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 52, 364;

54, 48 [1943].
80) F. Bister u. F. J. Geks, Z, Naturforsch. 8b, 667 [1953].
“) Siehe z. B. V. Menkin, Int. Arch, Allergy 4, 131—168 [1953];

W. G. Spector, ]J. Pathol. Bacteriol. 63, 93 [1951].
Z "B. H. Wllke u. H. E. Voss, Arzneimlttelforsch 4,8 [1%54]

Co Tul, 4 M. H. Schrift u. J. Powers, J. Lab
Medicine 29 54/3;1944
) L. V. Beck u Fisher, Cancer Res. 6, 416 [1

*) Nach neueren Untersuchungen von Dr. J. grskov (Kopenhagen)

handeit es sich um einen E, jreundzl-Stamm mit CollO -Antigen.
) 0. Westphal u. B. Kickhdferi, Z. Rheumaforsch. 72, 321 [1953].

Angew, Chem. | 66. Jahrg. 19564 | N». 13[14



renrinden-System®); sie fordern ferner das Phago-
cytosevermdgen der weiBen Blutzellen’?). Bei der
Wundheilung unterdriicken sie die Narbenbildungse).
Besonders wichtig sind die Befunde von Windle und Mit-
arbeitern®) sowie von Bammer®®), wonach sehr kleine
Dosen bakterieller Reizstoffe (Lipopolysaccharide) die
Nervenregeneration stark fdordern kdnnen. Dabei
werden optimale Effekte nur innerhalb relativ enger Do-
sierungsgrenzen mit Quantititen erreicht, welche im all-
gemeinen eben pyrogen sind. Die Wirksamkeit der Lipo-
polysaccharide ist hierbei relativ spezifisch, indem z. B.
pyrogene Nucleinsduren nicht wirksam sinds?: o),

Die volle praktische Auswertung aller dieser und wei-
terer physiologischer Befunde zu klinischen Zwecken setzt
quantitative Untersuchungen voraus, d. h. daB die
betreffenden Wirkstoffe in chemisch definierter Form und
sicher dosierbar vorliegen miissen.

Aus diesem Grunde haben wir vor einigen Jahren be-
gonnen, uns mit 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, einschlieBlich des
eigenen, ergibt, berichten wir nachstehend.

Chemische Analyse der Lipopolysaccharide

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

In den Lipopolysacchariden sind ~10—309%, Lipoid A
enthalten. Der Stickstoff der Priparate bezieht sich im
wesentlichen auf deren Hexosamin-Gehalt (Glucosamin,
Chondrosamin), der Rest ist im Lipoid enthalten. Der
Phosphor ist zum groBeren Teil als Esterphosphat an der
Polysaccharid-Komponente gebunden, ein kleinerer Teil

findet sich im Lipoid A, welches demnach als Phospholipoid
zu bezeichnen ist. Der Gehalt an (C)—CH,®?) entfallt
iiberwiegend auf Methyl-Zucker (Methylpentosen bzw.
Methyl-desoxypentosen) der Polysaccharid-Komponente,
zum geringeren Teil auf endstindige Methyl-Gruppen von
Fettsduren in Lipoid A. — Alle Prédparate enthalten Acyl-
Gruppen. Im allgemeinen wurden diese als Acetyl be-
stimmt. Miles und Pirie®®) haben jedoch gezeigt, daB im
Brucella-Lipopolysaccharid N-Fermyl-Gruppen vorliegen
und empfehlen bei ahnlichen Analysen eine eindeutige
Differenzierung zwischen Acetyl- und Formyl-Gruppen,
was nur in wenigen Fillen beriicksichtigt worden ist. In
Shigella flexneri identifizierten Slein und Schnell®t) die
Acyl-Gruppen eindeutig papierchromatographisch als Ace-
tyl-Gruppen.

Erhitzen neutraler wiBriger Losungen auf 100 °C wihrend
einiger Stunden beeinflult nach unseren Erfahrungen die pyro-
genen und: toxischen Eigenschaften nicht merklich. Bei der Hy-
drolyse mit verdiinnter Siure werden reduzierende Zucker,
Phosphorsiure und in- Wasser unlésliches Lipoid A in Freiheit
gesetzt. Am Lipopolysaccharid aus Brucella melitensis wurde die
schrittweise Inaktivierung einzelner biologischer Wirkungen (sero-
logische Eigenschaliten, Toxizitit, entziindliche Wirkung an der
Haut u. a.) im Zusammenhang mit der Freisetzung von Lipoid A,
Phosphorsiure, primiren Amino-Gruppen u. a. verfolgt®). — Mit
1 n Mineralsauren ist die maximale Reduktionswirkung der frei-
gesetzten Zucker im allgemeinen nach 3—6 h erreicht. Wihrend
dieser Zeit sind die Phosphorsiiureester-Gruppen der Polysac-
charid-Komponente noch nicht vollstindig freigesetzt®®). Gele-
gentlich sind phosphorylierte Monosaccharide isoliert worden®s).
Zur hydrolytischen Spaltung des gesamten Lsterphosphats be-
darf es lingerer S#ureeinwirkung oder hoherer Siurekonzentra-
tionen®?). Die Esterphosphat-Gruppen erweisen sich gegen alka-
lische Phosphatase als weitgehend resistent®); im allgemeinen
werden nicht mehr als 10—209% als anorganisches Phosphat freié!).
Wir fanden, dafl vom Lipopolysaccharid aus S. abortus equi
innerhalb 72 h maximal 15% des Esterphosphats gespalten wur-
den, worauf die Reaktion zum Stillstand kam. Morgan und
Thayssen®) beobachteten, daB das spezifische Polysaccharid von
Shiga-Ruhrbakterien durch ein Enzymkonzentrat aus Myzococcus
hydrolytisch abgebaut und dabei serologisch inaktiviert wird.

Bakterienspecies Bezeichnung d. Prép. C W H N P (C).'.‘):H’lH::\?:' Autoren u. Lit.
Brucella melitensis AP, Aminopolyhydroxy- 48-50| 1,5 54 |0,5—0,6 Miles u, Pirie?®)
compound
B. dysenteriae Shiga Undegraded polysaccharide 2,07 0,57 | Morgan u. Partridge®®)
(Alkali-Methode) b
" [ (Phenol-Methode) | 182 | 075 | Morgan u. Partridge’®)
B. dysenteriae Shiga Lipopolysaccharid 22 | 30 | 35 12,1 | Westphal u. Liideritz*1)
(01€-Prigge)
Shigella sonnei " | Lipocarbohydrate 454 | 1,1 | 28 | 39 8,3 | Jesaitis u. Goebel™)
. sonnei (Varlante) Lipocarbohydrate o Z,b 2,4 1,7 | Goebel u. Jesaitis®®)
. flexneri "CT; Toxic carbohydrate 272 | 1,92 . 1716,4 | Binkley, Goebel u. Periman®)
Salmonella abortus equi Lipopolysaccharid 48,6 1,3 1,3 28 3,2 8,7 | Westphal u. Liideritz*')
M typhi O 901 Lipopolysaccharid 1,6 3,0 2,6 8,8 | Westphal u. Liideritz*!)
" paratyphi B(Krbger) Lipopolysaccharid 48,4 1,1 1,4 2,6 3,4 1,7 | Westphal u. Lideritz®')
v enteritidis Gdartner | Lipopolysaccharid 49,1 7,2 | 1,1 2,2 3,2 1,3 | Westphal u. Laderitz*)
Serratia marcescens Hemorrhage-produ- 47,5 1,1 ) 2,2 ! 1,1 Hartwell u. Shear't)
(B. Prodigiosus) cing polysaccharide ~
E. coli Fract. 2, tumorhemorrhagic 1,9 |1,4- 1,7‘ 17-18| C. Niemann et. al.2®)
agent
,» 0B (Krdger) Polysaccharidpyrogen 484 | 6,8 1,0 2,1 ‘—4—,8 5,9 | Westphal u. Luderitz?%)
,» 018 (Kauffmann) Lipopolysaccharid 47,2 l_G,O 1,7 2,6 1,9 Westphal «. Liideritz*')

Tabelle 1. Analytische Daten einiger Lipopolysaccharide aus gramnegativen Bakterien

8¢y Z. B. M. D. Altschule, B, H. Parkhurst u, E. Promisel, Arch.
internal. Med. 85, 505 [1950]; W. Keiderling u. O. Westphal,
Verh, Dtsch. Ges, Inn. Med. 57, 66 [1951); W. Keiderling, F.
Wodhler u. O. Westphal, Arch, exp. Pathol. Pharmakol. 277, 293

1953].
) %zﬁnue, P. Doering u, H. Manecke, Schweiz. Med. Wschr. 83,
1953].

) W. F. indle, Arch. Neurol. Psychiatr. 65, 261 [1951); F.
Greene, Amer. J, Physiol. 167, 789 [1951].

%) W. F. Windle, Trans. N. Y. Acad. Sci. 74, 159 [1952].

$0) H. Bammer u. V. Martini, Ptliigers Arch, 257, 308 [1953].

1) O. Westphal u. O. Lideritz, 6. Internat, Kongr. f, Mikrobiol.,
Rom 1953, Abstr. No. 400 [1954], im Druck.

Angew. Chem. [ 66, Jahrg. 1954 [ Nv, 13/14

®2) F. Pregl u. H. Roth: Quant. o;gan. Mikroanalyse, 5. Aufl.,
Springer-Verlag, Wien 1947, S. 248,

) A, A. Miles u. N. W. Pirie, Biochemic. J. 33, 1709, 1716 [1939].

) M. W. Slein u. G. W. Schnell, }. biol. Chemistry 203, 837

1953].

o) [Vgl. ; B. J. G. Feinberg u. W. T. J. Morgan, Brit. J. exp. Pathol.
34, 104 [1953],

") M§ W. Slein u. G. W, Schnell, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 82, 734
1953].

) [Slehe] z. B. A. Bendich u. E. Chargaff, J. biol. Chemistry 7166,
283 [1946].

%y W. T. J. Morgan u. A

Thayssen, Nature {London] 732, 604
[1933].

411



Hydrolysate der Lipopolysaccharide dienten nach Ab-
trennung von Lipoid A zur qualitativen und quantitativen
Bestimmung einzelner Zuckerbausteine.

Zuckerbausteine

In fritheren Jahren war die ldentifizierung einzeiner
Zucker aus Hydrolysengemischen eine sehr umstdndliche
Aufgabe, auch konnten dabei leicht Hydrolysenprodukte
dem Nachweis entgehen. Seitdem papierchromatographi-
sche Methoden zur Verfiigung stehen, hat slch 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-Komponenten aus
Lipopolysacchariden gramnegativer Bakterien.

Wendet man Tabelle 2 um 909, so kann sie wie ein Chro-
matogramm betrachtet werden, das tatsachlichen Chro-
matogrammen prinzipiell gleicht (nach Chromatographie
mit Pyridin/Butanol/Wasser?®)). Es fillt auf, daB einige
Zuckerbausteine bevorzugt angetroffen werden. So findet
sich in nahezu allen bisher untersuchten Lipopoiysacchari-
den Hexosamin, welches meist als b-Glucosamin vorliegt.
Gelegentlich wurde auch Galactosamin neben Glucosamin
gefunden®), Von den Hexosen sind Galactose und Glucose
bevorzugt, bei den Salmonellen iiberdies hdufig Mannose.
Unter den Methylpentosen findet sich vielfach L-Rham-
nose. Daneben konnten neuerdings zwei bisher unbekannte
Zuckerbausteine aufgefunden werden?!. 72. 76, 77)  die sich
durch héhere Rp-Werte als die Methylpentosen auszeich-
nen. Es gelang Westphal, Liideritz und Mitarbeitern™) aus
den Hydrolysaten von S. typhi O 907 und S. abortus equi

die beiden Zucker, Tyvelose und Abequose, 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 C4H;,0, und erwiesen sich als stereoisomere Me-
thyl-desoxyaldopentosen, wahrscheinlich mit verzweigter
Kohlenstoffkette. Es scheint, daB Tyvelose und Abequose
als Bausteine von Lipopolysacchariden bei gramnegativen
Bakterien weit verbreitet vorkommen.

Manche der analysierten Polysacoharide sind relativ einfach
zusammengesetzt, wie z. B. diejenigen von E. coli NC VI und 055;
andere enthalten eine relativ groBe Zahl von Zuckerbausteinen,
wie z. B. fast alle S8almonellen, bei denen bis zu 6 verschiedene
Zucker angetroffen wurden, obwohl sehr wahrscheinlioch weit-
gehend einheitliche Stoffe vorlagen. In dieser Hinsioht unter-
scheiden sich die Polysaccharide gramnegativer Bakterien
gegenilber jenen der grampositiven Keime durch ihre wesent-
lich komplexere Zusammensetzung.

Lipopolysaccharide aus Rauhformen

Auf festen N#dhrbdden (z. B. Agarplatten) wachsen
Bakterien normalerweise in Kolonien mit ,,glatter’* Ober-
fidche, weshalb man sie als Glattformen (smooth, S-Formi)
bezeichnet. Unter bestimmten Bedingungenfinden beiGlatt-
formen Verdnderungen statt, die man in der Kultur be-
obachten kann und die als Formwechsell: ?8) bezeichnet
werden, wobei die Glattform (smooth, S-Form) in die
sogenannte Rauhform (rough, R-Form) umschlagt. Mit
dem morphologischen Formwechsel glatt —» rauh ist viel-
fach ein serologischer Wechsel O — o verbunden, d. h. daB
die Rauhformen kein O-Antigen mehr bilden, weshalb man
sie als o/Rauh-Formen (Ro) bezeichnet zur Unterscheidung
von den O/Glatt-Formen (SO). Bei pathogenen Keimen

E v g :
0 : -
Bakterienspecies ?, § ,,; g g :i § H § lzgllll:y) | Autoren u. Lit.
X/ 0| T [0 2 |X| & l | AT
B. dysenteriae Shiga i + |+ - ‘ + ' Morgan®?®), Partridge?®)
N (076- Prigge) [+ [+ + D+ ‘ Westphal u. Liderit®')
Slgella sonnel e i e e L] [ Jesatis u Gotbel®y T T
o Jtexneri Lh_ e fx )b e b7 Slelnu, Schnellty
Salmonelia typhi O 901 P+ +y o+ \ o4 I + | Pon u. Staub™)
- " R ol T el s ‘_ L S Weslphal_ u. Lideritz)
v typhi murium Pelri =0+ T N i Pon™)
. paratyphi B |+ + ] + T _“‘ Westphal u. Lideritz*t)
. S I T +,_.1_A! b x| Pon™)
» _enteriditis Gdrtner | it R T N N T Westpf_m_l u Lude_ru_z‘_lz_
» abortus equi + |+ 1+ ot + Westphal 1 u. _Lﬁdgrtt:“)
" adelaide 4|+ + ! + ‘Braun, Luderitz u. Westphal")
Escherichia coil !'+W,__+:‘ T+ i e " Niemann u. Mitarb,")
N NC VI i+ |+ :
" __05i RN 'fi Braun, Litderitz u. Westphal™)
” NC 1 [*) +
N 086 |_+ |+ IS
" ] 018 (Kauffmann) |_+_+~> |+ i Wesiphat u. Lﬂdentz‘l)
o 08 (Kroger) ; +'~ + [ (+) | + ) ’Ludemzi We:stpTa_
” 026 |5.T ' + T T
. 0111 D) | T " Braun, Lideritz u, Westphal™)

Tabelle 2. Zuckerbausteine der Polysaccharid-Komponenten elnlger propolysaccharlde gramnegativer Bakterien

*) Nicht bestimmt.

**) A, T: Zucker mit gleichem paplerchromatographischem Verhalten wie Abequose (A) aus S. abortus equi, bzw. Tyvelose (T) aus

S. typht O 907 (vglst 1)),

“') W. T. P’ Morgan, Helv. Chlm. Acta 27, 469 [1938].

) S. M, ar!rldge Biochemic. ]J. 42, 251 [9

) G. Pon u, M. Staub, Bull, Soc chim, blol 34, 1132 [1952].

2) G. Pon Thése, Universitat Paris, 1953.

™) 0. H. émun, H. Specht, O. Laderitz u. O. Westphal, Z. Hyglene,
im Druck.

4y M. lkawa, J. B. Koepfll, S. G. Mudd u. C. Nlemann, J. Amer.
Chem. Soc. 74, 5219 [195]

) 0. Lideritz u. 0. Westphai, Z. Naturforsch 7b, 548 [1952].

%) 0. Westphal, O. Liideritz, I. Fromme u. _]oseph diese Ztschr,
65, 555 [1953].

77) 0. Westphal, ebenda 64, 314 [1952].
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geht mit dem Formwechsel im allgemeinen eine Anderung
der pathogenen Eigenschaften einher; die Ro-Formen sind
oftmals unpathogen und werden in vivo rasch phagozytiert,

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

) E, Krdger, Z. Naturforsch. 8b, 133[1953]; Zbl. Bakteriol, I. Orig.
160, 242 ['1953], Z. Immunliiatsforsch. 110, 414 [1953].
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Formen mit Hilfe des Phenol/Wasser-Verfahrenss®) auf-
gearbeitet und fanden, daB auch die o/Rauh-Formen
vielfach bedeutende Quantitaten vor Lipopolysacchariden
bilden®!. 78), Bei der Bausteinanalyse ergaben sich jedoch

Zucker
= T ©
= Q ] Q
Bakterienspecies Form g 3le| &2 g ¢
S18/8| EE|&|®
3|2l 318133
LTIO|0| % & | <k
E. coll 18 O/Glatt ]+ + (+) | +
o/Rauh + +
S. enteritidis O/Glatt + | +]|+] + [+ +
o/Rauh + |+ |+
S. paratyphi B O/Glatt + ]+ |+ + |+ ]|+
o/Rauh + |+ +
Tabelle 3

Vergleich der Zuckerbausteine aus den Lipopolysacchariden zusam-
mengehdriger O/Glatt- und o F}(atuhl-Formen einiger gramnegativer
akterien

hinsichtlich der Zuckerbausteine bemerkenswerte Unter-
schiede, die fiir 3 Glatt-Rauh-Paare in Tabelle 3 dargestellt
sind. Es zeigte sich, daB beim Ubergang der O/Glatt- in
die o/Rauh-Form die Synthese der papierchromatographisch
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 unterscheiden®!). Vergleichbare
Beobachtungen machte auch Goebel?4: 38) an Shigella sonnei
und einer rauh wachsenden Varianten.

Die Lipopolysaccharide aus o/Rauh-Formen haben vieliach
endotoxische Eigenschaften. Boroff") und neuerdings Krigers?)
haben das serologische Verhalten untersucht. Digeon®!) stellte
elektrophoretisch einheitliche Praparate aus Rauh-Formen von
Eberthella typhosa mittels hypertonischer Natriumohlorid-Extrak-
tion, anschlieBender Trypsin-Behandlung und alkoholischer Frak-
tionierung her. Die komplexen Polysaccharide sind toxisch mit
einer mittleren letalen Dosis von etwa b mg/kg (Maus), antigen

Quantitative Zuckerbestimmungen

Es ist in neuerer Zeit mit Hilfe verschiedener Verfahren,
insbesondere auf der Basis der Untersuchungen von Di-
sche®®. 8) und unter Einbeziehung der Papierchromato-
graphie®®) mdglich, 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 iiber einige Ergebnisse. Die prozentualen Anteile der
Zuckerbausteine sind auf das jeweilige Ausgangsmateriai
bezogen und geben die Menge freier Zucker im Hydrolysat
(also nicht der urspriinglichen Anhydrozucker) an. Die
Zahlen sind insofern nicht direkt vergleichbar, als das je-
weilig untersuchte Polysaccharid teilweise mehr oder we-
niger nicht-kohlenhydratische Komponenten (Lipoid A)
enthielt. Bemerkenswert ist der hohe Gehalt an Heptose
(209%) im Shigella sonnei-Lipopolysaccharid und jener an
Rhamnose (ca. 409,) im Shigella flexneri- und E. coli 08-
Lipopoiysaccharid.

Die Lipoid-Komponente (Lipoid A)

Eine umfassende Ubersicht fiber den derzeitigen Stand
der chemischen Erforschung bakterieller Lipoide im all-
gemeinen, einschlieBlich der umfangreichen Untersuchun-
gen iiber Lipoide aus Tuberkelbakterien, haben kiirzlich
J. Asselineau und E. Lederer®) verdffentlicht.

Entsprechend dem Schema in Bild 1 enthalten die ge-
nuinen Lipopolysaccharid-Symplexe gramnegativer Bak-
terien verschledene Lipold-Komponenten: neben dem
schwerer abspaltbaren phosphorhaltigen Lipoid (Lipoid
A) ein leicht abspaltbares Phospholipoid (Lipoid B), wel-
ches Morgan und Partridge®’) aus B. dysenteriae Shiga iso-
liert und analysiert haben. Dieses 4ther- und benzinlgs-
liche Lipoid ergibt bei einem Gehalt von 1,89 N und
3,9% P (N: P =1:1)die gleichen analytischen Daten wie

| Zucker in %
£ I o
. @ o | & @ ©
Bakterienspecies Af:;:::;::’;ir;:h § g g § § o é g % Be;:ier:lhtz::g* Autoren u. Lit.
AN IERER IR B A
. L Q o] O = X 4 < =
Shigella sonnei Lipocarbohydrate 8 4 20 Schwefelsaure- Jesaitis u. Goebel®)
Cystein-Rk.%, 8)
Shigella flexneri | Polysaccharide 159 | - %) 125 39 ” 8, 87) | Slein u. Schnell®)
fraction 3/4
S.typhi O 901 Polyoside, darge- 1,7- 225 22,5225 18 ~9 | Phenol/Schwefel- Pon u. Staub™ )
stellt nach G. G. sfiure-Verf,$8) !
Freeman?®) .
S. paratyphi B { 1 , 0 118 5 (20 13 o ’ -
S. typhi murium . | 22|18 5 |20 13 ' "
S. abortus equi Lipopolysaccharid | 17,7 15,2 . 83| 9,7 10,8 | ~8 TTC-Methode?s, 85) Latderitz u. Westphal®®)
E. coli 08 (Kréger) | " | 59| 27| <1[ 9,6 11,2 41,7 . " 7, #0)

Tabelle 4, Ergebnisse quantitativer Zuckerbestimmungen bel Polysacchariden gramnegativer Bakterien

*) Nicht bestimmt.

und prazipitieren mit Anti-Rauh/Typhus-S8eren. Mondolfo und
Hounie®) fanden bei einigen Glatt/Rauh-Paaren von Colibakte-
rien, da8 Rauh-Formen ebenso pyrogen sein kdnnen wie Glatt-
Formen. Nach eigenen Untersuchungen sind manche o/Rauh-
Lipopolysaccharide starke Pyrogene. Die endotoxischen und pyro-
genen Eigenschaften der gramnegativen Bakterien sind demnach
nicht notwendig an das O-Antigen gebunden. :

®) D. A. Boroff, J. Bacterlol. 57, 617 [1949]; D. A. Boroff u. B. P.
Mary, ebenda 58, 387 [1949].

80y E. Kriger, unverbtfent!,

e1) %6 ﬁlggg?, M. Raynaud u. A. Turpin, Ann, Inst, Pasteur 82,

1) vll:{é:%ondo'lfo u, E. Hounie, El Dia Medico, Buenos Alres 79, 1724
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83) Zl.gfgtische, L. B. Shettles u. M. Osnos, Arch, Blochem, 22, 169

8y Z. Dische u. L. B. Shettles, J. biol. Chemistry 175, 595 [1948].

8) Siehe z. B, K. Wallenfels, E. Bernt u. G. Limberg, dlese Ztschr,
65, 581 [1953)].

%) M. lkawa u. C. Niemann, J. blol. Chemistry 780, 923 [1949].

87).D. L. Morris, Sclence [New York] 707, 254 [1948]; G. Holzmann
[}1?94!,'] MacAllister u. C. Niemann, J. blol. Chemistry 777, 27

%) M. Dubois, K. Gilles, J. K. H. Milton, P. A. Rebers u, F, Smith,
Nature [London] 768, 167 [1951].

&) O. Lilderitz u. O. Westphal, unversffentl.

»0) lI Flsomnlze, O. Laderitz u. O. Westphal, Z. Naturforsch. 9b [1954],
m Druck.

%1y J. Asselineau u. E. Lederer: Chimie des lipides bactériens, Fort-
schr. Chem. org. Naturst. 70, 170—273 [1953].
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Phosphatide vom Kephalin-Typ. Es enthalt Palmitin-
sdure, Olsdure und Glycerinphosphorsiaure. Der N-haltige
Baustein wurde nicht identifiziert. Goebel und Mitarbeiters®)
stellten das Lipoid B aus dem Vollantigen von Flexner-
Ruhrbakterien dar und fanden fiir N 1,4 und P 2,99
(N: P = 1:1). Cmelik®®) hat sicheingehend mit verschie-
denen Lipoiden aus gramnegativen Bakterien befaBt.
Lipoid B scheint fiir die biologischen Wirkungen der bak-
teriellen Lipopolysaccharid-Symplexe keine wesentliche
Funktion zu besitzen.

Lipoid A erhdlt man, wenn undegradiertes Poly-
saccharid mit n Mineralsduren in der Warme wahrend ca.
30 min behandelt wird. Es ist in Ather und Benzinschwer
18slich und nur in Chloroform und Pyridin leichtidslich.
Schon hierin unterscheidet es sich von Lipoid B und an-
deren Lipoiden. Miles und Pirie®) diirften als erste ein
Lipoid dieses Typs aus dem O-Antigen von Brucella meli-
tensis isoliert haben. Andere Autoren entdeckten ent-
sprechende Lipoid-Komponenten. Auch wir haben die
Lipoid A-Komponenten aus verschiedenen Lipopoly-
sacchariden dargestelit. Analog zu unseren Beobachtun-
gen3?) erhielten Davies und Morgan®) neuerdings aus dem
undegradierten Shiga-Polysaccharid bei der Saurespal-
tung ebenfalls die Atherunldsliche und chloroformlsliche
Lipoid A-Komponente. In Tabelle 5 sind einige analyti-
sche Daten der so erhaltenen Lipoide zusammengestelit.

Unverzweigte, hohere 3-Oxyfettsiuren als Bausteine bakteriel-
ler Lipoid-Verbindungen, insbes. von Glycolipoiden, sind neuer-
dings gelegentlich aufgefunden worden. Z. B. isolierten Bergsirom
und Mitarb.?5) sowie Jarvins und Johnson®) aus Pseudomonas-
Arten 1-B-Oxycaprinsaure.

Die in wiBriger Siure bzw. in Wasser ldslichen Hydro-
lysenprodukte wurden von Niemann®t) papierchromato-
graphisch untersucht. Die folgenden Bausteine konnten
identifiziert werden:

p-Glucosamin
Athanolamin (Colamin)
Phosphorsiure
Asparaginséure
Necrosamin

Daneben fanden sich noch weitere, bislang nicht iden-
tifizierte, teilweise ninhydrin-positive, teilweise silber-re-
duzierende Stoffe. Necrosamin 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,),.—&H CH-C,H,
Derartige Diamino-Derivate langkettiger aliphatischer

Kohlenwasserstoffe waren bisher in der Natur nicht auf-
gefunden worden.

| Ausbente
an Lipo _ .
Bakterienspecies 'ausd Lipo- Fp c H N P (C), ():H H:rﬁi): Autoren u. Literatur
sac- f

char d(%)
Brucella melitensis 20-26 60-62| 9,4-10 4,3-4,6 4-1,6 | | | Miles u Piriet9)
Shigella sonnei 29 T ’ 1,4 1,3 Jesaitis u. Goebel)
Shigella j‘lexnen ~10 63,3 9,5 2,7 3 3 _Tal u. Goebels') )
Salmanﬂﬂ abortus equl‘) ~26 19296 °C| 62,3 | 9,4 1,6 2,0 3,44 17,9 | Lideritz u. Westphal®®)
Serratia marcescens . 16 ’ 1,9 1,1 ) Hartwell u, Shear'*)

(B. prodigiosus) | )

Escherichia coli ~24 | 175—80 °C 51,3 | 10,1 3,3 1,6 12 Niemann et al.*®)
E. coli 08 (Kroger) ~13 1 195-96 °C 61 1 9,4 1,9 2,3 17,8 | Westphal, Lideritz et al.®)

Tabelle 5. Analytische Daten fiir die Lipoid-A-Komponenten einiger Lipopolysaccharide gramnegativer Bakterien

*) Durchschnittswerte aus 4 verschiedenen Aufarbeitungen.

Bausteinanalyse von Lipoid A

Boivin und Mitarbeiter!®) und spater Shear'?) haben
orientierende Analysen der Lipoid-Komponenten mit den
von ihnen dargestellten Lipopolysacchariden unternom-
men. In neuester Zeit befaBten sich besonders C. Niemann
und seine Mitarbeiter®. ®¢) mit der Analyse des Lipoids
aus einem tumor-nekrotisierenden Coli-Lipopolysaccha-
rid.

Im aligemeinen hydrolysiert man derartige Lipoide mit
ca. 5 n Salzsdure bei 100 °C wihrend 15 Stunden. Das so
erhaltene saure Hydrolysat wird ausgeithert. In der
dtherischen Losung befinden sich freie Fettsduren, die

waBrige Losung enthilt hauptsidchlich N-haltige Bau-

steine. Aus der Ather-Losung isolierte Niemann®®) fol-
gende Fettsiduren:

Laurinsiure

Myristinsjure

Palmitinsiure und
—)-B-Oxymyristinsiaure (Fp 73—74°).

92y S. Cmelik, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 289, 78; 290, 146
[1952]); 293 222[1953] Blochem Z. 322, 456 [1952).

) M. Ikawa, _] Koepﬂz . G. Mudd u. C. Niemann, J. Amer.
chem. Soc 75 1035 [1953].

%) M, Tkawa .'B. Koepfli, S. G. Mudd u. C. Niemann, ebenda 75,
3439[195.’;
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In eigenen Versuchen, gemeinsam mit G. Werner®”) haben
wir uns in letzter Zeit mit den N-haltigen Bausteinen der
Lipoid A-Komponenten aus E. coli (Kriger) und S. abortus
equi (vgl. Tabelle 5) befaBt. Der N-Gehalt dieser Lipoide
ist iberwiegend durch Hexosamin gegeben (~ 75%
beim Coli-, ~909, beim Abortus equi-Lipoid). Papier-
chromatographisch und mit Hilfe der Papierelektrophorese
bei hohen Spannungen®’) konnten wir zeigen, daB in Be-
zug auf ninhydrin-positive Bestandteile die Lipoide der
genannten Bakterienstimme nahezu gleiche qualitative
Zusammensetzung aufweisen. Auch das quantitative Ver-
hiltnis einzelner Bausteine zueinander stimmt weitgehend
itberein. Bild 2 zeigt schematisch ein Hochspannungs-
Papierelektropherogramm der beiden Lipoid-Hydrolysate.

Der vorherrschende Baustein ist Hexosamin (g). Da-
neben treten noch drei weitere Substanzen in geringerer
Menge hervor (a, b, c). Von diesen wurde (b) als As-
paraginsdure und (c) als Glutaminsaure identifiziert.

Trigt man die Hydrolysate in wesentlich hoherer Konzentra-
tion auf, so werden weitere ninhydrin-positive Komponenten

") S. Bergstrém, H. Theorell u. H. Davide, Arch, Blochem 10, 165
{1946); Ark. Kem. Mineral. Biol. 23A No. 13 {194
“9‘% Jarvis u. M. J. johnson, ]. Amer. chem. Soc 71, 4124

%7) G. Werner, unveréftentl.

*8) Vgl. B. Kickhdfen u. O. Westphal, Z. Naturforsch. 7b, 655 [1952].
—~"G. Werner hat die Methode verbessert und erweltert woriiber
demniichst berichtet wird.
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sichtbar. Unter diesen identifizierten wir Colamin (m). Eine sehr
rasch wandernde, stark basische Komponente (n), die wir auch
nach dem von Niemann®) angegebenen Verfahren zur Isolierung
von Necrosamin in sehr kleinen Mengen erhielten, kénnte mit
diesem identisch sein. Die tibrigen ninhydrin-positiven Substan-
zen (d—f, h—1), welche in den von uns dargestellten Lipoiden
jedenfalls nur in Spuren vorhanden sind, wurden bisher nicht
identifiziert. Es ist moglich, daB es sich bei diesen Substanzen
um sehr kleine Mengen nichtabgespaltener Reste der urspriinglich
zugehirigen Proteinkomponente handeln kdnnte.

Ferner identifizierten wir in beiden genannten Lipoiden
Glycerin und Phosphorsdure.

Bei diesen und #hnlichen

- (-) ) analytischen Untersuchungen
Y/ o o | Necrosomin?  bewiihrt sich die gleichzeitige
S Anwendung papierchromato-
E graphischer und papierelek-
E N N e N trophoretischer Methoden, be-
5 sonders beiVariation der chro-
‘::40 o @ O im)Colomin matographischen  Lbsungs-
- mittel, des pg der Puffer bei
S der Elektrophorese und der
g farberischen Methoden. Auf
diese Weise sind vielc Sub-
stanzen praktisch eindeutig
identifizierbar.
2 Bemerkenswert ist, daB
o neben Hexosamin in den
L] . .
bisher untersuchten Lipo-
8 g |41 iden jeweils wenigstens
o eine Aminodicarbon-
20 sdure angetroffen wird.
Man kann daher vermu-
. . . (g) Hexasamin ten (vgl. auch®)), daB im
i Li 1 ha-
g 8 |0 genuinen Lipopolysaccha
® © @ |c6uomnsiure Tid-Protein-Symplex He-
0 ® O @ [0 Asporoginsture x0samin die Bindung zum
Polysaccharid und die
Aminodicarbonsaure die
Bindung zum Protein her-
stellt, so daB diese Kom-
| J o (@ ponentenim Symplex iiber
0772w A das Lipoid miteinander
verbunden sind:
Bild 2 Polysaccharid
Hochspa(nnttlmgs-l:aplt)arelekt!_r'o%he:o- |
ramm (schematisch) von Hydroly- i
gaten der Lipoid-A-Komponenten (Hexosamin)
aus E. coli (Co) und S. abortus equi ]
(AE). M = Mischung authentischer Lipoid A
Proben. puol,Q; )55 \llollt/cn;\ (St/rel- i
fenldnge 90 cm); 1,1 mAmp/cm A . .
(Streilgenbreite 12 cm); Laufzeit (Aminodicarbonsiure)
80 min, Anfdrbung mit Ninhydrin |
Protein

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 griBere 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-Praparate (s. Tabelle 5) diirfte sich vorwiegend
dadurch erklaren. Die mit Phenol/Wasser (Verfahren B®°))
dargesteliten Lipopolysaccharide enthalten nurmehr Spu-
ren von Aminosduren.

Stufenweise Hydrolyse der Lipopolysaccharide

Durch partielle Hydrolyse der Lipopolysaccharide ist es
moglich, eine Vorstufe von Lipoid A (,Lipoid* Aj) zu
fassen.

Erwarmt man Lipopolysaccharide in verd. Mineralsau-
ren, so klaren sich die anfanglich opaleszierenden Losungen
innerhalb weniger Minuten auf, um anschlieBend sukzessive
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wieder opaleszenter und schlieBlich triib zu werden; es
fallt dann das freigesetzte Lipoid A aus (vgl.4%)). Stoppt
man die Hydrolyse zum Zeitpunkt der maximalen Auf-
klarung der Ldosung, so fillt bei anschlieBender Neutralisa-
tion Lipoid A; aus. Das Material ist im Gegensatz zu
Lipoid A in Chloroform unléslich, aber ldslich in Pyridin.
in dem Lipopolysaccharid von S. abortus equi ist Lipoid A;
(N 1,4%; P 3,29%) zu ~459%, enthalten. Lipoid A; ent-
halt Hexosamin (9,39%) und Galaktose. Die iibrigen
Zuckerbausteine des Lipopolysaccharids sind abwesend.
Bei weiterer Hydrolyse des isolierten Lipoids A erhilt man
das in Saure unldsliche Lipoid A, wobei Galaktose und N-
haltiges Material frei werden. Lipoid A, das aus dem Lipo-
polysaccharid in ~269%, Ausbeute anfallt, enthalt 17,99
Hexosamin, woraus hervorgeht, daB beim Ubergang von
Lipoid A; in Lipoid A das gesamte Hexosamin am Lipoid
gebunden bleibt. Das Lipopolysaccharid aus S. aborfus
equi, ebenso wie aus Coli, enthalt also Hexosamin in
zwei verschiedenen-Bindungsarten: zum einen Teil
(rund 509%,) polysaccharidisch, zum anderen unmitteibar
am Lipoid verankert.

Analysiert man das zeitliche Auftreten einzelner Zuckerbau-
steine wihrend der Hydrolyse von Lipopolysacchariden, so ergibt
sich, daB die verschiedenen Zucker mit ungleicher Geschwindig-
keit in Freiheit gesetzt werden. Pon und Staub™» ) untersuchten
die Hydrolyse des Polysaccharids aus S. typhi 0901, wir verfolgten
diejenige der Lipopolysaccharide aus S. ebortus equi und E. coli
(Kréger). Bei S. typhi und S. abortus equi wird weit vor den
iibrigen 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
dargestellte Chromatogramm gibt die Verhiltnisse bei der Hydro-
lyse des Lipopolysaccharids aus S. abortus equi wieder. (Wegen
der Saureempfindlichkeit von Abequose nimmt deren Menge nach
maximaler Freisetzung im weiteren Verlauf der Hydrolyse lang-
sam ab.) Nach Pon und Staub™ ?2) verliuft die Hydrolyse bei
S. {yphi entsprechend.

Abequose & . . . #F
Rhamnose s . ’
Mannose ' .
Glucose 9
Galactose . O ‘

2min, bmin. Smin, lomy
W3S

Bild 3

Papierchromatographische Darstellung des zeitlichen Verlaufs der
Hydrolyse des pyrogenen Lipopolysaccharids aus S. abortus equi in
nH,S0, bel 100 9C (Losungsmittel: Pyridin/Butanol/Wasser).

Bei der Hydrolyse mit 1 n Mineralsduren wahrend 2 bis 4
min (100 °C) werden demnach bei den bislang untersuch-
ten Lipopolysacchariden drei Bestandteile voneinander
getrennt: 1.) Lipoid Aj, 2.) jeweils ein charakteristisches
Monosaccharid (Tyvelose, Abequose, Xylose usw.) und
3.) degradiertes Polysaccharid, welchem jeweils der zuerst
frei werdende Monosaccharid-Baustein fehit. Bild 4 (s. S. 416)
gibt die Verhaltnisse fiir S. abortus equi wieder.
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Die Isolierung und Analyse derartiger partieller Hydro-
lysenprodukte ist geeignet, weiteren Aufschluf iiber den
Aufbau der komplexen Lipopolysaccharide zu erbringen.

Lipopolysaccharid
(Losung opaleszent)

n-Mineralsiure | 3 min, 100 °C
(Lbsung | fast klar)

Neutral‘lsatlon l i
¥
»Lipoid'* Ay (~45%) Abequose degradiertes
(pyridin-igsl) Polysaccharid
|
n Minerals. n Mlnerals.
30 min, 100 °C 3h, 100°C

' Lo |

LipoidA (~26%) Phosphorsiure § Galactose  Hexosamin
(chloroform- N-haltiges Galactose
ldslich) Materlal Glucose
Mannose
5n HCl Rhamnose
15 h, 100 °C

! |

(wasserldslich) (atherldslich)

Hexosamin Fettsduren
Amlnodlcarbonsduren

N-haltige Baustelne

Glycerin

Phosphorsdure Blld 4

Stufenweise Hydrolyse, dargestellt am Beisplel
des Lipopolysaccharids aus S. abortus equi

Kiinstliche Symplexe und Funktion von Lipoid A

Morgan®®. %) hat entdeckt, daB Lipopolysaccharide (un-
degraded polysaccharide) und konjugierte Proteine aus den
antigenen Symplexen gramnegativer Bakterien (Ruhr- und
Typhusbakterien) zu kiinstlichen Symplexen vereinigt
werden kénnen. Er fand ferner, daB 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 fiir 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 Pheno!/Wasser-Verfahren®?) dargestellten Lipopoly-
saccharide bestatigen. Kupplungen scheinen nur dann ein-
zutreten, wenn wenigstens einer der Partner Lipoid nach
Art des Lipajd A enthilt. )

Bei der Suche nach der toxischen Komponente in den
Lipopolysaccharid-Protein-Symplexen von Flexner-Ruhr-
bakterien fand Goebel’® 41), dal Spaltung in saurem
Medium zu untoxischem, degradiertem Polysaccharid und
toxischem Protein fiihrte, wahrend alkalische Spal-
tung undegradiertes, toxisches- Polysaccharid und
untoxisches Protein ergab. Er schloB daraus, daB cine
»toxische Komponente“ existieren miisse, welche im einen
Fall am Protein, im andern Fall am Polysaccharid ver-
ankert bleibt.

Wir haben versucht, ob das Prinzip von Goebel*®) auch
bei kiinstlichen Lipopolysaccharid-Protein-Symplexen
anwendbar ist. So wurde z. B. das Lipopolysaccharid aus
S. abortus equi zunichst entsprechend der Methode von
Morgan®®. ®**) an Casein gekuppelt.  Der kiinstliche Sym-
plex wurde anschlieBend mit 1proz. Essigsdure gespalten,
wobei in saurem Medium schwerlosliches ,,Lipocasein® er-
halten wurde. In der klaren L§sung fand sich Poly-

*®) W. T. J. Morgan, Brit. J. exp. Pathol. 24, 41 [1943]; W. T. J.
Morgan u. W. M. Watkins, ebenda 25, 221 {1944},
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saccharid neben teilweise freier Abequose. Das so erhal-
tene Lipocasein ist in alkalischem und neutralem Medium
gut loslich. Gemeinsam mit Kelderling und Eichenber-
ger1®%) fanden wir, daB das kiinstliche Lipocasein fiir Ka-
ninchen stark toxisch und pyrogen ist.

Es. gelingt also, die Lipoidkomponente vom bak-
teriellen Polysaccharid-Triger auf ein inertes Protein
zu iibertragen, wobei stark toxische und pyrogene
Eigenschaften auf das betreffende. Protein iibergehen.
Die immunologischen Eigenschaften solcher kiinstlichen
Lipoproteide werden z. Zt. von Hurni*) untersucht.

Die bei den Umkupplungen wesentliche Komponente,
das (jeweilige) Lipoid A (bzw. seine Vorstufe Aj), ist in
freier Form biologisch wenig aktiv, offenbar hauptsidchlich
wegen der Schwerldslichkeit in Wasser. Die Injektion von
Suspensionen des isolierten Lipoids A (aus Coli- oder Abor-
tus equi-Bakterien) fithrt nur bei hoheren Dosen zu merk-
lichen Reizwirkungen (z. B. Fieber, Verschiebungen im
weiBen Blutbild usw.). Die Schwellendosis bei intravengser
Injektion liegt fiir Kaninchen bei ~100 pg/kg und héher.
Verteilt man Lipoid A feiner mit Hilfe von Ldsungsver-
mittlern wie , Tween“, so steigt die Wirksamkeit um das
mehr als 10fache. Bei der Kupplung an h6hermolekulare
Trager findet dagegen eine Wirkungssteigerung auf das
mehr als 1000fache statt. Die von der Lipoid-A-Kom-
ponente ausgehenden biologischen Wirkungen, wie be-
sonders die Toxizitat, kommen also offenbar dadurch zu-
stande, daB das in Wasser unlgsliche Phospholipoid durch
Verbindung mit hohermolekularen Trédgern molekular-
disperse wiBrige 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 auBerof-
dentlichen Wirksamkeit der Lipopolysaccharide als Reiz-
stoffe fiir das hohere Tier ermoglichen.

Inwieweit der lyophile Triger eine Rolle bei den biologi-
schen Wirkungen des Lipoids A spielt, ist noch nicht ndher er-
forscht. Beziiglich der Pyrogenitdt gibt es mehrere Befunde,
welche dic Annahme einer besonderen Funktion des Lipoids A
als ,,pyrogener Komponente'' nahelegen, wie z. B. die Erhaltung
der fiebererzeugenden Wirksamkeit bei Lipopolysacchariden, de-
ren Polysaccharid-Komponente durch Wasserstof{superoxyd3?,10t)
partiell abgebaut oder durch Perjodat®?:192) partiell oxydiert
wurde. Andrerseits haben neuerdings Davies und Morgan®®) aus
Ruhrbakterien mittels Diithylenglycol-Extraktion neben dem
O-antigenen Lipopolysaccharid-Protein-Symplex ein phosphor-
freies, stark pyrogenes, weitgehend untoxisches (undegradiertes)
Polysaccharid isoliert, dessen Sdurehydrolyse kein chloroform-
losliches Lipoid ergab, weshalb sie die ausschlieBSliche Zuordnung
der Pyrogenitit zur Lipoid-A-Komponente noch als problematisch
ansehen. Uber die Bausteine dieses interessanten Polysaccharids
ist noch nichts bekannt. Robinson und Flusser'®®) haben vollig
Stickstoff-freie Polysaccharide aus verschiedenen gramnegativen
Bakterien dargestellt, welche allerdings ~100mal schwicher pyro-
gen wirkten als die undegradierten Lipopolysaccharide aus den
gleichen Bakterien. Die Frage der chemischen Voraussetzungen
fiilr maximale Pyrogenitat ist somit noch nicht endgiiltig geklirt.

Es erscheint sicher, daB die Toxizitat der Endotoxine .
gramnegativer Bakterien an das Vorhandensein der Li-
poid-A-Komponente in den genuinen Symplexen
gebunden ist.

Viele Bakterien-Lipopolysaccharide zeigen relativ hohe
Affinitat zur Oberfliche von Erythrocyten und Leuko-
cyten und wahrscheinlich weiteren Zellsystemen des hohe-
ren Tiers'?). Mit Lipopolysacchariden ,sensibilisierte”
Erythrocyten werden gegeniiber dem homologen bakteriel-
len Antiserum agglutinabel, weshalb derartige Himagglu-
tinationen in neuerer Zeit als empfindliche serologische

100y Unverdffentl,

101y O, Westphal, O. Lideritz u, W. Kelideriing, Zbl. Bakterlol, I.
Orig. 758, 152 [1952].

108y vgl. W. F. Goebel, J. exp. Medlclne 85, 449 {1947].

103) E.S. Robinson u. B. A. Flusser, J. biol. Chemistry 753, 529[1944].
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Teste ausgearbeitet wurden!®), Die Affinitat der Lipo-
polysaccharide zu Zellmembranen diirfte in engem Zu-
sammenhang mit ihrer Neigung zur Symplexbildung
stehen. Es scheint, daB auch beim Zustandekommen der
Reizwirkungen von bakteriellen Lipopolysaccharid-Py-
rogenen der Bakterien-Reizstoff an der Membran affiner
Zellen oder Zellsysteme angreift!?), Die so gereizten Zellen
reagieren mit der Ausldsung charakteristischer endogener
Mechanismen, durch welche — zum Teil — die vielfdltigen
eigentlichen Reizwirkungen am hoheren Organismus zu-
stande kommen diirftenss. 108),

Ergebnisse

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 sehc dhnlichen prinzipiellen Er-
gebnissen gelangten. Die chemische Analyse ergibt, daB
alle zugrundeliegenden Lipopolysaccharide nach dem
gleichen Bauptan aufgebaut sind: an eine phosphory-
lierte Polysaccharid-Komponente ist eine Phosphollpmd-
Komponente (Lipoid A) gebunden.

Die Polysaccharid-Komponenten enthalten gewisse cha-
rakteristische Zuckerbausteine, unter ihnen bevorzugt
Hexosamin (Glucosamin) und Hexosen und hiufig Methyl-
pentosen (Rhamnose), daneben gelegentlich Desoxyme-
thylpentosen (Tyvelose, Abequose). Uronsiuren sind nicht
gefunden worden.

Es bestehen demnach wesentlicho chemische Untersohiede zwi-
schen diesen Polysacchariden und threr Bindung an die Zell-
bestandteile (Lipoide, Proteine) einerseits und den Polysaechari-
den der grampesitiven Bakterien andrerseits, die vielfach Uron-
sduren enthalten und in der Bakterienzelle keine festere Bindung an
Lipoide eingehen; auch fehlon thnen die mehr ,,lipophilen‘ Methyl-
pentosen und Desoxyzucker, und sie sind niocht phosphoryliert.

Die Erforschung des chemischen Aufbaus der Lipoid-
Komponenten steht erst in den Anfingen. Bislang scheint
es, daB auch hier gewisse iibereinstimmende Bauprinzipien

m‘) E, Neter u. Mitarb., Proc. Soc. exp: Biol. Med. 79, 255 1952];
80, 607 [1952]; &2, 215[1953], . exp. Medicine 96, 1952];
J. Imunology 717, 145[1953] V. Boyden u. Mitarb., Nature
[London] 171, 402 [1953]; J lmmunology 68, 577 [195
108) vgl. z. B. o) Westphal, 0. Litderitz, Kickh

{en, {chen-
berger u. W. Keiderling, Rev. Canad, Blol 12, 289 [1953]

herrschen. Es ist mdglich, daB verschiedene Bakterien-
arten das gleiche Phospholipoid oder jedenfalls sehr dhn-
liche Lipoide bilden. Charakteristisch ist ein héherer Ge-
halt an relativ fest gebundenem Hexosamin. Die Be-
deutung der iibrigen N-haltigen Bausteine muB 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-
popolysaccharlden neue, bisher unbekannte Bausteine
isoliert, wie Desoxy-methylpentosen, langkettige p-Oxy-
fettsduren und Necrosamin.

Dle Lipopolysaccharide gramnegativer Bakterien sind
vor allem wegen einer Reihe charakteristischer biologi-
scher Eigenschaften isoliert und untersucht worden.
Man hat sich bemliht, einzelne biologische Funktionen,
wie die Antigenitit und Immunspezifitat, Toxizitat, Py-
rogenitat u. a. auf die Wirkung bestimmter Teilkomponen-
ten zuriickzufithren, wie etwa die Toxizitat auf die Wir-
kung der Lipoidkomponente oder die immunologische O-
Spezifitit auf jene von polysaccharidischen Gruppen. In
dhnlicher Weise sucht man die Lipopolysaccharide hin-
sichtlich der auBerordentlichen fiebererzeugenden und an-
deren Reizwirkungen am hoheren Tier oder ihrer tumor-
nekrotisierenden Eigenschaften zu erforschen. Die gleiche
Tendenz verfolgen auch die wichtigen Untersuchungen {iber
die Wirksamkeit einzelner Lipopolysaccharide und ihrer
Teilkomponenten als Phagenrezeptoren (vgl. z. B.34: 33, 106),

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

Eingeg. am 12. Mdrz 1954 [A 561)

108) E . Miller u. W. F. Goebel, J. Medlclne 90, 255 [1949];
F Goebel, ebenda 92, 527 19503p M. Jesaxtls u. W. F.

Goebel Nature [London] 172 622&! 53] W.'F. Goebel u. M. A.
Jesams, Ann, Inst. Pasteur 84 6! [1953

Erkenntnisse Gber Hdm-Agglutination
und Genetik des Grippe-Virus

Von Prof. SIR MACFARLANE BURNET, M.D., Ph.D., F.R.S., F. R.C. P., Melbourne?)

Das Grippe-Virus wirkt als Amidase. Kommt es mit Receptoren einer Zelloberfliche in Beriihrung,

so bilden sich Verbindungsstringe, die durch Enzymwirkung wieder abgebaut werden, jedoch sich an

anderen Stellen wieder neu bilden. Der Abbau der Rezeptoren vermindert z. B. die elektro-

phoretische Beweglichkeit der menschiichen roten Blutkdrperchen. Die Befihigung des Grippe-Virus

zur ,Rekombination” ermdglicht genetische Untersuchungen. Es wird vermutet, daB die Virulenz
durch Anhiufung vieler genetischer Einheiten entsteht.

Einleitung

Zuerst mochte ich der Ménner gedenken, die an dem
heutigen Tage geehrt werden. v. Behring und Ehrlich be-
wiesen zum erstenmal die praktische therapeutische Be-
deutung der Grundsidtze und Hypothesen, zu denen in
ihrer Zeit die Forschungsarbeiten {iber Infektionskrank-
heiten im Laboratorium fithrten. v. Behring verfolgte das
Ziel, die Erkenntrisse des Laboratoriums fiir die Klinik zu

1) Vortrag anliBlich der Verleihung des Behring-Preises am 15.Marz
1954 in Marburg-Lahn,
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verwerten und entwickelte die handelsmaBige Herstellung
biologischer Heilmittel — ein wichtiges Bindegiied zwischen
der Entdeckung im Laboratorium und ihrer Anwendung
zum Wobhle der Menschheit. Ehrlich aber gebiihrt 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 medlzinischen Forschung, die sich
nicht weitgehend auf das eine oder andere Ergebnis vor

417





