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Die Bedeutung von Mutanten bei Enterobacteriaceen fur die chemische 
Erforschung ihrer Zellwand-Polysaccharide 
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Herrn Professor Karl Freudenberg in Verehrung und Freundschaft zum 80. Geburtstag gewidmet 

Enterobacteriaceen bilden als auJere Zelloberjlache eine Zellwand, die aus einer rigiden 
Struktur (Murein) besteht, auf welche Protein, Lipoid und Polysaccharid aufgelagert sind. 
Bei den bakteriellen Wildformen (S-Formen) ist das Polysaccharid species-spezifsch und 
Trager der serologisch determinanten Gruppen des jeweiligen 0-Antigens. Es handelt sich 
um Heteropolysaccharide, an deren Aufbau bis zu acht verschiedene Monosaccharide be- 
teiligt sein konnen. Gebunden an Lipoid A ,  stellen die L@opolysaccharide der Zellwande 
die Endotoxine dieser Bakterien dar. - In den letzten Jahren ist die Struktur der entero- 
bakteriellen Zellwand-Polysaccharide durch chemische, immunchemische, biochemische 
und genetische Untersuchungen besonders bei Salmonellen weitgehend aufgeklart worden. 
Sie sind aus zwei Anteilen aufgebaut : einem allen Species gemeinsamen Kern- oder Basal- 
Polysaccharid, an welches (bei den S-Formen) langere species-spezifsche Seitenketten 
gebunden sind, die clus sich wiederholenden Oligosaccharid-Einheiten bestehen. - Durch 
spontane S + R-Mutation entstehen R-Formen, welche sich als Verlust-Mutanten der 
Wildformen in Bezug auf die Biosynthese des kompletten Zellwand-Polysaccharids er- 
wiesen haben. Gegeniiber der Vielfalt an serologischen Spezifitaten der S-Formen findet 
man bei R-Formen nur einige wenige Serotypen (RI ,  RII u.a.) Die R-Polysaccharide ent- 
sprechen Zwischenstufen in der Biosynthese des Polysaccharids der Wildform, und die 
S + R-Mutation fiihrt jeweils zum Verlust (oder zur B1ockierung)eines am Aufbau des 
S-Polysaccharids beteiligten Enzyins (Transferase, Synthetase). Neuerdings konnten viele 
bisher unbekannte Verlust-Mutanten isoliert und analysiert werden, wodurch zahlreiche 
biosynthetische Zwischenstufen des Zellwand-Polysaccharids, z. B. von Salmonella minne- 
sota, der direkten Analyse zuganglich wurden. - Nach diesen Untersuchungen bestehen 
die Zellwand-Polysaccharide der Salmonellen aus einer Polyheptosephosphat-Grundkette, 
welche uber Ketodesoxyoctonsaure (KDO) an Lipoid A gebunden ist. An die Grundkette 
sind Pentasaccharid-Einheiten von 
N-Acetylglucosaminyl + Glucosyl + Galaktosyl + Glucosyl + 

Galaktosyl 
t 

gebunden (RII-Struktur), Alle iibrigen R-Formen sind strukturell Verlust-Mutanten von 
RII. In den kompletten Polysacchariden der Salmonella-S-Formen sind an das terminale 
N-Acetylglucosamin der RII-Struktur die sich wiederholenden Oligosaccharid-Einheiten 
der spezifischen Seitenketten gebunden. 

Einleitung 

Enterobacteriaceen bilden eine groDe Klasse von Mikro- 
organismen, welche in mehrere Genera unterteilt ist, 
zu denen die Salmonellen, Shigellen, Colibakterien u. a. 
gehoren [I]. Auf Grund serologischer Eigenschaften be- 
stehen die einzelnen Genera aus einer mehr oder weniger 

[ I ]  F. Kauffmann: Enterobacteriaceae. 2. Aufl., Verlag Munks- 
gaard, KopenhPgen 1954. 

groDen Zahl von Species oder Serotypen. Im Genus 
Salmonella sind beispielsweise mehr als siebenhundert 
nahestehende Species zusammengefal3t ; sie sind im 
Kauffmann-White-Schema [2,31 serologisch klassifiziert. 
Unter ihnen flnden sich pathogene und daher klinisch 
wichtige Keime - z. B. Typhus und Paratyphus -, aber 

[2] F. Kauffmann in E.vun Oye: The world problem of Sat- 
monellosis. Uitgeverij Dr. W. Junk, Den Haag 1964, S .  21. 
[3] F. Kauffmann: Die Bakteriologie der Salmonella-Species.Ver- 
lag Munksgaard, Kopenhagen 1961. 
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auch viele relativ unpathogene Vertreter. Ebenso sind 
bis heute mehrere hundert Coli-Stamme bekannt, und 
standig werden neue Species isoliert und serologisch 
charakterisiert. 
Uber den morphologischen Zellaufbau ist bei Entero- 
bacteriaceen viel gearbeitet worden [41. Besonderes In- 
teresse hat dabei immer wieder die Zellwand gefunden, 
welche die auBere strukturierte Begrenzung der Zelle bil- 
det [51. Sie liegt der cytoplasmatischen Membran auf, 
die das Cytoplasma umschlieBt und besteht prinzipiell 
aus zwei Hauptteilen: der rigiden Struktur und dem 
Fiillmaterial. Uber die rigide Struktur, welche dem 
Bakterium seine Formfestigkeit verleiht, ist viel durch 
die Arbeitskreise von W. Weidel [61 u. a. bekannt gewor- 
den. Jede Zelle bildet ein riesiges beutelformiges Mole- 
kiil, das Murein (bag-shaped molecule, Sacculus), wel- 
ches aus Ketten alternierender N-Acetylglucosamin- 
und N-Acetylmuraminsaure-Einheiten rnit peptidischen 
Quervernetzungen besteht 17 I 81. In diesen Muramyl-pep- 
tiden, welche bei allen bisher untersuchten Bakterien- 
arten eine ahnliche Zusammensetzung aufweisen, findet 
man neben L-Aminosauren (L-Alanin, L-Lysin u. a.) re- 
gelmaBig auch D-Aminosauren (D-Alanin, D-Glutamin- 
saure). Durch die weitgehende chemische Aufkliirung 
der rigiden Struktur ist neuerdings die Wirkung von 
Enzymen, wie Lysozym und auch von Antibiotika, wie 
Cycloserin und Penicillin auf Bakterien verstandlich ge- 
worden. 
Auf die rigide Struktur sind charakteristische hoher- 
molekulare Zellwand-Bauelemente aufgelagert [41: Pro- 

tein, Lipoid und Polysaccharid (Abb. 1). Unter diesen 
Bauelementen scheinen Proteine und Lipoide, ahnlich 
wie die rigide Struktur der Zellwand, bei vielen (wenn 
nicht allen) Species chemisch ahnlich zusarnmengesetzt 
zu sein [9,101. Dagegen entfalten Enterobacteriaceen 
eine ganz auBerordentliche Vielfalt in Bezug auf das je- 
weilige Polysaccharid, welches bei diesen Mikroorganis- 
men weitgehend fur die serologische Species- oder 
Gruppen-Spezifitat verantwortlich ist. Wenn man rnit 
abgetoteten Keimen Kaninchen immunisiert, so bilden 
sie Antiseren, welche das betreffende Bakterium und 
serologisch kreuzreagierende Arten agglutinieren. Bei 
den fiir diese Agglutination verantwortlichen somati- 
schen Antigenen an der Bakterienoberflache spielt das 
Polysaccharid-Antigen - oder 0-Antigen (bei Wildfor- 
men) - eine wesentliche Rolle : spezifische, determinante 
Strukturen in dem jeweiligen Zellwand-Polysaccharid 
reagieren mit entsprechenden Antikorpern. Diese deter- 
minanten oligosaccharidischen Strukturen (siehe z.B. [111) 

sind die Grundlage fur das Verstandnis der serologi- 
schen Diagnostik von enterobakteriellen Serotypen, wie 
sie z. B. im Kauffmann-White-Schema der Salmonel- 
len [31 festgelegt wurden. Die immunchemische Aufkla- 
rung der determinanten Bereiche in diesen Polysaccha- 
rid-Antigenen wurde erst durch die Anwendung mono- 
spezifischer Antiseren (Faktoren-Seren), deren Herstel- 
lung Kaufmann beschrieben hat 131, ermoglicht. 
In der Zellwand sind die Polysaccharid-Antigene fest 
rnit einer Lipoid-Komponente, dem Lipoid A 1121, und 
rnit Protein verbunden. Je nach dem angewandten Ex- 
traktionsverfahren [9-11,131 kann man diese Antigene 
daher in mehr oder weniger komplexer Form in wa13rige 
Losung uberfiihren. Dabei hat sich gezeigt, dal3 insbe- 
sondere die Lipopolysaccharide (Lipoid-A-Polysaccha- 
ride) der Enterobacteriaceen nicht nur als 0-Antigene 
rnit den entsprechenden determinanten Strukturen wir- 
ken, sondern auch als Endotoxine biologisch hochst ak- 
tive Substanzen (Fieberstoffe u. a. 1141) sind. Somit sind 
die unspezifisch endotoxischen und die spezifisch anti- 
genen Eigenschaften dieser Bakterien an ein und dem- 
selben komplexen Molekul, dem Lipopolysaccharid, ver- 
ankert. Dabei ist die Lipoid-A-Komponente fur die 
endotoxischen, die Polysaccharid-Komponente fur die 
antigenen (serologischen) Wirkungen wesentlich (siehe 
dazu [15,161). - Die Lipopolysaccharide lassen sich ent- 
weder direkt aus den Bakterien mit Phenol/Wasser 1171 

extrahieren, wobei sie dann rnit Nucleinsaure gemischt 

Abb. 1. Schematische Darstellung der Zellwandstruktur von 
Entero bacteriaceen . 
A: Cytoplasma 
B: Zellwand 
C: Cytoplasmatische Membran 
D: Rigide Struktur (Muramyl-Peptid) 
E: Protein, Lipoid 
F: Polysaccharid 
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sind, von welcher man sie anschliefiend abtrennen mufi - 
oder man kann zuerst gereinigte Zellwande praparie- 
ren [181, welche man dann mit Phenol/Wasser extrahiert. 

Die spezifischen Polysaccharide der 
enterobakteriellen Wildformen (S-Formen) 

Das Bauprinzip der enterobakteriellen Zellwand-Poly- 
saccharide ist in den letzten Jahren weitgehend aufge- 
Mart worden. Danach bestehen die Polysaccharide der 
Wildformen (Glattformen oder S-Formen; vonsmooth = 

glatt) aus (a) einer Grundkette aus Polyheptosephos- 
phat, an welche Seitenketten gebunden sind. Diese be- 
stehen ihrerseits aus zwei Bezirken, (b) einer weitgehend 
ubiquitaren inneren oligosaccharidischen Kette, an 
welche (c) langere Ketten gebunden sind, die aus pe- 
riodisch sich wiederholenden species-spezifischen Oligo- 
saccharid-Einheiten (repeating units) bestehen. Diese 
sich wiederholenden Einheiten konnen geradkettig sein 
oder selbst noch kurze Seitenketten von einzelnen Zuk- 
kerbausteinen besitzen. In der Untersuchung der Che- 
mie und Immunchemie solcher Seitenketten haben vor 
allem A.  M. Staub und ihre Mitarbeiter am Pasteur- 
lnstitut, Paris, Pionierarbeit geleistet [11,19-231. Die Na- 
tur der am Aufbau dieser sich wiederholenden Einheiten 
beteiligten Zuckerbausteine, die Art ihrer glykosidi- 
schen Verknupfung und die Bindung zwischen den Ein- 
heiten bestimmt die Spezifitat des Polysaccharids und 
damit des betreffenden Serotyps. Auf Grund dieses Bau- 
prinzips besitzen die enterobakteriellen S-Formen 
kammformig strukturierte Polysaccharid-Molekiile 

C 
Ahb. 2. Schematische Darstellung des spezifischen und unspezifischen 
Bezirks im Polysaccharid von SalmonElla-0-Antigenen. 

A: Basaltruktur B: 0-Spezifische Seitenketten 
C: Sich wiederholende Einheiten 
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(1960). 
[20] A .  M .  Staub u. N. Forest, Ann. Inst. Pasteur 104, 371 (1963). 
[21] A .  M .  Staub in: Bacterial endotoxins. Rutgers,The State Uni- 
versity, New Brunswick 1964, S. 38. 
[22] A .  M .  Staub u. M .  Raynaud in E.van Oye: The world 
problem of Salmonellosis. Uitgeverij Dr. W. Junk, Den Haag 
1964, S. 143. 
[23] A.  M .  Staub u. 0. Westphal, Bull. SOC. Chim. hiol. 46, 
1647 (1964). 

(siehe Abb. l), die aus einer Heptosephosphat-Grund- 
kette, einer inneren ubiquitaren Seitenkette und den 
daran gebundenen sich wiederholeriden spezifischen 
Einheiten bestehen (Abb. 2).  
Wir wissen heute durch die Arbeiten von M. J .  Os- 
born [I81 und E. C. Heath c7-41, dafi die Heptosephosphat- 
Kette in den Lipopolysacchariden uber Ketodesoxyoc- 
tonsaure (KDO), welche vor einigen Jahren von E. C. 
Heath und M. A .  Ghalambor[251 entdeckt und aufge- 
klart wurde, an Lipoid A gebunden ist. Lipoid A ist ein 
Derivat von Poly-(N-P-hydroxymyristinoyl-D-glucosa- 
minphosphat) mit langkettigen Esterfettsauren [15,26,271. 

Bei der Analyse von enterobakteriellen Lipopolysaccha- 
riden findet man daher stets D-Glucosamin und KDO, 
wobei fur Glucosamin dann noch ermittelt werden mufi, 
ob und in welcher Bindung dieser Zuckerbaustein aufier 
im Lipoid A auch im Polysaccharid vorkommt. 
Seit mehreren Jahren haben wir uns mit der chemischen 
und immunchemischen Analyse der 0-spezifischen Po- 
lysaccharide aus bakteriellen S-Formen befafit. Gemein- 
sam mit F. Kauffmann (Kopenhagen), der die serologi- 
sche Klassifkierung der Salmonellen in mehreren Jahr- 

Abb. 3. Zuckerzusammensetzung von Salmonellu-Lipopolysacchariden 
(Klassifizierung in Chemotypen) [28,29]. 
Offene Kreise: spezitische Zucker 
Schrafiierte Kreise: basale Zucker 

[24] R.  D .  Edslrom u. E. C .  Heath, Biochem. biophysic. Res. 
Commun. 16, 576 (1964). 
[25] E. C.  Heath u. M .  A .  Ghalambor, Biochem. hiophysic. Res. 
Commun. 10, 340 (1963). 
[26] A. Nowotny, J .  Amer. chem. SOC. 83, 501 (1961). 
[27] A .  J .  Burton u. H .  E. Carter, Biochemistry 3, 41 1 (1964). 
[28] F. Kauffmanw, 0. Liideritz, H .  Stierlin u. 0. Westphal, Zbl. 
Bakteriol., Parasitenkunde Infektionskrankh., Aht. I, Orig. 178, 
442 (1960). 
[29] F. Kaufmann, B. Jann, L .  Kruger, 0 .  Luderitz u. 0. West- 
phal, Zhl. Bakteriol., Parasitenkunde Infektionskrankh., Aht. I ,  
Orig. 186, 509 (1962). 
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zehnten ausarbeitete (Kauffmann-White-Schema), ha- 
ben wir aus den S-Formen von iiber hundert Salnzo- 
nella-Species die Lipopolysaccharide isoliert und die 
Zuckerbausteine ihrer Polysaccharid-Komponenten 
identifiziert [28,291. Abbildung 3 zeigt das Ergebnis der 
qualitativen Zuckeranalysen und sol1 lediglich einen 
Eindruck von der Vielfalt der gefundenen Zucker- 
kombinationen (Chemotypen) I281 vermitteln. Einige 
Polysaccharide enthalten bis zu acht verschiedene Mo- 
nosaccharide. 
Es fallt auf, da13 alle untersuchten Salmonella-Lipopoly- 
saccharide jeweils die folgenden funf Zuckerbausteine 
enthalten : KDO, Heptose, Galaktose, Glucose und 
Glucosamin, die wir als basale Zucker bezeichnet haben 
(in Abb. 3 mit schraffierten Kreisen bezeichnet). Zu 
diesen basalen Zuckern konnen die spezifischen Zucker 
in verschiedenen Kombinationen hinzutreten, wie Ga- 
laktosamin, Mannose, Fucose oder Rhamnose und die 
3,6-Didesoxyhexosen 1301 (Paratose, Abequose, Tyvelose 
oder Colitose). Die Kombination der basalen Zucker 
ohne spezifische Zucker entspricht dem Chemotyp I. 
Bei Salmonella-0-Antigenen wurden bislang die in Ab- 
bildung 3 zusammengestellten 17 verschiedenen Zucker- 
kombinationen (Chemotypen I bis XVI und XXV) auf- 
gefunden. Nimmt man die bisher analysierten spezifi- 
schen Polysaccharide aus S-Formen von E. coli hin- 
zu [31,321, so ergeben sich etwa 25 verschiedene Chemo- 
typen. Die Vielfalt an Heteropolysacchariden ist noch 
groDer, wenn man beriicksichtigt, dal3 bei gleicher qua- 
litativer Zusammensetzung die Zucker in verschiedenen 
0-Antigenen in unterschiedlicher Folge und auch in ver- 
schiedenen Bindungen vorliegen konnen. 
Der Mannigfaltigkeit der serologischen Spezifitaten von 
Salmonella-0-Antigenen, die ihren Ausdruck im Kauff- 
mann-White-Schema findet, entsyricht die Vielfalt der 
Strukturen in den polysaccharidischen Seitenketten. Die 
Abbildungen 4 und 5 sollen hiervon einen Eindruck ge- 
ben. In Abbildung 4 sind Oligosaccharid-Einheiten dar- 
gestellt, die durch Analyse von Partialhydrolysaten aus 
den Seitenketten von Polysacchariden mehrerer SaE- 
monella-Species aufgeklart wurden. Ihre Konstitution 
wurde von A.  M .  Staub und Mitarb. [19-21,331 bei den 
Salmonella-Gruppen B, D, E4 sowie von P.  W. Robbins, 
T. Uchida und S. E. Luria [341 bei den Gruppen El, E2 
und E 3  ermittelt. Die Seitenketten aller dieser Poly- 
saccharide besitzen die gleiche Zuckersequenz entlang 
der Kette, namlich Galaktose-Mannose-Rhamnose 
(Gal+Man-+Rha), wahrend die Bindungen verschieden 
und kurze Seitenketten vorhanden oder abwesend sein 
konnen. 
Jede Anderung in der Struktur dieser in der Kette sich 
wiederholenden Einheiten findet ihren Ausdruck in einer 
neuen serologischen Teilspezifitat, an Hand deren der 

[30] 0. Westphal t i .  0. Liideritz, Angew. Chem. 72, 881 (1960). 
[31] B. Junn, Dissertation, Universitxt Freibwg 1965. 
[32] F. Orskov, I. Orskov, K .  Jann 11. 3. Jam, Acia pathol. 
microbiol. scand. 1966, im Druck. 
[33] G. Bagdiun, 0. Liideritz u. A. M .  Sfaub, Ann. N.Y. Acad. 
Sci. 1966, im Druck. 
[34] T. Uchida, P. W. Robbins u. S. E. Luria, Biochemistry 2, 663 
(1963); P. W. Robbins u. T. Uchida, J. biol. Chemistry 240, 375 
(1965). 
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Struktur der sich wiederholenden Einheiten 

+GAL-(1+6)-MAN-(l+x)-RHA+ 
(hypothetisch) 

a-Abe 

-GAL-(1~6)-p-MAN-(I+4)-RHA+ 1: 

-.GAL-(I-.4)-P-MAN-(I~4)-RHA J.: 9 

+a-Ac-GAL-(I 4: +4)-P-MAN-( 4: I +4)-RHA + 

a-Abe 

a-Glc %-A be 

a-Tyv 

-1 
+GAL-(I+4)-MAN-(l+x)-RHA + 

a-Glc a-Tyv 

4: J. 
+a-GAL-(l +4)-MAN-(l+x)-RHA-+ 

Abb. 4.  Strukturell verwandte 0-spezifische Oligosaccharide (sich wie- 
derholende Einheiten) in Lipopolysacchariden verschiedener Sulnio- 
nellu-Species der Gruppen B, D, E [ I  1,33,34,36,801. 

betreffende Bakterienstamm charakterisiert wird und 
der eine individuelle Antigenformel entspricht, welche 
(im Kauffmann-White-Schema) schon festgelegt war, 
lange bevor diese Strukturen erkannt worden waren. 
Durch die genannten Arbeitskreise wurde in den letzten Jah- 
ren gefunden, daB verschiedene der in Abbildung 4 aufgefuhr- 
ten spezifischen Seitenkettenstrukturen durch lysogene Kon- 
version ineinander iibergehen konnen, mithin genetisch hau- 
fig in enger Beziehung stehen, obwohl sie verschiedenen, 
serologisch wenig verwandten Serogruppen angehoren kon- 
nen. So fiihrt die Infektion von Salmonella Uganda (0-An- 
tigenfaktoren 3, 10) rnit dem lysogenen Phagen €15 zur Kon- 
version in SaZmoneZZa newington (3, 15). Dieser Stamm geht 
seinerseits nach Infektion mit dem Phagen ~ 3 4  in S. illinois 
iiber [Faktoren (3), (15), 341. Die strukturellen Veranderun- 
gen an den entsprechenden Polysacchariden, welche von 
Robbins et at. [341 aufgekkart wurden, sind aus Abbildung 4 
zu ersehen. - Ein anderes Beispiel lysogener Konversion 
wurde von L. le Minor und A.  M .  Staub[33,351 bearbeitet. 
Salmonellen der Gruppen A, B und D werden nach Infektion 
mit dem Phagen 927 in neue Serotypen ubergefiihrt: 

Gruppe A: 2,12 Q27 2, 12,27A, 27 

Gruppe B: 4,12 Q27 4, 12,27B, 27 

Gruppe D: 9,12 2 ' 9 ,  12,27D, 27 

Chemisch Lndert sich dabei in allen drei Antigenen die glyko- 
sidische Verkniipfung von Galaktose zu Mannose in der 
ganzen Kette: 

a-Galaktose( I + 4)Mannose -> a-Galaktose(1 + 6)Mannose 

[35] L. le Minor, Ann. Inst. Pasteur 103, 684 (1962); A. M .  Staub 
u. N .  Forest, ibid. 104, 371 (1963). 
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Diese Veranderung hat das Auftreten der neuen Spezifitaten 
zur Folge. Auch die chemischen Veranderungen, welche zum 
Auftreten der Spezifitat 1 nach Infektion mit dem Phagen 
P22 fiihren, wurden von A . - M .  Staub und ihrem Arbeitskreis 
aufgeklart [361. 

Durch die in den Phagen-Nucleinsauren enthaltene biologi- 
sche Information sind viele der in Abbildung 4 aufgefiihrten 
Salmonella-Serotypen genetisch miteinander verbunden und 
bilden vielleicht eine Familie von Species, die bei der Evolu- 
tion der Salmonellen aus einer Urform rnit (Gal + Man + 
Rha)-Ketten hervorgegangen sind. 

Abbildung 5 zeigt, daB die spezifischen Ketten von Poly- 
sacchariden anderer Salmonella-Gruppen (z. B. G, N 
und U) aus anderen Zuckern aufgebaut sein konnen, 
hier z. B. aus Galaktosamin, Glucosamin, Galaktose, 
Glucose und Fucose. Die Konstitution der entsprechen- 
den Lipopolysaccharide hat A .  R. Simmons an unserem 
Institut erforscht 1371. Sie stehen hinsichtlich ihrer Zuk- 
kerzusammensetzung den menschlichen Blutgruppen- 
substanzen nah. G. F. Springer et al. [381 haben gezeigt, 
daB S. milwaukee starke Blutgruppen-B-Spezifitat be- 
sitzt. An der untersten Formel in Abbildung 5 sieht man, 
dalj diese Kreuzreaktion vermutlich auf die ct-Galakto- 
syl (1 +3) Galaktose-Gruppierung zuriickgefiihrt wer- 
den kann, welche nach W. T. J .  Morgan [391 in der Blut- 
gruppensubstanz B Trager der serologischen B-Spezifi- 
tat ist. 

Gk-( I +2)- 

P-Gal-(l+3)-GalNAc-(l+3)-GalNAc+Fuc 
S. friedenau 

Glc 

P-Glc-(l+3)-GalNAc + Fuc 
4: 

S.  godesberg 

a-Gal 

~-Gal-(l+3)-GalNAc-(l+3)-GlcNAc-(l+4)-Fuc 
4: 

S.  milwaukee 

Abb. 5 .  0-Spezifische Oligosaccharide in Lipopolysacchariden der 
Gruppen G (S. friedennu), N (S. godesberg) und U (S. milwaukee) [37]. 

In Abbildung 4 und 5 sind Oligosaccharid-Einheiten auf- 
gezeichnet, die aus Partialhydrolysaten der entsprechen- 
den Lipopolysaccharide isoliert wurden. Wie die Oligo- 
saccharide der Abbildung 5 in die Kette eingebaut sind, 
mit welchem Zucker die Kette beginnt und iiber die 
Kettenlange wissen wir bislang nichts. Dagegen sind die 
in Abbildung 4 dargestellten Oligosaccharide in der an- 
gedeuteten Weise verkniipft. Glucose und die 3,6-Di- 
desoxyzucker bilden Seitenketten. Der erste Zucker der 
0-spezifischen Kette ist Galaktose. Die isolierten, che- 
mischen Einheiten Gal+Man+-Rha sind somit ver- 
schieden von den biologischen Einheiten (Man+Rha-+ 
Gal) [403. 

[36] B. A .  D .  Stocker, A .  M .  Staub, R.Tinelli u. B. Kopacka, 
Ann. Inst. Pasteur 98, 505 (1960). 
[37] D. A .  R .  Simmons, 0.  Liideritz u. 0. Westphal, Biochem. J. 
97, 807, 815, 820 (1965). 
[38] G .  F. Springer, P.  Williamson u. W .  C.  Brandes, J. exp. Med. 
113, 1077 (1961). 
[39] V.  P.  Rege, T .  J. Painter, W .  M .  Watkins u. W. T. J.  Mor- 
gan, Nature (London) 200, 532 (1963). 
[40] H. Nikaido, Y.Naide u. P .  H. Mukela, Ann. N.Y. Acad. 
Sci. 1966, im Druck. 

Es diirfte von groBem Interesse sein, die Struktur der 
sich wiederholenden Oligosaccharid-Einheiten mog- 
lichst vieler 0-Antigene von Salmonella-S-Formen, wie 
auch derjeriigen anderer Genera, kennenzulernen. Bei- 
spielsweise haben B. Jam et al. [31,321 bei der verglei- 
chenden Analyse vieler E. coli-Species gefunden, daB 
14 nicht-kreuzreagierende Coli-Stamme 0-Antigene 
vom Chemotyp I (nur basale Zucker) und 17 Stamme 
solche vom Chemotyp VII (basale Zucker plus L-Rham- 
nose) bilden. Diese Stamme rnit chemotypisch gleichen 
Polysaccharid-Antigenen mussen strukturell verschie- 
dene Seitenketten haben. 

Die S+R-Mutation 

Es ist seit langem bekannt, daI3 die Wildformen von 
Enterobacteriaceen spontan mutieren konnen. Die mu- 
tierten Stamme werden leicht erkannt, weil sie im all- 
gemeinen rauhe, flache Kolonien (R-Formen) auf Agar 
bilden, wahrend die Mutterstamme in glatten, glanzen- 
den Kolonien (S-Formen) wachsen [31. Mit dem Wechsel 
in der Kolonieform ist der Verlust einiger biologischer 
Eigenschaften verbunden. R-Mutanten haben die sero- 
logische 0-Spezifitat des Ausgangsstammes verloren; 
sie agglutinieren im allgemeinen nicht in dessen 0-Anti- 
serum. In fliissigen Nahrmedien zeigen R-Formen hau- 
fig Spontan-Agglutination. Relativ zu den Wildformen 
(S-Formen) sind die R-Mutanten weniger oder nicht 
pathogen; sie werden im hoheren Organismus rasch 
phagocytiert und intrazellular abgetotet. R-Mutanten 
synthetisieren jedoch auch ein Zellwand-Lipopoly- 
saccharid, welches rnit Phenol/Wasser extrahiert wer- 
den kann [41,421 und das sich im Tier im allgemeinen als 
ebenso wirksames Endotoxin wie das Lipopolysaccha- 
rid aus der zugehorigen S-Form erweist. 
Wegen des Verlustes der serologischen 0-Spezifitat bei 
der S+R-Mutation war anzunehmen, daI3 R-Lipopoly- 
saccharide sich in ihrer Konstitution von den entspre- 
chenden 0-spezifischen S-Lipopolysacchariden unter- 
scheiden. F. Kauffmann hat, ausgehend von etwa 25 ver- 
schiedenen Salmonella-S-Formen rnit 0-Antigenen nahe- 
zu aller Chemotypen (vgl. Abb. 3), R-Mutanten isoliert, 
aus welchen wir das jeweilige Lipopolysaccharid extra- 
hierten [421. Das Ergebnis der Zuckeranalyse dieser R- 
Lipopolysaccharide kann in einfacher Weise aus Abbil- 
dung 3 ersehen werden. Im Gegensatz zur Vielfalt der 
Zuckerkombinationen (Chemotypen) in den Lipopoly- 
sacchariden der S-Formen enthielten die Lipopoly- 
saccharide der R-Mutanten nur die basalen Zucker (in 
Abb. 3 schraffiert markiert), gleichgiiltig welchem 
Chemotyp die S-Form angehorte. Die spezifischen 
Zucker der Lipopolysaccharide der Wildformen sind in 
den entsprechenden R-Lipopolysacchariden verschwun- 
den. Die Vielfalt im Aufbau der 0-Antigene ist nach 
S+R-Mutation durch ein sehr gleichformiges Bild er- 
setzt : die untersuchten R-Antigene gehoren alle dem 
Chemotyp I (mit nur basalen Zuckern) an [4*1. 

[41] 0. Wesrphal u. 0. Luderitr, 6 .  Int. Kongr. Microbiol. 2, 22 
(1953). 
1421 F. Kauffmann, L. Kriiger, 0. Luderitz u. 0. Westphal, Zbl. 
Bakteriol., Parasitenkunde Infektionskrankh., Abt. I ,  Orig. 182, 
57 (1961). 
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Zwei Tatsachen erschienen uns von Bedeutung: 1. da13 
Salmonella-0-Antigene neben den spezifischen Zuckern 
ohne Ausnahme stets die gleichen fiinf basalen Zucker 
enthalten, und 2. daD die gleichen funf Zucker die Lipo- 
polysaccharide der untersuchten R-Mutanten aufbauen. 
Hiervon leiteten wir - und unabhangig H. Nikaido [441 - 
die Arbeitshypothese ab [421431, daR die Polysaccharide 
der R-Formen moglicherweise in den Polysacchariden 
der S-Formen als Kern vorgebildet sind (siehe dazu 
Abb. 2). 
Danach wurden 0-Antigene aus dem Kernpolysaccharid rnit 
den funf basalen Zuckern und den 0-spezifischen Seiten- 
ketten bestehen. Die Seitenketten machen den Hauptteil des 
Gesamtmolekuls aus ; das basale Kernpolysaccharid ware 
allen 0-Antigenen als unterliegende Struktur gemeinsam. 
Wenn bei einer enterobakteriellen Wildform die Biosynthese 
der 0-spezifischen Seitenketten durch Enzymblock - auf 
Grund einer Mutation - gestoppt ist, kame es nur zur Syn- 
these des Kerns, welcher demnach das R-spezifische Poly- 
saccharid der R-Mutanten darstellen wurde. Uberdies ware 
plausibel, daB die Polysaccharide von R-Formen keine 
Zuckerbausteine enthalten, die nicht auch in der S-Form 
vorhanden sind. 

Diese Vorstellung vom ubiquitaren basalen Polysaccha- 
rid und von den spezifischen Seitenketten ist zwar noch 
nicht endgultig als allgemeines Bauprinzip bewiesen 
worden, fur Salmonellen inzwischen jedoch weitgehend 
akzeptiert. Zur Fundierung dieser Modellvorstellung 
(Abb. 2) koimten wir die in den folgenden Abschnitten 
mitgeteilten Befunde beitragen. 

R 

Serogruppen 

RI- und RII-spezifische Polysaccharide 

Lipopolysaccharid aus Menge Lipopolysaccharid notwen- 
dig zur Hemmung der Antikorper 

SaImonelIa Serotyp gegen 
S .  minnesofa RI 1 S.  inverness RII 

Wie oben gezeigt, sind die Lipopolysaccharide aus R- 
Formen von Salmonellen chemisch sehr uniform. Alle 
untersuchten R-Lipopolysaccharide bestanden aus den 
fiinf basalen Zuckern KDO, Glucosamin, Heptose, 
Galaktose und Glucose. Dieser chemischen Uniformi- 
tat entspricht eine groBe serologische Uniformitat. Die 
R-Lipopolysaccharide, welche die 0-Spezifitaten der 
Wildformen verloren haben, zeigen untereinander 
starke serologische Kreuzreaktionen [3,451. In Hamag- 
glutinations-Hemmungsversuchen 1451 zeigte es sich, 
dab R-Lipopolysaccharide auf Grund ihrer serolo- 
gischen Reaktivitat rnit zwei R-Antiseren in zwei 
serologische Gruppen eingeteilt werden konnen (Tab. 1). 
Zur Durchfuhrung der passiven Hamagglutination [46,471 

fixiert man vorbehandelte (Hitze oder schwaches Alkali) 
Lipopolysaccharide an  der Oberflache von Erythrocyten. 
Inkubiert man die so sensibilisierten Blutkorperchen rnit An- 
tiseren, die man durch Immunisierung von Kaninchen gegen 
das betreffende Bakterium herstellt, so werden die Erythro- 
cyten agglutiniert. Diese Reaktion wird gehemmt, wenn man 
dem agglutinierenden System serologisch identische oder 
kreuzreagierende Lipopolysaccharide zusetzt, die dann rnit 

[43] 0. Liideritz, F. Kaufftnann, H. Stierlin u. 0. Westphal, Zbl. 
Bakteriol., Parasitenkunde Infektionskrankh., Abt. I, Orig.279, 
180 (1960). 
[44] H. Nikaido, Proc. nat. Acad. Sci. USA 48, 1542 (1962). 
[45] I.  Beckmann, 0.  Liideritz u. 0. Westphal, Biochem. Z .  339, 
401 (1964). 
[46] E. N e f e r ,  Bacteriol. Rev. 20, 166 (1956). 
[47] E. Neter,  0. Westphal, 0. Luderitr u. E. A .  Gorzynski,  Ann. 
N .Y.  Acad. Sci. 66, 141 (1956). 

Tabelle 1.  Serologische Klassifizierung von Salmonella-R-Lipopoly- 
sacchariden (Hamagglutinationshenimungstest) [45 ] .  

S .  herlin R 
S. hergen R 
S. minnesota R 
S .  worthington R 
S. monschaui R 

S. lyphimurium R 
S. hvittingfoss R 
S .  inverness R 
S. typhi R 
S .  minnesofa R 
S. hinra R 
S. tel-aviv R 
S. weslaco R 
S. poona R 
S. bareilly R 
S.  paratyphi C R 
S. paratyphi A R 
S .  newport R 
S.aberdeen R 
S .  greenside R 
S.  deversoir R 
S. dugbe R 
S .  cerro R 
S .  dahleni R 
S. djakarfa R 

>250 @g/ml 

0,5 bis 4 wg/ml 

dem Antiserum reagieren, so daB die Hamagglutination aus- 
bleibt. Diese Hemmungsreaktion ist hochspezifisch und kann 
mit pg-Mengen an Antigenen durchgefiihrt werden. 

Die erste Gruppe von R-Lipopolysacchariden hemmt 
das Antiserum, welches rnit einer R-Mutante aus Sal- 
monella minnesota erhalten worden war (System I); die 
zweite Gruppe hemmt ein Salmonella inverness-R-Anti- 
serum (System 11). Auf Grund ihrer serologischen Spe- 
zifitaten konnten die R-Lipopolysaccharide der Sero- 
gruppe R I oder R I1 zugeordnet werden. 

Bei den analysierten Salmonella-R-Mutanten reduziert 
sich also die groBe serologische Vielfalt, wie sie im 
Kauffmann-White-Schema durch zahlreiche O-Antigen- 
faktoren (Spezifitaten der S-Formen) und ihre Kombi- 
nationen ausgedruckt ist, auf einige wenige R-Spezifi- 
taten. 

Zunachst hatten wir angenommen, daB die S+R-Muta- 
tion bei einigen Salmonella-Species aus unbekannten 
Grunden zu RI-Mutanten, bei anderen zu RII-Mutan- 
ten fuhren wurde, daB also das Ergebnis der Mutation 
durch Eigenschaften der Wildform festgelegt sei. Dann 
isolierte F. Kauffmann jedoch eine zweite R-Mutante 
von Salmonella minnesofa, die sich serologisch von der 
friiher erhaltenen RI-Form unterschied : ihr Lipopoly- 
saccharid ergab die Zugehorigkeit zur RII-Gruppe. Zur 
gleichen Zeit isolierte auch B. A.  D .  Stocker[48.501 in 
London RI- und RII-Mutanten von Salmonella typhi- 
murium, und seither nehmen wir an, daB jede Salmonella- 
Species prinzipiell Mutation sowohl zu RI als auch zu 
RII erleiden kann. 

In Rekombinationsversuchen mit colicinogenen Stam- 
men konnten T. V. Subbaiah und B. A .  D. Stocker c481 

zeigen, daI3 bei S. typhimurium die Mutation zu R-Mu- 

[48] T.  V. Subbaiah u. B. A. D.  Stocker, Nature (London) 201, 
1298 (1964). 
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tanten der Serogruppe RI am Gen-Ort rou A stattfindet, 
wahrend bei der Mutation zu RII-Mutanten der Gen- 
Ort rou B betroffen ist. Die weiteren Versuche ergaben, 
daI3 der Locus rou A fur die Biosynthese des Kernpoly- 
saccharids, der Locus rou B fur die Biosynthese der 
0-spezifischen Ketten wesentlich ist t491. 

Die Erforschung der chemischen Struktur sowie der Bio- 
synthese von RI- und RII-spezifischen (Lip0)Polysaccha- 
riden, ihre Beziehung zueinander und zum (Lip0)Poly- 
saccharid der S-Form ist inzwischen von mehreren Ar- 
beitskreisen aufgenommen worden. Wir haben uns vor 
allem mit der vergleichenden Analyse der S-Form von 
Salmonella niinnesota und den daraus isolierten Mutan- 
ten S. minneJota RI und RII befaat. S. minnesota ge- 
hort zur 0-Gruppe L. Neben dem Hauptantigen 21 be- 
sitzt es den schwach ausgebildeten Faktor 26 [31, welcher 
auf Grund einer Kreuzreaktion mit Species der Gruppe 
El (z. B. S. Zondon) mit den Faktoren 3, 10 eingefuhrt 
wurde. Die Formeln lauten daher: S. minnesota 21, 26 
und S. london 3, 10, 26. Der Faktor 26 wurde 
nicht in  das Kauffmann-White - Schema aufgenommen. 
S. nzinnesota-Lipopolysaccharid enthalt auf3er den 
basalen Zuckern Galaktosamin als spezifischen Zucker- 
baustein [2*1. 

Zur Aufklarung der chemischen Struktur des 
0-Antigens und der R-Antigene von S. minnesota 
wurden Partialhydrolysen durchgefiihrt und Oligo- 

Das RII-Polysaccharid 

Von den aufgefiihrten RII-Oligosacchariden konnen 
funf Teilstucke zu einem Pentasaccharid rekombiniert 
werden. Dieses Pentasaccharid hat die Struktur einer 
N-Acetylglucosaminyl-glucosyl-galaktosyl-glucose mit 
einem ~ ( 1 4 6 )  gebundenen Galaktosyl-Rest in der Sei- 
tenkette und Glucose als reduzierendem Ende. Die pro- 
visorische Formel fur das RII-Polysaccharid (Abb. 6, 
unten) enthalt Einheiten dieses Pentasaccharids an 
Heptose gebunden. Die Forrnel basiert u. a. auf Unter- 
suchungen von H. Nikaido an anderen Mutanten [521, 

der ein Glucose-Heptose-OIigosaccharid isoliert hat. 
Kuriki und Kirrahashi [52al haben kurzlich aus demLipo- 
polysaccharid einer Mutante, der UDP-Glucose fehlt, 
Oligosaccharide isoliert , die aus 10 Heptose-Einheiten 
und einer (reduzierten) KDO-Einheit bestehen. Damit 
ist bewiesen, daf3 ein TeiI der Heptosen in glykosidischer 
Bindung (wahrscheinlich 1 + 2) vorliegt. 

Das RI-Polysaccharid 

Ein ahnlicher Satz von Oligosacchariden, denen jedoch 
das terminale N-Acetylglucosamin fehlt, wurde aus dem 
Partialhydrolysat von S. rninnesota-RI-Lipopolysaccha- 
rid erhalten (Abb. 6). Hieraus lafit sich die Formel des 

-~ 
Oligosaccharide aus den Lipopolysacchxriden von S. rninnesotn 

S 

$-Gal-l-23-GalNAc 
u-Gal->P-Gal- I +3-GalNAc 

K-GlcNAc 
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a-GlcNAc 
j. 

ar-Gal -f Gal + GalNAc+GalNAc 

E-GIcNAc 
j. 

[a-Gal + $-Gal-l ->3-GalNAc > GalNAc]x 

0-spezifische K e t k  
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Glc 

u-Gal 
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Abb. 6. Mogliche Struktur  yon Oligosacchariden BUS S. minnesota-s-, -RI- und -RIl-Lipopolysacchariden (oben) sowie hypothetische 
Formel  des 0-spezifischon Polysaccharids (unten) [ 5  I ,  531. 

saccharid-Spaltstiicke isoliert und analysiert. ln Ab- 
bildung 6 sind die aus dem RI- und RII- sowie aus 
dem S-Lipopolysaccharid erhaltenen Oligosaccharide 
aufgefuhrt 1511% 

[49] P. H. Mekelu, J .  gen. Microblol. 41, 57 (1965). 
[SO] I. Beckmnnn, T. V .  Subbainlr u. B. A .  D. Stockrr, Nature 
(London) 201, 1299 (1964). 

[51] I .  CV. Sutherland, 0. Liideritz u. 0. Westphal, Biochern. J. 
96, 439 (1965). 

RI-Polysaccharids rekonstruieren, welche in Abbil- 
dung 6, unten, als Teil der RII-Formel aufgezeichnet ist. 
Es ergibt sich, daf3 das RI-Polysaccharid von S. minne- 
sota gegeniiber demjenigen aus RII lediglich um die ter- 
minale nicht-reduzierende Glucosamin-Einheit armer 
ist, oder daB RII aus RI chemisch hervorgeht, wenn 
man an den nicht-reduzierenden terminalen Glucose- 

~ 

[52] H. Nikaido, Biochemistry 4, 1550 (1965). 
[52a] Y. Kuriki u. K. Kurahashi, J. Biochem. (Tokio) 58,308 (1965). 
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Rest in RI  die Glucosamin-Einheit anfugt (Abb. 6). So- 
mit verhalt sich das RI-spezifische Polysaccharid wie die 
Vorstufe zur RII-Struktur. 
Wir haben auch die Lipopolysaccharide der RII-Mu- 
tanten von S. typhimurium, S. inverness und S. poona 
untersucht. In den Partialhydrolysaten dieser drei RII- 
Lipopolysaccharide haben wir die gleichen Oligosaccha- 
ride wie im S. miiznesota-RII-Lipopolysaccharid gefun- 
den. Das zeigt, daR RII-Lipopolysaccharide verschiede- 
ner Herkunft nicht nur serologisch iibereinstimmen, son- 
dern auch chemisch gleichartig zusammengesetzt sind. 

Das 0-spezifische Polysaccharid der Wildform 

Aus dem Lipopolysaccharid der S-Form (Wildform) 
von S. minnesota hat H. Schulte-Holthausen in unserem 
Institut 15 verschiedene basische und neutrale Oligo- 
saccharide isoliert [531. Bislang sind jedoch nur die vier 
in Abbildung 6, links, gezeigten soweit gereinigt worden, 
daD Analysen durchgefiihrt werden konnten (Zucker- 
bestimmungen vor und nach Borhydrid-Reduktion, 
Morgan-Elson-Reaktion, Spaltversuche rnit Glykosi- 
dasen). Die wiedergegebenen Formeln sind noch nicht 
endgultig gesichert, doch spielt a-gebundenes N-Acetyl- 
glucosamin sicher die Rolle eines spezifitatsbestimmen- 
den immunodominanten [I11 Zuckers im Antigenfak- 
tor 21 [54J, wahrend a-gebundene Galaktose moglicher- 
weise fur die Spezifitat des Antigenfaktors 26 wesentlich 
ist [341. Die im unteren linken Teil der Abbildung 6 aus 
den Strukturen der Oligosaccharid-Spaltstiicke rekon- 
struierte Formel ist provisorisch. Wir konnen jedoch 
annehmen, daR diese oder ahnliche Oligosaccharide als 
sich wiederholende Einheiten die langen Ketten des 
0-Antigens von S. minnesota bilden. 
Wenn die RI-Struktur eine Vorstufe der RII-Struktur 
ist, und wenn die RII-Struktur bei allen Salmonellen die 
gleiche ist, konnte man annehmen, daD das RII-Lipo- 
polysaccharid die ubiquitare basale Struktur darstellt, 
an welche die spezifischen Seitenketten mit den sich wie- 
derholenden Oligosaccharid-Einheiten gebunden sind, 
die den S-Formen ihre 0-antigene Spezifitat verleihen. 
Dann miiBte es moglich sein, durch Partialhydrolyse aus 
0-antigenen Lipopolysacchariden der Wildformen we- 
nigstens geringe Mengen oligosaccharidischer RI- und 
RII-Spaltprodukte - entsprechend Abbildung 6 - zu 
isolieren.Tatsach1ich geiang es H.SchuZte-Holthausen 1537, 

aus Partialhydrolysaten des Lipopolysaccharids vom 
S. minnesota-0-Antigen neben den 0-spezifischen ga- 
laktosamin-haltigen Oligosacchariden, drei glucose-hal- 
tige Oligosaccharide zu isolieren, die sich als identisch 
erwiesen mit den glucosamin-haltigen (in Abb. 6 darge- 
stellten) Di-, Tri- und Tetrasacchariden aus dem RII- 
Lipopolysaccharid. Ahnlich konnte D. A .  R. Simmons 
R-spezifische Oligosaccharide aus drei weiteren O-An- 
tigenen von Salmonellen isolieren 1371. 

In einer anderen Serie von Experimenten haben wir verschie- 
dene Lipopolysaccharide von Salmonella-S-Formen der mil- 

[53] H. Schulte-Holtha/~sen, Dissertation, Universitzt Freiburg, 
in Vorbcreitung. 
1541 0. Luderit:, H. R.  Risse, H .  Schulte-Holthauseri, J .  L. Stro- 
winger, I .  W. Sutherland 11. 0. Westphnl, J. Bacteriol. 89, 343 
:1965). 

den Saurehydrolyse unterworfen und die Partialhydrolysate 
auf ihre Hemmwirkung gegenuber R1- und RII-Anti- 
seren im Hamagglntinations-Hemmungstest gepruft [551. Da- 
bei ergab sich, dal3 auch von den Lipopolysacchariden hohe- 
rer Chemotypen im Lauf der Hydrolyse RI-spezifische Struk- 
turen freigelegt werden. RII-Strukturen konnten auf diese 
Weise nicht nachgewiesen werden, vermutlich weil die RII- 
Struktur gegen Slure empfindlicher ist als die RI-Struktur. 
Bemerkenswert ist, dal3 bei der Partialhydrolyse eines serolo- 
gisch kreuzreagierenden Coli-Stamms (Vergleich von Sal- 
monella adelaide mit E. coli 0 111,  deren 0-Antigene chemo- 
typisch identisch sind: Basalzucker plus Colitose [561) zu kei- 
ner Zeit RI- oder RII-Strukturen serologisch nachweisbar 
wurden [551. Ob der Aufbau von Coli-Polysacchariden prin- 
zipiell von dem der Salmonella-Polysaccharide verschieden 
ist, muB durch Versuche an weiteren Coli-Stammen geklart 
werden. Immerhin gibt es einige Coli-0-Antigene, welche 
keine Galaktose enthalten [31* 321, oder auch einige Shigellen 
ohne Glucoser571, die bei Salmonellen zu den basalen 
Zuckern gehoren und an den RI- und RII-Strukturen teil- 
haben (Abb. 2 und 6).  
Die oben geschilderten Ergebnisse sprechen dafiir, daB 
das RII- (und R1)-Polysaccharid bei Salmonellen eine 
unterliegende Struktur und ein Bestandteil des jeweiligen 
0-antigenen Lipopolysaccharids der Wildform (S-Form) 
ist. 

Biochemische Untersuchungen an R-Mutanten 

Auf Grund von Untersuchungen uber Verlustmutanten 
bei Salmonellen, welche insbesondere H. Nikaido et 
al. [449581 in Boston durchgefiihrt haben, konnte ange- 
nommen werden, daB bei der S+R-Mutation in den re- 
sultierenden RII- und RI-spezifischen Salmonella- 
Stammen Enzymdefekte eintreten. Ein erster Einblick 
in den Mechanismus der S+RII- und S-+RI-Mutation 
bei S. minnesota wurde erhalten, als wir die drei Stiimme 
S, RII und RI  hinsichtlich ihrer Enzymausrustung pruf- 
ten, welche fur die Biosynthese des 0-Antigens der S- 
Form notwendig ist. 
Die Biosynthese der 0-spezifischen Polysaccharide ver- 
lauft nach bisherigen Kenntnissen in zwei Stufen: die 
aktivierten Monosaccharide werden in Form ihrer 
Nucleosiddiphosphat-Derivate synthetisiert. Die daran 
beteiligten Enzyme faBt man als Synthetasen zusammen. 
In zweiter Stufe werden die Zuckerreste durch spezifi- 
sche Transferasen auf das wachsende Polysaccharid 
ubertragen L59-611. 

Das S.  minnesota-0-Antigen enthalt auBer den basalen 
Zuckern zusatzlich Galaktosamin, und dieser Zucker 
ist es, der als einziger in den Lipopolysacchariden der 
R-Mutanten fehlt. 
Galaktosamin wird in den Bakterien aus Glucosamin unter 
der Wirkung einer 4-Epimerase gebildet, welche UDP-N- 

[55] 0. Luderit:, I. Beckmann u. 0. Westphal, Biochem. Z. 339, 
416 (1964). 
[56] 0. Westphal, F. Kaufftnann, 0. Luderitz u. H. Stierlin, Zbl. 
Bakteriol., Parasitenkunde Infcktionskrankh., Abt. 1 ,  Orig. 179, 
336, (1960). 
[57] W. T .  J. Morgan, HeIv.chim. Acta 2/,469(1938); D. A .  L .  Da- 
vies, W. T. J.  Morgan u. R .  R. Record, Biochem. J. 60,290 (1955). 
[58] H. Nikaido, K.  Nikaido, T. V. Subbaiah u. B. A .  D. Stocker, 
Nature (London) 201, 1301 (1964). 
[59] L. F. Leloir, Biochem. J. 91, 1 (1964). 
[60] V. Ginsburg, Adv. Enzymology 26, 35 (1964). 
[61] M. J. Oshorn, S. M. Rosen, L. Rothfihld, L. D. Zeleznick u. 
B. L. Horecker, Science (Washington) 145, 783 (1964). 
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Acetylglucosamin in UDP-N-Acetylgalaktosamin umwandelt. 
Wir haben dieses Enzym in der S-Form und in den beiden 
R-Formen von S. minnesota bestimmtrs41 (Abb. 7 ) .  Dazu 
wurde [14C]-UDP-N-Acetylglucosamin dargestellt und mit 
zellfreiem Extrakt aus S- und R-Zellen inkubiert. Entspre- 
chende Proben dienten als Kontrolle. Die Ansatze wurden 
anschlieRend hydrolysiert, die freien N-Acetylhexosamine auf 
borat-behandeltem Papier chromatographisch getrennt und 
die Verteilung der Radioaktivitlt bestimmt. Es wurde gefun- 
den, daR Inkubation von radioaktivem UDP-N-Acetyl- 
glucosamin rnit S- und RI-Extrakt zur Bildung von Galak- 
tosamin fuhrt, wahrend im RII-Extrakt kein Galaktosamin 
entsteht. Der RII-Stamm ist daher eine Mutante, der die 
UDP-Acetylglucosamin-CEpimerase fehlt. Wir nehmen an, 
daR das Unvermogen, Galaktosamin in Form von UDP-N- 
Acetylgalaktosamin zu synthetisieren, die Ursache fur den 
Syntheseblock am Zellwandpolysaccharid ist, so daR dessen 
Biosynthese auf der Stufe der RII-Struktur stehen bleibt. 

Son i kat 

4 

.1 
Chromatographie auf 

borat - behandeilem Papier 

Messung der Radioaklivitat 

Start GaiNAC GlcNAc 

Abb. 7. Nachweis von UDP-N-Acetylglucosamin-4-Epimerase i n  
S. minnesofa-S-, -RI- und RII-Formen [54]. 

Andere RII-Mutanten, welche ebenfalls durch einen 
Defekt in der Synthese eines Zuckers der Seitenkette im 
0-Antigen charakterisiert sind, konnten aus S. typhi- 
murium-Kulturen isoliert werden, so etwa eine Mu- 
tante, die TDP-Rhamnose nicht bilden kann 1581, und 
eine Mutante, die keine GDP-Mannose bildet [61,6*1. 

Die RI-Mutante von S. minnesotu enthalt dagegen UDP- 
Acetylglucosamin-Epimerase und kann daher Galak- 
tosamin bilden. Jedoch wird hier Galaktosamin in das 
Zellwand-Lipopolysaccharid nicht eingebaut, weil durch 
tieferliegenden Biosyntheseblock (Rl erscheint als Vor- 
stufe von RII) das Substrat fur den Galaktosamin-Ein- 
bau nicht vollstandig synthetisiert wird. 

Das 0-spezifische Polysaccharid-Hapten 
in RI-Mutanten 

Ein weiterer wichtiger Befund war die Entdeckung von 
0-spezifischem Polysaccharid in RI- Mutanten durch 
I .  Beckmann t501 an unserem Institut. 
Zur Gewinnung der Lipopolysaccharide werden die 
Zellen meist rnit Phenol/Wasser extrahiert 1171 (Abb. 8) 

~ 

1621 L. D. ZelezniLk, S. M. Rosen, M .  Sullnmrsh-Aridrew, M .  J .  
Osbonz u. B. L. Horecker, V1. Internat. Congr. Biochem., New 
York 1964, Abstr. VI/Y125. 

und der waiDrige Rohextrakt anschliel3end bei 100000 g 
zentrifugiert. Das Lipopolysaccharid wird als Sediment 
erhalten, wahrend sich im Uberstand hauptsachlich 
Nucleinsaure befindet. Bei der Aufarbeitung des uber- 
standes eines Extraktes aus S. typhimurium RI fand 
I .  Beckmann 1501 ein Polysaccharid, welches die fur das 
0-antigene Lipopolysaccharid der Wildform charak- 
teristischen Zucker Mannose, Rhamnose und Abequose 
(siehe Abb. 3, Chemotyp XIV), jedoch keine Heptose, 
enthielt und das rnit S.  typhimurium-0-Antiserum spezi- 
fisch pracipitierte. Wahrend das RI-Bakterium an der 
Zelloberflache also nur die serologische Rl-Spezifitat 
erkennen lafit, bildet eszusatzlich ein relativ nieder- 
rnolekulares Polysaccharid rnit der 0-Spezifitat der 
Wildform. 
Als S. minnesota-RI-Zellen nach Phenol/Wasser-Extrak- 
tion aufgearbeitet wurden, ergab die Analyse des in der 
Ultrazentrifuge erhaltenen Uberstandes des waI3rigen 
Extraktes die Anwesenheit betrachtlicher Mengen von 
gebundenem Galaktosamin in undialysierbarer Form. 
Dieser Zucker fehlt im Lipopolysaccharid der RI-Mu- 
tante vollstandig und ist spezifisch fur die Seitenkette 
des Lipopolysaccharids der 0-antigenen Wildform. Es 
konnte gezeigt werden [541, da13 Galaktosamin hier in 
der Tat Baustein eines Polysaccharids mit der O-Spezi- 
fitat der S. minnesotu-Wildform ist, welches rnit S. min- 
nesota-0-Antiserum pracipitiert. 
Man findet also bei RI-Mutanten von Salmonellen ver- 
schiedener Serogruppen (B und L) R-Lipopolysaccha- 
ride in der Zellwand und daruberhinaus ein O-spe- 
zifisches Polysaccharid. Dieses Polysaccharid, welches 
vermutlich die isolierte Seitenkette des 0-Antigens 
darstellt, ist fur sich am Kaninchen nicht antigen, 
also ein typisches Hapten. - Bei RII-Zellen ist ein 0- 
spezifisches Polysaccharid-Hapten dagegen niemals ge- 
funden worden. 

I Getrocknete Bakterien 
(RI-Mutante) 

I m s E S t  
’ Phenol/Wasser- 

.1 Extraktion 
I Wasserloslicher Extrakt I 

‘Ultrazentri fugation 

-1 Uberstand S4irnent-J 

Li popolysaccharid 

4- RNS 

Abb. 8. Schema derPhenol/Wasser-Extraktion von RI-Mutanten [17,501 

Daraus kann man schliefien, da13 bei RI-Mutanten ein 
Defekt in der Biosynthese der kompletten RII-Struktur 
vorliegt. Die RII-Struktur erscheint als Substrat fur den 
Einbau der 0-spezifischen Seitenketten, d. h. der sich 
wiederholenden 0-spezifischen Oligosaccharid-Einhei- 
ten. Bei RII-Mutanten liegt offenbar ein Block 
in der Biosynthese eines der Zucker der Seitenkette 
oder in seiner Ubertragung vor. In RI-Mutanten ist die 
Fahigkeit zur Bildung der spezifischen Seitenketten 
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erhalten, doch fehlt das notwendige Substrat - die 
komplette RII-Struktur (Abb. 6) rnit terminalem 
N-Acetylglucosamin -, so da13 die Seitenketten zwar syn- 
thetisiert, aber nicht in das Zellwand-Lipopolysaccha- 
rid eingebaut werden, da dessen Biosynthese nach Errei- 
chung der RI-Struktur aufhort. 

Weitere R-Formen 

Wenn die geschilderten Vorstellungen iiber die S+R- 
Mutation bei Enterobacteriaceen richtig sind, so mu13 
gefordert werden, daB neben RII- und RI-Mutanten 
weitere Mutanten existieren, welche sich von den be- 
schriebenen durch ein noch unvollstandigeres R-Anti- 
gen (R-Lipopolysaccharid), also durch Syntheseblock 
auf einer noch friiheren Stufe unterscheiden. Das voll- 
standige bakterielle Zellwand-Lipopolysaccharid wird 
ja in vielen Syntheseschritten aufgebaut, an denen zahl- 
reiche Synthetasen und Transferasen beteiligt sind. Die 
Bildung jedes dieser Enzyme ist genetisch kontrolliert, 
und prinzipiell kann jedes Enzym durch eine Mutation 
betroffen sein. So sollte es theoretisch moglich sein, jede 
Stufe der (Lipo)Polysaccharid-Biosynthese durch Iso- 
lierung einer Mutante nachzuweisen, die gerade auf 
dieser Stufe durch einen Enzymdefekt blockiert ist. 
Tatsachlich sind vor einigen Jahren, besonders von ja- 
panischen Forschern, einige derartige Verlustmutanten 
von S. typhimurium beschrieben worden. 
So hat zuerst H. Nikaido [44,63,641, basierend auf Unter- 
suchungen von H. Kalckar et al. [65,661, eine Mutante 
beschrieben, der die UDP-Galaktose-4-Epimerase fehlt 
und die daher auf Glucose-Nahrboden keine Galaktose 
bilden kann, weil die Reaktion 

\ UDP-Gal UDP-Glu 4-Epirnerase 
v]/- 

blockiert ist. Bei dieser M-Mutante hort die Biosynthese 
des Zellwand-Lipopolysaccharids da auf, wo (bei der 
Wildform) der erste Einbau von Galaktose erfolgt. Die 
Lipopolysaccharide der M-Mutante enthalten nur 
(Lipoid)-Glucosamin, KDO, Heptose und Glucose. - 
Spater beschrieben T. Fukasawa et al. [671 eine Mutante, 
bei welcher der ubergang von Glucose-1-phosphat in 
UDP-Glucose durch Ausfall des Enzyms UDP-Glu- 
cose-Pyrophosphorylase blockiert ist. Diese Mutante 
bildet lediglich die Heptosephosphat-Grundkette rnit 
KDO und Lipoid A, und schon der Einbau von Glucose 
ist gestoppt, weil die Zelle keine aktivierte Glucose syn- 
thetisieren kann. 
Mutanten ohne UDP-Galaktose-4-Epimerase (M-Mutanten) 
oder ohne UDP-Glucose-Pyrophosphorylase sind spater aus 
Kulturen von Sulmonella- (und E.coli-) Species isoliert wor- 
den, so daI3 angenommen werden kann, daR ebenso wie RII- 
und RI-Mutanten auch diese Verlustmutanten prinzipiell aus 
jeder Salmoneilu-Species hervorgehen konnen. 

[63] T.Fukasawa u. H.Niknido, Nature(London)184,1 i68(1959). 
[64] H .  Nikaido, Proc. nat. Acad. Sci. 48, USA 1337 (1962). 
[65] T. A .  Sundararajun, A .  M .  C. Rapin u. H. M .  Kalckar, Proc. 
nat. Acad. Sci. USA 48, 2187 (1962). 
[66] H. M .  Kalckar, Science (Washington) 150, 305 (1965). 
[67] T. Fukasawa, K.  Jokura u. K .  Kurahnshi, Biochem. biophy- 
sic. Res. Commun. 7, 121 (1962). 
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Gemeinsam mit J .  Schfosshardr[681 haben wir in den 
letzten Jahren versucht, aus Salmonella minnesota mog- 
lichst viele Mutanten zu isolieren und zu analysieren, 
urn moglichst viele Zwischenstufen der Biosynthese des 
0-Antigens (Lipopolysaccharid der Wildform) zu er- 
fassen. In die Untersuchungen wurde S. ruiru (Antigen- 
faktor 21) einbezogen, welche zum gleichen Chemotyp 
und Serotyp gehort wie S. minnesota. 
Zur Isolierung von Mutanten wurde synthetisches Medium, 
welches Citrat und Ammoniak bei pH = 8,2 enthielt, rnit 
S. minnesota oder S. ruiru angeimpft und bei 37 "C bebrutet. 
Nach verschiedenen Zeiten wurden Proben auf Agar iiber- 
inipft und rauhe Einzelkolonien zur weiteren Kultivierung 
ausgesucht. Nach 5 Tagen waren fast alle Kolonien rauh. 
Bei den bakteriologjschen Untersuchungen bestand die prin- 
zipielle Schwierigkeit, neue Mutanten rnit noch unbekannten 
Eigenschaften zu isolieren. J. Schlosshardt hat die Sensibili- 
tat von R-Stammen gegeniiber Phagen ausgenutzt, um R- 
Mutanten zu differenzieren. Sie versuchte, moglichst viele 
R-Stamme unterschiedlicher Phagensensibilitat zu isolieren, in 
der Hoffnung, daI3 einige der Phagen strukturell verschiedene 

Hamagglutinationssystem 
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Abb. 9. Chemische und serologische Klassifizierung der R-Mutanten 
von Salmonella minnesota und Salmonella ruiru [68]. Stimme, die hinter 
der Nummer einen Puukt haben, wurden aus S .  ririru isoliert. Die iib- 
rigen stammen von S. minnesota. 
t- 7 anwesend, aber nicbt quantitativ hestimmt. 
n.h. = uicht bestimmt. 
[* ]  = Die Glucosaminbestimrnungen wurden an  den Polysacchariden, 

Hamagglutinationssysteme: alkali-hehandeltes Lipopolysaccharid, an 
Erythrocyten fixiert, und homologes Serum. 
Kreise bedeuten: Heminung des Hamagglutinationssystems durch das 
Lipopolysaccharid (welches aus dem links angegebenen Stamm isoliert 
wurde). Beispiel: S. minnesota-R3-Lipopolysaccharid (Block Rd, Zeile 2) 
hemmt die Systeme: S. niinncsora R3 (homologes System, durch Kreuz 
markiert), S. minncsoto R 4 und S. rrriru R3. 
In der letzten Zeile der zweiten Spalte lies 613 statt 6 / 3 .  

nach Abtrennung von Lipoid A, durchgefiihrt. 

[68] 0. Liideritz, C .  Galanos, H.  J. Risse, E. Rusclitnutr?~, S .  
Schlecht, G .  Schmidt, H.  Schulte-Holthausen, R.  Wheat, 0 .  West- 
phal u. J.  Srhlosslznrdt, Ann. N . Y .  Acad. Sci. 1966, im Druck. 
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R-Lipopolysaccharide an der Zelloberflache als Rezeptor be- 
notigen und daher verschiedene R-Klassen zu unterscheiden 
gestatten. 
Etwa 30 mutierte Stamme wurden isoliert [681, welche 
samtlich die Geiselantigene (H-Antigene) und die Fer- 
mentationseigenschaften des Ausgangskeims besaoen. 
Die Lipopolysaccharide wurden mit Phenol/Wasser ex- 
trahiert und ihre Zuckerbausteine identifiziert und 
quantitativ bestimmt. Die Mutanten wurden dann auf 
Grund der Zuckerzusammensetzung ihrer Lipopoly- 
saccharide chemotypisch klassifiziert (Abb. 9). 
Durch Injektion der hitzegetoteten Keime wurden bei 
Kaninchen Antiseren hergestellt. Wiederum haben wir 
Hamagglutinations-Hemmungsteste (vgl. Abb. 6 )  be- 
nutzt, um serologische Kreuzreaktionen der R-Lipo- 
polysaccharide zu ermitteln. Die Ergebnisse sind im 
rechten Teil der Abbildung 9 aufgefuhrt. Man sieht, 
daR Mutanten zahlreicher Chemotypen (Ra-Re) ge- 
funden wurden[lll. In Abbildung 9 werden die Lipo- 
polysaccharide dieser Mutanten von oben nach unten 
immer zuckerarmer. In  jeder folgenden Gruppe (Chemo- 
typj ist ein weiterer Zuckerbaustein abwesend. Am un- 
tersten Ende der Abbildung 9 enthalten die R-Antigene 
des Chemotyps Re keine Hexosen und auch keine Hep- 
tose mehr, und als Bausteine konnten nur noch LipoidA 
und Ketodesoxyoctonsaure (KDO) identifiziert werden, 
welche zusammen niindestens 80-90 % der erhaltenen 
Substanz ausmachen. 
Man erkennt, daR die chemisch klassifizierten Mutan- 
ten auch serologisch Gruppen bilden, und Ahnliches 
trifft fur das Phagenmuster der verschiedenen Gruppen 
zu [681. Diese Parallelitat zwischen chemischer Zusam- 
mensetzung, serologischer Spezifitat und Phagensensibi- 
litat mag darauf hindeuten, da13 auch in den Mutanten 
die teilweise sehr unvollstandigen Lipopolysaccharide 
als determinante Gruppen bei der Antikorperbildung 
wie auch als Phagenrezeptoren fungieren konnen. 
Tatsachlich sind mit den aufgefundenen R-Mutanten 
viele Zwischenstufen der Biosynthese des S. minnesota- 
0-Antigens nachgewiesen worden. Dies macht die Ab- 
bildung 10 deutlich, welche Lipopolysaccharid-Struk- 
turen enthalt, die - sofern unsere Konzeption richtig 
ist - im Laufe der Biosynthese der 0-Antigene durch- 
laufen werden. Einzelheiten dieser Strukturen, welche 
den innersten Teil des basalen Kernpolysaccharids dar- 
stellen, mussen noch ermittelt werden. Wir hoffen, daR 
die neu entdeckten R-Stamme und ihre R-Lipopoly- 
saccharide die Strukturaufklaning erleichtern werden. 
Von besonderem Interesse sind die heptose-haltigen (jedoch 
hexose-freien) und die heptose-freien Lipopolysaccharide. Es 
ist moglich, daO Heptose in den Rd-Mutanten ein spezifitats- 
bestimmender Zucker ist. Wir wissen nicht, welche Gruppie- 
rungen in den heptose-freien Mutanten Trager der serologi- 
schen Spezifitat sind. Das gleiche gilt fur die Phagenrezepto- 
ren. Die heptose-freien Mutanten werden besonders geeignet 
sein, den Anabolismus und die Aktivierung der Heptose zu 
untersuchen, woruber bislang noch sehr wenig bekannt ist. 
Heptose in der basalen Grundkette der Salmonella-Lipopoly- 
saccharide wurde als L-Glycero-D-mannoheptose identifi- 
ziert 169,701. 

[69] G .  Bugt/iurr, W. Droge, I(. Kofeiko, 0. tiiderifz u. 5. Wesf- 
phal, Biochern. 2. 1966, irn Druck. 
[70] M .  .I. Oshorn, S .  M .  Rosen, L. Rothfield u. B. L. Horecker, 
Proc. nat. Acad. Sci. USA 48, 1831 (1962). 

Zur chemischen Natur der Endotoxine 

Von besonderem Interesse sind die beschriebenen Mu- 
tanten fur das Studium der biologischen Wirkungen 
von bakteriellen Lipopolysacchariden (Endotoxinenj, 
insbesondere fur die Suche nach aktiven Strukturen. In 
den Lipopolysacchariden der Enterobacteriaceen ist der 
Polysaccharidteil fur die serologische Spezifitat verant- 
wortlich. AuRerdem mag er die Rolle eines wasserlos- 
lichen Tragers spielen und insofern fur die unspezifi- 
schen, endotoxischen Wirkungen indirekt von Bedeu- 
tung sein. Wir haben jedoch vermutet, da13 das in allen 
Lipopolysacchariden enthaltene Lipoid A fur die endo- 
toxischen Eigenschaften der wesentliche Faktor ist. 
Nakano 1711 hat kurzlich gezeigt, da13 Lipopolysaccha- 
ride aus M-Mutanten (vgl. Abb. 10) - mit nur Lipoid A, 
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Abb. 10. Mogliche Strukturen der aus R-Mutanten isolierten Poly- 
saccharide (Zwischenstufen bei der Biosynthese von 0-spezifischen 
Polysacchariden). 

[* ]  Die hier dargestellte Struktur ergibt sich aus der Analyse des R1- 
Polysaccharids von S. minnesofa. Es ist zu erwarten, da0 zwischen der 
Rb- und der angegebenen Rc-Struktur noch intermediare Stufen exi- 
stieren, die alle dem Chernotyp Rb angehoren (d. h. aus Lipoid-A- 
Glucosamin, KDO, Heptose, Galaktose und Glucose bestehen). Siehe 
z. B. I .  W. Suth~vlundet al. [51 1. 

[71] M .  Nakano, Nature (London) 196, 1118 (1962). 
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KDO, Heptose und Glucose - die gleiche Toxizitat wie 
die Lipopolysaccharide der zugehorigen Wildform mit 
kompletteni 0-spezifischem Polysaccharid zeigen. Li- 
poid A kann nur durch Saurehydrolyse aus Lipopoly- 
sacchariden gewonnen werden, wobei mehr oder weni- 
ger grol3e Aktivitatsverluste nicht zu vermeiden sind. 
Bei allzu schonender Hydrolyse ist andererseits keine 
Gewahr dafur gegeben, daB nicht noch Reste der Poly- 
saccharid-Komponente am Lipoid gebunden bleiben. 
Extrakte aus Re-Mutanten (Abb. lo), welche nur noch 
Lipoid A und KDO - mit einem Lipoid-A-Gehalt von 
>70 % - enthalten und frei von Heptose und Hexosen 
sind, scheinen geeignet, die Frage der Bedeutung der 
Lipoid-A-Komponente und der Polysaccharid-Kom- 
poriente fur die endotoxischen Wirkungen erneut auf- 
zugrei fen. 
Wir haben, gemeinsam mit E. EichenbergPr in den Wan- 
der-Laboratorien in BernISchweiz, die pyrogene Akti- 
vitat zweier extremer Lipopolysaccharide gepruft : des 
Lipopolysaccharids der S-Form und der Re-Mutante 
von S. minnesota. Die Abbildung 11 zeigt, daR beide 
Praparate am Kaninchen (intravenose Applikation) 
etwa gleich starkes Fieber erzeugen. 
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Aus diesen Versuchen geht hervor, daB fur die endo- 
toxischen Wirkungen am Tier die Polysaccharid-Kom- 
ponente der bakteriellen Lipopolysaccharide wenig oder 
keine Bedeutung hat, es sei denn als Ioslichkeits-ver- 
mittelnder Trager. Vielmehr scheint das Lipoid A zu- 
mindest fur einige endotoxische Wirkungen wesentlich 
zu sein. 

Intermediar-Formen 

Semi-R-Mutanten 

39 I 
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Abb. 11. Pyrogenitat von S. minncsota-S- (oben) und R- (unten) 
Lipopolysacchariden in Kaninchen ( E .  Eichenbergsr). 
0-0: 0,l yg/kg. 
0 - - - 0: 1 pg/kg. 
Ordinaten: Korperteniperatur [ "Cl. 
Abszissen: Stunden nach der Applikation. 
Die Pfeile kennzeichnen den Zeitpunkt der Applilf.ation. 

In Tabelle 2 ist das Ergebnis von Toxizitatsbestimmun- 
gen an der Maus (intraperitoneale Applikation) wieder- 
gegeben. Die LD50 fur das Lipopolysaccharid der S-Form 
von S. minnesota betragt ca. 250 pglMaus. Der Lipoid- 
A-KDO-Komplex aus der R-Mutante ist zwar schwa- 
cher wirksam (ca. 1/4 der Wirksamkeit des Wildform- 
Lipopolysaccharids), aber auch hier ist das ,,polysaccha- 
rid-freie" Lipoid A endotoxisch aktiv, wobei noch be- 
rucksichtigt werden muB, daB das Praparat nur maDig 
wasserloslich ist. Ahnliche Ergebnisse wurden von 
D. Tripodi und A .  Nowotny [791 mit unseren R-Lipopoly- 
sacchariden erhalten. 

Wenn die Konzeption richtig ist, daB in Lipopolysaccha- 
riden von Salmonella-S-Formen die sich wiederholenden 
Oligosaccharid-Einheiten der spezifischen Seitenketten 
am terminalen N-Acetylglucosamin der RII-Struktur 
(Kernpolysaccharid) gebunden sind (Abb. 6 u. 12), so ist 
die Bindungsart der ersten Oligosaccharid-Einheit ver- 
schieden von der aller folgenden. Die sich wiederholen- 
den Einheiten vieler Salmonella-Lipopolysaccharide be- 
stehen aus (Mannose + Rhamnose + Galaktose +)- 
Oligosacchariden (Abb. 4 und 12), wobei die Galaktose 
der ersten Einheit (in Abb. 12 als Gal I bezeichnet) an 
N-Acetylglucosamin der RI1-Struktur, die Galaktose 
der zweiten Einheit (Gal II), wie alle weiteren Galak- 
tose-Reste, dagegen an die Mannose der vorhergehen- 
den Einheit gebunden ist. Mithin ist die Gal(1)-Trans- 
ferase, welche zum Einbau der Galaktose der ersten 
Einheit fuhrt, verschieden von der Gal(I1)-Transferase, 
die am Einbau der Galaktose-Reste aller weiteren Ein- 
heiten beteiligt ist. Man konnte also erwarten, daB 
Salmonella-Mutanten existieren, deren Gal(I1)-Trans- 
ferase blockiert ist. Solche Mutanten sind von Y. Naide, 
H. Nikaido, P. H. Makelu, R. G.  Wilkinson und B. A .  D.  
Stocker [7*1 in letzter Zeit tatsachlich aus S. typhimu- 
rium-Kulturen isoliert worden. Sie wurden als semi- 
rauh oder SR-Mutanten bezeichnet. Der SR-Stamm 
von S. typliimiirium wachst in Kolonieformen zwischen 
rauh und glatt. Die Zellen werden von Anti-0-Seren 
agglutiniert, aber nicht so stark wie die Wildform; 
0-Phagen lysieren dagegen nicht. Das Lipopolysaccha- 
rid enthalt im Gegensatz zur Wildform relativ geringe 
Mengen Mannose, Rhamnose und Abequose. Charak- 
teristisch ist auch das Ergebnis der Partialhydrolyse, bei 
der das SR-Lipopolysaccharid im Gegensatz zur Wild- 
form nur ein Disaccharid mit reduzierender Rhamnose, 
namlich Mannosyl-rhamnose, liefert 140'. 

1721 Y.  Nnide, H .  Nikaido, P. H. Mukelu, R. G. Wilkitrsott 11. 

B. A .  Stocker, Proc. nat. Acad. Sci. USA 53, 147 (1965). 
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I 1 Intermediiir-Mutante 1- 1 1  
Abb. 12. Vorgeschlagene Strukturen von Polysacchariden aus S. typhimuriutn (Wildform) sowie aus SR- und Intermediar-Mutanten [721 

Andere Intermediar-Mutanten 

Die gleichen Autoren haben bei S. typlzimurium eine 
andere Klasse von Mutanten entdeckt 142,721, deren 
Lipopolysaccharid analytisch die gleiche Zusamnien- 
setzung wie die SR-Mutante besitzt, d. h. wenig Man- 
nose, Rhamnose und Abequose enthalt. Diese Mutante 
wird Zuni Unterschied zur SR-Mutante von 0-Phagen 
lysiert, sie wird von Anti-0- und Anti-R-Seren aggluti- 
niert, und aus dem Partialhydrolysat des Lipopoly- 
saccharids kann man die gleichen Oligosaccharide (mit 
reduzierender Rhamnose) wie aus Wildform-Lipopoly- 
saccharid isolieren. Auf Grund dieser Eigenschaften 
wird fur dieses Antigen die im unteren Teil der Abbil- 
dung 12 wiedergegebene Formel vorgeschlagen : an den 
RII-Kern sind hier wenige aber vollstandige O-spezifi- 
sche Ketten gebunden. Der enzymatische Defekt, der 
zu einer solchen Mutante fuhrt, ist noch nicht mit Si- 
cherheit bekannt . 

T-Formen 

Wir beschaftigen uns seit einiger Zeit mit einer dritten 
Klasse von intermediaren Salmonella-Mutanten, welche 
von F. Kauffmann [3 I 731 vor etwa 10 Jahren entdeckt 
und als ,,transient“ oder T-Formen bezeichnet wurden. 
Sie haben einerseits, wie R-Formen, die 0-Spezifitat der 
Wildform verloren und enthalten nicht die spezifischen 
Zucker der Seitenkette, sie wachsen aber andererseits, 
wie die Wildform, in glatter Kolonieform (S-Form). 
Serologisch sind sie durch T-Spezifitat charakterisiert, 

[73] F. Kauflmtmn, Acta pathol. microbiol. scand. 39, 299 (1956).  
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d. h. sie reagieren spezifisch mit Anti-T-Seren. Diese 
T-Mutanten beanspruchen besonderes Interesse: wir 
fanden [29,68,741, dal3 ihr Lipopolysaccharid einen Zucker 
enthalt, der weder im Lipopolysaccharid der Wildform 
noch in  dem der R-Form Baustein ist. Wahrend alle bis- 
her untersuchten Sa~i~ionelfa-Mutanten sich als Verlust- 
mutanten erwiesen und ihr Lipopolysaccharid im Ver- 
gleich zur Wildform weniger Zuckerbausteine enthalt, 
zeigt sich, dafi T-Formen in ihrem Lipopolysaccharid 
grofie Mengen Ribose haben. 
In Tabelle 3 ist die Analyse verschiedener T-Lipopoly- 
saccharide aufgefiihrt. Sie enthalten alle die basalen 
Zucker; daruber hinaus sind 14-22”/, Ribose und 
ebensoviel Calaktose vorhanden [741. Ribose liegt nicht 
als Nucleosid vor (keine Absorption bei 260 mp). Dafi 
Ribose und Galaktose nicht ein separates Polysaccharid 
bilden, sondern an das T-Polysaccharid gebunden sind, 
konnten wir durch spezifische Pracipitation wahrschein- 
lich machen 1741. Wird T-Lipopolysaccharid durch spe- 
zifisches Anti-T-Serum pracipitiert, so findet sich die 
Ribose quantitativ im Pracipitat. Nach Behandlung rnit 

Tabelle 3. Zusammensetzung von Lipopolysacchariden, die aus ver- 
schiedenen Salmonella-TI-M utanten isoliert wurden [741. 

I Rib 
1 %  

14,9 
16.4 
13,s 
22,2 

1 17,1 

[74] R. Mf. Whetit, 0. Liitleritz, E. Ruschmrrnn LI. 0. Westpktrl, u n -  
veroffcntlicht. 
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Alkali pracipitiert das gleiche Antiserum ein Poly- 
saccharid ohne Ribose. Zur Zeit werden PartiaIhydroly- 
sen durchgefiihrt rnit dem Ziel, Oligosaccharide zu iso- 
lieren und zu analysieren, vor allem um die Be- 
ziehung zu S- und R-Antigenen zu erforschen. T-For- 
men mutieren relativ leicht zu R-Formen. Neben T- 
Formen gibt es Salmonella-Serogrtippen (M, 52, 5 6 ;  
siehe Abb. 3) ,  welche 0-antigene Lipopolysaccharide 
bilden, die Ribose als Baustein der spezifischen Seiten- 
ketten enthalten [28,291. 

Schlufibetrachtung 

Die Analyse von Lipopolysacchariden aus enterobak- 
teriellen Wildformen (S-Formen) und ihren zahlreichen 
Verlustmutanten (SR- und R-Formen) hat es ermog- 
licht, die Struktur der komplexen Heteropolysaccharid- 
Komponenten zu erinitteln. Bislang hat man nahere 
Kenntnisse vor allem bei Salmonellen erhalten. Da die 
analysierten Verlustmutanten biosynthetische Zwischen- 
stufen des kompletten Polysaccharids der Wildform 
bilden, ist es moglich, die Schritte der Polysaccharid- 
Biosynthese zu rekonstruieren. In Ubereinstirnmung mit 
der chemischen Strukturanalyse konnten Horecker, Os- 
born et al. [61,75,761 sowie Nikaido et al. [40,57-,771, wie 
auch E. C. Heafh et al. bei E. colir241, viele Stufen der 
Polysaccharid-Biosynthese in isolierten Systemen und 
unter Verwendung radioaktiv markierter Nucleosid- 
diphosphat-hexosen im Detail studieren. 
Bei Lipopolysacchariden von M-Mutanten - rnit Poly- 
heptosephosphat-Grundkette plus Glucose - konnte 
der Einbau von Galaktose experimentell verwirklicht 
werden [6,24,441. Ausgehend von Mutanten, die keine 
UDP-Glucose - Pyrophosphorylase enthalten (nur Poly- 
heptosephosphat-Kette) gelang der Einbau von Glucose, 
also die Biosynthese des M-Polysaccharids. SchlieBlich 
konnten alle Schritte der Biosynthese der Oligosaccha- 
rid-Kette der RII-Struktur (vgl. Abb. 6) durch schritt- 
weisen Einbau von Glucose, Galaktose, wieder Glucose 
und N-Acetylglucosamin bestatigt werden [24,611. Zell- 
wand-Praparate mit RII-Lipopolysacchariden wurden 
als Substrat fur die Ubertragung der spezifischen Zucker 
der Seitenketten erkannt L76-781 wiederum in uberein- 
stimmung rnit chemischen und immunchemischen Ana- 
lysen der Polysaccharide. Dabei ergab sich, daB die Ein- 
baugeschwindigkeit jedes spezifischen Zuckers gesteigert 
ist, wenn alle an der sich wiederholenden Oligosaccha- 
rid-Einheit beteiligten Zucker in Form ihrer Nucleosid- 

[75] M .  J.  Osborn u. L. D'Ari, Biochem. biophysic. Res. Com- 
mun. 16, 568 (1964). 
1761 J. M .  Wciner, T. Higuchi, L. Rothfield, M .  Saltmarsh-An- 
drew, M .  J .  Osborri u. B.  L. Horecker, Proc. nat. Acad. Sci. USA 
54, 228 (1965). 
[771 H. Nikaido u. K.  Nikaido, Biochem. biophysic. Res. Com- 
mum 19, 322 (1965). 
[78] A. Wright, M .  Dankert u. P. W. Robbins, Proc. nat. Acad. 
Sci. USA 54, 235 (1965). 

diphosphat-Derivate zugesetzt wurden. Es wird heute 
angenommen, daB bei der Biosynthese der spezifischen 
Seitenketten die sich wiederholenden Oligosaccharid- 
Einheiten - zumindest ihre Grundketten - (also z. B. 
Man-tRha-tGa1-t bei Salmonellen der Gruppen A, B, 
D und E; Abb. 4) zuerst als lipoid-gebundene Oligo- 
saccharide vorgefertigt und dann ats Ganzes auf die 
wachsende Kette iibertragen werden [76,781. 

Somit entsprechen den beiden Bezirken der Salmonella- 
Polysaccharide - basales Kernpolysaccharid bis zur 
RII-Struktur und spezifische Seitenketten (Abb. 2)  - 
auch zwei biochemische Synthesemechanismen: das 
ubiquitare Basalpolysaccharid wird bis zur RII-Struk- 
tur durch obertragung von Monosacchariden aufge- 
baut ; die bei den Wildformen daran angefugten spezifi- 
schen Seitenketten entstehen durch Ubertragung von 
aktivierten species-spezifischen Oligosacchariden. 
Auf Grund ihrer biologischen Aktivitat und ihres che- 
mischen Aufbaus konnen drei Klassen von Zellwand- 
lipoiden unterschieden werden. Lipoid A, an das O-spe- 
zifische Polysaccharid gebunden, ist ein Teil des 0-An- 
tigens und fur dessen endotoxische Wirkungen wesent- 
lich. - Das von Rothfield und Horecker 1811 aus der Zell- 
wand von Salmonellen isolierte Phosphatidyl-athanol- 
amin spielt die Rolle eines Cofaktors bei der Biosyn- 
these der Basalstruktur der 0-Antigene. - Ein weiteres 
Lipoid, dessen chemische Zusammensetzung noch un- 
bekannt ist, wurde neuerdings als Aktivator der Oligo- 
saccharid-1-phosphate erkannt, die von der Zelle zur 
Synthese der spezifischen Ketten der 0-Antigene ver- 
wendet werden [76,781. 

Es ist verstandlich, dal3 bei den R-Mutanten viele verschie- 
dene Genotypen zu ein und dernselben Phanotyp fuhren 
konnen. Beispielsweise werden Defekte in der Enzymaus- 
riistung, die zur Bildung und zur Ubertragung der spezifi- 
schen Zucker der sich wiederholenden Oligosaccharid-Ein- 
heit einer spezifischen Seitenkette notwendig ist, phanotypisch 
im allgemeinen zu R-Formen rnit MI-Polysaccharid fuhren. 
Entsprechendes gilt fir andere Mutanten. 

Die bislang durchgefiihrten chemischen, immunchemi- 
schen, biochemischen und genetischen Untersuchungen 
- an denen mehrere Arbeitskreise in verschiedenen Lan- 
dern beteiligt sind - stehen im Einklang mit den derzei- 
tigen Vorstellungen iiber die Struktur und Biosynthese 
der enterobakteriellen Zellwand-Polysaccharide. Es wird 
von grol3em lnteresse sein, viele weitere Enterobacteria- 
ceen aus moglichst vielen Genera zu analysieren, urn am 
Ende ein umfassendes Bild von der aufierordentlichen 
Vielfalt der Ausstattung bakterieller Zelloberflachen 
rnit spezifischen Polysacchariden und von der Auswir- 
kung dieser Ausstattung auf das biologische Verhalten 
der Zelle zu erhalten. 

Eingegangen am 11. Dezember 1955 fA SO11 

1791 D.Tripodi u. A. Nowotny, Ann. N . Y .  Acad. Sci. 1966, im 
Druck. 
1801 P .  W .  Robbins, I .  M .  Keller, A .  W .  Wright u. R.  Bernsrein, 
J. biol. Chemistry 240, 384 (1965). 
[El l  L. Rothfield u. B. L. Horecker, Proc. nat. Acad. Sci. USA52, 
939 (1964). 
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