HIGHLIGHTS

Endotoxin-Antagonisten: potentielle Therapeutica der Gram-negativen Sepsis**

Otto Holst*

Die Endotoxine [Lipopolysaccharide (LPS)] Gram-negativer
Bakterien sind amphiphile Makromolekiile der duleren Mem-
bran der Zellwand™ 2!, LPS sind fiir das Uberleben der Bakte-
rien essentiell; sie tragen zur Versteifung der Zellwand bei,
schiitzen vor Gallensalzen, Darmenzymen und Abwehrmecha-
nismen des Wirts, und auch vor Antibiotica. In hoheren Tieren
und dem Menschen rufen Endotoxine eine Reihe von pathophy-
siologischen Effekten hervor. Selbst in geringen Mengen kon-
nen sie zu einer Sepsis filhren, die weiterhin bei Blutdruckabfall
und Multiorganversagen in den Zustand des septischen Schocks
tibergeht, weltweit die hdufigste Todesursache auf Intensivsta-
tionen. LPS sind ebenfalls Antigene und damit im ProzeB der
spezifischen Erkennung von Bakterien und deren Abwehr durch
den Wirtsorganismus involviert. Gerade die biologischen Akti-
vitdten von LPS und deren klinische Bedeutung sind ein wesent-
licher Grund fiir weltweit enorme Forschungsaktivititen hin-
sichtlich der Struktur und Funktion von LPS und um neue
Moglichkeiten zur Sepsistherapie zu eréffnen.

Die LPS aller Gram-negativen Bakterien sind grundsétzlich
dhnlich aufgebaut (Schema 1)1, Sie weisen einen Lipidteil auf,
das Lipoid AP, das das Molekiil in der duBeren Membran der
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Schema 1. Genereller Aufbau von LPS.

Zellwand verankert, und eine daran gebundene mehr oder weni-
ger komplexe Zuckerkette. Diese umfaft in verschiedenen Bak-
terienfamilien (z.B. Enterobacteriaceae, Vibrionaceae) ein Oligo-
saccharid von bis zu 15 Zuckern (die sogenannte Kernregion),
das mit einem aus Wiederholungseiriheiten aufgebauten Poly-
saccharid (O-Antigen) substituiert ist (S-Form LPS). Ein zwei-
ter LPS-Typ, der zuerst in Mutanten von Enterobakterien ent-
deckt wurde, die im Gencluster der O-Antigen-Biosynthese (r/b)
defekt waren, besteht nur aus Lipoid A und der Kernregion
(R-Form LPS). Spéter wurde diese LPS-Form auch in Bakte-
rien ohne bekannten genetischen Defekt nachgewiesen, bei-
spielsweise in Bordetella pertussis (Keuchhusten) oder Neisseria
gonorrhoeae (Gonorrhoe).

Bei einer Infektion wird LPS aus den Bakterien freigesetzt,
z.B. nach deren Zelltod. Das LPS reagiert mit bestimmten Se-
rumkomponenten, unter denen das lipopolysaccharide binding
protein (LBP) eine mafigebliche Rolle einnimmt. LPS komple-
xiert LBP und kann danach an einen Rezeptor (CD14) der Ma-

[*] Priv.-Doz. Dr. O. Holst
Forschungsinstitut Botstel
Institut fiir Experimentelle Biologie und Medizin
Parkallee 22, D-23845 Borstel
Telefax: Int. + 4537/10419

[**] Ich danke Herrn Dr. U. Zihringer fiar seine Hilfe bei der Anfertigung der
Schemata und Herrn Prof. Dr. H. Brade fiir die kritische Durchsicht des Manu-
skripts.

2154 © VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-69451 Weinheim, 1995

krophagen gebunden werden!®, die iiber einen noch nicht in
allen Einzelheiten geklidrten Signaltransduktionsmechanismus
bestimmte Mediatoren wie Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und
die Interleukine (I1) 1, 6 und 8 synthetisieren und sezernieren.
Dies fiihrt bei Uberproduktion zu den pathophysiologischen
Wirkungen des Endotoxins. Zur Initialisierung dieser Kaskade
wird keinesfalls das vollstindige LPS-Molekiil benétigt. Wie
bereits in den fiinfziger Jahren postuliert und in den achtziger
Jahren nach einer Reihe von biologischen Experimenten mit
natiirlichen Pridparaten und synthetisiertem Escherichia-coli-Li-
poid-A (Schema 2) verifiziert!®- 7, ist das toxische Prinzip des
LPS das Lipoid A.
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Schema 2. Struktur des Lipoids A aus E. coli. Die Zahlen in Kreisen entsprechen
der Linge der Kohlenstoffkette.

Die Gram-negative Sepsis ist auch heute noch mit einer Mor-
talitdtsrate von bis zu 60 % verbunden, unter anderem bedingt
durch die Verbreitung von Antibiotica-resistenten Keimen, ge-
rade in Krankenhdusern. Auch werden LPS durch Antibiotica
aus Bakterien freigesetzt. Neue Strategien zur Vermeidung oder
Therapie der Gram-negativen Sepsis kdnnen an mehreren
Punkten der Endotoxin-Kaskade ansetzen: am LPS selbst, an
der Interaktion von LPS mit Serumfaktoren/Zellrezeptoren
oder an der Produktion und Sekretion von Mediatoren. Neben
den Bemiihungen, kreuzreaktive und -protektive Antikérper,
insbesondere gegen Lipoid A, zu erhalten und auch therapeu-
tisch zu nutzen, wurde auch ein Inhibitor der TNF-a-Synthese
identifiziert, der Mduse vor der letalen Wirkung von Endotoxin
schiitzt. Ein monoklonaler Antikorper (HA-1A) mit vermeint-
licher Lipoid-A-Spezifitit kam fiir kurze Zeit zur klinischen
Anwendung, wurde dann aber wieder vom Markt genommen,
da er sich nicht bewihrte. Sehr wichtig sind nun meiner Mei-
nung nach neuere Untersuchungen zur Wirkung von nicht-
toxischen Endotoxin-Antagonisten. Hierbei handelt es sich um
Struktur-Analoga des Lipoids A, von denen einige in Schema 3
dargestellt sind. Eine dieser Substanzen ist das Tetraacyl-
Lipoid A A (Precursor I a}, eine Vorstufe in der Biosynthese des
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Schema 3. Strukturen von Precursor Ia A, Lipoid A aus R. sphaeroides B, Lipoid A aus R. capsulatus C und von E5531 D.

Lipoids A, die spiter ebenfalls chemisch synthetisiert wurde
(Substanz 406)!°). Mehrere Arbeitsgruppen konnten zeigen, da3
Precursor Ia die in humanen Makrophagen durch LPS indu-
zierte Monokinproduktion bereits auf der nRNA-Ebene effek-
tiv hemmt. Vergleichende Untersuchungen mit anderen synthe-
tischen Struktur-Analoga zeigten, daBl die Wirksamkeit solcher
Disaccharid-Antagonisten vom Acylierungs- und Phosphorylie-
rungsmuster abhéngig ist. Der tetraacylierte und bisphosphory-
lierte Precursor Ia ist bislang einer der wirksamsten Inhibito-
ren. Bei Makrophagen und Monozyten beruht der Mechanis-
mus dieser inhibitorischen Wirkung auf kompetitiver Bindung
des Antagonisten an den Rezeptor CD14. Da Precursor Ia A im
Gegensatz zum Menschen im Mausmodell in vitro und in vivo
agonistisch wirkt, kann diese Substanz nicht in einem Sepsismo-
dell in Méusen auf seine antagonistischen Qualititen getestet
werden.

Andere antagonistisch wirksame Substanzen sind die nicht-
toxischen Lipoide A aus Rhodobacter sphaeroides und R. capsu-
latus (Schema 3)1'°~ 151 Das Lipoid A aus R. sphaeroides B
wurde auch chemisch synthetisiert!*®l. Die spektroskopische
Analyse des Produkts ergab Differenzen zur Struktur des natiir-
lichen Isolats, offensichtlich im Bereich der Fettsauren. Die Au-
toren vermuteten daher, dall die vorgeschlagene Struktur des
isolierten Lipoids A nicht korrekt ist. Eine endgultige Kldrung
dieser Diskrepanz steht jedoch noch aus. Sehr wichtig ist nun
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eine kiirzlich erschienene Arbeit!!”), in der die Synthese eines
Struktur-Analogons, E5531 D (Schema 3), des Lipoids A aus
R. capsulatus C und eine umfassende Charakterisierung seiner
toxischen und antagonistischen Eigenschaften publiziert wurde.
Da ein chemisch synthetisiertes R.-capsularus-Lipoid-A bei lin-
gerem Lagern degradiert wurde (hydrolytische Abspaltung der
Acylgruppen an C-3 und C-3' des Glucosamindisaccharids),
womit ein wesentliches Kriterium eines Therapeuticums, nim-
lich dessen Stabilitdt, nicht erfiillt war, muBte ein Derivat dieses
Molekiils hergestellt werden. Nach der Einfithrung von Ether-
briicken an C-3 und C-3' wurde ein stabiles Priparat erhalten.
Genauso faszinierend wie die Synthese sind die Ergebnisse der
biologischen In-vitro- und In-vivo-Tests mit E5531 D. Zunéchst
konnte unter anderem die in humanen Monozyten und im Voll-
blut spezifisch durch LPS induzierte Produktion von Cytokinen
gehemmt werden. Besonders hervorzuheben ist, daB, anders als
Precursor Ia A, E5531 D in keinem getesteten Human- und
Mauszellsystem irgendeine endotoxische Aktivitit aufwies. So-
mit waren In-vivo-Mausmodelle moglich. Damit wurde gezeigt,
daB der durch LPS-Injektion verursachte Anstieg der Konzen-
tration von TNF-« im Plasma und die Sterberate von 100 % der
Tiere durch gleichzeitige Injektion von E5531 D weitgehend
nivelliert wurden, Noch bedeutender ist ein Infektionsmodell, in
dem Tiere vor einer experimentellen E.-coli-Peritonitis (Bauch-
fellentziindung) durch kombinierte Gabe von E5531 und einem
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p-Lactam-Antibioticum langfristig geschiitzt werden konnten,
nicht jedoch durch alleinige Injektion von E5531 oder dem Anti-
bioticum; durch letzteres wurden zwar die Bakterien abgetotet,
es kam jedoch zur vermehrten Freisetzung von Endotoxin. Die-
ses Infektionsmodell scheint geeignet zu sein, wesentliche Vor-
ginge einer humanen Sepsis widerzuspiegeln und ist damit
sicherlich ein wichtiges Instrument fiir zukiinftige In-vivo-
Untersuchungen. Aufgrund seiner giinstigen biologischen Ei-
genschaften konnte E5531 D bereits klinisch an Freiwilligen
getestet werden: Es hatte keinerlei endotoxische Aktivitidten
und senkte, bei gleichzeitiger Injektion, dosisabhingig endoto-
xische LPS-Effekte, z.B. die Menge an freigesetzten Cytokinen.

Die bislang erhaltenen Ergebnisse zeigen, daB nichttoxische
Struktur-Analoga von Lipoid A, wie Precursor [a und E5531,
potente Endotoxin-Antagonisten in vitro und zum Teil auch in
vivo sind. Vielversprechend ist insbesondere E5531; diese Sub-
stanz konnte zu wichtigen Fortschritten in der Therapie der
Gram-negativen Sepsis fiihren, sollten sich seine giinstigen Ei-
genschaften in weiteren klinischen Untersuchungen bestitigen.
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