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Chemische Erforschung von Lipopolysacchariden

gramnegativer Bakterien®

Von Prof. Dr. 0. WESTPHAL und Dr. 0. LUDERITZ
Dr. A. Wander-Forschungsinstitut, Sdckingen/Baden

Lipopolysaccharide gramnegativer Bakterlen sind Triger verschiedener charakteristischer biologischer

Wirkungen. lhre chemische Erforschung ist daher von erheblichem, u. a. auch praktisch-klinischem

Interesse. Es wird tiber Verfahren zur Isolierung und Reindarstellung der Lipopolysaccharide sowie

Methoden zu lhrer Spaltung in einzelne Komponenten berichtet. Ergebnisse der qualitativen und

quantitativen Bausteinanalyse der Polysaccharid- und Lipoid-Komponenten und Untersuchungen ber

den Zusammenhang zwischen dem chemischen Bau und der biologischen Funktion einzelner Kom-
ponenten werden diskutiert.

Das Interesse an der chemischen Erforschung bakteriel-
ler Polysaccharide ist durch die Erkenntnis wesentlich
stimullert worden, daB sie vielfach Triger charakteristi-
scher blologischer Wirkungen sind. Zahlreiche Bakterien-
Antigene haben gich als Polysaccharid-Symplexe erwlesen
uder enthalten immunologisch spezifische Polysaccharid-
Komponenten! 2), Das Baumaterial bakterieller Grenz-
flachen (Kapseln, Membranen) enthilt fast regelmaBig
Polysaccharide?), welche cine besondere Rolle im Infek-
tionsgeschehen bei der Auselnandersetzung 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 erfinet, die
erstmalg die typenspezifischen Kapsel-Polysaccharide
von Pnearnococcen hochgereinigt darstellten, ithren Aufbau
erforschten und die immunologische Typenspezifitat
chemisch erklfirtent. % 4), Die Arbeiten an Pneumococcen-
Polysacchariden haben nicht nur die Chemle immunolo-
gisch wirksamer bakterieller Inhaltsstoffe nachhaltig be-
refchert, sondern dariiber hingus weitreichende Folgen von
allgemelner Bedeutung gezeitigt.

tiasbel snd Avery konnten dis immunologisohe Bpezifitat
der typenspazilisehan Pnenmoovecsen-Polysaocharide auf bestirmm-
to mledersnoleknlare Grappen in der Gr8Benordnung von Disac-
shariden enrivkiGhron und damit die Grundkonzeption K. Lond-
steiners® ) Uher das Zustandekommen {immunologischer Spesifitht,
dis urapriinglich an shemospezifischen kiinstlichen Antigenen geo-
wonann war, st unticiobsn Antigenen bestatigen®), M. Heidel-
serger und ssine Mitorbeiter hahen seit 1981 mit Hille stickstoli-
freior  Prosmococoun-Polyssocharlde orstxals reine AntikOr-
por gus Dmwanseren dargestolls, die sio als modifizierte Serum-
globuliue olisrsktorisleren konnten?). Seither ist die Erforeshung
der Nstur der Autikorper eine Aufgsbe der Protein-Chomie, In
spgymstisohen Untersuchungen fund K. J. Dubos®) mikrobielle
Ausssheidunpsprodukte (adaptives Exoenzym von B. brevis w. .a.),
welche bestimmte Proumocososn-Kapselpolysascharide in vibre
nnd in vive sufzuliisen vormbgen, so daB bel Vorsuchen am hdhe-
ress Tier dle #o sutstohendon kapsellosen Covosn rasch der Phago-
eytose raheim fielen, Din prakiische Auswirkung der Befunde or-
abrigte gich damale wegen der zur gleichen Zeit aufkommonden
Rultonamid-Therapie. Dennoch fihrte die konsequente Fortset-

*} Yon der Schriftleitung zum Bearing-Jaur erbetens Ubersicht.

1y W. ¢. Boyd: Fundamentals of Immunology, 2. Aufl.‘ Inter-
seience Publ., New Yark, 1947. R. Doerr: D. Immunititstor-
schung, Bad, 1, Srrlnger-Vcrla , Wien, 1848. H, Schmidt:
{‘onwhr. d. Serologle, 2. Aufl., Verlag Steinkopff, Darmstadt,
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zung dieser Untersuchungen nicht nur zun weiteren bakterien-
angreilenden Jxoenzymen, sondern dariiber hinaus gur Hntdek-
kung balkteriostatischer und hakterizider Ausscheidungsprodukte
von Mikroorganismen und hat damit stirkste Impulse fiir die
einige Juhre spdter boginnende Ara der Antibiotika geliefert?),
Dis Biosynthess spezifischer Pneumoooccen-Kapselpolysaccharide
haben Avery und seine Mitarbeiter®®) aut die Wirkung typeigener
Desoxyribonucleinsduren zurfickiithren kdnnen, deren gesignete
Ubertragung anf anders Typen (Rauhformen) zur bleibenden
Transformation in jenen Typ fihrte, von welchem die betreflende
Desoxyribonucleinsiure-Fraktion stammte. Dieser fir die ge-
samte Genetik wichtige Modellversuch wurde inzwischen nnter
Einbezishung weiterer Merkmale, wis der bakteriellen Resistenz
oder Bmpfindlichkeit gegon Antibiotiks durch R. D. Hoichkissit)
u. &, wesentlich erweitert, indem auch hier spezifische Desoxy-
ribonucleinsiure-Fraktionen fiir das betreffende Merkmal ver-
antwortlich sind, wie durch entsprechende Ubertragungsversuchs
bewiesen wurde.

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

Demgegegeniiber sind.die Polysaccharide aus gramne-
gativen Bakterien, wie solche der Coli-Gruppe, der
Salmonellen, Brucellen .u. 2., 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, [hre chemische Erforschung ist -erst in
den letzten 10--15 Jahren vorangetrieben worden®),

Wihrend auch hier das urspriingliche Interesse immun-
chemischer Art war, sich also auf die antigenen Eigenschaf-
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 Toxizitdt und
stark pyrogen® 1), Einige dieser Lipopolysaccharide
sipd wegen ihrer tumor-nekrotisierenden Wirkungen be-
sonders bearbeltet wordenl: 1), Thre chemische Erfor-
?) Sichez, B. A. E. Oéfbrd, Ann. Rev. Biochem, 74, 751 {1 .
“; M. McCarthy, H. E, Taylor u. O. T. Avery, Cold Spring Harbor
S&mpos. quant. Blol. 77, 177 3.947]; vgl. a. A, Boivin u. Mltarb.é
{

ggerienta 17, 334 {1945). Westphal, dlese Ztschr. 59, 6
1 B
uy R, D7] Hoftchkiss: The induction of resistance to antiblotics by
transformation with désoxyribonucleates. 2. Internat. Kon%r.
. Blochemle, Paris, 1952, Symp. sur le mode d’action des an f-
biotiques, Verlag Sedes, Paris 1952. .
11»4)Isvhehe ;i 1B'5de1ns lﬂ?sgsiﬁ%tss})]eﬂcht von W. Burrows, Ann. Rev.
crobiol, = L !
%) Siehe z. B. ‘0. West 1h9a!il3]“ O. Laderitz, Disch. Med. Wschr.,
Allergie-Bellg. 2, 17 :
1y 7, ettt b B. Begson, Medicine 29, 365400 [1060].
1‘; M. ]. Shear u. Mitarb., J. Nat. Cancer Inst. 4, 81, 107, 123 [1943]:
) M. Tkawa, J. W. Koepfli, S. G. Mudd u, C. Niemann, ebe_:}_di 13,
. it I

157 [1952].

407

R i

ai
]
|




schung in Verbindung mit der Analyse ihres biologischen
Wirkungsmechanismus ist daher von erheblichem Interesse
und verspricht ebenfalls Ergebnisse von allgemeinerer Be-
deutung.

Verfahren zur lsolierung .

In neuerer Zeit sind Methoden, insbes. vor Sallon*®) boschrie-
ben wordoen, mit deron Hille die intakion Zellmombranen {(cell
wall) gramunegativer Bakterien vom Cytoplasma abgetrennt wer-
den kinnen. Die Membran wird mechanisch aufgebroshen, wo-
bei das Oytoplasma austritt. Man tremnt dureh fraktioniortes
Zentrifugieren oder durch engymetischen Abbuu der cytoplas-
matischen Inhaltastolte. Dis Membranen bestehea fin woesent-
lichen aus Lipoid-, Polysaccharid- und Proteinmaterial, daruntor
die Lipopolysaccharide. Tlektronenoptiseh wnrde goselgt, dal der
morphologische Foinbau von Membranen eine hobo 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 filhren zu mehr oder weniger kom-
plexen, hochmolekularen, wasserl8slichen 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 Isolierung de-
finierter bakterieller Extraktstoffe mit bestimmter biologi-
scher Wirksamkeit (z. B. Antigenitat) 1944 folgendermaBen
formuliert8):

nHeute hat man mebr und mehr Grund ansunehmen, dal die
Bakterienzelle ihre ganz bestimmte phyaiko-chemische Struktur
dadurch erhdlt, daB deren makromolekularen Bestandtoile unger-
einander gebunden und gegenseitig orientiert sind, wobei ebenso
relativ lockere primir-chemische Bindungen im Spiel sind wie
verschiedene sokundire Koh#sionskrilte nkth Ari derjenigen von
van der Wasls. Man kbnnte — ohne Gefahr der Parsdoxie — vor-
sucht sein, zn sagen, daB eine lchende Zelle in lotster Analyse
nichts anderes als ein einziges Riesenmolekil darstellt. So finden
wir 2. B. bel gramnegutiven Keimen das typenspezifiache Poly-
sacoharid an der bakteriellen Ober{liche werankert und orientiert,
welches unmittelbar an Phospholipoid- oder Proteinmaterial ge-
.bunden ist, oder bei Coooen (Pnsumocuccen) an Nucleinssuren.
Unter der Wirkung verschiedener Agenzien kann die physiko-
chemische Oberflichenstruktur der Bakterien zerbrochen, wobel
entweder das gesamtie Polysaccharid als nicht antigenes odsr nur
schwach antigenes Material frei wird, oder in Form sines stark
sntigenen Symplexes, in dem das gleiohe Polysacoharid nooh 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 chomisoh gonau definier-
ten Individuums sprechen, das in die bakterislle Btrultur binge-
baut ist, sondern vielmehr von der antigenen Funktion, welche
das Polysaccharid innerhalb der strukturellen Ordnung an der
Oberflache des betretfenden Kaims ausdibt.*
Die gleichen Betrachtungen kann man auch hinsichtlich
der endotoxischen, pyrogenen und anderer Funktionen an-
stellen.
Das Verfahren von Boivin und Mesrdbeanu?) besteht in
der Behapdlung der Bakterien mit 0,2 n Trichloressig-
sidure in der Kalte; es liefert Extrakte mit stark antigenem
- Material, welches hauptsichlich aus Polysaccharid und
. Lipoid autgebaut ist (,Glycolipoid-Antigene”). Pripa-

_rate, welche nach dem Trichloressigsiure-Veriahren ge~
wonnén werden, enthalten immer sipen gewissen Anteil
an Protein. ‘Immunologisch sind sie Trager der somatischen
O-Antigen-Funktion (Definition siehé?)) der betretfenden
) M. R. J. Salton u. Mitarb,, Blochim. Bloghys. Acta 7, 10 {JS51]:

9, 334 {1952 ;i 70, 512 [1953]); J. gen. )\%lc¥obio(l=. 5. 405 g%l]i

9, 512 [1953]. Vgl auch: C. Weibull u. Mitarb., Blochim. Bio-

tha. Acta 70, 35 [1953]; W. Weidel, -Z, Naturforsch. 0b, 251

1851]; 7b, 145 [1962); Ann. Inst. Pasteur 84, 60 [519531.

1y A. L. Houwink, Blochim, Biophys. Aata 10, 360 [1953),
18} A, Boivin u, A. Delaunay, Bull,” Acad. Méd. 728, 357519443.
1) A. Boivin u. L. Mesrobeanu, Rey. d’Immunol. 7, 553 [1935];

2, 113 [1936); 3, 319 [19375; L. Mesrobeanu: Les antigénes
gfycldo- ipidiques des bactéries, Masson et Cle., Paris 19386,
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Bakterien; wegen ihrer Toxizitdt sind sie auch alg

Endotoxine der Bakterlen bezeichnet worden!: 2%),

Raistrick und Topley®) haben zur Gewlonung der Q-
Antigene der Salmonellen (Typhus-, Paratyphus-, Enterl
tis-Bakterien) den AufschiuB abgettteter Bakterien mit
Trypsin elngefihrt. - Das Verfahren wurde sp&ter von
Freeman®t) weiter ausgearbeitet und wird hBufig ange-
wandt, Miles und PRirle®) bebandelten Brucelien mit
2proz. Phenol, fraktionierten dag Autolysat mit Amma-
nlumsulfat und erhielten gereinigte komplexe Lipopoly-
saccharld-Protein-Antigerte durch anschlieBende frakiio.
nierte Zentrifugation. In cingehenden Untersuchungen
tiber die Natur der O-Antigene von Dysenteries und Typhusg.
Bakterlen fanden Morgan und Parfridge®- #), daB die anti-
genen Lipopolysaccharid-Protein-Lipoid-Symplexe (whele
antigenic complex) durch mehrfache Behandiung der gotrock-
neten Bakterien mit Di&thylenglycol schonend extra.
hiert werden kinnen. Allerdings lagsen gich offenbar nicht
alle gramnegativen Bakterien mit Didthylenglycol éxtra-
hieren, wie z. B. Goebel bei Flexner-Ruhr~Bakterten fund®),
Bei diesen und anderen Bakterien bewahrte sich die Ex.
traktion mit Pyridin-Wasser (1:1)% ), wobeli wie-
derum stark antigenes und toxisches Lipopolysaecharid-
Protein-Material in L8sung ging. J. Walker®) hai gezeigt,
daB viele Bakterien beim Stetien mit 2,8 molarer Harn-
stoff-Lésung aufgeschlossen werden, wobel das soms-
tische O-Antigen geldst wird.

Ein welteres Extraktionsprinzip, dag sich als sehr all-
gemein anwendbar erwies, fihrten Palmer und Gerlough®)
eln. Die Bakterien werden zunichst mit 90--93gproz.
Phenol extrahiert, wobel Proteinimaterial in Lésung geht;
bei dér anschlieBenden Behandlung mit Wasser geht das
O-endotoxische, stark antigene Lipopolysaccharid in Lé-
sung. Die Antigenitat, der Stickstoff-Gehalt und weitere
analytische Daten der so aus Typhus- und anderen Bak-
terien erhaitenen Préparate sprechen daffir, da$ gie noch
schwer abspaltbares Protein enthalten. Westphal, Lideril:
und Bister®®) haben das Verfahren vereinfacht, indem sie
Bakterien in der Kilte mit Phenol/ Wasser-Emulgionen be-
handelten, wobei sie zu dhnlichen Produkten wie Palmer
und Gerlough gelangten. Extrahiert man die Bakterien in
der Warme (bis zu 65 °C) mit homogenen Phenal/ Wasser-
Mischungen®?), so wird von dem in Lisung gehenden Lipo-
polysaccharid-Protein-Symplex der Proteinantell viilig ab-
gespalten, so daB nach AbkdHlung und Trennung der
Schichten in der oberen wibrigen Phase protein-freies
Lipopolysaccharid neben Nuclelnsfuren, In der unteren
Phenolphase refnes Protein gefunden wird, Dieses Ver-
fahren ist ebenfalls aillgemelner anwendbar,

Sehr elnfach gestaltet sich nach Roberts*) die Darstel-
lung des rohen antigenen und endotoxlschen Lipopoly-
saccharid-Proteins aus Colibakterlen durch Extraktion
mit Wasser bei 8085 oC,

Zur weiteren Reinigung werden die Extrakie im ali-
gemeinen gegen Wasser dlalysiert und nach passender

10 Th:“{;;gner-]auro , diess Ztschr. 43, 319{!940]- 53, 21 {12421
ug H. Raitirick-w, W, o ool , BAt. J. exp. Path 3
19%4]}" Lancet 1937, 1, 382, . eapeoratiol, }" i

i
. @. Freeman u. Mifarb. Blochemic, ], 34, 307 {1 HER N

[1941}; 36, 340, 355 [18451: 37, 601 f’ml.’ 11940); 43, 64
[‘?6393_' Mites U.N." W. Pirie, Brit. J. sxp. Pathof. 20, B3
“) W, T. J. Morgan, Biochemic, J. 37, 2003 [108T).

» W ?'l gz;]Morgan . S, M. Pariridge, Brit. J, ex?gr. Pathol, 24,
a8y m} Fl.gaoc:bel, F. Binkley u. B. Perlman, J, exp. Medicine 47,
) B, E, Baker, W. F. Gosbel u, E. Periman
@) F Walker, Siochemle. J. 34, 825 (16a0] o8 89, 325 (1940},
L éby. Palmer u. T. D. Gerlough, Sclence [New York] 22, 155
acy U.gggestphal, O. Laderitz u,.F. Blister, Z. Naturforsch. 70, 148
3) R. 8. Roberts, J. comparat. Pathol. Therapeut. 59, 284 {1932},

il)
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Konzentrierung mit organischen Losungsmitteln frak-
tioniert gefdllt. Wegen des sehr hohen Molekulargewichts
bewahrt sich auch die fraktionierte Zentrifugierung bei
hoheren Tourenzahlen®® 83) wie sie erstmals Miles und
Pirle®) anwandten, Es werden so relativ einfach weit-
gehend gereinigte und in manchen Fillen elektrophore-
tisch homogene Lipopolysaccharide erhalten, die sich le-
diglich dadurch unterscheiden, da am Polysaccharid mehr
oder weniger Lipoid- und Protelnmaterial gebunden sein
kanpn. Fir 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 wiBrige Losungen, .

Bei py-Werten von 89 wandern die Lipopolysaccharide
und Lipopolysaccharid-Proteine im elektrischen Feld lang-
sam als Anionen, bedingt durch einen Gehalt an Phosphor-
sdureester, der allen Priparaten eigen ist. Es sind ver-
schiedene elektrophoretisch homogen wandernde Pripa-
rate beschrichen worden!s: 3¢ 38, 38y, [n 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
wéBriger LOsung Tellchengewichte von ca. 1 Million.
Shear*) fand fiir das tumornekrotisierende Lipopoly-
saccharid aus Serratia marcescens (B. prodigiosus) Teil-
chengewichte in der GriBenordnung von 10 Millionen, Da-
vies und Morgan®®) flir den Lipopolysaccharid-Protein-
Symplex aus B. dysenteriae Shiga bel s,-Werten von
130150 S Teilchengewichte ebenfalls von ~ 10 Millionen.
Gemeinsam mit G. Schramm?®®) erhielten wir ffir ein stark
pyrogenes Coli-Lipopolysaccharid s,-Werte von 175—~193 S
und errechneten Teilchengewichte von ca. 20 Millionen.
Man kann jedoch z. B. eclektronenoptisch®®) zeigen, daB
diese groBen Teilchen Aggregate kleinerer Grundeinheiten
mit Teiichengewichten von ca. 1 Million darstellen. Die
kugelfdrmigen Grundeinheiten aggregieren weitgehend
reversibel und pg-abhingig zu langen, perlschnurarti-
gen Aggregaten, so daB sich die Substanz in der Ultra-
zentrifuge nicht homogen verhilt,

In jedem Fall licgen die bakteriellen Lipopolysaccharide
in wilBriger LOsung als Makromolekeln vor, filr 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 blologischen Eigenschaften ~ sel 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, namlich 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-
%) O, Westphal, O. Liideritz, E. Eichenberger u. W. Keiderling, Z.

Naturforseh. 7b, 536 [1952],

3) D. A. L. Davies u. W. T. J. Morgan, 6. Internat. Kongr. . Mi-~
krobiol., Rom, 1953, Abstr. No, 317 [1954), im Druck.
My M. A, Jesaitls u. W. F. Qoebel, J. exp. Medicine 96, 409 [1052].

%) W. F, Goebel u. M. A. Jesaitls, ebenda 96, 425 [1962].
d 89 gé::)llramm, O. Westphal u. O. Laderiiz, Z. Naturfarsch. 7b, 504
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Symplexe nach sehr #hnlichen 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-
4thylenglycol-Extrakte nachMorgan und Partridgess,.67,88)
aus Ruhr- und Typhusbakterien angesehen werden. Aln-
lichen chemischen Aufbau besitzen die antigenen Braucella-
Extrakte nach Miles und Pirie®) und jene aus Shigella
paradysenteriaze (Flexner) nach Goebel und Mitarbei-
tern® 27), Diese hochmolekularen Symiplexe bestchen 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 LipoidB
(undegradiertes (leicht abspaltbar)
Polysaccharid)

|

Phosphoryliertes Lipoid A Protein

Polysaccharid

Blld 1
Die Komponenten der Lipopolyaaccharld-?rote[n-éymplexe

Am Aufbau der genuinen Bymplexe sind die Komponenten
ungeishr folgendermafien beteiligt: ~45—80% phosphoryliertes
Polysaooharid, ~5—156% Phospholipoid A, ~15—20% Protein
und ~10% Phospholipoid B. Der genuine Symplex wird im ali-
gemeinen in einor Ausheute von 5—~10% aus den Bakterien ge-
‘wonren.

Die einzelnen Komponenten konnten mittels verschie-
dener Verfahren voneinander getrennt werden. Erhitzen
mit verd. Essigsdure®” 3%) fiihrt 2. B. zur Spaltung in
Phospholipoid B, Polysaccharid und konjugiertes Protein,
Bei der Fraktionlerung 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
Farmamid®®), insbesondere nach Zusatz von Spuren Amei-
sensdure, oder mittels Phenol®®) abgespalten werden. Da-
gegen ist das Phospholipoid A relativ fest im Symplex ge-
bunden, es 146t sich durch Formamid oder Phenol nicht
abspalten®®). Man erhalit dieses Lipold in itbersichtlicher
Weise aus (protein- und lipold-B-freien) undegradierten
Lipopalysaccharid-Priparaten, wie sie nach Morgan3s:7.3%)
und Goebel™) aus den Vollantigenen, oder nach Westphalse)
mittels Phenol/Wasser dirckt aus dea Bakterien darge-
stellt werden kiénnen. Hydrolyse derartiger reiner unde-
gradierter Lipopolysaccharide mit verditnnter S#ure fiihrt
zu einer Spaltung in degradiertes Polysaccharid und was-
serunifsliches Phospholipoid A28, 3% 83, 40, &) 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 angefithrten 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.
7y W. T, J. Morgan u. S. M. Partridge, Blochemic. J. 34, 169 [1940j.
;:§ }\_:_V g:nl'!le Mor, a}}z: ubfébcﬁ{' Pg‘lrlgge, ebenda 35, xmo [[1 413,

£31 s y W F. u. E, Perlman, J. exp. Medicine 87,

“; A. A. Miles u. N. W. Pirie, Brit. J. exper. Pathol. 20, 278 {1939).
1) C. Tal u. W. F. Goebel, J. exp. Medicine 92, 25 [1950].




Biologische Wirkungen

Ausfiihrlich untersucht wurde das antigene Verhal-
ten. Bei derartigen Untersuchungen ist die verwendete
Tierart, wie man heute weiB, von erheblicher Bedeutung.
Auf Grund jahrelanger Kaninchenversuche glaul:)te mfm,
daB Polysaccharide ohne Proteintriger allgemein keine
Antikérperbildung anregen kdnnten, also nur Ha-ptene
(Halbantigene) sind?). Reine Polysaccharide sind in der
Tat fiir Kaninchen nicht antigen. Es hat lange gedauert- bis
man entdecktes?), daB der Mensch nach Injektion rex_ner
(protein-freier) Pneumococcen-Polysaccharide sehr wirk-
same und spezifische Immunk?drper bilden kann.

Die genuinen Lipopolysaccharid-Protein-Symplexe a‘lis
gramnegativen Bakterien sind starke Antigene. #. 43, ‘." )
und Triger der sog. O-Spezifitat (O-Antigene), wobei .der
Polysaccharid-Anteil die wesentliche spezifitits-bestim-
mende Komponente darstellt. Das Protein iibt, 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 Niheres bekannt.

Reine Lipopolysaccharide sind, auch ohne Proteintriger, filr
Kaninchen deutlich, wenn auch nicht optimal, antigen3?:95:¢5),
Nach Untersuchungen von Hurni®®) geniigh die wiederholfso In-
jektion von 0,01 ug/kg der Lipopolysaccharide aus E. coli oder
S. aborlus equi®®®), um beim Kaninchen Immunkdrper 2u
erzeugen, welche die betreffenden Keime sagglutinieren. Die
Spesifitit der erhaltenen Antiseren ist im allgemeinen herab-
gesetzt, indem h&ulig Ubergreifende Reaktionen beobachtet wer-
den. Morgan®*) fand z. B. in derartigen Antiseren Himolysine
gegen Schafblutkdrperchen. Antiseren, welche man durch Injek-
tion von Vollkeimen herstellt, prazipitieren spezifisch das homo-
loge Lipepolysaccharid. Hinsichtlich der antigenen Spezifitét er-
geben sich also Unterschiede, ob man Vollbakterien oder isolierte
hoehgereinigte Komponenten der genuinen Symplexe als Antigene
verwendes.

Die Lipopolysaccharide sind Trager der O-endotoxi-
schen Eigenschaften der betreffenden Bakterien2¢.82,38),
Die mittlere letale Dosis bei parenteraler Injektion liegt
flir Mause, Ratten, Meerschweinchen und Kaninchen in
der GrdoBenordnung von 0,510 mg/kg. Soweit bisher un-
tersucht, sind die meisten Lipopolysaccharide hinsichtlich
der Erzeugung des Sanarelli-Shwartzman-Phinomens be-
trachtlich aktivit 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 14Bt. Es
kommt danach am Ort der Erstinjektion zu einer hdmor-
rhagischen Nekrose. Die Realction ist micht immunspezifi-
scher Art, da zur Erst- und Zweitinjektion immunologisch
verschiedene Stoffe verwendet werden kbnnen. Die Lipo-
polysaccharide sind sowohl vorbereitend wie ausiGsend
mehr oder minder aktive?), Die minimal wirksamen Dosen
reiner Lipopolysaccharide (z. B. von Ruhr- oder Pseudo-
monas-Bakterien, sowie von Salmonelien) betragen bej
Kaninchen ca, 1-5 pg intracutan (vorbereitend) und ca,
100—200 pg intravenss (ausl8send). Spater fanden Gratia
und Linz%), daB sich verschiedene Arten von Tumoren
Wwie Organe verhalten, die durch eige lokale Injektion von

&) M. Heidélberger v, Mitarb., ebenda g3 303 [19
@) {4 A Miles u. N.W. Piric,'Brit. J. exper, PaEhol‘.GQJ.’b. 109 [1939)
@} W. T. J. Morgan u. H. Schitze, Lanest 7943, 11, 284, )
) W. =’1‘-‘9 ?ﬁﬁi&& g:tgz%, lgcience [New York{ 99, 412 [1944;;
:;)) .7;1 );-lull_:’ni, unve}r(afféntllcrst. 4515 84, 223, 235 L1948y,
s 1. rdomma, K. Sagehaski, §. Hosoya, Y. Yagi, V.
gz. Elg’amx. r]ap. j] exp. Med. 79, 245 gm’&ﬂ; 27‘,123'61, 351u
ot 09 [1952; V. Takeda, Rev, Canad. Bigl. 72 347
an g Ogata, unverdffentlicht; A. Hurni, unverotfentlli:ht.
)p' .ngwg&rgﬁ:Nf‘!;eggT:I}%i _;'.\f loclal tissue reactivity, Verlag
N. Y. Acad. Sci. 49, 483660 [1oag), ~ ' J1emOrrhage, Ann.
'?

) A. Gratig u. R,
) fhosy fa u. R. Linz, C. R. Séances Soc, blol. Filiales 708, 427

ino u,
1951];
1953];
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bakteriellen Toxinen ,sensibilisiert (vorbereftet) sind:
eine einzige intravenOse Toxin-Injektion fihrt bei den
Tumortieren zu hitmorrhagischen Nekrosen im Tumor-
gewcebe und zur Regression des Tumors, Die tumornekeo-
tisierenden Eigenschaften bakterieller Lipopolysaccharide
wurden spiter insbesonders von Hulner und Zahysvy,
Sheart) und Niemann und Mitarbeiter'®) welter unters

sucht,

Viele Lipopolysaccharide gramncgativer Bakierien sind
fiir das hthere Tier und den Menschen selr wirksame
Reizstoffe. lhre intravendse Injekiion fithrt, bereits in
minimalen Dosen, zut Fieber, Verschichungen im weillen
Blutbild (wie Leukopenie und Leukovytose), Aktivierung
hormoneller und enzymatischer Systeme, Anderunpgen im
Stoffwechsel, Stimulicrung pharmakologisch aktiver endo-
gener Wirkstoffe u. a. Zwar gibt es zahlreiche kéirper-
fremde Substanzen, wie kolloiden Schwefel, kolloides Cal-
ciumphosphat®?), gewisse Lipoidgemische (aus Gehirn),
Proteinabbauproduktc®) u. a., deren lujektion chenfalls
zur Ausldsung derartiger oder dbnlicher Mechanismen ftih-~
ren kann; es hat sich jedoch ergeben, daB die Lipupoly-~
saccharide aus gramnegativen Bakterlen quantitativ
die weitaus wirksamsten Reizstoffe sind.

Wogen ihrer fieberorzaugenden (pyrogonen) Wirkung be-
sitzen derartige Stoffe snil langem prakiisei-klinisehios Interesse
zur Erzeugung kinstlichen Heilfiebers bei dor sog. unspezifisahon
Reigtherapio. Die Bntwicklung dieses Forachungsgohietos, ein-
schlieBlich seiner friheren chemischen Buarbeitung ist bereits be-
Behrieben worden®/®). Praktisch nioht minder bedentsam ist das
Problem, unerwinschte Pyrogene sus wiBrigon Liaungen, insbes.
aus Injektionsflissigkeiten zu entfernen®®), Wegen dor relativen
Stabilitat bakterioller Pyrogene ist dus Problem bisher auf chomi-
schem Wege nicht befriedigend geldat worden.

Man kann Kklinische Reiuwirkungen such einfach durch Injok-
tion abgetdteter Vollbaktorien {Vaseine) orzielen. Indessun ver-
suohte man bald, die vugrunde lisgenden wktiven Stoffe anzu-
reichern und ihro chemische Natur anfzukidren. (' Tui und saine
Mitarbeitor®) dfirften vor etwn 20 Jahren die ersten gewesen
sein, die ein Pyrogen aus Typhusbaktericn unreicherten und arien-
tierend analysiorten. Viele in der Zwischonzeit auggelthrten
Untersuchungen deuteton darauf hin, dall die wirksamnsten Pyro-
gonoe Polysaccharideharakier besilzen. Das von Sheartd} aug
Serratic marcescens dargostellie tumornokeotisierende Lipopaly-
saccharid orwies sich in Untersuchungen von Reck und Fizherdt)
als hochwirksames Pyrogen, dessen pyrogeny Grenzdosis fiir Ka-
ninchen in der GroBenordnung von 0,005 py ke Iag. In neserer
Zoit haben Westphal, Liiderit> und Mitarbeftlert®32) duy Problem
wioder aufgonommon. 1s Hol gich nachweisen, dall optimal wick-
saxme Baktorionpyrogune roine, protein-trelp Lipopalysacaliarido
sind, dafl also von den genuinon Symplexen nur wenigs Kompo-
nenten erforderlich sind. Mit Hilfe dos Phonolj Wasser Vertahrona?e
konate 2. B. uus sinom Escherichin-Stumm {E. enli-Kréper 08)*)
ein roines Lipopolysnocharid dargestallt worden, dessan pyrogene
Grenzdosis hoim Kaninehen .009 ug/kg, belin Menschen oa.
0,001 ug/kg botrliigt, Optimale klinische Relywirkungen nom Mone
schen orziolt man bei derartigon Lipopolysanchuriden mit intra.
vendsen Injektionen von rtwa 0.5 pr total, Bel einom Toilohen-
gowicht dor Grundeinkeiton von ~1 Million®8) srgibt sich somit,
daB zur Ausldsung starker Relzwirkungen beim Menschen die
Injektion von rund 10" Molekeln des Lipopolysassharida grnigt®s).

Die Forschungen auf diesem Geblet wurden neuerdings
u. a. auch dadurch erheblich stimuliert, da8 man weitere
Wirkungen von biologischem und vor allem auch klinischem
Interesse auffand, Lipopolysaccharide aktivieren beim
hdheren Tier und Mensch das zur Regulierung der Entzfin-
dungsbereitschaft wichtige Hypophysen-Nebennie-

) S. H. Hutner u. P. A. Zahl, P . X 4 ;
“) %4'3&[1943]%' p » Proc. Soc. exp. Biol. Med, 52, 364;
3 er u, F. J. Geks, Z. Naturforsch. &b 6687 [1053].
) Siehe z. B. V. “Menkin, int. Arch. Allergy ., 31—1168 [1683};
& W, G. Spector, J. Pathol. Bacteriol. 63, 93{1951].
“; %.o Bz._uli-l. g/xl;c!;pl:. Il-{" E}.{ v§si, .A;nnelmlttc!forsch. 4, 8 [1954],
r . y . . OC e S . N .
) Medichee 35, £ Ty rift u. J. Powers, J. Lab. Clin
B L. V. Beck u. M. Fisher, Cancer Res, 6, 418 {19446].
Nach neueren Untersuchungen von Dr. J- orskoyv (I Kapenhagen)
3andelt es sich um elnen E, freund!i-Starnm mlt Coll 08-Antigen.
. Westphal u, B. Kickhofen, Z. Rheumaforsch, 12, 321 [1953).
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