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Glycosyltransferasen der frühen
Lipopolysaccharid-Biosynthese
Ein Angriffspunkt für neue Antibiotika?

Übersicht

Eine Vielzahl von Infektionen ist nach
wie vor auf gramnegative Bakterien
zur�ckzuf�hren, deren Bek�mpfung mit
einer Reihe von Antibiotika durchgef�hrt
wird. Trotz dieser Hilfsmittel, einherge-
hend mit stark verbesserten hygienischen
Bedingungen, sind die absoluten Zahlen
der Sterblichkeit bei schweren gramne-
gativen Infektionen �ber die letzten Jahr-
zehnte beinahe konstant geblieben. So
sind es �berwiegend nosokomiale Infek-
tionen, die vor allem bei immunsuppri-
mierten Patienten zu schweren Krank-
heitsverl�ufen wie Sepsis oder gar sep-
tischem Schock f�hren k�nnen. Damit
bleibt die gramnegative Sepsis ungeach-
tet vereinter Anstrengungen zu ihrer

Bek�mpfung eine gef�rchtete und
lebensbedrohliche Komplikation, vor
allem auf Intensivstationen. Nach wie
vor fallen j�hrlich etwa 100 000 Patien-
ten allein in den USA diesem Syndrom
zum Opfer [1]. Das Molek�l, das diese
heftige Reaktion im Organismus ausl�st,
ist das Endotoxin oder, genauer gesagt,
die Lipoid-A-Komponente des Lipopoly-
saccharids (LPS) aus der Membran
gramnegativer Bakterien [2]. Bei jeder
Zellteilung wird ein wenig LPS freige-
setzt, gr�§ere Mengen gelangen jedoch
bei der Autolyse nach dem Tod der Bak-
terien in den K�rper. Ungl�cklicherwei-
se resultieren viele Antibiotika in der Au-
tolyse der Bakterienzelle, wodurch zwar

die Lebendkeimzahl drastisch reduziert
wird, die Endotoxin-Aussch�ttung aber
zu einer Verst�rkung der Symptome der
Sepsis f�hrt [3]. Ein Ziel muss es dem-
nach sein, solche Antibiotika zu ent-
wickeln, die wenig oder kein Endotoxin
freisetzen.

Dar�ber hinaus zeichnen sich viele
Pathogene mittlerweile durch eine Multi-
resistenz gegen die meisten g�ngigen An-
tibiotika aus, weshalb die Suche nach al-
ternativen Zielen f�r einen Angriff von
Antibiotika von gro§er Dringlichkeit ist.
Das LPS bildet den Hauptbestandteil der
�u§eren H�lle der �u§eren Membran, wo
es aufgrund seiner physikochemischen
Eigenschaften eine wichtige Funktion als
Permeationsbarriere �bernimmt. Es kann
untergliedert werden in einen hydropho-
ben Anteil und eine hydrophile Kohlen-
hydratkomponente. Der hydrophobe Li-
pidanker dieses Molek�ls, auch Lipoid A
genannt, besteht bei E. coli aus einem
hexaacylierten Glucosamindisaccharid,
das in Position 1 und 4 eine Phosphat-
gruppe tr�gt. Der hydrophile Kohlenhy-
dratanteil l�sst sich in die Kernregion und
das O-Antigen unterteilen, wobei die
Kernregion den strukturell konservierten
Teil und das polymere O-Antigen einen
hochvariablen Teil darstellt (Abb. 1). E.
coli oder Salmonella-Wildtyp verf�gt
�ber ein S-Form-LPS, welches sowohl
eine Kernregion als auch ein O-Antigen
aufweist. Dar�ber hinaus gibt es jedoch
eine Anzahl von LPS-Mutanten, bei
denen bestimmte Gene der LPS-Biosyn-
these defekt sind, was in einem verk�rz-
ten LPS resultiert. Diese Mutanten wer-
den als Raumutanten mit den Abk�rzun-
gen Ra bis Re bezeichnet (Abb. 1). Die
Minimalstruktur, die f�r das �berleben

Lipopolysaccharide (LPS) sind charakteristische Bestandteile der äußeren Membran
gramnegativer Bakterien und stellen wichtige Pathogenitätsfaktoren dar. LPS oder
Endotoxin ist ein potenter Mediator endzündlicher Reaktionen und unter ande-
rem maßgeblich an der Entwicklung des septischen Schocks beteiligt. Die Inhibi-
tion der LPS-Biosynthese bewirkt neben einer verringerten Viabilität der Bakteri-
en auch eine reduzierte Freisetzung von LPS und stellt somit ein interessantes Ziel
zur Entwicklung neuartiger Antibiotika dar. Der zentrale und hochkonservierte
Anteil des LPS setzt sich aus den Zuckerkomponenten 3-Desoxy-D-manno-Oct-2-
ulosonsäure (Kdo) und L-Glycero-D-manno-Heptose zusammen. Die Übertragung
dieser beiden Zucker auf den Lipidanteil des LPS wird in unserer Gruppe in vitro
und in vivo untersucht, wobei die Aufklärung des Reaktionsmechanismus dieser
Glycosyltransferasen im Vordergrund steht. Die daraus resultierenden Erkenntnis-
se sollen anschließend zur Entwicklung von Hemmstoffen dieser Übertragungs-
reaktion angewendet werden.
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Glycosyltransferases of lipopolysaccharide biosynthesis
Lipopolysaccharides (LPS) are characteristic compounds of the outer membrane of
gram-negative bacteria and important factors of pathogenicity. LPS or endotoxin
is a potent inducer of inflammatory reactions and as such strongly involved in de-
velopment of syndromes like septic shock. Inhibition of LPS-biosynthesis does not
only lead to reduced viability of the bacteria but also to reduced release of LPS,
thus representing an interesting target for new antibiotics. The central and most
conserved part of LPS consists of 3-deoxy-D-manno-oct-2-ulosonic acid (Kdo) and
L-glycero-D-manno-heptose. In our group the transfer of these sugars onto the
lipid part of LPS is under investigation in „in vitro“ and „in vivo“ systems. Our main
interest is the elucidation of the reaction mechanism of these glycosyltransferases
and furthermore the development of inhibitors for the catalysed reactions.
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von E. coli essentiell ist, besteht aus
einem pentaacylierten Lipoid A und der
innersten Kernregion, also zwei Mo-
lek�len 3-Desoxy-D-manno-Oct-2-ulo-
sons�ure (Kdo), als Zuckerkomponente.
Diese tief-raue Form wird als Re-LPS
bezeichnet. Re-Mutanten sind in vivo
nicht �berlebensf�hig; sie sind serumsen-
sitiv und werden schnell von Phagozyten
beseitigt.

Wie Mutationen in den Genen der zur
LPS-Biosynthese notwendigen Enzyme
erwiesen haben, handelt es sich beim
LPS um ein Molek�l, das f�r die Vitalit�t
gramnegativer Bakterien essentiell ist.
Aus diesem Grund stellt die LPS-Bio-
synthese ein hervorragendes Ziel f�r eine
Antibiotika-Therapie dar. So konnte vor
einigen Jahren f�r einen Inhibitor der
CMP-Kdo-Synthase zumindest in vitro
eine bakteriostatische Wirkung gezeigt
werden [4].

Dar�ber hinaus gibt es weitere viel
versprechende Ans�tze zur Bek�mpfung
der gramnegativen Infektion auf der
Basis des Lipopolysaccharids. Die Auf-
kl�rung der Lipoid-A-Biosynthese hat

gleich mehrere Ziele ins Blickfeld
ger�ckt, wie die Proteine LpxA oder
LpxC. LpxA, eine O-Acyltransferase, die
den ersten Schritt der Synthese kataly-
siert, wurde kristallisiert und die Daten
d�rften sehr hilfreich f�r die Konstruk-
tion von geeigneten Inhibitoren sein [5].
LpxC katalysiert die Deacetylierung
eines Zwischenproduktes von Lipoid A
und damit den ersten irreversiblen Schritt
der Biosynthese. F�r dieses Enzym konn-
ten bereits sehr wirksame Inhibitoren ent-
wickelt werden, wie zum Bespiel die
Komponente L-161,240. Gaben dieses
Inhibitors lie§en M�use bei einer Infek-
tion mit E. coli �berleben, die ohne
Schutz t�dlich verlaufen w�re [6].

Viele Untersuchungen sind durchge-
f�hrt worden, um die molekularen Para-
meter zu ermitteln, die f�r die Toxizit�t
des LPS verantwortlich sind. Dabei
konnte gezeigt werden, dass ein hydro-
philes Disaccharid mit zwei negativen
Ladungen und einer asymmetrischen
Verteilung von Fetts�uren, so wie es im
Lipoid A von Salmonella oder E. coli
vorliegt, die h�chste endotoxische Akti-

vit�t aufweist [7]. Eine Zielzelle des
Endotoxins ist der Makrophage, der mit
der Aussch�ttung von Entz�ndungs-
mediatoren auf Stimulierung mit LPS
reagiert. Die Bindung von LPS an den
Makrophagen erfolgt dabei sowohl �ber
l�sliche als auch �ber membrangebunde-
ne Rezeptoren wie LBP und mCD14 [8].
Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass
Partialstrukturen von Lipoid A ebenfalls
an diese Rezeptoren binden, aber nicht in
der Lage sind, die Aussch�ttung von Zy-
tokinen zu induzieren [9].

Diese Lipoid-A-Antagonisten (wie
z. B. Komponente 406) stellen eine wei-
tere Zielgruppe f�r die Entwicklung
neuer antiendotoxischer Wirkstoffe dar.
Als Leitstrukturen dienen dabei Lipoid-
A-Molek�le, von denen bekannt ist, dass
sie �ber ein geringes endotoxisches Po-
tential verf�gen. Ein Beispiel hierf�r ist
die Substanz E5531, die ein Analogon
zum Lipoid A von Rhodobacter capsula-
tus darstellt. In Kombination mit einer
Antibiotika-Therapie konnten mit diesem
Wirkstoff im Tiermodell beeindruckende
Ergebnisse im Schutz vor letaler Infek-
tion gezeigt werden [10].

Der dritte Ansatz macht sich Antik�r-
per zunutze, die mit den konservierten
Kernregionen des LPS von verschiede-
nen gramnegativen Pathogenen kreuz-
reagieren. WN1 222-5 ist ein solcher An-
tik�rper, der gegen eine Mischung von
LPS-Typen von E. coli generiert wurde
und sowohl R- als auch S-Form-LPS von
E. coli, Salmonella enterica und Shigella
erkennt [11]. Der Vorteil eines Antik�r-
pers als Therapeutikum liegt darin, dass
er �ber seinen Fc-Anteil von Phagozyten
erkannt wird, so dass das Endotoxin aus
den Bakterien nicht lytisch freigesetzt,
sondern durch Phagozytose aus der Zir-
kulation entfernt wird. Die Wirksamkeit
der humanisierten Chim�re dieses Maus-
antik�rpers konnte erfolgreich in ver-
schiedenen Testsystemen gezeigt werden
[12].

Unsere Gruppe besch�ftigt sich seit
vielen Jahren mit der Struktur-Wirkungs-
Beziehung des Lipopolysaccharids gram-
negativer Bakterien [2, 13]. Unser be-
sonderes Interesse galt dem LPS von
Chlamydien, welches ein gattungsspezi-
fisches Epitop darstellt und als solches
diagnostische Bedeutung besitzt (Abb.
2). Da diese Struktur zu den immunolo-
gisch dominanten Oberfl�chenantigenen
geh�rt, konnten Antik�rper generiert
werden, die auch in der Diagnostik ein-
gesetzt werden [14Ð16].

Abb. 1. Schematische Darstellung der Struktur von Salmonella-Wildtyp und Raumutanten-
Lipopolysacchariden. Die Bezeichnungen Ra bis Re beziehen sich auf die Struktur des LPS
aus Mutanten. Die Bereiche O-Antigen, Kernregion und Lipoid A sind ebenso gezeigt wie
die polymere Struktur der O-Kette. Zuckerreste sind durch Hexagone dargestellt, punktier-
te Linien bedeuten nicht-stöchiometrische Substitutionen. GlcN = Glucosamin; Kdo = 3-Des-
oxy-D-manno-Oct-2-ulosonsäure; Hep = L-Glycero-D-manno-Heptose; Glc = Glucose; Gal =
Galactose; GlcNAc = N-Acetylglucosamin; P = Phosphat.
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Bei Chlamydien handelt es sich um
intrazellul�re Parasiten, die aus Zellkul-
turen isoliert werden m�ssen. Aus diesem
Grunde ist es sehr schwierig, ausreichen-
de Mengen an LPS zu isolieren, um
daran eine detaillierte Strukturanalyse
durchzuf�hren. Die Klonierung einer
Kdo-Transferase aus Chlamydien in eine
Re-Mutante von E. coli erwies sich als
hilfreich, da dieser rekombinante Klon
die Expression des gattungsspezifischen
Epitops der Chlamydien in einem E.-
coli-Stamm erlaubte. Das rekombinante
LPS wurde isoliert und dessen Struktur
analysiert [17]. Bei diesem LPS handelt
es sich um ein Re-LPS, das aus einem
Lipoid-A-Anteil und einer Kdo-Region
besteht. W�hrend der Lipoid-A-Anteil
von E. coli stammt, besteht die Kdo-Re-
gion aus einem Trisaccharid der Sequenz
aKdo(2-8)aKdo(2-4)aKdo. Dieses ist
�ber eine (2-6)-Verkn�pfung mit dem
distalen Glucosamin von Lipoid A ver-
bunden. Ein a(2-4) verkn�pftes Kdo-Di-
saccharid bildet die LPS-Kernregion der
meisten gramnegativen Bakterien und ist
ausschlie§licher Bestandteil des LPS von
E.-coli-Re-Mutanten wie zum Beispiel
F515 [18]. Durch die charakteristische
a(2-8)-Verkn�pfung des zus�tzlichen
Kdo-Restes mit dem Kdo-Disaccharid

entsteht eine einzigartige Struktur, wie
sie in keinem anderen LPS vorkommt.
Dieses Kdo-Trisaccharid enth�lt das gat-
tungsspezifische Epitop der Chlamydien.

Es stellte sich nunmehr die Frage, ob
die klonierte Kdo-Transferase nur diesen
zus�tzlichen Kdo-Rest �bertr�gt, oder ob
sie in der Lage ist, das vollst�ndige Kdo-
Trisaccharid zu synthetisieren. F�r diese
Untersuchung wurde eine ver�nderte
Form des In-vitro-Testsystems angewen-
det, wie es von Raetz et al. erstmals be-
schrieben wurde [19]. Ein synthetischer,
tetraacylierter und monophosphorylierter
Vorl�ufer von Lipoid A, Komponente
405, wurde mit Hilfe der 4Õ-Kinase aus
E. coli selektiv in der Position 4Õ phos-
phoryliert. Die Verwendung von [32]P-
ATP erm�glichte hierbei die radioaktive
Markierung des Lipidakzeptors. Zus�tz-
lich zu diesem Akzeptor ist aktiviertes
Kdo f�r die �bertragung erforderlich. Da
CMP-Kdo instabil ist (Halbwertszeit
etwa 30 Minuten), muss es f�r die Reak-
tion in situ hergestellt werden. Dies ge-
schieht mit Hilfe der aus E. coli isolier-
ten CMP-Kdo-Synthase, die aus CTP
und Kdo CMP-Kdo generiert, welches
dann in einer gekoppelten Reaktion von
der Kdo-Transferase auf den Lipidakzep-
tor �bertragen wird. Die Analyse der

Reaktionsprodukte erfolgt entweder
autoradiographisch oder immunologisch
nach Auftrennung in der D�nnschicht-
chromatographie [20]. Die Autoradiogra-
phie verbindet dabei den Vorteil sehr
hoher Empfindlichkeit mit dem Nachteil
der limitierten Aussage �ber gebildete
Produkte. Beim immunologischen Nach-
weis k�nnen spezifische monoklonale
Antik�rper eingesetzt werden, die nicht
nur hochselektiv mit ihren Antigenen rea-
gieren, sondern auch eine sehr hohe
Empfindlichkeit aufweisen. Die von uns
verwendeten Antik�rper erkennen Kdo-
Monosaccharid, aKdo(2-4)aKdo-Disac-
charid oder aKdo(2-8)aKdo(2-4)aKdo-
Trisaccharid als Epitop [21, 22]. Mit
Hilfe dieser Antik�rper war es m�glich
nachzuweisen, dass die Kdo-Transferase
von Chlamydien (sowohl C. trachomatis
als auch C. psittaci 6BC und C. pneumo-
niae TW-183) nacheinander drei Kdo-
Reste auf den Lipidakzeptor 406 �ber-
tr�gt, wobei die ersten beiden Kdo in der
klassischen a(2-4)-Verkn�pfung vorlie-
gen und das dritte Kdo �ber die Chlamy-
dien-spezifische a(2-8)-Verkn�pfung mit
dem Disaccharid verbunden ist (Abb. 3).
Durch diesen Versuch konnte zweifels-
frei nachgewiesen werden, dass es sich
bei der Kdo-Transferase aus Chlamydien
um ein trifunktionelles Enzym handelt

Abb. 2. Chemische Struktur des „in vitro“ synthetisierten, gattungsspezifischen LPS-Epitops
von Chlamydia. Komponente 406, ein synthetischer, tetraacylierter, bisphosphorylierter
Vorläufer des Lipoids A dient als Akzeptor für die Übertragung von bis zu drei Kdo-Resten
durch die Kdo-Transferase aus Chlamydien. Die Struktur des gebildeten Zwischenproduktes
entspricht dabei dem Re-LPS von E. coli.
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[20]. Dies ist insofern bemerkenswert, als
das Dogma der Glykobiologie ãein
Enzym Ð eine glykosidische BindungÒ
f�r die Kdo-Transferasen nicht gilt.

Im Lipopolysaccharid der Enterobac-
teriaceae folgt in der inneren Kernregion
auf das Kdo-Disaccharid die Heptose-
region (Abb. 1). Diese besteht h�ufig aus
einem verzweigten Heptosetrisaccharid
der Sequenz a(1-7)a(1-3) und ist in einer
a(1-5)-Bindung mit dem innersten Kdo
verbunden. Die �u§ere Kernregion sitzt
an Position 3 der zweiten Heptose [23].
Im Gegensatz zu den Kdo-Transferasen
handelt es sich bei den Heptosyltrans-
ferasen um monofunktionelle Enzyme,
die jeweils nur eine einzige Heptose
�bertragen k�nnen. Alle drei Enzyme
weisen Homologien auf DNS- und Pro-
teinebene auf, ein Aspekt, der f�r die Ent-
wicklung von Inhibitoren dieser Enzyme
wichtig sein k�nnte. Um die Enzyme
n�her zu charakterisieren, wurden die
Heptosyltransferasen aus E. coli kloniert
und in Corynebacterium glutamicum ex-
primiert. Auf diese Weise gewonnene
Rohextrakte wurden ebenfalls in dem
oben beschriebenen In-vitro-Transfer ge-
testet. In diesem Fall dient das vollst�n-
dig acylierte Re-LPS von E. coli als Li-
pidakzeptor, die L-Glycero-D-manno-
Heptose muss als ADP-Zucker angebo-
ten werden. Bisher war es unm�glich,
ADP-Heptose als reinen Zucker zu iso-
lieren oder auch zu synthetisieren. Aus
diesem Grunde muss dem Testansatz ein
Rohextrakt aus E. coli zugesetzt werden,
der keine Heptosyltransferasen enth�lt
und als ADP-Heptosequelle dient. Die
gebildeten Reaktionsprodukte lassen sich

ebenfalls d�nnschichtchromatographisch
auftrennen und immunologisch nachwei-
sen. Dar�ber hinaus werden diese Pro-
dukte isoliert und einer mikroanalyti-
schen Strukturanalyse unterworfen, so
dass eine eindeutige chemische Zuord-
nung m�glich ist.

Bislang werden die Untersuchungen
der Glycosyltransferasen mit Rohextrak-
ten aus C. glutamicum, in dem die ent-
sprechenden Enzyme plasmidal kodiert
vorliegen, durchgef�hrt. Im Hinblick auf
die Komplexit�t des Testsystems stellt
die Aufreinigung der Transferasen den
notwendigen n�chsten Schritt dar. Des
weiteren sind kinetische Messungen der
reinen Enzyme vorgesehen sowie deren
Charakterisierung unter Verwendung von
fluoreszenzspektroskopischen Methoden.
Die auf diese Weise gewonnenen Er-
kenntnisse zum Ablauf und Mechanis-
mus der katalysierten Reaktion sollten
sich hilfreich f�r die Konstruktion von
m�glichen inhibitorischen Strukturen er-
weisen.

Die Untersuchung der Glycosyltrans-
ferasen der fr�hen LPS-Biosynthese kann
uns wertvolle Erkenntnisse �ber einen
weiteren empfindlichen Punkt bakteriel-
ler Pathogene liefern. In Zusammenhang
mit den Erfahrungen und Fortschritten
bei der Entwicklung von Inhibitoren und
sp�ter auch Antibiotika sollte es m�glich
sein, einen weiteren Schritt zur Bek�mp-
fung gramnegativer Infektionen zu ma-
chen.

Das Projekt der Heptosyltransferasen wird finan-
ziell vom BMBF (Verbundprojekt „Neue Targets
für die Antibiotikatherapie“) unterstützt.
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