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Die erfolgreichstcn Impfstoffe bestehen heute noch aus abgeschwiichten oder abgetoteten 
Pathogenen. doch ist erkennbar, dalj in Zukunft durch Anwendung der Gentechnologie reine 
Antigene in ausreichenden Mengen zur Verfiigung stehen werden. Zur Erreichung einer 
Schutzwirkung is1 es jedoch essentiell, die Immunantwort gegen diese nur schwach immunoge- 
nen Strukturen durch Adjuvantien zu verstiirken. Die Suche nach chemisch definierten, syn- 
thetischen und gut vertriiglichen Adjuvantien ist deshalb fur eine effektive Immunprophylaxe 
von auRerordentlicher Bedeutung. Als eine in dieser Hinsicht sehr vielversprechende Verbin- 
dungsklasse erwiesen sich synthetische Glycosylamide rnit zwei langen Alkylketten aus Alkyla- 
min und Fettsiiuren. Im Gegensatz zu den natiirlich vorkommenden Glycolipiden, die immun- 
suppressiv wirkeri. sind die hier beschriebenen, neuen Glycolipidanaloga ausgepriigt immun- 
stimulierend. Sie bewirken in Vaccinierungsexperimenten zusammen rnit verschiedenen Anti- 
genen einen effizicnten Schutz. Der Wirkungsmechanismus, der sich von dem bekannter Adju- 
vantien unterschcidet, IiilJt die Glycolipidanaloga fur lmmunisierungen von Patienten rnit 
defekten T-Lymphozytenfunktionen. z. B. AIDS-Patienten, als besonders aussichtsreich er- 
sc he in en 

1. Einleitung 

Eine der lebensnotwendigen Aufgaben des Immunsystems 
von Siiugetiercn ist der Schutz vor Infektionskrankheiten. 
Dies gelingt durch ein Netzwerk von Interaktionen verschie- 
dener lymphoider (B- und T-Lymphozyten) und phagozytie- 
render Zellen (Monozyten. Makrophagen. Granulozyten) 
iiber Bildung und Freisetzung mehrerer Aktivierungs-, 
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren (Interleukin I, 
Interleukin 11. Tumor-Nekrose-Faktor). Infektiose Keime 
werden dadurch selektiv neutralisiert und eliminiert, die kor- 
perliche Unversehrtheit bleibt erhalten[ll. Diese Aufgabe 
wird vom Immunsystem im Normalfall hervorragend bewiil- 
tigt. In einigen Fillen 1st es jedoch angezeigt. das Abwehrsy- 
stem phamakologisch zu beeinflussen. entweder im Sinne 
einer Immunstimulation oder einer Immunsuppression. Die 
Verstiirkung der 1 mmunantwort auf bestimmte korperfrem- 
de Strukturelemente (Antigene). die spezifische Immunsti- 
mulation. wird bi:i Impfungen (Vaccinierungen) angestrebt. 
Daneben gewinnt die unspezifische Immunstimulation zu- 
nehmend an Bedsutung. die einen breiten. nicht antigenab- 
hiingigen Reiz setzt. um so eine eher grundsiitzliche Abwehr- 
bereitschaft hervorzurufen. Im folgenden werden Problem- 
stellungen im Zusammenhang mit Vaccinierungen niiher be- 
trachtet. 

Viele der heutc in der Human- und Veterinirmedizin ge- 
briuchlichen Impfstoffe (Vaccine) bestehen aus abgetoteten 
oder abgeschwiichten Bakterien. Viren oder Parasiten. Da- 
mit sind immense Erfolge in der Medizin erreicht worden, 
jedoch sind die hloglichkeiten von Vaccinierungen dadurch 
noch nicht ausgeschopft. In der Entwicklung befinden sich 
Vaccine auf der Basis gereinigter Oberfliichenteile von Pa- 
thogenen (Subunit-Vaccine) oder peptidischer, immundomi- 
nanter Epitope. die rnit Proteinen hybridisiert sind. Verstiirkt 
wird dieser Trend durch die Einbeziehung rekombinanter 
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DNA-Technologienl']. die es beispielsweise ermoglichen, vi- 
rale Oberfliichenproteine in Bakterien oder Kulturen tieri- 
scher Zellen zu exprimieren. Dieser Ansatz bietet unter ande- 
rem den prinzipiellen Vorteil einer hoheren Sicherheit 
aufgrund nicht vorhandener Virulenz des Erregers. Ein 
Hauptproblem dabei ist jedoch. dal3 diese Antigene in ihrer 
reinen Form sehr vie1 weniger immunogen sind. Um eine 
ausreichende Schutzwirkung hervorzurufen. miissen sie zu- 
sammen mit Adjuvantien. die die spezifische Immunantwort 
auf Antigene verstiirken. verabreicht werdenl3. 'I. 

In der Adjuvansforschung ist die Trennung der Immunsti- 
mulation von entzundlichen Nebenreaktionen von zentraler 
Bedeutung. Viele Adjuvantien wie das klassische komplette 
Freundsche Adjuvans (CFA. eine Wasser-in-01-Emulsion 
mit kompletten Extrakten von Mycobakterien) sind so un- 
vertriiglich. dalj sie nicht einmal fur Veteriniir-Vaccinen ver- 
wendet werden konnen. Die einzigen fur humane Anwen- 
dungen zugelassenen Adjuvantien sind mineralische Gele 
wie Aluminiumhydroxid. Es ist auch Bestandteil des ersten 
peptidischen Hybridvaccins. das als Irnpfstoff gegen Mala- 
riaerkrankungen am Menschen untersucht worden 
Verglichen rnit CFA ist Aluminiumhydroxid jedoch nur 
schwach wirksam, so dalJ es nur begrenzt verwendbar 1st. 
Die Suche nach vertriiglichen und wirksamen Adjuvantien 
hat deshalb in jungster Zeit enorm an Bedeutung gewon- 
nen[*]. 

Eine Reihe von Alternativen zeichnet sich a b  (Ubersichten 
siehe Lit.I9- 14]): Stoffwechselprodukte wie Interleukine. 
Interferone oder Peptidhormone. hochmolekulare Verbin- 
dungen mikrobiellen Ursprungs oder synthetische Derivate 
aus mehreren Verbindungsklassen. Von besonderem Interes- 
se sind die niedermolekularen Adjuvantien aus dem Bereich 
der bakteriellen Zellwandkomponenten. Dies sind z. B. Ver- 
bindungen. die sich von der aktiven Komponente von Myco- 
bakterien (die im CFA enthalten sind), dem Muramyldipep- 
tid (MDP) l [ 1 5 . 1 6 1 ,  ableiten. z. B. Murabutid, Muroctasin 
und Muramyltripeptid-phosphatidylethanolamin (MTP- 
PE). Andere wirksame Adjuvantien sind Verbindungen aus 
der Familie der Endotoxinell 'I. Deren aktive Komponente 



ist Lipid A 2 (Abb. l ) [ ' " .  l 9 1 .  Abkornrnlinge dieser Leitstruk- 
tur sind beispielsweise Lipid X oder Lipid Y Einige dieser 
Verbindungen befinden sich als Bestandteile von Vaccinen in 
der klinischen Priifung. 

Klasse der Murarnylpeptide oder der Endotoxine sind. 
Es sind vielmehr Glycolipidanaloga (GLA). die eine interes- 
sante Alternative zu den bisher bekannten Strukturen bieten. 

2. Glycosylamide als Glycolipidanaloga 

Glycolipide sind auf der Oberflache jeder Zelle anzutref- 
fen. In Siugerzellen dienen sie aufgrund ihrer exponierten 
Stellung in der Zellrnernbran als Bindungsstellen von Lecti- 
nen, Antikorpern. Toxinen. Bakterien oder Viren und haben 
damit wichtige Funktionen fur die Kornrnunikation der Zelle 
rnit ihrer auDeren Umgebungr2'- 221. 

Man kennt heute rnehrere hundert Glycolipidstrukturen 
auf der Oberflache einer Saugerzelle. GernaD ihrern hydro- 
phoben Teil werden sie in zwei Klassen eingeteilt, die Glyco- 
sphingolipide 3 und die Glycoglycerolipide 4 (Abb. 2). 
Glycosphingolipide sind aus Sphingosin, Fettsaure und 
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Abb 1 Strukturlormeln der Immunmodulatoren Muramyldipeptid I und LI- 
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Strukturvariationen an den aktiven Verbindungen erga- 
ben. dal3 selbst geringe Abwandlungen der Grundstruktur 
haufig zu kotnplettern Verlust der biologischen Wirkungen cOH 01 
fiihren. In vielen Flllen war es jedoch moglich. hochwirksa- 

'OH-; 
me Derivate (lurch kovalente Konjugation der aktiven Leit- OH 

struktur rnit Iipidresten herzustellen. wie die obengenannten 
Beispiele zeigen. 3 Clycasylanida (Clycolipidonologo, CLA) 

Wir fanden in den letzten Jahren eine neue Klasse von 
Abb. 2 .  Prototypen natiirlich vorkommender Glycolipide 3 und 4 - die Mono- 
saccharidreste stehen slellverlrerend f"r Mono- und Ollgosaccharidreste. dic Konjugaten Bus Kohlenhydraten llnd Lipiden, die Adjuvans- 

eigenschaften haben, aber keine Abkornrnlinge aus der zum Tell O-sulfatierr vorliegen und der <;lycolipidanalo~d 5. 
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Kohlenhydratrestcn aufgebaut, Glycoglycerolipide aus Gly- 
cerin. Fettsiuren oder Fettethern und Kohlenhydraten. Die 
Zuckerreste sind jeweils 0-glycosidisch ~ e r k n i i p f t [ ~ ~ ] .  

Die grundlegenden Eigenschaften dieser interessanten 
Klasse von Zellwandkomponenten. ihr amphiphiler Charak- 
ter. der durch die Kombination von lipophilen Ketten mit 
hydrophilen Kohlenhydrat-Kopfgruppen entsteht. und ihre 
immense biologische Bedeutung, veranlal3te uns Anfang der 
achtziger Jahre, die Chemie der Glycolipide und ihrer einfa- 
cheren Analoga niher zu untersuchen. Unser urspriingliches 
Ziel war es, einfache Glycosylamide wie 5 rnit langen Alkyl- 
resten und Variationen in der polaren Region zu synthetisie- 
ren und zu untersuchen, welche Effekte diese Strukturen in 
biologischen Systemen hervorrufen konnen. Die iiber das 
anomere Kohlenstoffatom direkt mit den Zucker verbunde- 
nen lipophilen Aniidreste aus langkettigen Alkylaminen und 
Fettsiiuren sollteii dabei die Wirkungsweise der natiirlich 
vorkommenden Lipidreste nachahmen. 

2.1. Synthese von Glycosylarniden 

Wegen der zu geringen Basizitit von Amiden gelingt die 
direkte Kondensation mit freien Zuckern zu Glycosylamiden 
n i ~ h t [ ’ ~ ~ .  Auch die Hilbert-John~on-Reaktion[’~~ ist nicht 
auf N-Alkyl-carbonsiureamide iibertragbar, da hierbei nur 
N-silylierte Derivate entstehen. die die N-Glycosid-Synthese 
unmoglich machen[26]. Die Synthese von Glycosylamiden 
gelingt aber in einem zweistufigen Pr0zel3‘’’~. Der erste 
Schritt ist die Reiiktion der freien Hydroxygruppe am ano- 
meren C-Atom eines Zuckers mit einem Amin. Diese Reak- 
tion fiihrt zum Glucopyranosylamin. das wegen des geringen 
anomeren Effekts des Stickstoffatoms mit iiquatorialer Kon- 
figuration erhalten wird[’’’I. Der zweite Schritt 1st die selekti- 
ve Acylierung des basischen Stickstoffatoms mit einem akti- 
vierten Carbonsiiurederivat unter Bildung der Glycosyl- 
amids. 

Die Glycosylarnin-Synthese aus einem freien Zucker und 
Ammoniak oder kurzkettigen aliphatischen Aminen l int  
sich in polaren Liisungsmitteln problemlos bei Raumtempe- 
ratur unter Bildung kristalliner Produkte d ~ r c h f i i h r e n [ ~ ~ ] .  
Wegen der unterschiedlichen Loslichkeitseigenschaften von 
freiem Zucker urid Fettamin war diese Variante nicht an- 
wendbar. Erst bei hoherer Temperatur reagieren beide Kom- 
ponenten zu Glycosylaminen. Es entstehen allerdings auch 
vermehrt Nebenprodukte. die mit dern irreversiblen Ab- 
bau der Kohlenhydrate verkniipft sind (Briiunungsreak- 
t,on)[24. 291, 

Die Synthese langkettiger N-Glycopyranosylamine ge- 
lingt am besten. wenn der freie Zucker wie D-Glucose 6a mit 
Stearylamin 7 (zwei- bis dreifacher molarer UberschuD) 
in Alkohol-Wasser-Gemischen oder Dimethylformamid 
( D M F )  etwa 15min auf 80°C erwirmt wird. Durch den 
Uberschul3 an Arnin lil3t sich die Bildung von N,N-Diglyco- 
sylaminen z ~ r i i c k d r i n g e n [ ~ ~ ~ .  Das b-Glycosylamin 8 a  ist 
unter diesen Bedingungen das Hauptprodukt der Reaktion. 
es fallt beim Abkiihlen der Reaktionsmischung zusammen 
mit dem Alkylarnin 7 am (Abb. 3 ) .  Braunungsreaktionen 
treten nur in untergeordnetem Mane auf. 

Die folgende A‘-Acylierung des Amingemisches konnte in 
alkoholischen Losungsmitteln mit einem UberschuI3 von ak- 
tivierten Fettsiure-Derivaten wie Laurinsiurechlorid 9 oder 

dem gemischten Anhydrid aus Laurinsaure und Chloramei- 
sensiureethylester durchgefiihrt werden. Diese Reaktion er- 
gab ein Gemisch aus N-(/h-Glucopyranosy1)-N-stearyl- 
laurinsiureamid 10a und N-Stearyl-IaurinsCureamid, aus 
dem das Glycosylamid 10a chromatographisch isoliert wer- 
den konnte. 10a kristallisiert aus methanolischer Losung. 
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Abb. 3. Synthese eines einfachen Glycosylarnids. a:  R = OH. b :  R = NHAc 

Andere Hexosen und Pentosen lieBen sich unter ihnlichen 
Bedingungen zu den entsprechenden Glycosylamiden umset- 
Zen. 2-Desoxy-~-g~ucose reagiert mit Stearylamin 7 bei 60 “c 
innerhalb weniger Minuten zum entsprechenden Glycosyl- 
amin, wihrend die analoge Umsetzung von N-Acetylglucos- 
amin 6 b  mit Stearylamin 7 zu 8 b  bei 80°C ca. 3 h erfordert. 
Hohere Temperaturen fiihren auch hier zu mehr Braunungs- 
produkten. Durch die folgende selektive N-Acylierung von 
8 b wurde das N-(2-Acetamino-2-desoxy-/3-~-glucopyrano- 
syl)-N-octadecyl-carbonsiureamid 10 b erhalten. Die ent- 

Tabelle 1. Vergleich der spezitischen Drehung von N-GlyCOpyrdnOSyl-N-oC!a. 
decyl-dodecansiurearniden A.  

0Yci1H23 A 

Verb. Zuckerrest in A [XI” Solvens 

IOa 
IOb 
I t  
12 
13 
14 
15 
16 
- 

p-u-Glucopyranosyl 
2-Acefarnino-2-desoxy-~-u-~lucopyranosyl 
p-u-Galactopyranosyl 
P-u-Mannopyranosyl 
?-Desoxy-8-o-glucopyranosyl 
a-u-Arabinopyranosyl 
a-1:ArabinopyrdnosyI 
8-u-Ribopyranosyl 

8.6 
13.9 
11.4 
11.3 

3.8 
-. 20. I 

20.0 
4.2 

CH,CI, 
T H F  
CH,CI, 
CH,CI, 
T H F  
TH F 
T H F  
TH F 

sprechenden Umsetzungen anderer Hexosen und Pentosen 
mit Stearylamin und Laurinsaurechlorid fiihrten in Ge- 
samtausbeuten von SO-70% zu den in Tabelle l angefiihrten 
Glyc~sylamIden[~’  I. 
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2.2. Physikalische Eigenschaften von Glycosylamiden 

Die synthetisierten Glycosylamide sind chromatogra- 
phisch einheitlich und weisen kleine positive optische Dreh- 
werte auf (Tahelle 1). die die [GKonfiguration b e ~ t a t i g e n ~ ~ ~ l .  
Bei Arabinosederivaten war die a-Konfiguration mit aquato- 
rialem Amidrest an C-1 das bevorzugte Derivat. In FAB- 
Massenspektren sind die Molekiilpeaks eindeutig nachweis- 
bar. 

Sowohl in tlen 'H- als auch in den I3C-NMR-Spektren 
sind Signalverdopplungen zu beobachten. die zwei Konfor- 
mere in Losung anzeigen. Im 'H-NMR-Spektrum sind die 
Signale der Protonen der anomeren C-Atome der Epimere 
von 10a bei c i  = 5.45 und 4.84 rnit Kopplungskonstanten 
von iiber 8 Hz nachzuweisen (Losungsmittel CD,OD). Im 
' 3C-NMR-Spzktrum erscheinen die Signale der anomeren 
Kohlenstoffatome bei 6 = 88.17 und 84.28 (Losungsmittel 
CD,OD) im Intensitatsverhlltnis 2 :  I .  I3C-NMR-Spektren 
von 10a in [D,,]Dimethylsulfoxid bei unterschiedlichen Tem- 
peraturen zeigten, daI3 die Signale der anomeren C-Atome 
dieser Verbinclung bei 300 K gut separiert sind (6 = 86.25 
und 81.90. Inrensitatsverhlltnis 2 :  l),  wahrend sie sich bei 
353 K noch in Koaleszenz befinden. Andere N-Alkyl-N-gly- 
cosylfettslureamide dieser Klasse zeigen ein iihnliches Ver- 
halten. Das Phanomen der Linienverdopplung in den NMR- 
Spektren von Glycosylamiden ist von analogen Glycosyl- 
amiden aus der Klasse der N-Acetyl-N-(fl-i>-glucopyrano- 
syl)-naphthylethylamine bekannt. bei denen ebenfalls eine 
gehinderte Rotation um die amidische C-N-Bindung unter- 
sucht worden 

Eine ausgepragte Eigenschaft von amphiphilen Molekii- 
len ist es, sich in waBrigen Medien ab einer kritischen Kon- 
zentration zu hochmolekularen Aggregaten anzuordnen. 
Die treibende Kraft dazu sind hydrophobe Wechselwirkun- 
gen zwischen tlen Alkylketten. die durch diese Anordnung 
vor der Wechselwirkung rnit Wassermolekiilen geschiitzt 
~ i n d ' ~ ' ] .  Die Aggregate konnen sphirische, globulare, abge- 
flachte oder zylindrische Micellen, ein- oder mehrwandige 
Vesikel (Liposomen), Doppelschichten. lamellare Phasen 
oder invertierte Strukturen bilden. Dabei ordnen sich die 
Alkylketten parallel zueinander an. Diese parallele Orientie- 
rung findet man auch in Zellmembranen. wo die polare 
Kopfgruppe der Phospholipide an der Membrangrenze an- 
geordnet ist und die Alkylketten ins Innere der Membran 
weisen~3s. 361 

Auch die N-Alkyl-N-glycosyl-fettsiureamide bilden Ag- 
gregate, bei denen sich die Alkylketten parallel zueinander 
anordnen. Die Auswertung von Schub-Flachen-Diagram- 
men (Langmui r-Isothermen) monomolekularer Filme dieser 
Verbindungen an der Wasser-Luft-Grenzfliche ergaben fur 
die Verbindungen 1Oa und 12 einen Flichenbedarf von je- 
weils 40 Az pro M ~ l e k i i l ~ ~ ' ~ .  Dies ist rnit der Annahme zwei- 
er parallel orientierter Alkylketten in Einklang. Mit Klein- 
winkel-Rontgenstreuung wurde nachgewiesen, daI3 diese 
Verbindungen abhangig von der Temperatur lamellare oder 
hexagonale Phiisen bilden konnen138]. 

2.3. Adjuvanswirkung von Glycosylamiden 

Die Untersuchung der N-Alkyl-N-glycosyl-fettsaurearni- 
de in immunologischen Testsystemen ergab iiberraschender- 

weise, daW mehrere dieser relativ einfachen Verbindungen die 
Antikorperproduktion gegen verschiedene Antigene stei- 
gern. Anhand von N-(B-l,-Glucopyranosyl)-N-stearyl-lau- 
rinsaureamid 10 a wurde in vitro eine dosisabhangige Steige- 
rung der Antikorperbildung gegen Schafserythrozyten im 
Konzentrationsbereich von 3 bis 100 pgmL- festgestellt. 
Von besonderem Interesse war der Befund, daB 10a alleine 
keine mitogene Aktivitat (Induzierung von Zellteilungen) 
aufweist. sondern die Bildung von Antikorpern nur in Ver- 
bindung rnit einem antigenen Stimulus erkennbar 
Demnach wirkte 10a im gleichen Dosisbereich wie die be- 
kannten Immunmodulatoren, jedoch offenbar iiber einen 
anderen, bisher nicht beschriebenen Mechanismus. Die ge- 
nauere immunologische Charakterisierung dieser Verbin- 
dungsklasse wird in Abschnitt 3 beschrieben. Diese Befunde 
motivierten uns jedoch. Glycosylamide unter Struktur-Wir- 
kungs-Aspekten niher zu betrachten. 

2.4. Chemische Optimierungen der Leitstruktur 

Variationen des Zuckerrestes, der lipophilen Reste und der 
Verzweigungsregion sollten die Einfliisse dieser Substruktu- 
ren kllren. Nach dem in Abbildung 3 gezeigten Schema wur- 
den geradkettige Alkylamine und aliphatische Fettsiuren 
mit Hexopyranosyl- und Pentopyranosylresten kombiniert. 
Die Wirkung auf die Antikorpersynthese in vitro hingt so- 
wohl von der Kombination der Alkylketten als auch von der 
Natur der Kohlenhydratkomponente ab. wobei der EinflulJ 
der polaren Gruppe starker 1st. Ein B-D-Glucopyranosylrest 
hat einen ahnlich starken Effekt wie der 2-Acetylamino-2- 
desoxy-11-1,-glucopyranosylrest und der P-D-Mannopyrano- 
sylrest, geringere Aktivitat wurde bei dem 8-D-Galactopyra- 
nosylrest festgestellt. Keinen oder nur geringen Effekt haben 
Pentopyranosyl- und 2-Desoxy-B-D-glucopyranosylreste 
(Schema 1) .  

~ ~~ 

Glycoltpid IOa IOb I 1  12 13 14 15 16 
~ 

Anttkorper- 3 3 2 3 0 0 0 I 
synthesc 

Schema I .  EinfluU der Kohlenhydratkornponente auf die primire  AntikBrper- 
synthese in vitro (Maus-Milrrellen. Antigen: Schafser)throzyten). Die Zahlen 
bedeuten: 3 starker EfTekt. 2 mittlerer Effekt. 1 schwacher Effekt. 0 kein Ef- 
fekr. 

Die biologische Wirkung ist in diesen in-vitro-Modellen 
von den n-Alkylketten weniger stark abhangig. Beide Alkyl- 
ketten miissen allerdings jeweils mindestens 12 Kohlenstoff- 
atome lang sein. Kiirzere Ketten fiihren zu cytotoxischen 
Effekten. Das gleiche gilt auch fur Amphiphile aus einem 
Pyranoserest und nur einer Alkylkette. 

Die Amidgruppierung als Verzweigungsregion 1st eben- 
falls von groI3er biologischer Bedeutung. Die Untersuchung 
von Glycolipiden rnit Urethan-, Harnstoff-, S-Alkylthio- 
carbamat- oder Allophanatgruppierungen 17-20. die aus 
N-Alkyl-N-/h-glucopyranosylaminen wie 8 a  durch Um- 
setzung rnit Chlorameisensaurealkylestern. Alkylisocyana- 
ten, Alkylthiocarbonylchloriden bzw. Alkoxycarbonyliso- 
cyanaten zuganglich sind (Abb. 4), ergab. daI3 diese Verbin- 
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Abb.  4. Synthese des Glycosylurethans 117. -harnstoffs 18. -thiocarbamats 19 
und -allophanats 20 

dungen im Gegensatz zu den Glycosylamiden nur geringe 
Wirkungen auf die Antikorperproduktion in vitro haben. 

Die Auswirkung der Erhohung der Lipophilie der Glycoli- 
pide wurde anhand der Einfuhrung einer dritten Alkylkette 
an 2-Amino-2-desoxy-~-glucose-Derivaten untersucht. D- 

Glucosamin-hydrochlorid 21 wurde dazu in Isopropylalko- 
hol bei 65 "C rnit Octadecylamin zu N-(2-Amino-2-desoxy-fl- 

C,H,,COCI 

C,,HsCOCI I 

NH 

0 A CvHs 
23 

I C&&OCI 

A b b  5 Synthesen von Glycolipiden mil drei Alkylketten 

D-glucopyranosy1)-N-octadecylamin-hydrochlorid 22 umge- 
setzt. Durch Umsetzung rnit zwei Aquivalenten Stearinsau- 
rechlorid war daraus N-(2-Octadecanoylamino-2-desoxy-~- 
D-glucopyranosy1)-N-octadecyl-octadecansaureamid 23 er- 
haltlich, das drei Ketten rnit je 18 C-Atomen enthalt. Drei 
unterschiedlich lange Alkylreste am Glucosamin konnten 
auf folgendem Weg erhalten werden : Acylierung der 2-Ami- 
nogruppe von Glucosamin mit Dodecansaurechlorid ergibt 
2-Desoxy-2-dodecanoylam~no-~-glucopyranose 24, dessen 
N-Glycosylierung rnit Dodecylamin N-(2-Desoxy-2-dodeca- 
noylamino-/?-D-g1ucopyranosyl)-N-dodecylarnin 25; N-l- 
Acylierung rnit Octadecansiiurechlorid fiihrt dann zum N -  
(2 - Desoxy - 2 - dodecanoylamino - /? - D - glucopyranosyl) - N - 
dodecyl-octadecansiiureamid 26. Mit verschiedenen Alkyla- 
minen und Saurechloriden lieB sich eine breite Palette von 
Glucosaminderivaten mit unterschiedlichen Lipidresten her- 
stellen (Abb. 5) .  Die Untersuchung der Verbindungen 23 
und 26 und ihrer Homologen auf biologische Wirkung er- 
wiesen sich jedoch aufgrund ihrer nur sehr geringen Loslich- 
keit in wiiBrigen Systemen als sehr schwierig. Die Struktur- 
Wirkungs-Beziehungen waren in sich nicht konsistent. so 
daB die biologischen Effekte dieser Subklasse letztendlich 
nicht zu beurteilen waren. 

27 
28 

R' = OH, R2 = H : p-Cellobiosylornid 

R' = H, R' = OH ; p-Loctosylomid 

29 
50 

R - H: /1 -Moltosylornid 

R = (I- D -GlucopyronosyG P-Moltotriosylarnid 

Abb. 6. Glycosylamide von Di- und Trisacchariden. 

Auf der anderen Seite sollten Glycolipide rnit mehreren 
Hydroxygruppen oder rnit geladenen funktionellen Gruppen 
deutlich besser wasserloslich sein. Zu diesem Zweck wurden 
die Disaccharide Cellobiose, Lactose oder Maltose oder das 
Trisaccharid Maltotriose nacheinander rnit langkettigen Al- 
kylaminen und anschlieBend mit Fettsaurechloriden zu Di- 
bzw. Trisaccharidlipiden 27-30 umgesetzt (Abb. 6). Diese 
Glycolipide sind in Wasser deutlich besser dispergierbar. 

Von besonderem Interesse waren auch Glycosylamide rnit 
Phosphatestergruppierungen. Da in Immunmodulatoren, 
die sich vom Lipid A ableiten, eine Phosphatestergruppe am 
Zucker fur die biologische Aktivitat essentiell ist, wurde die 
selektive 0-Phosphorylierung von Lipiden der Monosaccha- 
ridamide naher untersucht. 

Fur eine selektive Phosphorylierung sollte die erhohte Nu- 
cleophilie der primaren Hydroxygruppe an der C-6-Position 
ausgenutzt werden. Die Umsetzung von 31 - das in zweistu- 
tiger Reaktion aus D-Galactose, Dodecylamin und Stearin- 
saurechlorid zuganglich ist - mit Dibenzylphosphorsiiure- 
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chlorid in Gegenwart von Pyridin fiihrt zu einern Phosphor- 
siuretriester. der sich in Gegenwart von Palladium-Aktiv- 
kohle zurn 6-0-phosphorylierten Glycosylarnid 32 hydrieren 
IlBt (Abb. 7) .  Durch diese Phosphorylierung wurde auch 

HO "Su/vvvvvvvv OH N 

31 
1. CIPO(OCH,C8H,),, Pyridin 

1 2. H,. Pd/C, THF, HOAc 

?O(OH), 

Ox\ 
HO N- 

OH 

52 

Abb. 7. Synthese sines 0-phosphorylierten Glycosylamids mil antiviraler Wir- 
kung. 

eine Verinderung der Wirkqualitit hervorgerufen. Wihrend 
31 die Antikorpersynthese in vitro stark stimuliert. 1st dieser 
Effekt bei 32 etwas geringer ausgeprigt. Zusatzlich zeigt 32 
jedoch eine signifikante antivirale Wirkung gegen Herpes- 
simplex-Virus Typ I (HSV I) .  Dieser Effekt beruht auf einer 
Steigerung des Interferontiters. der durch eine Virusinfek- 
tion hervorger ufen ~ i r d ' ~ ' ~ .  

2.5. Glycosylamide des Glucosamins 

Um andere geladene funktionelle Gruppen in diese Glyco- 
lipide zu bringen, wurden 2-Aminozucker untersucht. Da 
Glucosamin-hydrochlorid mit Alkylaminen zu N-Alkyl-N- 
(2-Amino-2-desoxy-/l-~-glucopyranosyl)amin reagiert. muR- 
te zur Differenzierung der beiden Aminofunktionen die 
Aminogruppe am Zucker vor der N-Glycosid-Synthese 
blockiert werden. Eine Benzyloxycarbonyl-Schutzgruppe 
sollte sich selektiv in Gegenwart einer C-1-Amidfunktion 
abspalten lassen. Deshalb wurde D-Glucosamin zum N-Ben- 
zyloxycarbonylderivat 33 umgesetzt. Mit Alkylaminen rea- 
gierte 33 analog, aber deutlich langsarner zu Glycosylaminen 
als Zucker rnit einer 2-Hydroxygruppe. In D M F  bildet sich 
mit Tetradecylamin als Aminkomponente nach 4 h bei 80°C 
das Glycosylamin 34 in 50 bis 60% Ausbeute (Abb. 8). 
Wegen der lingeren Reaktionszeit findet verstlrkt eine tem- 
peratur- und zeitabhangige Bildung von Nebenprodukten 
statt. Die langsame und unvollstindige Reaktion ist offen- 
bar auf den desaktivierenden Effekt des Carbamatrestes am 
C-2 des Zuckers zuriickzufiihren. der aber auch eine erhohte 
Hydrolysestabilitit des Glycosylamins 34 bewirkt. 

Die Acylierung der C-1-Aminogruppe von 34 rnit dem 
gemischten Anhydrid aus Stearinsiure und Chlorameisen- 
siureethylester ergibt das Glycosylamid 35a, das nach chro- 
matographischer Reinigung problemlos zum N-(2-Amino-2- 
desoxy-/l-D-glucopyranosyl)-N- tetradecyl-octadecansiure- 
amid 36a hydriert werden kann. Mit anderen aliphatischen 
Aminen und Fettsauren lassen sich homologe Verbindungen 
synthetisieren. 

HO HO 6 OH 

YH 
CO-0-Bn 

33 

C,H&+I,, DMF. 80°C, 4h I 

I 
HO HO G y R  

I 

HO 
CnHm 

YH 
CO-0-Bn 

34 

RCOOH. CICOOEt. NEt, 

CnHm 
YH 
CO-0-Bn 

554b 

H,, Pd/C. HOAc 

HO HO &gx:nHm NH2 

HOAc w 
Abb 8 Synthese von 2-Amino-2-desoxy-glycosyldmiden Bn = Benryl. a 
R = C,,H, , .  b R = C,,H, ,  

Wie erwartet, bewirkt die Arnrnoniumgruppe in 36a und 
Homologen eine erhohte Loslichkeit in Wasser. Die Loslich- 
keit in Wasser-Ethanol (99: 1, v/v) wurde durch HPLC be- 
stimmt (Abb. 9). 

Loslichkeit in 

R Wasser-Ethanol 991 (v/v) 

[mg rn~-'] 

OH 2.1 

NH-AC 2.0 

NH, - HOAc 13.2 

Abb. 9. Vergleich der Loslichkeiten von Glycosylamiden mil verschiedenen 
C-Xubstituenten an der Glucoseeinheit. 

2-Amino-2-desoxy-glucosylamide haben eine ausgepragte 
Wirkung auf die Antikorpersynthese in vitro und in vivo. 
Mehrere Verbindungen, besonders 36a und 36 b, iibertreffen 
deutlich die Aktivitit von 10a und 10 b. 

Die Verbindungen 36 und andere Homologe aus dieser 
Klasse ermoglichen iiber die freie Aminofunktion weitere 
selektive Derivatisierungen. Da Glycolipide rnit Ammo- 
niumgruppen in der Kopfregion nach bisherigen Befunden 
am interessantesten zu sein schienen. wurden Verkniipfun- 
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gen rnit Arninosiiuren angestrebt. Dies gelang durch die klas- 
sische. racernisierungsfrei verlaufende Kondensation rnit 
geschiitzten Arninosiure-N-hydroxysuccinirnidestern zu N -  
(2-Am~noacylarni1io-~-desoxy-~~-~-glucopyranosy~)-N- 
alkylfettsiurearnitlen 38. die hydrogenolytisch zu den freien 
Arninen 39 entblockiert werden konnten (Abb. 10). Durch 
Kombination aliphatischer Arnine. Fettsiuren und Arnino- 
siuren konnte so eine Vielzahl von Glycolipiden 39 rnit pola- 
rern Charakter hergestellt ~ e r d e n [ ~ ' ] .  

2-A. HOSU. DCC I 
OH HO 

1. H'NH, 
37 1 2. H'COOH 

1. R'NJH, I 2. R~COOH 

= 1 Hz' Pd'C 

Ho&YQJ HO q, R' 

NH 

HzN+O HOAc 

38 i' 
Abh. 10. Zwei Wege zu Peptidoglycolipiden Z-A = Benzyloxycarbonyl-ge- 
schiitzte Aminosiure. HOSu = N-Hydroxysuccinimid. DCC = Dicyclohexyl- 
carbodiimid. R ' , R '  = C,,H,,  bis C,,H,-.  

Die Peptidoglycolipide 39 konnten rnit gleich guten Er- 
gebnissen auch auf einern kiirzeren Syntheseweg hergestellt 
werden (Abb. 10). Danach wurde in der ersten Stufe zu- 
nachst ein Konjugat 37 aus Glucosamin und einer N-Benzyl- 
oxycarbonyl-geschiitzten Arninosiure hergestellt. 37 rea- 
gierte ihnlich wie N-Acetylglucosamin in zwei Stufen rnit 

Ho&Y - 
HO N \ h  

NH 

40 
H2NA0 HOAc 

Y 
Abh. 11. Strukturforinel von BAY R 1005 40 

Alkylarninen und aktivierten Fettsiuren zu den blockierten 
Peptidoglycolipiden 38. die zu 39 entblockiert wurden. 

Aus einer Vielzahl von Verbindungen des Typs 39 wurde 
N-( 2-~esoxy-~-~-~eucy~arn~no-~-~-g~ucopyra1iosy~)-N-octa- 
decyl-dodecansaureamid-Essigsiure 40 (BAY R 1005) 
(Abb. 1 I )  fur eine vertiefte biologische Entwicklung ausge- 
wihlt (siehe Abschnitt 3 ) .  

2.6. Lipophile Clycosylamide des Muramyldipeptids 

Von besonderern Interesse war die Frage. oh der Glycosy- 
lamidrest. wie er in den GLAs auftritt. auch mit dern Struk- 
turelement Murarnyldipeptid (MDP) 1 kombinierbar ist und 
welche Effekte eine solche Modifikation auf die biologischen 
Wirkungen hat. In der Vergangenheit ist MDP schon ofters 
rnit anderen lipophilen Strukturen verkniipft worden. So 
wurden 6-O-Mycolyl-. 6-O-C0rynomycolyl-[~~~ und 6-0-  
Ubichinylfettsaureester von MDP1431 synthetisiert und eine 
Antiturnorwirkung nachgewiesen. Antiinfektive Wirkung 
oder Antiturnorwirkung wurde auch bei solchen MDP-Deri- 
vaten gefunden, deren Peptidteil iiber eine kovalente Bin- 
dung rnit einern Lipidrest verkniipft ist. Beispiele aus dieser 
Gruppe sind die Konjugate aus Muramyltripeptid und Di- 
palrnitoylphosphatidyl-ethanolarnin (CGP-19835A. MTP- 
PE)[441 oder Muramyldipeptid und Stearoyl-L-lysin (MDP- 
Lys(L18). M u r o c t a ~ i n ) [ ~ ~ ] .  die sich beide in fortgeschrittener 
klinischer Entwicklung befinden[' 'I. 

Der Zuckerbaustein von MDP ist D-Glucosamin. Dieselbe 
Struktur liegt auch in den Glycolipiden vorn Typ N-(2-Ace- 
tylarnino-2-desoxy-~-~-glucopyranosyl)-N-alkylcarbons~u- 
reamid 41 vor. Angestrebt war deshalb eine Kombination 
beider Strukturelemente in einern Molekiil. wobei der ge- 
rneinsarne Baustein der Arninozucker sein sollte. 

Die Synthese der MDP-Lipide sollte sich prinzipiell aus 
Murarnyldipeptid in zwei Stufen durch N-Glycosylierung 
und folgende N-Acylierung durchfiihren lassen. Wegen der 
erwarteten. verlustreichen N-Glycosidierung eines 2-Aceta- 
rninozuckers schien es okonomischer, von N-(2-Acetylami- 
no-2-desoxy-~-~-glucopyranosyl)-N-al kylcarbonsiiurearni- 
den 41 auszugehen, den 3-0-Lactylether einzufiihren und 
rnit einern Dipeptidbaustein urnzusetzen. Fur die Einfiih- 
rung des Lactyletherrestes an C-3 der Zuckereinheit 41 wur- 
den zunichst die C4- und C6-Hydroxygruppen als Benzyli- 
denacetal blockiert. Die Verbindungen 42 konnten kristallin 
isoliert werden (Abb. 12). 

Die ' H-NMR-Spektren der Derivate von 42 waren voll- 
stindig zu interpretieren. Die bei den 4,6-unsubstituierten 
Glycolipiden 41 beobachtbare Amid-Rotarnerie ist bei 42 
vollstindig aufgehoben. Die Verbindungen 42 liegen auch in 
Losung nur  in einer einzigen Konformation vor. 

Die Alkoholfunktion in 42 wurde anschlienend stereose- 
lektiv rnit L-Chlorpropionsaure 43 und Natriumhydrid zu 
den Lactyletherderivaten 44 ~ r n g e s e t z t l ~ ~ ] .  Die Ethersynthe- 
se verlief unter Walden-Umkehr unter vergleichbaren Bedin- 
gungen. wie sie bei a-konfigurierten 0-Methylglycosiden be- 
schrieben worden warenI4'l. Diastereomere konnten 
NMR-spektroskopisch nicht nachgewiesen werden. Nach 
Aktivierung der Carboxyfunktion als Hydroxysuccinirnid- 
ester ergab die Kupplung rnit dern D i p e p t i d b a ~ s t e i n l ~ ~ ]  L- 

Alanyl-1)-isoglutarnin-benzylester 45 die geschiitzten MDP- 
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Lipidderivate 46. die durch Hydrogenolyse in die freien Pep- 
tidoglycolipitle 47 iiberfiihrt werden konnten. 

Wie so haufig in der Wirkstoffsynthese fiihrt die Kombi- 
nation von zwei aktiven Strukturen in einem Molekiil zu 
einem Wirkungsverlust. So auch im Falle der MDP-Glycoli- 

HO HO &v; 

4' i 
NH-AC 

PhCH(OMs),, H+ 

0 

NH-AC 

42 I f--M&HCICOOH 43 

NH-AC 

HOAO 44 

1. HOSU. DCC 
2. ~-Ala-D-i-Gln-OBn I 

R' 
NH-AC 

48 

NH-AC 

47 

0 

Abb. 12. Syntheccrchema von N-Glycosidcn des Muramyldipeptids (MDP). 
R ' .Rz  = C , , H , ,  his C,,H,,. i-Gln = Isoglutamin. 

pide 47. die keine oder n u r  eine sehr schwache Steigerung der 
Antikorpersynthese bewirkten. 

2.7. Rontgenkristallographische Untersuchungen 

Die Kenntnis der Konformation von Lipiden ist fur das 
Verstindnis ihrer Anordnung untereinander und fur ihre Or- 
ganisation in einer Zellmembran von entscheidender Bedeu- 
tung. Rontgenkristallographische Untersuchungen an Phos- 
ph~l ip iden[~ ' -  ergaben. dall die beiden Alkylketten 
parallel zueinander mit einem Abstand von 4.8 A in all- 
Irons-Konformvtion angeordnet sind. Der Diederwinkel 
zwischen den beiden Ebenen betrdgt nur wenige Grad. Die 
S t r ~ k t u r ' ~ ~ ]  von 1,2-Dilauroyl-sr~-~/~~~r~-3-phosphocholin 
48 ist in Abbildung 13 wiedergegeben. 

Ahb.  13. Stereobild der Srruktur von I.2-Dilauroyl-.m-~/I~~~~r~~-3-phosphoryI- 
cholin 48 im Kristdll [ S 3 ] .  

45 

Von BAY R 1005 40 selbst konnten keine Kristalle erhal- 
ten werden. die eine Rontgenstrukturanalyse ermoghchten. 
Dies gelang jedoch bei einer blockierten Vorstufe. dem Tri- 
0-acetat 49, das aus methanolischer Losung in langen Na- 
deln kristallisierte. Abbildung 14 zeigt das Ergebnis der 
Rontgenstruk t u r a n a l y ~ e l ~ ~ ~ .  

Ahb  14. Stereobild der Struktur  des Glycosylarnids 49 im Krisrall 
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Der Zuckerring in 49 liegt erwartungsgemiB in der T I -  
Konformation rnit lquatorialer Anordnung aller Substi- 
tuenten vor. Der Laurinsiurerest erstreckt sich linear in der 
Ebene des Zuckerringes, wiihrend die Alkylkette des Alkyla- 
mins oberhalb der Ringebene lokalisiert ist. Beide Alkylket- 
ten sind auch in diesem Lipidderivat parallel zueinander an- 
geordnet rnit einem mittleren Abstand von ca. 5 A. Auffallig 
ist jedoch der Diederwinkel zwischen den Zickzack-Ebenen 
beider Alkylketten, der sich rnit ca. 90' deutlich von dem von 
Phospholipiden unterscheidet. Diese Anordnung wird er- 
moglicht durch zwei gauche-Konforrnationen zwischen C2- 
C3 und C3-C4 des Alkylaminteils. Der Diederwinkel zwi- 
schen CI-H1 im Luckerring und der Carbonylgruppe aus 
der Amidgruppierung am anomeren C-Atom des Zuckers 
betrigt nahezu 0 

Ob diese Konformation der Lipidreste untereinander und 
relativ zum Zuckcrring auch in Losung vorliegt, lZBt sich 
nicht zweifelsfrei beantworten, da wahrscheinlich auch 
durch die parallde Anordnung der Benzyloxycarbonyl- 
Schutzgruppe im Kristall eine Begunstigung dieser Struktur 
hervorgerufen wird. 49 liegt jedoch nach H-NMR-Messun- 
gen auch in Losung als ein Konformer (ohne Amid-Rotame- 
rie) vor. so daD dicse Konformation auch als wahrscheinlich 
fur den gelosten Zustand anzusehen ist. 

Sowohl im 'H- als auch im I3C-NMR-Spektrum ist nach 
Entblockierung von 49 zu BAY R 1005 40 wieder die Amid- 
Rotamerie sichtbar, die auf zwei unterschiedliche Konforma- 
tionen in Losung hindeutet. Moglicherweise ist nun die in 
der Rontgenstrukturanalyse gefundene Konformation auch 
eine derjenigen. in der BAY R 1005 vorliegt. 

3. Adjuvanswirkung 

Das biologischc Wirkprofil dieser neuen Klasse von Gly- 
colipiden ist fur Vaccinierungen aullerordentlich interessant. 
Sowohl in vitro als auch in vivo steigern sie die spezifische 
Immunantwort (Adjuvanseffekt), wie im folgenden anhand 
von BAY R 1005 40 naher beschrieben wird. 

Bei der primken h umoralen I mm unan twort Is  (Syn these 
von Antikorpern der Klasse IgM) von Milz-Zellkulturen 
(Maus) auf Schalberythrozyten als Antigene in Gegenwart 
von BAY R 1005 40 induziert dieses eine dosisabhangige 
Steigerung der Za hl antikorperbildender Zellen im Konzen- 
trationsbereich von 1 - 100 pgmL- '. Von besonderer Bedeu- 
tung ist, daB dieser Effekt prinzipiell von T-Lymphozyten 
unabhingig ist. und dal3 die Steigerung der Antikorpersyn- 
these streng antigenabhingig und nicht das Ergebnis einer 
unspezifischen. polyklonalen Stimulation ist. Nicht mit 
Schafserythrozytcn stimulierte Kulturen wiesen nur  eine ver- 
nachlassigenswerle Erhohung der Zahl antikorperbildender 
Zellen a t ~ f [ ~ ~ . ' ' ~ .  Das bedeutet, daB die GLAs im Unter- 
schied zu nahezu iillen anderen Adjuvantienl". s81 nicht mit- 
ogen wirken. sondern auf B-Lymphozyten nur zusammen 
mit einem antigenen Reiz wirken. BAY R 1005 scheint dem- 
nach auf Populationen von B-Lymphozyten als zweites Si- 
gnal zu wirken, das erst mit dem Primlrsignal des Antigens 
zur Auswirkung kommt. 

Dieser Adjuvanseffekt l id3  sich auch in vivo bei Immuni- 
sierungen von Miusen reproduzieren. Bei intraperitonealer 
Gabe von Schafscrythrozyten und gleichzeitiger subcutaner 
Gabe von BAY I< 1005 wurde eine dosisabhangige Steige- 

rung der Anzahl antikorperbildender Zellen festgestellt 
(Abb. 15). Vergleichbare Steigerungen der Antikorpertiter 
wurden ebenFd1is nach lmmunisierung rnit dem loslichen An- 
tigen Ovalburnin gemessen. 

40 1 
lo3 x N 

20 

10 

0 
5 10 30 

c [mg kg-'1 + 
Abb. 15. Adjuvanseffekt von BAY R 100.5 auf  die primire  humorale Immun- 
antwort gcgen Schafserythroryten. Mit runehmender Dosih c steigt die Zahl N 
der  antikijrpcrbildendcn Zellen. 

BAY R 1005 40 bewirkt auch eine Steigerung der Antikor- 
persynthese in vivo gegen virale Vaccine, die in suboptimalen 
Konzentrationen verabreicht ~ e r d e n [ ~ ~ ' .  Durch gleichzeitige 
Gabe von BAY R 1005 konnte die Schutzwirkung einer Im- 
munisierung mit einem inaktivierten Pseudorabies-Virusvac- 
cin signifikant gesteigert werden. Nach Belastung mit infek- 
tiosem Virus waren die Uberlebensraten und mittleren 
Uberlebenszeiten der zusatzlich rnit BAY R 1005 immuni- 
sierten Tiere deutlich hoher als die in den Kontrollgruppen 
(Tabelle 2). Parallel zur Schutzwirkung wurden auch erhohte 
Serumantikorpertiter mit neutralisierenden Eigenschaften 
nachgewiesen. Konventionelle Adjuvantien fiihrten zu kei- 
ner Verbesserung des Schutzes virusinfizierter Mause. 

Tabellr2. Adjuvanseffekt von BAY R 100.5 in CF-I-Mhusen be1 Immunisie- 
rung mil /~-Propiolacron-inaktiviertem Pseudorabies-Virus im Vergleich mil 
konventionellen Adjuvantten 

Behandlung Ukrlebensratc  [ % I  In1 

Kontrolle 
Formulierung (ohne Immunisierung) 0 
Vaccin (ohne Adjuvans) 60 

Kompletres Freundsches Adjuvans [b] 60 
AI(OH), . Saponin [b] 50 

3 YO 
6 I00 

12 100 

Konventionelle Adjuwntien 

BAY R 1005 40 [mgkg - ' I  

[;I] Ermitlelt a n  jeweils zehn Tiercn [b] Mil Antigen I : 1 pemisch! 

BAY R 1005 ist auch bei Tieren wirksam, deren Abwehr 
geschwacht 1st. Restaurative und Adjuvanseffekte wurden in 
MCusen beobachtet. die durch bakterielle Lipopolysacchari- 
de oder Melanom-B,,-Tumore immunsupprimiert worden 
waren. 

Alle bisher vorliegenden Daten zeigen. daB es sich bei 
BAY R 1005 aufgrund seiner Wirksamkeit und seines Wir- 
kungsmechanismus um eine sehr bemerkenswerte Verbin- 
dung einer neuen Klasse von Adjuvantien handelt, die auch 

1647 



lokal und systemisch sehr gut vertriglich ist. Die Wirkungen 
auf das Immunsystem sind deutlich verschieden von denen 
von Amphiphilen anderer Strukturklassen, die schon bei re- 
lativ niedrigen Konzentrationen starke immunsuppressive 
Effekte zeigenlbol. Die Wirkungen unterscheiden sich auch 
signifikant von den immunrnodulatorischen Eigenschaften 
natiirlicher Glycolipide aus der Klasse der Glycosphingolipi- 
de. die in vitro ebenfalls supprimierend auf die Antwort von 
Lymphozyten gegen Antigene wirken'"]. 

4. Zusammenfassung und Ausblick 

Die molekularen Mechanismen, die der imrnunologischen 
Wirkung der Glycolipidanaloga zugrunde liegen. konnen 
heute bei weitem noch nicht gekllrt werden, da die Vorginge 
zu komplex sind. Nach dern ,.Fliissig-Mosaik"-Modell von 
Membranen1"51 Gilt den Lipiden nur die passive Rolle der 
Stabilisierung der Zellmembran zu. Dieses Modell erklart 
jedoch nicht. weshalb die Natur mehrere Hundert verschie- 
dene Lipide niit zum Teil erheblichem Stoffwechselaufwand 
synthetisiert. Neuere Untersuchungen ergaben, daB die Li- 
pidzusamrnensetzung einer Membran Auswirkungen auf die 
Stoffwechselaktivitat im Inneren der Zelle hat. Selbst kleine 
Strukturlnderungen in den polaren Kopfgruppen von Gly- 
colipiden und Phospholipiden haben starke Effekte auf die 
gegenseitige Mischbarkeit in festen und fliissigkristallinen 
Phasenl6'], die wiederurn Auswirkungen auf die Membran- 
fluiditit hat. Dadurch kann die Konformation von Prote- 
inen oder membranstandigen Rezeptoren beeinflul3t wer- 
den[631. Moglicherweise steht eine solche Fluiditatsinderung 
im Zusammenhang mit den beobachteten Konformeren- 
gleichgewichten der Glycolipide vom Glycosylamid-Typ. In- 
teressant in diesem Zusamrnenhang ist auch ein neuerer Be- 
fund, nach dem Spaltprodukte von Sphingolipiden, Sphin- 
gosin und Lysosphingolipiden iiber eine Hemmung der 
Proteinkinase C als endogene Modulatoren der Zellfunktion 
wirken konnen[641. Die Auswirkung von BAY R 1005 40 
oder von moglichen durch membranstandige Lipasen gebil- 
deten Spaltprcidukten auf Second-Messenger-Systeme ist je- 
doch noch nicht untersucht. 

Im Gegensatz zu diesen Spekulationen sind die beobachte- 
ten Effekte der hier beschriebenen Glycolipide in Vaccinie- 
rungsexperirnenten eindeutig. BAY R 1005 fiihrt in Kombi- 
nation mit gereinigten Virusvaccinen und Subunit-Vaccinen 
zu einem erhohten Schutz virusinfizierter Mause. Praklini- 
sche Versuche in vivo an anderen Tierarten (Schweine, Scha- 
fe, Pferde) uncl in vitro mit isolierten rnenschlichen Blutzel- 
len1"51 zeigten vergleichbare Resultate, so daB eine An- 
wendung in der Veterinlr- und Humanmedizin moglich sein 
sollte. Neben der allgemeinen Wirksamkeit ist jedoch dem 
Wirkungsmectianismus der Substanz besondere Aufmerk- 
samkeit zu widmen: Die durch BAY R 1005 verursachte 
Steigerung der Antikorpersynthese 1st spezifisch vom Anti- 
gen abhangig und nicht das Ergebnis einer polyklonalen Sti- 
mulation. Das Glycolipidanalogon wirkt auf die Prolifera- 
tion von B-Lymphozyten als zweites Signal, das erst mit dem 
als erstes Signal wirkenden Antigen zur Auswirkung kommt. 
Da BAY R 1005 in der Lage ist, B-Lymphozyten unabhingig 
von der Helferfunktion von T-Lymphozyten zu aktivieren, 
konnte sich die Substanz als Adjuvans besonders fur die 

Immunisierung von Patienten rnit defekten T-Lymphozyten- 
funktionen. z. B. AIDS-Patienten. als sehr hilfreich erweisen. 

Diesrr Uherhlick rnthult zu weiten Teilen Ergehnisse mehre- 
rer Kollegen, die sich unter chernischen. physikalischen und 
hiologischen Fragestellungen rnit diesen Glycolipiden uusein- 
andc~rgesctzt haben. Ich bin ihnen fur ihren Einsatz und ihr 
Durchliiiltei~ermiipen zu Dunk verpflichtet. An den prupara- 
tiven Arheitcn nuren hauptsuchlich heteiligt : P .  Stadler, Y 
Huwuchi, B. W Kriiger und L. Riihen. Mit den physi- 
kalischen Aspekten heschaffigten sich A .  Zenihrod und J. 
Goossens. Die biologi.schen Untersuchungen. Fragen des Wir- 
kungsmechanismus und die Evaluierung der Glvcolipide fur 
Vaccinierungen nurden son H .  G.  Opitz. K.  G .  Stiinkel. G .  
Streis.de, V. Klimetzek und P .  Thein durchgefuhrt. Die Struk- 
turrn nwrden von P .  Schmitt. C .  Wiinsche und D .  Wendisch 
spektroskopisch aufkeklurt. L.  Born bin ich fur die Rontgen- 
strukturanalvsen zu Dunk verpflichtet. 
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