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Entz?ndungsreaktionen nach Infektionen durch Gram-nega-
tive oder Gram-positive Bakterien k4nnen nur sehr schwer
unterschieden werden. Obwohl die meisten Reaktionen auf
Gram-negative Bakterien prinzipiell Lipopolysacchariden
(LPS) und deren Lipidanker Lipid A zugerechnet werden
k4nnen,[1–3] wurden in den letzten Jahrzehnten keine entspre-
chenden Prinzipien bei Gram-positiven Bakterien eindeutig
identifiziert.[4,5] Lipoteichons0uren (LTS) werden in den
meisten Gram-positiven Bakterien gefunden. Sie sind wie
LPS amphiphile, negativ geladene Glycolipide.[5] Oft konnten
Effekte von handels?blichen LTS-Pr0paraten, die signifikan-
te Aktivit0t aufwiesen, auf LPS-Verunreinigungen zur?ck-
gef?hrt werden.[6–8] Des Weiteren stellte sich nach intensiver
Reinigung von LTS-Phenolextrakten aus verschiedenen Bak-
terienspezies heraus, dass diese Extrakte inaktiv sind und z.B.
keine Cytokinfreisetzung als Maßstab f?r immunstimulatori-
sche Aktivit0t gemessen werden kann.[9–11] Erst k?rzlich
wurde gezeigt, dass diese Ergebnisse auf die verwendete
Pr0parationsmethode zur?ckzuf?hren sind:[12] Eine neuartige
mildere Pr0parationsmethode ergab reine und biologisch
aktive LTS.[6–8] Durch Strukturanalyse konnte den d-Alanin-
resten am Polyglycerinphosphat-R?ckgrat der LTS, die bei-
spielsweise aus Staphylococcus aureus isoliert werden kann,
eine entscheidende Rolle zugeordnet werden.[12–14]

Um die biologische Aktivit0t von d-Alanin-haltiger LTS
zu zeigen und eine Struktur-Aktivit0ts-Beziehung aufzustel-
len, wurde LTS von S. aureus (Schema 1, A) chemisch
synthetisiert. Die dazu erforderliche Kombination von Gly-
colipidsynthese und Glycerinphosphatdiester-Bildung mit
variablen Seitenketten ist eine besondere Herausforderung,
da die d-Alaninreste bereits bei pH 8.5 leicht abgespalten
werden. In dieser Arbeit wird die erste Synthese einer solchen
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Verbindung beschrieben (Schema 1, mit n= 6).[15] Die Viel-
seitigkeit des Synthesekonzepts wird durch seine Tauglichkeit
f?r Strukturvarianten unterstrichen. Bei vorangegangenen
Synthesen von LTS-Teilstrukturen fehlten Alaninreste, wes-
halb keine biologisch aktiven Substanzen erhalten wur-
den.[16–18]

Das ungef0hre Verh0ltnis der Glycerinphosphat-2-O-
Substituenten in A (Schema 1) von 70% d-Alanin, 15% a-
verkn?pftem N-Acetylglucosamin (a-d-GlcNAc) und 15%
H-Atom[12] f?hrte zur Synthese von 1a (Schema 2), das mit
einem 4:1:1-Verh0ltnis dieser Reste eine 0hnliche Zusam-
mensetzung wie die nat?rliche LTS aufweist. Die Spaltung
von 1a zwischen dem Glycerinphosphat-R?ckgrat und dem
Gentiobiosyldiacylglycerinrest (mit Pfeilen angedeutet in

Schema 2), wodurch die Zwischenprodukte 2 und 3 und N-
Benzyloxycarbonyl(Z)-gesch?tztes d-Alanin entstehen, sollte
einen gangbaren Weg zur Synthese des Zielmolek?ls er4ff-
nen. Somit sollte 2 aus den Glycerinderivativen 4, 5 und 6 als
Bausteinen und 3 aus dem leicht verf?gbaren Gentiobio-
syldiacylglycerinderivat 7 erhalten werden k4nnen. Die Wahl
von permanenten und tempor0ren orthogonalen Schutzgrup-
pen war offensichtlich entscheidend f?r den Erfolg: Zur
Kettenverl0ngerung des Glycerinphosphat-R?ckgrats und
letztlich die Verkn?pfung der Intermediate 2 und 3 wurde
die tert-Butyldiphenylsilylgruppe (TBDPS) und f?r die
Durchf?hrung der Synthese von 3 die Isopropylidengruppe
gew0hlt. Die selektive Ankn?pfung der Alaninreste beruhte
auf der milden oxidativen Entfernung der Methoxybenzyl-
gruppe (MPM) und f?hrte so zum komplett gesch?tzten
Zielmolek?l, welches nur Benzyl- und Z-gesch?tzte Gruppen
aufweist, die schließlich durch Hydrogenolyse entfernbar sein
sollten. Die Vielseitigkeit dieses Konzepts in Bezug auf
verschiedene Kombinationen der Bausteine 4, 5 und 6, die
Anbindung verschiedener Aminos0urereste und die Varia-
tion des Diacylglycerinrestes f?hrte bereits zu verschiedenen
Derivaten von 1a, beispielsweise 1b mit l-Alaninresten.[19]

Der erforderliche Baustein 4 wurde aus handels?blichem
1,2-O-Isopropyliden-sn-glycerol[20] gewonnen. Die O-Allylie-
rung, Entfernung der Isopropylidengruppe[21] und regioselek-
tive Einf?hrung der TBDPS-Gruppe f?hrten zum Zwischen-
produkt 8 (Schema 3), das f?r die Anbindung der MPM-
Gruppe genutzt wurde. Die Entfernung der Allylgruppe
dieses MPM-gesch?tzten Zwischenprodukts und nachfolgen-
de Reaktion mit Benzyloxybis(diisopropylamino)phos-
phan[22] bei gleichzeitiger Anwesenheit von Tetrazol lieferte
Baustein 5 (Schema 2).

Schema 1. Allgemeine Formel der Lipoteichons�ure (LTS) von
Staphylococcus aureus.

Schema 2. Strukturformel des Zielmolek9ls 1a und seine Retrosynthese. Bn=Benzyl.
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Die Glycosylierung des Intermediats 8 mit dem bekann-
ten Azidoglucosyldonor 9[23] und Trimethylsilyltrifluorme-
thansulfonat (TMSOTf) als Katalysator f?hrte zum a-ver-
kn?pften Glucosid 10 in 75% Ausbeute (Schema 3). Der
Austausch der O-Acetylgruppen durch Benzylgruppen (!
11) und die folgende Reduktion der Azidogruppe sowie die
N-Acetylierung unter Standardbedingungen[24] lieferte 12.
Die Entfernung der Allylgruppe und die anschließende
Phosphitylierung ergab Baustein 6.

Mit den Bausteinen 4–6 konnte nun das Zwischenprodukt
2 hergestellt werden (Schema 4). Die Reaktion von 4 mit 5 in
Gegenwart von Tetrazol und anschließender Zugabe von tert-
Butylhydroperoxid als Oxidationsmittel lieferte ein Phos-
phortriesterintermediat, welches durch sukzessive Behand-
lung mit Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) und Reaktion

mit 5 zum Glycerinphosphatintermediat 13 f?hrte. Dessen
Reaktion mit TBAF, dann Reaktion mit 6 statt mit 5 und
erneute Behandlung mit TBAF lieferte das gew?nschte
Zwischenprodukt 2 in guter Gesamtausbeute.

F?r die Synthese von 3 wurde Gentiobiose unter Stan-
dardbedingungen (vier Schritte) zum Glycosid 14 (Schema 5)
umgewandelt. Die Entfernung der O-Benzoylgruppen unter
ZemplPn-Bedingungen, anschließende regioselektive Silylie-
rung am 6b-Sauerstoffatom und Peroxobenzylierung lieferte
Baustein 7. Die S0ure-katalysierte Entfernung der Isopropy-
lidengruppe, die Acylierung mit Myristoylchlorid in Gegen-
wart von Triethylamin und die Desilylierung f?hrten zum
Zwischenprodukt 15, welches nach der Phosphitylierung das
erw?nschte Molek?l 3 lieferte; durch die hydrogenolytische
Entfernung der Benzylgruppen wurde das Gentiobiosyldi-
acylglycerin 16 erhalten. Letzteres wurde genutzt, um den
biologischen Effekt des an die Gentiobiose gebundenen
Lipidankers zu untersuchen.

Die Verkn?pfung der Zwischenprodukte 2 und 3 konnte
mit Tetrazol als Katalysator durchgef?hrt werden; die Oxida-
tion mit tert-Butylhydroperoxid lieferte 17, welches das
R?ckgrat des Zielmolek?ls enth0lt (Schema 6). Die Behand-
lung mit Cer(iv)ammoniumnitrat (CAN) setzte vier der
Glycerinhydroxygruppen frei, welche sofort mit den Z-ge-
sch?tzten d-Alaninresten mit (Benzotriazol-1-yloxy)tripyrro-
lidinophosphonium-hexafluorophosphat (PyBOP)/N-Me-
thylimidazol als Kondensationsmittel verkn?pft wurden. Die
Hydrogenolyse dieses Zwischenprodukts mit Pearlmans Ka-
talysator[25] in einerMischung aus CH2Cl2/MeOH/H2O (5:5:1)
f?hrte nach hydrophober Austauschchromatographie an
Octylsepharose zum gew?nschten Endprodukt 1a in 47%
Ausbeute. Die Strukturermittlung konnte auf MS- und NMR-
Daten[26] und den Vergleich mit nat?rlich vorkommendem

Schema 3. Synthese des Bausteins 6. a) TMSOTf, CH2Cl2, RT, 75%;
b) 1. NaOMe, MeOH, 24 h; 2. BnBr, NaH, DMF, 24 h (74%); c) 1. 1,3-
Propandithiol, Pyridin, H2O, RT, 24 h; 2. Pyridin/Ac2O, 2 h, 85%; d) 1.
[(PPh3)3RhCl], DBU, EtOH, 90 8C; 2. 1m HCl/Aceton (1:9), 77%; 3.
Benzyloxybis(diisopropylamino)phosphan, CH2Cl2, 85%. DBU=1,8-
Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en, All=Allyl.

Schema 4. Synthese des Zwischenprodukts 2.

Schema 5. Synthese des Zwischenprodukts 3 und des Gentiobiosyldi-
acylglycerins 16. a) 1. BzCl, Pyridin, 40 8C, 24 h, 98%; 2. N2H4·HOAc,
DMF, 50 8C, 3.5 h, 78%; CCl3CN, DBU, CH2Cl2, 2 h, 97%; 3. 0.2 Aquiv.
BF3·OEt2, 3 I MS, �30 8C, CH2Cl2, 1,2-O-Isopropyliden-sn-glycerin,
80%; b) 1. NaOMe, MeOH, 24 h; TBDPS-Cl, Pyridin, �15 8C, 2 d,
91%; 2. BnBr, NaH, DMF, 66%; c) 1. HOAc (75%), 80 8C, 1.5 h, 78%;
2. Myristoylchlorid, NEt3, THF, 50 8C, 4 h, 81%; 3. TBAF, HOAc, THF,
40 8C, 3d, 76%; d) Pd/C, H2, CH2Cl2/MeOH (2:5), 24 h, 71%; e) Ben-
zyloxybis(diisopropylamino)phosphan, CH2Cl2, 79%. Bz=Benzoyl.
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Material gest?tzt werden. Verbindung 17 wurde auf gleiche
Weise mit Z-gesch?tztem l-Alanin in 1b umgewandelt.

Die Untersuchung der biologischen Aktivit0t der Ver-
bindungen 1a, b und 16 ergab, dass 1a mit d-Alaninresten
(Abbildung 1) nahezu die gleiche Aktivit0t wie nat?rliche
LTS bez?glich der Cytokinaussch?ttung bei Leukozyten im
menschlichen Blut aufweist. W0hrend der mit Gentiobiose
verkn?pfte Lipidanker (Verbindung 16) praktisch keine

Aktivit0t zeigt, ist l-Alanin-haltiges 1b ungef0hr zehn bis
hundert Mal weniger aktiv als 1a.[13,14]

Damit konnte erstmals mithilfe synthetisch hergestellter
Substanzen das aktive Prinzip der LTS-Stimulation des
Immunsystems untersucht werden. Das vorgestellte Synthe-
sedesign ber?cksichtigt das variable Substitutionsmuster und
die hydrolytische Labilit0t des Alaninrestes des Glycerin-
phosphat-R?ckgrats. Es ist auch auf die kombinatorische
Synthese von vielen unterschiedlichen LTS-Molek?len an-
wendbar.

Eingegangen am 20. September 2002 [Z50223]
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tonen am anomeren Zentrum der Gentiobiosezwischenstufe 14
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Schema 6. Synthese des Zielmolek9ls 1a und seines Diastereoisomers 1b.
a) Tetrazol, CH2Cl2; tBuO2H, 75%; b) CAN, MeCN/Toluol/H2O (60:3:4), 45–
60 min, 67%. c) 1. 20 Lquiv. PyBOP, 40 Lquiv. N-Methylimidazol, 20 Lquiv. Z-
gesch9tztes d/l-Ala ([HNEt3]+-Salz), CH2Cl2, 3 h; d) Pd(OH)2/C, H2, CH2Cl2/
MeOH/H2O= (5:5:1), 24 h; hydrophobe Austauschchromatographie.

Abbildung 1. Konzentrationsabh�ngigkeit der TNFa-Freisetzung in ver-
d9nntem Human-Vollblut (20%) in der Reaktion auf 1a, 1b und 16.
TNFa wurde durch einen ELISA-Test gemessen. Die Daten sind Mittel-
werte (�SEM) von zwNlf Spendern. SEM=Standardfehler des Mittel-
werts.
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7.9 Hz und 7.8 Hz, wie f?r b-glycosidische Bindungen erwartet.
17: TLC (Toluol/Aceton 1:1): Rf= 0.4; [a]20D =++ 12.1 (c= 1,
CHCl3); 1H-NMR (600 MHz, CDCl3, TMS): d= 0.81–0.92 (t,
6H; CH3), 1.11–1.35 (m, 40H; CH2(g–w)), 1.44–1.61 (m, 4H;
CH2(b)), 1.84–1.98 (m, 3H; NHAc), 2.09–2.25 (m, 4H; CH2(a)),
3.32 (m, 1H; 5a/b-H), 3.33 (m, 1H; 2a-H), 3.35 (m, 1H; 1’-H),
3.37 (m, 1H; 5a/b-H), 3.38 (m, 1H; 2b-H), 3.43, 3.44 (m, 2H; 4a,
4b-H), 3.49 (m, 2H; 18-H), 3.57 (m, 2H; 3a, 3b-H), 3.58–3.60 (m,
3H; 6c, 6a-H), 3.63(m, 4H; 5, 8, 11, 14-H), 3.64 (m, 1H; 4c-H),
3.67 (m, 12H; OMe), 3.68 (m, 1H; 3c-H), 3.69 (m, 1H; 2-H), 3.72
(m, 1H; 17-H), 3.75 (m, 1H; 5c-H), 3.83 (m, 1H; 1’-H), 3.96, 4.04
(m, 18H; 3, 4, 6, 7, 9, 10, 12, 13, 15-H), 4.06, 4.15 (m, 2H; 3’-H),
4.08 (m, 1H; 6a-H, 4.07, 4.17 (m, 4H; 16, 6b-H), 4.20 (m, 1H; 1a-
H), 4.35 (m, 1H; 2c-H), 4.41 (m, 1H; 1b-H), 4.74 (m, 1H; 1c-H),
4.29–4.91 (m, 30H; CH2Ph), 4.93 (m, 12H; POCH2Ph), 5.06 (m,
1H; 2’-H), 6.69–6.80 (m, 8H; PhMPM), 7.03–7.34 ppm (m, 93H;
Ph); 13C-NMR (150.8 MHz, CDCl3, TMS): d= 14.11 (2C; CH3),
23.1 (1C; NHAc), 24.84 (2C; CH2(b)), 22.68/29.14–31.91 (20C;
CH2(g–w)), 34.04, 34.22 (2C; CH2(a)), 52.8 (1C; 2c-C), 55.17
(4C; OCH3), 63.2 (1C; 3’-C), 65.5–67.2 (12C; CH2-Glyc., 6b-C),
68.1 (1C; 1’-C), 68.5 (1C; 6c-C), 68.6 (1C; 6a-C), 69.0 (1C; 18-C)
69.5 (6C; POCH2Ph), 69.8 (1C; 2’-C), 72 (1C; 5c-C), 73.5 (1C;
5a/b-C), 75 (1C; 4a/b-C), 75.4 (4C; 5, 8, 11, 14-C), 72–77.0 (15C;
CH2Ph), 76.8 (1C, 17-C), 77.5 (1C; 4c-C), 78.2 (1C; 2-C), 81.2
(1C; 3c-C), 81.8 (2C; 2a, 2b-C), 84.6 (2C; 3a, 3b-C), 100.05 (1C;
1c-C), 103.1 (1C; 1a-C), 103.6 (1C; 1a-C), 103.6 ppm (1C; 1b-
C); Zuordnung gem0ß 1a in Schema 2; MALDI-TOF-MS
(positiver Modus, Matrix: p-Nitroanilin + NaI, THF):
[MþNa]+, m/z : ber.: 4002.3; gef.: 4000.0; C220H271NO54P6

(3979.3): ber.: C 66.40, H 6.86, N 0.35; gef.: C 66.40, H 7.09, N
0.36. 1a : [a]20D =++ 6.9 (c= 0.1, H2O); 1H-NMR (600 MHz, D2O):
d= 0.82–0.94 (m, 6H; CH3), 1.16–1.43 (m, 40H; CH2(g–w)),
1.55–1.69 (m, 16H; Ala-bH, CH2(b)), 2.11 (s, 3H; NHAc), 2.29–
2.47 (m, 4H; CH2(a)), 3.27–3.73, 3.75–4.34, 4.36–4.59 (m, 54H),
5.10 (bs, 1H; 1c-H), 5.31–5.43 ppm (m, 5H; 5, 8, 11, 14-H, 2’-H);
13C-NMR (150.8 MHz, D2O): d= 14.2 (CH3), 15.9 (Ala-CH3),
22.6 (NHAc), 25.4 (CH2(b)), 30.5 (CH2(g–w)), 34.5 (CH2(a)),

49.2 (CHNH3
+), 54.0 (2c-C), 60.9 (6c-C), 62.4 (18-C), 64.0 (CH2-

Glyc.-C, 3’-C), 65.5 (1, 3-C), 66.8 (16-C), 68.2 (1’-C), 70.3 (4c-C),
71.1 (17-C), 71.4 (3c-C), 72.4 (5c-C), 73.4 (2a, 2b-C), 74.4 (5, 8,
11, 14-C), 75.9 (3a, 3b-C), 76.2 (2-C), 97.2 ppm (1c-C); MALDI-
TOF-MS (negativer Modus, Matrix: Trihydroxyacetophenon/
Diammoniumcitrat 2:1): [M�H]� ,m/z : ber.: 2247.9, gef.: 2248.5;
[M�Ala]� , m/z : ber.: 2176.9, gef.: 2177.6. 1b : [a]20D =++ 5.1 (c=
0.2, H2O); die NMR-Daten sind nahezu identisch mit denen des
Diastereomers 1a ; MALDI-TOF-MS (negativer Modus,Matrix:
Trihydroxyacetophenon/Diammoniumcitrat 2:1): [M�H]� , m/z :
ber.: 2247.9, gef.: 2245.5; [M�Ala]� , m/z : ber.: 2176.9, gef.:
2174.8; (positiver Modus, Matrix: DHB): [MþH]+, m/z : ber.:
2249.9, gef.: 2249.9.

[27] Vollblut-Cytokin-Reaktion: Das Differenzial-Blutbild wurde
routinem0ßig mit einem Pentra-60-Analysator (ABX Diagno-
stics, Montpellier, Frankreich) gepr?ft, um akute Infektionen
der Blutspender auszuschließen. 200 mL frisch gewonnenes
heparinisiertes Blut von gesunden Probanden wurde mit der
f?nffachen Menge isotonischer Natriumchlorid-L4sung (0.9%,
Boehringer Ingelheim, Deutschland) verd?nnt. Die LTS wurde
vor ihrer Verwendung mit Ultraschall behandelt, um Mizellen
aufzul4sen. Nach der Zugabe der LTS-Stimulantien in 10 mL
Probenvolumen wurden die Proben in Polypropylen-Reagenz-
gl0sern (Eppendorf, Hamburg) in Gegenwart von 5% CO2 bei
37 8C ?ber Nacht inkubiert. Zell-freie Tberst0nde wurden durch
Zentrifugieren bei 400W g nach 2 min erhalten und bei �70 8C
f?r die Cytokin-Bestimmung aufbewahrt. Cytokine wurden
durch einen Sandwich-ELISA (Enzym-gekoppelter Immun-
Assay) bestimmt, der auf einem Antik4rperpaar gegen mensch-
liches TNFa basiert (Endogen, Eching, Deutschland). Das als
Standard eingesetzte rekombinante menschliche TNFa war ein
Geschenk von Dr. S. Poole, National Institute for Biological
Standards and Controls, London, Großbritannien. Die Anbin-
dung von biotinylierten Antik4rpern wurde durch Streptavidin-
Peroxidase (Biosource, Camarillo, CA, USA) und TMB
(3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin, Sigma, Deisenhofen, Deutsch-
land) als Substrat quantifiziert.
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