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Hintergrundinformationen.

[4] Die Hydrierung eines ,,E*“/Z-Gemisches unter Normaldruck bei

Raumtemperatur in MeOH mit [Rh(Me-DuPHOS)(cod)]BF,["3l

fithrt nur zur Hydrierung des Z-Isomers, das ,,E-Isomer* bleibt

unverdndert. Im Unterschied zu den Ausgangsstoffen, die nur
schwierig zu trennen sind, ist das Hydrierprodukt einfach durch

Sdulenchromatographie vom unverdnderten ,E-Isomer zu
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schen Daten zu dieser Verdffentlichung. Die Daten sind kosten-

los iiber www.ccdc.cam.ac.uk/conts/retrieving.html erhiltlich

(oder konnen bei folgender Adresse in GroBbritannien ange-

fordert werden: Cambridge Crystallographic Data Centre, 12

Union Road, Cambridge CB21EZ; Fax: (4 44)1223-336-033;

oder deposit@ccdc.cam.ac.uk).
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Chem. Int. Ed. 2000, 39, 1981 —1984.

Die Hydrierung der entsprechenden Z-Isomere mit dem Et-

FerroTANE-System fiihrt, wie erwartet, nur zu Enantioselek-

tivitdten von 25 bis 80% ee. Orientierende Versuche mit Me-

DuPHOS zeigen fiir die E-isomeren Substrate durchweg

schlechtere Enantioselektivitdten und Aktivitéten.

[10] Im Falle des p-chlorphenylsubstituierten Produktes gelang die
Bestimmung der absoluten (§)-Konfiguration durch eine Ront-
genstrukturanalyse (siche Hintergrundinformationen). Da alle
anderen Hydrierprodukte ebenfalls einen negativen Drehwert
haben, sollten sie ebenso (S)-konfiguriert sein, was den Litera-
turangaben entspricht.

[11] P. Dierkes, P. W. N. M. van Leeuwen, J. Chem. Soc. Dalton Trans.
1999, 1519-1529.

[12] B. Guzel, M. A. Omary, J. P. Fackler, A. Akgerman, Inorg. Chim.
Acta 2001, 325, 45-50.

[13] Verwendete Abkiirzungen: binapo = 2,2"-Bis(diphenylphospha-
nyl)-1,1"-binaphthyl, dipamp = 1,2-Ethandiylbis[(2-methoxyphe-
nyl)phenylphosphan], diop =2,3-O-Isopropyliden-2,3-dihydro-
xy-1,4-bis(diphenylphosphanyl)butan, Me-DuPHOS =1,2-Bis-
(2,5-dimethylphospholanyl)benzol, Et-FerroTANE =1,1"-Bis-
(2,4-diethylphosphetanyl)ferrocen, nbd =3,5-Norbornadien,
cod =1,5-Cyclooctadien.
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Synthese einer Lipoteichonsdiure

Synthese der ersten aktiven Lipoteichonsiure**

Andpreas Stadelmaier, Siegfried Morath,
Thomas Hartung und Richard R. Schmidt*

Professor Ewald Daltrozzo zum 65. Geburtstag gewidmet

Entziindungsreaktionen nach Infektionen durch Gram-nega-
tive oder Gram-positive Bakterien konnen nur sehr schwer
unterschieden werden. Obwohl die meisten Reaktionen auf
Gram-negative Bakterien prinzipiell Lipopolysacchariden
(LPS) und deren Lipidanker Lipid A zugerechnet werden
konnen,!'* wurden in den letzten Jahrzehnten keine entspre-
chenden Prinzipien bei Gram-positiven Bakterien eindeutig
identifiziert.**! Lipoteichonsiduren (LTS) werden in den
meisten Gram-positiven Bakterien gefunden. Sie sind wie
LPS amphiphile, negativ geladene Glycolipide.! Oft konnten
Effekte von handelsiiblichen LTS-Priaparaten, die signifikan-
te Aktivitdt aufwiesen, auf LPS-Verunreinigungen zuriick-
gefiihrt werden.["®! 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 MaBstab fiir immunstimulatori-
sche Aktivitit gemessen werden kann.>'l Erst kiirzlich
wurde gezeigt, dass diese Ergebnisse auf die verwendete
Priparationsmethode zuriickzufiihren sind:["?l Eine neuartige
mildere Préparationsmethode ergab reine und biologisch
aktive LTS.[°8] Durch Strukturanalyse konnte den D-Alanin-
resten am Polyglycerinphosphat-Riickgrat der LTS, die bei-
spielsweise aus Staphylococcus aureus isoliert werden kann,
eine entscheidende Rolle zugeordnet werden.['>14

Um die biologische Aktivitdt von D-Alanin-haltiger LTS
zu zeigen und eine Struktur-Aktivitits-Beziehung aufzustel-
len, wurde LTS von S. aureus (Schemal, A) chemisch
synthetisiert. Die dazu erforderliche Kombination von Gly-
colipidsynthese und Glycerinphosphatdiester-Bildung mit
variablen Seitenketten ist eine besondere Herausforderung,
da die p-Alaninreste bereits bei pH 8.5 leicht abgespalten
werden. In dieser Arbeit wird die erste Synthese einer solchen

[*¥] Prof. Dr. R. R. Schmidt, A. Stadelmaier
Fachbereich Chemie
Universitit Konstanz, Fach M 725
78457 Konstanz (Deutschland)
Fax: (4+49) 7531-883-135
E-mail: richard.schmidt@uni-konstanz.de
Dr. S. Morath, Dr. T. Hartung
Fachbereich Biologie
Universitat Konstanz
78457 Konstanz (Deutschland)

Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft
und dem Fonds der Chemischen Industrie unterstiitzt. Wir danken
S. Deininger und ). Kley fiir die technische Unterstiitzung, L.
Cobianchi fiir die Hilfe bei der Trennung der Endprodukte durch HI-
Chromatographie und Prof. Dr. A. Geyer und A. Friemel firr die Hilfe
bei der strukturellen Zuordnung der Endprodukte durch NMR-
Experimente.
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Zuschriften

‘7 Ho oM Py
H_Lo/\l/\o - oj%o 5 R OHoO d 0/\?3 R
n H

R' = Alkyl und/oder verzweigte Alkylkette

o}
R? = Me\)L (D-Ala) (=70 %)
*NH,
R2=H (=15 %)
OH
Re = HO O (0-D-GlcNAC) (= 15 %)
Ho
HN
Ac

n = 40-50

Schema 1. Allgemeine Formel der Lipoteichonsiure (LTS) von
Staphylococcus aureus.

Verbindung beschrieben (Schema 1, mit n=6).[""] Die Viel-
seitigkeit des Synthesekonzepts wird durch seine Tauglichkeit
fir Strukturvarianten unterstrichen. Bei vorangegangenen
Synthesen von LTS-Teilstrukturen fehlten Alaninreste, wes-
halb keine biologisch aktiven Substanzen erhalten wur-
den.l16-18]

Das ungefihre Verhiltnis der Glycerinphosphat-2-O-
Substituenten in A (Schema 1) von 70% D-Alanin, 15% a-
verkniipftem N-Acetylglucosamin (a-pD-GlcNAc) und 15%
H-Atom!" fiithrte zur Synthese von 1a (Schema 2), das mit
einem 4:1:1-Verhiltnis dieser Reste eine dhnliche Zusam-
mensetzung wie die natiirliche LTS aufweist. Die Spaltung
von la zwischen dem Glycerinphosphat-Riickgrat und dem
Gentiobiosyldiacylglycerinrest (mit Pfeilen angedeutet in

Schema 2), wodurch die Zwischenprodukte 2 und 3 und N-
Benzyloxycarbonyl(Z)-geschiitztes D-Alanin entstehen, sollte
einen gangbaren Weg zur Synthese des Zielmolekiils eroff-
nen. Somit sollte 2 aus den Glycerinderivativen 4, 5 und 6 als
Bausteinen und 3 aus dem leicht verfiigbaren Gentiobio-
syldiacylglycerinderivat 7 erhalten werden kénnen. Die Wahl
von permanenten und temporéren orthogonalen Schutzgrup-
pen war offensichtlich entscheidend fiir den Erfolg: Zur
Kettenverldngerung des Glycerinphosphat-Riickgrats und
letztlich die Verkniipfung der Intermediate 2 und 3 wurde
die tert-Butyldiphenylsilylgruppe (TBDPS) und fiir die
Durchfiihrung der Synthese von 3 die Isopropylidengruppe
gewihlt. Die selektive Ankniipfung der Alaninreste beruhte
auf der milden oxidativen Entfernung der Methoxybenzyl-
gruppe (MPM) und fiihrte so zum komplett geschiitzten
Zielmolekiil, welches nur Benzyl- und Z-geschiitzte Gruppen
aufweist, die schlieBlich durch Hydrogenolyse entfernbar sein
sollten. Die Vielseitigkeit dieses Konzepts in Bezug auf
verschiedene Kombinationen der Bausteine 4, 5 und 6, die
Anbindung verschiedener Aminosdurereste und die Varia-
tion des Diacylglycerinrestes fiihrte bereits zu verschiedenen
Derivaten von 1a, beispielsweise 1b mit L-Alaninresten.[!’)

Der erforderliche Baustein 4 wurde aus handelsiiblichem
1,2-O-Isopropyliden-sn-glycerol?”l gewonnen. Die O-Allylie-
rung, Entfernung der Isopropylidengruppe!l und regioselek-
tive Einfithrung der TBDPS-Gruppe fiihrten zum Zwischen-
produkt 8 (Schema 3), das fiir die Anbindung der MPM-
Gruppe genutzt wurde. Die Entfernung der Allylgruppe
dieses MPM-geschiitzten Zwischenprodukts und nachfolgen-
de Reaktion mit Benzyloxybis(diisopropylamino)phos-
phan® bei gleichzeitiger Anwesenheit von Tetrazol lieferte
Baustein 5 (Schema 2).

RH, MeNH, Me_NH, Me
HO O
HO X80 30 O A 2 A7Q O AuQ 1040
/"‘\/\/ % ‘\/\1\9 \/\/ \/\/ o’Po HHoo % M\/\/\/V\
0o d0o o do do 5 oAf
(1b L-Ala anstelle D-Ala) W/\/\AN
H o
Me._ _NZ
- + BnO.
CO, OBn
. HNEt, oo
+ o N/Pr2
AcHN
0Bn OMPM  OMPM — OMPM — OMPMp,

BnO\/\/O OO\/\/O\ /90 Q /90 O\ /90 Q /90

I‘ I‘ I‘P

BnO\/\/OH
4 OMPM
lPrZN\P/O\/:\/OTBDPS

| |
OBn 5 OBn 6

BnO
Bno\%

o) :
Bno o O o A 0
/Per\P,O\/\/OTBDPS BnO % AU

BnO~ \O BnO
QO BnO
Bno&/ %0/\(\0 C‘3H27
13 27

OTBDPS Me
0] Me

BnO 8f 0 OBn
Bn 7

Schema 2. Strukturformel des Zielmolekiils 1a und seine Retrosynthese. Bn=Benzyl.

946 © 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

0044-8249/03/11508-0946 $ 20.00+.50/0

Angew. Chem. 2003, 115, Nr. 8



OAc
AcO/&&M oH
AcO OYNH AlO__A.__OTBDPS

9 8 ccl, 8
OR
RO
RO (o]
N3
Q

AIO._A__OTBDPS
10:R=Ac
11:R= Bn:| b)
c)

OBn
BnO
BnO (0]

AcN
H
e
RO.__A._ OTBDPS

12:R=Al )

6: R = P(OBn)N/Pr,
Schema 3. Synthese des Bausteins 6. a) TMSOTf, CH,Cl,, RT, 75%;
b) 1. NaOMe, MeOH, 24 h; 2. BnBr, NaH, DMF, 24 h (74%); c) 1. 1,3-
Propandithiol, Pyridin, H,O, RT, 24 h; 2. Pyridin/Ac,O, 2 h, 85%; d) 1
[(PPh,),RhCI], DBU, EtOH, 90°C; 2. 1m HCl/Aceton (1:9), 77%; 3
Benzyloxybis (diisopropylamino) phosphan, CH,Cl,, 85%. DBU=1,8-
Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en, All=Allyl.

Die Glycosylierung des Intermediats 8 mit dem bekann-
ten Azidoglucosyldonor 912! und Trimethylsilyltrifluorme-
thansulfonat (TMSOTY) als Katalysator fithrte zum a-ver-
kniipften 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! lieferte 12.
Die Entfernung der Allylgruppe und die anschlieSende
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 anschlieender Zugabe von fert-
Butylhydroperoxid als Oxidationsmittel lieferte ein Phos-
phortriesterintermediat, welches durch sukzessive Behand-
lung mit Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) und Reaktion

4

1. 5, Tetrazol, tBuO,H
2. TBAF

OBn Bn

BnO\/\/O
[l
o

OMPM
O\/\/OJ TBDPS 13

4

2. 6, Tetrazol; tBuO,H

1. TBAF
3. TBAF

2

Schema 4. Synthese des Zwischenprodukts 2.
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Gentiobiose

.
BzO

OBz
BzO Q
BzO\E

O_$Me

7

o
OH
O

Schema 5. Synthese des Zwischenprodukts 3 und des Gentiobiosyldi-
acylglycerins 16. a) 1. BzCl, Pyridin, 40°C, 24 h, 98%; 2. N,H,-HOAc,
DMF, 50°C, 3.5 h, 78%; CCI,CN, DBU, CH,Cl, 2 h, 97%; 3. 0.2 Aquiv.
BF;-OEt,, 3 A MS, —30°C, CH,Cl,, 1,2-O-Isopropyliden-sn-glycerin,
80%; b) 1. NaOMe, MeOH, 24 h; TBDPS-Cl, Pyridin, —15°C, 2 d,
919%; 2. BnBr, NaH, DMF, 66%; ) 1. HOAc (75%), 80°C, 1.5 h, 78%;
2. Myristoylchlorid, NEt;, THF, 50°C, 4 h, 81%; 3. TBAF, HOAc, THF,
40°C, 3d, 76%; d) Pd/C, H,, CH,Cl,/MeOH (2:5), 24 h, 71%; €) Ben-
zyloxybis (diisopropylamino)phosphan, CH,Cl,, 79%. Bz =Benzoyl.

mit 5 zum Glycerinphosphatintermediat 13 fiihrte. Dessen
Reaktion mit TBAF, dann Reaktion mit 6 statt mit 5 und
erneute Behandlung mit TBAF lieferte das gewiinschte
Zwischenprodukt 2 in guter Gesamtausbeute.

Fiir die Synthese von 3 wurde Gentiobiose unter Stan-
dardbedingungen (vier Schritte) zum Glycosid 14 (Schema 5)
umgewandelt. Die Entfernung der O-Benzoylgruppen unter
Zemplén-Bedingungen, anschlieBende regioselektive Silylie-
rung am 6b-Sauerstoffatom und Peroxobenzylierung lieferte
Baustein 7. Die Sdure-katalysierte Entfernung der Isopropy-
lidengruppe, die Acylierung mit Myristoylchlorid in Gegen-
wart von Triethylamin und die Desilylierung fithrten zum
Zwischenprodukt 15, welches nach der Phosphitylierung das
erwiinschte Molekiil 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 Verkniipfung der Zwischenprodukte 2 und 3 konnte
mit Tetrazol als Katalysator durchgefiihrt werden; die Oxida-
tion mit tert-Butylhydroperoxid lieferte 17, welches das
Riickgrat des Zielmolekiils enthélt (Schema 6). Die Behand-
lung mit Cer(iv)ammoniumnitrat (CAN) setzte vier der
Glycerinhydroxygruppen frei, welche sofort mit den Z-ge-
schiitzten D-Alaninresten mit (Benzotriazol-1-yloxy)tripyrro-
lidinophosphonium-hexafluorophosphat ~ (PyBOP)/N-Me-
thylimidazol als Kondensationsmittel verkniipft wurden. Die
Hydrogenolyse dieses Zwischenprodukts mit Pearlmans Ka-
talysator! in einer Mischung aus CH,Cl,/MeOH/H,O (5:5:1)
fiilhrte nach hydrophober Austauschchromatographie an
Octylsepharose zum gewiinschten Endprodukt 1a in 47 %
Ausbeute. Die Strukturermittlung konnte auf MS- und NMR-
Daten” und den Vergleich mit natiirlich vorkommendem
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Zuschriften

\]aﬁ%
BnO
BnO
0]

g (OMPM ¢ oS oBn 0" CyH,,
BnO\/\/O\ ,O\/\/O ’ \/\/ P %O%O\/\/O CisHyy

L /’ ko) J 0" oen 97 GQNA bl

Bn 4 Bn o
17
b), 67 % b), 67 %
c), Z-D-Ala, 70 % c), Z-L-Ala, 62 %
d), 47 % \d), 40 %
1a 1b

Schema 6. Synthese des Zielmolekiils 1a und seines Diastereoisomers 1b.
a) Tetrazol, CH,Cl,; tBuO,H, 75%; b) CAN, MeCN/Toluol/H,O (60:3:4), 45—

60 min, 67 %.

c) 1. 20 Aquiv. PyBOP, 40 Aquiv. N-Methylimidazol, 20 Aquiv. Z-

geschiitztes b/L-Ala ([HNEt;]*-Salz), CH,Cl,, 3 h; d) Pd(OH),/C, H,, CH,Cl,/

MeOH/H,0 =

9438

(5:5:1), 24 h; hydrophobe Austauschchromatographie.

Material gestiitzt werden. Verbindung 17 wurde auf gleiche
Weise mit Z-geschiitztem L-Alanin in 1b umgewandelt.

Die Untersuchung der biologischen Aktivitit der Ver-
bindungen 1a, b und 16 ergab, dass 1a mit D-Alaninresten
(Abbildung 1) nahezu die gleiche Aktivitdt wie natiirliche
LTS beziiglich der Cytokinausschiittung bei Leukozyten im
menschlichen Blut aufweist. Wihrend der mit Gentiobiose
verkniipfte Lipidanker (Verbindung 16) praktisch keine

500~

4001 [C1Dp-Ala-LTS
L-Ala-LTS
T 3001  mmmm LTS-Anker

TNF-a [pg mL™"] 200
100

Kontrolle 1 10 100 1. 000 10.000
Stimulus [ng mL™"] ——

Abbildung 1. Konzentrationsabhingigkeit der TNFa-Freisetzung in ver-
diinntem Human-Vollblut (20%) in der Reaktion auf 1a, 1b und 16.
TNFo wurde durch einen ELISA-Test gemessen. Die Daten sind Mittel-
werte (£ SEM) von zwélf Spendern. SEM = Standardfehler des Mittel-
werts.

Aktivitdt zeigt, ist L-Alanin-haltiges 1b ungefdhr zehn bis
hundert Mal weniger aktiv als 1a.l%14

Damit konnte erstmals mithilfe synthetisch hergestellter
Substanzen das aktive Prinzip der LTS-Stimulation des
Immunsystems untersucht werden. Das vorgestellte Synthe-
sedesign beriicksichtigt das variable Substitutionsmuster und
die hydrolytische Labilitdt des Alaninrestes des Glycerin-
phosphat-Riickgrats. Es ist auch auf die kombinatorische
Synthese von vielen unterschiedlichen LTS-Molekiilen an-
wendbar.

Eingegangen am 20. September 2002 [Z50223]
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7.9 Hz und 7.8 Hz, wie fiir $-glycosidische Bindungen erwartet.
17: TLC (Toluol/Aceton 1:1): R;=04; [a]¥=+12.1 (c=1,
CHCL;); 'H-NMR (600 MHz, CDCl;, TMS): 6 =0.81-0.92 (t,
6H; CHj), 1.11-1.35 (m, 40H; CH,(y-w)), 1.44-1.61 (m, 4H;
CH,(p)), 1.84-1.98 (m, 3H; NHAC), 2.09-2.25 (m, 4H; CH,(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, 1 H; 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, 1 H; 3c-H), 3.69 (m, 1 H; 2-H), 3.72
(m,1H;17-H),3.75 (m, 1H; 5¢-H), 3.83 (m, 1 H; 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, 1 H; 1a-
H), 4.35 (m, 1H; 2¢c-H), 4.41 (m, 1H; 1b-H), 4.74 (m, 1 H; 1c-H),
4.29-4.91 (m, 30H; CH,Ph), 4.93 (m, 12H; POCH,Ph), 5.06 (m,
1H; 2’-H), 6.69-6.80 (m, 8H; Phypy), 7.03-7.34 ppm (m, 93H;
Ph); BC-NMR (150.8 MHz, CDCl;, TMS): 6 = 14.11 (2C; CH,),
23.1 (1C; NHACc), 24.84 (2C; CH,(B)), 22.68/29.14-31.91 (20C;
CH,(y-w)), 34.04, 34.22 (2C; CH,(a)), 52.8 (1C; 2¢-C), 55.17
(4C; OCH,), 63.2 (1C; 3'-C), 65.5-67.2 (12 C; CH,-Glyc., 6b-C),
68.1 (1C;1'-C), 68.5 (1C; 6¢-C), 68.6 (1 C; 6a-C), 69.0 (1C; 18-C)
69.5 (6C; POCH,Ph), 69.8 (1C; 2'-C), 72 (1C; 5¢-C), 73.5 (1C;
5a/b-C), 75 (1C; 4a/b-C),75.4 (4C; 5, 8,11, 14-C), 72-77.0 (15C;
CH,Ph), 76.8 (1C, 17-C), 77.5 (1C; 4c-C), 782 (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 gemif 1la in Schema?2; MALDI-TOF-MS
(positiver Modus, Matrix: p-Nitroanilin + Nal, THF):
[M+Na]*, miz: ber.: 4002.3; gef.: 4000.0; C,,H,;NOs,Pq
(3979.3): ber.: C 66.40, H 6.86, N 0.35; gef.: C 66.40, H 7.09, N
0.36.1a: [a]¥=+6.9 (c=0.1, H,0); 'H-NMR (600 MHz, D,0):
0=0.82-0.94 (m, 6H; CH;), 1.16-1.43 (m, 40H; CH,(y-)),
1.55-1.69 (m, 16 H; Ala-fH, CH,(B)), 2.11 (s, 3H; NHAc), 2.29—
2.47 (m, 4H; CHy(0)), 3.27-3.73, 3.75-4.34, 4.36-4.59 (m, 54 H),
5.10 (bs, 1H; 1c-H), 5.31-5.43 ppm (m, 5H; 5, 8, 11, 14-H, 2"-H);
BC-NMR (150.8 MHz, D,0): 6 =14.2 (CHj3), 15.9 (Ala-CHj),
22.6 (NHACc), 25.4 (CH,(B)), 30.5 (CHy(y-w)), 34.5 (CH,(a)),

(27)

Angewan

49.2 (CHNH;%), 54.0 (2¢-C), 60.9 (6¢-C), 62.4 (18-C), 64.0 (CH,-
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 (3¢c-C), 72.4 (5¢-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 (1¢-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]3=+5.1 (c=
0.2, H,0); 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): [M+H]*, m/z: ber.:
2249.9, gef.: 2249.9.

Vollblut-Cytokin-Reaktion: Das Differenzial-Blutbild wurde
routinemifBig mit einem Pentra-60-Analysator (ABX Diagno-
stics, Montpellier, Frankreich) gepriift, um akute Infektionen
der Blutspender auszuschlieBen. 200 uL frisch gewonnenes
heparinisiertes Blut von gesunden Probanden wurde mit der
fiinffachen Menge isotonischer Natriumchlorid-Losung (0.9 %,
Boehringer Ingelheim, Deutschland) verdiinnt. Die LTS wurde
vor ihrer Verwendung mit Ultraschall behandelt, um Mizellen
aufzulosen. Nach der Zugabe der LTS-Stimulantien in 10 uL
Probenvolumen wurden die Proben in Polypropylen-Reagenz-
glasern (Eppendorf, Hamburg) in Gegenwart von 5% CO, bei
37°C iiber Nacht inkubiert. Zell-freie Uberstéinde wurden durch
Zentrifugieren bei 400 x g nach 2 min erhalten und bei —70°C
fiir die Cytokin-Bestimmung aufbewahrt. Cytokine wurden
durch einen Sandwich-ELISA (Enzym-gekoppelter Immun-
Assay) bestimmt, der auf einem Antikdrperpaar 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, GroBbritannien. Die Anbin-
dung von biotinylierten Antikorpern 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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