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Abstract: Gesch�tzte zwei Milliarden Menschen sind weltweit
mit dem apikomplexen Parasiten Toxoplasma gondii infiziert,
der die Ursache f�r eine Reihe gesundheitlicher Probleme ist.
So kann eine Prim�rinfektion w�hrend der Schwangerschaft
zum Tod des Fçtus oder zu einer geistigen Behinderung des
Kindes f�hren. Da die Medikamente gegen eine Infektion mit
T. gondii potenziell sch�dlich f�r das ungeborene Kind sind, ist
eine verl�ssliche Diagnose akuter Infektionen von schwange-
ren Frauen unentbehrlich. Bessere, schnellere, zuverl�ssigere
und g�nstigere Diagnostika, die auf akkuraten serologischen
Tests basieren und definierte Antigene verwenden, sind deshalb
von großem Interesse. Synthetische pathogenspezifische Gly-
cosylphosphatidylinositol(GPI)-Glycan-Antigene sind solche
diagnostischen Biomarker, die eine akkurate Unterscheidung
verschiedener Toxoplasmose-Krankheitsstadien in menschli-
chen Seren ermçglichen.

Der Apikomplexa T. gondii ist ein Parasit, der jedes
warmbl�tige Tier infizieren kann.[1] Eine Infektion beginnt
durch Aufnahme von kontaminiertem rohem Fleisch oder
Oozyten, die von Katzen, den Hauptwirten des Parasiten,
ausgeschieden werden.[2] Obwohl Infektionen mit T. gondii in
den USA die dritth�ufigste Ursache f�r eine Lebensmittel-
infektion sind, die einen Krankenhausaufenthalt notwendig
macht,[3] werden sie in den Industriel�ndern nicht als ein
grçßeres Gesundheitsproblem angesehen, da die Krankheit
normalerweise unproblematisch verl�uft.[4] In immunkom-
promittierten Individuen allerdings kann sich eine latente

Toxoplasmose zu einer gef�hrlichen Krankheit entwickeln,
z. B. zu einer Toxoplasmose-Enzephalitis, einer schweren
Entz�ndung des Gehirns, die eine Haupttodesursache bei
AIDS-Patienten ist.[5] Eine Prim�rinfektion w�hrend der
Schwangerschaft kann zu einer �bertragung des Parasiten
von der Mutter auf das ungeborene Kind f�hren, was eine
mentale oder physische Retardierung oder sogar den Tod des
Fçtus zur Folge haben kann.[6] Die konnatale Toxoplasmose
kann nur durch Verhinderung der �bertragung gestoppt
werden. Die daf�r verwendete Chemotherapie ist jedoch
potenziell gesundheitsgef�hrdend f�r das ungeborene Kind,
weshalb falsch-positive Diagnosen vermieden werden
m�ssen. Zurzeit wird eine akute Toxoplasmose durch den
serologischen Nachweis von IgG- und IgM-Antikçrpern
sowie die Bestimmung der Avidit�t von IgG, die gegen An-
tigene von T. gondii gerichtet ist, diagnostiziert. Der IgM-
Titer hat dabei den grçßten diagnostischen Wert, da die Ab-
wesenheit von IgM-Antikçrpern eine erst k�rzlich erworbene
Infektion mit großer Sicherheit ausschließt. Allerdings ist
bekannt, dass kommerziell erh�ltliche Diagnosesets, die von
nichtzertifizierten Laboren genutzt werden, einen hohen
Anteil (bis 60%) an falsch-positiven Testresultaten erzeu-
gen.[7] Aus diesem Grund ist die Identifizierung von Antige-
nen, die f�r die Entwicklung eines zuverl�ssigen diagnosti-
schen Tests genutzt werden kçnnen, wichtig.

Glycosylphosphatidylinositole (GPIs) gehçren zu einer
Molek�lklasse, die in hoher Zahl (rund 106 pro Zelle) auf der
Zelloberfl�che von T. gondii vorkommt.[8] Diese Glycolipide
findet man in allen eukaryotischen Organismen; sie haben
die konservierte Glycankernstruktur a-Man-(1!2)-a-Man-
(1!6)-a-Man-(1!4)-a-GlcNH2-(1!6)-myo-Ino (Abbil-
dung 1).[9] T. gondii nutzt GPIs, um Enzyme und andere
Oberfl�chenproteine �ber deren C-Terminus auf der extra-
zellul�ren Seite der Plasmamembran zu verankern. Die zwei
am h�ufigsten vorkommenden GPI-Glycoformen, die T.-
gondii-spezifisch sind, weisen eine zus�tzliche Verzweigung
an der O4-Position von ManI auf, die bei GPI 1 aus einer a-
Glc-(1!4)-b-GalNAc- und bei GPI 2 nur aus einer (1!4)-b-
GalNAc-Seitenkette besteht.[10] Die Molek�le 1 und 2 un-
terscheiden sich zudem in ihrer Funktion. GPI 2 dient
Oberfl�chenantigenen und -enzymen als Membrananker,
wohingegen GPI 1 frei auf der Zelloberfl�che vorkommt und
nicht kovalent an ein Protein gebunden ist.[11] Insbesondere
GPI 1 ist eine immunologisch aktive Verbindung, die nach
einer Infektion mit T. gondii eine fr�he IgM-Antwort im
Menschen hervorruft.[12] Auf diesen Befunden basierte unsere
Hypothese, dass die Phosphoglycane 1 und 2 sowie deren
Substrukturen und biochemischen Intermediate potenzielle

[*] Dr. S. Gçtze, Dr. N. Azzouz, Dr. Y.-H. Tsai, A. Reinhardt, Dr. C. Anish,
Prof. Dr. P. H. Seeberger, Dr. D. Var�n Silva
Abteilung Biomolekulare Systeme
Max-Planck-Institut f�r Kolloid- und Grenzfl�chenforschung
Am M�hlenberg 1, 14424 Potsdam (Deutschland)
und
Institut f�r Chemie und Biochemie, Freie Universit�t Berlin
Arnimallee 22, 14195 Berlin (Deutschland)
E-Mail : daniel.varon@mpikg.mpg.de

Prof. Dr. U. Groß
Nationales Konsiliarlabor Toxoplasma und Institut f�r Medizinische
Mikrobiologie, Universit�tsmedizin Gçttingen (Deutschland)

[**] Wir danken der Max-Planck-Gesellschaft und dem RIKEN–Max
Planck Joint Research Center for Systems Chemical Biology f�r die
großz�gige finanzielle Unterst�tzung. A.R. dankt der Studienstif-
tung des Deutschen Volkes und Y.-H. T. dem DAAD f�r jeweils ein
Doktorandenstipendium. Wir danken Dr. Ryan McBride f�r die
Zusendung der Vorschrift, die f�r die Detektion von Anti-Kohlen-
hydrat-Antikçrpern in Serumproben genutzt wurde, sowie Felix
Brçcke und Andreas Geißner f�r die Korrektur des Manuskripts.

Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201406706 zu finden.

.Angewandte
Zuschriften

13920 � 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2014, 126, 13920 –13924

http://dx.doi.org/10.1002/ange.201406706


diagnostische Biomarker f�r die Unterscheidung einer akuten
von einer latenten Toxoplasmose sind.[13]

Die Isolierung homogener GPIs aus Parasiten ist an-
spruchsvoll und eignet sich nicht, um einen Zugang zu deren
Derivaten oder Substrukturen zu erhalten. Aus
diesem Grund nutzten wir die Mçglichkeiten
der chemischen Synthese, um GPIs mit defi-
nierter Struktur und hoher Reinheit herzustel-
len,[14] die f�r biochemische Experimente und
medizinische Anwendungen geeignet sind.[15]

Dieser Ansatz bietet einen weiteren Vorteil,
n�mlich dass falsch-positive Testresultate, die
durch Kreuzreaktivit�ten gegen Unreinheiten
in T.-gondii-Isolaten hervorgerufen werden,
ausgeschlossen werden kçnnen.[16] Um einen
diagnostischen Test auf der Basis von GPI-
Glycanen enthaltenden Kohlenhydratmikroar-
rays[17] zu konstruieren, wurde ein orthogonales
Spacer-Molek�l bençtigt, das eine regioselek-
tive kovalente Anbindung an eine feste Phase
ermçglichte. Zum Schutz der freien GPI-Ami-
nogruppen wurde ein Thiol als orthogonales

Nucleophil ausgew�hlt und anstatt des na-
t�rlich vorkommenden Lipidankers eine
Phosphodiestereinheit mit einem Sulfanyl-n-
alkyl-Substituenten an der O1-Position von
myo-Ino installiert, um die konjugationsbe-
reiten Phosphoglycane 3–6 herzustellen
(Abbildung 2).[18]

Um die Immunantwort gegen den Koh-
lenhydratteil von 1 und 2 w�hrend einer In-
fektion mit T. gondii zu untersuchen und
immundominante Epitope wie die Seiten-
kettenglycosylierung oder den Phosphory-
lierungsgrad zu bestimmen, wurden die
Glycane 3 und 4 sowie ein Satz eng ver-
wandter Zucker synthetisiert. Glycan 5 re-
pr�sentiert eine biosynthetische Vorstufe von
GPI 2, die an der O6-Position von ManIII
nicht phosphoryliert ist.[10] Die triphos-
phorylierte Substanz 6 ist eine allen S�uge-
tier-GPIs gemeinsame Minimalstruktur, die

eine zus�tzliche Phosphoethanolamineinheit an Position O2
und eine GalNAc-Verzweigung an O4 von ManI tr�gt.[15b]

Der Zugang zu diesen komplexen GPI-Molek�len wurde
durch eine konvergente Synthesestrategie mçglich, die wir

bereits f�r die Synthese dieser
Glycolipide und ihrer Abkçmmlinge
entwickelt hatten.[19] Als Beispiel f�r
die Synthese der Glycane 3–6[20] wird
die von Verbindung 3 genau vorge-
stellt (Schema 1). Die Synthese
begann mit der Phosphitylierung
von Alkohol 9[19] durch ein in situ
generiertes gemischtes Anhydrid
aus dem H-Phosphonat 10[18] und
Pivaloylchlorid. Die anschließende
Oxidation des resultierenden H-
Phosphonats mit Iod in w�ssrigem
Pyridin lieferte das Phosphatsalz 11
in 87 % Ausbeute. Die saure Hy-

Abbildung 1. Konservierte Pseudopentasaccharidkernstruktur aller GPIs und die f�r
T. gondii spezifischen Glycolipide 1 und 2. GlcNH2 =d-Glucosamin, Ino= Inositol,
Man = d-Mannose.

Abbildung 2. Die GPI-Glycane 3–5 spiegeln den Kohlenhydratteil der GPIs von T. gondii wieder. Die
Minimalstruktur 6 ist Teil aller S�ugetier-GPIs.

Schema 1. Synthese des Phosphoglycans 3. Reagentien und Bedingungen: a) 1. 10,
PivCl, Py; 2. I2, H2O, 87%; b) Sc(OTf)3, MeCN, H2O, 50 8C, 76 %; c) 1. 14, PivCl, Py;
2. I2, H2O; 3. Hydrazin, 76%; d) NH3(fl), THF, Na(s), �78 8C, tBuOH, 55 %. Bn =Benzyl,
Cbz= Benzyloxycarbonyl, Lev= L�vulinoyl, Piv = Pivaloyl, Py = Pyridin, Tf= Triflyl,
TIPS= Triisopropylsilyl.
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drolyse des Silylethers f�hrte zum pri-
m�ren Alkohol 12. Eine Eintopfreak-
tion ergab durch Phosphitylierung von
12 mit dem H-Phosphonat 14[14d] , Oxi-
dation und abschließende Hydrazino-
lyse des L�vulinesters das Bisphosphat
13 in 76% Ausbeute. Zur kompletten
Entfernung der restlichen Benzyl-
etherschutzgruppen von 13 diente eine
Birch-Reduktion, die 3 in einer Aus-
beute von 55 % ergab.[15g]

Um die Kollektion synthetischer
GPI-Glycane, die mit Toxoplasmose-
Antigenen verwandt sind, zu vervoll-
st�ndigen, wurden die Substrukturen
15–17 (Abbildung 3A), welche die
Seitenkette von GPI 3 repr�sentieren,
mit der generellen Synthesestrategie
hergestellt.[20] Die linearen Zucker 18
und 19,[18] die GPI-Anker der apikom-
plexen Parasiten Plasmodium falcipa-
rum bzw. Cryptosporidium parvum[21]

entsprechen, wurden zusammen mit
dem Pseudodisaccharid 20[18] (Abbil-
dung 3B) auf dem Mikroarray plat-
ziert, um eine mçgliche Immunantwort
gegen das konservierte GPI-R�ckgrat
zu untersuchen. Das mit Mannan ver-
wandte Tetramannosid 21[22] (Abbildung 3C) diente als
Kontrollzucker, da es nicht mit den GPIs von T. gondii ver-
wandt ist, daf�r aber in verschiedenen Arten von Mykobak-
terien[23] und Pilzen[24] vorkommt.

Alle Kohlenhydrate, die entweder einen Amino- oder
einen Sulfanyllinker tragen, wurden auf Epoxid-modifizierte
Glastr�ger gedruckt und dadurch kovalent auf deren Ober-
fl�che immobilisiert.[25] Die resultierenden Kohlenhydrat-
mikroarrays wurden mit Referenzseren von Individuen, die
entweder seronegativ waren oder an einer akuten oder la-
tenten Toxoplasmose litten, nach einer re-
produzierbaren Vorschrift f�r die Detektion
von Anti-Kohlenhydrat-Antikçrpern inku-
biert.[26]

Das Screening (Abbildung 4) ergab, dass
alle Seren von seronegativen Patienten[27]

nicht nachweisbare oder geringe Konzentra-
tionen der Antikçrper (IgG und IgM) auf-
wiesen, die gegen die gedruckten GPIs oder
ihre Substrukturen gerichtet sind (Abbil-
dung 4A). Einige gesunde Individuen ent-
hielten in detektierbaren Konzentrationen
IgG- und IgM-Antikçrper, die das Tetram-
annosid 21 erkannten. Diese Struktur steht
jedoch nicht mit einer T.-gondii-Infektion in
Verbindung, und Antikçrper, die gegen
dieses Oligosaccharid gerichtet sind, lassen
sich mçglicherweise auf eine Infektion mit
anderen Pathogenen zur�ckf�hren.[28]

Dagegen enthielten die Seren aller Pati-
enten, die als akut infiziert eingestuft waren,

hohe Konzentrationen der IgG- und IgM-Antikçrper, die das
Kohlenhydrat 3 erkannten (Abbildung 4 B). Zus�tzlich
konnten in fast allen Proben IgG- und IgM-Antikçrper ge-
funden werden, die gegen die Substrukturen 15–17 von GPI
1 gerichtet waren und dabei Signalst�rken lieferten, die den
Fluoreszenintensit�ten aus der Analyse des Antikçrperspie-
gels gegen das Phosphoglycan 3 �hnelten. Die meisten Seren
enthielten auch IgG- und IgM-Antikçrper, die GPI 4 er-
kannten, allerdings war die Signalintensit�t normalerweise
niedriger als bei den a-Glc tragenden Substanzen 3, 15, 16

Abbildung 3. Kohlenhydratstrukturen, die als Biomarker f�r die Diagnose von Toxoplasmose
evaluiert wurden. A) Die Substrukturen 15–17 enthalten die Seitenkette von GPI 3. B) Die linea-
ren Phosphoglycane 18–20 weisen das konservierte R�ckgrat von GPIs auf. C) Die Mannansub-
struktur 21 ist Bestandteil der Zellwand von pathogener Hefe.

Abbildung 4. Charakteristische Aufnahmen eines Kohlenhydratmikroarrays, der mit ver-
schiedenen Seren inkubiert wurde (Verd�nnung 1:15). Die Seren stammten von Patien-
ten, die A) nicht infiziert, B) akut infiziert und C) latent infiziert waren (Druckmuster
wurde �berlagert). D) Position der getesteten Verbindungen auf dem Mikroarray.
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und 17. Ein paar Seren von akut infizierten Patienten ent-
hielten IgG- und IgM-Antikçrper gegen das lineare GPI 19
und das monophosphorylierte GPI-Glycan 5. Die P.-falcipa-
rum-Zuckerstruktur 18 wurde von keinem Serum eines Pati-
enten mit akuter Toxoplasmose erkannt. Interessanterweise
enthielten einige wenige Seren IgM-, aber keine IgG-Anti-
kçrper gegen das Pseudodisaccharid 20.

Wie erwartet zeigten Proben von latent infizierten Pati-
enten ein IgG-Antikçrperbindungsmuster und Signalintensi-
t�ten, die denen der Seren von akut infizierten Individuen
�hnelten (Abbildung 4C). Dagegen waren die IgM-Antikçr-
perspiegel gegen alle gedruckten Strukturen deutlich redu-
ziert.

Diese Resultate sind in Einklang mit verçffentlichten
Ergebnissen, nach denen die Immunreaktion gegen T.-gondii-
GPIs in infizierten Menschen haupts�chlich gegen das a-Glc
tragende Glycolipid 1 und nicht gegen 2 gerichtet ist, somit
stellt das Seitenkettenmotiv ein wichtiges immunogenes
Epitop dar.[11] Keines der getesteten Seren enthielt Antikçr-
per, die das S�ugetierkohlenhydrat 6 erkannten, was daf�r
spricht, dass das adaptive Immunsystem fremde von eigenen
GPI-Strukturen anhand der zus�tzlichen Phosphoethanol-
amineinheit an ManI unterscheiden kann.

Da Antikçrper gegen das GPI-Glycan 3 in allen infizier-
ten Proben detektiert worden war, wurde diese Struktur als
diagnostischer Biomarker f�r Toxoplasmose evaluiert (Ab-
bildung 5). Eine statistische Analyse ergab, dass die Durch-
schnittswerte f�r die Antikçrperspiegel von IgG und IgM
gegen das Antigen 3 w�hrend der akuten Phase der Krankheit
signifikant erhçht sind. Doch w�hrend die mittlere Konzen-
tration der IgG-Antikçrper im Blut nach der akuten Phase

nicht wesentlich abf�llt, sinken die Werte f�r den IgM-Anti-
kçrperspiegel stark ab und �hneln in den meisten F�llen
denen seronegativer Individuen.

Das Antigen 3 hat sich als ein angemessener Biomarker
f�r die Diagnose verschiedener Stadien von Toxoplasmose
herausgestellt. Der IgG-Antikçrperspiegel gegen 3 kann dazu
verwendet werden, nichtinfizierte Menschen von T.-gondii-
infizierten zu unterscheiden, und die Konzentration an IgM-
Antikçrpern kann zur Differenzierung zwischen einer laten-
ten und einer akuten Toxoplasmose herangezogen werden.[29]

Wir haben hier die Synthese von GPI-Glycanen, die auf
der Oberfl�che von Parasiten und S�ugetierzellen vorkom-
men, sowie eine detaillierte Untersuchung der humanen Im-
munreaktion gegen GPIs w�hrend einer nat�rlichen Infekti-
on mit T. gondii beschrieben, wozu auf Glycanarrays pr�-
sentierte parasitenspezifische Kohlenhydrate eingesetzt
wurden. Die Analyse humaner Seren ergab, dass nur das
komplette Phosphoglycan von GPI 1 ein wertvolles Antigen
ist, da es von allen infizierten Proben erkannt wurde. Kon-
zentrationsunterschiede der gegen GPI 3 gerichteten IgG-
und IgM-Antikçrper erlaubten eine Differenzierung zwi-
schen infizierten und nichtinfizierten Individuen. Die paral-
lele Detektion von IgG und IgM, die gegen das synthetische
Zelloberfl�chenantigen 3 gerichtet sind, eignet sich deshalb
f�r die Entwicklung eines schnelleren und spezifischeren
diagnostischen Tests zur Unterscheidung zwischen einer la-
tenten und einer akuten Toxoplasmose.
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