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1 EINLEITUNG 

1.1 Isoprenoidbiosynthese 

Mehr als 30 000 Repräsentanten machen die Terpenoide zu einer der größten Natur-

stoffgruppen (Sacchettini und Poulter, 1997). Trotz einer immensen strukturellen 

Vielfalt (Abbildung 1) werden alle Terpenoide aus den universellen Vorstufen Isopen-

tenyldiphosphat (IPP) und Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) gebildet. 

Die Biosynthese von IPP und DMAPP über Mevalonat wurde innerhalb des letzten 

halben Jahrhunderts umfassend untersucht (Reviews siehe Qureshi und Porter, 

1981; Bloch, 1992; Bach, 1995; Bochar et al., 1999). In den letzten Jahren wurde die 

Existenz eines zweiten Weges zu IPP und DMAPP in der Pflanze Ginkgo biloba 

(Schwarz, 1994) und bestimmten Bakterien (Rohmer et al., 1993; Broers, 1994) ent-

deckt. Inzwischen ist bekannt, daß dieser Mevalonat-unabhängige Biosyntheseweg 

weit verbreitet ist. So werden die Terpenbausteine in den Plastiden von Pflanzen, in 

zahlreichen Eubakterien sowie im Malariaerreger Plasmodium falciparum nicht über 

Mevalonat gebildet (Reviews siehe Rohmer, 1999; Arigoni und Schwarz, 1999; Ei-

senreich et al., 2001; Rohdich et al., 2001; Rohdich et al., 2003a).  

 

Abbildung 1: Beispiele bekannter Terpene 
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1.1.1 Der Mevalonat-Biosyntheseweg 

Folkers (Wright et al., 1956) und Tavormina (Tavormina et al., 1956) fanden Indizien 

dafür, daß Isoprenoidmonomere in Lactobacillus acidophilus von Mevalonat abgelei-

tet sind. Spätere Arbeiten (Popjak, 1959; Lynen, 1961; Cornforth, 1968) konnten 

schließlich den Bildungsmechanismus von IPP (7) und DMAPP (8) über Mevalonat 

(4) in tierischen Zellen und Hefen detailliert aufklären (Schema 1). 

 

Schema 1 

 
 

Zunächst wird Acetoacetyl-CoA (2) durch Kondensation von zwei Molekülen Acetyl-

CoA (1) gebildet. Anschließend entsteht 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (3) durch 

eine weitere Verknüpfung mit Acetyl-CoA (1). Durch Reduktion unter Verwendung 

von NADPH und Abspaltung von HSCoA erhält man Mevalonat (4). Das Diphosphat 

(6) wird durch aufeinanderfolgende Phosphorylierungsreaktionen gebildet. Im letzten 

Schritt entsteht IPP (7) durch Eliminierung von CO2, woraus durch Isomerisierung 

DMAPP (8) gebildet wird.  
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1.1.2 Der Desoxyxylulosephosphat-Biosyntheseweg 

Der Desoxyxylulosephosphat- oder alternative Terpenbiosyntheseweg (Schema 2) be-

ginnt mit einer Thiamindiphosphat-abhängigen Kondensation von Pyruvat (9) und D-

Glycerinaldehyd-3-phosphat (10), wodurch 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat (11) ent-

steht (Sprenger et al., 1997; Lois et al., 1998). Dieses Produkt wird durch Isomerisie-

rung und Reduktion der resultierenden verzweigten Aldose in das verzweigte Polyolde-

rivat, 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat (12), umgewandelt. Beide Reaktionsschritte 

werden von dem NADPH-abhängigen Enzym 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat-

Synthase (IspC) (Takahashi et al., 1998) katalysiert. Das Polyalkoholphosphat 12 wird 

durch die sequentielle Reaktion von drei Enzymen, die durch die ispDEF-Gene spezifi-

ziert werden, in das zyklische Diphosphat 15 überführt. Dabei wird durch Übertragung 

einer Cytidylgruppe auf die 5-Phosphatgruppe von 12 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-

erythritol (13) gebildet (Rohdich et al., 1999; Kuzuyama et al., 2000a). Im nächsten 

Schritt erfolgt eine Phosphorylierung zu 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol-2-

phosphat (14) (Lüttgen et al., 2000; Kuzuyama et al., 2000b). Die Zyklisierung zu 2C-

Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat (15) erfolgt unter Abspaltung von CMP (Herz et 

al., 2000; Takagi et al., 2000). 

Der Nachweis, daß IPP und DMAPP die Endprodukte des alternativen Terpenbiosyn-

theseweges darstellen, wurde durch in vitro-Einbauexperimente geführt. Dabei konnte 

durch Einbau von 13C-markiertem Pyruvat in Zellen aus Blättern von Mentha piperita 

(McCaskill und Croteau, 1999) gezeigt werden, daß sich IPP nach Zusatz eines Isopen-

tenyldiphosphat Isomerase-Inhibitors anstauen ließ, aber nicht DMAPP. Daneben wur-

de durch Einbau 13C/2H-markierter 1-Desoxy-D-xylulose in Kulturen von Catharanthus 

roseus (Arigoni et al., 1999) gefunden, daß die Bildung von Geranylgeranoldiphosphat 

unter Beibehaltung des stereochemischen Musters erfolgt, welches jeweils von IPP und 

DMAPP stammt. Damit wurde gezeigt, daß DMAPP keine Vorstufe von IPP ist. 

Mittels eines Computer-unterstützten Komplett-Genomvergleichs vollständig sequenzier-

ter Organismen wurde festgestellt, daß das Vorkommen der orthologen Gensätze von 

ispG (gcpE) und ispH (lytB) dem der bis dahin bekannten Desoxyxylulosephosphat-Bio-

syntheseweg-Gene dxs, ispC, ispD und ispF (innerhalb dieser Genome) entspricht                 

(Adam et al., 2000; Eisenreich et al., 2001; Rohdich et al., 2001). Dies legte die Vermu-

tung nahe, daß diese beiden Gene eine Rolle bei den weiteren Reaktionsschritten aus-

gehend von 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat (15) zu IPP und DMAPP spie-
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len. Die Beteiligung dieser beiden Gene an der Isoprenoidbiosynthese konnte durch Un-

tersuchungen mit E. coli-Mutanten (Cunningham et al., 2000; Campos et al., 2001) bes-

tätigt werden, ohne daß dabei deren genaue Funktion aufgeklärt werden konnte. 
 

Schema 2 

 

Bekannte Schritte des Desoxyxylulosephosphatweges
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1.2 Das Immunsystem 

Das Immunsystem bildet bei den Wirbeltieren einen wirksamen Schutz gegen den 

Angriff von pathogenen Mikroorganismen. Dabei wird zwischen der angeborenen 

und der adaptiven Immunität unterschieden.  

 

1.2.1 Das angeborene Immunsystem 

Bei der angeborenen Immunität handelt es sich um Abwehrmechanismen, die den 

angegriffenen Organismus schützen, indem sie eindringende Mikroorganismen abtö-

ten und freie Viruspartikel neutralisieren. Diese unspezifische Art der Immunität wird 

hauptsächlich von den Neutrophilen und Makrophagen bzw. Monozyten getragen. 

Diese Phagozyten erkennen Bausteine der bakteriellen Oberflächen und sind in der 

Lage, Mikroorganismen direkt aufzunehmen und abzutöten. Natürliche Killerzellen 

greifen eigene bereits infizierte Zellen an und lysieren diese. 

Die an der angeborenen Immunität beteiligten Rezeptoren werden durch Gene der 

Keimbahn codiert, d.h. es existiert eine limitierte Anzahl an Rezeptoren, deren Spezi-

fität genetisch vorbestimmt ist. Das begrenzte Rezeptorrepertoire ist auf wenige hoch 

konservierte Strukturen fokusiert, die in großen Gruppen von Mikroorganismen vor-

kommen. Diese Strukturmotive werden PAMPs (Pathogen-associated Molecular Pat-

terns) genannt. Die invarianten Rezeptoren, die diese Muster erkennen, werden als 

PRRs (Pattern Recognition Receptors) bezeichnet. Sie werden auf antigen-präsen-

tierenden Zellen (APCs) oder Lymphozyten exprimiert (Reviews siehe Lindahl et al., 

1995; Akira et al., 2001; Bendelac und Medzhitov, 2002). 

Beispiele für PAMPs sind Lipopolysaccharid (LPS), welches sich auf den Zelloberflä-

chen von Gram-negativen Bakterien befindet, Lipoteichonsäure auf der Zelloberflä-

che bei Gram-positiven Bakterien, Lipoarabinomannan (LAM) bzw. Mannane bei My-

cobakterien und Hefen, unmethylierte CpG-DNA und Glykane von Bakterien, virale 

doppelsträngige RNA sowie N-formylierte Peptide prokaryotischer Herkunft 

(Abbildung 2). 
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Abbildung 2: Adjuvans-Erkennungswege. Verschiedene Klassen mikrobieller oder 
nichtmikrobieller Adjuvantien werden spezifisch durch invariante Rezep-
toren erkannt. Dabei handelt es sich beispielsweise um Toll-like-
Rezeptoren (TLRs), die auf dendritischen Zellen (DCs) exprimiert wer-
den, lösliche Komplementfaktoren (CD3d) oder sogar invariante T-Zell-
Rezeptoren (Invt TCRs), welche auf spezialisierten Untergruppen 
CD1d-beschränkter natürlicher Killer-αβ-T-Zellen (NKT-Zellen) und γδ-
T-Zellen exprimiert werden. Die sich ergebenden Adjuvans-Kaskaden 
erniedrigen im allgemeinen die Antigenkonzentration, welche benötigt 
wird, um die adaptiven B- und T-Zell-Antworten auszulösen und/oder 
stellen Zytokine bereit, die eine Th1- oder Th2-Differenzierung herbei-
führen (Bendelac und Medzhitov, 2002). 

 

Die PRRs induzieren eine sofortige Immunantwort durch die Aktivierung der Phago-

zyten, natürlichen Killerzellen und des Komplementsystems sowie der Sezernierung 

von antimikrobiellen Proteinen und entzündungsfördernder Signalstoffe ohne vorhe-

rige Proliferation von Immunzellen. So kommt es zu einer frühzeitigen Erkennung 

(Medzhitov und Janeway, 1997) und damit schnellen Bekämpfung der Pathogene. 
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1.2.2 Das erworbene Immunsystem 

Das erworbene oder adaptive Immunsystem wird durch die Erkennung von Antige-

nen in Gang gesetzt. Dazu gehören Moleküle von Bakterien, Viren, Pilzen, Protozoen 

und parasitischen Würmern, aber auch Oberflächenstrukturen von Pollen, Insekten-

giften und Gewebetransplantaten. Die Aktivierung des adaptiven Immunsystems er-

folgt durch das angeborene Immunsystem. Dabei werden Signale erzeugt, welche 

Informationen über den Ursprung des Antigens sowie die Art der notwendigen Reak-

tion enthalten. 

Die Rezeptoren des erworbenen Immunsystems werden durch somatische Mecha-

nismen während der Entwicklung des Individuums gebildet. Durch die somatische 

Rekombination entsteht eine große Vielzahl an Antigenrezeptoren mit einer hohen 

Diversivität und Spezifität. Es gibt 1014 bis 1018 somatisch erzeugte Immunglobulin- 

und T-Zell-Rezeptoren, die auf B- und T-Zellen exprimiert sind, welche durch klonale 

Selektion entstehen. Jeder Klon besitzt einen einzigartigen Antigenrezeptor. 

Die primär von Zellen abhängige Immunität wird als zellvermittelte Immunität be-

zeichnet. Daneben existiert die sog. humorale Immunität. Sie wird durch von Plas-

mazellen sezernierte Antikörper vermittelt, das sind lösliche Proteine, welche im 

Blutplasma bzw. in der Lymphflüssigkeit zirkulieren.  

Eine spezifische Immunantwort kommt durch die erneute Erkennung eines Antigens 

zustande und ist daher viel ausgeprägter und somit rascher und stärker. Man spricht 

in diesem Fall vom immunologischen Gedächtnis. 

Eine Immunantwort ist nur sinnvoll, wenn das Antigen von einem pathogenen Orga-

nismus stammt. Die Aktivierung von Lymphozyten durch körpereigene Antigene oder 

unschädliche Substanzen aus der Umwelt kann zu Autoimmunkrankheiten sowie 

Überempfindlichkeitsreaktionen führen. 

Die zellvermittelte adaptive Immunität wird zum einen durch B-Zellen und zum an-

dern durch T-Zellen getragen. Eine Unterscheidung der T-Zellen erfolgt aufgrund ih-

res T-Zell-Rezeptors. Es gibt zwei Typen: αβ-T-Zellen und γδ-T-Zellen. Der komplette 

T-Zell-Rezeptor (TCR) ist ein CD3/αβ-TCR-Komplex bzw. CD3/γδ-TCR-Komplex.  

Die durch αβ-T-Zellen vermittelte Immunität kennt zwei Phasen. Zunächst werden 

die αβ-T-Zellen in der Induktionsphase zur Teilung und Differenzierung angeregt, 

dann folgt die Effektorphase, in welcher sie ihre Funktionen ausführen. Es werden 
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zwei Typen von Effektorzellen unterschieden: zytotoxische αβ-T-Zellen (CD8+), die 

infizierte Zellen abtöten und αβ-T-Helfer-Zellen (CD4+), welche Makrophagen und B-

Zellen aktivieren. Man unterscheidet zwischen Th1-Zellen, die Interferon-γ (INF-γ), 

Interleukin-2 (IL-2) und Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) sezernieren sowie Makropha-

gen aktivieren und Th2-Zellen, die B-Zellen aktivieren, indem sie IL-4, IL-5, IL-10 und 

IL-13 produzieren. 

Bei αβ-T-Zellen, den weitaus häufigsten T-Zellen im peripheren Blut, erfolgt die Er-

kennung eines spezifischen Antigens durch den Kontakt mit dem Antigen, welches 

auf der Oberfläche einer antigen-präsentierenden Zelle (APC) präsentiert wird. Das 

erfolgt durch Fragmentierung des peptidischen Antigens in der APC und Präsentie-

rung mittels des MHCI- oder MHCII-Komplexes an der Zelloberfläche. 

Für die Aktivierung von T-Zellen ist aber noch ein zweites Signal notwendig, das 

durch kostimulatorische Moleküle erzeugt wird. Dabei handelt es sich um Zytokine, 

insbesondere IL-2, welches zunächst als T-Zell-Wachstumsfaktor beschrieben wurde 

(Review siehe Smith, 1988). 

 

1.2.3 γδ-T-Zellen 

Neben den αβ-T-Zellen, welche 80-90% der PBMC (Peripheral Blood Mononuclear 

Cells) im Blut des Menschen darstellen, beträgt der Anteil der γδ-T-Zellen nur 0.5-

10%. Der Rest besteht aus Monozyten, Granulozyten und B-Zellen.  

Bis zu 90% dieser γδ-T-Zellen gehören zur Untergruppe der Vγ9/Vδ2-T-Zellen und 

Vδ1-T-Zellen (Parker et al., 1990), wobei die Vγ9/Vδ2-T-Zellen mit 70-80% die 

Hauptpopulation der γδ-T-Zellen des periphären Blutes sind. Diese Zellen sind zu 

meist doppelt negativ (CD4-CD8-) (Deusch et al., 1991). 

Die Struktur des Vγ9/Vδ2-T-Zell-Rezeptors ist im Gegensatz zu derjenigen des αβ-

TCR immunglobulinähnlich (Allison et al., 2001), und seine Antigenerkennung gleicht 

derjenigen der Antikörper (Hayday, 2000). Das bedeutet, es werden keine APCs und 

damit keine MHC-Moleküle benötigt, um Antigene zu erkennen. Die strukturellen Un-

terschiede zwischen dem γδ-TCR und dem αβ-TCR sowohl in der gesamten Form 

als auch in den C-Domänen legen eine spezifische Rolle der γδ-TCRs im Immunsys-

tem nahe. Die in der Keimbahn kodierte Phosphoantigen-Bindungsstelle des γδ-TCR 
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(Allison et al., 2001) könnte die breite Antigenreaktivität polyklonaler γδ-T-Zellen des 

periphären Blutes erklären.  

Die γδ-T-Zellen stellen eine Schnittstelle zwischen dem angeborenen und erworbe-

nen Immunsystem dar (Mak und Ferrick, 1998; Bendelac und Medzhitov, 2002) 

(Abbildung 3). 
 

 

Abbildung 3: Wenn Pathogene über physikalische Grenzen wie die Haut bzw. die 
Schleimhäute in den Organismus eindringen, werden sowohl das ange-
borene als auch das erworbene Immunsystem aktiviert. Die Reaktion 
des angeborenen Immunsystems wird durch Monozyten bzw. Ma-
krophagen, Granulozyten und Zytokine vermittelt und sorgt für eine 
Begrenzung der Infektion. Wohingegen die Reaktion des erworbenen 
Immunsystems mit seinen humoralen und zellvermittelten Zweigen Pa-
thogene erkennt und abtötet sowie Gedächtniszellen generiert. Neue 
Erkenntnisse legen nahe, daß γδ-T-Zellen und NK-Zellen das Zusam-
menspiel von erworbenem und angeborenem Immunsystem koordinie-
ren. (IL, Interleukin; Th, T-Helfer-Zelle; IFN, Interferon; B, B-Zelle; CTL, 
zytotoxischer T-Lymphozyt; NK, natürliche Killerzelle (NK 1.1, NK mit 
NK 1.1-Marker); γδ, γδ-T-Zelle.) (Mak und Ferrick, 1998). 
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Die Proliferation von αβ-T-Zellen wird durch Proteinantigene stimuliert und von APCs 

vermittelt. Dahingegen erfolgt die Stimulation von γδ-T-Zellen in MHC-unabhängigen 

Prozessen (Morita et al., 1995) durch proteaseresistente phosphataselabile nieder-

molekulare Verbindungen (Pfeffer et al., 1990; Pfeffer et al., 1992). Dabei handelt es 

sich um verschiedene Phosphat- und Diphosphatester, welche in bakteriellen Extrak-

ten enthalten sind. Diese niedermolekularen Verbindungen werden in ihrer Gesamt-

heit als Phophoantigene bezeichnet. Sie stimulieren die Proliferation von γδ-T-

Lymphozyten, die Vγ9/Vδ2-Rezeptoren exprimieren (Constant et al., 1994; Tanaka et 

al., 1994; Morita et al., 1995). Die Beteiligung des Vγ9/Vδ2-Rezeptors, früher auch 

als Vγ2/Vδ2-Rezeptor bezeichnet, konnte nachgewiesen werden (Bukowski et al., 

1995). Innerhalb der Gruppe der Phosphoantigene stellen die universellen Terpenbi-

osynthesevorstufen IPP und DMAPP relativ potente Stimulatoren dar (Tanaka et al., 

1995). Es gibt darüber hinaus noch weitere Verbindungen, die Vγ9/Vδ2-T-Zellen akti-

vieren. Dies sind beispielsweise synthetische Mono- und Diphosphate, Alkylamine 

und Aminobisphosphonate (Review siehe Espinosa et al., 2001). 
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2 MATERIAL UND METHODEN 

2.1 Materialien 

Die verwendeten Chemikalien und Materialien wurden von ACROS (Geel, Belgien), 

BD (Becton Dickinson, Heidelberg), Beckman Coulter-Immunotech (Unterschleiß-

heim), Biochrom (Berlin), Fluka Feinchemikalien (Neu-Ulm), Gibco BRL (Eggenstein), 

Merck (Ismaning), PAN Biotech (Aidenbach), Roth (Karlsruhe), Serva Feinbiochemi-

ka (Heidelberg) und SIGMA-Aldrich (Taufkirchen) bezogen und ohne weitere Reini-

gung eingesetzt. Sämtliche Lösungsmittel wurden vor der Verwendung destilliert 

bzw. absolutiert. 

Gepooltes humanes AB-Serum wurde vom Hämatologischen Forschungslabor des Kli-

nikums Rechts der Isar (München) zur Verfügung gestellt. 2C-Methyl-D-erythritol-4-

phosphat (12), 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol (13), 4-Diphosphocytidyl-2C-

methyl-D-erythritol-2-phosphat (14) und 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat (15) 

wurden von S. Hecht bereitgestellt. 

 

2.1.1 Chromatographie-Materialien 

Säulenchromatographie wurde auf Silicagel 60 (230-400 mesh, Fluka), DOWEX 50 

WX8 (200-400 mesh, Serva) und Cellulose (Avicel, Cellulose mikrokristallin, Merck) 

durchgeführt. DC-Platten (Silicagel bzw. Cellulose, Merck) wurden zur Detektion 

entweder mit F254 Fluoreszenzindikator verwendet oder mit Färbereagenzien ange-

färbt. 
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2.1.2 Färbereagenzien 

Anisaldehydreagenz 

Anisaldehyd/konzentrierte Schwefelsäure/Eisessig, 1:2:100 v/v. 

 

Dinitrophenylhydrazinreagenz 

2,4-Dinitrophenylhydrazin 0.4% w/v in 2 N Salzsäure. 

 

Eosinlösung 

2.0 g Eosin, 250 mg Natriumazid und 50 ml FBS (Sera Plus, PAN Biotech) wurden in 

450 ml 0.9% Natriumchlorid-Lösung gelöst, durch einen Papierfilter filtriert, portioniert 

und bei 4 °C aufbewahrt. 

 

2.1.3 Phosphorylierungsreagenzien 

Tris(tetra-n-butylammonium)hydrogendiphosphat 

Tris(tetra-n-butylammonium)hydrogendiphosphat wurde nach einer Vorschrift von 

Poulter (Davisson et al., 1986) hergestellt. Die Reinigung erfolgte durch Lösen des 

lyophilisierten Feststoffes in der Kälte in MeCN. Der unlösliche Rückstand wurde 

durch Filtration abgetrennt. Das Lösungsmittel wurde unter reduziertem Druck ent-

fernt. Anschließend wurde der ölige Rückstand in H2O gelöst und schließlich lyophili-

siert. 

 

Tris(tetra-n-butylammonium)hydrogenphosphat 

Tris(tetra-n-butylammonium)hydrogenphosphat wurde analog obiger Vorschrift aus 

85%iger Phosphorsäure hergestellt und direkt nach der Neutralisation mit Tris(tetra-

n-butylammonium)hydroxid lyophilisiert. 
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2.1.4 Szintillatorflüssigkeit 

5.5 g Permablend® I (Packard Instrument International, Zürich, Schweiz) wurden in 

180 ml 2-Phenylethylamin und 250 ml Methanol gelöst und anschließend mit Toluol 

auf 1 l Gesamtvolumen aufgefüllt. 

 

2.1.5 Puffer 

PBS (Phosphate Buffered Saline) Phosphat-gepufferte Saline 

Phosphat-gepufferte Saline enthält 4 mM NaH2PO4, 16 mM Na2HPO4, 140 mM NaCl 

sowie 20 mM KCl (pH 7.6) (Seromed Instantmix, Biochrom). Zum Waschen von Zel-

len wurden 10%ige Lösungen von FBS (Fetal Bovine Serum) in PBS verwendet. Für 

ELISA-Analysen wurde DPBS von PAN Biotech verwendet. 

 

2.1.6 Kulturmedien 

RPMI 1640-Medium Komplett 

RPMI 1640-Medium (PAN Biotech), 10% humanes AB-Serum, 2 mM L-Glutamin,                

10 µM β-Mercaptoethanol. 

 

2.1.7 Verwendete Wachstumsfaktoren 

Humanes IL-2 wurde von EuroCetus (Amsterdam, Niederlande) zur Verfügung ge-

stellt. Die Konzentrationen von IL-2 in Kultur wurden in Units/ml (U/ml) angegeben, 

dabei handelt es sich um Internationale Units (IU). 

1 IU = 0.38 Cetus Units = 0.17 BRMP (Biological Response Modifier Program Unit). 

1 Cetus Unit ist als die Menge an IL-2/ml definiert, die eine halb-maximale Inkorpora-

tion von 3H-Thymidin nach einer 24-stündigen Inkubation durch IL-2-abhängige Maus 

T-Zell-Linien induziert. 
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2.1.8 Antikörper 

Für die FACS-Analyse von humanen PBMC wurden fluoreszenzmarkierte monoklo-

nale Maus-anti-human Antikörper verwendet (Tabelle 1). 

 

Tabelle 1: Übersicht über die verwendeten fluoreszenzmarkierten monoklonalen 
Maus-anti-human Antikörper. 

Antikörper Isotyp Farbstoff a Verdünnung Bezugsquelleb

Anti-CD3 (UCHT1) mIgG1 PE 1:200 CI 

Anti-TCR-αβ mIgG1 FITC 1:50 BD 

Anti-TCR-γδ mIgG1 FITC 1:50 BD 

Anti-Vδ2 TCR mIgG1 FITC 1:1000 BD 

Anti-Vγ9 TCR mIgG1 PE 1:50 BD 

a PE, R-Phycoerythrin; FITC, Fluoresceinisothiocyanat 
b CI, Coulter-Immunotech; BD, Becton Dickinson 
 

2.1.9 ELISA 

Es wurden die folgenden humanen Zytokinsets von BD PharMingen (Heidelberg) 

verwendet: IL-1α, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p40, IL-12p70, IL-15, TNF-α und IFN-γ. Da-

bei handelte es sich jeweils um monoklonale Maus- bzw. Ratte-anti-human Zytokin 

Antikörper (Coating), Zytokine (Standards) sowie monoklonale biotinylierte Maus- 

bzw. Ratte-anti-human Zytokin Antikörper (Detektion). Für die Farbreaktion wurde 

ExtrAvidin®-Peroxidase (Peroxidase-Konjugat, E 2886, SIGMA) mit OPD-Peroxidase-

substrat (0.4 mg/ml o-Phenylendiamin Dihydrochlorid, 0.4 mg/ml Wasserstoffperoxid-

Harnstoffaddukt in 0.05 M Phosphat-Citrat-Puffer; SIGMA FAST™ o-PHENYLENE-

DIAMINE DIHYDROCHLORIDE TABLET SETS, SIGMA) verwendet. Das OPD-Per-

oxidasesubstrat wurde durch Lösen einer Puffer- und Substrattablette je 20 ml Ultra-

purwasser erzeugt. 
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2.2 Geräte 

NMR-Spektroskopie 

1H-, 13C- und 31P-NMR-Spektren wurden mit AMX 400, DRX 500, und AC 250 

Spektrometern von Bruker (Karlsruhe) gemessen. Hauptsächlich wurde das DRX 

500 verwendet, welches bei 11.75 Tesla 1H-Resonanzfrequenzen von 500.13 MHz 

und 13C-Resonanzfrequenzen von 125.77 MHz lieferte. Für 1H- und 13C-NMR-

Spektren wurde ein 13C/1H-Dualprobenkopf verwendet. Die zweidimensionalen Expe-

rimente HMBC, HMQC und NOESY wurden mittels eines inversen 1H/13C/15N-Tripel-

resonanzprobenkopfes gemessen. Eindimensionale Spektren wurden am rotieren-

den (20 s-1), mehrdimensionale Spektren hingegen am ruhenden Röhrchen gemes-

sen. Die Messungen erfolgten in der Regel bei 27 °C in deuterierten Lösungsmitteln 

wie CDCl3, MeOD-d3, MeCN-d3 und D2O bzw. H2O mit 10% D2O in 5 mm NMR-

Röhrchen. 

Die Messung der Spektren sowie Auswertung erfolgte mit XWINNMR 3.0 bzw. 

1D/2D-WINNMR 5.0 von Bruker. Die eindimensionalen Spektren wurden mittels ei-

ner Gauß-Lorentz-Funktion (gb: 0.01 bis 0.2, lb: –1 bis –2) Fourier-transformiert.  

 

Massenspektroskopie 

Die GC-MS-Analysen wurden von H. Krause mit dem MAT 8200 von Finnigan (Bre-

men) durchgeführt. Dabei wurde die Massenspektroskopie im CI-Modus mit Isobutan 

als Trägergas durchgeführt. 

 

Elementaranalyse 

Alle Elementaranalysen wurden im Mikroanalytischen Laboratorium des Anorga-

nisch-chemischen Instituts der Technischen Universität München unter der Leitung 

von M. Barth durchgeführt. Die Kohlenstoff-, Wasserstoff- und Stickstoffwerte wurden 

nach der Verbrennungsmethode bestimmt. 
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HPLC-Anlagen 

System 1: nicht-radioaktive Substanzen, analytisch 

Für die Analyse nicht-radioaktiver Substanzen wurde ein HPLC-System bestehend 

aus einer Knauer (Berlin) HPLC Pumpe 64, einem Knauer UV/VIS Filter Photometer 

sowie einem Schreiber PM 8222 dual-pen recorder von Philips (Hamburg) benutzt. 

 

System 2: nicht-radioaktive Substanzen, präparativ 

Für präparative Trennungen wurde ein computergesteuertes HPLC-System von 

Knauer (Berlin) bestehend aus einer präparativen Pumpe K-1800 Well Chrom und 

einem UV-Detektor K-2501 eingesetzt. Die Steuerung der Anlage erfolgte mit der 

EuroChrom 2000 Basic Edition-Software von Knauer. 

 

System 3: Radioaktive Substanzen, analytisch 

Es wurde ein computergesteuertes HPLC-System von Knauer (Berlin) bestehend 

aus einer K-1001 Pumpe und einem UV-Detektor K-2600 sowie einem Solvent Or-

ganizer K-1500 inklusive Degasser verwendet. Die Proben wurden mittels eines Au-

tosamplers AS-100 (Bio-Rad, München) injeziert und mit Hilfe eines Radioaktivitäts-

detektors β-RAM (β-RAM Flow-Through System Model 2, Biostep GmbH, Jahnsdorf) 

analysiert. Bei 14C-markierten Proben wurde eine YtSi-Feststoffzelle (200 µl Zellvo-

lumen), bei 3H-markierten Proben eine Flüssigzumischzelle (400 µl Zellvolumen, Mi-

schungsverhältnis Probe/Szintillatorflüssigkeit Ultima Gold M (Packard BioSciences, 

Groningen, Niederlande) 1:5) verwendet. 

Alle Proben wurden vor der Injektion durch Ultrazentrifugation (100 kD Nanosep, Pall 

Gelman, Dreieich) filtriert. 

 

Radioaktivitätsmessungen 

Die Radioaktivität gelöster und flüssiger Verbindungen wurden mit dem Flüssig-

szintilliationszähler bF (betascint BF 5000, München) bestimmt. Dazu wurde die Pro-

be mit 15 ml Szintillationsflüssigkeit versetzt, ausgezählt und die Radioaktivität be-

stimmt (2.2ּ106 dpm entsprechen 1 µCi).  
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Ultraschallgerät 

Der Aufschluß von Bakterien erfolgte mit Hilfe eines BRANSON SONIFIER 250                   

Ultraschallgerätes (BRANSON ULTRASONICS, Danbury, USA). Die Leistung wurde 

bei einer Kontrollstellung von 4 auf 70% eingestellt. 

 

Gefriertrocknung 

Gefriertrockner Alpha 1-4 von Christ (Osterode am Harz) mit angeschlossener Che-

mie-Hybrid-Pumpe RC5 von Vacuubrand (Wertheim). 

 

FACScan 

Die FACScan-Analyse von fluoreszenzmarkierten Zellen wurde mittels eines FACS-

Calibur (Becton Dickinson, Heidelberg) durchgeführt. Zur Analyse standen drei Fluo-

reszenzkanäle zur Verfügung. Die Anregungswellenlänge des Lasers betrug 488 nm. 

Die Detektionswellenlängen lagen für die beiden Kanäle FL1 (Fluoresceinisothiocya-

nat, FITC) bei 530 nm und für FL2 (R-Phycoerythrin, PE) bei 585 nm. Die Messun-

gen wurden mit Hilfe der CellQuest Pro-Software von Becton Dickinson durchgeführt 

und ausgewertet. 

 

Sterilbank 

Alle Arbeiten mit humanen Zellen wurden unter Laminar flow Arbeitsbänken der                

Sicherheitsstufe 2 durchgeführt (Heraeus, Hanau). 

 

Brutschrank 

Humane Zellen wurden in einem Inkubator (CO2-Inkubator, Heraeus, Hanau) bei 

37 °C, 6% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit inkubiert.  
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2.3 Methoden 

2.3.1 Synthese von (E)-Hydroxy-2-methyl-2-butenyl-4-diphosphat (E-23) 

2.3.1.1 Acetonyl-tetrahydropyranylether (17) 

Eine Mischung von 339 mg (1.35 mmol) Pyridinium-toluol-4-sulfonat, 9.35 ml (10.0 g, 

0.135 mol) Hydroxyaceton und 24.7 ml (22.7 g, 0.270 mol) 3,4-Dihydro-2H-pyran 

wurde bei Raumtemperatur 2.5 h lang gerührt. Überschüssiges 3,4-Dihydro-2H-

pyran wurde unter reduziertem Druck entfernt. Die Rohmischung wurde mittels 

Flashchromatographie über eine Silicagelsäule (6 × 20 cm; Hexan/Aceton, 4:1) ge-

reinigt. Man erhält 18.7 g (0.118 mol, 88%) von 17 einer farblosen Flüssigkeit. 
1H NMR (CDCl3, 500 MHz) δ 4.62 (t, J = 3.6 Hz, 1H), 4.22 (d, J = 17.3 Hz, 1H), 4.09 

(d, J = 17.3 Hz, 1H), 3.83-3.79 (m, 1H), 3.51-3.47 (m, 1H), 2.15 (s, 3H), 1.87-1.49 (m, 

6H), 13C NMR (CDCl3, 126 MHz) δ 206.7, 98.7, 72.3, 62.3, 30.2, 26.5, 25.2, 19.2; MS 

(CI, Isobutan) m/z 159 [M + 1]+; C8H14O3 158.20 Ber.: C 60.74, H 8.92 Gef.: C 60.39, 

H 8.65. 

 

2.3.1.2 (E)-Ethyl-2-methyl-1-tetrahydropyranyloxy-but-2-enoat (E-19) 

Acetonyl-tetrahydropyranylether (17, 3.88 g, 24.5 mmol) wurde in 50 ml absolutem 

Toluol unter Stickstoffatmosphäre bei Raumtemperatur gelöst. Eine Suspension von 

(Ethoxycarbonylmethylen)triphenylphosphoran (18, 12.8 g, 36.8 mmol) in 150 ml ab-

solutem Toluol wurde hinzugefügt, und die Mischung 23 h lang unter Rückfluß ge-

rührt. Anschließend wurde das Lösungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Man 

erhält ein oranges Öl. Triphenylphosphinoxid wurde durch die Zugabe von 100 ml 

einer Mischung aus Hexan/Aceton 9:1 ausgefällt. Die Mischung wurde filtriert, und 

das Filtrat auf ein Volumen von etwa 1 ml eingeengt. Weitere 100 ml einer Mischung 

aus Hexan/Aceton 9:1 wurden hinzugefügt. Der gebildete Niederschlag wurde abfilt-

riert und das Lösungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Man erhält 9 g eines 

orange-farbenen Öls, welches durch Flashchromatographie auf Silicagel vorgereinigt 

wurde (6.5 × 28 cm, Hexan/Aceton 9:1). Man erhält 7.03 g (30.8 mmol, 89%) eines 

Gemisches von (E)/(Z)-Stereoisomeren von 19 in einem Verhältnis von 86:14. Die 



2 MATERIAL UND METHODEN 

19 

beiden Isomere wurden durch präparative Reversed Phase-HPLC getrennt, wobei 

eine ODS-Säule (YMC-Pack, ODS-AQ, 120 A, S-11 µm, YMC Europe GmbH, 

Schermbeck/Weselerwald; 250 × 40.0 mm; Eluent, Methanol/Isopropanol/Wasser 

33:22:45 (v/v); Flußrate, 76 ml·min-1) verwendet wurde. Als analytisches System wur-

de eine analytische Säule gleichen Materials (YMC-Pack, ODS-AQ, 120 A, S-5 µm, 

250 × 4.6 mm) verwendet, die mit einer Flußrate von 1.0 ml·min-1 betrieben wurde. 

Die durch die Vorreinigung erhaltenen 7 g E/Z-19 wurden in 138 ml Eluent sowie               

12 ml MeOH gelöst und in Portionen von 3 ml pro Lauf getrennt. Die Retentionszeit 

von E-19 betrug dabei 13 min. Fraktionen mit E-19 wurden gesammelt und vereinigt, 

schließlich das Volumen durch Entfernen des Lösungsmittels unter reduziertem 

Druck auf etwa die Hälfte verringert. Die Lösung (3.8 l) wurde mit 3 × 1 l CH2Cl2 ex-

trahiert und die organische Phase mit Na2SO4 getrocknet, dann filtriert und schließ-

lich unter reduziertem Druck vom Lösungsmittel befreit. Man erhält 5.64 g                   

(24.7 mmol, 71%) E-19 in isomerenreiner Form als farbloses Öl. 
1H NMR (CDCl3, 500 MHz) δ 5.93 (q, J = 1.4 Hz, 1H), 4.59 (t, J = 3.4 Hz, 1H), 4.17 

(dd, J = 15.6 Hz, 1.4 Hz, 1H), 4.12 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.90 (dd, J = 15.5, 1.4 Hz, 

1H), 3.81-3.76 (m, 1H), 3.49-3.45 (m, 1H), 2.06 (s, 3H), 1.87-1.78 (m, 2H), 1.72-1.50 

(m, 4H), 1.23 (t, J = 7.1 Hz, 3H); 13C NMR (CDCl3, 126 MHz) δ 166.8, 154.7, 114.5, 

98.0, 70.6, 62.0, 59.7, 30.3, 25.3, 19.1, 15.9, 14.3; MS (CI, Isobutan) m/z 229 [M + 

1]+; C12H20O4 228.29 Ber.: C 63.14, H 8.83 Gef.: C 63.13, H 8.44. 

 

2.3.1.3 (E)-2-Methyl-1-tetrahydropyranyloxy-but-2-en-4-ol (E-20) 

Eine Lösung von E-19 (3.00 g, 13.1 mmol) in 30 ml absolutem CH2Cl2 wurde auf                      

–78 °C abgekühlt. Eine 1.0 M Lösung von DIBALH (31.5 ml, 31.5 mmol) in Hexan 

wurde innerhalb von 2 h unter Stickstoffatmosphäre zugetropft. Die Lösung wurde 

30 min bei –78 °C gerührt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 0.5 ml 1 M 

NaOH abgebrochen. Anschließend wurde die Mischung auf Raumtemperatur er-

wärmt, und das Lösungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Dann wurden 200 ml 

Methanol hinzugefügt und die Mischung auf eine Säule von Na2SO4/Silicagel 

(3.5 × 5; 21 cm) aufgetragen. Die Säule wurde mit 600 ml Methanol entwickelt. Das 

Eluat wurde unter reduziertem Druck konzentriert. Das erhaltene Öl wurde in 5 ml 

CH2Cl2 gelöst. Die Lösung wurde auf eine Silicagelsäule geladen (3.5 × 12 cm) und 
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mit 450 ml Methanol entwickelt. Entfernen des Lösungsmittels unter reduziertem 

Druck ergab 2.39 g (12.8 mmol, 98%) einer farblosen Flüssigkeit von E-20. 
1H NMR (CDCl3, 500 MHz) δ 5.66 (tq, J = 6.8, 1.3 Hz, 1H), 4.59 (t, J = 3.6 Hz, 1H), 

4.17 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 4.10 (d, J = 12.5 Hz, 1H), 3.86-3.81 (m, 1H), 3.84 (d, J = 12.5 

Hz, 1H), 3.50-3.46 (m, 1H), 1.86-1.66 (m, 2H), 1.67 (s, 3H), 1.61-1.48 (m, 4H); 13C 

NMR (CDCl3, 126 MHz) δ 135.5, 125.6, 97.8, 71.9, 62.1, 59.0, 30.5, 25.4, 19.3, 14.1; 

MS (CI, Isobutan) m/z 169 [M - H2O + 1]+. 

 

2.3.1.4 (E)-4-Chlor-2-methyl-1-tetrahydropyranyloxy-but-2-en (E-21) 

Zu einer Lösung von E-20 (1.10 g, 5.91 mmol) in 12 ml absolutem CH2Cl2, wurden 

Lösungen von 1.01 g (8.27 mmol) DMAP in 12 ml absolutem CH2Cl2 und 1.35 g                  

(7.09 mmol) p-TsCl in 12 ml absolutem CH2Cl2 zugegeben. Die erhaltene Lösung 

wurde 3 h lang bei Raumtemperatur gerührt. Nach dem Entfernen des Lösungsmit-

tels unter reduziertem Druck wurde der Rückstand mittels FC auf Silicagel (3.5 × 12.5 

cm, CH2Cl2 100%) gereinigt. Man erhält 1.13 g (5.52 mmol, 93%) von E-21 als farb-

lose Flüssigkeit.  
1H NMR (CDCl3, 500 MHz) δ 5.72 (tq, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H), 4.59 (t, J = 3.6 Hz, 1H), 

4.18 (d, J = 12.8 Hz, 1H), 4.15 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 3.92 (d, J = 12.8 Hz, 1H), 3.90-

3.86 (m, 1H), 3.59-3.52 (m, 1H), 1.92-1.52 (m, 6H), 1.77 (s, 3H); 13C NMR (CDCl3, 

126 MHz) δ 138.7, 121.8, 97.9, 71.3, 62.1, 40.2, 30.5, 25.4, 19.4, 13.8; MS (CI, Iso-

butan) m/z 205 [M + 1]+; C10H17ClO2 204.70 Ber.: C 58.68, H 8.37, Cl 17.32 Gef.: C 

58.56, H 8.54, Cl 16.96. 

 

2.3.1.5 (E)-2-Methyl-1-tetrahydropyranyloxy-but-2-enyl-4-diphosphat (E-22) 

Zu einer Lösung von E-21 (475 mg, 2.32 mmol) in 2.5 ml absolutem MeCN, wurde 

eine Lösung von 2.51 g (2.78 mmol) Tris(tetra-n-butylammonium)hydrogenpyrophos-

phat in 5.5 ml absolutem MeCN langsam bei Raumtemperatur zugegeben. Nach 3 h 

wurde die orange-farbene Lösung unter reduziertem Druck vom Lösungsmittel be-

freit. Das erhaltene orange Öl wurde in 2.5 ml Wasser gelöst und auf eine Kationen-

austauschersäule (DOWEX 50 WX8, 2.5 × 11 cm, NH4
+-Form) geladen, die zuvor mit 

100 ml 25 mM NH4HCO3 equilibriert wurde. Die Säule wurde mit 250 ml 25 mM 
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NH4HCO3 eluiert. Die vereinigten Fraktionen wurden lyophilisiert. Der weiße Rück-

stand wurde in 5 ml eines Gemisches  von Isopropanol/100 mM NH4HCO3 (1:1, v/v) 

gelöst. Die Lösung wurde auf eine Cellulosesäule (2 × 18 cm) geladen, die mittels 

derselben Mischung von Isopropanol/100 mM NH4HCO3 eluiert wurde. Das Isopro-

panol wurde unter reduziertem Druck entfernt, und die erhaltene wäßrige Lösung 

lyophilisiert. Man erhält 444 mg (1.12 mmol, 88%) E-22 als weißes Pulver.  
1H NMR (D2O, 500 MHz) δ 5.52 (tq, J = 6.8 Hz, 1H), 4.65 (s, 1H), 4.34 (t, J = 7.0 Hz, 

2H), 3.98 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 3.84 (d, J = 12.1 Hz, 1H), 3.74-3.70 (m, 1H), 3.42-3.38 

(m, 1H), 1.61-1.57 (m, 2H), 1.54 (s, 3H), 1.40-1.32 (m, 4H); 13C NMR (D2O, 126 

MHz) δ 136.4, 123.9 (dd, J = 8.0, 2.3 Hz), 98.5, 72.5, 63.2, 62.2 (d, J = 5.3 Hz), 29.9, 

24.5, 19.0, 13.4; 31P NMR (D2O, 101 MHz) δ –5.62 (d, J = 20.9 Hz), –7.57 (d, 

J = 20.8 Hz). 

 

2.3.1.6 (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat (E-23) 

Für den folgenden Reaktionsschritt konnte E-22 ohne die oben beschriebene chroma-

tographische Reinigung eingesetzt werden. Eine orange-farbene Lösung von                   

E-22 (2.32 mmol) in 8 ml MeCN wurde durch Zugabe von 8 ml Wasser verdünnt. Der 

pH wurde durch Zugabe von 400 µl 37%iger HCl auf pH 1.3 eingestellt. Die Reaktion 

wurde mittels 1H-NMR-Spektroskopie verfolgt und durch Zugabe von 350 µl 40%iger 

NaOH gestoppt. Dabei wurde die Lösung in mehreren Schritten insgesamt 20 min auf 

pH 1.3 gehalten. Die Lösung wurde auf eine Kationenaustauschersäule (DOWEX 50 

WX8, 2.5 × 6 cm; NH4
+-Form) geladen, welche mit 90 ml 25 mM NH4HCO3 entwickelt 

wurde. Die vereinigten Fraktionen wurden lyophilisiert. Der weiße Rückstand wurde in 

3 ml eines Gemisches von Isopropanol/100 mM NH4HCO3 (1:1, v/v) gelöst. Die Lö-

sung wurde auf eine Cellulosesäule (2.5 × 19 cm) geladen, die mittels derselben Mi-

schung von Isopropanol/100 mM NH4HCO3 eluiert wurde. Das Isopropanol wurde un-

ter reduziertem Druck entfernt. Die erhaltene wäßrige Lösung wurde lyophilisiert. Man 

erhält 516 mg (1.65 mmol, 66% basierend auf E-21) E-23 als weißes Pulver. 
1H NMR (D2O, 500 MHz) δ 5.52 (t, J = 6.9 Hz, 1H), 4.39 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 3.88 (s, 

2H), 1.57 (s, 3H); 13C NMR (D2O, 126 MHz) δ 141.6, 122.7 (d, J = 8.0 Hz), 68.6, 64.3 

(d, J = 5.1 Hz), 15.1; 31P NMR (D2O, 101 MHz) δ –3.49 (d, J = 22.3 Hz), –7.17 (d, 

J = 22.0 Hz). 
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2.3.2 Synthese von (E/Z)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat (E/Z-23) 

Eine E/Z-Mischung von 23 wurde mittels derselben Reaktionssequenz wie oben be-

schrieben hergestellt, indem man die (E/Z)-Mischung von 19 als Edukt verwendet. 

Da die NMR-Daten der (E)-Verbindungen bekannt waren (siehe oben), konnten die 

Signale der (Z)-Verbindungen in den Spektren der Mischungen zugeordnet werden. 

 

2.3.2.1 (Z)-Ethyl-2-methyl-1-tetrahydropyranyloxy-but-2-enoat (Z-19) 

1H NMR (CDCl3, 500 MHz) δ 5.71 (q, J = 1.4 Hz, 1H), 4.60 (t, J = 3.6 Hz, 1H), 4.20 

(dd, J = 15.5 Hz, 1.3 Hz, 1H), 4.11 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.93 (dd, J = 15.6, 1.3 Hz, 

1H), 3.84-3.79 (m, 1H), 3.52-3.48 (m, 1H), 1.97 (d, J = 1.4 Hz, 3H), 1.88-1.50 (m, 

6H), 1.24 (t, J = 7.1 Hz, 3H); 13C NMR (CDCl3, 126 MHz) δ 165.9, 156.8, 116.9, 98.7, 

66.5, 62.3, 59.8, 30.6, 25.3, 21.9, 19.5, 14.3; MS (CI, Isobutan) m/z 229 [M + 1]+; 

C12H20O4 228.29 Ber.: C 63.14, H 8.83 Gef.: C 63.13, H 8.44. 

 

2.3.2.2 (Z)-2-Methyl-1-tetrahydropyranyloxy-but-2-en-4-ol (Z-20) 

1H NMR (CDCl3, 500 MHz) δ 5.64 (tq, J = 6.6, 1.3 Hz, 1H), 4.63 (t, J = 3.3 Hz, 1H), 

4.20 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 4.15 (d, J = 11.8 Hz, 1H), 3.87-3.82 (m, 1H), 3.83 (d, 

J = 11.3 Hz, 1H), 3.52-3.48 (m, 1H), 1.86-1.48 (m, 6H), 1.79 (s, 3H); 13C NMR 

(CDCl3, 126 MHz) δ 136.2, 128.6, 96.6, 65.1, 61.8, 58.1, 30.3, 25.3, 21.9, 19.0; MS 

(CI, Isobutan) m/z 169 [M - H2O + 1]+. 

 

2.3.2.3 (Z)-4-Chlor-2-methyl-1-tetrahydropyranyloxy-but-2-en (Z-21) 

1H NMR (CDCl3, 500 MHz) δ 5.65 (t, J = 8.1 Hz, 1H), 4.61 (t, J = 3.6 Hz, 1H), 4.18 (d, 

J = 12.8 Hz, 1H), 4.15 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 3.92 (d, J = 12.8 Hz, 1H), 3.90-3.86 (m, 

1H), 3.59-3.52 (m, 1H), 1.92-1.52 (m, 6H), 1.86 (s, 3H); 13C NMR (CDCl3, 126 MHz) δ 

138.3, 124.6, 97.5, 64.7, 62.2, 40.1, 30.5, 25.4, 21.8, 19.4; MS (CI, Isobutan) m/z 

205 [M + 1]+; C10H17ClO2 204.70 Ber.: C 58.68, H 8.37, Cl 17.32 Gef.: C 58.56, H 

8.54, Cl 16.96. 
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2.3.2.4 (Z)-2-Methyl-1-tetrahydropyranyloxy-but-2-enyl-4-diphosphat (Z-22) 

1H NMR (D2O, 500 MHz) δ 5.52 (t, J = 6.8, 1H), 4.65 (s, 1H), 4.31 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 

3.98 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 3.84 (d, J = 12.1 Hz, 1H), 3.74-3.70 (m, 1H), 3.42-3.38 (m, 

1H), 1.64 (s, 3H), 1.61-1.57 (m, 2H), 1.40-1.32 (m, 4H); 13C NMR (D2O, 126 MHz) δ 

136.3, 125.8 (d, J = 8.6 Hz), 98.6, 72.5, 63.2, 61.8 (d, J = 5.1 Hz), 29.9, 24.5, 20.8, 

19.0; 31P NMR (D2O, 101 MHz) δ –5.69 (d, J = 20.8 Hz), –7.68 (d, J = 20.8 Hz). 

 

2.3.2.5 (Z)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat (Z-23) 

1H NMR (D2O, 500 MHz) δ 5.49 (tm, J = 6.8 Hz, 1H), 4.41 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 4.03 (s, 

2H), 1.70 (s, 3H); 13C NMR (D2O, 126 MHz) δ 141.8, 125.6 (d, J = 7.7 Hz), 63.8 (d, 

J = 5.1 Hz), 62.0, 22.7; 31P NMR (D2O, 101 MHz) δ –4.48 (d, J = 20.8 Hz), –7.06 (d, 

J = 20.8 Hz). 

 

2.3.3 NMR-Titrationsexperimente zur Aufklärung der Konfiguration der Dop-
pelbindung in [U-13C5]1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat (23) 

2.3.3.1 In vivo Darstellung von [U-13C5]1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphos-

phat und [2-14C]1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat 

Biosynthetisch hergestelltes von [U-13C5]1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat  

([U-13C5]23) bzw. [2-14C]1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat ([2-14C]23) wur-

de erhalten, indem man den E. coli-Stamm XL1-pBSxispC-G, welcher die xylB- und 

ispCDEFG-Gene überexprimiert, mit [U-13C5]1-Desoxy-D-xylulose bzw. [1-14C]1-

Desoxy-D-xylulose in Minimalmedium anzieht (Hecht et al., 2001).  

 

2.3.3.2 1H-NMR-Charakterisierung 

Für das 1H-Experiment wurde eine mittels HPLC gereinigte Probe verwendet. Dazu 

wurden zu den [U-13C5]23 enthaltenden Zellen radioaktives [2-14C]23 enthaltende 

Zellen (5 µCi) hinzugefügt. Damit ließ sich die Reinigung unter Verwendung eines 

Radiodetektors durchführen. Die Zellen wurden mittels Ultraschall (3 × 10 s, 0 °C) 
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aufgeschlossen, die Suspension zentrifugiert (14000, 4 °C, 15 min) und von Protei-

nen befreit (Säurefällung mittels 30%iger Trichloressigsäure (TCA) sowie Ultrafiltra-

tion 3 kD). Anschließend wurde Anionenaustauscher-HPLC mittels einer Nucleosil 10 

SB-Säule (250 × 4.6 mm, Partikelgröße 10 µm, Macherey-Nagel, Düren; Eluent A: 

Wasser bidest.; Eluent B: 1 M Ammoniumformiat, Flußrate, 2.0 ml·min-1) durchge-

führt. Als Programm wurde ein linearer Gradient (0 bis 35 min: 10 bis 25% Eluent B) 

benutzt. Die Retentionszeit von [2-14C]23 betrug dabei 22.5 min, das ebenfalls ent-

haltene 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat (15) hatte eine Retentionszeit 

von 12.5 min. Fraktionen mit [2-14C]23 und damit [U-13C5]23 wurden gesammelt, ver-

einigt, und die erhaltene wäßrige Lösung lyophilisiert. Der Rückstand wurde in 600 µl 

D2O (pH 6) gelöst und mittels 13C-entkoppelter-1H-Spektroskopie vermessen. An-

schließend wurden 40 µl einer Lösung von synthetisch hergestelltem (E/Z)-1-

Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat E/Z-23 (E/Z = 7:1) (D2O, pH 7) hinzuge-

fügt und die Mischung nochmals vermessen. Weitere Messungen erfolgten nach 

nochmaliger Zugabe von jeweils 40 µl derselben Lösung von (E/Z)-1-Hydroxy-2-

methyl-but-2-enyl-4-diphosphat. 

 

2.3.3.3 13C-NMR-Charakterisierung 

Etwa 300 µl [U-13C5]1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat ([U-13C5]23) enthal-

tende Zellen wurden in 440 µl 20 mM NaF in D2O und 210 µl MeOD-d3 suspendiert. 

Nach einem Ultraschallaufschluß (3 × 10 s, 0 °C) wurde die Suspension zentrifugiert 

(14000 rpm, 4 °C, 15 min). Der Überstand, welcher etwa 0.1 mM [U-13C5]23 enthielt, 

wurde direkt für die NMR-Charakterisierung verwendet. Zunächst wurde ein                     
13C-Spektrum aufgenommen und 1 h gepulst, bevor festes synthetisch hergestelltes 

(E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat (E-23) hinzugefügt und eine weitere 

einstündige Messung vorgenommen wurde. 
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2.3.4 Synthese von Strukturanalogen von (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-
diphosphat (E-23) 

2.3.4.1 (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-phosphat (24) 

Eine Mischung aus 4.0 mg (0.020 mmol) (E)-4-Chlor-2-methyl-1-tetrahydropyranyloxy-

but-2-en (21) und 6.2 mg (0.029 mmol) Di(tetra-n-butylammonium)hydrogenphosphat 

in 500 µl MeCN wurde 2 h bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurde der pH-

Wert durch Zugabe von 10 µl 37%iger wäßriger HCl auf 1 erniedrigt. Nach 7 min wur-

den 10 µl 40% wäßrige NaOH zugesetzt und die Mischung damit neutralisiert. Die Mi-

schung wurde auf eine Kationenaustauschersäule DOWEX 50 WX8 (4.5 ml, NH4
+-

Form) geladen, die mit 10 ml 25 mM NH4HCO3 equilibriert wurde. Die Säule wurde mit 

15 ml 25 mM NH4HCO3 entwickelt. Das Eluat wurde lyophilisiert. Man erhält 2.9 mg 

(0.013 mmol, 68%) von 24 eines weißen Feststoffes. 
1H NMR (D2O, 500 MHz) δ 5.45 (t, J = 7.0 Hz, 1H), 4.03 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 3.87 (s, 

2H), 1.54 (s, 3H); 13C NMR (D2O, 126 MHz) δ 140.7, 124.7, 68.7, 59.6, 14.8; 31P NMR 

(D2O, 101 MHz) δ 5.25. 

 

2.3.4.2 (E)-2-Methyl-but-2-en-1,4-diol (25) 

Eine Lösung von 16.5 mg (0.0886 mmol) (E)-2-Methyl 1-tetrahydropyranyloxy-but-2-

en-4-ol (20) in 500 µl H2O wurden mit 10 µl 37%iger wäßriger HCl versetzt. Nach 

10 min bei Raumtemperatur wurden 10 µl 40%ige wäßrige NaOH zugefügt. Die Mi-

schung wurde mit Chloroform extrahiert (3 × 600 µl). Die wäßrige Phase enthält 

65 µmol (74%) (E)-2-Methyl-but-2-en-1,4-diol (25). 
1H NMR (D2O, 500 MHz) δ 5.45 (t, J = 7.0 Hz, 1H), 4.03 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 3.87 (s, 

2H), 1.54 (s, 3H); 13C NMR (D2O, 126 MHz) δ 140.7, 124.7, 68.7, 59.6, 14.8. 

 

2.3.5 Synthese von IPP und DMAPP 

IPP und DMAPP wurden nach einer Methode von Davisson et al. (Davisson et al., 

1986) synthetisiert. 
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2.3.6 Bestimmung der Konzentrationen von Syntheseprodukten in wäßrigen 
Lösungen 

Um die genauen Konzentrationen von Syntheseprodukten in wäßriger Lösung 

bestimmen zu können, wurde ein interner Standard hinzugefügt und die Konzentra-

tion mittels 1H-NMR-Spektroskopie bestimmt. Dazu wurden 50 µl einer wäßrigen 

120 mM NaOAc-Lösung zu 500 µl der jeweiligen wäßrigen Lösungen der Synthese-

produkte sowie 50 µl D2O hinzugefügt. Anschließend wurden die Integrale der Me-

thylgruppe der 10 mM NaOAc enthaltenden Lösung im 1H-NMR-Spektrum mit denen 

der Syntheseprodukte verglichen und damit deren Konzentration bestimmt. 

 

2.3.7 Immunologische Methoden 

2.3.7.1 Isolierung von PBMC 

Zur Isolierung von PBMC (mononukleare Zellen des periphären Blutes) (Boyum, 

1968) wurde entweder heparinisiertes humanes Vollblut von gesunden Spendern 

(1 ml Heparin (Liquemin N 25000, Roche, Grenzach-Wylen) pro 50 ml frisch gespen-

detem Vollblut) oder Erythrozytenfilter (Spenden des Blutspendedienstes der Lan-

deshauptstadt München) verwendet. Die Aufarbeitung wurde bei Raumtemperatur 

durchgeführt. Das heparinisierte Vollblut wurde 1:1 mit RPMI 1640-Medium verdünnt. 

Die Erythrozytenfilter wurden zunächst mit 30 ml Luft entgegen der Filtrationsrichtung 

teilweise entleert. Anschließend wurde der Filter noch zweimal in gleicher Richtung 

mit jeweils 20 ml 20%igem Lymphozytenseparationsmedium (PAA Laboratories, 

Linz, Österreich) in DPBS gespült. Zum Abschluß wurde nochmals mit 30 ml Luft der 

Filter entleert. Der gepoolte Fillterinhalt wurde mit RPMI 1640-Medium 1:1 verdünnt. 

Jeweils 16 ml Lymphozytenseparationsmedium wurden in 50 ml blue cap-Röhrchen 

vorgelegt und mit 30 bis 34 ml der verdünnten Blutproben (aus Vollblut bzw. Erythro-

zytenfiltern) überschichtet. Nach der Zentrifugation (2200 rpm, 22 °C, 5 min, ohne 

Bremse) erhält man eine Interphase, welche die PBMC enthält. Die Granulozyten 

und Erythrozyten wurden größtenteils abgetrennt. Die Isolierung beruht auf einer 

Dichtetrennung. Das Lymphozytenseparationsmedium hat eine Dichte von 1.09 g/ml, 

während die Dichte der Granulozyten und Erythrozyten bei 1.09-1.1 g/ml liegt, sodaß 

diese zu Boden sinken, während die PBMC mit einer Dichte von 1.06-1.08 g/ml eine 
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weiße Schicht an der Grenze zum Separationsmedium bilden. Diese Phase wurde 

mit einer 10 ml Pipette vorsichtig entnommen. Die Interphasen eines Patienten wur-

den gepoolt, auf 50 ml mit RPMI 1640-Medium aufgefüllt (Verdünnung mit RPMI 

1640 ungefähr 1:1), zentrifugiert (1700 rpm, 4 °C, 7 min) und der Überstand verwor-

fen. Das Pellet wurde noch einmal mit 50 ml RPMI 1640 gewaschen, zentrifugiert 

(1700 rpm, 4 °C, 7 min), in 5 bis 10 ml RPMI 1640-Medium Komplett (siehe 2.1.6) 

aufgenommen und die Zellzahl bestimmt. Die Zellen wurden auf Eis gelagert und 

anschließend direkt verwendet. 

 

2.3.7.2 Bestimmung der Zellzahl 

Zur Zellzahlbestimmung wurden entweder frisch bereitete Zellsuspensionen verwen-

det (siehe 2.3.7.1) oder bei Bestimmung der Zellzahl von Kulturen, die Zellen zu-

nächst gewaschen und in einem definierten Volumen resuspendiert. Um die toten 

Zellen sichtbar zu machen, wurden sie mit einem definierten Volumen Eosin ver-

dünnt. Eosin diffundiert in tote Zellen und färbt sie rosa, während lebende Zellen 

gelblich bleiben. Gezählt wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zellkammer. Auf der Kam-

mer sind 8 Großquadrate mit einer Seitenlänge von jeweils 1 mm aufgebracht. Da-

von enthalten vier Großquadrate jeweils 16 Kleinquadrate mit einer Seitenlänge von 

0.25 mm. Der Abstand zum Deckgläßchen beträgt 0.1 mm. Das Volumen über einem 

Großquadrat ergibt sich damit zu 0.1 mm3 bzw. 0.1 µl. Die Zellzahl pro Milliliter läßt 

sich damit berechnen aus: 

 
N [Zellen/ml] = Zellen im Großquadrat × Verdünnungsfaktor × 104 

 
Die Bestimmung erfolgte mit Hilfe eines Lichtmikroskops bei zehn- bzw. vierzigfacher 

Vergrößerung. 

 

2.3.7.3 Stimulierung von γδ -T-Zellen 

Frisch isolierte PBMC wurden in RPMI 1640-Medium Komplett suspendiert, welches 

2 mM L-Glutamin, 10 µM β-Mercaptoethanol, humanes rekombinantes IL-2 und 10% 

gepooltes humanes AB-Serum enthielt. Terpenbiosynthese-Intermediate oder ihre 
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Analoga wurden in Kulturen von 1 ml in 24-Well-Platten (NUNCLON™ Surface, 

Nunc, Wiesbaden) 7 Tage lang bei 37 °C in einer 6%igen CO2-Atmosphäre inkubiert. 

Alle Experimente wurden als Doppelbestimmung durchgeführt, d.h. es wurden je-

weils zwei identische Proben pro Datenpunkt angesetzt. 

 

2.3.7.3.1 Zelldichtetitration 

Die Zelldichtetitration wurde bei konstanten E-23-Konzentrationen von 800 pM, 

4.0 nM sowie ohne E-23 (Mediumkontrolle) durchgeführt. Die verwendete IL-2-Kon-

zentration betrug 10 U/ml. Als Zelldichten wurden 125 000, 250 000, 500 000,                    

750 000, 1.0ּ106, 1.5ּ106, 2.0ּ106, 3.0ּ106, 4.0ּ106 und 5.0ּ106 PBMC/ml eingesetzt. 

 

2.3.7.3.2 IL-2-Titration 

Die IL-2-Titration wurde bei konstanten E-23-Konzentrationen von 800 pM, 4.0 nM 

sowie ohne E-23 (Mediumkontrolle) bei einer Zelldichte von 500 000 PBMC/ml 

durchgeführt. Die verwendeten IL-2-Konzentrationen betrugen 0, 1, 5, 10, 25, 50, 75, 

100 und 150 U/ml. 

 

2.3.7.3.3 Antigentitration (Standardassay) 

Die Antigentitrationen wurden bei einer Zelldichte von 500 000 PBMC/ml durchge-

führt. Die verwendete IL-2-Konzentration betrug 10 U/ml. Die Konzentrationen der 

Phosphoantigene wurden wie folgt variiert: IPP (7), 3.13 mM-0.2 µM; DMAPP (8), 

125 µM-1.6 nM; E-23, 4.0 nM-0.256 pM; 24, 12.5 µM-800 pM; 25, 3.13 mM-0.20 µM; 

26, 625 µM-40 nM; 27, 12.5 µM-800 pM.  

 

2.3.7.4 Immunfluoreszenzfärbung von Zellen 

Nach sieben Tagen Inkubation im Brutschrank bei 37 °C, 90% Luftfeuchte und 6% 

CO2 wurden die Zellen resuspendiert und aus den 24-Well-Platten in 1.5 ml Eppen-

dorf caps überführt. Nach Zentrifugation (2000 rpm, 22 °C, 5 min) wurden die Über-

stände abgesaugt, jeweils 100 µl 10% FBS in PBS hinzugefügt und die resuspendier-
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ten Zellen auf eine 96-Well-Platte (V-Shape, NUNCLON™ Surface, Nunc, Wiesba-

den) überführt. Nach nochmaligem Zentrifugieren (1400 rpm, 4 °C, 5 min) und Ab-

saugen des Überstandes wurden die Zellen mit den fluoreszenzmarkierten Antikör-

pern gefärbt. Dazu wurde jede Probe mit 50 µl Antikörperlösung 30 min auf Eis unter 

Lichtausschluß inkubiert. Die Antikörperlösung wurde aus 10% FBS in PBS mit mono-

klonalen PE- oder FITC-konjugierten Antikörpern mit den in Tabelle 1 (siehe 2.1.8) 

angegebenen Verdünnungen hergestellt. Nach der Inkubation auf Eis wurden die Zel-

len zweimal mit jeweils 150 µl 10% FBS in PBS gewaschen, zentrifugiert (1400 rpm,                    

4 °C, 5 min) und schließlich in 250 µl 10% FBS in PBS resuspendiert. 

 

2.3.7.5 Durchflußzytometrie 

Mit Hilfe der FACS(Fluorescence Activated Cell Sorter)-Analyse kann man einzelne 

Zellen aufgrund ihrer Fluoreszenzsignale unterscheiden. Dazu werden die Zellen mit-

tels monoklonaler Antikörper mit einem Farbstoff markiert. Der Farbstoff ist mit dem 

gegen ein bestimmtes Zelloberflächenantigen gerichteten Antikörper konjugiert, wo-

durch selektiv Oberflächenmotive wie z. B. Rezeptoren an der Zelloberfläche detek-

tiert werden können. Die Stärke der Lichtemission nach Anregung ist ein Maß für die 

Anzahl der gebundenen Antikörpermoleküle. Zur Anregung von Fluorochromen wur-

de ein Argon-Laser mit einer Wellenlänge von 488 nm verwendet. 

Die markierten Zellen werden im Durchflußzytometer angesaugt und in einer Kapilla-

re durch einen Flüssigkeitsstrom vereinzelt. In einer Kammer werden die einzelnen 

Zellen mittels eines Laserstrahls angeregt, und das emittierte bzw. gestreute Licht 

wird mit Hilfe verschiedener Filter detektiert und analysiert. Dabei wird jeder Zelle für 

folgende Parameter ein bestimmter Wert zugeordnet: Forward Scatter (Streulicht in 

Richtung des Laserstrahls) als Maß für die Größe, Side Scatter (Streulicht zur Seite) 

als Maß für die Granularität und zwei weiterere Kanäle, FL1 und FL2 (Stärke des                

Emissionssignals) als Maß für die Menge an gebundenem Antikörper. Auf dem FL1-

Kanal wird grünes Licht, FITC (Fluoresceinisothiocyanat), auf dem FL2-Kanal rotes 

Licht, PE (R-Phycoerythrin) bei Wellenlängen von 530 nm bzw. 585 nm gemessen. 

Aliquots von 50 000 PE- und/oder FITC-gefärbten Zellen wurden jeweils analysiert. 
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2.3.7.6 Bestimmung von EC50-Werten 

Die Bestimmung der EC50-Werte der Spendertitrationsreihen wurde durch Kurvenfit-

ting mit Hilfe des Programms Origin 6.0G Professional von Microcal (Northampton, 

USA) unter Verwendung einer Boltzmann-Funktion vorgenommen. Dazu wurde der 

prozentuale Anteil von CD3+Vδ2+-γδ-T-Zellen von allen CD3+-Zellen gegen den Loga-

rithmus der Antigenkonzentration aufgetragen. Diese sigmoidalen Kurven wurden 

mittels einer Boltzmann-Funktion analysiert und gleichzeitig die halbmaximale Stimu-

lation bestimmt, diese entspricht dem EC50-Wert (Abbildung 4). 

 

 

Abbildung 4: Bestimmung der EC50-Werte der Antigentitrationskurven mittels Kurven-
fitting. 1/2 zeigt die halbmaximale Steigerung der Vγ9/Vδ2-T-Zell-Pro-
liferation an. 

 

2.3.7.7 Stabilitätstests von E-23 in Zellkultur 

Für die durchgeführten Stabilitätstests wurde radioaktivmarkiertes [1-3H]1-Hydroxy-2-

methyl-but-2-enyl-4-diphosphat ([1-3H]23) verwendet, welches in Zusammenarbeit 

mit S. Hecht hergestellt wurde (Hecht et al., 2002). 
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2.3.7.7.1 Stabilität von E-23 bei geringer Zelldichte (Standardassay-Bedingungen) 

Jeweils 150 µl einer 28 µM (4.2 nmol, 0.35 µCi, 84 µCi/µmol) Lösung von [1-3H]1-

Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat ([1-3H]23) und 10 U/ml IL-2 in RPMI 1640-

Medium Komplett wurden entweder ohne Zugabe von Zellen oder unter Zusatz von 

75 000 PBMC (500 000/ml) (Spender SA) bei 37 °C inkubiert. Nach Ende der Inkuba-

tion (0, 0.5, 2 und 5 h) wurden die Proben abzentrifugiert (14000 rpm, 4 °C, 5 min) 

und der Überstand abgenommen. Zu dieser Lösung wurden auf Eis 10 µl 30%ige 

TCA zugegeben. Nach 30 s wurden auf Eis 20 µl 30%ige NaOH hinzugefügt. An-

schließend erfolgte eine erneute Zentrifugation (14000 rpm, 4 °C, 25 min). Der erhal-

tene Überstand wurde dann über einen Nanosep Membranfilter 100 kD filtriert 

(14000 rpm, 50 min, 4 °C). 

Die Analyse des Reaktionsansatzes wurde mittels analytischer Reversed Phase-

Ionenpaar-HPLC mit radioaktiver Detektion durchgeführt. Dazu wurde eine Mul-

tospher 120 RP 18 AQ-5 Säule (250 × 3.0 mm, CS-Chromatographie Service GmbH, 

Langerwehe) mit Eluent A: 10 mM Tetrabutylammoniumhydrogensulfat pH 6.0;                    

Eluent B: 10 mM Tetrabutylammoniumhydrogensulfat pH 6.0 in 70% MeOH, Flußra-

te, 0.55 ml·min-1 verwendet. Als Programm wurde ein linearer Gradient (0 bis 20 min: 

15 bis 35% Eluent B, 20 bis 35 min: 35 bis 75% Eluent B, 35 bis 40 min: 75% Eluent 

B, 40 bis 45 min: 75 bis 15% Eluent B, 45 bis 55 min: 15% Eluent B) benutzt. Die Re-

tentionszeit von [1-3H]23 betrug dabei 26.5 min, die als interner Standard verwendete 
3H-haltige Verunreinigung eluierte zwischen 8 und 18 min. 

 

2.3.7.7.2 Stabilität von E-23 bei hoher Zelldichte 

150 µl einer Suspension von 50ּ106 PBMC (330ּ106/ml) (Spender SA) in RPMI 1640-

Medium Komplett, welche 28 µM (4.2 nmol, 0.35 µCi, 84 µCi/µmol) [1-3H]1-Hydroxy-

2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat ([1-3H]23) und 10 U/ml IL-2 enthielt, wurde bei 

37 °C inkubiert. Nach Ende der Inkubation (1 h bzw. 5 h) wurden jeweils 75 µl ab-

zentrifugiert (14000 rpm, 4 °C, 5 min), der Überstand abgenommen, das Pellet mit 

20 µl bidest. H2O resuspendiert, die Suspension nochmals zentrifugiert und beide 

Überstände vereinigt. Zu dieser Lösung wurden auf Eis 5 µl 30%ige TCA zugegeben. 

Nach 30 s wurden auf Eis 11 µl 30%ige NaOH hinzugefügt. Anschließend erfolgte 

eine erneute Zentrifugation (14000 rpm, 4 °C, 10 min). Der erhaltene Überstand wur-
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de dann über einen Nanosep Membranfilter 100 kD filtriert (14000 rpm, 4 °C, 

30 min). 

Die Analyse des Reaktionsansatzes wurde mittels analytischer Reversed Phase-

Ionenpaar-HPLC mit radioaktiver Detektion durchgeführt (siehe 2.3.7.7.1).  

 

2.3.7.8 ELISA-Analyse 

ELISA steht für Enzyme-linked Immunosorbent Assay. Dabei handelt es sich um eine 

Methode mit deren Hilfe aus komlexen Proteinmischungen wie beispielsweise Über-

ständen von Zellkulturen einzelne Proteine quantitativ nachgewiesen werden kön-

nen. Dazu werden Antikörper gegen einzelne Proteine auf 96-Loch-Mikrotiterplatten, 

welche spezielle Polysorb-Plastikoberflächen besitzen, aufgebracht. Dabei entsteht 

eine sehr feste, nicht-kovalente Bindung auf der Kunststoffoberfläche. Freie Bin-

dungsstellen werden durch Inkubation mit FBS in PBS blockiert. Im nächsten Schritt 

wird die Antigen-Lösung, sprich die Protein-Lösung, aufgegeben. Dadurch kommt es 

zu einer Bindung mit dem zuvor an die Oberfläche gebundenen Antikörper gegen ein 

bestimmtes Protein. Nach einem Waschschritt wird erneut mit einem Antikörper, wel-

cher mit Biotin kovalent verbunden ist, inkubiert. Dabei handelt es sich um einen An-

tikörper gegen dasselbe Protein mit dem die Platte zuvor beschichtet wurde, der zu-

sätzlich biotinyliert ist. Im Folgeschritt wird Avidin-gekoppelte Peroxidase hinzuge-

fügt, wobei es zur Ausbildung von Biotin-Avidin-Komplexen kommt, sofern sich in der 

Proteinlösung Moleküle des Zielproteins befunden haben. Abschließend wird eine 

Farbreaktion durch Zugabe von OPD herbeigeführt. Die Messung der Farbtiefe des 

Chromogens erfolgt mit Hilfe eines speziellen Photometers, eines Mikro-ELISA-

Readers. Die ermittelten Absorptionswerte werden durch Vergleich mit Standards mit 

Hilfe einer Software ausgewertet. 

 

2.3.7.8.1 Erzeugung der ELISA-Proben 

Jeweils 5 ml einer Zellsuspension von 2.5ּ106 PBMC (Spender SA) (500 000/ml) in 

RPMI 1640-Medium Komplett mit 10 U/ml IL-2 wurden in 6-Well-Platten (NUNC-

LON™ Surface, Nunc, Wiesbaden) bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert. Dabei wurden 
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vier verschiedene Konzentrationen an Stimulanz präpariert: ohne Stimulanz, 4.0 nM 

E-23, 32 pM E-23, 10 ng/ml LPS. 

Die Probennahme erfolgte nach 12 h, 24 h, 48 h und 6.5 d durch Abnehmen der                     

Überstände und anschließende Zentrifugation (1700 rpm, 4 °C, 5 min). Die Proben 

wurden bis zur Analyse bei –20 °C aufbewahrt. 

 

2.3.7.8.2 ELISA-Analyse der durch E-23-Stimulation erzeugten Überstände 

Für die Analyse wurden folgende humane Zytokinsets verwendet: IL-1α, IL-4, IL-6, 

IL-10, IL-12p40, IL-12p70, IL-15, TNF-α und IFN-γ (siehe 2.1.9). 

Die ELISA-Analyse wurde in 96-Well-ELISA-Platten im einzelnen folgendermaßen 

durchgeführt: 

1. Coating. Es wurde für jedes Zytokin jeweils eine komplette 96-Well-Platte (Nunc-

Immuno™ Plate, MaxiSorb™ Surface, Nunc, Wiesbaden) mit 50 µl/Well präpa-

riert. Für das Coating wurden Maus- bzw. Ratte-anti-human Zytokin Antikörper 

als Lösungen in DPBS mit folgenden Endkonzentrationen verwendet, für IL-1α, 

2.0 µg/ml; IL-4, 2.0 µg/ml; IL-6, 1.0 µg/ml; IL-10, 2.0 µg/ml; IL-12p40, 4.0 µg/ml;                  

IL-12p70, 2.0 µg/ml; IL-15, 2.0 µg/ml;TNF-α,1.0 µg/ml und IFN-γ, 2.0 µg/ml. Die 

Inkubation erfolgte bei 4 °C in einer feuchten Kammer über Nacht. Anschließend 

wurde jede Platte dreimal mit PBS/Tween 0.02% gewaschen und vor der nächs-

ten Verwendung sorgfältig trocken geklopft. 

2. Blocking. Jede 96-Well-Platte wurde mit jeweils 200 µl/Well 10% FBS/DPBS be-

füllt und 30 min bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert. An-

schließend wurde jede Platte dreimal mit PBS/Tween gewaschen und vor der 

nächsten Verwendung sorgfältig trocken geklopft. 

3. Proben/Standards. Die Proben wurden nach dem Auftauen über einen 0.2 µm 

Spritzenfilter filtriert, um ausgefallenes Protein abzufiltrieren. Dann wurden die 

Proben (je 3.5 ml) über 5 kD Membranfilter (Ultrafree-4 Centrifugal Filter Unit, 

Millipore, Eschborn) auf 300 µl aufkonzentriert. Die Membranen wurden mit 

200 µl 10% FBS/DPBS gewaschen, mit der Proteinlösung vereinigt und schließ-

lich vor dem Auftrag mit 600 µl DPBS auf 1.1 ml verdünnt. Jede Probe wurde je-

weils zweimal pro Platte aufgetragen, zusätzlich wurden für die LPS-Proben                     

1:5-Verdünnungen hergestellt und auf der IFN-γ-Platte wurden alle Proben noch 
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1:10 verdünnt. Die Standards wurden in Verdünnungsreihen von 10 ng/ml aus-

gehend (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512) aufgetragen. 

Proben und Standards wurden gleichermaßen mit je 50 µl/Well aufgetragen und 

2 h bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert. Anschließend wur-

de jede Platte dreimal mit PBS/Tween gewaschen und vor der nächsten Ver-

wendung sorgfältig trocken geklopft. 

4. Detektion. Es wurden biotinylierte Maus- bzw. Ratte-anti-human Zytokin Antikör-

per in Konzentrationen von jeweils 1.0 µg/ml in 10% FBS/DPBS verwendet und 

je 50 µl/Well für 1 h bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert. 

Anschließend wurde jede Platte dreimal mit PBS/Tween gewaschen und vor der 

nächsten Verwendung sorgfältig trocken geklopft. 

5. POX. Für die Detektion wurden 50 µl/Well ExtrAvidin Peroxidase-Konjugat in ei-

ner 1:1000-Verdünnung in 10% FBS/DPBS 30 min bei Raumtemperatur in einer 

feuchten Kammer inkubiert. Anschließend wurde jede Platte sechs Mal mit 

PBS/Tween gewaschen und vor der nächsten Verwendung sorgfältig trocken ge-

klopft. 

6. OPD-Farbreaktion. Fünf goldene Tabletten (Puffer) wurden in 100 ml Ultrapur-

wasser gelöst, anschließend wurden fünf silberne OPD-Tabletten hinzugefügt 

und sofort nach dem vollständigen Lösen 100 µl/Well pipettiert und im Dunkeln                 

5-30 min inkubiert. Abschließend wurde die Farbreaktion mit 30 µl/Well verdünn-

ter Schwefelsäure (0.2 M) beendet und mittels eines ELISA-Readers (Emax pre-

cision microplate reader; Molecular Devices, Sunnyvale, California, USA) die Ex-

tinktion bei 490 nm abzüglich der Extinktion bei 650 nm ausgelesen und mit der 

SOFTmax® PRO-Software von Molecular Devices analysiert. 

 



 

 35 

3 ERGEBNISSE 

3.1 Synthese von (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat (E-23) 

(E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat (E-23) wurde in einer sechsstufigen 

Synthese aus Hydroxyaceton (16) und (Ethoxycarbonylmethenyl)-triphenylphospho-

ran (18) mit einer Gesamtausbeute von 38% hergestellt (Schema 3). Diese Verbin-

dung ist identisch mit dem Produkt des IspG-Proteins, welches ein Intermediat des 

alternativen Terpenbiosyntheseweges ist. 

 

Schema 3 

 

Reagenzien und Bedingungen: (a) DHP, PPTS, 25 °C (2.5 h); (b) Toluol, Rückfluß (23 h); (c) (1) DIBALH, 

CH2Cl2, –78 °C (2.5 h), (2) 1 M NaOH/H2O; (d) p-TsCl, DMAP, CH2Cl2, 25 °C (3 h); (e) Tris(tetra-n-

butylammonium)hydrogendiphosphat, MeCN, 25 °C (3 h); (f), HCl/H2O pH 1.3, 25 °C (20 min). 
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3.1.1 Reaktion von Hydroxyaceton mit 3,4-Dihydro-2H-pyran 

Eine Behandlung von Hydroxyaceton (16) mit einem Überschuß 3,4-Dihydro-2H-

pyran unter Katalyse von Pyridinium-toluol-4-sulfonat (PPTS) (Hagiwara  und Uda, 

1984) lieferte das bekannte Tetrahydropyranyl(THP)-Derivat 17 (Schema 3). Wurde 

die Reaktion mit 1.2 Equivalenten Dihydropyran in CH2Cl2 durchgeführt, ist nach 20 h 

noch kein vollständiger Umsatz zu erzielen. Verwendet man stattdessen Dihydropy-

ran im Überschuß ohne zusätzliches Lösungsmittel, verläuft die Reaktion glatt unter 

Umsatz des gesamten Hydroxyacetons. Bei Verwendung von 5.0 Equivalenten trat 

vollständiger Umsatz auf. Führt man nach teilweiser Entfernung des überschüssigen 

Dihydropyrans am Rotationsverdampfer eine Destillation durch, wird die Schutzgrup-

pe teilweise abgespalten. Das läßt sich zum einen durch eine gewisse Temperatur-

labilität der Schutzgruppe zum anderen durch einen niedrigen pH-Wert aufgrund des 

vorhandenen PPTS erklären. Die Reinigung mittels Flashchromatographie über Sili-

cagel mit Hexan/Aceton 4:1 ließ sich problemlos ohne Verlust der Schutzgruppe 

beim abschließenden Entfernen des Lösungsmittels mit einer Ausbeute von 82% 

durchführen. 

 

3.1.2 Synthese von (E)-Ethyl-2-methyl-1-tetrahydropyranyloxy-but-2-enoat (E-19) 

3.1.2.1 Wittigreaktion zur Bildung von (E/Z)-Ethyl-2-methyl-1-tetrahydropyranyl-

oxy-but-2-enoat (E/Z-19) 

Eine Wittigreaktion von 17 mit (Ethoxycarbonylmethylen)triphenylphosphoran (18) 

(Miyaoka et al., 1998) in Toluol unter Rückfluß lieferte eine 6:1 Mischung aus (E)- 

und (Z)-Ethyl-2-methyl-1-tetrahydropyranyloxy-but-2-enoat (E/Z-19) (Schema 4). 

 

Schema 4 
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Aus dieser Mischung wurde das reine (E)-Isomer mittels präparativer HPLC isoliert 

(die stereochemische Charakterisierung der beiden Isomere ist unten gezeigt). 

Die Steuerung der Wittigreaktion in Richtung der Bildung des E-Produktes gelang 

durch den Einsatz eines stabilisierten Ylids, welches kommerziell als weißes kristalli-

nes Pulver erhältlich ist. Die Umsetzung des THP-geschützten Hydroxyacetons 17 

bei niedrigen Temperaturen durch in situ erzeugte Ylide erbrachte keine gesteuerte 

Produktbildung, zumal meist überhaupt keine Produktbildung erfolgte. Das läßt sich 

durch die Tatsache erklären, daß die Verwendung von Ketonen im allgemeinen hö-

here Temperaturen erfordert. Im vorliegenden Fall wurden die Reaktionen in zum 

Rückfluß erhitztem Toluol, d.h. bei 112 °C, durchgeführt. Unter diesen Bedingungen 

wurde das thermodynamisch stabilere E-Produkt im Überschuß gebildet. Fortgesetz-

tes Rühren unter Rückfluß ergab keine signifikante Änderung des Isomerenverhält-

nisses bei Verdopplung, Verdreifachung bzw. Verfünffachung der Reaktionszeit von 

14 h (Tabelle 2).  

 

Tabelle 2: Übersicht über Reaktionszeiten, Ausbeuten sowie E/Z-Isomerenverhältnis-
se der Wittigreaktionen. 

Versuch 
Nr. 

Reaktions-
zeit 

Gesamt-
ausbeute 

Isomerenver-
hältnis E/Z 

1 14 h 80% 85:15 

2 23 h 89% 86:14 

3 39 h 89% 87:13 

4 65 h 78% 88:12 
 

Lediglich die Gesamtausbeute konnte bei einer Verdopplung und Verdreifachung der 

Reaktionszeit (23 und 39 h) aufgrund erhöhter Umsetzung der Carbonylkomponente 

noch erhöht werden; dieser Effekt war bei einer weiter fortgesetzten Reaktion (65 h) 

nicht mehr zu beobachten. Im Gegenteil, aufgrund der Bildung von Nebenprodukten, 

vermutlich polymerer Spezies, konnte ein Rückgang der Gesamtausbeute festgestellt 

werden. Eine Reaktionsdauer von 23 h (Versuch 2) stellte eine ideale Kombination 

an guter Gesamtausbeute und Dauer der Reaktion dar. Die geringfügige Verschie-

bung der Isomerenverhältnisse hin zu einem höheren E/Z-Verhältnis bei längeren 
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Reaktionszeiten stellt im Hinblick auf die Gesamtausbeuteerniedrigung keine Alterna-

tive zur 23-stündigen Reaktion dar.  

 

3.1.2.2 HPLC-Reinigung des (E/Z)-Gemisches von Ethyl-2-methyl-1-tetrahydro-

pyranyloxy-but-2-enoat (E/Z-19) 

Versuche, eine Reinigung mittels silberderivatisiertem Silicagel durchzuführen, 

schlugen fehl. Diese Methode findet Anwendung bei der Analyse von mehrfachunge-

sättigten Fettsäuren (Dobson et al., 1995). Entscheidend bei diesem Verfahren ist, 

daß hierbei die Z-Isomere eine stärkere Bindung an das mit Ag+-Ionen beladene 

Säulenmaterial zeigen. Dieses Verhalten steht dem beobachteten Effekt des reinen 

Silicagels genau entgegen, daher konnte auf dieser Basis keine Trennung der Iso-

meren erzielt werden. Die Detektierbarkeit der Ethylestergruppe bei 254 nm im UV-

Licht ermöglichte es jedoch, eine Reinigung über präparative HPLC durchzuführen. 

Die Wahl des Eluentengemisches startete mit Wasser/Methanol-Mischungen. Zuga-

be von Isopropanol führte zu einer Erhöhung der Trennung bei gleichzeitiger Verbrei-

terung des eluierten Peaks und größerer Retentionszeit. Ein Mischungsverhältnis 

von Methanol/Isopropanol/Wasser 33:22:45 (v/v) bei einer Flußrate von 76 ml·min-1 

lieferte schließlich eine isomerenreine Trennung von 200 mg Rohmaterial pro Tren-

nungsschritt. 

 

3.1.3 DIBALH-Reduktion des Ethylesters (E-19) zum Alkohol (E-20) 

Reduktion von E-19 mit DIBALH (Watanabe et al., 1996) in CH2Cl2 lieferte (E)-2-

Methyl-1-tetrahydropyranyloxy-but-2-en-4-ol (E-20). Um Nebenprodukte zu vermei-

den, war es wichtig, die Temperatur bis zur Zugabe der wäßrigen Natronlauge auf                     

–78 °C zu halten. Während der Aufarbeitung war es essentiel, Aluminiumsalze mit-

tels Extraktion mit größeren Mengen Methanol zu entfernen; andernfalls konnte das 

ölige Produkt mittels Chromatographie auf Silicagel nicht in befriedigenden Ausbeu-

ten isoliert werden.  
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3.1.4 Erzeugung des Allylchlorids E-21 

Der Allylalkohol E-20 wurde mit DMAP und p-TsCl in CH2Cl2 in das Chlorid E-21                     

überführt. Das Chlorid E-21 ist bei Raumtemperatur und 4 °C sehr instabil und muß 

bei –20 °C gelagert werden. Die Synthese von Chlorallyl 21 wurde analog einer Me-

thode, welche zur Synthese von Tosylaten aus den entsprechenden Alkoholen dient, 

durchgeführt (Davisson et al., 1986). Da es sich bei dem vorliegenden Alkohol um 

einen Allylalkohol handelt, konnte nur die entsprechende Chlorspezies isoliert wer-

den. Eine tosylierte Verbindung wurde nicht gefunden. In einer von Nicolaou (Hwang 

et al., 1984) entwickelten Synthese zur Umsetzung von verschiedensten Alkoholen, 

unter anderem auch Allylalkoholen, wird ebenfalls p-TsCl/DMAP verwendet. Der Un-

terschied zur Synthese von Poulter (Davisson et al., 1986) besteht darin, daß zusätz-

lich NEt3 als Base eingesetzt und DMAP im Unterschuß von nur 0.6 Equivalenten 

benötigt wird. Im Vergleich zur Verwendung von 1.4 Equivalenten DMAP ohne NEt3 

konnte keine Ausbeuteverbesserung erzielt werden. Eine Steigerung der Ausbeute 

durch Zusatz von DMAP im größeren Überschuß (2.0 Equivalente) ergab Probleme 

mit der Isolierung des Materials durch Entstehung großer Mengen an Dimethylamino-

pyridiniumsalz, aus welchem sich das Produkt nicht quantitativ entfernen ließ. Als 

weitere Option zur Ausbeuteverbesserung durch Reduktion der Nebenproduktbildung 

wurde die Reaktion bei tieferen Temperaturen durchgeführt. Weder bei –78 °C noch 

bei –10 °C war eine Reaktion zu beobachten. Daher wurde die Reaktion bei Raum-

temperatur durchgeführt. Die Ausbeuten bei Equivalentverhältnissen von Alkohol 

20:p-TsCl:DMAP von 1.0:1.2:1.4 variierten von 63 bis 78% bei der Verwendung des 

Isomerengemisches. Die isomerenreine Verbindung ließ sich in 93% Ausbeute 

umsetzen. 

 

3.1.5 Bildung der geschützten Diphosphatverbindung E-22 

Die Diphosphatgruppe wurde durch eine Reaktion von E-21 mit 1.2 Equivalenten 

Tris(tetra-n-butylammonium)hydrogendiphosphat in MeCN (Davisson et al., 1986) 

eingeführt. Das entstandene Diphosphat E-22 konnte mittels zweier chromatographi-

scher Schritte gereinigt werden - Ionenaustauscherchromatographie auf DOWEX 50 

WX8 (NH4
+-Form) und Säulenchromatographie über Cellulose. Alternativ dazu wurde 
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die Reaktionsmischung direkt ohne vorherige Reinigung im folgenden Reaktions-

schritt verwendet. 

 

3.1.6 Entschützung des THP-Diphosphats E-22 zur Bildung von (E)-1-Hydroxy-
2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat (E-23) 

Die THP-Gruppe von E-22 wurde durch saure Hydrolyse (pH 1.3) bei Raumtempera-

tur entfernt. Dabei war es entscheidend, den pH-Wert nicht zu lange bei 1.3 zu be-

lassen, da ansonsten die Diphosphatgruppe abgespalten wird, und es zur Bildung 

einer vinylischen Spezies kommt. Aus diesem Grund wurde die Reaktion mittels 1H-

NMR-Spektroskopie verfolgt. Um keine weitere Hydrolyse während der Messung zu 

erhalten, wurde die Mischung vor jeder Kontrollmessung mit Natronlauge neutrali-

siert. (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat (E-23) wurde mittels Ionen-

austauscherchromatographie auf DOWEX 50 WX8 (NH4
+-Form) und Chroma-

tographie über Cellulose gereinigt. Die sterisch anspruchsvollen (Tetra-n-

Butyl)ammonium-Kationen des Phosphorylierungsreagenzes mußten über den Ka-

tionenaustauscher vollständig abgetrennt werden, da sich sonst die Cellulosereini-

gung nicht erfolgreich durchführen läßt. Die Ausbeute über beide Schritte betrug 

66%. 



3 ERGEBNISSE 

41 

3.2 Strukturbestimmung von synthetischem (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-
enyl-4-diphosphat E-23 mittels NOESY-Spektroskopie einer Mischung 
von (E)- und (Z)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat (E/Z-23) 

3.2.1 Erzeugung einer Mischung von (E)- und (Z)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-
enyl-4-diphosphat (E/Z-23) 

Eine 7:1-Mischung von (E)- und (Z)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat 

(E/Z-23) wurde über dieselbe Reaktionssequenz wie E-23 aus der Isomerenmi-

schung der Wittigreaktion von E/Z-19 erzeugt und für die spektroskopische Charakte-

risierung beider Isomere verwendet (Schema 5). 

 

Schema 5 
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3.2.2 NOESY-Spektroskopie der Mischung von (E)- und (Z)-1-Hydroxy-2-methyl-
but-2-enyl-4-diphosphat (E/Z-23) 

Die E/Z-Zuordnungen basieren auf NOESY-Experimenten. Dabei konnten die star-

ken NOE-Wechselwirkungen zwischen H-3/H-1 und H-4/H-2-methyl, welche zu E-23 

gehören beziehungsweise die NOE-Wechselwirkungen zwischen H-3/H-2-methyl 

und H-4/H-1, welche zu Z-23 gehören, zugeordnet werden (Abbildung 5). 
 

 

Abbildung 5: NOESY-Spektrum von E/Z-23. Die gezeigten Kreuzsignale sind in Anti-
phase zur Diagonalen. 
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Die Geometrie der Doppelbindung der Hauptkomponente der E/Z-Mischung ergibt 

sich somit zu E, d.h. die im Überschuß vorhandene Verbindung ist E-23. Die Quanti-

fizierung der NOE-Effekte sowie die Ergebnisse von HMBC-Experimenten sind in 

Tabelle 3 gezeigt. 

 

Tabelle 3: 2D-NMR-Daten von (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat (E-23) 
und (Z)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat (Z-23) in D2O bei pH 7. 

Position NMR-Korrelationsmuster 

 NOESY (rel. NOE)a HMBC 

(E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat (E-23) 

1 2-methyl (53) 2, 2-methyl, 3 

2 - - 

2-methyl - 1, 2, 3 

3 1 (100) - 

4 2-methyl (79) 2, 3 

(Z)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat (Z-23) 

1 2-methyl (34) 2, 2-methyl, 3 

2 - - 

2-methyl - 1, 2, 3 

3 2-methyl (88) - 

4 1 (100) 2, 3 

a die Intensitäten der Kreuzsignale sind in relativen Einheiten angegeben 
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Die Zuordnung der 13C-NMR-Signale von Z-23 konnte durch Vergleich des Gemi-

sches aus E-23 und Z-23 mit dem Spektrum von isomerenreinem E-23 vorgenom-

men werden (Abbildung 6). 

 

 

Abbildung 6: 13C-NMR-Spektren von (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat 
(E-23) und (Z)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat (Z-23) in D2O 
bei pH 7. A, E-23 und B, E/Z-23. Die Indizes E bzw. Z stehen für Signale 
von E-23 bzw. Z-23.  
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Auf diesem Weg konnten beide Verbindungen eindeutig charakterisiert werden. So 

ließen sich die Doppelbindungen sowohl der Hauptkomponente als auch der Neben-

verbindung des Gemisches als E-23 bzw. Z-23 bestimmen. Die NMR-Daten beider 

Verbindungen sind in Tabelle 4 zusammengefaßt. 

 

Tabelle 4: NMR-Daten von (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat (E-23) 
und (Z)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat (Z-23) in D2O (pH 7). 

Position 
 

Chemische Verschiebungen
[ppm] 

Kopplungskon- 
stanten [Hz] 

13C-Isotopen-
shiftsa [ppb] 

 1Hb 13Cb 31Pc JHH JPC JPP  

(E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat (E-23) 

1 3.88 68.6     8 

2  141.6     67 

2-methyl 1.57 15.1     15 

3 5.52 122.7  6.9 
1.2 

8.0  100 

4 4.39 64.3  7.2 5.1  30 

Pβ   –4.48d   20.8d  

Pα   –7.06d   20.8d  

(Z)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat (Z-23) 

1 4.03 62.0      

2  141.8      

2-methyl 1.70 22.7      

3 5.49 125.6  6.8 7.7   

4 4.41 63.8  7.3 5.1   

Pβ   –4.48d   20.8d  

Pα   –7.06d   20.8d  

a zusammen mit [U-13C5]1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat gemessen 
b mit Trimethylsilylpropansulfonat als externem Standard 
c mit 85% Orthophosphorsäure als externem Standard 
d als E/Z-23-Mischung gemessen 
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3.3 Strukturzuordnung des biosynthetisch hergestellten [U-13C5]1-Hydroxy-
2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphats (23) 

Durch die Synthese einer E/Z-Mischung von 1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-

diphosphat konnte die Konfiguration des Naturprodukts 23 zugeordnet werden 

(Abbildung 7). 

 

 

Abbildung 7: 13C-entkoppelte 1H-NMR-Signale von 1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-
diphosphat (23). A, aus einem gereinigten E. coli-Zellextrakt, welcher 
von einem E. coli-Stamm erhalten wurde, der das xylB-Gen und die 
ispCDEFG-Gene überexprimiert; B, Probe aus A nach Zugabe einer 
7:1-Mischung von synthetischem (E/Z)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-
4-diphosphat (E/Z-23); C, Probe aus B nach Zugabe eines zweiten                  
Equivalents von E/Z-23. * markiert Signale von [2-14C]23. 
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Dazu wurde eine Probe verwendet, die durch Fütterung von Escherichia coli-Zellen 

mit [U-13C5]1-Desoxy-D-xylulose erzeugt wurde. Der hierfür benutzte Stamm expri-

miert die Gene xylB, ispC, ispD, ispE, ispF und ispG (gcpE) über. Nach der HPLC-

Reinigung und Lyophilisierung wurde der 23 enthaltende Rückstand in D2O (pH 6) 

gelöst und mittels 1H-NMR-Spektroskopie analysiert (Abbildung 7A).  

Nach Zugabe einer Lösung synthetisch hergestellten (E/Z)-1-Hydroxy-2-methyl-but-

2-enyl-4-diphosphats (E/Z = 7:1) (D2O, pH 7) wurde die Probe nochmals mittels 1H-

NMR-Spektroskopie vermessen (Abbildung 7B). In Abbildung 7B wird gezeigt, daß 

ausschließlich die Signale, welche zum E-Isomeren (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-

enyl-4-diphosphat (E-23) gehören, an Intensität zunehmen. Das ist der schlüssige 

Beweis dafür, daß die biochemisch erzeugte Verbindung 23 identisch mit der synthe-

tisch erzeugten Verbindung ist, d.h. dem Isomeren E-23. Im Gegensatz dazu entste-

hen neue Signale für das im Unterschuß vorliegende (Z)-Isomer Z-23, welche keiner-

lei Korrelation mit dem biologischen Produkt zeigen. In Abbildung 7C sind dieselben 

Effekte nach Zugabe eines weiteren Aliquots der Lösung des synthetisch hergestell-

ten (E/Z)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphats erkennbar. 

 

Für eine weitergehende Charakterisierung des neuen Intermediates wurde ein Ver-

gleich mit der isomerenreinen synthetischen Verbindung E-23 vorgenommen. Dazu 
wurde eine Probe biosynthetisch hergestellten Materials verwendet, die durch Fütte-

rung desselben E. coli-Stammes wie oben mit [U-13C5]1-Desoxy-D-xylulose präpa-

riert wurde. Der einzige Unterschied bestand darin, daß keine HPLC-Reinigung des 

Zellextraktes vorgenommen wurde. Die 13C-NMR-Signale von biosynthetisch erzeug-

tem (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat (23) sind in Abbildung 8A ge-

zeigt; in Übereinstimmung mit der Literatur (Hecht et al., 2001) ergeben sich komple-

xe Multipletts aufgrund von 13C-13C-Kopplungen.  
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Abbildung 8: 13C-NMR-Signale von 1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat (23). 
A, aus einem ungereinigten E. coli-Zellextrakt, welcher von einem                  
E. coli-Stamm erhalten wurde, der das xylB-Gen und die ispCDEFG-
Gene überexprimiert; B, aus der Probe in A nach Zugabe synthetischen 
(E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphats (E-23); C, des synthe-
tischen (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphats (E-23). * mar-
kiert Signale von [U-13C5]2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat 
(15), aus dem ungereinigten E. coli-Extrakt. Kopplungen mit Kopp-
lungskonstanten unter 5 Hz wurden nicht angegeben. 
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Abbildung 8C zeigt die 13C-NMR-Signale von synthetischem (E)-1-Hydroxy-2-methyl-

but-2-enyl-4-diphosphat (E-23). Abbildung 8B zeigt die Signale der Probe von 

Abbildung 8A nach Zugabe der synthetischen Verbindung. Die Singuletts, welche die 

synthetische Verbindung repräsentieren, sind bezüglich der Signalmitten der Mul-

tipletts der vollständig 13C-markierten biosynthetischen Verbindung geringfügig tief-

feldverschoben. Diese Verschiebung kommt durch Schwerisotopeneffekte zustande, 

die durch die vollständige 13C-Markierung hervorgerufen werden (siehe Tabelle 4). 

Die Linienbreiten des 13C-markierten biosynthetischen Materials übersteigen diejeni-

gen des unmarkierten synthetischen Materials, was sich durch 13C-13C-Fernkopplun-

gen erklären läßt, die zu klein sind, um vollständig aufgelöst zu werden, sich jedoch 

aus den Linienverbreiterungen folgern lassen. 
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3.4 Synthese von Strukturanalogen von (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-
4-diphosphat (E-23) 

Um eine Aussage über die Strukturparameter treffen zu können, welche für die Akti-

vität von E-23 bezüglich der Stimulierung von Vγ9/Vδ2-T-Zellen entscheidend sind, 

wurden Strukturanaloga von E-23 synthetisiert (Abbildung 9), um diese in Prolifera-

tionstests auf deren Aktivität zu untersuchen. 

 

 

Abbildung 9: (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat (E-23) und seine Struk-

turanaloga 24-27. 

 

3.4.1 (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-phosphat (24) 

(E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-phosphat (24) wurde durch Phosphorylierung 

von (E)-4-Chlor-2-methyl-1-tetrahydropyranyloxy-but-2-en (21) mit Di(tetra-n-butyl-

ammonium)hydrogenphosphat in MeCN und anschließender Entfernung der THP-

Schutzgruppe im Sauren (pH 1) hergestellt. 24 konnte mittels Anionenaustauscher-
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Chromatographie auf DOWEX 50 WX8 (NH4
+-Form) gereinigt und in das Ammoni-

umsalz überführt werden. Die Ausbeute betrug insgesamt 68%. 

 

3.4.2 (E)-2-Methyl-but-2-en-1,4-diol (25) 

(E)-2-Methyl-1-tetrahydropyranyloxy-but-2-en-4-ol (20) wurde in wäßriger Lösung 

durch Zugabe von konzentrierter HCl bei Raumtemperatur entschützt. Die neutrale 

Lösung wurde anschließend mit Chloroform extrahiert, um das Hydrolyseprodukt der 

Schutzgruppe zu entfernen. (E)-2-Methyl-but-2-en-1,4-diol (25) verblieb als Produkt 

in der wäßrigen Phase. Die Extraktion wurde mittels 1H-NMR-Spektroskopie kontrol-

liert, um sicherzustellen, daß die Reste der Schutzgruppe vollständig entfernt wur-

den, die Extraktion aber nicht unnötig oft wiederholt wurde. Bei fortgesetzter Extrak-

tion wurde zusätzlich auch 25 mit entfernt. Nach drei Extraktionsschritten konnte 24 

mit 74% Ausbeute als wäßrige Lösung erhalten werden, deren Konzentration durch 

Verwendung von NaOAc als Standard bestimmt wurde (siehe 2.3.6). 

 

3.4.3 (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-(methylen-diphosphonat) (26) und 
(E)-3-Formyl-but-2-enyl-1-diphosphat (27) 

(E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-(methylen-diphosphonat) (26) und (E)-3-Formyl-

but-2-enyl-1-diphosphat (27) wurden von S. Hecht bereitgestellt (Hecht et al., 2002; 

Amslinger et al., eingereicht). 
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3.5 Stimulierung von γδ-T-Zellen 

3.5.1 Nachweis der Stimulation von Vγ9/Vδ2-γδ-T-Zellen durch E-23 

Wie aus der Literatur bekannt (Constant et al., 1994; Tanaka et al., 1994; Morita et 

al., 1995), werden humane Vγ9/Vδ2-γδ-T-Zellen mittels Phosphoantigenen zur Proli-

feration angeregt. Das zuletzt aufgeklärte Intermediat des alternativen Terpenbio-

syntheseweges (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat (E-23) zeigte eben-

falls die Stimulierung dieser Hauptpopulation der γδ-T-Zellen des periphären Blutes 

beim Menschen (Abbildung 10). 
 

 

Abbildung 10: FACS-Bild einer Kultur humaner PBMC (500 000/ml) (Spender SA), 
welche bei Stimulation mit 800 pM E-23 und 10 U/ml IL-2 sieben Tage 
lang inkubiert wurden. 

 

3.5.2 IL-2-Titration 

In früheren Untersuchungen wurde die Notwendigkeit von IL-2 als Kostimulator für eine 

T-Zell-Stimulation durch Phosphoantigene gezeigt (Pfeffer et al., 1990). Um zweckmä-

ßige Konzentrationsbereiche für IL-2 zu bestimmen, wurden Voruntersuchungen mit 

Zellsuspensionen von humanen periphären mononuklearen Blutzellen (PBMC) eines 

high responders (Spender SA) (Abbildung 11A, B) und eines low responders (Spender 
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CH) (Abbildung 11C, D) durchgeführt. Als high responder wird ein Spender mit einem 

hohen prozentualen Endwert an Vγ9/Vδ2-T-Zellen bezeichnet, wohingegen ein Spender 

mit einem niedrigen Endwert dieser Zellpopulation als low responder bezeichnet wird. 

 

 

Abbildung 11: Induzierte Proliferation von T-Zellen. PBMC wurden sieben Tage in 
Medium mit verschiedenen Mengen IL-2 inkubiert. Weiße Säulen, αβ-
T-Zellen; schwarze Säulen, Vγ9/Vδ2-T-Zellen. A und C, Medium ohne 
E-23; B und D, Medium mit 800 pM E-23. Die Anzahl der αβ- und 
Vγ9/Vδ2-T-Zellen wurde durch FACS-Analyse unter Verwendung von 
CD3- und Vδ2-TCR-Antikörpern und Zellzählung der Kulturen vor der 
FACS-Analyse bestimmt. A und B, PBMC eines high responders 
(Spender SA); C und D, PBMC eines low responders (Spender CH). 

 

In diesen anfänglichen Experimenten wurde der Anteil an CD3+Vδ2+-Zellen, welche 

Vγ9/Vδ2-T-Zellen entsprechen, unter den peripheren mononuklearen Blutzellen von ge-
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sunden Spendern mittels zwei-dimensionaler FACS-Analyse ermittelt. Anschließend 

wurden die Zellen sieben Tage in Medium kultiviert, welches verschiedene Mengen IL-2 

und Phosphoantigen E-23 enthielt. Dann wurden die Zellen nochmals mittels zwei-

dimensionaler FACS-Analyse untersucht. Darüberhinaus wurden die Zelldichten zu Be-

ginn und zum Ende der Inkubationszeit gemessen. Auf diesen Daten basierend wurde 

die Proliferation der Vγ9/Vδ2-T-Zellen quantifiziert. Da ebenfalls gezeigt wurde, daß die 

meisten der Zellen, bei denen es sich nicht um Vγ9/Vδ2-T-Zellen handelte, αβ-T-Zellen 

waren, konnte deren Proliferation ebenfalls mit einer guten Genauigkeit bestimmt wer-

den. 

Zunächst wurde ausschließlich IL-2 als Stimulator in verschiedenen Konzentrationen 

ohne Zusatz von E-23 verwendet (Abbildung 11A, C). Im Konzentrationsbereich von 50-

150 U/ml wurde die Anzahl der αβ-T-Lymphozyten durch IL-2 um einen Faktor von 2 bis 

4 und die Anzahl der Vγ9/Vδ2-T-Lymphozyten innerhalb von sieben Tagen Kultivierung 

um einen Faktor von 6 bis 20 erhöht (Abbildung 11A, C). Bei IL-2-Konzentrationen von 

10 U/ml oder darunter wurde keine signifikante Proliferation von sowohl αβ- als auch 

Vγ9/Vδ2-T-Lymphozyten festgestellt. 

Anschließend wurden die PBMC mit den gleichen IL-2-Konzentrationen unter Zugabe 

von 800 pM E-23 inkubiert. Bei einer IL-2-Konzentration von 0 U/ml, d.h. in Abwesenheit 

von IL-2, hatte die Zugabe von 800 pM E-23 keinen wahrnehmbaren Effekt auf die Proli-

feration von Vγ9/Vδ2-T-Zellen (Abbildung 11B, D). Bei IL-2-Konzentrationen im Bereich 

von ungefähr 5-10 U/ml wurde durch die Zugabe von 800 pM E-23 eine starke Prolifera-

tion von Vγ9/Vδ2-T-Zellen, aber nur eine moderate Proliferation von αβ-T-Zellen erzeugt. 

Bei höheren IL-2-Konzentrationen wurde die Proliferation von Vγ9/Vδ2-T-Zellen weiter 

gesteigert. Man findet beim high responder in Anwesenheit von E-23 eine maximale 

Steigerung bei 100 U/ml IL-2 von 10 000 auf 1.9 Millionen Vγ9/Vδ2-T-Zellen (Abbildung 

11B). Gleichzeitig kam es bei dieser IL-2-Konzentration zu einer Verdopplung der αβ-T-

Lymphozyten. Beim low responder ist unter Zusatz von E-23 der gleiche Trend zu beo-

bachten, insbesondere bei 150 U/ml IL-2, wenn auch weniger deutlich ausgeprägt 

(Abbildung 11D). Beim high responder ist bei 150 U/ml und 800 pM E-23 eine geringere 

Stimulation als bei 100 U/ml und E-23 zu beobachten. 

Um eine Stimulierung der Proliferation von Vγ9/Vδ2-T-Zellen in Abhängigkeit von                   

E-23, seinen Strukturanalogen und anderen Phosphoantigenen zu untersuchen, wurde 
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für IL-2 eine Konzentration gewählt, welche ohne Antigenzusatz keine signifikante Proli-

feration von Vγ9/Vδ2-T-Lymphozyten induziert. Daher wurden die Folgeexperimente mit 

10 U/ml IL-2 durchgeführt. 

 

3.5.3 Zellmengentitration 

Abbildung 12 zeigt den Einfluß der Aussaatzelldichte auf die Vγ9/Vδ2-T-Zell-Proli-

feration in PBMC-Suspensionen. 

 

 

Abbildung 12: Induzierte Proliferation von Vγ9/Vδ2-T-Zellen bei verschiedenen Aussaat-
zelldichten humaner PBMC (Spender SA), die sieben Tage lang in Medi-
um mit 10 U/ml IL-2 inkubiert wurden. Der Anteil der Vγ9/Vδ2-T-Zellen 
wurde durch FACS-Analyse unter Verwendung von CD3- und Vδ2-TCR-
Antikörpern bestimmt. , ohne E-23; ▼, 800 pM E-23; ▲, 4.0 nM E-23. 

 

Bei Aussaatzelldichten von 105 bis 106 PBMC/ml und einer IL-2-Konzentration von 

10 U/ml zusammen mit E-23 (800 pM oder 4.0 nM) erhöhte sich der Anteil der 

Vγ9/Vδ2-T-Zellen (Spender SA) innerhalb von sieben Tagen von 5% auf Werte von 

20-60%. Bei Aussaatzelldichten oberhalb von 1.5⋅106 Zellen/ml war keine signifikante 
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Proliferation weder von αβ- noch von Vγ9/Vδ2-T-Zellen zu beobachten. Aus diesem 

Grund wurden die Folgeexperimente bei Aussaatzelldichten von 500 000 Zellen/ml 

durchgeführt, welche Proliferationswerte nahe dem Maximalwert lieferten. Interes-

santerweise zeigte sich dieser Effekt auch ohne den Zusatz von E-23 nur in Anwe-

senheit von IL-2 (Abbildung 12, Vergrößerung Medium). 

 

3.5.4 Terpenbiosynthese-Intermediate 

Zunächst wurden die bis zum zyklischen Diphosphat 15 bekannten Desoxyxylulo-

sephosphatweg-Intermediate sowie IPP (7) und E-23 im Standardassay (Antigentitra-

tion) getestet.  

 

 
Abbildung 13: Proliferationstests von Desoxyxylulosephosphatweg-Intermediaten. Hu-

mane PBMC wurden sieben Tage lang in Medium mit 10 U/ml IL-2 und 
den Intermediaten 7 sowie 12-15 in Konzentrationen von 25 µM bzw.                   
E-23 mit einer Konzentration von 800 pM inkubiert. 7, IPP; 12, 2C-Methyl-
D-erythritol-4-phosphat; 13, 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol; 14, 
4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol-2-phosphat; 15, 2C-Methyl-D-
erythritol-2,4-cyclodiphosphat. Dunkle Säulen, Spender SA; helle Säulen, 
Spender SH’ (nicht identisch mit Spender SH im Folgenden). 
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Dabei wurden IPP und die Intermediate 12-15 in einer Konzentration von 25 µM so-

wie E-23 mit einer Konzentration von 800 pM eingesetzt. Zur Abschätzung der Aktivi-

tät der getesteten Verbindungen wurde die Proliferation der Vγ9/Vδ2-T-Zellen durch 

eine CD3/Vδ2-TCR-Doppelfärbung bestimmt. 

IPP, welches aus der Literatur als potentes Phosphoantigen bekannt ist (Tanaka et 

al., 1995) lieferte eine Stimulation von 4 bzw. 2% auf 15 bzw. 25% Vγ9/Vδ2-T-Zellen 

(Abbildung 13). Im Gegensatz dazu zeigten die Intermediate 12-15 bei gleicher ver-

wendeter Konzentration keine signifikante Erhöhung des Anteils an Vγ9/Vδ2-T-Zellen 

verglichen mit der Mediumkontrolle ohne Zusatz von Antigen. Das Intermediat E-23 

hingegen zeigte bereits bei der viel geringeren Konzentration von 800 pM eine deut-

lich stärkere Aktivität bezüglich γδ-T-Zellen, welche zu einem Anteil von 75 bzw. 55% 

Vγ9/Vδ2-T-Zellen führte. 

 

3.5.5 Charakterisierung der Rezeptorverhältnisse von Vγ9/Vδ2-T-Zellen 

Eine Charakterisierung der Rezeptorverhältnisse von Vγ9/Vδ2-T-Zellen wurde durch 

Untersuchung der Proliferation von Vγ9/Vδ2-T-Zellen, welche mittels E-23 stimuliert 

wurden, durchgeführt. Dazu wurden Antigentitrationen mit E-23 vorgenommen und 

jeder Konzentrationswert mit unterschiedlichen Antikörperkombinationen angefärbt. 

Abbildung 14 zeigt Doppelfärbungen mit PBMC von Spender SA nach einer sieben-

tägigen Kultivierung mit 10 U/ml IL-2 und 4.0 nM E-23 bzw. ohne Zusatz von E-23. 

Die Proben bei einer Konzentration von 4.0 nM E-23 sind exemplarisch für die übri-

gen Konzentrationen bei einer Stimulation von Vγ9/Vδ2-T-Zellen abgebildet und zei-

gen die maximale Stimulation (Abbildung 14, rechte Spalte). Diejenigen ohne Zusatz 

von E-23 sind als Kontrollexperimente gezeigt (Abbildung 14, linke Spalte). 
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Abbildung 14: Zweidimensionale FACS-Analyse von PBMC (Spender SA) mit verschie-
denen Antikörperkombinationen nach einer siebentägigen Inkubation. 
Linke Seite, Kultivierung mit 10 U/ml IL-2 ohne E-23; rechte Seite, Kulti-
vierung mit 10 U/ml IL-2 und 4.0 nM E-23. A, CD3/TCR-αβ; B, CD3/TCR-
γδ; C, CD3/TCR-Vγ9; D, CD3/TCR-Vδ2; E, TCR-Vγ9/TCR-Vδ2. a und b 
markieren unterschiedliche Populationen von Vγ9/Vδ2-T-Zellen. 
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Die zweidimensionale FACS-Analyse mit Anti-CD3- und Anti-TCR-αβ-monoklonalen 

Antikörpern zeigt, daß sich die Anzahl der CD3+TCR-αβ--Zellen durch Zusatz von E-23 

beträchtlich vergrößert hat (Abbildung 14A, rechte Spalte). Diese Erhöhung kann klar 

mit dem relativen Anstieg der CD3+Vγ9+Vδ2+-T-Zellen erklärt werden, welcher durch 

Färbung mit Anti-CD3-, Anti-TCR-γδ-, Anti-Vγ9- und Anti-Vγδ2-Antikörpern (Abbildung 

14B, C, D) nachgewiesen wurde. Interessanterweise zeigen diese Daten zwei Zellpo-

pulationen mit einem relativ hohen Überschuß der Vδ2-Kette auf den CD3+Vγ9+Vδ2+-T-

Zellen (Abbildung 14B, D, E). Im Gegensatz zu der bimodalen Verteilung der Vδ2-

Kette, zeigt die Vγ9-Kette keine bimodale Verteilung (Abbildung 14C, E). 

Wie in Abbildung 15 gezeigt, sind die EC50-Werte sowohl der Klasse-a- als auch der 

Klasse-b-Zellen im Rahmen der Meßgenauigkeit im gleichen Bereich. 
 

 

Abbildung 15: FACS-Analyse von PMBC (Spender SA), welche mit 10 U/ml IL-2 und 
E-23 wie angegeben sieben Tage lang kultiviert wurden. , CD3+Vδ2+-
Zellen mit einem hohen Vδ2-Anteil (Klasse a); , CD3+Vδ2+-Zellen mit 
einem niedrigen Vδ2-Anteil (Klasse b);▲, alle CD3+Vδ2+-Zellen. 

 

In Abbildung 15 sind die Titrationskurven von Spender SA für beide Vγ9/Vδ2-T-Zell-

Populationen a und b getrennt bzw. als Summe von a und b aufgetragen. Dabei ist 

zu bemerken, daß Population a von einem höheren Wert startet und insgesamt einen 
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geringeren Anstieg als Population b zeigt, welche von einem niedrigeren Ausgangs-

wert beginnt. Das relative Verhältnis von Population a und b variierte nach der sie-

bentägigen Inkubation zum Teil deutlich. Mitunter wurde ein gleicher Anteil an Klasse 

a und Klasse b-Zellen erreicht (Abbildung 15). In der Regel blieb der Anteil der Popu-

lation b-Zellen unter derjenigen von Population a (vgl. Abbildung 14B, D, E). 

 

3.5.6 Vergleich der Populationen bei verschiedenen Spendern 

Die bimodale Verteilung der Vδ2-Kette wurde bei allen acht Spendern und allen ge-

testen Verbindungen (IPP, DMAPP, E-23 und 24-27) gefunden. 

 

 

Abbildung 16:  Vγ9/Vδ2-T-Zellen nach sieben Tagen Kultivierung mit 10 U/ml IL-2. 
Linke Spalte, ohne E-23; rechte Spalte, mit 4.0 nM E-23. A, high res-
ponder (SB); B, medium responder (CW); C, low responder (SH). 
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Exemplarisch für diesen Befund sind drei Spender gezeigt: ein high responder 

(Spender SB), ein medium responder (Spender CW) und ein low responder (Spender 

SH) (Abbildung 16A, B, C). 

 

3.5.7 Vergleich der Populationen bei verschiedenen IL-2-Konzentrationen 

Nachdem die Anwesenheit beider Populationen a und b in Abhängigkeit unterschied-

licher Mengen von E-23 und bei verschiedenen Spendern untersucht wurde, sollte 

geklärt werden, ob die IL-2-Menge einen Einfluß auf das Auftreten bzw. die Vertei-

lung beider Populationen hat. Das wurde anhand der Proliferation von Vγ9/Vδ2-T-

Zellen nach einer siebentägigen Kultivierung von PBMC des Spenders SA gezeigt. 

Das verwendete Medium enthielt unterschiedliche Mengen IL-2 ohne Zusatz von                   

E-23 oder mit 800 pM E-23. Die verwendeten IL-2-Mengen waren 0, 1, 5, 10, 25, 50, 

75, 100 sowie 150 U/ml. In Abbildung 17 sind exemplarisch die drei Konzentrationen 

0, 10 und 100 U/ml gezeigt.  

 

 

Abbildung 17: Induzierte Proliferation von Vγ9/Vδ2-T-Zellen. PBMC von Spender SA 
wurden sieben Tage lang in Medium mit verschiedenen Mengen IL-2 
inkubiert. Linke Spalte, kein IL-2; mittlere Spalte, mit 10 U/ml IL-2; 
rechte Spalte, mit 100 U/ml IL-2. A, ohne E-23; B, mit 800 pM E-23. 
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Bei Inkubation der PBMC ohne Zusatz von IL-2 und E-23 (Abbildung 17A, links) 

konnte nur die Anwesenheit der Population mit einem hohen Vδ2-Anteil nachgewie-

sen werden. Unter Zugabe von 5 bis 50 U/ml IL-2 (vgl. Abbildung 17A, Mitte) wurde 

eine mäßige Proliferation von Vγ9/Vδ2-T-Zellen gefunden, aber kein eindeutiger 

Nachweis für eine bimodale Verteilung der Vδ2-Kette. Bei einer weiteren Erhöhung 

der IL-2-Konzentration wurde zwar eine deutliche Proliferation der Vγ9/Vδ2-T-Lym-

phozyten beobachtet, aber dennoch kein eindeutiger Hinweis auf das Auftreten der 

zweiten Population (vgl. Abbildung 17A, rechts). Bei Stimulation mit E-23 ohne Zu-

satz von IL-2 (Abbildung 17B, links) traten eindeutig beide Populationen auf. Mit 

zunehmender IL-2-Menge nahm sowohl die Proliferation der Vγ9/Vδ2-T-Zellen als 

auch der Bruchteil der Zellen mit niedrigerem Vδ2-Anteil zu (Abbildung 17, Mitte). 

Dieser Trend erreichte bei 10 U/ml sein Maximum. Bei IL-2-Werten von 25 bis                     

75 U/ml konnte Population b noch nachgewiesen werden, bei 100 bis 150 U/ml ist 

diese Population nahezu wieder verschwunden. Es scheint jedoch eine neue Popula-

tion mit einem noch höheren Vδ2-Anteil aufzutauchen (Abbildung 17B, rechts). 

 

3.5.8 Spendertitration zur Bestimmung der EC50-Werte von E-23 

Für den systematischen Vergleich der Proliferation der Vγ9/Vδ2-T-Zellen von ver-

schiedenen Spendern und verschiedenen Analoga von E-23, wurde der Anteil an 

CD3+Vδ2+-Zellen in stimulierten im Vergleich zu unstimulierten PBMC gemessen. 
 

Abbildung 18 zeigt Daten mit PBMC von acht gesunden Spendern, die sieben Tage 

lang mit 10 U/ml IL-2 und verschiedenen Konzentrationen von E-23 kultiviert wurden. 

Der Median EC50-Wert von E-23 ist 70 pM. Der Mittelwert beträgt 90 ± 50 pM. Der 

Anteil der Vγ9/Vδ2-T-Zellen variierte bei der Konzentration, welche maximale Stimu-

lation durch E-23 erzeugt, zwischen 6 und 47% (Abbildung 18). 

Eine high response wurde reproduzierbar mit Zellen von den Spendern SA, SB, TG 

sowie FZ gefunden und eine low response reproduzierbar mit Zellen von den Spen-

dern CH, HH und SH. Dieses Verhalten wurde mit den jeweiligen Spendern innerhalb 

eines Zeitraumes von einigen Monaten beobachtet. Zellen von Spender CW ergaben 

eine intermediate response. Es konnte kein einfacher Zusammenhang zwischen dem 
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Ausmaß der Aktivierung der Proliferation durch E-23 und dem Anteil der Vγ9/Vδ2-T-

Zellen, die ohne E-23 inkubiert wurden, ermittelt werden. 

 

 

Abbildung 18: FACS-Analyse von PMBC (Spender SA), welche mit 10 U/ml IL-2 und 
E-23 wie angegeben sieben Tage lang kultiviert wurden. , Spender 
SA; , Spender CH; ▲, Spender CW; ▼, Spender FZ; , Spender 
HH; ◄, Spender SB; ►, Spender SH; , Spender TG. 

 

D.h. bei einigen Spendern war der Anteil der Vγ9/Vδ2-T-Zellen nach einer Stimulation 

ohne Antigen 0.6%, bei einem anderen 6.7%. Dennoch war der Wert für den Anteil 

der Vγ9/Vδ2-T-Zellen nach der siebentägigen Inkubation mit E-23 kein gleiches Viel-

faches des ursprünglichen Wertes. Dieses Verhalten wurde ebenfalls für IPP, 

DMAPP und die Verbindungen 24-27 gefunden. Die einzelnen Daten, exemplarisch 

für E-23 gezeigt, sind in Tabelle 5 dargestellt. 
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Tabelle 5: Übersicht über den Anteil der Vγ9/Vδ2-T-Zellen nach einer siebentägigen 
Inkubation von PBMC mit 10 U/ml IL-2 ohne E-23, mit E-23 bei maximaler 
Stimulation, die E-23-Konzentration bei maximaler Stimulation, die x-fache 
Stimulation sowie die EC50-Werte der einzelnen Spender mit E-23. 

Spender Vγ9/Vδ2-T-

Zellen 
(kein E-23) 
[% CD3+] 

Vγ9/Vδ2-T-

Zellen 
(max. Stimulation)

[% CD3+] 

x-fachea 
Stimulation 

E-23-
Konzentration 
(max. Stimulation) 

[nM] 

EC50 
[pM] 

SA 4.8 47 10 4.0 39 

SH 1.4 6.1 4 4.0 250 

CH 6.7 10.5 2 0.80 100 

CW 1.4 21 15 0.80 35 

SB 2.8 27 10 4.0 56 

TG 1.8 33.5 18 0.16 18 

HH 2.4 6.9 3 4.0 110 

FZ 0.6 13 21 0.80 83 

a x-fache Stimulation: [% Vγ9/Vδ2-T-Zellen]max. Stimulation : [% Vγ9/Vδ2-T-Zellen]kein E-23 
 

Mit Zellen von Spender SA, war der Anteil der Vγ9/Vδ2-T-Zellen nach einer siebentägi-

gen Kultivierung 4.8% ohne Zusatz von E-23 und 47% mit 4.0 nM E-23. Im Gegensatz 

dazu wurde mit PBMC des Spenders HH ein Anteil von von 2.4% ohne Stimulation mit 

E-23 und ein Wert von 6.9% mit 4.0 nM E-23 Vγ9/Vδ2-T-Zellen erreicht. Die beträchtli-

chen Unterschiede zwischen high und low respondern zeigen sich ebenfalls bei den 

Proliferationsdaten in Abbildung 11. Bei Zellen von Spender SA wurde eine massive 

Proliferation von Vγ9/Vδ2-T-Zellen beobachtet, die mit IL-2 und E-23 stimuliert wurden. 

Hohe Konzentrationen von IL-2 induzierten ebenfalls eine signifikante Proliferation von 

αβ-T-Zellen (Abbildung 11A, B). Mit Zellen von Spender CH war das Ausmaß der 

Vγ9/Vδ2-T-Zell-Stimulierung insgesamt viel weniger ausgeprägt (Abbildung 11C, D). Die 

Proliferation von αβ-T-Zellen war ebenfalls geringer verglichen mit Spender SA. Mit 

PBMC von Spender CH war der Anteil der Vγ9/Vδ2-T-Zellen ohne Zusatz von E-23 

6.7% und 10.5% bei Inkubation mit 800 pM E-23 (Tabelle 5). 
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3.5.9 Spendertitration zur Bestimmung der EC50-Werte von Strukturanalogen 
von E-23 sowie von IPP und DMAPP 

Sowohl verschiedene Isoprenoidbiosynthese-Intermediate als auch Strukturanaloge 

von E-23 wurden in einer vergleichenden Analyse verwendet, wobei PBMC von acht 

gesunden Spendern benutzt wurden. Abbildung 19 zeigt Daten eines high respon-

ders (Spender SB).  

 

 

Abbildung 19: FACS-Analyse von PMBC (Spender SB), die sieben Tage lang mit 10 U/ml 
IL-2 und verschiedenen Phosphoantigenen wie angegeben kultiviert wur-
den. , Isopentenyldiphosphat (IPP, 7); ►, Dimethylallyldiphosphat 
(DMAPP, 8); , (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat (E-23); ▲, 
(E)-1-Hydroxy-3-methyl-but-2-enyl-4-phosphat (24); , (E)-2-Methyl-but-2-
en-1,4-diol (25); ◄, (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-(methylen-diphos-
phonat) (26); ▼, (E)-3-Formyl-but-2-enyl-1-diphosphat (27). 

 

Es ist unschwer zu erkennen, daß E-23 die weitaus aktivste Verbindung unter den 

getesteten Stimulanzien von Vγ9/Vδ2-T-Zellen ist. E-23 ist mindestens 1000-fach 

aktiver als die übrigen Verbindungen. Auch tritt reproduzierbar bei allen Substanzen 

und allen Spendern ein weiterer Effekt auf. Es kommt zu einer Überstimulation, d.h. 
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bei sehr hohen Antigenkonzentrationen, welche höher als die Sättigungs- bzw. Ma-

ximalkonzentration liegen, kommt es zu einem rapiden Abfall des Anteils der 

Vγ9/Vδ2-T-Zellen. Im dargestellten Versuch traf dies für IPP sowie für die Verbindun-

gen 25 und 26 zu.  

Eine Übersicht der für alle Spender und alle Verbindungen ermittelten EC50-Werte 

sowie deren Mediane ist in Tabelle 6 gezeigt. 

 

Tabelle 6: Übersicht über alle für Verbindungen IPP, DMAPP, E-23 und 24-27 ermit-
telten EC50-Werte sowie deren Mediane. 

 EC50 

Spendera Stimulusb 

 IPP DMAPP E-23 24 25 26 27 
 [µM] [nM] [pM] [nM] [µM] [µM] [nM] 

SA (w) 15 160 39 45 9.8 2.2 170 

SH (w) 160 2900 250 64 n.b.c 77 98 

CH (w) 57 n.b. 100 200 130 n.b. 260 

CW (w) 22 39 35 710 31 18 18 

SB (m) 19 1500 56 130 72 5.5 140 

TG (m) 4.6 n.b. 18 25 180 n.b. 41 

HH (m) 240 230 110 400 9.6 3.7 90 

FZ (m) 17 n.b. 83 120 60 n.b. 160 

Median 21 230 70 120 66 5.5 150 

a Geschlecht der Spender. (w), weiblich; (m), männlich 
b IPP, Isopentenyldiphosphat (7); DMAPP, Dimethylallyldiphosphat (8); (E)-1-

Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat (E-23); (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-
enyl-4-phosphat (24); (E)-2-Methyl-but-2-en-1,4-diol (25); (E)-1-Hydroxy-2-met-
hyl-but-2-enyl-4-(methylen-diphosphonat) (26), (E)-3-Formyl-but-2-enyl-1-diphos-
phat (27) 

c n.b., nicht bestimmt 
 

Es fällt auf, daß es einen gewissen Trend einzelner Spender bezüglich der einzelnen 

EC50-Werte gibt. So zeigt beispielsweise Spender TG bei allen getesteten Verbin-
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dungen bis auf Verbindung 25 sehr niedrige EC50-Werte, d.h. deutlich unterhalb des 

jeweiligen Medians. Wohingegen der Spender SH meist höhere EC50-Werte als die 

Mediane zeigte. Es gibt allerdings keinen allgemeinen Trend bei allen Spendern. 

Spender SB repräsentiert am besten die ermittelten Mediane der EC50-Werte, ledig-

lich der EC50-Wert von DMAPP weicht deutlich ab. Die oben gezeigten EC50-Werte, 

die mit Zellen aller Spender erhalten wurden, sind in Abbildung 20 dargestellt. So 

konnte für die Spender teilweise eine große Bandbreite der EC50-Werte bestimmt 

werden. Für einen jeweiligen Spender konnte jedoch eine gute Reproduzierbarkeit 

der EC50-Werte gezeigt werden.  

Wie oben dargestellt, wurde die bimodale Verteilung der Vδ2+-Klasse a und Klasse b 

Vγ9/Vδ2-T-Zellen bei allen Spendern festgestellt (vgl. Abbildung 15, Abbildung 16). 

 

 

Abbildung 20: EC50-Werte von Phosphoantigenen. PMBC verschiedener Spender 
wurden mit 10 U/ml IL-2 und den angegebenen Phosphoantigenen kul-
tiviert. , Spender SA; , Spender SH; , Spender CH; , Spender 
CW; ▲, Spender SB; ; Spender TG; , Spender HH; , Spender FZ. 

 

Für jede einzelne Verbindung streuten die gefundenen EC50-Werte der Zellen von 

verschiedenen Spendern über ungefähr eine Größenordnung. Verbindung E-23, d.h. 



3 ERGEBNISSE 

68 

die direkte Vorstufe von DMAPP und IPP über den alternativen Terpenbiosynthese-

weg, war bei weitem der effektivste Stimulator von Vγ9Vδ2-T-Zellen, wenn nach dem 

EC50-Wert geurteilt wird. Genauer gesagt, die EC50-Werte aller anderen Verbindun-

gen, die hier getestet wurden, lagen um mindestens drei Größenordnungen höher als 

der EC50-Wert von Verbindung E-23 (Tabelle 7). 

 

Tabelle 7: Übersicht über die Median EC50-Werte von acht gesunden Spendern und 
deren relative Effizienz bezüglich E-23. 

 
a die relative Effizienz ist auf einen willkürlichen Wert von 1 für E-23 gesetzt 

 

Einige der Spender zeigten high responses gegenüber allen getesten Verbindungen, 

wenn diese bei einem zehnfachen Wert ihres jeweiligen EC50-Wertes verwendet wurden. 

Für andere Spender wurden low responses oder intermediate responses (Abbildung 21) 
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ermittelt. Die gefundenen EC50-Werte für IPP, DMAPP und Verbindungen E-23 und 24-27 

streuten bei allen Spendern über sechs Größenordnungen (vgl. Tabelle 6). 

 

 

Abbildung 21: Maximale Proliferation von Vγ9/Vδ2-T-Zellen bei den jeweiligen Konzen-
trationen verschiedener Phosphoantigene, welche eine maximale Ant-
wort liefern. PBMC der angegebenen Spender wurden mit 10 U/ml IL-2 
und verschiedenen Phosphoantigenkonzentrationen sieben Tage lang 
inkubiert. , Isopentenyldiphosphat (IPP, 7); , Dimethylallyldiphosphat 
(DMAPP, 8); , (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat (E-23); 

, (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-phosphat (24); , (E)-2-Methyl-
but-2-en-1,4-diol (25); , (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-(methylen-
diphosphonat) (26); ▼, (E)-3-Formyl-but-2-enyl-1-diphosphat (27). 

 

Die maximale Stimulation bezogen auf Vγ9/Vδ2-T-Zellen, die mit verschiedenen Spen-

dern gefunden wurde, ist in Abbildung 21 gezeigt. Dabei fällt auf, daß sich die maxima-

le response einzelner Spender durchaus deutlich bei verschiedenen Substanzen un-

terscheidet. Bei Spender SA fällt dies besonders deutlich auf. (E)-2-Methyl-but-2-en-

1,4-diol (25) zeigt bereits bei sehr geringen Konzentrationen einen Abfall der Aktivie-

rung der Proliferation von Vγ9/Vδ2-T-Zellen. (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-

(methylen-diphosphonat) (26) wurde an einem Tag getestet, an welchem die Amplitu-

den der Proliferation für die getesteten Substanzen höher lagen als bei den übrigen 

dargestellten Verbindungen. Diese Variation in der maximalen Amplitude des Anteils 
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der Vγ9/Vδ2-T-Zellen konnte wiederholt beobachtet werden auch bei anderen Spen-

dern. Dies hatte jedoch keinen prinzipiellen Einfluß auf das high und low responder-

Verhalten der Spender und die EC50-Werte im Rahmen der üblichen Streuung. 

 

3.5.10 Stabilität von E-23 

Die Diphosphatmotive von bestimmten Phosphoantigenen reagieren empfindlich be-

züglich enzymkatalysierter oder nicht-enzymatischer Hydrolyse. Daneben könnte               

E-23 auch durch andere Zersetzungswege wie eine Eliminierung der Diphosphat-

gruppe abgebaut werden. 

 

3.5.10.1 Stabilität von E-23 bei geringer Zelldichte (Standardassaybedingungen) 

Um die Stabilität von E-23 unter den verwendeten Kulturbedingungen (Standardas-

say: 10 U/ml IL-2, 500 000 PBMC/ml) zu testen, wurden 28 µM [1-3H]E-23 Lym-

phozytensuspensionen (Spender SA) in RPMI 1640-Medium Komplett bei 37 °C in-

kubiert und die Konzentrationen von [1-3H]E-23 nach verschiedenen Zeitintervallen 

mittels HPLC aufgezeichnet. Dies wurde unter Verwendung von liquid scintillation 

counting erreicht. Zusätzlich wurden 28 µM [1-3H]E-23-Lösungen mit 10 U/ml IL-2 

ohne Zusatz von PBMC in identischer Weise inkubiert. Dabei wurde bei keiner der 

beiden Meßreihen eine signifikante Zersetzung der radioaktiven Verbindung                     

[1-3H]E-23 innerhalb von 0.5 bis 5 h beobachtet. 

 

3.5.10.2 Stabilität von E-23 bei hoher Zelldichte 

Nachdem sich E-23 als unerwartet stabil unter Standardassaybedingungen gezeigt 

hatte, wurde das gleiche Experiment unter Verwendung einer stark erhöhten Zell-

dichte vorgenommen. Als Ansatzpunkt wurde das Verhältnis von E-23 zu einzelnen 

PBMC verwendet. Bei einer Konzentration von 4.0 nM E-23 liegt das Verhältnis von 

E-23-Molekülen zu PBMC bei den üblicherweise verwendeten Kulturbedingungen 

von 500 000 PBMC/ml bei 5ּ106 E-23/PBMC. Beim Stabilitätsversuch unter Stan-

dardassaybedingungen (siehe 3.5.10.1) lag dieses Verhältnis jedoch bei                     

5ּ1010 E-23/PBMC. Eine Durchführung des Versuches bei Konzentrationen von                   
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4.0 nM E-23 und Zelldichten von 500 000 PBMC/ml ließ sich aufgrund der zu gerin-

gen spezifischen Aktivität von [1-3H]E-23 (84 µCi/µmol) nicht bewerkstelligen. Daher 

wurde der Versuch unter Hochzellbedingungen mit 330ּ106 PBMC/ml durchgeführt. 

In diesem Fall liegt ein Verhältnis von 50ּ106 E-23/PBMC vor. Das entspricht immer-

hin noch dem zehnfachen Wert des üblicherweise verwendeten Verhältnisses. 

In Abbildung 22 wird gezeigt, daß unter diesen extremen Bedingungen die Menge an                     

[1-3H]E-23 abnimmt. Nach einer Stunde (Abbildung 22B) wird für [1-3H]E-23 noch ein 

Anteil von 55% des Anfangswertes (Abbildung 22A) gefunden. Nach weiteren vier 

Stunden Inkubation bei 37 °C sind nur noch 12% von [1-3H]E-23 in der Mischung 

enthalten (Abbildung 22C). 
 

 
Abbildung 22: HPLC-Chromatogramme von [1-3H]E-23, welches mit PBMC                    

(330ּ106/ml) (Spender SA) und 10 U/ml IL-2 in RPMI 1640-Medium 
Komplett bei 37 °C inkubiert wurde. Die Konzentration von [1-3H]E-23 
betrug zu Beginn der Kultivierung 28 µM. A, zu Beginn der Kultivie-
rung; B, nach 1 h; C, nach 5 h. Die Retensionszeit von [1-3H]E-23 ist 
26.5 min. Das Signal von 8 bis 18 min stammt von einer oder mehre-
ren 3H-haltigen Verbindungen unbekannter Struktur. Dieses Signal 
wurde als interner Standard verwendet. 
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3.5.11 ELISA-Analyse der Zytokinsezernierung bei Stimulation von PBMC mit E-23 

Die Analyse der Zytokinsezernierung wurde anhand von ELISA-Messungen vorge-

nommen. Dabei wurden die Überstände von PBMC analysiert, welche durch Kultivie-

rung in RPMI 1640-Medium Komplett mit 10 U/ml IL-2 und E-23 bzw. LPS als Posi-

tivkontrolle erhalten wurden. Als Antigenkonzentrationen wurden kein Antigen (Medi-

umkontrolle), 4.0 nM E-23, 32 pM E-23 und 10 ng/ml LPS verwendet. Die Proben-

nahme erfolgte nach 12 h, 24 h, 48 h und 6.5 Tagen Inkubation. Die Analyse wurde 

für folgende Zytokine vorgenommen IL-1α, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p40, IL-12p70,                    

IL-15, TNF-α und IFN-γ. Tabelle 8 gibt einen Überblick über die mittels ELISA be-

stimmten Zytokine. 

 

Tabelle 8: Übersicht über die Zytokinsezernierung vom PBMC, welche mit 10 U/ml 
IL-2 und zwei verschiedenen Konzentrationen E-23 kultiviert wurden. LPS 
mit 10 U/ml IL-2 wurde als Positivkontrolle verwendet. Die Zytokinsezer-
nierung wurde mittels ELISA-Analyse quantifiziert. 

Zytokin Stimulus 

 kein  4.0 nM E-23 32 pM E-23 10 ng/ml LPS

IL-1α - - - - 

IL-4 - - - - 

IL-6 - + - +++ 

IL-10 + - - +++ 

IL-12p40 - - - - 

IL-12p70 - - - - 

IL-15 - - - - 

TNF-α + ++ + +++ 

IFN-γ + ++++ + ++ 

-, keine meßbare Zytokinproduktion zur Zeit der Probennahmen (12 h, 24 h, 48 h, 
6.5 d) 

+, meßbare Zytokinproduktion zur Zeit der Probennahmen 
 



3 ERGEBNISSE 

73 

Für die Zytokine IL-1α, IL-4, IL-12p40, IL-12p70 und IL-15 konnte kein Nachweis                  

einer Sezernierung unter den gegebenen Bedingungen erbracht werden. Für IL-6 

konnten bei Kultivierung mit 4.0 nM E-23 nur kleine Mengen nachgewiesen werden, 

unter Zusatz von LPS jedoch deutliche Mengen. IL-10 wurde in der unstimulierten 

Probe in geringer Konzentration, sowie in höheren Konzentrationen bei Zugabe von 

LPS gefunden. TNF-α und IFN-γ schließlich wurden ohne Zugabe von Antigen und 

bei Zusatz von 32 pM E-23 in niedriger Konzentration und bei 4.0 nM E-23 sowie 

LPS in größeren Mengen produziert. 

In Abbildung 23 ist der zeitliche Verlauf der Zytokinproduktion nach einer Stimulation 

mit 4.0 nM E-23, 32 pM E-23 sowie 10 ng/ml LPS als Positivkontrolle für TNF-α,                    

IFN-γ, IL-6 und IL-10 gezeigt. 

 

 

Abbildung 23: Zeitlicher Verlauf der Zytokinsezernierung der Zytokine TNF-α, IFN-γ, 
IL-6 und IL-10. 



3 ERGEBNISSE 

74 

Dabei wird sichtbar, daß die TNF-α-Produktion sehr rasch erfolgt. Es werden inner-

halb der ersten 12, 24 bzw. 48 h bei einer Konzentration von 4.0 nM E-23 deutliche 

Mengen von 0.25, 0.32 bzw. 0.37 ng/ml sezerniert, auch wenn die Mengen klar unter 

denen der als Positivkontrolle verwendeten LPS-Probe von 2.5, 0.84 bzw. 0.71 ng/ml 

liegen. Nach 6.5 d ergibt sich ein anderer Befund. So ist die Menge an TNF-α in der 

mit 4.0 nM E-23 stimulierten Probe deutlich auf 1.0 ng/ml gestiegen. In der mit LPS 

stimulierten Probe unterscheidet sich der TNF-α-Spiegel nicht mehr von der Medi-

umkontrolle mit 0.05 ng/ml. Es ist ebenfalls bemerkenswert, daß bei einer Konzentra-

tion, welche eine halbmaximale Proliferation erzeugt, keine deutlich größere TNF-α-

Sezernierung im Vergleich zur Probe ohne Antigen auftritt, d.h. zur nur mit IL-2 sti-

mulierten Probe. Lediglich nach 12 h bzw. 6.5 d findet man mit jeweils 0.069 bzw. 

0.10 ng/ml einen etwa doppelt so hohen Wert als in der Mediumkontrolle. Es fällt auf, 

daß die Sezernierungsprofile von E-23 und LPS grundlegend voneinander abwei-

chen, zumal TNF-α im Kulturmedium nicht stabil ist und wieder abgebaut wird. Bei 

den mit E-23 stimulierten PBMC wird also mit zunehmender Kulturzeit vermehrt                   

TNF-α produziert, wohingegen die sehr große anfängliche Sezernierung in den mit 

LPS stimulierten Proben rasch abnimmt und nach 6.5 d keine signifikante TNF-α-

Produktion mehr vorliegt. 

Bei IFN-γ ist ein gegenteiliger Trend zu beobachten. Eine geringe anfängliche Sezer-

nierung von 0.39 ng/ml bzw. 0.30 ng/ml bei Verwendung von 4.0 nM E-23 nach                  

12 bzw. 24 h wird durch einen deutlichen Anstieg nach 48 h auf 1.2 ng/ml und 

schließlich einen extremen Antieg auf 90 ng/ml IFN-γ nach 6.5 d gefolgt. Bei Zusatz 

von 32 pM E-23 wird nur nach 6.5 d eine merkliche Konzentration an IFN-γ erreicht. 

Die LPS-Kulturen zeigen einen kontinuierlichen Anstieg bis auf 18 ng/ml nach 6.5 d.                    

IFN-γ wird im Gegensatz zu TNF-α in Kultur nicht schnell wieder abgebaut. 

Bei den beiden Zytokinen IL-6 und IL-10 konnten nur bei den mit LPS stimulierten 

Proben deutliche Mengen nachgewiesen werden. Für IL-6 wurden 22 bis 30 ng/ml 

mit leicht ansteigender Tendenz erhalten. IL-10 im Gegensatz dazu wurde in Kon-

zentrationen von 0.33 bis 0.51 ng/ml gefunden, wobei die Werte bei 24 und 48 h eine 

maximale Sezernierung von IL-10 zeigten. Daneben konnte IL-6 nur bei einer Stimu-

lation mit 4.0 nM E-23 und IL-10 nach 6.5 d in Medium ohne Antigen nachgewiesen 

werden. 
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4 DISKUSSION 

4.1 Der alternative Terpenbiosyntheseweg 

Mittels Komplett-Genomvergleich vollständig sequenzierter Organismen (Adam et al., 

2000; Eisenreich et al., 2001; Rohdich et al., 2001) wurde ermittelt, daß die Gene ispG 

(ehemals gcpE) und ispH (ehemals lytB) eine Rolle bei der Bildung von IPP und 

DMAPP aus 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat (15) spielen. Dabei wurde das 

Vorkommen von Genen bei Spezies verglichen, die entweder den alternativen Terpen-

biosyntheseweg oder den Mevalonat-Terpenbiosyntheseweg verwenden. Durch Expe-

rimente mit E. coli-Deletionsmutanten wurde die essentielle Rolle dieser Gene (Campos 

et al., 2001; Altincicek, et al. 2001a; Cunningham et al., 2000; Altincicek et al., 2001b; 

McAteer et al., 2001) bestätigt. 

In neueren Arbeiten mit E. coli-Stämmen, welche Plasmide mit synthetischen Operons 

bestehend aus dem Gen xylB und Genen des Desoxyxylulosephosphat-Weges enthal-

ten, wurde in vivo die Bildung der einzelnen Intermediate des Desoxyxylulosephosphat-

Terpenbiosyntheseweges gezeigt (Hecht  et al., 2001). Dazu wurde 13C-markierte                    

1-Desoxy-D-xylulose an diese Stämme verfüttert, welche in vivo durch das Genprodukt 

des xylB-Gens, die D-Xylulokinase, phosphoryliert und anschließend durch die weiteren 

in der Zelle vorhandenen Genprodukte der Gene ispC, ispD, ispE und ispF in die ent-

sprechenden Intermediate des alternativen Terpenbiosyntheseweges umgesetzt wird. 

Dieses Vorgehen ermöglichte es, die in die Zelle aufgenommene 1-Desoxy-D-xylulose 

sukzessive in 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat (11), 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat 

(12), 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol (13), 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-

erythritol-2-phosphat (14) und 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat (15) umzu-

wandeln. 23 wurde schließlich durch Fütterung von 1-Desoxy-D-xylulose mit einem                    

E. coli-Stamm erhalten, welcher das xylB-Gen und die ispCDEFG-Gene überexprimiert 

(Hecht et al., 2001). Die erhaltenen 13C-markierten Produkte konnten direkt in den Zell-

extrakten mittels NMR-Spektroskopie nachgewiesen werden. 



4 DISKUSSION 

76 

4.1.1 Synthese von E-23 und Strukturanalogen 

Die erfolgreiche Synthese des synthetisch hergestellten E-23 war die Voraussetzung 

für die Zuordnung der Konfiguration des in vivo produzierten [U-13C5]23. Anfängliche 

Versuche ausgehend von Mesaconsäure (Methylfumarsäure) durch verschiedene 

Reduktionsreaktionen mit Lithiumaluminiumhydrid, Natriumborhydrid oder Diboran-

etherat in unterschiedlichen Reaktionsmischungen direkt zur ungesättigten Verbin-

dung zu gelangen, führten nicht zum Ziel. Mit Lithiumaluminiumhydrid kam es zur 

Bildung von Gemischen sowohl gesättigter als auch ungesättigter Verbindungen, 

welche sich nicht in befriedigender Weise trennen ließen (vgl. Duvold et al., 1997).  

Daher wurde die Doppelbindung mittels einer klassischen Wittig-Reaktion ausgehend 

von Hydroxyaceton und dem Ylid von Essigsäureethylester eingeführt. Um Probleme 

durch die Bildung von Nebenprodukten zu vermeiden, wurde eine THP-Schutz-

gruppe zur Deaktivierung der Hydroxygruppe von Hydroxyaceton verwendet. Diese 

Schutzgruppe läßt sich leicht im Sauren abspalten und ist basenstabil. Der Schlüs-

selschritt der Synthese war die Wittigreaktion mit anschließender chromatographi-

scher Isomerentrennung. Versuche der Umesterung des Wittigproduktes zur Ände-

rung des Laufverhaltens und eine Verwendung von auf Silberionen-Komplexierung 

basierender Trennmethoden mit Silicagel waren nicht erfolgreich. Es war jedoch 

möglich, die E/Z-Isomere durch präparative HPLC quantitativ von einander abzutren-

nen. Die Folgeschritte einer Reduktion mit DIBALH und die Bildung des Allylchlorids 

konnten mit sehr guten bis guten Ausbeuten durchgeführt werden. E/Z-Isomeri-

sierungen wurden zu keiner Zeit der Synthese beobachtet. Es wurde lediglich die 

Bildung weiterer ungesättigter Verbindungen im Zuge der DIBALH-Reduktion beo-

bachtet, sofern die Temperatur beim Abstoppen der Reaktion zu hoch war. Die 

Phosphorylierungsreaktion und die Abspaltung der THP-Schutzgruppe konnten als 

Eintopfreaktion durchgeführt werden. Für eine erfolgreiche Reinigung war die quanti-

tative Entfernung der Tetra-n-butylammoniumgruppen des Phosphorylierungsreagen-

zes essentiell (Davisson et al., 1986). Eine Durchführung der Entschützung unter 

NMR-Kontrolle verhinderte eine Abspaltung bzw. Hydrolyse der Diphosphatgruppe 

durch unnötig langes Einwirken eines niedrigen pH-Wertes auf E-23. Durch Lyophili-

sierung konnte die Verbindung E-23 in Reinform gewonnen werden. Es wurde keine 

Zersetzung von E-23 beobachtet. 
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Das E/Z-Verhältnis im Isomerengemisch E/Z-23 unterschied sich von demjenigen der 

Wittigreaktion, da die E-Form durch Reinigung der einzelnen Zwischenstufen ange-

reichert wurde. Allerdings konnte das E/Z-Verhältnis nur von 6:1 auf 7:1 erhöht wer-

den. 

Die Synthese der Strukturanaloga (E)-1-Hydroxy-3-methyl-but-2-enyl-4-phosphat 

(24) und (E)-2-Methyl-but-2-en-1,4-diol (25) konnte durch Abwandlung der beschrie-

benen Synthesestrategie für E-23 durchgeführt werden. Bei der Isolierung des Alko-

hols 25 wurde aufgrund der hohen Wasserlöslichkeit eine Reinigung durch Extraktion 

der abgespaltenen Schutzgruppe in die organische Phase verwirklicht. 

In unserem Arbeitskreis wurde in Zusammenarbeit mit S. Hecht darüberhinaus noch 

eine Synthese von 3H-markiertem 23 entwickelt (Hecht et al., 2002). Diese Synthese 

basiert auf einer Epoxidöffnung von 2-Methyl-2-vinyloxiran mittels Kupfer(II)-chlorid 

zu (E)-4-Chlor-2-methyl-but-2-en-1-al. Dieser Aldehyd wird in vier weiteren Reakti-

onsschritten bei Verwendung von NaBH4 in E-23 bzw. bei einer Reduktion des Alde-

hyds mit NaBH3T in [1-3H]E-23 überführt.  

 

Im Zuge der Entdeckung des neuen Intermediates 23 wurden weitere chemische 

Synthesen publiziert (Ward und Beale, 2002; Wolff et al., 2002; Fox und Poulter, 

2002; Gao et al., 2002; Giner et al., 2002). 

 

4.1.2 Strukturaufklärung des Naturproduktes 1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-
diphosphat (23) 

Die Strukturaufklärung von [U-13C5]1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat                    

([U-13C5]23) wurde mittels eines Vergleichs mit dem synthetisch hergestellten E-23 

durchgeführt. Dabei wurde die Struktur, d.h. insbesondere die Konfiguration der Dop-

pelbindung, von synthetischem E-23 bzw. sämtlicher ungesättigter Synthesevorstu-

fen, mit Hilfe von HMBC- und NOESY-NMR-Experimenten eindeutig zugeordnet (für 

E-23 vgl. Tabelle 3 und Tabelle 4). Die Struktur von in vivo produziertem [U-13C5]23 

konnte zum einen durch Vergleich der chemischen Verschiebungen der 13C-NMR-

Signale per se und zum anderen durch Zutitrieren von synthetischem E-23 zu einem 

Zellextrakt von [U-13C5]23 nachgewiesen werden. Bei diesem Experiment erschienen 

die 13C-NMR-Signale der synthetischen Spezies E-23 als Zentralsignale im 13C-13C-
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gekoppelten Spektrum der in vivo produzierten Verbindung 23. Weiterhin wurde eine 

gereinigte Probe von [U-13C5]23 mit einer E/Z-Mischung von synthetischem E/Z-23 

versetzt. Die anschließende Analyse der 13C-entkoppelten 1H-NMR-Signale zeigte 

einerseits eine Übereinstimmung der Signale von [U-13C5]23 und E-23 sowie ande-

rerseits keinerlei Korrelation der Signale von [U-13C5]23 und Z-23. 

Diese Experimente beweisen direkt, daß die biologisch hergestellte Verbindung 23 

identisch mit (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat (E-23) ist. Die NMR-

Daten des Naturstoffes stimmen mit den Daten des synthetisch hergestellten Materi-

als überein. Damit wurde die Richtigkeit der Struktur gezeigt, welche dem neuen In-

termediat des alternativen Terpenbiosyntheseweges zugeordnet wurde. 

 

4.1.3 Die Reaktion des IspG (GcpE)-Proteins 

Die Bildung von 23 aus 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat (15) konnte in 

vitro durch Zellextrakte aus einem E. coli-Stamm, welcher das ispG-Gen überexpri-

miert, mittels radiochemischer Untersuchungen gezeigt werden (Wolff et al., 2002; 

Rohdich et al., 2003b). Das IspG-Protein trägt drei konservierte Cysteine, welche auf 

das Vorhandensein eines Eisen-Schwefel-Clusters hinweisen (Hecht et al., 2002). 

Dieser konnte durch spektroskopische Untersuchungen nachgewiesen werden (See-

mann et al., 2002; Kollas et al., 2002; Rohdich et al., 2003b). Rekombinantes IspG-

Protein allein, welches als Fusionskonstrukt mit Maltosebindeprotein über Amylose 

gereinigt wurde, konnte das zyklische Diphosphat 15 nicht in die offenkettige 

Verbindung 23 umwandeln. Bei Zugabe eines Zellextraktes einer ispG-

Deletionsmutante konnte jedoch katalytische Aktivität für die Bildung von 23 aus 15 

detektiert werden (Rohdich et al., 2003b). Bei einer Aktivierung durch photoreduzier-

tes 10-Methyl-5-deaza-isoalloxazin wurde für die Umwandlung von 15 in 23 eine Re-

aktionsgeschwindigkeit von 1 nmolּmin-1ּmg-1 gefunden (Rohdich et al., 2003b). In 

Untersuchungen mit gereinigtem IspG-Protein aus Thermus thermophilus (Kollas et 

al., 2002) wurde eine maximale spezifische Aktivität von 0.6 µmolּmin-1ּmg-1 bei                 

pH 7.5 und 55 °C sowie ein kcat-Wert von 0.4 s-1 und ein Km-Wert für 15 von 0.42 mM 

gefunden. 
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In Schema 6 ist ein möglicher Reaktionsmechanismus für die Bildung von 23 aus 15 

gezeigt (Rohdich et al., 2003b). 

Schema 6 

 

Postulierter Reaktionsmechanismus der Bildung von (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-
enyl-4-diphosphat (23) aus 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat (15) (Rohdich 
et al., 2003b). 
 

4.1.4 Die Reaktion des IspH (LytB)-Proteins 

Eine zusätzliche Expression des ispH-Gens erbrachte in vivo die Bildung von sowohl 

IPP als auch DMAPP in einem Verhältnis von 6:1 (Rohdich  et al., 2002; Adam et al., 

2002). In Übereinstimmung mit diesen Befunden wurde in unabhängigen Untersu-

chungen von Zellextrakten einer ispH-Deletionsmutante aus E. coli die Anreicherung 

einer Verbindung gezeigt, die spektroskopisch als 23 beschrieben wurde (Hintz et al., 

2001). Die Bildung von IPP und DMAPP aus 23 konnte zum einen analog der von 

IspG katalysierten Reaktion mit einem Maltosebindeprotein/IspH-Fusionskonstrukt 

mit 10-Methyl-5-deaza-isoalloxazin mit einer Reaktionsgeschwindigkeit von                    

0.4 µmolּmin-1ּmg-1 nachgewiesen werden zum anderen in Gegenwart von Flavo-
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doxin, Flavodoxin Reduktase und NADPH mit einer Reaktionsgeschwindigkeit von                  

3 nmolּmin-1ּmg-1 (Rohdich et al., 2003b). 

In Schema 7 ist ein möglicher Reaktionsmechanismus für die Bildung von IPP (7) 

und DMAPP (8) aus 23 gezeigt (Rohdich et al., 2003b). 
 

Schema 7 

 

Postulierter Reaktionsmechanismus der Bildung von IPP (7) und DMAPP (8) aus (E)-
1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat (23) (Rohdich et al., 2003b). 

 

In unabhängigen Untersuchungen in der Gruppe von Jomaa (Altincicek et al., 2002) 

wurde für gereinigtes IspH-Protein aus Aquifex aeolicus eine maximale spezifische 

Aktivität von 6.6 ± 0.3 µmolּmin-1ּmg-1 bei pH 7.5 und 60 °C sowie ein kcat-Wert von 

3.7 ± 0.2 s-1 und ein Km-Wert für 23 von 590 ± 60 µM gefunden. 

Damit konnte gezeigt werden, daß es sich bei 23 um das letzte Intermediat des                

Desoxyxylulosephosphat-Terpenbiosyntheseweges handelt (Schema 8). 
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Schema 8 

 

Biosynthese von IPP (7) und DMAPP (8) über 1-Desoxy-D-xylulose-5-
phosphat (11). Die gestrichelten Pfeile über idi deuten an, daß ein Isomerisie-
rungsschritt nicht essentiell ist (Hahn et al., 1999). 
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4.2 (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat (E-23) als Stimulator 

von γδ-T-Zellen 

4.2.1 Stimulation der Proliferation von Vγ9/Vδ2-T-Zellen durch E-23 

Der weitaus größte Teil der γδ-T-Zellen im Blut von gesunden Erwachsenen expri-

miert beim Menschen Vγ9/Vδ2-Rezeptoren (Borst et al., 1989; Kabelitz, 1992). Eine 

Vielzahl an Beweisen zeigt, daß sich eine Proliferation dieser Zellen durch verschie-

denste Phosphat- oder Diphosphatester einfacher Alkohole im Zusammenspiel mit 

IL-2 stimulieren läßt (Belmant et al., 2000; Review siehe Espinosa et al., 2001).  

 

In Tabelle 9 ist eine Übersicht einer großen Anzahl unterschiedlicher natürlicher und 

synthetischer Phosphoantigene und deren EC50-Werte gezeigt. Dabei fällt auf, daß 

sich unter den starken Agonisten ausschließlich Di- bzw. Triphosphate befinden, die 

aus fünf Kohlenstoffatomen aufgebaut sind.  

 

Die in früheren Arbeiten aufgeklärten Intermediate des alternativen Terpenbiosynthe-

seweges 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat (12), 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-

erythritol (13), 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol-2-phosphat (14) und 2C-

Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat (15) zeigen in Konzentrationsbereichen, in 

welchen IPP bereits eine deutliche Proliferation humaner Vγ9/Vδ2-T-Zellen induziert, 

keine signifikante Stimulation dieser Lymphozyten (Abbildung 13). Sie stellen damit 

keine Stimulatoren von Vγ9/Vδ2-T-Zellen dar, was in anderen Untersuchungen bes-

tätigt wurde (Feurle et al., 2002).  

Das kürzlich entdeckte Naturprodukt 23, welches als Intermediat in der Isoprenoid-

biosynthese in vielen Bakterienarten und in Pflanzen vorkommt, ist das effektivste 

Phosphoantigen, welches bisher bekannt ist. So konnte für E-23 ein Median EC50-

Wert von 70 pM ermittelt werden (Tabelle 6 und Tabelle 7). Jomaa zeigte für 23, wel-

ches aus Zellextrakten einer ispH-Deletionsmutante von E. coli isoliert wurde, eben-

falls EC50-Werte im picomolaren Bereich (Hintz et al., 2001; Eberl et al., 2002a). 

Eine ähnliche Aktivität wurde zuvor nur für Iodhydrin-diphosphat mit 3-0.5 nM be-

schrieben (Delibero, 1997; vgl. Tabelle 9). 
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Tabelle 9: EC50-Werte nicht-nucleotidischer Phosphoantigene (Espinosa et al., 2001). 

Verbindung Bereich des EC50-Wertes [µM] 
Schwache Agonisten  
Ribose-1-phosphat 1 000-10 000 
sec-Butyl-phosphat* 1 000-5 000 
Phospholactat* 500-5 000 
2,3-Diphosphoglycerat 500-5 000 
Xylose-1-phosphat 500-5 000 
Glycerin-1-phosphat 500-5 000 
Methyl-phosphat* 500-1 000 
Propyl-phosphat* 500-1 000 
Isopropyl-phosphat* 500-1 000 
Phosphoglycolsäure 500-1 000 
Mittlere Agonisten  
β-Hydroxyethyl-phosphat* 100-500 
Isopentenyl-phosphat  50-500 
γ-Butyrolacton-α-diphosphoester 50-500 
Allyl-phosphat  50-500 
Crotyl-phosphat  50-500 
Dimethylallyl-phosphat  50-500 
2-Butanon-1-yl-diphosphat 20-100 
α,γ-Dibromhydrin-triphosphodiester 10-20 
α,γ-Diiodhydrin-triphosphodiester 5-15 
2-Methyl-iodhydrin-diphosphat 5-10 
3-Methyl-3,4-butandiol-1-yl-diphosphat 1-10 
Allyl-diphosphat 1-10 
Crotyl-diphosphat 1-10 
Dimethylallyl-diphosphat 1-10 
Ethyl-diphosphat 1-10 
Isopentenyl-diphosphat 1-10 
Pamidronat 4-8 
Alendronat 0.9 
Ibandronat 1 
Starke Agonisten  
Bromhydrin-triphosphat 0.080-0.150 
Iodhydrin-triphosphat 0.050-0.100 
3,4-Epoxy-3-methyl-1-butyl-diphosphat 0.020-0.080 
3-Formyl-1-butyl-diphosphat 0.005-0.010 
Chlorhydrin-diphosphat 0.050-0.100 
Bromhydrin-diphosphat 0.005-0.020 
Iodhydrin-diphosphat 0.0005-0.003 

* die Aktivitäten wurden mit ungereinigten Produkten aus chemischen Synthe-
sen abgeschätzt 
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Alkylamine wie iso-Butylamin, iso-Amylamin und n-Butylamin, die von verschiedenen 

Humanpathogenen wie Morganella morganii, Salmonella typhimurium und Listeria 

monocytogenes sezerniert werden, aber auch in Pflanzenextrakten vorkommen, 

wurden mit EC50-Werten im millimolaren Bereich mit sehr geringen Bioaktivitäten 

eingestuft (Bukowski et al., 1999). Synthetische Aminobisphosphonate wie Pamidro-

nat, Ibandronat und Alendronat mit EC50-Werten im mikromolaren Bereich haben 

eine starke in vivo-Expansion von Vγ9/Vδ2-T-Zellen gezeigt (Kunzmann et al., 1999). 

 

4.2.2 Entscheidende Strukturparameter von E-23, welche für die biologische 
Aktivität verantwortlich sind 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daß das Ausmaß der Proliferation 

von Vγ9/Vδ2-T-Zellen in Folge einer Phosphoantigenstimulierung einen hohen Grad 

an Strukturspezifität besitzt. So ist beispielsweise das Monophosphat 24 1700 mal 

weniger effizient als Stimulator als das Diphosphat E-23. Der Austausch des ver-

brückenden Sauerstoffatoms des Phosphorsäureanhydridmotivs von E-23 durch eine 

Methylengruppe in Verbindung 26 führt zu einer 79 000-fach niedrigeren Aktivität. 

Besonders interessant ist die Tatsache, daß der EC50-Wert von E-23 um einen Fak-

tor von 3300 höher liegt als derjenige von DMAPP, obwohl sich die beiden Verbin-

dungen lediglich durch eine Hydroxygruppe unterscheiden. Vergleicht man die bei-

den isomeren Verbindungen IPP und DMAPP, die ebenfalls strukturell sehr ähnlich 

sind, zeigt sich ebenfalls ein deutlicher Unterschied. DMAPP ist 100-fach aktiver als 

IPP (Tabelle 7). Das steht im Gegensatz zu den von Tanaka et al. gezeigten EC50-

Werten von DMAPP und IPP, welche sehr ähnliche Aktivitäten für diese beiden Ver-

bindungen beschrieben haben (Tanaka et al., 1995), d.h. für IPP einen EC50-Wert 

von 3 µM und für DMAPP einen EC50-Wert von 10 µM. Beim Vergleich der Mono-

phosphate von IPP und DMAPP geben die Autoren dagegen für Dimethylal-

lylphosphat einen 20-fach höheren EC50-Wert als für Isopentenylphosphat an. 

Phosphoantigene mit chemisch reaktiven Gruppen wie beispielsweise Aldehyde 

wurden als sehr potente Stimulatoren der γδ-T-Zell-Proliferation beschrieben (Bel-

mant et al., 1999). Insbesondere 3-Formyl-1-butyl-diphosphat mit einem beschriebe-

nen EC50-Wert von 5-10 nM wurde als ein besonders effizienter Stimulator darge-

stellt, da die Aldehydgruppe die Bildung einer kovalenten Bindung (Schiffbase) zu 
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Proteinen ermöglichen könnte. In der vorliegenden Arbeit wurden für den struktur-

verwandten Aldehyd 27 EC50-Werte im Bereich von 41-450 nM mit einem Median 

EC50-Wert von 150 nM gefunden. Das entspricht einer 2100-fach geringeren Aktivität 

als für E-23. Erwähnenswert ist, daß die Effizienz beider Aldehyde, 27 und 3-Formyl-

1-butyl-diphosphat, weitaus geringer ist als diejenige von E-23, obwohl E-23 keine 

Schiffbase bilden kann. Entfernt man ausgehend vom Monophosphat 24 nochmals 

eine Phosphatgruppe, findet man für die Aktivität der erhaltenen Spezies 25 eine 

weitere Erniedrigung des EC50-Wertes um drei Größenordnungen. Der Alkohol 25 

zeigt EC50-Werte im Bereich von 9.6-180 µM mit einem Median von 66 µM. Er ist 

damit 1 000 000 mal weniger aktiv als E-23, hat also immer noch einen EC50-Wert in 

der Größenordnung von IPP. 

In Abbildung 24 ist eine Zusammenfassung der Strukturanalyse von E-23 gezeigt. 

 

 

Abbildung 24: Schematische Darstellung der Einflüsse von Strukturänderungen auf 
die Aktivität von Strukturanalogen von E-23. 

 

4.2.3 Reaktivität verschiedener Spender und Rezeptorverhältnisse 

Die Amplitude der Vγ9/Vδ2-T-Zell-Proliferation zeigte eine große Bandbreite bei 

PBMC von verschiedenen Spendern. Bei den Spendern SA, CW, SB und TG erhöhte 

sich die Fraktion der Vδ2+-Zellen unter den CD3+-Zellen von 1-5% auf Werte von                 

20-70%. In Experimenten mit PBMC der Spender SH, CH, HH und FZ war die Reak-
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tion viel weniger ausgeprägt (Abbildung 18 und Abbildung 21). Ein bestimmter Spen-

der zeigte gleichbleibend denselben Reaktionstyp mit PBMC, die über Wochen hin-

weg aus Vollblut isoliert wurden. Die high und low responder Phenotypen könnten 

genetisch bestimmt sein. Es gab keine offensichtliche Beziehung zwischen der Amp-

litude der Proliferationsreaktion, dem EC50-Wert und der Anzahl der Vγ9/Vδ2-T-Zellen 

vor der Stimulation (Tabelle 5). 

Bei der Stimulation mit E-23 und den anderen getesteten Phosphoantigenen wurden 

zwei Populationen CD3+Vδ2+-T-Zellen beobachtet, welche als a und b bezeichnet 

wurden. Diese beiden Populationen wurden mit PBMC aller acht Spender gefunden. 

Klasse a-Zellen mit einem relativ hohen Vδ2-Antigenlevel sind in den unstimulierten 

Zellen aller Spender vorhanden, wohingegen die Population-b-Vγ9/Vδ2-T-Zellen mit 

einer niedrigen Vδ2-Dichte in unstimulierten Zellkulturen selten vorkommen. Beide 

Populationen nahmen bei der Stimulation mit E-23 zu, wobei die relative Zunahme 

bei Zellen der Klasse b ausgeprägter war (Abbildung 15 und Abbildung 16). Interes-

sant ist die Tatsache, daß das Auftreten beider Populationen zum einen an den Zu-

satz von Phosphoantigen und zum anderen an die Menge an zugesetztem IL-2 ge-

koppelt ist (vgl. 3.5.7, Abbildung 17). So wurde bei Versuchen unter den üblichen 

Versuchsbedingungen von 10 U/ml der beschriebene Sachverhalt reproduzierbar 

beobachtet. Bei höheren IL-2-Mengen verschwindet die Population mit dem niedrige-

ren Anteil an Vδ2-Ketten und es zeigt sich eine Population mit einem noch höheren 

Vδ2-Anteil als Population a.  

Sireci et al. (Sireci et al., 2001) interpretierten die bimodale Verteilung der Vδ2 Ex-

pression in stimulierten γδ-T-Zellen als Herunterregulierung des γδ-T-Zell-Rezeptors, 

welche durch Stimulation mit Phosphoantigen herbeigeführt wurde. Es sollte jedoch 

angemerkt werden, daß nur die Vδ2-Ketten die bimodale Verteilung zeigen, wohin-

gegen die Vγ9-Ketten diesen Effekt nicht zeigen. Die Stöchiometrie der CD3-(ε-Kette) 

und Vδ2-Kette unterscheidet sich um einen Faktor von 3 zwischen Klasse a und b. 

Wenn CD3 und Vδ2 direkt auf der Zelloberfläche assoziiert sind, kann im besten Fall 

nur eine der beiden Klassen eine 1:1-Stöchiometrie von Vδ2 und Vγ9 aufweisen.  
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4.2.4 Zytokinsezernierung durch stimulierte Vγ9/Vδ2-T-Zellen 

Untersuchungen zeigen, daß γδ-T-Zellen an der Immunantwort gegen mikrobielle 

Pathogene beteiligt sind, indem sie nach einer Phosphoantigenstimulation Lympho-

kine wie Interferon-γ und Tumornekrosefaktor-α produzieren (Garcia et al., 1997; 

Tsukaguchi et al., 1999). Diese Sezernierung ist hochgradig von der Anwesenheit 

kostimulierender T-Zell-Wachstumsfaktoren abhängig. Dabei ist die Produktion von 

IFN-γ und TNF-α insbesondere bei einer Stimulation mit IL-2 zu beobachten (Sireci et 

al., 1997; Wesch et al., 1997).  

Die Sezernierung TNF-α nach Stimulierung mit hohen Konzentrationen an E-23 er-

folgte rasch und über einen ungewöhnlich langen Zeitraum von einer Woche. IFN-γ 

wurde ebenfalls produziert und offenbar innerhalb einer Woche akkumuliert. 

 

In der Gruppe von Jomaa wurden Untersuchungen mit Zellextrakten von ispH-

Deletionsmutanten, welche 23 enthielten, durchgeführt. Dabei wurde sowohl die 

Hochregulierung der Aktivierungsmarker CD25 (IL-2R α-Kette), CD69 und HLA-DR 

sowie des C-Typ Lektins CD94 auf der Oberfläche von Vγ9/Vδ2-T-Zellen als auch die 

Sezernierung von IFN-γ und TNF-α durch PBMC gefunden (Eberl et al., 2002a). Die-

se Experimente wurden standardmäßig unter Verwendung von IL-2 vorgenommen. 

Später wurden humane PBMC mit gereinigtem 23 unter Kostimulation verschiedener 

Zytokine kultiviert. Dabei wurden IL-15 und IL-21 als Kostimulatoren einer Vγ9/Vδ2-T-

Zell-Proliferation mit 23 beschrieben, in ähnlicher Art und Weise ebenfalls IL-2 und 

IL-7 (Eberl et al., 2002b).  

 

4.2.5 Biologische Relevanz der Ergebnisse 

Es konnte gezeigt werden, daß die Proliferation von Vγ9/Vδ2-T-Zellen durch Zellex-

trakte einer Vielzahl von Bakterien sowohl Gram-positiven als auch Gram-negativen 

stimuliert wird (Jomaa et al., 1999a). Dabei war nicht die Zusammensetzung der Zell-

wand und auch nicht die IPP-Konzentration in den Zellen für eine Stimulation der 

Vγ9/Vδ2-T-Zellen verantwortlich, vielmehr war das Vorhandensein des alternativen 

Terpenbiosyntheseweges ausschlaggebend für eine Aktivierung der Proliferation 

dieser Lymphozyten. In Abbildung 25 sind Untersuchungen mit Zellextrakten ver-
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schiedener Bakterien gezeigt, welche entweder den Desoxyxylulosephosphatweg 

(Desoxyxyluloseweg) oder den Mevalonatweg beschreiten (Jomaa et al., 1999a). 

 

 

Abbildung 25: Selektives Wachstum von γδ-T-Zellen nach einer Inkubation von 
PBMC mit Zellextrakten von Bakterien, die den Desoxyxylulosephos-
phat-Terpenbiosyntheseweg oder den Mevalonat-Biosyntheseweg 
verwenden. Die Ergebnisse zeigen die Anteile in Prozent aller CD3+-
Zellen, welche einen γδ-TCR exprimieren (Jomaa et al., 1999a). 

 

Dabei ist klar zu erkennen, daß die Proliferation von γδ-T-Zellen ausschließlich mit 

Zellextrakten von Bakterien stimuliert wird, die den alternativen Terpenbiosynthese-

weg verwenden. Darüberhinaus wurde gefunden, daß die Menge an IPP in diesen 

Zellextrakten keine entscheidenden Unterschiede in Abhängigkeit des Isoprenoidbio-

syntheseweges zeigt und die gefundenen IPP-Werte jeweils unterhalb einer Konzen-

tration lagen, die signifikante Vγ9/Vδ2-T-Zell-Proliferation induzieren könnten. 
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Seit 1995 sind die vollständigen Genome von etwa 60 humaner bakterieller Patho-

gene sequenziert worden. Ein genomischer Vergleich zeigt, daß Gram-negative Pa-

thogene den Desoxyxylulosephosphat-Terpenbiosyntheseweg beschreiten mit der 

Ausnahme von Borrelia burgdorferi. In der Gram-positiven Pathogengruppe benutzen 

Staphylococcen und Streptococcen den Mevalonat-Biosyntheseweg (Wilding et al., 

2000, vgl. Abbildung 25). Die Genome von Rickettsia prowazekii, Mycoplasma und 

Ureaplasma (Andersson et al., 1998; Fraser et al., 1995; Glass et al., 2000) scheinen 

keine Isoprenoidbiosynthesegene zu besitzen. Der Desoxyxylulosephosphat-Terpen-

biosyntheseweg wurde als einziger Isoprenoidbiosyntheseweg in Plasmodium spp. 

(Jomaa et al., 1999b; Gardner et al., 2002) nachgewiesen, wohingegen bestimmte 

andere pathogene Protozoen, wie beispielsweise Trypanosoma cruzi und Leishma-

nia sp. den Mevalonat-Biosyntheseweg verwenden (Concepcion et al., 1998; Ginger 

et al., 1999). Pilze und Tiere benutzen ausschließlich den Mevalonatweg zur Isopre-

noidbiosynthese.  

Da Tiere ausschließlich den Mevalonatweg für die Terpenbiosynthese verwenden, 

könnte die Gegenwart von Desoxyxylulosephosphatweg-Intermediaten in den Kör-

perflüssigkeiten als molekularer Marker für die Anwesenheit von bestimmten patho-

genen Mikroorganismen sowohl im Gewebe als auch den Körperflüssigkeiten dienen. 

Auf der anderen Seite sollte angemerkt werden, daß DMAPP und IPP ausnahmslos 

in allen Säugetierzellen erzeugt werden. Der EC50-Wert von E-23 und DMAPP unter-

scheidet sich um einen Faktor von etwa 3300, derjenige von IPP sogar um einen 

Faktor von einer Million. Allerdings muß man bedenken, daß die Menge bakterieller 

Biomasse bei Infektionen im Vergleich zur Masse des infizierten Gewebes typi-

scherweise gering ist. Damit ist ein extrem niedriger EC50-Wert Voraussetzung für 

eine effiziente Erkennung pathogener Organismen. 

Bis jetzt ist weder etwas über den Efflux von 23 aus intakten Bakterienzellen noch 

über denjenigen von DMAPP aus intakten humanen Zellen bekannt. Selbst wenn der 

Efflux aus humanen Zellen gering ist, könnte DMAPP in der extrazellulären Flüssig-

keit im Zuge einer Gewebsnekrose aufgrund einer Gewebeschädigung auftreten. 

Kürzlich wurde auch berichtet, daß bestimmte Tumorzellen durch T-Zellen via endo-

gener Mevalonat-Biosynthese-Metaboliten erkannt werden (Gober et al., 2003), da-

bei wird IPP als entscheidende Substanz vorgeschlagen. Wenn die γδ-T-Zell-Antwort 

entweder durch 23 aus infektiösen Bakterien oder durch IPP aus geschädigten oder 
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bösartigen Säugetierzellen stimuliert werden kann, wäre es möglich, daß Phospho-

antigene als Signal für eine Infektion und/oder Zellschädigung dienen. In ähnlicher 

Weise können N-Formylpeptide, welche durch Immunrezeptoren erkannt werden, 

sowohl aus Bakterien als auch aus den Mitochondrien geschädigter Zellen stammen 

(Carp, 1982). 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

Bis in die 1990er Jahre wurde die Biosynthese von Isopentenyldiphosphat und Di-

methylallyldiphosphat über den Mevalonat-Biosyntheseweg erklärt. Erst seit kurzem 

ist bekannt, daß Isopentenyldiphosphat und Dimethylallyldiphosphat auch über                   

1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat gebildet werden können. Kürzlich konnte (E)-1-Hy-

droxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat als ein spätes Intermediat des alternativen 

Terpenbiosyntheseweges identifiziert werden. 

In der vorliegenden Arbeit wurde eine sechsstufige Synthese von (E)-1-Hydroxy-2-

methyl-but-2-enyl-4-diphosphat entwickelt. Die Gesamtausbeute bei Herstellung der 

isomerenreinen Verbindung betrug 38%. Zusätzlich wurden analoge Verbindungen, 

d.h. (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-phosphat und (E)-2-Methyl-but-2-en-1,4-

diol, durch Abwandlung des zuvor erzeugten Synthesekonzepts synthetisch herge-

stellt. Daneben wurde eine E/Z-Mischung von 1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-

diphosphat hergestellt, indem die Synthesesequenz ohne Isomerentrennung des 

durch eine Wittigreaktion erhaltenen E/Z-Gemisches durchgeführt wurde. 

Die E-Konfiguration des durch die enzymatische Funktion des IspG-Proteins erhalte-

nen Naturproduktes wurde durch NMR-Experimente bewiesen. Dazu wurden Zellex-

trakte eines Escherichia coli-Stammes, der die xylB- und ispCDEFG-Gene überexpri-

miert, verwendet. Dieser Stamm wurde mit [U-13C5]1-Desoxy-D-xylulose gefüttert. 

Zellen dieses Stammes wurden entweder direkt mittels NMR-Spektroskopie analy-

siert oder zuvor über Ionenaustauscherchromatographie mittels HPLC gereinigt. Bei 

der 13C-NMR-Analyse wurde ungereinigtes Material mit synthetischem (E)-1-

Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat versetzt; bei der 1H-NMR-Analyse wurde 

eine gereinigte Probe mit dem Isomerengemisch (E/Z)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-en-

yl-4-diphosphat versetzt. Auf diese Weise konnte eindeutig die Struktur des neuen 

Intermediates des Desoxyxylulosephosphat-Terpenbiosyntheseweges nachgewiesen 

werden. 
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Weiterhin wurde die biologische Aktivität von (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-

diphosphat und analoger Substanzen mit immunologischen Methoden untersucht. 

Dabei stellte sich (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat als der bisher po-

tenteste Aktivator der Proliferation von Vγ9/Vδ2-T-Zellen heraus. Die früher aufge-

klärten Intermediate 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat, 4-Diphosphocytidyl-2C-me-

thyl-D-erythritol, 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol-2-phosphat und 2C-

Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat stellen keine Stimulatoren von Vγ9/Vδ2-T-

Zellen dar. 

In Kulturen von PBMC von acht gesunden zufälligen Spendern wurde die Proliferati-

on von CD3+Vδ2+-T-Lymphozyten durch (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphos-

phat mit einem Median EC50-Wert von 70 pM stimuliert, wenn IL-2 (10 U/ml) als Ko-

stimulator zugesetzt wurde. Isopentenyldiphosphat (IPP), Dimethylallyldiphosphat 

(DMAPP) und einige Strukturanaloge von (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-

diphosphat stimulierten ebenfalls die γδ-T-Zell-Proliferation, jedoch bei viel höheren 

Konzentrationen. Die Amplitude der Proliferation varriierte um einen Faktor von un-

gefähr 10 zwischen den Spendern. Alle getesten Phosphoantigene riefen die Prolife-

ration von zwei T-Lymphozytenpopulationen mit ausgesprochen verschiedenen Ver-

hältnissen zwischen den Expressionslevels der Vδ2- und Vγ9-Ketten hervor. 

Die Aktivierung der Proliferation durch Phosphoantigene besitzt eine hohe Struk-

turspezifität. Das konnte durch Vergleich der EC50-Werte von (E)-1-Hydroxy-2-

methyl-but-2-enyl-4-diphosphat mit synthetischen Strukturanaloga von (E)-1-

Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat, nämlich Isopentenyldiphosphat, Dimethy-

lallyldiphosphat, (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-phosphat, (E)-2-Methyl-but-2-

en-1,4-diol, (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-(methylen-diphosphonat) und (E)-3-

Formyl-but-2-enyl-1-diphosphat, gezeigt werden. So wurde ermittelt, daß das 

Diphosphatmotiv insgesamt und die 1-Hydroxygruppe als solche essentiell für die 

hohe Aktivität von (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat sind. 

Es konnte außerdem gezeigt werden, daß TNF-α und INF-γ in Zellkulturen sezerniert 

wurden, die mit (E)-1-Hydroxy-2-methyl-but-2-enyl-4-diphosphat und IL-2 (10 U/ml) 

als Kostimulator inkubiert wurden. 
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