
Dargestellt ist der Stoffwechselfluû von Glycosphingolipiden (GSL) innerhalb einer eukaryontischen
Zelle. Die Biosynthese dieser Verbindungen erfolgt an intrazellulären Membranen des endoplasmati-
schen Reticulums und des Golgi-Apparates. Durch Vesikelfluû erreichen die
Glycolipide die Plasmamembran, wo sie zusammen mit
Glycoproteinen (GP) die Kohlenhydratschicht bilden,
die die Zelloberfläche bedeckt. Hier können
Lectine von benachbarten Zelloberflächen, aber
auch Bakterien und Viren an spezifische Koh-
lenhydrat-Epitope anbinden.

Durch Endocytose erreichen Bausteine der Plasmamembran die Lysosomen, innerhalb derer sie in
ihre Bausteine zerlegt werden. Glycolipid-Einstrom (vi) und maximale Abbaukapazität (Vmax) innerhalb
des Lysosoms sind wesentliche Parameter, die für den Verlauf menschlicher Erbkrankheiten mit Defek-
ten im Sphingolipid-Abbau bestimmend sind. Neben der Neusynthese der Glycolipide können in einem
Recycling-Prozeû die Bausteine wiederverwertet werden, die durch den lysosomalen Abbau entstehen
und ins Cytosol freigesetzt werden.



1. Einleitung

Unser heutiges Wissen über eine Klasse von Naturstoffen,
die als Glycosphingolipide (GSL) bezeichnet werden, geht
zurück auf die zweite Hälfte des vergangenen Jahrhunderts.
Dem deutschen Arzt Tudichum gelang es, durch fraktionie-
rende Kristallisation alkoholischer Hirnextrakte Verbindun-
gen zu isolieren, die neben Zucker und Fettsäure eine
organische Base enthielten, die er als Sphingosin bezeichne-
te[1] und deren Struktur 1947 durch Carter aufgeklärt werden
konnte.[2] Die Isolierung und Bezeichnung weiterer Hirnlipide
wie Ceramid, Sphingomyelin und Cerebrosid gehen ebenfalls
auf Tudichum zurück.[3] Ende der dreiûiger Jahre dieses
Jahrhunderts entdeckte der Kölner Biochemiker Klenk eine
neue Untergruppe saurer Sphingolipide im Hirngewebe von
Patienten, die an amaurotischer Idiotie, einer seltenen
Erbkrankheit, litten. Er bezeichnete diese neuen Verbindun-
gen als Ganglioside und ihre saure Komponente als Neur-
aminsäure.[4] Die Struktur von N-Acetylneuraminsäure, auch
als Sialinsäure[5] oder Lactaminsäure bekannt, wurde 1962
durch Kuhn und Mitarbeiter aufgeklärt.[6] Die erste Struktur-
aufklärung eines Gangliosids, des GM1 (Abbildung 1), gelang
1963 Kuhn und Wiegandt.[7] Doch nicht nur die Strukturauf-
klärung, sondern auch die Untersuchung des Stoffwechsels
von GSL wurde mit Autopsiematerial von Patienten durch-

Abbildung 1. Struktur des Gangliosids GM1, eines häufigen sialinsäure-
haltigen Glycosphingolipids im adulten menschlichen Hirn, das auch als
Rezeptor für das Choleratoxin im Darm fungiert. Heterogenitäten im
Lipidteil sind nicht gekennzeichnet. NeuAc�N-Acetylneuraminsäure
(Sialinsäure); Cer�Ceramid (N-Acylsphingosin); GlcCer�Glucosylcer-
amid.

geführt, die an seltenen Stoffwechseldefekten litten. Bei
diesen Speicherkrankheiten akkumulieren Sphingolipide auf-
grund von Mutationen, die einen Ausfall der für den
lysosomalen Abbau erforderlichen Proteine bewirken. Die
Untersuchung dieser Erbkrankheiten in unserem Labor
führte zur Aufklärung der Tay-Sachs�schen Erkrankung, der
Sandhoff�schen Erkrankung und weiterer Sphingolipidosen
(Abschnitt 6) sowie zu einem neuen Modell der Topologie
von Endocytose und lysosomaler Verdauung (Abschnitt 5.4).
Auch die Funktion von Aktivatorproteinen, die für den
Sphingolipid-Katabolismus erforderlich sind, konnte anhand
von Erbkrankheiten erforscht werden. So führte die Analyse
der AB-Variante der GM2-Gangliosidose zur Entdeckung des
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GM2-Aktivatorproteins (Abschnitt 6.2.4). Die Spezifität der
Sphingolipid-Aktivatorproteine A bis D (SAP-A ± D, auch
Saposine genannt) in vivo konnte erst mit Hilfe der beiden
einzigen bekannten Patienten mit SAP-Vorläufer-Defizienz
(Abschnitt 6.11) nachgewiesen werden.

2. Struktur und Funktion von Sphingolipiden

Die Oberflächen eukaryontischer Zellen sind von einer
Kohlenhydratschicht bedeckt. Diese sogenannte Glycocalix
besteht aus Glycoproteinen, Glycolipiden und Glycosamino-
glycanen. Als Membrananker lipidgebundener Kohlenhydra-
te fungiert in eukaryontischen Zellen weitgehend das Cera-
mid, das in den meisten Sphingolipiden vorkommt.[8±10]

Ceramid selbst besteht aus dem langkettigen Aminoalkohol
d-erythro-Sphingosin, dessen Aminogruppe mit einer Fett-
säure acyliert ist. Neben Ceramid gibt es noch weitere
kohlenhydratfreie Sphingolipide wie das Membranlipid
Sphingomyelin oder die Zwischenprodukte des Sphingoli-
pid-Stoffwechsels wie Sphingosin, Sphinganin oder Sphingo-
sin-1-phosphat.

In der Natur existiert eine Vielzahl von GSL, die sich in
Art, Zahl und Verknüpfung der einzelnen Zuckerbausteine
unterscheiden. Die GSL-Ausstattung eines Organismus ist
artspezifisch. Dabei können die Lipide in wenigen Serien
(Abbildungen 2 und 3) klassifiziert werden, die für entwick-
lungsgeschichtlich verwandte Arten charakteristisch sind.[10]

GSL bilden auf der Zelloberfläche zelltypspezifische Muster
(Abbildung 4), die sich mit dem Differenzierungszustand und
bei viraler oder onkogener Transformation ändern.[11] Die
Heterogenitäten innerhalb dieser Stoffklasse sind jedoch
nicht auf den Kohlenhydratteil beschränkt; auch der Lipid-
anker kann in Alkylkettenlänge, Sättigungs- und Hydroxylie-
rungsgrad variieren.

GSL der Zelloberfläche sind an zelltypspezifischen Adhä-
sionsprozessen beteiligt.[12] Es ist bekannt, daû sie als Bin-

Abbildung 2. Strukturen und Trivialnamen der Glycosphingolipid-Serien
des Säugers, die sich vom Lactosylceramid ableiten.
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Abbildung 3. Strukturen und Trivialnamen der Glycosphingolipid-Serien
des Säugers, die sich vom Galactosylceramid ableiten.

Abbildung 4. Biosynthetische Markierung zellulärer Glycolipide mit
[14C]Galactose.[438] Die Zellen wurden in Kultur mit [14C]Galactose
(2 mCimLÿ1) 48 h markiert, geerntet und extrahiert. Die Glycosphingoli-
pide wurden dünnschichtchromatographisch getrennt und durch Fluoro-
graphie sichtbar gemacht. Bahn 1: Körnerzellen aus dem Kleinhirn der
Maus; Bahn 2: Oligodendrocyten; Bahn 3: Fibroblasten; Bahn 4: Neuro-
blastomzellen (B 104). Die Mobilität von Standardlipiden ist angegeben; zu
den verwendeten Abkürzungen siehe nachfolgende Abbildungen.

dungsstellen für Toxine, Viren[13] und Bakterien[14] fungieren
können. Diese Pathogene profitieren von der engen räum-
lichen Nachbarschaft zwischen spezifischen Kohlenhydrat-
Erkennungsstellen auf der Zelloberfläche und der Plasma-
membran. Zelladhäsionsphänomene dieser Art beruhen auf
einer Bindung des Kohlenhydratteils membranständiger GSL
durch Lectine auûerhalb der Zelle. Auf diesem Prinzip basiert
auch die Bildung von Myelinschichten um die Axone von
Nervenzellen. Hier sind Ganglioside auf der Oberfläche
neuronaler Zellen Liganden für das Myelin-assoziierte Gly-
coprotein (MAG), das sich auf der Oberfläche myelinisieren-
der Gliazellen befindet.[15] Auch Wechselwirkungen von GSL
mit Rezeptoren und Enzymen innerhalb derselben Membran
werden beschrieben und sind möglicherweise von physiolo-
gischer Relevanz.[16] So kann das Gangliosid GM1 den
Rezeptor des Nervenwachstumsfaktors aktivieren[17] und das
Gangliosid GM3 die Tyrosinphosphorylierung des Rezeptors
für den epidermalen Wachstumsfaktor inhibieren.[18]

Durch GSL können viele physiologische Vorgänge beein-
fluût werden, z. B. die Embryogenese, die Differenzierung
neuronaler Zellen und Leukocyten, die Zelladhäsion und die
Signaltransduktion.[19] Auch lipophile Intermediate des GSL-
Stoffwechsels wie Sphingosin, Ceramid und deren phospho-
rylierte Derivate sind als neuartige Signalmoleküle identifi-
ziert worden.[20, 21] Schlieûlich bilden komplexe GSL eine
Schicht auf den anticytosolischen Seiten von Zellmembranen,
die diese vor Abbau und unkontrollierter Membranfusion
schützt.[22, 23] Über die genaue Funktion einzelner Sphingoli-
pide in vivo ist aber wenig bekannt. Zahlreiche Beobachtun-
gen legen nahe, daû sie an biologischen Vorgängen beteiligt
sind, aber in vielen Fällen fehlen eindeutige Beweise für ihre
Funktion. Bei gentechnisch veränderten Mäusen, die infolge
der Inaktivierung von GM2- und GD2-Synthase keine kom-
plexen Ganglioside bilden können, werden nur geringfügige
Störungen im Nervensystem,[24] aber schwere Funktionsstö-
rungen im Testis registriert. Die Hemmung der Biosynthese
der GSL, die sich vom Glucosylceramid ableiten, beeinträch-
tigt die Entwicklung von Fisch-[25] und Mausembryonen
nicht.[26] Hingegen ist die Bildung von Glucosylceramid selbst
für die Embryogenese essentiell : Gentechnisch veränderte
Mäuse, denen die Glucosylceramid-Synthase fehlt, sterben
bereits am 19. Tag ihrer Embryogenese.[27] Galactosylceramid,
Sulfatid und Ganglioside sind für die Myelinfunktion essenti-
ell (Abschnitt 3.1), Ceramide für die Funktion der Haut
(Abschnitt 2.1). Die Konservierung der GSL-Struktur in der
Evolution sowie das Fehlen von Erbkrankheiten, die auf
Störungen ihrer Biosynthese beruhen, weisen darauf hin, daû
auch sie wesentliche Funktionen für den lebenden Orga-
nismus erfüllen.

2.1. Sphingolipide der Haut

Sphingolipide sind für die Funktion der menschlichen Haut
erforderlich, da sie zum Aufbau der Wasserpermeabilitäts-
barriere beitragen.[28, 29] Diese Barriere ist in der Hornschicht
der Epidermis lokalisiert und besteht aus einem dicht ge-
packten System terminal differenzierter Keratinocyten (Cor-
neocyten), die in eine hochorganisierte, multilamellare Lipid-
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matrix aus freien Fettsäuren, Cholesterin und Ceramiden
eingebettet sind. Die daran beteiligten Ceramide unterschei-
den sich in ihren Strukturen von den üblicherweise in GSL
von Wirbeltieren vorkommenden Membranankern in cha-
rakteristischer Weise (Abbildungen 5 und 6). So haben sie
z. B. ungewöhnlich lange Fettsäurereste sowie Sphingoidba-
sen, die an verschiedenen Positionen hydroxyliert sein kön-
nen.[30]

Abbildung 5. Sphingolipide der menschlichen Haut (I): Strukturen der
Ceramide 1 ± 4.[30]

Eine charakteristische Sphingoidbase der Keratinocyten ist
das Phytosphingosin (d-ribo-4-Hydroxysphinganin), das sonst
als Bestandteil der Sphingolipide von Hefen und anderen
niederen Eukaryonten vorkommt. Beim Menschen macht es
etwa 40 % der Sphingoidbasen epidermaler Ceramide aus.[31]

Als Funktion der zusätzlichen freien Hydroxygruppe wird
angenommen, daû durch eine gröûere Zahl an Wasserstoff-
brückenbindungen die Rigidität der interzellulären Lipidag-
gregate erhöht und damit der transepidermale Wasserverlust
vermindert wird.[32] Auch kovalente Bindungen zwischen den
Ceramiden und Proteinen wie Involukrin tragen zur Stabilität
der Haut bei.[33] Die Biosynthese der Sphingolipide in
humanen Keratinocyten ist ungeklärt und wird gegenwärtig
in unserem Arbeitskreis untersucht. Elias und Menon stellten
1991 die Hypothese auf, daû die Ceramide der interzellulären
Lipidlamellen in der epidermalen Hornschicht durch extra-
zellulären Abbau komplexer GSL entstehen.[34] In vivo
werden die Lipidlamellen über ellipsoide Organellen, soge-

Abbildung 6. Sphingolipide der menschlichen Haut (II): Strukturen der
Ceramide 5 ± 7, A und B.[30]

nannte ¹Odland Bodiesª, in den Extrazellulärraum der Horn-
schicht sezerniert. ¹Odland Bodiesª enthalten neben Lipidag-
gregaten eine Ausstattung an lysosomalen Proteinen, die für
den Abbau der Lipidvorstufen verwendet werden könnten.[35]

Durch Untersuchungen an gentechnisch veränderten Mäu-
sen, denen das SAP-Vorläuferprotein (Abschnitt 6.11) fehlt
und die dementsprechend auch eine verminderte Abbaukapa-
zität für Glucosylceramide aufweisen, konnten wir Einzel-
heiten dieses Prozesses aufklären. Demnach wird das Gluco-
sylderivat des Ceramids 1 (Abbildung 5) durch Umesterung
auf die sauren Aminosäureseitenketten von Proteinen über-
tragen und nachfolgend der Glucoserest abgespalten.[445] Es
handelt sich hier um einen Schlüsselschritt für die Bildung
extrazellulärer Lipidaggregate, der bei Landtieren für die
Wasserpermeabliltätsbarriere der Haut essentiell ist. Die
Bedeutung der Sphingolipide für die Hautfunktion wird
wiederum durch eine Erbkrankheit belegt: Bei einem kom-
pletten Ausfall der Glucocerebrosidase bei seltenen Fällen
der Gaucher�schen Erkrankung sterben die Patienten inner-
halb weniger Stunden nach der Geburt an transepidermalem
Wasserverlust.[36] Wegen dieser Bedeutung für die Hautfunk-
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tion sind Ceramide und Ceramid-Ersatzstoffe für die kosme-
tische Industrie interessant.[37] Hinzuweisen ist in diesem
Zusammenhang aber auch auf die Funktion von Ceramid als
Signalmolekül (Abschnitt 5.1), die den Einsatz von Ceramid
selbst für die Hautpflege problematisch erscheinen läût.

2.2. Glycosphingolipide und das Immunsystem

Glycolipide können vom Immunsystem erkannt werden.
Historisch ist die Identifizierung des Forssman-Antigens als
GSL besonders bedeutsam.[38] Einzelne Glycosphingolipide
sind Blutgruppen-Antigene; die Bildung von Autoantikör-
pern gegen Ganglioside wurde als Ursache peripherer Neu-
ropathien bekannt; so werden Anti-GM1- und Anti-GQ1b-
Antikörper als Auslöser des Guillain-Barre-Syndroms ange-
sehen. Aber auch bei anderen Autoimmunerkrankungen
können Anti-Glycolipidantikörper nachgewiesen werden,
beispielsweise gegen Sulfatid beim insulinabhängigen Dia-
betes (Typ 1).[39] Einige Glycolipide spielen eine Rolle als
tumorassoziierte Antigene und bei der Immuntherapie ein-
zelner Krebsformen.[40] a-Konfigurierte Glycolipide wurden
als äuûerst potente Immunstimulatoren beschrieben.[41] Da-
gegen ist die Hemmung der Sphingolipid-Biosynthese durch
den Naturstoff Myriocin (Abschnitt 4.1) mit einer starken
Immunsuppression verbunden.[42] Sphingolipide sind auûer-
dem an Signaltransduktionsprozessen innerhalb des Immun-
systems beteiligt.[43]

3. Biosynthese und intrazelluläre Topologie

3.1. Sphingolipid-Biosynthese

Auf der Zelloberfläche werden GSL-Muster ausgeprägt,
die für einen Zelltyp in einem bestimmten Entwicklungssta-
dium charakteristisch sind. Bei der Biosynthese dieser
Verbindungen, ihrem Abbau und ihrem intrazellulären Trans-
port handelt es sich demnach um koordinierte und aufeinan-
der abgestimmte Prozesse.

Biologische Membranen bestehen aus Lipiddoppelschichten,
wobei die cytosolische und die anticytosolische Schicht unter-
schiedlich zusammengesetzt sein können. Unter den Zellmem-
branen befinden sich GSL und Sphingomyelin am häufigsten
auf der äuûeren Hälfte der Plasmamembran (Abbildung 7).
Da ihre Biosynthese und ihr Abbau in unterschiedlichen
zellulären Organellen erfolgen, werden sie und ihre Vorstufen
auch in intrazellulären Membranen nachgewiesen, die über
Prozesse der Membranfusion mit der Plasmamembran in
Verbindung stehen. Bei den Enzymen, die an der Sphingoli-
pid-Biosynthese beteiligt sind, handelt es sich um membran-
gebundene Proteine. Über ihre Struktur, katalytische Mecha-
nismen, Biosynthese und Regulation ist wenig bekannt.

Die De-novo-Biosynthese von GSL[44] (Abbildung 8) findet
in den gleichen intrazellulären Kompartimenten statt wie die
Biosynthese der Glycoproteine. Sie ist an den intrazellulären
vesikulären Transport der wachsenden Lipidmoleküle gekop-
pelt, der über die Zisternen des Golgi-Apparates zur Plasma-
membran führt. Sie beginnt mit der Bildung von Ceramid an

Abbildung 7. Intrazellulärer Stoffwechselfluû der Sphingolipide. GSL�
Glycosphingolipid; GP�Glycoprotein; vi�Einstromgeschwindigkeit des
Substrats in das Lysosom (Näheres siehe Text).

den Membranen des endoplasmatischen Reticulums (ER).
Die Kondensation der Aminosäure l-Serin mit einer Coen-
zym-A-aktivierten Fettsäure zu 3-Ketosphinganin wird von
der Serin-Palmitoyltransferase (SPT) katalysiert.[45±47] Die
SPT ist ein Pyridoxalphosphat(PLP)-abhängiges Enzym und
mechanistisch mit der Aminolävulinat-Synthase verwandt;
diese katalysiert die Einstiegsreaktion in die Häm-Biosyn-
these (siehe Lit. [100]). Die SPT hat eine geringere Aktivität
als die folgenden Enzyme der Ceramid-Biosynthese und
katalysiert den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dieses
Stoffwechselweges. Sie bevorzugt Fettsäure-Coenzym-A-
Ester mit einer Kettenlänge von 16 C-Atomen, so daû
langkettige Basen mit einer C18-Kette entstehen. Die SPT ist
das einzige Enzym der Ceramid-Biosynthese, für das Se-
quenzdaten aus Hefe[48, 49] und Mensch[50] vorliegen. In der
nachfolgenden NADPH-abhängigen Reaktion wird 3-Keto-
sphinganin durch die 3-Ketosphinganin-Reduktase zu d-
erythro-Sphinganin reduziert.[46] Anschlieûend acyliert die
Sphinganin-N-Acyltransferase Sphinganin zu Dihydrocer-
amid.[51, 52] Dieses Enzym[53] läût eine Selektivität für Coen-
zym-A-aktivierte Stearinsäure erkennen und ist in der Lage,
Sphingosin zu acylieren, das im ¹salvage pathwayª beim
Sphingolipid-Abbau anfällt.[54]

Es wird auch berichtet, daû das Enzym nach Stimulierung
durch den Plättchen-aktivierenden Faktor Sphingosin acety-
liert.[55] Dihydroceramid wird von der Dihydroceramid-De-
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Abbildung 8. Ceramid-Biosynthese. Die Bildung von Ceramid findet auf
der cytosolischen Membranseite des endoplasmatischen Reticulums
statt.[44]

saturase zu Ceramid dehydriert.[56±58] Die Reihenfolge von
Acylierung und Einführung der Doppelbindung war lange
Zeit umstritten, es gilt heute jedoch als sicher, daû Dihydro-
ceramid und nicht Sphinganin desaturiert wird. Sphingosin,
die Stammverbindung der Sphingolipide, ist also kein Inter-
mediat der Sphingolipid-Biosynthese, sondern wird während
des Sphingolipid-Abbaus gebildet. Die Biosynthese von
Phytosphingosin-haltigen Ceramiden ist ungeklärt; es konnte
jedoch das Gen charakterisiert werden, das in Hefe für die
Biosynthese dieser Strukturen verantwortlich ist.[59]

Ceramid ist die gemeinsame Vorstufe von GSL und
Sphingomyelin. Bei GSL von Wirbeltieren ist ein Glucose-
oder Galactoserest b-glycosidisch mit der 1-Position von
Ceramid verbunden. Die Glycosyltransferasen, die den Auf-
bau dieser Verbindungen katalysieren, übertragen einzelne
Nucleotid-aktivierte Zucker auf Ceramid. Die Galactosylie-
rung von Ceramid,[60] die zur Bildung von Glycolipiden der
gala-Serie führt, findet vorwiegend in den Oligodendrocyten
des Gehirns sowie in den Nieren statt. Galactosylceramid
(GalCer) und Sulfatid (GalCer-3-sulfat) treten in hohen
Konzentrationen in den multilamellaren Schichten von Mye-
lin auf, das die Axone von Nervenzellen umgibt.[61] Knockout-
Mäuse, bei denen das Gen der Ceramid-Galactosyltransferase
inaktiviert wurde und die demzufolge kein Galactosylceramid
und kein Sulfatid bilden können, sind dennoch in der Lage,

Myelin mit weitgehend normaler Struktur aufzubauen. An-
stelle des fehlenden GalCer bauen sie ein im Fettsäureanteil
hydroxyliertes Glucosylceramid (GlcCer) in ihr Myelin ein.
Die Stabilität und die Funktion dieser Myelinschichten sind
allerdings stark eingeschränkt.[62, 63] Die Reaktion der 3'-OH-
Gruppe im Galactoserest von GalCer mit als PAPS
(3'Phosphoadenosin-5'-phosphosulfat) aktiviertem Sulfat lie-
fert Sulfatid.[64]

Die Biosynthese der meisten GSL von Wirbeltieren er-
fordert nicht die Galactosylierung, sondern die Glucosylie-
rung von Ceramid. Die GlcCer-Synthase konnte kürzlich aus
Rattenleber isoliert[65] und die komplementäre DNA (cDNA)
des humanen Proteins kloniert[66] werden. Sie überträgt einen
Glucoserest von UDP-Glucose auf Ceramid. Die Fettsäuren,
die in GlcCer und GalCer gefunden werden, unterscheiden
sich in Länge und Hydroxylierungsgrad, was auf die unter-
schiedlichen Zelltypen zurückgeführt werden kann, in denen
diese Strukturen gebildet werden.[9] Obwohl die GlcCer- und
die GalCer-Synthase ähnliche Reaktionen katalysieren, be-
steht keine Sequenzhomologie zwischen den cDNAs, die
diese Enzyme codieren.[67] Knockout-Mäuse, denen die
GlcCer-Synthase und damit die Mehrzahl der komplexen
GSL fehlt, sind nicht lebensfähig und sterben bereits während
der Embryogenese.[27] Dieser Befund weist auf lebenswichtige
Funktionen der Glycolipide bei der Morphogenese und
Embryogenese hin. Lactosylceramid, die gemeinsame Vor-
stufe von fünf GSL-Serien in Wirbeltieren, wird durch die
Wirkung der Galactosyltransferase I gebildet, die einen
Galactoserest von UDP-Galactose auf Glucosylceramid über-
trägt. Dieses Enzym konnte kürzlich aus Rattenhirn gereinigt
und kloniert werden.[68]

Ceramid ist auch eine Vorstufe von Sphingomyelin, einem
strukturellen Bestandteil der Plasmamembran. Es ist ein
1-Ceramid-phosphocholin und kommt vorwiegend in der
Plasmamembran vor und dort hauptsächlich in der nach
auûen gewandten Schicht. Der Sphingomyelin-Gehalt von
Plasmamembranen hängt vom Zelltyp ab und kann 25 %
erreichen. Sphingomyelin unterscheidet sich von den Glyce-
rolipiden wie Phosphatidylcholin durch eine höhere Schmelz-
temperatur. Der Grund dafür liegt zum einen im hohen Anteil
gesättigter Fettsäureseitenketten, zum anderen im Auftreten
intermolekularer Wasserstoffbrückenbindungen zwischen der
3-OH-Gruppe und dem Amid-N-Atom. Die Biosynthese von
Sphingomyelin geschieht durch Übertragung der Phosphoryl-
cholin-Kopfgruppe von Phosphatidylcholin auf Ceramid. Da-
bei entsteht Diacylglycerin, ein Aktivator der Proteinkina-
se C und der Bildung sekretorischer Vesikel am Golgi-
Apparat.[69] Die Bildungsweise des Sphingomyelins legt eine
enge Kopplung von Sphingolipid- und Glycerolipid-Stoff-
wechsel nahe. Tatsächlich wird in vielen biologischen Mem-
branen eine inverse Korrelation der Anteile an Sphingomye-
lin und Phosphatidylcholin beobachtet.

3.2. Topologie

Zur Topologie der Sphingolipid-Biosynthese existieren
teilweise widersprüchliche experimentelle Befunde. Die ver-
mutlich wesentlichen Transportwege werden hier wiederge-
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geben. Demnach werden die ersten vier Schritte der Sphin-
golipid-Biosynthese, die zur Bildung von Ceramid führen, von
membrangebundenen Enzymen auf der cytosolischen Seite
des endoplasmatischen Reticulums (ER) katalysiert.[70, 71] Da
die Bildung von Glucosylceramid auf der cytosolischen Seite
des Golgi-Apparates oder eines Prä-Golgi-Kompartiments
verläuft,[72, 73] muû Ceramid und zum Teil auch Dihydrocer-
amid vom ER zum Golgi-Apparat transportiert werden. Dies
kann entweder durch Vesikelfluû oder durch einen protein-
vermittelten Transport geschehen. Zumindest in CHO-Zellen
(CHO� chinese hamster ovary) scheint
auch ein direkter Transportweg zu existie-
ren, bei dem Glucosylceramid von der
cytosolischen Seite des Golgi-Apparates
aus die Plasmamembran erreichen kann.[74]

Der nächste Zuckerrest wird auf der lumi-
nalen Seite des Golgi-Apparates eingeführt
unter Bildung von Lactosylceramid.[75] Dies
impliziert eine Membrantranslokation von
Glucosylceramid, die durch ein Protein,
eine noch nicht charakterisierte ¹Flip-
paseª,[76] vermittelt sein könnte. Höhere
Ganglioside werden dann auf der luminalen
Seite des Golgi-Apparates synthetisiert.[77]

Infolgedessen sind die Glycanketten der
membrangebundenen GSL anticytosolisch
orientiert. Diese Orientierung ist der Situa-
tion auf der Plasmamembran topologisch
äquivalent, bei der die Kohlenhydratreste
komplexer Glycolipide in den Extrazellu-
lärraum ragen.

Ein Groûteil des Sphingomyelins wird auf
der luminalen Seite des Golgi-Komparti-
ments gebildet,[78] aber auch andere Synthe-
seorte kommen in Frage.[79] Diese erfordern
einen zusätzlichen Membrantranslokations-
schritt auf der Stufe von Ceramid. Die
Bildung von Galactosylceramid mit hydro-
xylierten Fettsäuren in der Seitenkette scheint auf der
luminalen Seite der ER-Membran abzulaufen, während
nichthydroxylierte GalCer-Spezies auf der cytosolischen Seite
des cis-Golgi gebildet werden.[80] Die Biosynthesen von
Sulfatid[81] und Digalactosylceramid[80] finden im Lumen des
Golgi-Apparates statt.

3.3. Die Biosynthese komplexer Ganglioside

Ganglioside sind saure Glycolipide der ganglio- oder der
lacto-Serie,[9] die eine oder mehrere Sialinsäuren enthalten.
Besonders häufig sind Ganglioside der ganglio-Serie auf der
Oberfläche von Nervenzellen.[82] Ihre Biosynthese wird hier
kurz zusammengefaût. In Gangliosiden, aber auch in Glyco-
proteinen sind Sialinsäuren nur in a-glycosidischer Verknüp-
fung vorhanden. Dagegen können die meisten anderen Zuk-
ker in Glycokonjugaten sowohl in der a- als auch in der b-
Konfiguration vorliegen. Diesen Befund haben wir in einer
Hypothese mit der Spezifität von Sialyltransferasen korre-
liert, die als Glycosyldonor nur Nucleosidmonophosphat-

aktivierte Zucker wie CMP-NeuAc und keine Nucleosiddi-
phosphat-aktivierten Zucker verwenden.[83]

Mit Ausnahme von GM4 leiten sich Ganglioside strukturell
und biosynthetisch vom Lactosylceramid ab. Durch mem-
brangebundene Glycosyltransferasen werden im Golgi-Ap-
parat schrittweise weitere Zuckerreste einschlieûlich der
Sialinsäure auf die Glycankette übertragen. Lactosylceramid
und seine sialylierten Derivate GM3, GD3 und GT3 sind
Vorstufen komplexer Ganglioside der 0-, a-, b- und c-Serien
(Abbildung 9). Ganglioside der c-Serie werden in mensch-

lichen Geweben nur in Spuren nachgewiesen. Die schrittweise
Glycosylierung dieser Vorstufen wird überraschenderweise
durch wenige recht unspezifische Glycosyltransferasen kata-
lysiert. Wir konnten in enzymkinetischen Versuchen nach-
weisen, daû diese Enzyme die entsprechenden Zucker auf
verschiedene Glycosylacceptoren übertragen, die sich durch
die Zahl der an die innere Galactose gebundenen Sialinsäuren
unterscheiden.[84±86] Aus Experimenten in vitro geht hervor,
daû die Sialyltransferasen I und II eine sehr viel höhere
Spezifität für ihre Glycolipidsubstrate aufweisen als die
Sialyltransferasen IV und V sowie die Gal-II- und GalNAc-
Transferase. Da die cDNAs für die GD3- und die GT3-
Synthase identisch sind, wurde angenommen, daû sowohl
GD3 als auch GT3 beim Menschen vom selben Enzym
biosynthetisiert werden können.[87]

Die Verteilung von Glycosyltransferasen innerhalb der
Zisternen des Golgi-Apparates wurde mit Inhibitoren des
vesikulären Membranflusses untersucht. Monensin, ein kat-
ionischer Ionophor, verhindert den vesikulären Membranfluû
zwischen proximalen und distalen Golgi-Zisternen und führt
zu einer verstärkten biosynthetischen Galactosemarkierung

Abbildung 9. Biosyntheseschema komplexer Ganglioside[44] unter Berücksichtigung von
Lit. [439]. Die Reaktionsschritte werden von membranständigen Glycosyltransferasen im
Lumen des Golgi-Apparates katalysiert.
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von GlcCer, LacCer, GM3, GD3 und GM2, während die
Markierung komplexerer Ganglioside herabgesetzt ist. Die
Zugabe von Brefeldin A, das eine Fusion von ER vorwiegend
mit Teilen des cis- und des medialen Golgi bewirkt, führt zu
einer reduzierten Markierung der Ganglioside GM1a, GD1a,
GD1b, GT1b und GQ1b sowie in abgeschwächter Form auch
von Sphingomyelin.[88] Obwohl Glycosyltransferase-Aktivitä-
ten oft in mehreren Golgi-Subkompartimenten nachgewiesen
wurden,[89] sprechen die vorliegenden Daten dafür, daû die
Vorläufermoleküle GM3 und GD3 in frühen Golgi-Kompar-
timenten gebildet werden und die komplexen Ganglioside
überwiegend im trans-Golgi-Netzwerk.[90] Neben der De-novo-
Biosynthese können GSL auch in Salvage-Prozessen entste-
hen, bei denen Monosaccharide und insbesondere Sphingosin
aus dem GSL-Abbau wiederverwendet werden.[91, 92]

3.4. Regulation

Die Aufrechterhaltung stabiler GSL-Muster auf individuellen
Zelloberflächen erfordert eine genaue Kontrolle von GSL-
Biosynthese, -Abbau und intrazellulärem Transport. Da nicht
nur der regulierte Sphingomyelin-Abbau, sondern auch eine
vermehrte Biosynthese von Ceramid für zelluläre Antworten
verantwortlich gemacht wird,[93, 94] kommt der Regulation dieses
Stoffwechselweges eine besondere Bedeutung zu. Allerdings
gibt es bisher nur wenige Anhaltspunkte für die Regulations-
mechanismen beim GSL-Stoffwechsel und -Transport. Die SPT
scheint der erste Kontrollpunkt bei der Sphingolipid-Bildung
zu sein. Die Enzymaktivität korreliert mit den relativen
Anteilen von Sphingolipiden, die in verschiedenen Geweben
ermittelt werden.[95] Da Sphingosin die SPT-Aktivität in
kultivierten Nervenzellen verringert, scheint eine Autoregu-
lation des Enzyms vorzuliegen.[121] Auch das Entfernen von
Hautlipiden führt zu einem Ansteigen der SPT-Aktivität.[96]

Im Verlauf von Ontogenese und Zelltransformation wird
eine Korrelation zwischen GSL-Expression und der Aktivität
der Glycosyltransferasen, die zu deren Synthese führen,
registriert. Dementsprechend scheint die Kontrolle von
Glycosyltransferasen, etwa auf Transkriptionsebene, ein we-
sentlicher Regulationspunkt zu sein (Übersicht: Lit. [44]). Da
die meisten Glycosyltransferasen während der letzten Jahre
kloniert wurden,[97, 98] ist zu erwarten, daû die Information
zum Verständnis der Kontrolle auf Transkriptionsebene im
Laufe der nächsten Jahre verfügbar sein wird. Neben der
Regulation auf genomischer Ebene gibt es auch einige
Hinweise auf epigenetische Regulationsmechanismen. Die
Feedback-Kontrolle verschiedener Glycosyltransferasen
durch ihr entsprechendes Reaktionsprodukt oder durch ein
Endprodukt der entsprechenden GSL-Serie wurde zumindest
in vitro nachgewiesen;[44] ebenso kann ihr Phosphorylierungs-
status sowie der pH-Wert der Umgebung[99] die Aktivität der
Glycosyltransferasen beeinflussen.

4. Inhibitoren der Sphingolipid-Biosynthese

Niedermolekulare Inhibitoren der Sphingolipid-Biosynthe-
se[100] (Abbildung 10) wurden aus natürlichen Quellen isoliert

Abbildung 10. Fluûschema und Inhibitoren der Sphingolipid-Biosynthese
(modifiziert nach Lit. [100]). IPC� Inositphosphorylceramid; N-Bu-
DNJ�N-Butyldesoxynojirimycin; N-Bu-DGNJ�N-Butyldesoxygalacto-
nojirimycin; PDMP� 1-Phenyl-2-decanoylamino-3-morpholinopropan-1-
ol.

oder chemisch synthetisiert. Die meisten von ihnen wirken
auf einer frühen Stufe der Biosynthese und haben eine
lipidähnliche Struktur. Diese Inhibitoren haben eine gröûere
Membranpermeabilität als solche auf Kohlenhydratbasis.
Zusammen mit Inhibitoren des Sphingolipid-Abbaus (Ab-
schnitt 5.2) sind sie wertvolle Werkzeuge zur Untersuchung
der Stoffwechselwege. Aus mehreren Gründen besteht Inter-
esse und Bedarf an niedermolekularen Inhibitoren, die einen
bestimmten Schritt der Sphingolipid-Biosynthese spezifisch
hemmen:[100] Ein mögliches Anwendungsgebiet ist die Analy-
se der GSL-Funktion durch Ausschaltexperimente.[101] Die
Unterbrechung der Sphingolipid-Biosynthese auf einer be-
stimmten Stufe kann dabei entweder durch Inhibitoren oder
durch die Herstellung mutanter Zellen oder Tiere erreicht
werden, denen ein bestimmtes Biosynthese-Enzym fehlt.[102]

Dieser Ansatz hat einen zweifachen Effekt: Zum einen
verarmt die Zelle oder der Organismus an Metaboliten
stromabwärts des gehemmten bzw. mutierten Enzyms. Zum
anderen können Stoffwechselprodukte stromaufwärts des
blockierten Schrittes akkumulieren, wodurch Untersuchun-
gen zu deren biologischer Funktion ermöglicht werden.
Verbindungen wie Myriocin oder 1-Phenyl-2-decanoylami-
no-3-morpholinylpropan-1-ol (PDMP) haben auch als Werk-
zeuge zur Untersuchung des Zellzyklus Bedeutung er-
langt.[103]

Membrangängige Inhibitoren der Sphingolipid-Biosynthe-
se sind als Wirkstoffe ebenfalls interessant.[100] So ist Myriocin,
ein Inhibitor der Serin-Palmitoyltransferase, eines der po-
tentesten Immunsuppressiva.[42] Da die Kohlenhydratstruktu-
ren der Glycolipide Bindungsstellen für Bakterien, Viren und
Toxine bilden (Abschnitt 2), besteht prinzipiell die Möglich-
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keit, durch Hemmung ihrer Synthese präventiv gegen Krank-
heiten vorzugehen, die durch diese Pathogene verursacht
werden. Eine Alternative dazu bietet die Hemmung der
Biosynthese von Sialinsäure, einem häufigen Bestandteil der
Erkennungsstellen. Auch die Metastasierung von Krebs
könnte dadurch günstig beeinfluût werden.[104] Neben der
Sphingolipid-Biosynthese des Wirtes kann auch die der
Parasiten gehemmt werden, sofern diese Sphingolipide zum
Überleben oder zur Vermehrung benötigen. Dieser Ansatz
wurde als neuartiges Prinzip zur Behandlung von Pilzinfek-
tionen[100, 105] und Malaria vorgeschlagen.[106, 107]

Von besonderer Bedeutung ist die Hemmung der Biosyn-
these auch für die Behandlung von Sphingolipidosen (Ab-
schnitt 6.14.3), wie von Radin postuliert[108] und durch Platt
et al.[431] experimentell nachgewiesen werden konnte (Ab-
schnitt 6.14.3). Mit geeigneten Inhibitoren könnte auch die
Funktion der lateralen Aggregation von Sphingolipiden in
Zellmembranen analysiert werden. Diese führt zur Bildung
von Mikrodomänen,[109] die unter anderem für den intrazel-
lulären Transport GPI-verankerter Proteine verantwortlich
gemacht werden (GPI�Glycosylphosphatidylinosit).[110]

4.1. Inhibitoren der Serin-Palmitoyltransferase

Die SPT wird durch Suizidinhibitoren PLP-abhängiger
Enzyme gehemmt (Abbildung 11), die gegen die Serinbin-
dungsstelle gerichtet sind. Dazu gehören l-Cycloserin[111, 112]

sowie b-Chlor- und b-Fluoralanin.[113] Die besonders hohen
SPT-Aktivitäten in humanen Keratinocyten werden durch l-
Cycloserin und b-Chloralanin mit IC50-Werten von 3.0 mm bzw.
25 mm gehemmt.[114]

Die Sphingofungine sind den Sphingolipiden strukturell
ähnlich und wurden als Substanzen mit fungizider, aber ohne
antibakterielle Aktivität aus einer Kultur von Aspergillus
fumigatus isoliert. Sphingofungin B verringert den Einbau
von [3H]Inosit in die Sphingolipide der Hefe (IC50� 8 nm).[115]

Dies führt zu Wachstumshemmung und Zelltod. Die Wirkung
von Sphingofungin kann durch Phytosphingosin, nicht aber
durch Sphingosin aufgehoben werden. Dies ist zu erwarten,
da Sphingolipide der Hefe Phytosphingosin statt Sphingosin
als häufigste langkettige Base enthalten. Sphingofungine
hemmen die SPT kompetitiv bezogen auf Serin.[115] Die
Sphingofungine E und F wurden aus Paecilomyces variotii
isoliert.[116]

Ein weiteres strukturelles Analogon des Sphingoid-Rück-
grats ist das Myriocin. Es hemmt die Biosynthese von
Ceramid und die der beiden häufigsten GSL in Hefe, Inosit-
phosphorylceramid (IPC) und Mannosyl-IPC (MIPC).[117]

Gleichzeitig verringert es die Transportgeschwindigkeit
GPI-verankerter Proteine zum Golgi-Apparat und die Re-
modellierungsreaktion des GPI-Ankers zu ceramidhaltigen
Strukturen. Der SPT-Inhibitor Myriocin ist ein äuûerst
potentes Immunsuppressivum, von dem sich herausstellte,
daû es mit den Antibiotika ISP-1 und Thermozymocidin
identisch ist. Im Unterschied zu den häufig angewandten
Immunsuppressiva Cyclosporin und FK-506 greift ISP-1 nicht
in die Bildung von Interleukin-2 ein, sondern unterdrückt das
IL-2-abhängige Wachstum einer cytotoxischen T-Lymphocy-

Abbildung 11. Inhibitoren der Serin-Palmitoyltransferase (SPT).

ten-Zellinie der Maus, CTLL-2. Die SPT dieser Zellen wird in
vitro auf nichtkompetitive Weise mit einer apparenten
Hemmkonstante von 0.28 nm gehemmt.[42] Die Hemmung
der SPTwird von einer Unterdrückung des T-Zell-Wachstums
begleitet, die durch Gabe von C2-Ceramid, Sphinganin oder
Sphingosin-1-phosphat, nicht aber von Sphingomyelin,
GlcCer, GalCer oder GM3 wieder aufgehoben werden kann.
Es wird angenommen, daû Myriocin in den CTLL-2-Zellen
den programmierten Zelltod (Apoptose) auslöst.[118] Ein
Sekundärmetabolit aus Actinomyceten, Lipoxamycin, wird
ebenfalls als potenter Inhibitor der SPT beschrieben (IC50�
21 nm).[119] Bemerkenswert sind seine hohe Toxizität gegen-
über Mäusen und seine fungiziden Eigenschaften, die durch
Gabe von Sphinganin und Phytosphingosin aufgehoben
werden können. Weiterhin erwies sich der antifungizide
Wirkstoff Viridiofungin, zuvor als ein Hemmstoff der Squa-
lensynthase in vitro bekannt, als Inhibitor der SPT.[120]

Andere Wirkstoffe setzen die SPT-Aktivität in kultivierten
Zellen herab, ohne aber das Enzym direkt zu hemmen. Dazu
gehören d-erythro-Sphingosin und das metabolisch stabile d-
erythro-Azidosphingosin, das entweder mit der natürlichen
trans- oder der unnatürlichen cis-Doppelbindung die SPT-
Aktivität in primär kultivierten Nervenzellen verringert.[121]

Auch das synthetische 4-Methylderivat von cis-Sphingosin
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senkt die Aktivität der SPT (IC50� 10 mm), bewirkt eine
Erhöhung der intrazellulären Calciumionenkonzentration
und verhält sich als potentes Mitogen in Swiss-3T3-Fibro-
blasten. Auûerdem induziert die Verbindung drastische
morphologische Veränderungen der Zellen und leitet den
Zelltod ein. Sowohl die cis-konfigurierte Doppelbindung als
auch die 4-Methylgruppe sind für die Wirkung erforderlich,
da die entsprechenden trans- und 5-Methylderivate unwirk-
sam sind. Alle Daten weisen darauf hin, daû die eigentlich
wirksame Substanz ein Metabolit von cis-4-Methylsphingosin
ist, nämlich dessen 1-Phosphat. Sphingosin-1-phosphat wird
schnell durch eine Lyase abgebaut (Abschnitt 5.2); das cis-4-
Methylsphingosin ist offensichtlich ein Prodrug für ein meta-
bolisch stabiles Analogon von Sphingosin-1-phosphat.[122]

4.2. Inhibitoren der Sphinganin-N-Acyltransferase

Fusarium moniliforme ist ein Pilz, der häufig Mais- und
Getreidepflanzen befällt. Der Verzehr von derart kontami-
nierten landwirtschaftlichen Produkten führt bei Tieren zu
verschiedenen, oft neurologischen Erkrankungen und wurde
beim Menschen mit dem Auftreten von Speiseröhrenkrebs in
Verbindung gebracht.[123±125] Als aktive Verbindungen wurden
die Fumonisine, Mycotoxine aus F. moniliforme, isoliert
(Abbildung 12). Fumonisin B1 (FB1) und B2 (dem die 10-
Hydroxygruppe von FB1 fehlt) wurden als Inhibitoren der
Sphinganin-N-Acyltransferase mit IC50-Werten um 0.1 mm
identifiziert.[126, 127] Es sind strukturelle Analoga der Sphin-
goidbasen, wobei den Fumonisinen die 1-Hydroxygruppe
fehlt. Dies trägt zur metabolischen Stabilität dieser Mycoto-
xine bei, da langkettige Basen nach Phosphorylierung der
1-Position gespalten werden können. Die Tricarballylsäure-
reste und die 5-OH-Gruppe sind wichtig, aber nicht entschei-
dend für die Inhibierung. Fumonisin B3, dem die 5-OH-
Gruppe fehlt, ist zwar noch aktiv, aber nur in Konzentrationen
oberhalb von 1 mm. Ein vergleichbarer Wert gilt für Fumoni-
sin B1 H, das durch Abspaltung der Tricarballysäurereste
unter milden basischen Bedingungen hergestellt wird. Ver-
schiedene Fumonisin-Analoga wurden synthetisiert und er-
wiesen sich als Substrate und Inhibitoren der Acyltransferase
(IC50 ca. 10 mm). Auch das N-Palmitoylderivat eines derartigen
Aminopentols hemmt die Acyltransferase (IC50� 9 mm) und
ist cytotoxisch. Im Unterschied zu anderen 1-Desoxysphinga-
nin-Derivaten wird Fumonisin B1 in vitro durch die Acyl-
transferase nicht acyliert.[128] Die Hemmung der Ceramid-
bildung durch Fumonisine wird von einer Akkumulation der
biosynthetischen Vorstufe Sphinganin begleitet. Sphinganin
könnte für einige der von den Fumonisinen hervorgerufenen
Effekte verantwortlich sein, da es schon in geringen Kon-
zentrationen toxisch und mitogen wirken kann. Das Verhält-
nis von Sphinganin zu Sphingosin im Serum von Tieren gilt als
ein empfindlicher diagnostischer Indikator für die Aufnahme
Fumonisin-kontaminierter Nahrung.

Alternaria-Toxin (Abbildung 12) ist ein Phytotoxin mit
struktureller ¾hnlichkeit zum Sphingoid-Rückgrat. Es hemmt
die Sphingolipid-Biosynthese auf der Stufe der Dihydrocer-
amidbildung (IC50� 1 mm), ist aber wegen seiner verglichen
mit der des Fumonisins geringeren Wirksamkeit und seiner

Abbildung 12. Weitere Inhibitoren der GSL-Biosynthese. Die absolute
Konfiguration der Tricarballylsäurereste in Fumonisin B1 und Alternaria-
Toxin ist nicht dargestellt.

erhöhten Cytotoxizität von begrenztem Nutzen für Experi-
mente in Säugerzellkulturen.[129] Auch der Pilzmetabolit
Australifungin wurde als In-vitro-Inhibitor der Sphinganin-
N-Acyltransferase beschrieben. Sein IC50-Wert ist noch ge-
ringer oder genauso groû wie der von Fumonisin B1, je
nachdem, welcher Zelltyp als Enzymquelle verwendet
wird.[130] Australifungin ist ein potentes Fungizid und hat
keine ¾hnlichkeit mit Sphingoidbasen.

4.3. Inhibitoren von Glycosyltransferasen

Nach der Bildung des Membranankers folgt die Einführung
von Kohlenhydratstrukturen in die GSL. Anders als bei den
meisten anderen Glycosyltransferase-katalysierten Reaktio-
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nen[131] gehören die frühen Glycosylierungsschritte am Cer-
amid zu den wenigen Fällen, für die Hemmstoffe verfügbar
sind. Eine Hemmung der Ceramid-Biosynthese selbst ist zur
Analyse von GSL-Funktionen ungeeignet, da sie mehrere
Konsequenzen hat: einmal eine Verarmung der Plasmamem-
bran an GSL, zum anderen eine Verminderung der Sphingo-
myelin-Biosynthese sowie eine Erhöhung der Konzentration
der stromaufwärts des gehemmten Schritts liegenden Meta-
bolite. Zur Funktionsanalyse geeignet sind potente und
spezifische Inhibitoren der GlcCer-Biosynthese; zwei Verbin-
dungsklassen wurden bislang als solche beschrieben.[132] d-
threo-PDMP (d-threo-(1R,2R)-1-Phenyl-2-decanoylamino-3-
morpholinylpropan-1-ol, Abbildung 12) ist das am gründ-
lichsten untersuchte Beispiel einer Reihe von Inhibitoren der
GlcCer-Synthase mit ceramidanaloger Struktur. d-threo-
PDMP hemmt die Bildung von Glucosylceramid in Kon-
zentrationen von 2.5 bis 10 mm und wurde bereits für Funk-
tionsstudien verwendet.[133]

Bezogen auf Ceramid erweist sich d-threo-PDMP als ein
gemischter Hemmtyp und ist nichtkompetitiv für den Glyco-
syldonor. Der apparente Ki-Wert beträgt 0.7 mm. Bei Kon-
zentrationen oberhalb von 25 mm werden auch die Biosyn-
these von Sphingomyelin und der Transport sekretorischer
Proteine gehemmt.[134] Stereoisomere und Analoga von
PDMP wurden synthetisiert und untersucht, darunter d-
threo-1-Morpholinyl-1-desoxyceramid (73 % Hemmung der
GlcCer-Synthase in Madin-Darby-canine-kidney(MDCK)-
Zellen bei einer Konzentration von 5 mm verglichen mit
20 % Inhibierung durch d-threo-PDMP).[135] Konzentrationen
von mehr als 100 mm d-threo-PDMP oder 10 mm seines Pal-
mitoylderivats PPMP sind für HL-60-Zellen toxisch. d-threo-
PDMP bewirkt vielfältige zelluläre Effekte, unter anderem
eine Hemmung des Zellwachstums, die möglicherweise auf
einer Ceramidakkumulation und/oder einer Hemmung der
Sphingomyelin-Biosynthese beruht. Das Anhalten des Zell-
zyklus in der G1/S- und G2/M-Phase durch PDMP scheint
ebenfalls auf die intrazelluläre Ceramidakkumulation zurück-
zugehen.[136] Verschiedene andere Effekte von PDMP, seiner
Stereoisomere und Analoga wurden zusammengefaût.[133] Es
wird durch Cytochrom P450 metabolisiert.[137] Ein weiterer
Effekt, der nicht auf die Modulation des Sphingolipid-
Stoffwechsels zurückzuführen ist, betrifft den Brefeldin-A-
induzierten Membrantransport vom Golgi-Apparat zum ER,
der von PDMP blockiert wird.[138]

Ein synthetisches Derivat des natürlich vorkommenden
Glycosidase-Inhibitors Desoxynojirimycin, N-Butyldesoxy-
nojirimycin (N-Bu-DNJ, Abbildung 12), hemmt die GlcCer-
Bildung mit einem IC50-Wert von 20 mm. N-Bu-DNJ ist als
Inhibitor der HIV-Replikation in vitro bekannt und wirkt
offenbar als Inhibitor der Prozessierung viraler Glycoprotei-
ne. N-Butyldesoxygalactonojirimycin (N-Bu-DGNJ) ist eine
verwandte Verbindung mit verbesserter Selektivität (IC50�
40 mm).[139] Glycosidasen wie b-Gluco- und b-Galactocerebro-
sidase sowie a-Glucosidase I und II werden durch die
Verbindung entweder gar nicht oder nur schwach gehemmt.
Untersuchungen zu Struktur-Wirkungs-Beziehungen erga-
ben, daû eine Alkylkette mit drei C-Atomen für die Hem-
mung der GlcCer-Synthase erforderlich ist, aber Alkylketten
mit vier oder sechs C-Atomen optimal wirken. Längerkettige

Verbindungen hemmen in vitro zwar noch besser, haben aber
cytotoxische Eigenschaften in vivo. Die entsprechenden
Derivate von Mannose, Fucose und N-Acetylglucosamin sind
inaktiv. Ein groûer Vorteil dieser Verbindungen ist ihre
geringe Toxizität und hohe metabolische Stabilität. Eine
Anwendung von N-Butyldesoxynojirimycin zur Behandlung
von Sphingolipid-Speicherkrankheiten zeichnet sich ab und
wird im Zusammenhang mit neueren Therapieansätzen in
Abschnitt 6.14.3 diskutiert.

4.4. Inhibierung der LacCer-Synthese

Ein synthetisches GlcCer-Derivat mit einer zusätzlichen
Epoxidfunktion in der 4-Position des Glucoserestes bewirkt
eine irreversible und konzentrationsabhängige Abnahme der
LacCer-Synthase-Aktivität in kultivierten Zellen.[140] In pri-
mär kultivierten Nervenzellen von Hühnerembryonen ist die
biosynthetische Markierung von GSL stromabwärts von
GlcCer verringert, während die Markierung in GlcCer
akkumuliert. Das Derivat mit gluco-Konfiguration ist aktiv,
hingegen zeigt die Verbindung mit galacto-Konfiguration
keinen Effekt. Die Hemmung der LacCer-Bildung durch die
Epoxyverbindung ist in vitro weniger ausgeprägt: Eine Kon-
zentration von 250 mm ist erforderlich, um 30 % Hemmung der
Enzymaktivität zu erreichen. Es kann deswegen nicht ausge-
schlossen werden, daû die in vivo registrierten Effekte auf die
Hemmung eines GlcCer-Translokators oder eines Transkrip-
tionsfaktors zurückzuführen sind.

4.5. Inhibitoren der Inositphosphorylceramid-Synthase

Während in Wirbeltieren ein groûer Teil der Sphingolipide
in Form von GSL vorliegt, überwiegen in Pilzen Verbindun-
gen, in denen ein Inositrest über einen Phosphorsäurediester
an Ceramid gebunden ist. Wird deren Biosynthese gehemmt,
so verarmen die Organismen an Verbindungen, die offen-
sichtlich essentielle Funktionen für das Überleben erfül-
len.[100, 145] Möglicherweise sind Sphingolipide in Pilzen die
einzige Speicherform für sehr lange Fettsäuren, die für das
Überleben dieser Organismen erforderlich sind.[141] Durch die
Hemmung der IPC-Synthase akkumulieren Ceramide, die
zumindest in Hefe zum Anhalten des Zellzyklus in der G1-
Phase führen können.[142] So hemmt z. B. der Pilzinhaltsstoff
Khafrefungin (Abbildung 13) die Biosynthese von IPC in
Saccharomyces cerevisiae und in pathogenen Pilzen bereits in
picomolaren und nanomolaren Konzentrationen und bewirkt
eine Ceramid-Akkumulation.[143] In vitro wird die IPC-Syn-
thase mit einem IC50-Wert von 0.6 nm inhibiert und der
Einbau von Inosit in die Sphingolipide mit einem IC50-Wert
von 150 nm. Im Unterschied zu den anderen Inhibitoren, die
die entsprechenden Enzyme in Pilz und Säuger im gleichen
Umfang hemmen, wird die Sphingolipid-Biosynthese in
Säugern durch Khafrefungin nicht beeinträchtigt.

Auch der antifungische Wirkstoff Aureobasidin A hemmt
die Biosynthese von IPC; sein IC50-Wert beträgt 0.2 nm.[105] In
mikromolaren Konzentrationen hemmt Aureobasidin auch
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Abbildung 13. Inhibitoren der Inositphosphorylceramid-Bildung.

die Transferase, die Phosphorylinosit auf Mannosyl-Inosit-
phosphorylceramid überträgt.[144] Ein weiterer, kürzlich be-
schriebener Inhibitor der IPC-Synthase ist das Makrolid
Rustmicin,[145] das seit längerem als potentes Fungizid auch
unter dem Namen Galbonolide A bekannt ist. Es hemmt das
Enzym mit einem IC50-Wert von 70 pm. Die Eignung der
Verbindung zur Behandlung systemischer Pilzinfektionen
wird durch ihre metabolische und chemische Instabilität
sowie durch Resistenzphänomene begrenzt.[145]

4.6. Verschiedenes

Auch d,l-a-Fluorpalmitinsäure hemmt die Biosynthese
von Sphingolipiden.[146] Kürzlich konnte in einer Studie
nachgewiesen werden,[147] daû Azidothymidin (AZT), das
als Chemotherapeutikum bei der Behandlung von HIV-
Infektionen verwendet wird, die Glycosylierung von Glyco-
lipiden und Glycoproteinen in klinisch relevanten Konzen-
trationen von 1 ± 5 mm inhibiert. Der primäre zelluläre Meta-
bolit von AZT, das Monophosphat, hemmt möglicherweise
die Aufnahme von Nucleotidzuckern in den Golgi-Apparat
und verringert auf diesem Weg den Anteil komplexer saurer
GSL. Toxische Nebenwirkungen von AZT, insbesondere bei
der Reifung von Blutzellen, scheinen eine Folge der verän-
derten Glycosylierungsmuster zu sein und nicht auf einer
Hemmung der DNA-Replikation zu beruhen.

Antisense-Oligodesoxynucleotide zur GM2- und GD3-
Synthase führen zur Abnahme komplexer GSL stromabwärts
von GM3 innerhalb des Biosyntheseweges. Die Behandlung
der menschlichen Leukämie-Zellinie HL-60 mit Antisense-
DNA bewirkt deren Differenzierung in Monocyten und die
Akkumulation von GM3.[148] Da geeignete niedermolekulare
Inhibitoren für Glycosyltransferasen heute nicht verfügbar

sind, stellt dieser Zugang ein vielversprechendes Werkzeug
zur Aufklärung der GSL-Funktion dar.

Die Sphingomyelin-Synthase wird in vitro durch das
Xanthogenat D609 (Abbildung 12) gehemmt.[149] Die Verbin-
dung ist seit längerem als Inhibitor einer Phosphatidylcholin-
spezifischen Phospholipase-C-Aktivität bekannt.[150] Konzen-
trationen im Bereich von 40 bis 400 mm hemmen auch die
Sphingomyelinbildung in transformierten Fibroblasten.[149]

5. Sphingolipid-Katabolismus

5.1. Nichtlysosomaler Abbau: Sphingolipide und
Signaltransduktion

Der konstitutive Sphingolipid-Abbau erfolgt in den Lyso-
somen der Zelle. Daneben existiert ausgehend vom Sphingo-
myelin ein streng regulierter Abbauweg, in dessen Verlauf
Signalmoleküle freigesetzt werden (Abbildung 14).[8] Sphin-
gomyelin kann durch Sphingomyelinasen (die saure Sphingo-
myelinase (Abschnitt 6.6) und eine neutrale Sphingomyeli-
nase wurden kloniert)[153] gespalten werden.[151, 152] Bei dieser
Abbaureaktion wird Ceramid gebildet, das durch Ceramida-
sen unterschiedlicher subzellulärer Lokalisation in Sphingo-
sin und eine langkettige Fettsäure zerlegt werden kann
(Abschnitt 6.10).[154] Es besteht auch die Möglichkeit der
Phosphorylierung zu Ceramid-1-phosphat.[155] Sphingosin sei-
nerseits kann durch eine cytosolische Sphingosinkinase an der
1-OH-Funktion phosphoryliert werden,[156, 157] wobei Sphin-
gosin-1-phosphat entsteht. Dieses wird ± wie auch die
1-Phosphate von d-erythro-Sphinganin und d-ribo-Phyto-
sphingosin ± von der Sphingosin-1-phosphat-Lyase, die auf
der cytosolischen Seite der ER-Membran lokalisiert ist, in
einer Pyridoxalphosphat-abhängigen Reaktion gespalten.[158]

Der Mechanismus der Spaltung entspricht formal einer
Retroaldoladdition. Das Gen der Lyase wurde unter anderem
aus Hefe[159] und Maus[160] charakterisiert. Neben dem Abbau
von Sphingoid-1-phosphaten ist auch die Phosphatase-Reak-
tion zurück zum Sphingosin untersucht worden.[161, 162] Eine
Phosphatidsäure-Phosphohydrolase katalysiert die Hydrolyse
von Sphingosin-1-phosphat, Ceramid-1-phosphat und Lyso-
phosphatidsäure.[163]

Einige Befunde sprechen dafür, daû die Rolle von Ceramid
derjenigen des strukturell ähnlichen, aber funktionell kom-
plementären Diacylglycerins (DAG) entspricht. DAG wird
zusammen mit Inosit-1,4,5-trisphosphat auf ein extrazellulä-
res Signal hin durch eine Phospholipase C aus Phosphatidyl-
inosit-4,5-bisphosphat als Signalmolekül freigesetzt.[164] Die
Beobachtung, daû auch die Hydrolyse von Sphingomyelin
durch extrazelluläre Agentien in verschiedenen Zelltypen wie
Lymphocyten, Myelocyten oder Fibroblasten induziert wer-
den kann, hat zur Entdeckung des sogenannten Sphingomye-
lin-Zyklus (Abbildung 15) geführt.[165, 166] Den ersten Hinweis
lieferte die Vitamin-D3-induzierte Spaltung von Sphingomye-
lin in HL-60-Zellen.[167] Auch der Tumor-Nekrose-Faktor a, g-
Interferon oder Interleukin-1, die auf Rezeptoren innerhalb
der Plasmamembran wirken, führen zur Freisetzung von
Ceramid. Die zellulären und molekularen Effekte dieser
extrazellulären Agentien wie Hemmung des Zellwachstums,
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Abbildung 14. Nichtlysosomaler Sphingolipid-Abbau.

Einleitung von Differenzierung, Modulation von Protein-
phosphorylierung und Regulation der Gentranskription kön-
nen durch Gabe eines exogenen membrangängigen Ceramid-
derivats imitiert werden. Die Wirkungen dieses C2-Ceramids
(N-Acetylsphingosin) werden mit der entsprechenden gesät-
tigten Verbindung, C2-Dihydroceramid, nicht registriert.[168]

Daraus läût sich auf eine spezifische Wechselwirkung zwi-
schen Ceramid und einem Bindungsprotein schlieûen. Die
Identität der Ceramid-Rezeptoren und weiterer Proteine
stromabwärts innerhalb des Signalflusses ist nicht zweifelsfrei
bekannt. Eine ceramidabhängige Kinase,[169] eine Phosphata-
se[170] und ein Proteinkinase-C-Subtyp[171] werden gegenwärtig
untersucht. Die Proteinkinase c-Raf wurde durch Photoaffi-
nitätsmarkierung als Ceramidbindungsprotein innerhalb die-
ser Signalkette identifiziert (siehe Abschnitt 5.1.1).

Abbildung 15. Sphingomyelin-Zyklus (modifiziert nach Lit. [165]). R�
Alkylrest.

Im allgemeinen vermittelt Ceramid antimitogene Effekte
wie Zelldifferenzierung, Anhalten des Zellzyklus und Zellal-
terung. Der spektakulärste der verschiedenen Effekte, die
Ceramid auslösen kann, ist der programmierte Zelltod
(Apoptose).[172] Der programmierte Zelltod ist im Gegensatz
zur Nekrose ein wohldefinierter Prozeû, dessen biochemische
Prinzipien heute erst zum Teil aufgeklärt sind.[173±175] Er ist
durch rezeptorvermittelte Mechanismen kontrolliert, die
ihrerseits intrazelluläre Signalkaskaden aktivieren und damit
den Phosphorylierungsstatus von Zielproteinen und letztlich
die Genexpression beeinflussen. Ceramid ist kein sekundärer
Botenstoff im engen Sinn, dessen Wirkung innerhalb kurzer
Zeit terminiert wird. Stattdessen vermittelt es langanhaltende
Antworten auf Streû.[20] Auch in Hefe scheinen Sphingolipide
als Streûsignale zu fungieren.[176] Das Auslösen von Apoptose
durch Ceramid kann durch Überexpression des Apoptose-
Hemmers Bcl-2 verhindert werden.[177] Auch die Freisetzung
von Ceramid selbst kann durch Bcl-2 unterdrückt werden.[178]

Bemerkenswerterweise scheint für das Auslösen von Apop-
tose durch Ceramid in blutbildenden Zellen die Gegenwart



AUFS¾TZE T. Kolter und K. Sandhoff

1646 Angew. Chem. 1999, 111, 1632 ± 1670

des Gangliosids GD3 genauso erforderlich zu sein[179] wie die
Gegenwart der sauren Sphingomyelinase.[180] Die Bewertung
vieler veröffentlichter Experimente bleibt aber schwierig, da
die intrazellulären Ceramidkonzentrationen in der Regel
durch die Diacylglycerin-Kinase-Reaktion bestimmt werden.
Dieser Test ist aber zu unspezifisch, z. B. wurde bei Experi-
menten zur Fas-induzierten Apoptose von T-Zellen eine
Erhöhung der Ceramidkonzentration ermittelt, obwohl durch
eine unabhängige massenspektrometrische Methode nachge-
wiesen wurde, daû keine ¾nderung stattfand.[181]

Die Induktion von Apoptose in U937-Zellen durch Cer-
amid ist stereospezifisch: Die d- und l-threo-Stereoisomere
erwiesen sich als potenter als die erythro-Verbindungen.
Weiterhin eragben Experimente mit N-Octylsphingosin, daû
die Aminocarbonylgruppe nicht für die Einleitung der
Apoptose erforderlich ist.[182] Das in Experimenten dieser
Art oft verwendete N-Acetylsphingosin (C2-Ceramid) unter-
liegt einem Stoffwechsel;[183] es kann durch ein Enzym mit
Transacylase- und Phospholipase-A2-Aktivität an der 1-OH-
Gruppe acyliert werden.[184, 185] In Meeresorganismen können
Ceramide an der 1-Position auch sulfatiert werden. Diese
Stoffwechselprodukte hemmen die menschliche DNA-Topo-
isomerase I.[186]

Über den eingangs erwähnten Abbauweg steht Ceramid
mit weiteren bioaktiven Stoffwechselprodukten, insbesonde-
re Sphingosin und Sphingosin-1-phosphat, im Gleichge-
wicht.[187] Im Unterschied zu Ceramid vermittelt Sphingosin-
1-phosphat mitogene Effekte.[188] Es induziert Proliferation in
ruhenden Swiss-3T3-Zellen und stimuliert die Freisetzung
von Calciumionen aus intrazellulären Quellen. Da Ceramid,
Sphingosin und Sphingosin-1-phosphat metabolisch gekop-
pelt sind, ist nicht in jedem Fall klar, welches dieser Moleküle
für einen bestimmten Effekt verantwortlich ist und warum
dieser Weg in einigen Zellen mitogen wirkt und in anderen
antiproliferativ. Die Identität der Ceramid-Rezeptoren ist
ungeklärt, aber für extrazellulär wirkendes Sphingosin-1-
phosphat konnte ein Bindungsprotein (KD� 8.1 nm) auf der
Zelloberfläche charakterisiert werden, das einen Teil seiner
Wirkungen vermittelt.[189, 190] Es handelt sich um den Edg-1-
Rezeptor, der mit einem inhibitorischen G-Protein gekoppelt
ist. Seine Expression in Cos-Zellen führt zur Hemmung der
Adenylatcyclase und zur Aktivierung der mitogenaktivierten
Proteinkinase (MAPK), aber nicht zur Freisetzung von
Calciumionen. Sphingosin und Lysosphingolipide, denen die
amidgebundene Fettsäure fehlt, sind als Hemmstoffe der
Proteinkinase C bekannt geworden.[191] Sphingosin selbst
scheint unabhängig von Ceramid in einigen Zellen auch
apoptotisch zu wirken.[192] Die Mechanismen, die zur Apop-
tose führen, sind im Fall von Sphingosin und Ceramid
offenbar verschieden, obwohl sie zelltypabhängig auch ko-
operativ wirken können.[192]

5.1.1. Liganden von Sphingolipid-Bindungsproteinen

Es besteht ein Bedarf an metabolisch stabilen Liganden ±
Agonisten und Antagonisten ± von Sphingolipid-Bindungs-
proteinen, beispielsweise für Sphingosin-1-phosphat.[193]

Durch einen ceramidanalogen Photoaffinitätsliganden (Ab-
bildung 16) konnte erstmals die Proteinkinase-c-Raf als

Abbildung 16. Liganden von Ceramid-Bindungsproteinen.

Ceramid-Bindungsprotein identifiziert werden, das an der
Signalkaskade von Interleukin-1-Bindung bis zur Aktivierung
der MAPK beteiligt ist.[194] Der Photoaffinitätsligand war mit
einer spezifischen Radioaktivität von >2000 Ci mmolÿ1 mar-
kiert.[195] Als erstes metabolisch stabiles Dihydroceramid-
Derivat mit proapoptotischen Eigenschaften haben wir ein
1-Desoxy-1-ethyldihydroceramid synthetisiert (Abbil-
dung 16). Die Verbindung hemmt die Proliferation einer
menschlichen Leukämiezellinie mit einem IC50-Wert von
20 mm. Sie ist über einen längeren Zeitraum untoxisch und
ist in der Lage, Apoptose in dieser Zellinie zu induzieren.[196]

5.2. Inhibitoren des Sphingolipid-Abbaus

Die Aufklärung der Funktion von GSL der Zelloberfläche
ist nicht die einzige Motivation, den Sphingolipidstoffwechsel
zu beeinflussen. Neben GSL selbst[197±199] sind lipophile
Intermediate des GSL-Abbaus offenbar an Prozessen der
Signaltransduktion beteiligt, bei denen extrazelluläre Signale
zu den regulatorischen Systemen innerhalb der Zelle weiter-
geleitet werden (Abschnitt 5.1). Erwähnenswert als ein
Hemmstoff des GSL-Abbaus ist das Conduritol-B-epoxid,
das die Glucocerebrosidase inhibiert (siehe Abschnitt 6.8).[200]

Zwar war es schon länger möglich, in Zellen von Sphingoli-
pidose-Patienten oder von gentechnisch veränderten Tieren
die Auswirkungen eines gestörten Sphingolipid-Abbaus zu
untersuchen, doch für die Analyse des aktiven Zentrums im
Enzym ist ein kovalenter Inhibitor auch unabhängig davon
ein wertvolles Hilfsmittel.

5.2.1. Inhibitoren von Sphingomyelinasen

Hemmstoffe der an der Signaltransduktion beteiligten
Sphingomyelinase sind als potentielle Wirkstoffe für die
Behandlung von entzündlichen Krankheiten und Autoimmun-
erkrankungen interessant. Da die Identität des Enzyms nicht
geklärt ist, kommen saure und neutrale Sphingomyelinasen
für Hemmstudien in Frage. Die Aktivität der sauren Sphin-
gomyelinase ist beispielsweise für die Infektion nichtphago-
cytierender Zellen durch Neisseria gonorrhoe erforderlich.[201]

Für die saure Sphingomyelinase sind einige niedermolekulare
Inhibitoren bekannt,[202] darunter Phosphatidylinosit-4',5'-bis-
phosphat, Adenosin-3',5'-bisphosphat und Adenin-9-b-d-ara-
binofuranosid-5'-monophosphat (IC50� 1 ± 5 mm). Auch der
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Calciumkanal-Antagonist SR33557 (Abbildung 17) wird als
Inhibitor der sauren Sphingomyelinase-Aktivität beschrieben
(72 % Hemmung bei 30 mm in einer Leukämiezellinie der
Maus, P388/ADR).[203] Mehrere Derivate von Sphingomyelin

Abbildung 17. Inhibitoren des Sphingolipid-Abbaus.

(3-Desoxy-, 3-O-Methyl- (IC50� 50 mm), 3-O-Ethyl-, 3-O-
Tetrahydropyranyl- und N-Demethylsphingomyelin) sind
synthetisiert und untersucht worden. Sie inhibieren die neu-
trale und die saure Sphingomyelinase nur wenig.[204] Als
Affinitätsligand zur Reinigung von Sphingomyelinasen wurde
ein Phosphonatanalogon von Sphingomyelin synthetisiert.[205]

Das Gangliosid GM3 hemmt die neutrale Sphingomyelinase
mit einem IC50-Wert von 45 mm.[206] Auch Glutathion ist ein
Inhibitor der neutralen Sphingomyelinase (95 % Hemmung
bei einer Konzentration von 5 mm).[207] Als Inhibitor von
neutraler (IC50� 1 mm) und von saurer Sphingomyelinase
(IC50� 49 mm) wurde kürzlich Scyphostatin, ein Inhaltsstoff
aus Dasyscyphus mollissimus, beschrieben.[208] Damit steht
eine interessante Leitstruktur für die Optimierung zur Ver-
fügung.

5.2.2. Ceramidase-Inhibitoren

Da durch die verschiedenen Ceramidase-Aktivitäten die
Signalmoleküle Ceramid und Sphingosin/Sphingosin-1-phos-
phat im Gleichgewicht stehen, sind Ceramidase-Inhibitoren
als Werkzeuge zur Untersuchung von Signaltransduktions-
mechanismen von Interesse. N-Oleoylethanolamin wird als

Ceramidase-Inhibitor beschrieben,[209] und (1S,2R)-d-erythro-
2-Myristoylamino-1-phenylpropan-1-ol (MAPP) ist ein po-
tenter Inhibitor der alkalischen Ceramidase mit einem IC50-
Wert im unteren mikromolaren Bereich.[210]

5.2.3. Inhibitoren der Sphingosinkinase

Sphingoide mit threo-Konfiguration sind in der Lage, die
Sphingosinkinase zu hemmen.[211] Da diese Verbindungen
über Acylierung des Aminstickstoffatoms sowie Phosphory-
lierung in 1-Stellung metabolisiert werden können, sind sie
nur von begrenztem Nutzen. Anders verhält es sich mit N,N-
Dimethylsphingosin, einem Hemmstoff der Sphingosinkinase
in Blutplättchen (IC50� 5 mm).[212] Die Verbindung kann in
aktivierten Blutplättchen phosphoryliert werden;[213] das dar-
aus resultierende 1-Phosphat ist ein funktioneller Agonist des
Sphingosin-1-phosphat-Rezeptors.[214]

Neben Inhibitoren des Sphingolipid-Abbaus haben wir
auch einen Stimulator entdeckt: 1-Methylsulfanyldihydroce-
ramid reduziert in einer Konzentration von 10 mm scheinbar
die De-novo-Synthese von Ceramid in primär kultivierten
Nervenzellen um 90 %. Enzyme der Ceramid-Biosynthese
werden durch diese Verbindung überraschenderweise nicht
beeinfluût; hingegen stimuliert sie die Sphingosinkinase um
den Faktor 2.5. Der Mechanismus der scheinbaren Biosyn-
these-Hemmung ist demzufolge ein beschleunigter Abbau
von biosynthetischen Intermediaten wie Sphinganin und
Sphingosin. Zugleich unterbricht die Verbindung das axonale
Wachstum von kultivierten Hippocampus-Neuronen in ver-
gleichbarer Weise wie direkte Inhibitoren der Sphingolipid-
Biosynthese.[215] Ein weiterer Aktivator der Sphingosinkinase
ist 1a,25-Dihydroxy-Vitamin D3.[216]

5.2.4. Inhibitoren der Sphingosin-1-phosphat-Lyase

Um die physiologische Funktion von Sphingosin-1-phos-
phat als sekundärem Botenstoff untersuchen zu können,
werden metabolisch stabile Analoga oder Inhibitoren der
Sphingosin-1-phosphat-Lyase benötigt. Als Prodrug eines
metabolisch stabilen Sphingosin-1-phosphat-Analogons steht
seit kurzem das cis-4-Methylsphingosin zur Verfügung (Ab-
schnitt 4.1). Von Stoffel und Grol[217] wurde ein Desoxysphin-
ganin-1-phosphonat beschrieben, das als kompetitiver Inhi-
bitor dieses Enzyms wirkt (Ki� 5 mm, KM� 16 mm). Diese
äuûerst toxische Verbindung wird zwar von der Lyase
gespalten, aber um einen Faktor 10 langsamer als das natür-
liche Phosphat. Eine homologe, in der Kopfgruppe um ein
Kohlenstoffatom verlängerte Verbindung wurde syntheti-
siert[218] und radiomarkiert.[219] Entsprechende Phosphorsäu-
reamide[220] und das ungesättigte Phosphonat wurden eben-
falls hergestellt.[221] Diese Substanzen sind potentielle Ligan-
den der Rezeptoren für Sphingosin-1-phosphat. Möglicher-
weise haben sie eine erhöhte metabolische Stabilität gegen-
über der Spaltung durch Phosphatasen. Auch ein radio-
markiertes 2-Vinyldihydrosphingosin-1-phosphat, ein poten-
tieller irreversibler Inhibitor der Lyase, wurde synthetisiert.[222]
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5.3. Lysosomaler Sphingolipid-Abbau

Der konstitutive Abbau von GSL erfolgt in den sauren
Kompartimenten der Zelle, den späten Endosomen und
insbesondere in den Lysosomen.[223, 224] Dabei ist die Zusam-
mensetzung der Sphingolipide, die von der Zelloberfläche in
die Lysosomen gelangen, unterschiedlich und hängt vom
Zelltyp ab. Die Plasmamembran von Nervenzellen ist reich an
Gangliosiden, während Oligodendrocyten und Schwann�sche
Zellen, die die Myelinhülle um die Axone von Nervenzellen
bilden, besonders reich an Galactosylceramid und Sulfatid
sind. In den verschiedenen Zelltypen visceraler Organe
werden eher GSL der globo-Reihe angetroffen, etwa Globo-
sid und Globotriaosylceramid. Hautzellen schlieûlich enthal-
ten vorwiegend Ceramide und Glucosylceramide mit unge-
wöhnlich langen Fettsäureresten. Von GSL werden die
einzelnen Zuckerreste sequentiell vom nichtreduzierenden
Ende her abgespalten. Über niedrig glycosylierte Sphingoli-
pide entsteht schlieûlich Ceramid, das zu Sphingosin und
einer langkettigen Fettsäure abgebaut wird. Die freigesetzten
Bausteine, Monosaccharide, Fettsäuren und Sphingoid-Ba-
sen, sind in der Lage, das Lysosom zu verlassen. Fällt aufgrund
eines erblichen Defekts die Funktion eines der am Abbau
beteiligten Proteine aus, kommt es zur Akkumulation nicht
mehr abbaubarer Lipidsubstrate im Lysosom. Im Unterschied
zu den wasserlöslichen Oligosacchariden der Glycoproteine
handelt es sich dabei um schwerlösliche Amphiphile, die nicht
abtransportiert werden können, sondern innerhalb der Lyso-
somen schwerlösliche Aggregate bilden.

5.4. Topologie der Endocytose

Damit die GSL der Zelloberfläche intrazellulär abgebaut
werden können, müssen sie zu den Lysosomen transportiert
werden. Bausteine und Fragmente der Plasmamembran kön-
nen die Lysosomen durch Endocytose erreichen.[225] Dabei
werden Bereiche der Plasmamembran als Stachelsaumgrüb-
chen (coated pits) zu intrazellulären Vesikeln abgeschnürt,
die mit frühen Endosomen verschmelzen können. Aus
ehemaligen Bereichen der Plasmamembran werden so Be-
standteile der endosomalen Membranen. Durch einen sol-
chen Vesikelfluû erreichen die Bausteine der Plasmamem-
bran demzufolge die Lysosomen als Bausteine der lysosoma-
len Membran (Abbildung 18 A). Im Anschluû muû der
Abbau der Lipide selektiv innerhalb der lysosomalen Mem-
bran erfolgen, ohne deren Integrität zu beeinträchtigen. Es
gibt keine plausible Vorstellung davon, wie das geschehen
soll, insbesondere da die lysosomale Membran auf ihrer
Innenseite von einer Schicht von Kohlenhydraten geschützt
ist, die überwiegend aus Lactosaminstrukturen besteht. Diese
Glycocalix wird von Glycoproteinen gebildet, den sogenann-
ten ¹limpsª (lysosomal integral membrane proteins) und
¹lampsª (lysosomal associated membrane proteins), die
Bestandteile der lysosomalen Membran sind.[226]

Wir haben ein alternatives Modell vorgeschlagen (Abbil-
dung 18 B), wonach Bausteine der Plasmamembran den
intrazellulären Verdauungsapparat auch als Bestandteile
intraendosomaler bzw. intralysosomaler Vesikel und Mem-

Abbildung 18. Modelle der Endocytose und der lysosomalen Verdauung
von GSL der Plasmamembran.[228] a) Konventionelles Modell: Der Abbau
von GSL der Plasmamembran erfolgt selektiv innerhalb der lysosomalen
Membran. b) Unser alternatives Modell: Während der Endocytose werden
GSL der Plasmamembran in Membranen intraendosomaler Vesikel
(multivesikulierter Körperchen) integriert. Die Vesikel gelangen in das
lysosomale Kompartiment, wenn späte Endosomen mit primären Lysoso-
men transient fusionieren, und werden dort abgebaut. PM�Plasmamem-
bran; ´´ ´ ´ GSL.

branen erreichen können.[227] Diese könnten durch Einstülpen
und Abschnüren bestimmter Bereiche der endosomalen
Membranen gebildet werden, die besonders reich an ehema-
ligen Bausteinen der Plasmamembran sind. Über bekannte
Fusionsprozesse zwischen den späten Endosomen und den
frühen Lysosomen könnten die so gebildeten intraendosoma-
len Vesikel in das Lumen, also in den Innenraum der
Lysosomen, gelangen und so den Verdauungsproteinen aus-
gesetzt werden. Es gibt eine Reihe von Befunden, die dieses
Modell stützen.[228, 229]

5.5. Mechanismen der lysosomalen Verdauung

Der lysosomale Abbau der einzelnen GSL erfolgt durch
Exohydrolasen, die vom nichtreduzierenden Ende her die
Zuckerreste der Glycokonjugate abspalten. Der GSL-Abbau
beginnt daher an einer Phasengrenzfläche, vermutlich an der
Oberfläche intralysosomaler Vesikel. Diese Vesikel werden
sich von der Perimetermembran durch ihre Krümmung und
ihre Lipidzusammensetzung unterscheiden und demzufolge
auch durch den Lateraldruck, der auf ihrer Oberfläche
herrscht. Diese Faktoren können den enzymatischen Abbau
solcher Strukturen ganz erheblich beeinflussen.[230, 231] Bei den
Hydrolasen, die den Glycolipid-Abbau katalysieren, handelt
es sich um im Lysosol gelöste Enzyme. Ihre Substrate dagegen
sind Lipide, die in membrangebundener Form vorliegen. Wie
die Analyse von Erbkrankheiten des Sphingolipid-Abbaus im
Labor von Jatzkewitz und in unserem Labor erkennen lieû,
kann dies bei GSL mit kurzen Oligosaccharidketten dazu
führen, daû die abzubauenden Lipide den Hydrolasen sterisch
nicht mehr zugänglich sind. Dann reicht ein Zweikomponen-
tensystem aus Lipid und Hydrolase für den GSL-Abbau in
vivo nicht mehr aus, sondern es wird zusätzlich ein Akti-
vatorprotein benötigt. So wird der enzymatische Abbau des
Gangliosids GM2 erst durch ein lysosomales Gangliosid-
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Bindungsprotein, den GM2-Aktivator, ermöglicht.[246] Dieser
wirkt wie ein schwaches Detergens und kann das membran-
ständige Gangliosid GM2 oder Ganglioside ähnlicher Struk-
tur in stöchiometrischen, wasserlöslichen Komplexen binden.
Auf Membran- bzw. Vesikeloberflächen wirkt er offensicht-
lich als sogenannte ¹Liftaseª, die membranständige Gang-
lioside erkennt, bindet und aus der Membranebene heraus-
hebt, so daû diese den wasserlöslichen, abbauenden Enzymen,
wie der Hexosaminidase A beim Menschen, als Substrate
zugeführt werden können (Abbildung 19). Dabei kann

Abbildung 19. Modell für die GM2-Aktivator-stimulierte Hydrolyse des
Gangliosids GM2 durch die menschliche Hexosaminidase A (modifiziert
nach Lit. [227]). In Abwesenheit des GM2-Aktivators oder geeigneter
Detergentien greift die wasserlösliche Hexosaminidase A membrangebun-
denes GM2 nicht an, aber sie spaltet Gangliosid-GM2-Analoga, die einen
kurzkettigen oder gar keinen Fettsäurerest (Lysogangliosid GM2) enthal-
ten. Diese sind weniger fest an die Lipiddoppelschicht gebunden und
wasserlöslicher als GM2. Membrangebundenes GM2, z. B. das von
intralysosomalen Vesikeln, wird aber nur in Gegenwart des GM2-Akti-
vators hydrolysiert. Der GM2-Aktivator bindet ein Molekül GM2 und hebt
es aus der Membran heraus. Der Aktivator-Gangliosid-Komplex kann
dann von der wasserlöslichen Hexosaminidase A erkannt und das Lipid-
substrat gespalten werden.

der Aktivator nur in solche Lipiddoppelschichten inserieren,
deren Lateraldruck unter 25 mNmÿ1 liegt.[446] Weitere Fakto-
ren, die neben dem Lateraldruck den Glycolipid-Abbau
beeinflussen können, sind die Krümmung und Zusammen-
setzung der Lipiddoppelschicht, wobei negativ geladenen
lysosomalen Lipiden wie dem Bis(monoacylglycero)phosphat
eine besondere Bedeutung zukommt.[230] Durch den Ausfall
des GM2-Aktivatorproteins bei einer seltenen Erbkrankheit,
der AB-Variante der GM2-Gangliosidose, kommt es zu einer
für die Patienten tödlichen Akkumulation des Gangliosids in
den Nervenzellen.

Auûer dem GM2-Aktivator sind vier weitere Sphingolipid-
Aktivatorproteine, SAP-A bis -D, bekannt, die auch als
Saposine bezeichnet werden. Bereits 1964 wurde ein Protein
identifiziert,[232] das für die hydrolytische Spaltung von
Sulfatid (Galactosylceramid-3-sulfat) durch die lysosomale

Arylsulfatase A benötigt wird. Bei diesem Sulfatid-Aktivator
(SAP-B) handelt es sich um ein kleines lysosomales Glyco-
protein, das aus 80 Aminosäuren mit einer N-glycosidisch
gebundenen Zuckereinheit besteht und durch drei Disulfid-
brücken stabilisiert wird.[233] ¾hnlich dem GM2-Aktivator
bindet es GSL und fungiert in vitro als GSL-Transferprotein.
Sulfatide und ähnliche GSL können auf der Oberfläche von
Donorliposomen erkannt werden, in 1:1-Komplexen gebun-
den, aus der Membran extrahiert und in die Membranen von
Acceptorliposomen übertragen werden.[234, 235] In den Lyso-
somen wirkt es offensichtlich wie der GM2-Aktivator als
Liftase; der Sulfatid-Aktivator kann ganz unterschiedliche
GSL von vesikulären Membranen binden, aus der Membran-
ebene ¹liftenª und wasserlöslichen Enzymen als Substrate
anbieten. Entsprechend führt der erbliche Defekt des Sulfa-
tid-Aktivators zu einer Speicherkrankheit ähnlich der meta-
chromatischen Leukodystrophie, bei der neben Sulfatiden
auch andere GSL wie Globotriaosylceramid akkumulieren
(Abschnitt 6.11). Die proteinchemische und molekularbio-
logische Analyse des Sulfatid-Aktivators (SAP-B) und des
Gaucher-Faktors (SAP-C) ergab, daû beide Proteine zusam-
men mit den beiden Aktivatorproteinen SAP-A und SAP-
D[236] durch proteolytisches Prozessieren aus einer gemeinsa-
men Proteinvorstufe entstehen, dem SAP-Vorläufer.[236±238]

Alle vier Aktivatorproteine sind zueinander homolog; sie
haben ähnliche Eigenschaften, aber unterschiedliche, teilwei-
se noch unaufgeklärte Funktionen.

Membranaktive Sphingolipid-Aktivatorproteine ermögli-
chen also die Wechselwirkung zwischen membranständigem
GSL-Substrat und der jeweiligen Exohydrolase. Dabei muû
ihre Funktion nicht auf die eines GSL-Bindungsproteins
beschränkt bleiben; so wurde auch eine direkte Aktivierung
der Glucosylceramid-b-Glucosidase durch SAP-C nachge-
wiesen[239] sowie eine spezifische Wechselwirkung des GM2-
Aktivators mit der Hexosaminidase A.[260] Die Beteiligung
der Aktivatorproteine am GSL-Abbau kann auch zum Schutz
von Zellmembranen beitragen. Lysosomale Enzyme oder
auch ihre oft schon aktiven Proenzyme treten infolge
unvollständiger Sortiermechanismen ± wenn auch verdünnt
± im Extrazellulärraum auf. Lysosomale Hydrolasen, die
keinen Aktivator benötigen, könnten dort GSL auf der
Zelloberfläche langsam abbauen. Diese Möglichkeit wird
normalerweise durch zwei Faktoren beeinträchtigt: durch
einen neutralen pH-Wert auf der Zelloberfläche, bei dem die
lysosomalen Hydrolasen nur eine geringe Aktivität aufwei-
sen, und zusätzlich durch die notwendige Stimulierung über
lysosomale Aktivatorproteine, die im Extrazellulärraum
ebenfalls nur in geringen Konzentrationen auftreten.

6. Pathobiochemie

Der lysosomale Abbau von Sphingolipiden ist mit dem
Auftreten verschiedener Erbkrankheiten verbunden.[240, 241]

Allgemein erfolgt der Abbau zellulärer Bestandteile haupt-
sächlich in den sauren Kompartimenten der Zelle, den
Lysosomen und auch den Endosomen. Hier werden Makro-
moleküle durch hydrolytische Enzyme in ihre Bausteine
zerlegt. Daran sind etwa vierzig Hydrolasen beteiligt, dar-
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unter Proteasen, Glycosidasen, Lipasen, Phospholipasen,
Nucleasen, Phosphatasen und Sulfatasen. Die abzubauenden
Verbindungen können die Lysosomen auf dem Weg der
Endocytose oder der Autophagie erreichen. Die Abbaupro-
dukte verlassen das Lysosom, um in anderen subzellulären
Kompartimenten für die Energiegewinnung oder die Neu-
synthese zellulärer Bestandteile eingesetzt zu werden. Ihr
Durchtritt durch die lysosomale Membran geschieht durch
Diffusion oder mit Transportproteinen.

Die erbliche Störung von einem oder mehreren Abbau-
schritten führt zur Akkumulation nicht mehr abbaubarer
Verbindungen und zu lysosomalen Speicherkrankheiten, die
nach der Art der Speichersubstanzen klassifiziert werden.[242]

Man unterscheidet dementsprechend Sphingolipidosen, Mu-
copolysaccharidosen, Mucolipidosen, Glycoprotein-Speicher-
krankheiten und eine lysosomale Glycogen-Speicherkrank-
heit, die Pompe�sche Erkrankung. Das Konzept, daû ange-
borene Stoffwechselstörungen zu Erbkrankheiten führen
können, geht auf Garrod zurück.[243] Am Beispiel der Pom-
pe�schen Erkrankung führte dann Hers[244] den Begriff der
lysosomalen Erkrankung ein, die durch den erblichen Defekt
einer sauren Hydrolase mit lysosomaler Lokalisation und die
Akkumulation ihres nicht mehr abbaubaren Enzymsubstrates
charakterisiert ist. Heute müssen die Konzepte von Garrod
und Hers dahingehend erweitert werden, daû nicht nur
Enzymdefekte, sondern auch Defekte in Transport[245]- und
Aktivatorproteinen[246] zu lysosomalen Speicherkrankheiten
führen können. Auch ist ± wie bei der Krabbe�schen Erkran-
kung ± der Defekt einer lysosomalen Hydrolase nicht un-
bedingt von der lysosomalen Speicherung ihres Substrates
begleitet. Hier ist die Konzentration einer sonst kaum auf-
tretenden toxischen Substanz, des Galactosylsphingosins, in
Oligodendrocyten erhöht (Abschnitt 6.9). Am Abbauweg der
GSL (Abbildung 20) fällt auf, daû verglichen mit anderen
Stoffwechselwegen eine Vielzahl von Erbkrankheiten be-
kannt ist. Dies muû auf den streng sequentiellen Abbauweg
dieser Verbindungen zurückgeführt werden, bei dem die
Nutzung alternativer Wege bei Auftreten eines Stoffwechsel-
blocks nicht möglich ist. So sind Mäuse mit dem Enzymde-
fekt, der beim Menschen die Tay-Sachs�sche Erkrankung
hervorruft, weitgehend gesund, da im Unterschied zum
Menschen bei ihnen ein alternativer Stoffwechselweg existiert
(Abschnitt 6.2.5).

Lysosomale Glycosidasen sind im allgemeinen spezifisch
für einen abzuspaltenden terminalen Rest, der in verschie-
denen Stoffklassen vorkommen kann, und weniger für ein
bestimmtes Aglycon. Das kann dazu führen, daû bei einer
bestimmten Sphingolipidose neben den Lipidsubstraten auch
Glycoproteine oder Mucopolysaccharide gespeichert werden,
wenn die defekte Hydrolase auch für einen ihrer Abbauwege
benötigt wird. Für fast jeden der einzelnen Abbauschritte im
Sphingolipid-Katabolismus ist beim Menschen ein solcher
Defekt bekannt. Eine Ausnahme bildet der Lactosylceramid-
Abbau, der von zwei Enzymen in Kombination mit zwei
Aktivatorproteinen geleistet werden kann.[247] Dementspre-
chend ist kein einzelner enzymatischer Defekt bekannt, der
zur isolierten Speicherung von Lactosylceramid führt, doch
wird bei einem Ausfall mehrerer Aktivatorproteine neben
anderen Lipiden auch Lactosylceramid gespeichert.

Die klinischen Konsequenzen einer Abbaustörung hängen
in erster Linie davon ab, welche Zelltypen von der Speiche-
rung vorwiegend betroffen sind. Bei den Gangliosid-Spei-
cherkrankheiten handelt es sich um neuronale Erkrankungen,
während bei Akkumulation von Ceramid und Glucosylcer-
amid vorwiegend die visceralen Organe und die Haut und bei
Speicherung von Galactosylceramid und Sulfatid die weiûe
Substanz des Gehirns betroffen sind. Sphingolipidosen wer-
den mit Ausnahme der Fabry�schen Erkrankung autosomal
rezessiv vererbt. Daneben gibt es eine weitere X-chromoso-
mal vererbte lysosomale Speicherkrankheit, die allerdings
nicht den Sphingolipd-Stoffwechsel betrifft : Bei der als
Hunter�sche Erkrankung bekannten Mucopolysaccharido-
se II ist die a-Iduronat-Sulfatase defekt. Neben Defekten in
den Enzymen und Aktivatorproteinen kann auch eine fehler-
hafte posttranslationale Modifikation zur Ausprägung einer
lysosomalen Speicherkrankheit führen. Dies ist der Fall bei
der Mucolipidose II (¹I-cell diseaseª) und der multiplen
Sulfatasedefizienz. Die einzelnen Mutationen, die lysosomale
Speicherkrankheiten verursachen, wurden in einer Übersicht
zusammengefaût.[248]

6.1. GM1-Gangliosidose

Der angeborene Defekt der GM1-b-Galactosidase äuûert
sich beim Menschen durch zwei Erkrankungen: die GM1-
Gangliosidose, die vor allem durch eine neuronale Gang-
liosid-GM1-Speicherung charakterisiert wird[249] und die
Morquio-Typ-B-Erkrankung, bei der eine Oligosaccharid-
Speicherung in den Viscera vorherrscht.[250] Die Ursachen
dafür liegen in der Substratspezifität der mutierten b-Galac-
tosidase. Der molekulare Defekt, der zur GM1-Gangliosidose
führt, konnte 1967 als b-Galactosidase-Defizienz identifiziert
werden.[251, 252] Die GM1-b-Galactosidase ist ein monomeres
Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 70 kD und bildet
mit der Sialidase und dem sogenannten ¹protective proteinª
einen ternären Komplex. In dieser Form ist sie vor einem
vorzeitigen proteolytischen Abbau geschützt.[253] Auch Muta-
tionen im ¹protective proteinª können sekundär eine GM1-
Speicherung bewirken. Die cDNA[254] und das Gen[255] der
GM1-b-Galactosidase wurden kloniert.

Bei der GM1-Gangliosidose können klinisch drei Krank-
heitsformen unterschieden werden. Bei Typ 1, der infantilen
Form, treten neurologische Symptome innerhalb der ersten
sechs Lebensmonate auf und führen vor dem zweiten Lebens-
jahr zum Tod. Charakteristisch sind ein kirschroter Fleck auf
dem Augenhintergrund der Patienten, Dysmorphie der Ge-
sichtszüge, Vergröûerung von Leber und Milz und eine
Verformung des Skeletts. Die spätinfantile oder juvenile
Form der Erkrankung, der sogenannte Typ 2, verläuft milder
mit einer Lebenserwartung der Patienten von etwa zehn
Jahren. Störungen im Knochenwachstum und cerebrale
Symptome treten erst nach dem ersten Lebensjahr in
Erscheinung. Patienten, die an der adulten Form der Krank-
heit (Typ 3) leiden, entwickeln milde, langsam fortschreitende
neurologische Störungen, wobei das Skelett kaum betroffen
ist. Auch Übergangsformen sind bekannt.
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Abbildung 20. Lysosomaler Sphingolipid-Abbau.[223] Die Eponyme bekannter Stoffwechseldefekte und die für den Abbau in vivo benötigten Sphingolipid-
Aktivatorproteine sind angegeben. Heterogenitäten im Lipidteil der Sphingolipide sind nicht gekennzeichnet. Variante AB�AB-Variante der GM2-
Gangliosidose (Fehlen des GM2-Aktivatorproteins); SAP�Sphingolipid-Aktivatorprotein.
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Bei einem Defekt der b-Galactosidase können neben dem
Gangliosid GM1 noch weitere Enzymsubstrate gespeichert
werden, darunter das Glycolipid GA1, Oligosaccharide von
Glycoproteinen und Zwischenprodukte des Keratansulfat-
Abbaus. Je nach Ort ihrer Biosynthese werden diese Sub-
stanzen in verschiedenen Organen abgelagert. Die GM1-
Speicherung in Neuronen führt zum Zusammenbruch des
Nervensystems. Die Schwere und Verlaufsform der Erkran-
kung korreliert mit der enzymatischen Restaktivität in den
Zellen und Körperflüssigkeiten sowie mit dem Ausmaû der
Substratspeicherung.[256] Die Mutationen, die in infantilen
GM1-Gangliosidose-Patienten identifiziert werden konnten
(Übersicht: Lit. [248]), sind heterogen, und keiner der be-
kannten Defekte tritt mit besonderer Häufigkeit auf. Kürzlich
ist es gelungen, ein authentisches Mausmodell der GM1-
Gangliosidose zu entwickeln.[257, 258]

6.1.1. Morquio-Typ-B-Erkrankung

Die Morquio-Typ-B-Erkrankung (Übersicht: Lit. [250])
entspricht klinisch einem milden Phänotyp der nichtalleli-
schen Typ-A-Erkrankung, bei der die N-Acetyl-galactosamin-
6-sulfatase defekt ist und infolgedessen Keratansulfat gespei-
chert wird. Wie die GM1-Gangliosidose ist die Morquio-B-
Erkrankung auf einen Defekt der GM1-b-Galactosidase
zurückzuführen. Sie ist durch Skelettdeformationen ohne
primäre Beteiligung des Zentralnervensystems gekennzeich-
net. Oligosaccharide mit terminalen Galactoseresten akku-
mulieren in den visceralen Organen und im Urin.

6.2. Die GM2-Gangliosidosen

Die GM2-Gangliosidosen beruhen auf einem Defekt beim
Abbau des Gangliosids GM2.[259, 263] Langjährige Untersu-
chungen haben ergeben, daû an der enzymatischen Abspal-
tung des terminalen N-Acetylgalactosaminrestes in vivo drei
Polypeptidketten beteiligt sind, die von drei verschiedenen
Genen codiert werden (Abbildung 19): die a- und b-Ketten
der b-Hexosaminidasen und das GM2-Aktivatorprotein. Die
b-Hexosaminidasen sind dimere Proteine, die b-glycosidisch
verknüpfte terminale N-Acetylglucosamin- und N-Acetylga-
lactosaminreste von Glycokonjugaten abspalten. Bei GM2
wird dazu das GM2-Aktivatorprotein als Cofaktor benötigt.
Die a- und b-Ketten der b-Hexosaminidase bilden drei
Isoenzyme, die sich durch ihre Untereinheitenstruktur und
Substratspezifität unterscheiden. Die b-Hexosaminidase A
hat die Untereinheitenstruktur ab und baut negativ geladene
und ungeladene Substrate ab. Sie verfügt ± zunächst ganz
unerwartet ± über zwei aktive Zentren, eines auf der a-Kette
und eines auf der homologen b-Kette.[260]

Die b-Hexosaminidase B mit der Untereinheitenstruktur b2

spaltet vorwiegend N-Acetylglucosamin- und N-Acetylgalac-
tosamin-Reste von ungeladenen Substraten wie dem Glyco-
lipid GA2, dem Globotetraosylceramid und von Oligosac-
chariden ab. Die b-Hexosaminidase S ist ein Homodimer aus
a-Ketten, das für den GM2-Abbau von untergeordneter
Bedeutung ist und über dessen Funktion in vivo weit weniger
Daten vorliegen als für die anderen Isoenzyme. Untersu-

chungen an gentechnisch veränderten Mäusen weisen darauf
hin, daû die b-Hexosaminidase S am Abbau von Glycosami-
noglycanen beteiligt ist.[261] Die GM2-Gangliosidosen haben
wir danach klassifiziert, welche Isoenzyme noch in den
Geweben des Patienten vorhanden sind.[262] Mutationen, die
das Gen für die a-Untereinheit der b-Hexosaminidasen
betreffen, können zum Ausfall der b-Hexosaminidasen A
und S führen. Dieser Defekt wird als B-Variante der GM2-
Gangliosidosen bezeichnet und ihre infantile Verlaufsform
auch als Tay-Sachs�sche Erkrankung. Mutationen im Gen für
die b-Untereinheit können zum Ausfall der b-Hexosaminida-
sen A und B führen, wobei neben dem Gangliosid GM2 auch
das Glycolipid GA2 und Globotetraosylceramid gespeichert
werden. Die dazugehörende Erkrankung ist die 0-Variante
der GM2-Gangliosidosen oder auch Sandhoff�sche Erkran-
kung. Defekte im Gen für den GM2-Aktivator führen zur
AB-Variante der GM2-Gangliosidosen.

6.2.1. B-Variante der GM2-Gangliosidosen

Die infantile Form der B-Variante der GM2-Gangliosido-
sen ist besser als Tay-Sachs�sche Erkrankung bekannt. Die
Symptome dieser Erkrankung wurden erstmals 1881 von dem
britischen Augenarzt Tay beschrieben, der über einen Fall von
infantiler amaurotischer Idiotie berichtete.[263] Tay entdeckte
einen kirschroten Fleck in der Retina eines ein Jahr alten
Patienten, der physisch und psychisch retardiert war. Vor der
Jahrhundertwende prägte dann der amerikanische Neurologe
Sachs den Begriff der familiären amaurotischen Idiotie und
beschrieb die morphologischen Kennzeichen dieser Erkran-
kung. 1962 identifizierte Svennerholm die Hauptspeichersub-
stanz bei der Tay-Sachs�schen Erkrankung innerhalb des
Nervensystems als Gangliosid GM2, dessen chemische Struk-
tur in der Mitte der sechziger Jahre durch Makita und
Yamakawa sowie Ledeen und Salsman (siehe Lit. [259])
aufgeklärt wurde. Der zugrunde liegende Stoffwechseldefekt,
das Fehlen des Enzyms b-Hexosaminidase A, wurde 1969
identifiziert.[264, 265]

Die klassische Tay-Sachs�sche Erkrankung ist durch das
Auftreten neurologischer Symptome im frühen Kindesalter
charakterisiert. Die frühesten Symptome setzen im Alter von
drei bis fünf Monaten ein. Es treten motorische Schwächen
auf; plötzliche Geräusche rufen ungewöhnlich heftige
Schreckreaktionen hervor. Im Alter von sechs bis zehn
Monaten läût die Aufmerksamkeit nach, motorische Fertig-
keiten und Sehvermögen gehen verloren. Makrozephalie und
neurologische Störungen schreiten fort, bis der Tod eintritt.
Juvenile Verlaufsformen der B-Variante der GM2-Gangliosi-
dosen sind durch motorische Störungen im Alter von zwei bis
sechs Jahren und fortschreitende Demenz im ersten Lebens-
jahrzehnt charakterisiert. Eine chronische Verlaufsform fällt
durch Abnormitäten in Gang und Körperhaltung der Patien-
ten auf und kann im Alter von zwei bis fünf Jahren einsetzen.
Mit fortschreitendem Alter treten neurologische Symptome
in den Vordergrund, die Patienten können ein Alter von
vierzig Jahren erreichen. Adulte Verlaufsformen der Erkran-
kung zeigen eine vielfältige Symptomatik, es können neu-
rologische Störungen wie die spinale Muskelatrophie und
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Psychosen auftreten. Das Sehvermögen und die Intelligenz
sind aber nicht eingeschränkt.

Sowohl cDNA und Gen[266] der a-Kette als auch cDNA[267]

und Gen[268, 269] der homologen b-Kette wurden charakteri-
siert. Die reife Form der a-Kette hat ein Molekulargewicht
von 56 kDa,[270] die der b-Kette von 52 kDa.[271] Dabei wird die
b-Kette in den Lysosomen mancher Zelltypen proteolytisch in
zwei kleinere Fragmente, ba und bb, gespalten. Die Tay-
Sachs�sche Erkrankung tritt besonders häufig in der Be-
völkerungsgruppe der Ashkenasi-Juden auf (Heterozygoten-
frequenz 1:27). Hier sind drei mutierte Allele innerhalb der a-
Kette für 93 % aller mutierten Allele verantwortlich. Insge-
samt konnten über 50 Mutationen auf der a-Kette identifi-
ziert werden (Übersicht: Lit. [259]). Verlaufsform und
Schwere der Erkrankung korrelieren mit der Restaktivität
der Enzyme im Lysosom.[272]

6.2.2. B1-Variante der GM2-Gangliosidosen

Die B1-Variante der GM2-Gangliosidosen[273, 274] unter-
scheidet sich enzymologisch von der B-Variante durch eine
veränderte Substratspezifität der mutierten b-Hexosaminida-
se A. Ungeladene synthetische Substrate werden gespalten,
während gegenüber dem natürlichen Substrat und gegenüber
negativ geladenenen synthetischen Substraten keine Aktivität
gemessen wird. Wir fanden heraus, daû die Funktion des
aktiven Zentrums auf der a-Kette gestört ist, ohne daû die
Assoziation der Untereinheiten, das Prozessieren des Enzyms
oder die Aktivität der b-Kette beeinträchtigt sind. Mutatio-
nen an drei Positionen auf der a-Kette führen zur B1-
Variante. Da auf Proteinebene bei drei Mutationen Arg178
durch eine der Aminosäuren Cys, His oder Leu substituiert
ist, wurde angenommen, daû Arg178 eine Rolle als kataly-
tische Aminosäure im aktiven Zentrum spielt. Diese Hypo-
these ist widerlegt worden,[275] die genaue Rolle von Arg178
bleibt aber noch unklar. Homozygote Patienten mit B1-
Mutation zeigen einen juvenilen Krankheitsverlauf; bei
zusammengesetzt Heterozygoten mit einem Nullallel wird
die spätinfantile Form angetroffen.

6.2.3. 0-Variante der GM2-Gangliosidosen

Die 0-Variante der GM2-Gangliosidosen wird auch als
Sandhoff�sche Erkrankung bezeichnet.[246] Die postmortalen
Gewebe des ersten untersuchten Patienten haben wir unter
der Diagnose der Tay-Sachs�schen Erkrankung erhalten. Die
Isolierung und Analyse der Speichersubstanzen lieferten aber
ein abweichendes Bild.[276] Anders als bei der B-Variante
wurden neben negativ geladenen Glycolipiden, vorwiegend
dem Gangliosid GM2, auch ungeladene Glycolipide gespei-
chert,[262] besonders Globosid in den visceralen Organen,
Glycolipid GA2 im Nervengewebe und ± wie sich später
herausstellte ± auch Oligosaccharide im Urin. Alle diese
Speicherlipide hatten einen terminalen b-glycosidisch gebun-
denen N-Acetylgalactosaminrest, was auf den möglichen
Stoffwechseldefekt hinwies. Bei Abbauversuchen mit den
radioaktiv markierten Speichersubstanzen konnten wir einen
fast vollständigen Verlust der damals bekannten b-N-Acetyl-
galactosaminidase-Aktivitäten, also der Hexosaminidasen A

und B, in allen untersuchten Geweben nachweisen.[276] Dies
war der erste beschriebene Enzymdefekt bei einer Gang-
liosidose. Spätere Untersuchungen ergaben, daû die beiden
Hexosaminidasen A und B aufgrund von Mutationen auf dem
Gen der gemeinsamen b-Kette defekt sind.

Das klinische und pathologische Bild der Sandhoff�schen
Erkrankung entspricht weitgehend dem der Tay-Sachs�schen
Erkrankung, es treten zusätzlich vergröûerte innere Organe
und Knochendeformationen auf. Als katalytische Aminosäu-
re im aktiven Zentrum der b-Hexosaminidase B haben wir
Glu 355 durch Photoaffinitätsmarkierung identifiziert.[277, 278]

6.2.4. AB-Variante der GM2-Gangliosidosen

Die AB-Variante der GM2-Gangliosidosen ist auf eine
Defizienz des GM2-Aktivators zurückzuführen. In frühen
Untersuchungen fiel uns auf, daû trotz des Vorhandenseins
der b-Hexosaminidase-Aktivitäten A und B eine massive
Speicherung der Glycolipide GM2 und GA2 im Hirn
auftrat.[224] Die aus Patientengewebe isolierten Enzyme waren
sogar in der Lage, die aus dem gleichen Gewebe isolierten
Speichersubstanzen enzymatisch in Gegenwart geeigneter
Detergentien zu spalten. Diese anscheinend widersprüchli-
chen Befunde veranlaûten uns, nach einem endogenen, also
natürlichen Detergens in postmortalen menschlichen Gewe-
ben zu suchen. Als Ergebnis dieser Suche konnten wir 1978
den molekularen Defekt bei der AB-Variante als die Defi-
zienz eines Cofaktors, des GM2-Aktivatorproteins, identifi-
zieren.[279] Die AB-Variante fungierte als Prototyp für die
Analyse weiterer Aktivatormangelkrankheiten. Kurz darauf
gelang uns die Isolierung des Proteins.[280] Der reife GM2-
Aktivator ist ein Glycoprotein und enthält einen Polypeptid-
faden von 162 Aminosäuren. Dieser bildet vier Disulfidbrük-
ken, deren Verknüpfungsweise kürzlich durch die Kombina-
tion proteinchemischer und massenspektrometrischer Tech-
niken aufgeklärt werden konnte.[281] Die cDNA und groûe
Bereiche des Gens sind bekannt.[282] Die Mutationen bei AB-
Patienten wurden identifiziert.[283±285]

Der klinische Verlauf der Erkrankung entspricht weitge-
hend dem der Tay-Sachs�schen Erkrankung. Dabei ist das
Einsetzen der Symptome gegenüber Patienten mit Tay-
Sachs�scher Erkrankung leicht verzögert. Es werden bei der
AB-Variante Gangliosid GM2 und Glycolipid GA2 gespei-
chert, nicht aber Globosid[262] oder GD1a-GalNAc, eine unter-
geordnete Speichersubstanz bei der 0-und der B-Variante.[286]

6.2.5. Tiermodelle der GM2-Gangliosidosen

Es sind verschiedene natürliche Tiermodelle der GM2-
Gangliosidosen bekannt (Übersicht: Lit. [259]), und es ist in
jüngster Vergangenheit gelungen, Mausmodelle für die ein-
zelnen Formen der GM2-Gangliosidose zu entwickeln.[287]

Das gezielte Ausschalten von Genen für die a-Kette und die
b-Kette der Hexosaminidasen sowie für das GM2-Aktivator-
protein in embryonalen Stammzellen führte zu Tiermodellen
der B-Variante,[288, 289] der 0-Variante[290] und der AB-Varian-
te.[291] Während sich die einzelnen Formen der GM2-Gang-
liosidose beim Menschen phänotypisch nur geringfügig unter-
scheiden, registriert man bei den Tiermodellen drastische
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Unterschiede in Verlauf und Schwere der Erkrankung. Die
Maus mit B-Variante ist phänotypisch unauffällig. Dagegen
entwickelt die Maus mit 0-Variante schwere motorische
Störungen, die Lebensdauer ist stark verkürzt. Die Ursache
dafür ist die Spezifität der Sialidase, die sich bei Maus und
Mensch unterscheidet.[290] Die Maus-Sialidase akzeptiert
GM2 als Substrat und wandelt es langsam in GA2 um
(Abbildung 21). Beim Menschen spielt dieser Stoffwechsel-
weg keine wesentliche Rolle. GA2 kann durch die noch
intakte b-Hexosaminidase B abgebaut werden, so daû bei der
Tay-Sachs-Maus trotz eines kompletten Ausfalls der b-Hexos-
aminidase A der Stoffwechselblock partiell umgangen wird.
Erst der Ausfall beider Isoenzyme, Hexosaminidase A und B,
führt zu einer Symptomatik, die der Sandhoff�schen Erkran-
kung beim Menschen entspricht. Zwar kann die Maus-
Sialidase weiterhin GM2 zu GA2 umsetzen, GA2 kann aber
nicht weiter abgebaut werden, da das zuständige Enzym, die
b-Hexosaminidase B, defekt ist.

Die GM2-Aktivator-defiziente Maus prägt einen interme-
diären Phänotyp aus, der durch motorische Störungen und
eine normale Lebensdauer charakterisiert ist. Die Kreuzung
von Mäusen der B- und 0-Variante führte zu Tieren, bei denen
im Unterschied zu den bekannten menschlichen Erkrankun-
gen alle drei Isoenzyme, Hexosaminidase A, B und S, defekt
sind. Diese Tiere weisen neben der neuronalen Glycolipid-

speicherung den Phänotyp einer Mucopolysaccharidose auf
und scheiden groûe Mengen von Glycosaminoglycanen im
Urin aus. Demnach sind Hexosaminidasen für den Glycos-
aminoglycanabbau verantwortlich. Bei menschlichen Patien-
ten mit B- oder 0-Variante ist die Gegenwart des jeweils noch
intakten Isoenzyms ausreichend, um eine Speicherung von
Glycosaminoglycanen zu verhindern. Erst der Ausfall aller
drei Isoenzyme führt zu einer Akkumulation nicht mehr
abbaubarer Glycosaminoglycane.[261] Die Mäuse der B-Va-
riante haben als Modell für die Therapie mit niedermoleku-
laren Enzyminhibitoren Bedeutung gewonnen (Abschnitt
6.14.3).

6.3. Galactosialidose

Bei der Galactosialidose handelt es sich um die sekundäre
Defizienz zweier Enzymaktivitäten,[292] der b-Galactosidase-
und der Sialidase- oder N-Acetylneuraminidase-Aktivität.
Der primäre Defekt ist auf Mutationen innerhalb des Gens
für das sogenannte ¹protective proteinª zurückzuführen,[293]

das mit den beiden anderen Proteinen zu einem stabilen
Komplex von über 600 kD assoziiert.[294] Die Stöchiometrie
des Komplexes ist noch unklar; allerdings ist die Gegenwart
des b-Galactosidase-Proteins für die Stabilität des Komplexes

Abbildung 21. Abbauwege für das Gangliosid GM1 in Mensch und Maus.[257, 290]
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nicht essentiell. Fehlt das ¹protective proteinª, so werden
sialinsäure- und galactosehaltige Substrate gespeichert, dar-
unter Oligosaccharide und Ganglioside wie GM3 und
GM1.[292] Sialyloligosaccharide akkumulieren in den Lysoso-
men und werden schlieûlich im Urin ausgeschieden.

Das ¹protective proteinª vereinigt verschiedene enzyma-
tische Aktivitäten: Neben seiner Eigenschaft als Schutzpro-
tein ist es eine Serinesterase, eine Carboxypeptidase (saures
pH-Optimum) und eine Deamidase (neutrales pH-Opti-
mum). Es hat sich herausgestellt, daû es mit einem Protein
identisch ist, das nach Thrombinstimulation von Blutplätt-
chen freigesetzt wird und verschiedene Peptidhormone wie
Oxytocin, Endothelin und Substanz P mit amidischem C-Ter-
minus hydrolysiert und damit inaktiviert. Auûerdem ist es mit
der lysosomalen Protease Cathepsin A identisch. Die Pro-
tease- und die Schutz-Funktionen sind voneinander unabhän-
gig, da ein Genprodukt mit inaktiviertem katalytischen
Zentrum noch die Abbaukapazität von Sialidose-Fibro-
blasten restauriert. Das ¹protective proteinª wird als
54-kD-Vorstufe synthetisiert, die proteolytisch zu zwei durch
Disulfidbrücken verbundenen Ketten von 32 und 20 kD
prozessiert wird. In allen bisher untersuchten Patienten ist
auch die Deamidase- und Carboxypeptidase-Aktivität des
¹protective proteinª defekt. Die Kristallstruktur des 108-kD-
Dimers der Protective-protein-Vorstufe konnte aufgeklärt
werden.[295]

Nachdem der molekulare Defekt der GM1-Gangliosidose
als b-Galactosidase-Defizienz identifiziert worden war,[251, 252]

wurde bei verschiedenen atypischen Patienten eine reduzierte
b-Galactosidase-Aktivität registriert, die sich nicht auf eine
defekte b-Galactosidase zurückführen lieû. Bei einem dieser
Patienten wiesen Wenger et al. eine kombinierte Defizienz an
b-Galactosidase- und Neuraminidase-Aktivität nach,[296] die
später auch bei anderen Patienten mit atypischer GM1-
Gangliosidose und Sialidose festgestellt wurde. In Zellen, die
diesen kombinierten Enzymdefekt aufwiesen, konnte in
Zellfusionsexperimenten mit Neuraminidase-defizienten Zel-
len eine partielle Restaurierung der Sialidaseaktivität erzielt
werden.[297] Die Natur eines postulierten ¹corrective factorª
wurde schlieûlich von d�Azzo et al. aufgeklärt.[293] Eine
Galactosialidose wurde weltweit bei etwa siebzig Patienten
diagnostiziert (Übersicht: Lit. [292]). Die Symptome bei allen
Patienten sind vergröberte Gesichtszüge, ein kirschroter
Fleck auf dem Augenhintergrund, Veränderungen der Wir-
belsäule, Schaumzellen im Rückenmark und vakuolisierte
Lymphocyten. Man unterscheidet phänotypisch drei Formen
der Erkrankung. Die frühinfantile Form führt zu neurologi-
schen Störungen und zum Tod der Patienten im Alter von
etwa acht Monaten aufgrund von Herz- oder Nierenversagen.
Charakteristisch für die spätinfantile Form sind Wachstums-
störungen, die Vergröûerung von Leber und Milz und die
Schädigung des Herzens; das Nervensystem wird aber nicht
beeinträchtigt. Die Mehrzahl der Patienten leidet an der
juvenilen/adulten Form, die sich unter anderem durch men-
tale Retardierung und neurologische Schäden äuûert. Ein
Mausmodell mit defektem ¹protective proteinª entspricht
biochemisch weitgehend der schweren menschlichen Ver-
laufsform, hat demgegenüber allerdings eine ungewöhnlich
hohe b-Galactosidase-Aktivität.[298]

6.4. Sialidose

Defekte der lysosomalen Sialidase führen vor allem zu
einer Akkumulation und Ausscheidung sialylierter Oligosac-
charide und Glycokonjugate. Da Ganglioside bei den Spei-
chersubstanzen nur eine untergeordnete Rolle spielen, han-
delt es sich nicht um eine Sphingolipidose im engeren Sinn.
Sialidasen, die Ganglioside als Substrate akzeptieren, sind auf
der Zelloberfläche lokalisiert.[299±302] Die infantile Form der
Erkrankung (Sialidose Typ II) wird auch als Mucolipidose I
bezeichnet und ist durch Skelett-Verformung, Vergröûerung
innerer Organe und mentale Retardierung gekennzeichnet.
Eine juvenile Verlaufsform (Sialidose Typ I) ist auch als
Mucolipidose IV bekannt. Die menschliche cDNA der Siali-
dase ist kloniert worden.[303]

6.5. Fabry�sche Erkrankung

Der Fabry�schen Erkrankung liegt ein Ausfall der a-
Galactosidase A zugrunde. Die ersten Patienten wurden
1898 unabhängig voneinander von den Dermatologen An-
derson und Fabry untersucht.[304] Die Identität des Speicher-
materials konnte in den sechziger Jahren durch Sweeley und
Klionsky und die Natur des enzymatischen Defektes durch
Brady und Kint aufgeklärt werden. Im Unterschied zu den
anderen Sphingolipidosen wird die Fabry�sche Erkrankung
X-chromosomal vererbt. Sie führt zur Speicherung von
Enzymsubstraten mit a-glycosidisch gebundener terminaler
Galactose. Das Enzym ist ein Homodimer aus Untereinheiten
von jeweils 50 kD und wurde aus Leber und Milz iso-
liert.[305, 306] Die cDNA[307] und das Gen[308] der a-Galactosida-
se A wurden kloniert.

Die Fabry�sche Erkrankung ist durch schmerzhafte Läsio-
nen der Haut charakterisiert und manifestiert sich klinisch in
Lipideinlagerungen innerhalb der Haut, Schmerzen in den
Extremitäten und Nierenversagen. Die Symptome können im
Kindes- oder Jugendalter einsetzen, am häufigsten ist jedoch
eine adulte Verlaufsform. Heterozygote weibliche Überträger
sind ohne Symptome, oder die Krankheit verläuft milder. Es
werden vor allem Globotriaosylceramid, aber auch Digalac-
tosylceramid und Lipide mit Blutgruppe-B-Spezifität gespei-
chert. Meûbare Restaktivitäten der a-Galactosidase A könn-
ten auf die Gegenwart der a-Galactosidase B (a-N-Acetylga-
lactosaminidase) zurückzuführen sein, die eine geringfügige
Überlappung in der Substratspezifität mit dem Fabry-Enzym
aufweist. Dieses Enzym ist bei der Schindler�schen Erkran-
kung defekt, von der bislang nur drei Patienten bekannt sind.
Die Natur der Speichersubstanzen sowie die Pathogenese der
Schindler�schen Erkrankung sind unklar.[309]

Die bei Fabry-Patienten betroffenen Lipide werden kaum
in Nervenzellen synthetisiert, dementsprechend handelt es
sich um eine systemische Erkrankung, bei der Schädigungen
des Nervensystems sekundär sind. Die Speicherung erfolgt in
Epithelzellen der Blutgefäûe sowie in Zellen der glatten
Muskulatur und des Herzmuskels. Die Pathogenese kommt
durch die Blockade kleiner Blutgefäûe durch Lipidablage-
rungen zustande und äuûert sich in Angiokeratomen der Haut
sowie Nierenversagen und kardiovaskulären Erkrankungen.
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Lipidablagerungen im Hirn von Patienten sind auf Speiche-
rungen in den Blutgefäûen zurückzuführen. Wohl aber kann
das autonome Nervensystem betroffen sein. Die molekularen
Ursachen, die zur Ausprägung der Fabry�schen Erkrankung
führen, sind vielfältig. Es wurden Genumlagerungen, Punkt-
mutationen und Splicestellenmutationen festgestellt (Über-
sicht: Lit. [248]). Der Enzymdefekt kann durch die Bestim-
mung der Enzymaktivität in verschiedenen Quellen nachge-
wiesen werden; dabei wird bei weiblichen Überträgern die
Interpretation der Ergebnisse durch die statistische Inaktivie-
rung eines X-Chromosoms[310] erschwert. Ein Mausmodell der
Erkrankung wurde beschrieben.[311]

6.6. Niemann-Pick�sche Erkrankung

Im Jahr 1914 berichtete der deutsche Arzt Niemann über
einen Patienten im Kindesalter, der an Hepatosplenomegalie,
Lymphadenopathie und Beeinträchtigung des Zentralnerven-
systems litt und vor Erreichen des zweiten Lebensjahrs
starb.[312] Bei histologischen Studien bemerkte dann Pick das
Auftreten von Schaumzellen, die in ähnlicher, aber nicht
identischer Form bereits im Zusammenhang mit der Gau-
cher�schen Erkrankung beschrieben worden waren. Die
Speichersubstanz wurde von Ernst Klenk als Sphingomyelin
identifiziert, und in den betroffenen Zellen konnte Brady
1965 eine verminderte Sphingomyelinase-Aktivität nachwei-
sen. Die Niemann-Pick�sche Erkrankung wurde 1961 durch
Crocker in drei verschiedene Typen, A ± C, klassifiziert, später
kamen weitere Typen hinzu. Die Typen A und B der
Niemann-Pick�schen Erkrankung werden durch den Defekt
der sauren Sphingomyelinase verursacht (Übersicht:
Lit. [312]) und sind durch eine lysosomale Sphingomyelin-
Speicherung charakterisiert. Beim Typ C der Erkrankung
handelt es sich nicht um einen Defekt der sauren Sphingo-
myelinase.[313] Der neuronopathische Typ A tritt im Kindes-
alter auf und ist durch fortschreitende psychomotorische
Retardierung und eine massive Vergröûerung innerer Organe
gekennzeichnet. Der Tod der Patienten tritt etwa im Alter
von drei Jahren ein. Patienten, die am nichtneuronopathi-
schen Typ B der Erkrankung leiden, haben ebenfalls ver-
gröûerte Organe; es wird jedoch so gut wie keine Beteiligung
des Zentralnervensystems registriert. Die Patienten können
das Erwachsenenalter erreichen.

Intermediäre Formen zeichnen sich dadurch aus, daû sich
ein anfänglich dem milden Typ B entsprechendes Krankheits-
bild mit zunehmendem Alter unter Beteiligung des Zentral-
nervensystems verschlimmert.[314] Bei Patienten der For-
men A und B werden enorme Vergröûerungen von Leber
und Milz sowie charakteristische Speicherzellen im Knochen-
mark diagnostiziert. Die saure Sphingomyelinase, die bei den
Typen A und B der Niemann-Pick�schen Erkrankung defekt
ist, haben wir zur Homogenität gereinigt und charakterisiert,
um die molekularen Krankheitsursachen aufzuklären. Es ist
ein monomeres Protein mit einem Molekulargewicht von
etwa 70 kD.[315] Die cDNA[316] und das Gen[317] des Enzyms
(Abbildung 22) sind kloniert worden.

Es handelt sich bei der Niemann-Pick�schen Erkrankung
(Übersicht: Lit. [312]) um ein panethnisches Leiden, das aber

Abbildung 22. Genomstruktur (oben), cDNA (Mitte) und Proteindomä-
nen (unten) der sauren Sphingomyelinase.[448] I ± VI: Exons; A: Präse-
quenz; B: Prosequenz; C: Aktivatordomäne; D: prolinreiche Region; E:
katalytische Domäne. Sechsecke: genutzte N-Glycosylierungsstellen;
ATG: Translationsstart; Stop: Translationsstop.

in der Volksgruppe der Ashkenasi-Juden besonders häufig
(Heterozygotenfrequenz 1:60) auftritt. Die unterschiedlichen
Krankheitsbilder der Typen A und B können grundsätzlich
auf die unterschiedliche enzymatische Restaktivität der sauren
Sphingomyelinase zurückgeführt werden.[318] Patienten mit
Typ B haben verglichen mit Typ-A-Patienten eine erhöhte
Restaktivität, die im Nervensystem noch einen ausreichenden
Umsatz des Sphingomyelins aufrecht erhalten kann.[319]

Die saure Sphingomyelinase spaltet Sphingomyelin in
Ceramid und Phosphorylcholin. In der jüngsten Vergan-
genheit hat diese Reaktion besonderes Interesse erlangt, da
Ceramid als sekundärer Botenstoff bei der intrazellulären
Signaltransduktion diskutiert wird. Die Rolle der sauren
Sphingomyelinase bei der signalabhängigen, induzierten Bil-
dung von Ceramid im sogenannten Sphingomyelin-Zyklus ist
zur Zeit noch umstritten.[20] Im Unterschied zu Normallym-
phoblasten reagieren Lymphoblasten von Patienten mit
Niemann-Pick�scher Erkrankung sowie von Sphingomyelina-
se-Knockout-Mäusen jedoch nicht mit Ceramidbildung und
Apoptose auf Bestrahlung.[320] Allerdings scheint die saure
Sphingomyelinase für die Fas-induzierte Apoptose[180] erfor-
derlich zu sein. Werden Zellen, die das magnesiumabhängige
neutrale Enzym überexprimieren, mit Tumor-Nekrose-Fak-
tor a stimuliert, so erhöht sich die intrazelluläre Ceramid-
konzentration nur geringfügig.[153] Die Behandlung von Rat-
ten mit tricyclischen Antidepressiva führt zu einer Speiche-
rung von Sphingomyelin in visceralen Organen und einem
Krankheitsbild, das dem Typ B der Niemann-Pick�schen
Erkrankung ähnelt.[321] Das Antidepressivum Desipramin
bewirkt in kultivierten Fibroblasten einen proteolytischen
Abbau der reifen lysosomalen Sphingomyelinase, nicht aber
einer ihrer Vorstufen. Offenbar ist eine Thiolprotease für
diesen induzierten Abbau verantwortlich.[322] Auch für die
Niemann-Pick�sche Erkrankung ist ein Mausmodell entwik-
kelt worden, dessen Phänotyp weitgehend dem der mensch-
lichen Typ-A-Erkrankung entspricht.[323±324]

6.7. Metachromatische Leukodystrophie und multiple
Sulfatasedefizienz

Die metachromatische Leukodystrophie (MLD) wird durch
die Defizienz der Arylsulfatase A (ASA) verursacht (Über-
sicht: Lit. [325]) und führt zur Akkumulation von Sulfatiden
in verschiedenen Organen. Der Name MLD beruht auf der
metachromatischen Färbung der gespeicherten Substanzen in
histologischen Schnitten. Sulfatid wurde 1933 von Blix aus
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menschlichem Hirngewebe isoliert und die Struktur 1962
durch Yamakawa aufgeklärt. Die Speicherung von Sulfatiden
bei MLD-Patienten wurde von Jatzkewitz (Übersicht: Lit.
[326]), die Sulfatasedefizienz unabhängig voneinander durch
Austin und Jatzkewitz nachgewiesen.[3] Arylsulfatasen sind En-
zyme, die künstliche Arylsulfate spalten können. Bei MLD-
Patienten ist eine der verschiedenen Arylsulfatasen, die Aryl-
sulfatase A, defekt,[327] die in Gegenwart eines Cofaktors Sulfa-
tide spaltet.[232] Dieser Cofaktor, ein später als SAP-B be-
zeichnetes Aktivatorprotein, wurde aus Gewebe von MLD-Pa-
tienten isoliert.[328] Es werden eine spätinfantile, eine juvenile
und eine adulte Verlaufsform unterschieden.[329] Die adulte
Verlaufsform ist seltener als die beiden anderen Formen. Die
klinischen Symptome treten am Ende des zweiten oder im
dritten Lebensjahrzehnts auf. Leitsymptome sind geistige
Retardierung, die Demenz zur Folge hat, oder Verhaltens-
abnormitäten, die zur Entwicklung einer Psychose führen.[330]

Verglichen mit der Krabbe�schen Erkrankung, bei der eben-
falls die myelinbildenden Zellen des Zentralnervensystems
betroffen sind, ist bei der MLD der Anteil an Patienten mit
juvenilen und adulten Verlaufsformen deutlich erhöht. Die
Verringerung der Zahl an Oligodendrocyten, die die Nerven-
zellen mit der Myelinschicht versorgen, ist weniger schwer-
wiegend als bei der Krabbe�schen Erkrankung. Die Funktion
peripherer Organe ist nicht beeinträchtigt, während das
Nervensystem durch eine fortschreitende Demyelinisierung
geschädigt wird. In den Geweben von MLD-Patienten wurden
erhöhte Konzentrationen von Lysosulfatid (desacyliertes
Sulfatid) nachgewiesen. Möglicherweise ist diese cytotoxische
Verbindung ein wesentlicher Faktor in der Pathogenese der
Erkrankung.[331] Makroskopisch wird ein reduziertes Volumen
der weiûen Substanz registriert; mikroskopisch wird ein
Verlust des Myelins festgestellt, eine Reduktion der Oligo-
dendrocyten und das Auftreten metachromatischer Granula.

Die Arylsulfatase A aggregiert bei niedrigeren pH-Werten.
Das ASA-Gen wurde kloniert;[332, 333] die Inzidenz der Er-
krankung wird in der weiûen Bevölkerung auf 1:40 000
geschätzt, die Frequenz der Leukodystrophie-Allele liegt bei
0.5 %.[329] Es wurden mehr als dreiûig verschiedene Mutatio-
nen im ASA-Gen charakterisiert, die zu MLD führen (Über-
sicht: Lit. [248]). Die molekulare Ursache für atypische
Formen der MLD liegt in einer Defizienz des Sulfatid-
Aktivators.[334] Die MLD kann durch Aktivitätsmessung der
Arylsulfatase A gegenüber dem künstlichen Substrat 4-Ni-
trocatecholsulfat in Leukocyten oder kultivierten Fibrobla-
sten diagnostiziert werden.[335] Früher wurde der Nachweis
von Sulfatid im Urin oder die metachromatische Färbung von
Schwann�schen Zellen in Nervenbiopsien verwendet. Mäuse
mit künstlich erzeugter Arylsulfatase-A-Defizienz[336] lassen
nur ein geringes Ausmaû an neurologischen und neuropa-
thologischen Veränderungen erkennen, obwohl sie bioche-
misch dem schweren spätinfantilen Phänotyp beim Menschen
entsprechen. Die Ursachen dafür sind noch unklar.

6.7.1. Multiple Sulfatasedefizienz (Austin�sche Erkrankung)

Zahlreiche natürlich vorkommende Verbindungen aus
verschiedenen Stoffklassen enthalten Hydroxygruppen, die
als Schwefelsäureester modifiziert sind. Diese Ester werden

durch Sulfatasen gespalten, von denen beim Menschen neun
charakterisiert werden konnten. Sie sind ± mit Ausnahme der
Steroidsulfatase ± im Lysosom lokalisiert (Übersicht:
Lit. [337, 338]). Bei der multiplen Sulfatase-Defizienz sind
die Aktivitäten von allen bekannten Sulfatasen stark ernied-
rigt. Der Phänotyp der Patienten ist klinisch und pathologisch
durch die Kombination von Symptomen einer MLD und einer
Mucopolysaccharidose charakterisiert (Übersicht: Lit. [325]).
Im Urin werden Dermatansulfat und Heparansulfat ausge-
schieden, neben den MLD-Symptomen treten Skelettdefor-
mationen, Hepatosplenomegalie und kraniofaciale Abnor-
mitäten auf. Der primäre Defekt der multiplen Sulfatasede-
fizienz ist nicht bekannt, doch da die Expression von
Sulfatase-cDNAs in Fibroblasten von MSD-Patienten zu
Enzymproteinen mit reduzierter katalytischer Aktivität führt,
haben von Figura und Mitarbeiter auf eine defekte co- oder
posttranslationale Modifikation als Ursache der MSD ge-
schlossen.[339] Sie konnten in MSD-Zellen eine Proteinmodi-
fikation in den Arylsulfatasen A und B nachweisen. Es
handelt sich dabei um die Umwandlung eines Cystein- in
einen Formylglycin-Rest.[340] Diese neu entdeckte Modifika-
tion ist offenbar für die verminderte katalytische Aktivität der
Sulfatasen verantwortlich. Eine Darstellung des Sachverhalts
ist in dieser Zeitschrift erschienen.[341]

6.8. Gaucher�sche Erkrankung

Die Gaucher�sche Erkrankung ist die häufigste unter den
Sphingolipidosen und durch die Defizienz der b-Glucocere-
brosidase und die Akkumulation von Glucosylceramid cha-
rakterisiert (Übersicht: Lit. [342]). Die Erkrankung wurde
erstmals 1882 von Gaucher beschrieben, die Identifizierung
des Speichermaterials gelang Aghion 1934. Die Identität des
defekten Enzyms konnte 1965 durch Brady[343] und durch
Patrick[344] geklärt werden. Die Glucocerebrosidase hat als
Glycoprotein ein Molekulargewicht von 59 bis 67 kDa und
besteht aus 497 Aminosäuren. Die komplementäre DNA des
Enzyms wurde Mitte der achtziger Jahre kloniert.[345, 346]

Informationen über das aktive Zentrum der Glucocerebrosi-
dase wurden durch kompetitive, kovalente Inhibitoren des
Enzyms gewonnen. Durch Conduritol-B-epoxid (Abbil-
dung 17)[347] wird der Aminosäurerest Asp 443 markiert.[348]

Eine Beteiligung dieser Aminosäureseitenkette bei der Gly-
cosidhydrolyse konnte jedoch durch ortsgerichtete Muta-
genese ausgeschlossen werden.[349] Dagegen handelt es sich
bei Glu 340, das durch 2-Desoxy-2-fluorglucopyranose mar-
kiert wird, offensichtlich um den nucleophilen Rest bei der
katalytischen Glycosidhydrolyse.[350]

Die Gaucher�sche Erkrankung wird in drei Typen, I ± III,
klassifiziert. Die weitaus häufigste, nichtneuronopathische
Form I ist klinisch heterogen und hat eine Inzidenz von 1 in
50 000 bis 200 000 Geburten. Sie weist unter Ashkenasi-Juden
eine erhöhte Häufigkeit auf; die Überträgerfrequenz liegt bei
bis zu 1 in 10.[351] Betroffen ist in erster Linie das reticuloen-
dotheliale System. In der selteneren, akuten neuronopathi-
schen Form II der Erkrankung ist auch das Nervensystem
betroffen. Eine intermediäre, juvenile Form III wird auch als
subakute neuronopathische Form bezeichnet, bei der die
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neurologischen Symptome später einsetzen und sich lang-
samer entwickeln als bei der Form II. Die Gaucher�sche
Erkrankung ist panethnisch; Typ I ist besonders häufig unter
Ashkenasi-Juden, und Typ III tritt bevorzugt in der schwe-
dischen Provinz Norrbotten auf.

Obwohl die Defizienz der Glucocerebrosidase in allen
Körperzellen existiert, wird der Phänotyp mit Ausnahme der
sehr seltenen neuronopathischen Form nur in Makrophagen
ausgeprägt, die aufgrund der Phagocytose etwa von Erythro-
cyten besonders groûe Mengen von Sphingolipiden abzubau-
en haben. Die Lipidspeicherung führt zu einer charakteri-
stischen Morphologie der Makrophagen, die als Gaucher-
Zellen bezeichnet werden. Das Auftreten der Speicherzellen
in Leber, Lymphknoten und Milz bewirkt eine Vergröûerung
dieser Organe. Durch Infiltration des Knochenmarks mit
Gaucher-Zellen kommt es zu schmerzhaften Knochenschädi-
gungen und zur Verdrängung der blutbildenden Zellen. Die
Glucosylceramid-Speicherung wird von einer erhöhten Chi-
totriosidase-Aktivität im Plasma begleitet, die für diagnosti-
sche Zwecke herangezogen werden kann.[352]

Vier Mutationen sind für 80 % der gefundenen Defekte
verantwortlich (Übersicht: Lit. [353, 248]). Zwei Fälle von
Gaucher�scher Erkrankung sind bekannt, die nicht auf das
Fehlen der Glucocerebrosidase, sondern auf ein Fehlen des
Sphingolipid-Aktivatorproteins SAP-C zurückzuführen
sind.[354±356] Die Schwere der Erkrankung korreliert mit der
verbleibenden Glucocerebrosidase-Aktivität, die in kulti-
vierten Hautfibroblasten von Gaucher-Patienten registriert
wurde.[357] Besonders hohe Glucocerebrosidase-Aktivitäten
werden in Fibroblasten und in der Placenta gemessen, aber
auch in den für pränatale Diagnosen wichtigen Chorionvilli
und kultivierten Amnionzellen. Die adulte Form der Gau-
cher�schen Erkrankung (Typ I) ist zur Zeit die einzige
Sphingolipid-Speicherkrankheit, bei der eine kausale Thera-
pie durchgeführt werden kann.[358±360] Dabei wird Glucocere-
brosidase verwendet, die aus menschlicher Placenta oder
gentechnisch gewonnen wurde und mit einer Targeting-
Information für den Mannoserezeptor auf Makrophagen
versehen wurde. Die Behandlung bewirkt eine Normalisie-
rung der Blutparameter und die Gewichtsreduktion von
Leber und Milz. Bei Patienten der schweren infantilen Form
kann eine Knochenmarktransplantation durchgeführt wer-
den. Tiermodelle der infantilen Gaucher�schen Erkrankung,
Typ II[361] sowie II und III,[362] wurden beschrieben. Künstliche
Modellsysteme der Gaucher�schen Erkrankung wurden mit
Conduritol-B-epoxid generiert.[363, 364]

6.9. Krabbe�sche Erkrankung

Die Krabbe�sche Erkrankung ist auf das Fehlen der
lysosomalen Galactocerebrosidase zurückzuführen (Über-
sicht: Lit. [365]). Zusammen mit der metachromatischen
Leukodystrophie gehört sie zu den klassischen Myelin-
Erkrankungen, da in beiden Fällen der Abbau von Glycoli-
piden, Galactosylceramid bzw. Sulfatid gestört ist, die für die
Myelinhülle von Nervenzellen charakteristisch sind. Der
Enzymdefekt, der die Globoidzell-Leukodystrophie auslöst,
wurde 1970 aufgeklärt.[366]

Das Krankheitsbild ist durch neurologische Symptome
geprägt, die in der Regel innerhalb der ersten sechs Lebens-
monate einsetzen; die Patienten sterben vor Vollendung des
zweiten Lebensjahres. Auch adulte Krankheitsformen sind
bekannt. Die weiûe Substanz des Zentralnervensystems und
der peripheren Nerven ist der ausschlieûliche Ort, an dem die
Erkrankung klinisch und pathologisch erkennbar ist. Im
Endstadium enthält die weiûe Substanz nahezu kein Myelin
mehr. Oligodendroglia sind durch Astrocyten und abnormale
Globoidzellen ersetzt. Im Unterschied zu allen anderen
Speicherkrankheiten akkumuliert das Substrat des defekten
Enzyms nicht in den besonders betroffenen Zellen. Die
Spiegel an Galactosylceramid sind sogar unverändert oder
niedriger als normal, nur der relative Anteil von Galactosyl-
ceramid an den Myelinlipiden ist erhöht. Die Ursache dafür
liegt in einer schnellen Zerstörung der myelinbildenden
Oligodendrocyten. Daher bleibt die Myelinisierung unvoll-
ständig, die zudem von einer raschen Entmyelinisierung
begleitet wird, so daû es nicht zu einer Anhäufung des
Galactosylceramids kommen kann. Der sogenannten Psycho-
sin-Hypothese zufolge sind erhöhte Konzentrationen des
nicht mehr abbaubaren Galactosylsphingosins (Psychosin),
einem lytischen Metaboliten des Sphingolipid-Stoffwechsels,
für den raschen Untergang der Oligodendrocyten und die
Pathologie der Erkrankung verantwortlich.[367, 368]

Die Galactocerebrosidase ist ein membrangebundenes
Protein und hat ein Molekulargewicht von ca. 50 kD.[369] die
cDNA[370, 371] und das Gen[372] der Galactocerebrosidase
konnten kürzlich kloniert werden. Ein authentisches Tier-
modell der Erkrankung ist die Twitcher-Maus.[373] Die Galac-
tosylceramidase-cDNA der Maus wurde kloniert und die
Twitcher-Mutation als vorzeitiges Stop-Codon in der Mitte
der codierenden Sequenz identifiziert.[374]

6.10. Farber�sche Erkrankung

Die Farber�sche Erkrankung wird durch eine Defizienz der
sauren Ceramidase und der dadurch bedingten Akkumula-
tion von Ceramid in verschiedenen Geweben verursacht
(Übersicht: Lit. [375]). Es handelt sich um eine seltene,
autosomal rezessiv vererbte Erkrankung; von etwa 43 Pa-
tienten wurde berichtet. Durch Zellkultur-Studien konnte
nachgewiesen werden, daû die Sphingolipid-Aktivatorprotei-
ne SAP-D[376] und auch SAP-C[447] für den lysosomalen
Ceramid-Abbau essentiell sind. Die Erkrankung wurde zuerst
1947 beschrieben. S. Faber berichtete auf einer Tagung der
Mayo-Stiftung vom Fall eines 14 Monate alten Mädchens mit
Symptomen, die an die Niemann-Pick�sche Erkrankung
erinnern, doch bestanden histologische Abweichungen.[375]

Wegen des augenscheinlichsten Symptoms, des Auftretens
subkutaner lipidhaltiger Knoten, wurde die Erkrankung als
Lipogranulomatose bezeichnet. Die Patienten entwickeln im
Kindesalter eine schmerzhafte Schwellung der Gelenke und
später subkutane Knoten. Charakteristisch ist auch das Auf-
treten einer fortschreitenden Heiserkeit als Folge einer
Kehlkopfveränderung sowie Schluckbeschwerden. Je nach
Lokalisation der Lipogranulome können Organe wie Lunge,
Herz und Niere in ihrer Funktion beeinträchtigt werden.
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Fehlfunktionen im Bereich des Nervensystems sind bei den
meisten protrahierten Formen geringfügig. Die Krankheit
führt innerhalb der ersten Jahre zum Tod, aber ein längerer
Verlauf ist möglich. Die Speichersubstanz wurde 1969 als
Ceramid[377] und der zugrundeliegende Defekt als Defizienz
der sauren Ceramidase identifiziert.[378, 379] Das Enzym haben
wir aus menschlichem Urin isoliert.[380] Es handelt sich um ein
Heterodimer aus einer a-Untereinheit von 13 kDa und einer
glycosylierten b-Untereinheit von 40 kDa (Abbildung 23).
Die komplementäre DNA wurde kloniert;[381] sie codiert für
beide Untereinheiten.

Abbildung 23. Gen, cDNA und Prozessierung der sauren Ceramidase.[449]

I ± XIV: Exons; Sechsecke: genutzte N-Glycosylierungsstellen.

Nach dem klinischen Bild werden verschiedene Subklassen
der Farber�schen Erkrankung unterschieden. Alle Patienten
weisen eine Lipidspeicherung in den Nieren auf, während Art
und Umfang der Speicherung in den übrigen Geweben und
Organen variieren können. Bei sechs der sieben Klassen liegt
die Ursache der Erkrankung in einem Defekt der lysosomalen
sauren Ceramidase. Der siebente Subtyp geht auf eine
Mutation im Startcodon der Sphingolipid-Aktivatorprotein-
Vorstufe zurück.[401] Dadurch fallen die von der sauren
Ceramidase als Cofaktoren benötigten SAP-C und SAP-D
zusammen mit zwei weiteren Aktivatoren aus. Biochemisch
ist für die Farber�sche Erkrankung die Speicherung von Cer-
amid in Gewebe[377] und die erhöhte Sekretion von Ceramid
im Urin der Patienten[382] charakteristisch. In subkutanen
Knoten kann der Ceramidanteil bis zu 20 % der Gesamtlipide
betragen, auch der Ceramidgehalt in der Niere ist erhöht. Die
Hydrolyse des Ceramids wird noch von zwei anderen, nicht-
lysosomalen Ceramidasen katalysiert, von denen eine ihr
Aktivitätsoptimum im neutralen[383] und die andere im alka-
lischen Milieu hat.[379] Die drei Ceramidasen sind in verschie-
denen Geweben verteilt und weisen eine unterschiedliche
intrazelluläre Topologie sowie Substratspezifität auf.[375, 384]

Daher sind die neutrale und die alkalische Ceramidase nicht
in der Lage, die bei der Farber�schen Erkrankung defekte
saure, lysosomale Ceramidase zu ersetzen.[378]

Der Verlauf der Farber�schen Erkrankung korreliert mit
der Höhe des lysosomalen Ceramid-Abbaus, wie Untersu-
chungen in kultivierten Fibroblasten von Farber-Patienten
ergaben.[385] Dabei ist die Restaktivität des Enzyms bei
Farber-Patienten höher als die anderer defekter Enzyme bei
den entsprechenden anderen Sphingolipidosen; offenbar
müssen gröûere Mengen von Ceramid aus dem Sphingoli-
pid-Abbau umgesetzt werden, so daû schon eine geringfügige
Beeinträchtigung der Enzymaktivität zur Substratspeiche-
rung führt.

Als ersten molekularen Defekt im Gen eines Farber-
Patienten haben wir eine homoallelische Punktmutation
identifiziert, die einen Thr222Lys-Austausch in der b-Unter-
einheit der sauren Ceramidase bewirkt.[381] Zur Diagnose wird
die Aktivität der sauren Ceramidase unter Verwendung der
synthetischen Substrate N-[1-14C]-Oleoylsphingosin und N-
[1-14C]-Lauroylsphingosin in Gegenwart von Detergentien[386]

bestimmt oder die Ceramidspeicherung nach biosynthetischer
Markierung in kultivierten Fibroblasten analysiert.[387] Da-
neben werden morphologische Studien an Biopsie- und
Autopsiematerial durchgeführt.

6.11. Defizienz von Sphingolipid-Aktivatorproteinen

Der Abbau von Sphingolipiden mit kurzen Oligosaccha-
ridketten erfordert die Gegenwart kleiner nichtenzymatischer
Proteine, der sogenannten Sphingolipid-Aktivatorproteine
(Abschnitt 5.5). Fünf dieser kleinen, hitzestabilen Proteine
sind bisher bekannt, der GM2-Aktivator und die vier
Sphingolipid-Aktivatorproteine SAP-A bis -D, die durch
proteolytisches Prozessieren aus einer gemeinsamen Vorstufe
hervorgehen (Abbildung 24). Das GM2-Aktivatorprotein

Abbildung 24. Struktur der SAP-Vorläufer-cDNA. Die cDNA des SAP-
Vorläufers codiert für eine Sequenz von 524 Aminosäuren (bzw. 527 Ami-
nosäuren)[388] einschlieûlich eines Signalpeptids (S) von 16 Aminosäuren
für den Eintritt in das ER.[227] Die vier Domänen des Vorläufers, SAP-A bis
-D, entsprechen den reifen, in menschlichem Gewebe gefundenen Pro-
teinen: A� SAP-A oder Saposin A; B�SAP-B, auch SAP-1, Sulfatid-
Aktivatorprotein oder Saposin B; C�SAP-C, auch SAP-2, Saposin C oder
Glucosylceramidase-Aktivatorprotein; D� SAP-D, Saposin D oder Kom-
ponente C. ATG�Translationsstart; TAG�Translationsstop; AAA�
Polyadenylierungsregion. Die Positionen der bekannten Mutationen
(homoallelisch) sind durch Pfeile gekennzeichnet. a: A1T (Met1Leu);[401]

b: g-t-Transversion der 3'-Acceptor-Spleiû-Stelle am Übergang von In-
tron e zu Exon 6;[440] c: C650T (Thr217Ile);[441, 442] d: G722C (Cys241-
Ser);[388] e: 33-BP-Insertion nach G777 (elf zusätzliche Aminosäuren nach
Met259);[443, 444] f : G1154T (Cys385Phe);[355] g: T1155G (Cys385Gly).[356]

wurde bereits im Zusammenhang mit den Mechanismen der
lysosomalen Verdauung und der AB-Variante der GM2-
Gangliosidose behandelt. Die Zahl der Patienten, bei der ein
Sphingolipid-Aktivatorprotein-Defekt identifiziert werden
konnte, ist klein, und das klinische Bild einer solchen
Aktivatordefizienz bleibt unvollständig. Bei den Aktivatoren,
die aus dem SAP-Vorläufer hervorgehen, kennt man bislang
einen Fall von SAP-Vorläufer-Defizienz sowie isolierte De-
fekte von SAP-B oder SAP-C. Die Struktur des SAP-
Vorläufer-Gens ist bekannt.[388, 389]
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Nach dem bereits erwähnten SAP-B (Abschnitt 5.5) wur-
den die Aktivatoren SAP-C,[239] SAP-D[236] und schlieûlich
SAP-A isoliert.[390] SAP-C stimuliert die Aktivität der Glu-
cosylceramidase gegenüber natürlichen und synthetischen
Substraten. Anders als bei SAP-B bindet das Glycoprotein
SAP-C an das Enzym und stimuliert es direkt.[391±393] Es hat ein
Molekulargewicht von 20 kDa[239] und stimuliert in vitro den
Abbau von Galactosylceramid durch die Galactosylceramid-
b-Galactosidase[394] und von Sphingomyelin durch die saure
Sphingomyelinase.[394±396]

Einblicke in die physiologische Funktion der SAPs konn-
ten erst nach Untersuchungen an Patienten gewonnen
werden, denen ein bestimmtes SAP fehlt. So zeigen SAP-B-
defiziente Patienten[334, 397] eine drastische Speicherung von
Sulfatid und das Krankheitsbild einer metachromati-
schen Leukodystrophie. Zudem scheiden diese Patien-
ten erhöhte Mengen an Globotriaosylceramid und Digalac-
tosylceramid im Urin aus.[398] Das Fehlen von SAP-C äu-
ûert sich in einer massiven Speicherung von Glucosylcer-
amid; das klinische Bild der Patienten entspricht einer
juvenilen Variante der Gaucher�schen Erkrankung.[354, 399]

Bis heute ist keine Krankheit bekannt, die durch den allei-
nigen Ausfall oder Defekt von SAP-A bzw. SAP-D verursacht
wird.

Als besonders bemerkenswert erwies sich der Fall eines im
Alter von 16 Wochen verstorbenen Patienten sowie der seines
fötalen Bruders, die morphologisch Gaucher-ähnliche Spei-
cherzellen im Knochenmark und eine massive lysosomale
Speicherung von Glucosylceramid, Lactosylceramid und
Ceramid in der Leber aufwiesen.[400] Die Aufklärung des
molekularen Defekts gelang uns 1991 mit der Entdeckung
einer homoallelischen Mutation des Startcodons des SAP-
Vorläufers von ATG zu TTG.[401] Diese bedingt einen voll-
ständigen Ausfall des Vorläuferproteins sowie aller vier
SAPs A ± D. Die Analyse dieses Falles lieferte entscheidende
Stützen für unsere Hypothese zur Funktion der Aktivator-
proteine und zur Topologie der Endocytose und lysosomalen
Verdauung. Wie erwartet speicherten die Gewebe von Patient
und Fötus erhöhte Mengen an allen Glycolipiden mit kurzen
Oligosaccharidketten (Abschnitt 5.5): neutrale Glycolipide
wie Mono-, Di-, Tri- und Tetrahexosylceramide in Leber,
Niere und kultivierten Hautfibroblasten.[402, 403] Sulfatid wurde
in der Niere und freies Ceramid in Leber und Niere
gespeichert. Die Menge der Ganglioside GM3 und GM2
war in der Leber, nicht aber im Hirn erhöht. Die Menge der
Phospholipide blieb, soweit untersucht, normal. Auch der
Sphingomyelinstoffwechsel war bei diesen Patienten nicht
betroffen.[402] Morphologisch fiel die Anhäufung der von uns
postulierten multivesikulären Körperchen auf (siehe Abbil-
dung 18).[402] Diese lieûen sich auch in kultivierten Fibrobla-
sten des Patienten nachweisen und als pathologisch verän-
derte Lysosomen unter dem Elektronenmikroskop identifi-
zieren.[229] Zufüttern des fehlenden Vorläuferproteins konnte
sowohl die Speicherung der Glycolipide als auch das Auf-
treten der intralysosomalen Speichervesikel aufheben.[229]

Gentechnisch veränderte Mäuse, die homozygot für das
inaktivierte Gen des SAP-Vorläuferproteins sind, entspre-
chen in ihrem Phänotyp den beim Menschen beobachteten
Symptomen.[404]

6.12. Pathogenese der Sphingolipidosen

Die Sphingolipidosen gehören zu den Erbkrankheiten,
über deren biochemische Grundlagen und primäre Ursachen
sehr viele Erkenntnisse vorliegen. Die Natur der Speicher-
substanzen und die zugrundeliegenden Defekte auf Protein-
und Nucleinsäureebene sind zu groûen Teilen bekannt.
Anders verhält es sich mit ihrer Pathogenese, bei der eine
Korrelation von Genotyp und Phänotyp nicht ohne weiteres
möglich ist. Einerseits können, wie bei vielen anderen
Krankheiten, Defekte in ganz verschiedenen Strukturgenen
klinisch sehr ähnliche Krankheitsbilder entwickeln. So haben
Defekte in den a-Ketten der Hexosaminidasen A und S,
Defekte in den b-Ketten der Hexosaminidasen A und B und
Defekte im GM2-Aktivator Krankheitsbilder zur Folge, die
früher unter dem Begriff der amaurotischen Idiotie zusam-
mengefaût wurden.[263] Andererseits können verschiedene
Mutationen in ein- und demselben Strukturgen zu unter-
schiedlichen Krankheitsverläufen führen, die manchmal sogar
mit verschiedenen Eponymen benannt sind. So sind schwere
Verlaufsformen des a-Iduronidase-Defekts als Hurler�sche
und mildere Verlaufsformen als Scheie�sche Erkrankung
bekannt.[337] Eine b-Galactosidase-Defizienz kann eine
GM1-Gangliosidose mit neurologischen Schäden verursachen
oder zur Morquio-Typ-B-Erkrankung führen, bei der keine
neurologische Beteiligung, sondern vorwiegend eine Skelett-
deformation registriert wird.

Sogar Patienten mit identischen Mutationen im gleichen
Strukturgen, z. B. in dem der Arylsulfatase A,[405] können
unterschiedliche klinische Verlaufsformen aufweisen; wahr-
scheinlich sind diese durch einen jeweils verschiedenen
genetischen Hintergrund bedingt. Die Kenntnis der primären
Defekte auf DNA-Ebene ist zwar eine notwendige, aber bei
weitem keine hinreichende Bedingung zum Verständnis der
Pathogenese dieser Erkrankungen. Dies gilt insbesondere für
die adulten Verlaufsformen der Sphingolipidosen.[318] Trotz
ihrer enormen Heterogenität und der nur mittelbaren Ver-
bindung zwischen Genotyp und Phänotyp einer Krankheits-
form ist es aber möglich, Genotyp und Phänotyp der
Erkrankung zu korrelieren und einige wesentliche Faktoren
anzugeben, die die Pathogenese beeinflussen. Ein wesentli-
cher Faktor ist sicherlich die zelltypische Expression einzelner
Sphingolipide. Sie bedingt, daû bei einer Abbaustörung die
Speicherung primär in den Zellen und Geweben stattfindet, in
denen die Lipidsubstrate des mutierten Enzymschritts vor-
wiegend synthetisiert (z.B. komplexe Ganglioside in Neu-
ronen) oder von denen sie durch Phagocytose aufgenommen
werden (z. B. Glucosylceramidspeicherung in Makrophagen
bei der Gaucher�schen Erkrankung).

Ein weiterer Faktor ist die Art des Speichermaterials. Es
wird angenommen, daû Sphingolipide im allgemeinen nicht
toxisch sind und ihre Akkumulation von den Zellen innerhalb
weiter Grenzen toleriert wird. Erst durch mechanische
Schädigung wird die Zellfunktion gestört. Eine Abbaustörung
kann jedoch auch zur Anhäufung morphogenetisch aktiver
Verbindungen führen[406] oder die Ansammlung toxischer
Lysoglycolipide bedingen.[365] Ein herausragender Faktor ist
die Restaktivität des mutierten abbauenden Systems im
Lysosom. An zahlreichen Beispielen konnte belegt werden,
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daû das unterschiedliche Ausmaû einer Ab-
baustörung verschiedene klinische Verlaufs-
formen einer Krankheit bewirkt. Dabei
korreliert die gemessene Restaktivität des
betroffenen Enzyms mit der Verlaufsform
der Krankheit. Bei Neurolipidosen ist ein
Auftreten der ersten Symptome zu erwar-
ten, wenn die Funktion der am stärksten
betroffenen Nervenzellen durch die Spei-
cherung beeinträchtigt wird. So wird im
Tiermodell der AB-Variante der GM2-
Gangliosidose nur eine definierte Popula-
tion von Nervenzellen registriert, in denen
GM2 akkumuliert.[291] Die Theorie der Rest-
aktivität erklärt auch, daû minimale Ver-
änderungen der Restenzymaktivität groûe
¾nderungen im Substratumsatz bewirken
können.

6.12.1. Theorie der Restenzymaktivität

Die Höhe der enzymatischen Restaktivi-
tät ist ein wesentlicher pathogenetischer
Faktor. Durch verschiedene Mutationen
und pathobiochemische Mechanismen kann
die Aktivität des abbauenden Systems auf
unterschiedliche Restspiegel innerhalb des
lysosomalen Kompartiments abgesenkt wer-
den. Die Höhe dieser Restspiegel sollte
einen direkten Einfluû auf die Pathogenese
klinischer Verlaufsformen haben. Das je-
weils mutierte Protein und die dadurch
bedingten maximalen Aktivitäten (Vmax)
des abbauenden Systems bilden ein ent-
scheidendes Bindeglied zwischen Genotyp
und Phänotyp der jeweiligen Krankheits-
form.

Ausgehend von der Michaelis-Menten-
Gleichung haben wir die Substratkonzen-
tration [S]eq innerhalb des Lysosoms unter
den Bedingungen des Flieûgleichgewichts
als Funktion der Restenzymaktivität be-
rechnet.[407] Die Substratkonzentration [S]eq

hängt im Flieûgleichgewicht näherungsweise von nur zwei
Faktoren ab [Gl. (1)]: von der Einstromgeschwindigkeit vi der
Substrate in das Lysosom und von den enzymkinetischen
Parametern KM und Vmax des abbauenden Enzyms.

[S]eq�KM/(Vmax/viÿ 1) (1)

In normalen Zellen liegt die Substratkonzentration in der
Regel weit unterhalb des Wertes der Michaelis-Menten-
Konstante KM des abbauenden Enzyms. Die KM-Werte
lysosomaler Enzyme liegen im millimolaren Bereich. Ein
Absinken der Enzymaktivität auf 20 % bis 50 % des Normal-
wertes beeinfluût die Umsatzgeschwindigkeit v noch nicht, da
die verringerte Enzymaktivität durch eine erhöhte Substrat-
konzentration und damit eine gröûere Substratsättigung des
Enzyms kompensiert wird (Abbildung 25). Das Verhältnis

v/vi bleibt konstant; diese Situation wird bei heterozygoten
Überträgern einer derartigen Erbkrankheit angetroffen. Die-
ser Kompensationsmechanismus funktioniert so lange, bis die
maximale Abbauaktivität des mutierten Enzyms unter den
Wert des Substrat-Einstroms in das Lysosom sinkt. Bei diesem
Schwellenwert (Vmut

max/vi� 1) liegen alle Enzymmoleküle als
Enzym-Substrat-Komplex vor; ein Absinken der Restenzym-
aktivität auf diesen theoretischen Schwellenwert führt aber
noch nicht zu einer irreversiblen Substrat-Akkumulation.
Dies erklärt, warum Probanden mit Pseudodefizienzen, bei-
spielsweise mit einem Verlust von bis zu 90 % der Aktivität
der b-Hexosaminidase A oder der Arylsulfatase A, nicht
erkranken. Erst das Absinken der Enzymaktivität unter den
kritischen Schwellenwert verursacht die Speicherung des
entsprechenden Lipid-Substrates, da nur noch ein Teil des
anfallenden Substrates abgebaut werden kann.

Abbildung 25. [223] Restaktivität eines mutierten Enzyms und Umsatz seines Substrats in den
Lysosomen.[407] Die Substratkonzentration [S] ist als Vielfaches der Michaeliskonstante KM, die
Umsatzgeschwindigkeit v und die maximal erreichbare Enzymaktivität Vmax sind als Vielfache
der Einstromgeschwindigkeit vi dargestellt. ÐÐ Substratgleichgewichtskonzentration [S] KM

ÿ1;
* *±*± Umsatzgeschwindigkeit des Substrats v vi

ÿ1; **** Kritischer Schwellenwert der Enzymak-
tivität (a); ±± ± Kritischer Schwellenwert (b) der Enzymaktivität unter Berücksichtigung
begrenzter Substratlöslichkeit. Oben: Restaktivität A der Hexosaminidasen gegenüber GM2 in
vitro (angegeben ist gespaltenes GM2 in pmol hÿ1 mgÿ1 AUÿ1; AU�Aktivatoreinheit wie in
Lit. [280] definiert) und Umsatz D[GM2]/Dt des Gangliosids GM2 in Fibroblastenkulturen von
Probanden und Patienten mit GM2-Gangliosidose.[272] Hautfibroblasten von normalen Pro-
banden und Patienten mit verschiedenen Formen der GM2-Gangliosidose und deren Über-
träger wurden drei Tage mit radioaktiv markiertem GM2 in Kultur beladen. Dann wurden die
Zellen geerntet, in Wasser homogenisiert und folgende drei Parameter bestimmt: a) Gesamt-
einbau des Substrats GM2. b) Prozentualer Anteil des abgebauten GM2. c) Aktivität der
Hexosaminidase A gegenüber GM2 in Gegenwart des GM2-Aktivators. * a-Ketten-Defekt
(Variante B der GM2-Gangliosidose oder Tay-Sachs�sche Erkrankung), * infantile Form; * a-
Ketten-Defekt, juvenile Form; & a-Ketten-Defekt, adulte Form; ~ Aktivator-Defekt (Varian-
te AB der GM2-Gangliosidose). Gesunde Probanden: � Überträger der GM2-Gangliosidose;
& normale Kontrollen.
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Dieses Modell wurde durch Substratfluû- und Enzymak-
tivitätsmessungen an Hautzellen in Kultur von verschiedenen
Patienten mit GM2-Gangliosidose und metachromatischer
Leukodystrophie[272] sowie anderen Sphingolipidosen über-
prüft.[256, 318, 319, 357, 385] Danach sinkt der Substratfluû wie er-
wartet erst unterhalb eines Schwellenwertes linear mit ab-
fallender Enzymaktivität ab. Patienten der klinisch heteroge-
nen adulten Verlaufsform haben einen deutlich höheren
Umsatz der Speichersubstanz als Patienten der klinisch
anders ausgeprägten juvenilen Form. Letztere wiederum
zeigen einen höheren Umsatz als die Patienten der klinisch
wiederum anders ausgeprägten infantilen Verlaufsform der
Krankheit. Geringere Unterschiede in der restlichen Enzym-
aktivität entsprechen dabei deutlichen Differenzen im jewei-
ligen Stoffwechselfluû des Substrats.

6.13. Molekulare Diagnostik: metabolische, enzymatische
und genetische Verfahren

Die Diagnose der Sphingolipidosen beruhte anfänglich auf
klinischen und pathologischen Befunden. Später wurde auf
der Basis des biochemisch identifizierten Speichermaterials
die Erkrankung diagnostiziert. Der Schwerpunkt heutiger
Diagnostik liegt in der Bestimmung der enzymatischen
Aktivität einzelner hydrolytischer Enzyme.[408, 409] Als Enzym-
quellen werden klinisch leicht zugängliche Präparationen von
Serum, Leukocyten, kultivierten Hautfibroblasten oder Bi-
opsiematerial verwendet. Für pränatale Diagnosen werden
Enzymaktivitäten in Amnionzellen oder Chorionvilli be-
stimmt. Zur Diagnose von Erkrankungen, die auf der
Defizienz enzymatisch nicht aktiver Sphingolipid-Aktivator-
proteine beruhen, sind metabolische Verfahren unerläûlich.
Die Diagnose aufgrund einer DNA-Analyse ist möglich,
sofern die Mutationen innerhalb der Familie des Patienten
bekannt sind.

Zur Messung der enzymatischen Aktivität ist Serum eine
besonders leicht zugängliche Enzymquelle, aus der die
Aktivitäten einiger, aber nicht aller Hydrolasen bestimmt
werden können. Nachteilig ist, daû die Aktivitätsspiegel
lysosomaler Enzyme im Serum im allgemeinen niedriger sind
als in zellulären Quellen und daû die Stabilität, vor allem von
mutierten Proteinen, herabgesetzt sein kann. Blutplasma
kommt als Enzymquelle normalerweise nicht in Frage, da
lysosomale Hydrolasen durch Antikoagulantien gehemmt
werden können. Leukocyten sind eine verläûliche und leicht
zu präparierende Enzymquelle. Für manche Fragestellungen
ist es vorteilhaft, Lymphocyten zu verwenden, die aufgrund
ihrer zellulären Homogenität eine geringere Streuung der
Meûwerte aufweisen. Kultivierte Hautfibroblasten sind eine
weitere geeignete Enzymquelle. Da lysosomale Hydrolasen in
der Regel nur eine geringe Substratspezifität erkennen lassen,
kann ihre Aktivität nicht nur mit den oft nur schwer hand-
habbaren natürlichen Substraten, sondern auch mit synthe-
tischen Substraten (Abbildung 26) bestimmt werden, die
günstige fluorogene oder chromogene Eigenschaften auf-
weisen.[408]

Eine weitere diagnostische Absicherung bildet die Demon-
stration der Substratspeicherung in kultivierten Patientenzel

Abbildung 26. Struktur von GM2 und dem synthetischen Substrat 4-Me-
thyl-umbelliferyl-b-d-N-acetylgalactosamin-6-sulfat. Der Pfeil bezeichnet
jeweils die Bindung, die von der b-Hexosaminidase A ± bei GM2 in
Gegenwart von GM2-Aktivatorprotein oder Detergens ± gespalten wird.

lennach der Beladung mit radioaktiv markiertem Substrat
oder katabolen Substratvorstufen. Zur Diagnose der Farber�-
schen Erkrankung beispielsweise kann der Abbau von
Ceramid[410, 411] oder von Ceramidvorstufen wie Sulfa-
tid[410, 412, 413] und Sphingomyelin[414] untersucht werden. Solche
Lipidbeladungsstudien können hohe Abbaugeschwindigkei-
ten des endogenen Ceramids trotz bestehender Farber�scher
Erkrankung nachweisen. Dies wird den z. T. hohen Restak-
tivitäten der mutierten sauren Ceramidase und dem nicht-
lysosomalen Abbau der entsprechenden Lipide zugeschrie-
ben.[414]

Der Vergleich biosynthetisch markierter Sphingolipide aus
Patientenzellen mit denen aus Normalzellen ermöglicht
ebenfalls den Nachweis einer Sphingolipid-Speicherung. Mit
in 3-Position radioaktiv markiertem Serin lassen sich die
zellulären Sphingolipide biosynthetisch markieren. Sphingo-
lipide, deren Abbau gestört ist, behalten nach längeren
¹Chaseª-Perioden eine stärkere Markierung als solche, deren
Umsatz nicht beeinträchtigt ist. Voraussetzung ist, daû ein
Zelltyp untersucht wird, in dem das nicht abbaubare Lipid
auch in nennenswertem Umfang gebildet wird. Ein Vorteil
der Methode besteht darin, daû sich die Enzyme und Lipide in
ihrer natürlichen, topologisch korrekten subzellulären Um-
gebung befinden. Wird eine Lipidspeicherung mit diesem
Zellsystem detektiert, so korreliert deren Intensität direkt mit
dem Ausmaû des Defektes im entsprechenden Enzymsystem.
Dazu gehört auch die Detektion des Ausfalls eines Cofaktors,
dessen Mangel mit herkömmlichen Diagnoseverfahren oft
übersehen wird. Bei Patienten, deren Enzyme eine hohe
Restaktivität aufweien, ist die biosynthetische Markierung
einer direkten Bestimmung der Enzymaktivität jedoch unter-
legen.

6.14. Therapie

Mit Ausnahme der adulten Form der Gaucher�schen
Erkrankung ist eine kausale Therapie von Sphingolipidosen
gegenwärtig nicht möglich. Das Ziel verschiedener Thera-
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pieansätze ist es, die bei einer Sphingolipidose defekte
Abbaukapazität innerhalb des Lysosoms wiederherzustellen.
Dies kann auf direktem Wege durch Enzymersatztherapie
geschehen oder aber indirekt durch Gentherapie oder Organ-
transplantation. Ziel der Enzymersatztherapie bei Sphingoli-
pidosen ist es, durch exogen zugeführtes Protein die fehlende
enzymatische Aktivität innerhalb der Lysosomen der Ziel-
zellen zu restaurieren und damit bestehende Substratspeiche-
rungen aufzuheben oder eine weitere Substrat-Akkumulation
zu verhindern.

Das Konzept, Sphingolipidosen durch die exogene Gabe
des defekten lysosomalen Enzyms zu behandeln, geht auf
de Duve zurück.[415] Die Haupthindernisse, die dem im Wege
stehen, sind zum einen die zentralnervöse Lokalisation der
Zielzellen, in denen bei der Mehrzahl der Sphingolipidosen
die Substratspeicherung aufgehoben werden muû. Zum an-
deren standen lange Zeit keine Techniken zur Verfügung, um
die benötigten Proteine in ausreichender Menge und Reinheit
gewinnen zu können. Das letztere Problem kann durch die
Verfügbarkeit der cDNA-Sequenzen von lysosomalen Pro-
teinen für die rekombinante DNA-Technologie überwunden
werden. Weitere Probleme sind die Stabilität und Immuno-
genität der verwendeten Präparate, ihre Halbwertszeit im
menschlichen Körper, die Aufnahme durch die entsprechen-
den Zielorgane und nicht zuletzt die Kosten einer solchen
Therapie. Da von einer ausreichenden Überwindung der
Blut-Hirn-Schranke[416] durch systemisch verabreichtes Pro-
tein gegenwärtig nicht ausgegangen werden kann, bleibt die
Enzymersatztherapie zunächst auf Erkrankungen ohne pri-
märe Beeinträchtigung des Zentralnervensystems beschränkt.

Die erste Sphingolipidose, die erfolgreich durch Enzymer-
satztherapie behandelt werden konnte, ist die adulte Form der
Gaucher�schen Erkrankung (Typ I).[358] Dies ist möglich, weil
die Speicherung von Glucosylceramid hauptsächlich auf
Kupffer-Zellen (Makrophagen der Leber) und andere Makro-
phagen beschränkt ist, die Mannose-Rezeptoren auf ihrer
Oberfläche exprimieren und über die exogen gegebenes,
lysosomal gerichtetes Protein aufgenommen werden kann.[417]

Zu einer Beteiligung des Nervensystem kommt es nicht, da
die Patienten noch über eine ausreichend hohe Restaktivität
der defekten Glucosylceramidase verfügen. Anfängliche Schwie-
rigkeiten bei der Behandlung der Gaucher�schen Erkrankung
beruhten darauf, daû die infundierten Enzympräparate zwar
von der Leber aufgenommen wurden, allerdings von Hepa-
tocyten, die ein aus menschlicher Placenta gewonnenes
Enzympräparat über den Asialoglycoprotein-Rezeptor inter-
nalisierten. Die Zielzellen des Enzyms, die Kupffer-Zellen,
wurden durch das Enzym nicht erreicht. Wird dagegen ein
enzymatisch modifiziertes Enzympräparat verabreicht, das
durch partiellen Glycosidaseverdau terminale Mannosereste
auf seiner Oberfläche exponiert, so wird es von Mannosere-
zeptoren auf den Makrophagen internalisiert und ist in der
Lage, einige der Beschwerden von Gaucher-Patienten zu
lindern. Dazu gehört die Rückbildung von Organvergröûe-
rungen. Problematisch bleiben die Rückbildung von Skelett-
deformationen, die nur sehr langsam erfolgt, und die neu-
ronopathischen Formen II und III. Bei Typ III wird zwar eine
Verschlechterung des neurologischen Zustands der Patienten
verhindert, eine Verbesserung wird aber nicht erreicht.[358, 360]

Über Antikörperbildung wurde berichtet, eine Neutralisation
des Enzyms fand aber offenbar nicht statt.[418]

6.14.1. Knochenmarktransplantationen

Das wesentliche Hindernis bei der Enzymersatztherapie
von neuronopathischen Sphingolipidosen, die Überwindung
der Blut-Hirn-Schranke, wäre durch Knochenmarktransplan-
tation prinzipiell überwindbar. Makrophagen des Knochen-
marks können die Blut-Hirn-Schranke in geringem Umfang
passieren und als Mikroglia im Gehirn als Enzymquelle
wirken.[419] Obwohl in Einzelfällen von erfolgreichen Versu-
chen berichtet wurde, bildet die Knochenmarktransplantation
gegenwärtig aber noch kein erfolgreiches Therapiekonzept
zur Behandlung der Sphingolipidosen. Knochenmark-Trans-
plantationen an Tiermodellen von Sphingolipidosen[420, 421]

haben zur Verbesserung neurologischer Symptome und zur
Rückbildung neuraler Schäden geführt. Die Lebenserwartung
der Twitcher-Maus als Tiermodell der Krabbe�schen Erkran-
kung wurde durch diese Behandlungsform erhöht, ohne eine
Heilung der Tiere erzielen zu können.[420] Von einer klinischen
Verbesserung von ¹Late-onsetª-Lipidosepatienten (Krabbe�-
sche Erkrankung, MLD) wurde berichtet, während die
Therapie bei infantilen Patienten kontraindiziert ist.[422]

6.14.2. Gentherapie

Noch weit weniger fortgeschritten sind gentherapeutische
Ansätze zur Behandlung der Sphingolipidosen. Deren Ziel ist
die Einführung eines funktionstüchtigen Gens in den betrof-
fenen Patienten. Über geeignete Vektoren wird das Gen in
somatische Zellen eingeführt, die das Genprodukt zu einem
gewissen Prozentsatz an deren Umgebung abgeben. Ein
Hauptproblem ist dabei der effiziente Transfer therapeuti-
scher DNA ins Zentralnervensystem. Postmitotische Zellen
einschlieûlich der meisten Nervenzellen werden von retrovi-
ralen Vektoren nicht transfiziert,[423] so daû für viele An-
wendungen auf andere Vektoren ausgewichen werden muû.
Dennoch wird auch dieses System untersucht. Beispielsweise
wurden auf Zellkulturebene Transduktionsexperimente mit
retroviral vermittelter Galactosylceramidase-cDNA durch-
geführt.[424] Unter den verschiedenen anderen Verfahren des
Gentransfers[425] sind replikationsdefiziente Adenoviren her-
vorzuheben, von denen sich abzeichnet, daû sie als Vektoren
zur Einführung rekombinanter Gene in Nervenzellen geeig-
net sind. Hinsichtlich Pathogenität und Vorhersagbarkeit der
Expressionsspiegel scheinen sie Systemen, die auf dem
Herpes-simplex-Virus basieren, überlegen zu sein. Im Maus-
modell einer lysosomalen Speicherkrankheit, des Sly-Syn-
droms (Mucopolysaccharidose VII), konnte durch Adenovi-
rus-vermittelten Gentransfer die viscerale Pathologie korri-
giert werden. Nach Injektion des rekombinanten Virus in die
lateralen Ventrikel der Mäuse wurde auch eine Erhöhung der
b-Glucuronidase-Aktivität im Hirn der Versuchstiere fest-
gestellt.[426, 450] Exemplarisch sei noch auf Zellversuche hin-
gewiesen, in denen die GM2-Speicherung in Fibroblasten von
Tay-Sachs-Patienten nach adenoviral vermitteltem Gentrans-
fer aufgehoben werden konnte.[427]
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6.14.3. Inhibitoren der Glycosphingolipid-Biosynthese

Erbkrankheiten lassen sich grundsätzlich auch auf der
Ebene der Metaboliten behandeln. Einer dieser Ansätze wird
als ¹substrate deprivationª oder auch ¹substrate restrictionª
bezeichnet.[428] Zu den Faktoren, die Schwere und Verlaufs-
form von Sphingolipidosen beeinflussen, gehört wesentlich
das Verhältnis von verbleibender lysosomaler Enzymaktivität
(Vmax) und Substrateinstrom (vi) in das Lysosom. Solange die
Biosynthese der Substrate weiterläuft, für deren Abbau das
defekte System verantwortlich ist, schreitet die pathologische
Anhäufung der Substrate im Lysosom fort. Nicht nur die
lysosomale Abbaukapazität, sondern auch der Fluû von
Substraten in das Lysosom (Abbildung 27) ist ein Parameter,

Abbildung 27. ¹Substrate deprivationª: Durch Hemmung der Sphingoli-
pid-Biosynthese wird der Substrateinstrom in die Lysosomen reduziert.
Andere Therapiekonzepte zielen darauf ab, die Abbaukapazität innerhalb
des Lysosoms zu restaurieren.

dessen ¾nderung den Verlauf einer Sphingolipidose beein-
flussen kann. Der Substrateinstrom in die Lysosomen sollte
durch Hemmung der Sphingolipid-Biosynthese reduzierbar
sein. Damit sollte es möglich sein, durch Inhibitoren der
Biosynthese sowohl Schwere als auch Verlaufsform dieser
Erkrankungen positiv zu beeinflussen. Dieser Ansatz setzt
voraus, daû noch eine minimale Restaktivität des defekten
Enzyms im Lysosom vorhanden ist. Dies ist bei juvenilen und
adulten Verlaufsformen der Fall, während bei den infantilen
Verlaufsformen keine oder nur eine sehr geringe Restaktivität
gemessen wird.[272] Langfristig kann sogar davon ausgegangen
werden, daû fehlende Restaktivität exogen, beispielsweise
durch Knochenmarktransplantation, wiederhergestellt wird
und gleichzeitig durch Hemmung des Substrateinstroms das
Fortschreiten der Erkrankung verzögert wird.

Es sind verschiedene niedermolekulare Inhibitoren der
GSL-Biosynthese bekannt.[100] Ein Wirkstoff ist im Zusam-
menhang mit der Therapie von Sphingolipidosen von be-
sonderem Interesse.[429, 430] Es handelt sich dabei um das
bereits als Glycosidase-Inhibitor bekannte N-Butyldesoxyno-

jirimycin (Abbildung 12), das im Tiermodell der Tay-Sachs�-
schen Erkrankung untersucht wurde.[431] Durch orale Gabe
der Verbindung werden Serumkonzentrationen von 50 mm
erreicht, wie bereits bei menschlichen Patienten festgestellt
werden konnte, die diese Verbindung im Rahmen einer
antiviralen Therapie erhalten hatten. Diese Konzentration
reicht aus, um nach einer zwölfwöchigen Behandlung bei Tay-
Sachs-Mäusen die Speicherung von GM2 im Hirn um 50 %
gegenüber unbehandelten Mäusen zu verringern. Im Unter-
schied zu unbehandelten Mäusen sind in den Nervenzellen
der behandelten Mäuse nach 16 Wochen kaum noch cyto-
plasmatische Membranstrukturen vorhanden, die durch das
abgelagerte Lipid gebildet werden. Wesentlich für die Wirk-
samkeit der Verbindung ist ihre geringe Toxizität und ihre
gute Bioverfügbarkeit. Sie kann oral aufgenommen werden
und passiert die Blut-Hirn-Schranke, so daû im Zentralner-
vensystem ausreichend hohe Konzentrationen erreicht wer-
den, um die Bildung von GSL in gewünschtem Umfang zu
hemmen (Abbildung 27).[431] Der Erfolg der Verbindung war
nicht unbedingt vorhersagbar, da sie nicht nur als Hemmstoff
der Biosynthese, sondern auch des Glucocerebrosid-Abbaus
fungiert.

Die Glucocerebrosidase wurde durch Affinitätschromato-
graphie an N-Alkyldesoxynojirimycinsepharose gereinigt,[432]

was die Eignung der Verbindung zur Behandlung der
Gaucher�schen Erkrankung problematisch erscheinen läût.
Die Tay-Sachs-Knockout-Mäuse verfügen über eine so hohe
Restenzymaktivität, daû sie nicht erkranken und insofern als
Modellsystem zur Überprüfung des Konzepts geeignet sind.
N-Butyldesoxynojirimycin hemmt die Glucosyltransferase,
die Glucose von Uridindiphosphat-Glucose auf Ceramid
überträgt (Abschnitt 4.3). Grundsätzlich kommt eine Be-
handlung mit Verbindungen dieses Typs bei solchen Sphingo-
lipidose-Patienten in Frage, deren gespeicherte Sphingolipide
sich biosynthetisch vom Glucosylceramid ableiten. Die er-
folgreiche Anwendung dieser oder ähnlicher Wirkstoffe am
menschlichen Patienten ist zur Zeit noch hypothetisch, doch
bestehen aufgrund der oben angestellten Erwägungen reali-
stische Erfolgsaussichten, Sphingolipidosen zu behandeln.

7. Ausblick

Wesentliche Erkenntnisse über Pathogenese und therapeu-
tische Ansätze sind von den Tiermodellen zu erwarten, die für
die menschlichen Formen der Sphingolipidosen entwickelt
wurden.[433, 434] Beispielsweise wurde nach Hinweisen auf die
Beteiligung des Immunsystems in der Pathogenese der Krab-
be�schen Erkrankung durch Kreuzung von Twitcher-Mäusen
(einem authentischen Tiermodell der Krabbe�schen Erkran-
kung) mit MHC-Klasse-II-defizienten Mäusen (MHC�ma-
jor histocompatibility complex) Doppel-Knockout-Mäuse
erhalten, die einen deutlich milderen Krankheitsverlauf ent-
wickeln.[435] In b-Glucuronidase-defizienten Mäusen wurden
Kochenmarktransplantationen mit retroviral modifizierten
Zellen erprobt.[436, 437] Der Phänotyp des Galactosialidose-
Mausmodells konnte durch transgene und normale Knochen-
markzellen korrigiert werden.[298] Diese Ansätze machen
deutlich, daû es sich bei den erst seit kurzem verfügbaren
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Tiermodellen um wertvolle Hilfsmittel zum Verständnis der
Pathogenese der Sphingolipidosen handelt. Zur Weiterent-
wicklung neuartiger therapeutischer Konzepte sind sie sicher-
lich von auûerordentlichem Wert. Es ist davon auszugehen,
daû diese präklinischen Modelle die Erprobung von Kon-
zepten zur kausalen Therapie dieser Erkrankungen wesent-
lich erleichtern werden und verbesserte Behandlungsmög-
lichkeiten daraus hervorgehen.

Die Arbeiten im Labor der Autoren wurde von der
Deutschen Forschungsgemeinschaft (SFB 284, SFB 400) und
vom Fonds der Chemischen Industrie gefördert.
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