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modells mit einem Grundzustand (g) und einem Anregungszustand
(a) durch Gleichung (2) gegeben.
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Synthese des ersten selektiven irreversiblen
Inhibitors der neutralen Sphingomyelinase**
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Sphingomyelin 1 (Schema 1) ist ein ubiquitdrer Membran-
baustein, der in Sdugetierzellen je nach Zelltyp bis zu 25 %
der Membranlipide ausmacht.['! Die Kataboliten des Sphin-
gomyelins, Ceramid 2, Sphingosin 3 und Sphingosin-1-phos-
phat 4, sind wegen ihrer vielféltigen biologischen Wirkung
und ihrer moglichen Funktion als sekundédre Botenstoffe in
den Mittelpunkt intensiver Forschung geriickt.['*l Der primé-
re Sphingomyelin-Katabolit Ceramid entsteht im Sphingo-
myelincyclust™ ¢ durch die Aktion entweder einer lysosoma-
len sauren Sphingomyelinase (A-SMase) oder einer mem-
branstdndigen neutralen Sphingomyelinase (N-SMase). Thm
wird eine entscheidende Rolle in der Zellregulation, bei der
Steuerung von Entziindungs-Prozessen sowie beim program-
mierten Zelltod (Apoptose) zugesprochen.[" 257 Zahlreiche
Untersuchungen legen den Schluss nahe, dass verschiedene
Cytokine (z.B. Tumornekrosefaktor-a, Interleukin-14, Inter-
feron-y) sowie Strahlung, Hitze, oxidative Agentien und
Vitamin D; in der Lage sind die Sphingomyelinasen zu
aktivieren. Ungeachtet dessen bleiben zahlreiche Aspekte
der Ceramid-vermittelten Signaltransduktion und insbeson-
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Schema 1. Sphingomyelin 1 und die Abbauprodukte 2-4.

dere die Rolle von Ceramid bei der Apoptose umstritten.® %
Mit Sicherheit ist die biologische Wirkung von Ceramid nicht
in allen Féllen gleich, sondern héngt vom Zelltyp, von seiner
Topologie innerhalb der Zelle und von einer Verbindung mit
anderen Signalkaskaden (crosstalk) ab. Auch die Frage,
welche Sphingomyelinase fiir die Stimulus-induzierte Cer-
amidfreisetzung jeweils zustidndig ist, wird kontrovers disku-
tiert.> 311 Der membranstindigen N-SMase, die einer phy-
siologischen Regulation durch Substanzen wie Glutathion
und Arachidonsiure unterliegt,!’?! wird eine entscheidende
Rolle bei der Signaltransduktion beigemessen. Selektive
Inhibitoren der verschiedenen Sphingomyelinase-Typen kon-
nen zu einem besseren Verstidndnis sowohl der Rolle dieser
Enzyme als auch der biologischen Bedeutung von Ceramid
bei der Signaltransduktion beitragen.

Wihrend fiir A-SMase eine Reihe moderater Inhibitoren
bekannt sind,!!l wurde erst kiirzlich der Naturstoff Scypho-
statin 50> isoliert und als potenter und kompetitiver
Inhibitor der N-SMase identifiziert (ICs, = 1.0 um). Allerdings
inhibiert diese Verbindung auch A-SMase (ICsy = 49.3 um).[3]
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Wir berichten hier tiber die Synthese des ersten selektiven
und irreversiblen Inhibitors der neutralen Sphingomyelinase.
Eigene vorangegangene Untersuchungen hatten gezeigt, dass
kurzkettige Ceramid-Analoga, wie 2-N-Lauroylamido-1,3-
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propandiol, N-SMase schwach
inhibieren. Des Weiteren gingen Q
wir davon aus, dass N-SMase in
Analogie zu anderen Phospho-
diesterasen!'! nucleophile
Gruppen (wie z.B. die Seiten-
ketten von Arginin, Serin oder
Cystein) im aktiven Zentrum
aufweisen wiirde, die mit geeig-
neten Elektrophilen in der
Kopfgruppe der zu synthetisie-
renden Ceramid-Analoga rea-
gieren konnten. So vermuteten
wir, dass die Verbindung 6 mit
einer im Vergleich zu Scyphos-
tatin reaktiveren Epoxidfunk-
tion diese Voraussetzungen er-
fiillen kénnte.l'”? Die Umsetzung
von D-Serin mit Decanoylchlo-
rid unter Schotten-Baumann-

3

Schema 2. Synthese des Spiroepoxids 6: a) H,O, THF, 3 Aquiv. Na,COs, 3 h, 68 %;b) NaBH,, EtOH, 1 d, 99 %;

c) In, NH,Cl, EtOH, 90°C, 3 h, 91 %; d) DCC, HOBT, DMF, 16 h, 61 %; e) NalO,, MeOH/H,O0, 3 h, 20°C,

Bedingungen lieferte N-Deca- g0,

noyl-p-Serin 7 (Schema 2). Der

in einer zweistufigen Reaktions-

sequenz hergestellte 5-Amino-2-hydroxybenzylalkohol 8 wur-
de an 7 unter Verwendung von Dicyclohexylcarbodi-
imid (DCC)/1-Hydroxybenzotriazol (HOBT) unter Bildung
des Derivat 9 gekuppelt, welches nach Umsetzung mit
Natriumperiodat das Spiroepoxid 6 als 53:47-Diastereome-
rengemisch gab."®! Diese Verbindung erwies sich im nach-
folgenden Enzym-Assay als ein kovalenter Inhibitor von
N-SMase (Abbildung 1). Dariiber hinaus zeigte sich, dass
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Abbildung 1. Zeitabhéngigkeit der Inhibierung der neutralen Sphingo-
myelinase durch 6 (200 pm in der Vorinkubationslgsung). Mit Inhibitor 6:
v; Kontrolle: A. A = Aktivitit; t = Vorinkubationszeit.

steigende Sphingomyelinkonzentrationen die inhibierende
Wirkung des Epoxids 6 abschwichten (Abbildung?2), was
vermuten ldsst, dass der Inhibitor an das aktive Zentrum von
N-SMase bindet. Unter den Bedingungen des Assays inhi-
bierte das Epoxid 6 selbst in einer Konzentration von
500 umolL-! die A-SMase nicht (Abbildung 3). Um den
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Abbildung 2. Inhibierung der N-SMase bei verschiedenen Sphingomyelin-
konzentrationen (gemittelte Doppelbestimmung, bei einer Konzentration
des Epoxids 6 von 100 pM, ohne Vorinkubationszeit).
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Abbildung 3. Effekt der Verbindung 6 (200 uM in der Vorinkubations-
16sung) auf die saure Sphingomyelinase. Mit Inhibitor 6: ¥; Kontrolle: A.
A = Aktivitit; t = Vorinkubationszeit.

Einfluss der Konfiguration der Aminosdure zu untersuchen,
wurde ausgehend von L-Serin das Enantiomer ent-6 herge-
stellt. Dieses fiihrte zu einer dhnlichen zeitabhidngigen Inak-
tivierung der N-SMase. Die Enzymaktivitdt der A-SMase
wurde nicht beeinflusst (Daten nicht gezeigt).
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Die Verbindung 6 ist aufgrund ihrer biochemischen Eigen-
schaften ein wertvolles Werkzeug zur Aufkldarung der bio-
logischen Funktion von N-SMasel”! und Ceramid bei Signal-
transduktionsprozessen. Sie konnte dariiber hinaus zur Mar-
kierung des aktiven Zentrums der N-SMase herangezogen
werden und somit Einblicke in den Mechanismus der Reak-
tion dieses Enzyms, iiber den kaum Erkenntnisse vorliegen,
ermoglichen. SchlieBlich konnen unsere Ergebnisse zur
Entwicklung weiterer N-SMase-Inhibitoren hilfreich sein,
zumal der Syntheseweg den Einsatz einer Vielzahl von
Fettsauren, Aminosiduren und funktionalisierten Anilinderi-
vaten ermoglicht. Die Tatsache, dass Scyphostatin in Modell-
studien eine ausgeprégte antiinflammatorische Wirkung auf-
weist, rechtfertigt die Entwicklung solcher Inhibitoren und
macht N-SMase zu einem interessanten Target in der experi-
mentellen Therapie entziindlicher Erkrankungen, einschlie3-
lich Autoimmunerkrankungen des Zentralnervensystems wie
z.B. multiple Sklerose.?" 2!

Experimentelles

Die partielle Reinigung der Sphingomyelinasen erfolgte nach der von
Hannun et al.??l beschriebenen Methode. Dazu wurden vier Ratten
dekapitiert und die Gehirne in 25 mm Tris(hydroxymethyl)aminomethan-
(TRIS)/HCI-Puffer (pH 7.4), der je 20 mgmL~' Leupeptin, Chymostatin,
Antipain und Pepstatin A sowie 1mm Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF), 2mMm Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) und Smm 1,2-
Di(2-aminoethoxy)ethan-N,N,N',N'-tetraessigsdure (EGTA) enthielt, ho-
mogenisiert und anschlieBend bei 100000 g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in dem oben beschriebenen Puffer, der
zusitzlich 1% Triton X-100 enthielt, solubilisiert. Die Losung wurde durch
einen Sterilfilter auf eine Anionenaustauschersdule (POROS20HQ,
PerSeptive Biosystems Inc.) gegeben. Nach Aquilibrierung mit 20 mm
TRIS/HCI-Puffer (pH 7.4), der je 1 mmM EDTA, EGTA und PMSF enthielt,
und einem Wechsel auf 1m Natriumchlorid im gleichen Puffer, wurden die
Sphingomyelinasen mit einem Gradienten mit bis zu 1% Triton X-100 im
Aqulibrierungspuffer eluiert.

Zur Messung der N-SMase-Aktivitdt wurden die entsprechenden Inhibi-
toren (Diastereomerengemisch) in Chloroform gelost, ein Aliquot von
10 nmol wurde im Stickstoffstrom eingedampft, in 40 uLL 75 mm TRIS/HCI-
Puffer (pH 74), der 0.05% TritonX-100 und 2.5 mm MgCl, enthielt,
aufgenommen und mit 10 pL der obigen Enzymaufbereitung versetzt.
Diese Proben wurden parallel zu den entsprechenden Kontrollansétzen 90,
60, 45, 30 und 15 min bei 37 °C vorinkubiert. Nach Zusatz von 10 nmol “C-
Sphingomyelin (ca. 40000 cpm (counts per minute)) in 50 pL des gleichen
Puffers wurde noch eine halbe Stunde inkubiert. AnschlieBend wurde die
Reaktion durch Zugabe von 750 uL Chloroform/Methanol, 1/1 (v/v))
abgebrochen. Nach Zugabe von 200 pL. Wasser wurden die Lipide
extrahiert und ein Aliquot der polaren oberen Phase, die das “C-
Phosphorylcholin enthélt, wurde mit einem Szintillationszéhler ausgewer-
tet.

Die Aktivitdtsbestimmung der sauren Sphingomyelinase erfolgte analog,
jedoch unter Verwendung eines Mg?*-freien Natriumacetat-Puffers
(pH 4.5).
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