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Die saure Sphingomyelinase (aSMase) wird zurzeit als An-
griffspunkt fiir Wirkstoffe im Zusammenhang mit einer Reihe
unterschiedlicher Krankheiten diskutiert."”! So verhindert
beispielsweise eine Inhibition der aSMase bakterielle Infek-
tionen in einem Rattenmodell der zystischen Fibrose!*! sowie
das akute Lungenversagen (acute lung injury, ALI), ausgelost
durch Endotoxine, Sdureexposition oder den Plédttchenakti-
vierenden Faktor (platelet-activating factor, PAF).”! Dariiber
hinaus ist die aSMase essenziell fiir Infektionen nichtphago-
zytierender Zellen mit Neisseria gonorrhoeae!® und die Bil-
dung von Lungenemphysemen.! Eine pharmakologische
oder genetische Inhibition der aSMase verhindert die Apop-
tose und Degeneration von Leberzellen in einem Mausmodell
der Wilson’schen Krankheit.® Zusitzlich schreiben einige
Publikationen der aSMase eine signifikante Rolle bei der
Entstehung atherosklerotischer Plaques zu."”!

Dieser vielversprechende Fortschritt in der aSMase-For-
schung, auf der Grundlage von Tiermodellen und kultivierten
Patientenzellen, wird jedoch durch einen Mangel an potenten
und selektiven Inhibitoren der sauren Sphingomyelinase ge-
bremst. Phosphatidylinositol-3,5-bisphosphat (PtdIns3,5P,),
der bisher potenteste Inhibitor (Ky=0.53 um),l ist fiir
weiterfiihrende Studien in Zellkultur wegen der fiinffach
negativen Ladung und der beiden langen Fettsdureketten, die
eine feste Verankerung in biologischen Membranen bewir-
ken, nicht geeignet. Dartiber hinaus ist PtdIns3,5P, biologisch
labil und kann von den Phospholipasen A, A,, C und D sowie
von Phosphoinositid-Phosphatasen abgebaut werden.

Die aSMase ist eine 16sliche, lysosomale Sphingolipid-
Hydrolase, die konstitutiv Sphingomyelin von internalisierten
Membranfragmenten abbaut.'!! Nach Stimulation kann das
Enzym aber auch an der AuBenseite der Plasmamembran?
nachgewiesen werden. Dieses auch als sekretorische Sphin-
gomyelinase (sSMase) bezeichnete, membranassoziierte
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Enzym hat eine signifikante Aktivitit in Serum und Urin und
ist nahezu identisch mit der lysosomalen Variante. Die
sSMase-Aktivitdt ist bei vielen Krankheitsbildern drastisch
erhoht. So scheint besonders die sekretorische Form der
aSMase eine wichtige Rolle in der Signaliibertragung zu
spielen, moglicherweise indem sie die Zusammensetzung der
Plasmamembran in hypothetischen sphingolipid- und cho-
lesterinreichen Membranmikrodomdnen verdndert. Diese
,Lipid Rafts* konnten moglicherweise als Signalplattformen
dienen."™ Es gibt zumindest Hinweise dafiir, dass die Spal-
tung von Sphingomyelin zu Ceramid zu einer drastischen
Anderung der biophysikalischen Eigenschaften von ,,Lipid
Rafts“ fithren kann.'¥ Hingegen gilt als gesichert, dass Cer-
amid ein potenter Induktor der Apoptose ist, die einer der
Hauptgriinde fiir die Zelldegeneration bei den erwihnten
Krankheiten ist. Bisher ist aber noch nicht geklart, ob Cer-
amid tiber eine Umformung der Plasmamembran oder iiber
eine Wechselwirkung mit Proteinen, wie Cathepsin B, an der
zelluldren Signaliibertragung beteiligt ist. Neben der aSMase
wurden noch zwei cytosolische, magnesiumabhéingige und
membrangebundene neutrale Sphingomyelinasen (nSMase 1
und 2)! sowie eine alkalische Sphingomyelinase!™ be-
schrieben, deren Funktion fiir die Zelle weitgehend unklar ist.
Kiirzlich wurde gezeigt, dass die nSMase fiir die Bildung von
Exosomen!'” essenziell ist, die ihrerseits eine wichtige Rolle
in der Bildung von Zell-Zell-Kontakten und der Infektion
durch Retroviren spielen.™® Anders als fiir die aSMase sind
fiir die nSMase einige potente Inhibitoren bekannt.!"!

Unser Bemihen, ein Phosphonat-Analogon von
PtdIns3,5P, als potenziellen Inhibitor der aSMase zu synthe-
tisieren, fiihrte nur zu miBig aktiven Substanzen.”” Zusitz-
lich hatten wir Zugriff auf eine kleine (Bis-)Phosphonat-
Bibliothek, die bereits in der Akademie der Wissenschaften
(DDR) synthetisiert worden war, wobei einige Verbindungen
Ahnlichkeiten mit unseren Phosphonaten aufwiesen. In
einem ersten Screening stellte sich heraus, dass einige dieser
Substanzen bei einer Konzentration von 20 pm die aSMase
nahezu vollstindig inhibierten (Tabelle 1 und 2). Unter den
Substanzen befand sich auch das a-Aminobisphosphonat 7b,
das um eine GroBenordnung potenter wirkte als PtdIns3,5P,.

Dariiber hinaus zeigte 7b, das zwei Methylengruppen
mehr enthilt als 7a, eine drastisch gesteigerte inhibitorische
Potenz. Um einen besseren Einblick in die Struktur-Wir-
kungs-Beziehung zu bekommen, synthetisierten wir 15 wei-
tere Bisphosphonate mit unterschiedlichen funktionellen
Gruppen am a-C-Atom sowie variierenden Lipidkettenl4n-
gen nach etablierten Vorschriften (Schema 1).*” Anhand

SR, WWILEY R
) InterScience*

Chemie

7697


http://dx.doi.org/10.1002/ange.200903288

Zuschriften

7698

Tabelle 1: aSMase-Inhibition durch die Verbindungen der urspriingli-
chen Phosphonatbibliothek.

R' PO3;H
R2><H 32
R! R? Inhibition %]
1 /E’\ H 16
2 /\/X‘s H 2
3 Ha05P Y, NH, 47
AN
H05P” N
4 2 P H 0
Ho03P
H,04P
5 H203P/\N/\/N\/\N}‘* H -5
H203P) H,03P

[a] Die Inhibitionswerte beruhen jeweils auf einzelnen Bestimmungen
bei 20 um.

Tabelle 2: aSMase-Inhibition durch die Verbindungen der urspriingli-
chen Phosphonatbibliothek.

R'__POH,
R2><|=‘03H2
R' R? Inhibition [%]
6 HN o~ OH 54
7a /\/\/2% NH, 92
7b /\/\/\/E\ NH, 93
8 HOOC/\H;\‘ CH, 62
9 /\/\ﬁ}‘ H 76
10 ©\N}E,’ H 8
H
\/\N}‘z

1 ) H 32
A
N

12 \(\K( H 2

A~
13 HO™ N H 36
OH

14 \rf}\ H 24

[a] Die Inhibitionswerte beruhen jeweils auf einzelnen Bestimmungen
bei 20 um.

dieser neu synthetisierten Inhibitoren konnten wir zeigen,
dass die Inhibition mit der Lange der Lipidketten korreliert.
(Diese Korrelation stimmt, solange die Substanzen gut 16slich
sind.) Die Einfiihrung funktioneller Gruppen mit freien
Elektronenpaaren am o-C-Atom (-NH, stirker als -OH)
fiilhrt zu einem zusétzlichen Anstieg der Inhibition der
aSMase gegeniiber den H-Bisphosphonaten 15a-d.
Bisphosphonate sind dafiir bekannt, zweiwertige Metall-
ionen wie Ca®*, Zn** und Mg** zu komplexieren.”"! Liegt
zusitzlich eine Hydroxy- oder Aminogruppe vor, konnen
noch stabilere dreizdhnige Komplexe gebildet werden. Tat-
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PO4Et, PO;Et, PO3H,
R-Br + HyC 2 rR+H 2 R
POsEt, PO,4Et, PO4H,
15 b-e
a: R=C;Hys
b: R=CgHyg
c: R=CygHy
d: R=CyHp
. PO3H, . POzH,
R-CONM, ——= R—NH, R-COOH ——= R—{~OH
POzH, PO3H,
7 16
a R= C5H11 a R= (_‘,7H15
b: R= C7H15 b: R= CgH1g
c: R=CgHyq ¢: R=CyHys
d: R=CyHy d: R =C,HgNH,
e: R = CygHyNH,
f PO;H, NN
R-CONMe, —= R——NMe, LN POsH,
POSH, —|-on
17 18 PO,H,
a: R=Cs;H
b: R= CZHTQ Zolendronséaure

Schema 1. Synthese der Bisphosphonate. Reagentien und Reaktions-
bedingungen: a) NaH, Toluol, 60°C, 16 h; b) HCI, Riickfluss, 16 h;

c) P(OMe);, 0°C, 2 h; d) HP(OMe),, nBu,NH, 0°C, 16 h; e) H;PO;,
MsOH; dann PCl;, 90°C, 16 h; f) PCl,/H;PO;, 70°C, 12 h, dann H,0,
2h.

séchlich fiihrt eine a-Aminosubstitution zu stabileren Kom-
plexen als eine a-Hydroxysubstitution, was nahe legt, dass die
Inhibition der aSMase mit der Tendenz zur Komplexbildung
mit dem Zn*"-Ton im reaktiven Zentrum der aSMase korre-
liert. Erwéhnenswert ist, dass die aSMase, sowohl in der ly-
sosomalen als auch in der sekretorischen Form, ein Zn**-ab-
hiangiges Enzym ist. Dariiber hinaus wird die lysosomale
Variante weder durch EDTA inhibiert noch durch Zn*" sti-
muliert. Diese Beobachtung kann durch die Abundanz von
Zn*" in den Lysosomen erklirt werden. Die sekretorische
Sphingomyelinase kann hingegen durch Zn?" stimuliert
werden.”? Um die aSMase-inhibierenden Bisphosphonate
unter Beriicksichtigung ihrer Metallbindungseigenschaften zu
charakterisieren, testeten wir 7¢ jeweils in Gegenwart von
millimolaren Konzentrationen an Ca®", Mg*" oder Zn>". Die
inhibitorische Aktivitdt wurde durch die zugefiihrten Metal-
lionen nicht signifikant vermindert.

Andererseits zeigt die duBerst méBige Inhibition der
aSMase durch das N-Phenylaminobisphosphonat 10 oder
durch das (w-Aminoalkyl)hydroxybisphosphonat 16e ein-
deutig, dass die Komplexierungsfihigkeit und die Gegenwart
eines hydrophoben Strukturelements nicht hinreichend fiir
eine Inhibition der aSMase sind.

Zusétzlich wurden fast alle Substanzen auf eine Inhibition
der Mg**-abhiingigen nSMase getestet. Eine Inhibition dieses
Isoenzyms durch die Bisphosphonate wurde bis zu einer
Konzentration von 100 uMm nicht beobachtet (siche die Hin-
tergrundinformationen). Somit konnte gezeigt werden, dass
die Inhibition der aSMase nicht nur sehr potent, sondern auch
hochst selektiv beziiglich der nSMase ist. Dariiber hinaus
wurde der beste Inhibitor, 7 ¢, auf eine Inhibition der Ser/Thr-
Phosphathase 1 (PP1) getestet; PP1 gehort ebenso wie die
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Phosphoesterase-Doméne der aSMase zur Familie der Di-
metall-Phosphoesterasen.™ Dieses Enzym wurde durch 7¢
bei Konzentrationen bis 2 um ebenfalls nicht inhibiert (siche
die Hintergrundinformationen), und eine Selektivitit gegen-
iiber PP1 wurde somit ebenfalls gezeigt.

Bisphosphonate sind bekannte Medikamente gegen
Osteoporose, Knochenkrebs und viele weitere Erkrankungen
des Knochenskeletts.”!! Der Schliissel fiir die Spezifitit der
Bisphosphonate liegt in ihrer Fahigkeit, schnell und mit hoher
Affinitdt an unbekannte Strukturen auf der Knochenober-
fliche zu binden. Dabei fiihrt die hohe Affinitit zur Kno-
chenoberflidche zu einem schnellen Entzug der Bisphospho-
nate aus Blut und Gewebe.?! Interessanterweise zeigte der
weit verbreitete Wirkstoff Zoledronsdure (18) ebenfalls eine
signifikante Inhibition der aSMase mit einem 1Cs;-Wert von
ungefdhr 5 um (Tabelle 3). Die pharmakologische Relevanz
einer aSMase-Inhibition durch klinisch eingesetzte Bisphos-
phonate kann daher nicht vollsténdig ausgeschlossen werden.

Tabelle 3: aSMase-Inhibition durch die synthetisierten Bisphospho-
nate.?

1Cso [um] 1Cso [um] 1Cso [um]
7a 4.66+1.07 15¢  0.30+0.05 16e 1.95+0.22
7b 0.04+£0.01 15d  0.17+0.04 17a  9.50+4.00
7c 0.02+0.00 16a 0.16+0.04 17b  0.18+0.03
7d 0.2940.09 16b  0.08+£0.01 18 5.08+0.74
15a  0.35+0.08 16c  0.07+0.01
15b  0.31+0.12 16d 6.80+2.40

[a] Der 1Csy-Wert fiir die Inhibition der nSMase ist fiir alle getesteten
Substanzen > 100 um.

Da aSMase das proapoptotische Ceramid produziert,
kann eine Inhibition dieses Enzyms durch RNAi oder un-
spezifische Inhibitoren Zellen vor Dexamethason->! oder
Cu**-induzierter®™ Apoptose bewahren. HepG2-Leberzellen
wurden von uns mit Dexamethason (10 *m) behandelt, um
eine Apoptose zu induzieren. Die Zugabe von 0.1 um des
aSMase-Inhibitors 7¢ in das Medium unterdriickte jedoch
hoch effizient die so induzierte Apoptose, wie anhand eines
DNA-Fragmentierungs-ELISA gezeigt wurde (Abbildung 1).

Ermutigt durch die hohe biologische Aktivitit in kulti-
vierten Zellen einerseits und das offenkundige pharmakolo-
gische Interesse an potenten aSMase-Inhibitoren fiir die Be-
handlung von Lungenerkrankungen andererseits, untersuch-
ten wir, ob der Inhibitor auch die Ausbildung eines PAF-
induzierten Lungenddems erschwert, wie dies zuvor bereits
fiir den unspezifischen und indirekten aSMase-Inhibitor
Imipramin gezeigt werden konnte.! In der Tat hemmte 7 ¢ die
Lungenddementwicklung in isolierten, ventilierten und per-
fundierten Rattenlungen (IPL, Abbildung?2) konzentra-
tionsabhingig. Ahnlich wie Imipramin (10 um), konnte der
Inhibitor 7¢ die Entstehung eines Lungenddems in diesem
Modell vermindern, aber nicht vollstdndig unterdriicken.

Das Bisphosphonat 7¢ ist der potenteste bekannte
aSMase-Inhibitor. Die Verbindung ist mehr als 5000-fach
selektiv gegeniiber dem Mg**-abhingigen Isoenzym nSMase
und ebenfalls selektiv gegeniiber dem Dimetallenzym Ser/
Thr-Proteinphosphatase 1. Die Substanz kann leicht im
Gramm-MaBstab synthetisiert werden, zeigt Aktivitdt in
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Abbildung 1. Der aSMase-Inhibitor 7¢ (0.1 um) inhibiert die Dexa-
methason(Dex)-induzierte Apoptose in HepG2-Zellen. Gezeigt ist die
Absorption in einem DNA-Fragmentierungs-ELISA.

600+
T 400
AGImg
200 4
0 =
PAF - + + +
7c - - 0.1 um 1 um

Abbildung 2. Der aSMase-Inhibitor 7c vermindert die Bildung eines
PAF-induzierten Lungenddems in isolierten, ventilierten und perfun-
dierten Rattenlungen (IPL). Die Gewichtszunahme (AG) wurde 10 min
nach der Zugabe von PAF (5 nmol) gemessen.

Zellkultur und bewahrt HepG2-Zellen vor einer Dexa-
methason-induzierten Apoptose. Wir stellen hier einen leis-
tungsstarken Wirkstoff fiir die aSMase-Forschung vor, der
aller Voraussicht nach die tricyclischen Antidepressiva
Imipramin und Desipramin ersetzen kann. Letztere werden
trotz der bekannten indirekten und unspezifischen Wir-
kungsweise vielfach zur Inhibition der aSMase-Aktivitit in
Zellen und Tiermodellen eingesetzt. Die Tatsache, dass Bis-
phosphonate potente aSMase-Inhibitoren sind, deutet darauf
hin, dass diese Eigenschaft fiir deren weit verbreiteten klini-
schen Einsatz in der Therapie der Osteoporose relevant sein
konnte. Das Lebenszeitrisiko nordamerikanischer Frauen, an
dieser Krankheit zu erkranken betriigt 40-50 % .
Schlussendlich legt die Beobachtung, dass der aSMase-
Inhibitor 7¢ die Entstehung von Lungenddemen in isolierten
Rattenlungen signifikant vermindern kann, nahe, dass eine
parenterale Verabreichung von Bisphosphonaten moglicher-
weise zur Behandlung von akutem Lungenversagen und an-
deren entziindlichen Erkrankungen genutzt werden konnte.

www.angewandte.de

Chemie

7699


http://www.angewandte.de

Zuschriften

7700

Experimentelles

Enzymassays: Die aSMase oder nSMase enthaltenden Enzymprépa-
rationen wurden aus Rattenhirn isoliert."* Der mizellare nSMase-
Assay wurde unter Verwendung von “C-markierten Sphingomyelin
als Substrat ausgefiihrt."”!! Der aSMase-Fluoreszenzassay wurde in
einer 384er-Mikrotiterplatte ausgefiihrt. Als Substrat diente HMU-
PC (6-Hexadecanoylamino-4-methylumbelliferyl-phosphorylcholin).

Die Reaktionsmischung bestand aus 13.3 uL HMU-PC, 13.3 uL
Reaktionspuffer (100 mm NaOAc, pH 5.2,0.2 % (w/v) Na-TC, 0.02 %
(w/v) NaNj, 0.2% (v/v) Triton X-100) und 13.3 pL. Enzympréparati-
on. Inhibitoren wurden in verschiedenen Konzentrationen zugege-
ben, und die Reaktionen wurden 3 Stunden bei 37°C im Plattenle-
segerdt (FLUOstar OPTIMA, BMG labtech) inkubiert. Die Fluo-
reszenz von 6-Hexadecanoylamino-4-methylumbelliferon (HMU)
wurde in Echtzeit gemessen (Anregung 380 nm, Emission 460 nm).
Assays, bei denen das natiirliche Substrat (**C-markiert) genutzt
wurde, zeigten stets die gleichen Ergebnisse.

Substanzbibliotheken und Synthesen: Alle beschriebenen Sub-
stanzen wurden 'H-, ®C- und *'P-NMR-spektroskopisch und mas-
senspektrometrisch charakterisiert. Die Synthesen wurden ausge-
fiihrt wie in Lit. [20] beschrieben.

Apoptoseassay: Im Vorversuch wurde die Kinetik der DNA-
Fragmentierung nach der Dexamethason-Zugabe im Lysat und im
Uberstand gemessen. Zwischen 6 h und 8 h war ein steiler Anstieg in
der Absorption der Uberstinde zu beobachten, was typisch fiir
Apoptose ist. Die Apoptoseassays wurden nach Herstellerangaben
ausgefiihrt (Roche Katalognr. 11585045). Zuvor wurden die Zellen
trypsiniert, in Kulturmedium (2 x 10° ZellenmL ") suspendiert und
mit BrdU-Losung versetzt (10 um Endkonzentration). Dann wurde
eine 96er-Mikrotiterplatte mit ca. 1x 10* Zellen pro Vertiefung be-
schickt. Nach 16 h wurden die Zellen gewaschen und mit neuem
Medium versetzt. AnschlieBend wurden die Zellen mit Dexametha-
son (10*m) und 7¢ (0.1 pm) versetzt. Nach weiteren 7 h Inkubation
wurde ein Teil des Uberstands (100 uL) abgenommen und in eine
96er-Mikrotiterplatte iiberfiihrt, in der zuvor Anti-BrdU-Antikorper
immobilisiert worden waren. Nach Inkubation, Entfernen des Uber-
stands und intensivem Waschen wurden der zweite Antikorper und
das TMB-Substrat hinzugefiigt und die Absorption bei 370 nm ge-
messen (FLUOstar OPTIMA, BMG labtech). Die Experimente
wurden jeweils in einer Fiinffachbestimmung ausgefiihrt.

PAF-induziertes Lungenodem: Weibliche Wistar-Ratten (Ge-
wicht 220 bis 250 g) wurden unter Standard-Laborbedingungen ge-
halten (Futter und Wasser ad libitum). Die Préparation, Perfusion
und Ventilation der Rattenlungen wurden ausgefiihrt wie in Lit. [5]
beschrieben. Zuerst wurden die Lungen durch die Lungenarterie bei
einem konstanten Druck (12 cm H,0) mit Krebs-Henseleit-Puffer
mit 2% Albumin, 0.1 % Glucose und 0.3 % HEPES perfundiert. Die
Bildung des Odems wurde durch eine kontinuierliche Messung der
Gewichtszunahme gemessen. PAF fiihrt in diesem Modell zu einer
schnellen Odembildung und ist auf die aSMase zuriickzufiihren. Der
Inhibitor 7¢ wurde in Puffer aufgenommen und 10 min vor der PAF-
Gabe (5nmol) in das Pufferreservoir gegeben. Die isolierten und
perfundierten Rattenlungen wurden 30 min vor der Zugabe des In-
hibitors 7 ¢ perfundiert und 10 min nach der Zugabe mit PAF (5 nmol,
als Bolus) versetzt. Die Gewichtszunahme wurde iiber 10 min de-
tektiert. Die Daten sind in Abbildung 2 als Mittelwerte (mit Stan-
dardabweichungen) aus vier unabhingigen Experimenten in jeder
Gruppe gezeigt. Statistik: 0.1 um 7¢: p < 0.01 gegen PAF allein; 1 pm
7¢: p<0.01 gegen PAF allein und gegen 0.1 um 7¢/PAF (Tukey-Test).
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