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Glycosphingolipide

Die Entdeckung der Glycosphingolipide wird im Allgemeinen
Johan L. W. Thudichum zugeschrieben, der 1884 iiber die chemische
Zusammensetzung des Gehirns publizierte. In seinen Studien isolierte
er aus ethanolischen Hirnextrakten mehrere Verbindungen, die er als
Cerebroside bezeichnete. Eine dieser Verbindungen, Phrenosin (heute
als Galactosylceramid bekannt), unterwarf er einer sauren Hydrolyse,
aus der drei Komponenten hervorgingen. Eine Komponente identifi-
zierte er als Fettsdure, eine andere als Isomer zur D-Glucose, heute als
D-Galactose bekannt. Die dritte Komponente mit ,,alkaloidaler Natur“
gab Thudichum ,viele Rdtsel* auf, weshalb er sie Sphingosin nannte,
nach dem mythologischen Rdtsel der Sphinx. Derzeit sind Sphingo-
lipide und ihre glycosidierten Derivate Gegenstand intensiver For-
schung mit dem Ziel, ihre Funktion fiir die strukturelle Integritit der
Zellmembran, ihre Teilnahme in Erkennungs- und Signaliibertra-
gungsvorgingen und besonders ihre Beteiligung an pathologischen
Prozessen, die als Ursache menschlicher Krankheiten (z. B. von
Sphingolipidosen und Typ-2-Diabetes) gelten, aufzukliren. Dieser
Aufsatz wird auf neuere Befunde zur Biosynthese, Funktion und zum
Abbau von Glycosphingolipiden im Menschen eingehen, mit Fokus
auf das Glycosphingolipidglucosylceramid. Besondere Aufmerksam-
keit richtet sich auf die klinische Bedeutung von Verbindungen, die mit
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sphingolipiden sind zahlreiche
Enzyme beteiligt, die an unterschied-
lichen subzelluldiren Orten wirken
(Abbildung 2).

1.1. Sphingolipid-Metabolismus

den Faktoren des Glycosphingolipid-Metabolismus wechselwirken.

1. Einleitung

Sphingolipide (SLs) und Glycosphingolipide (GSLs) sind
essentielle Strukturbestandteile der Zellmembranen in Siu-
getieren und befinden sich groBtenteils an der Zelloberfléche.
Sphingolipide bestehen aus einem Ceramidteil mit einer N-
acylierten Sphingosingruppe.l'*! An die primire Hydroxy-
gruppe der Sphingosineinheit ist iiber eine [-glycosidische
Bindung entweder Glucose oder Galactose gebunden, wo-
durch die einfachsten Glycosphingolipide entstehen: Gluco-
sylceramid und Galactosylceramid. Verkniipfung mit einer
Phosphorylcholin-Einheit liefert Sphingomyelin, ein sehr
héufig vorkommendes Membranlipid. Weitere Additionen
von Oligosacchariden und Sulfatgruppen an Glycosphingoli-
pide fithren zu einer breiten Auswahl an komplexen Glyco-
sphingolipiden.**! Solche mit einer abschlieBenden N-Ace-
tylneuraminsiure werden als Ganglioside bezeichnet (Ab-
bildung 1). An der Biosynthese und dem Abbau von Glyco-
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Abbildung 1. Struktur eines Glycosphingolipids: Gangliosid GM3.
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Die Biosynthese der SLs/*'"! be-
ginnt an der cytosolischen Seite der
Membranen des endoplasmatischen
Retikulums (ER), wobei aus L-Serin und zwei durch Coen-
zym A (CoA) aktivierte Fettsduremolekiile iiber eine Se-
quenz aus drei enzymkatalysierten Reaktionen Dihydrocer-
amid synthetisiert wird (Schema 1). Die meisten Sphingoid-
Basen in Sdugetieren enthalten 18 Kohlenstoffatome, aber es
gibt auch kleine Mengen anderer Basen (Cy,_5).""! Abhéingig
vom Gewebe konnen Lange und Sattigungsgrad des N-Acyl-
Endes in SLs und GSLs deutlich variieren.” In Menschen
wird dies durch sechs verschiedene Dihydroceramid-Syntha-
se(CerS)-Gene (frither als LASS-Gene bekannt) erreicht, die
fir eine Familie von CerS-Enzymen mit unterschiedlicher
Selektivitit fiir die CoA-aktivierte Fettsdure codieren.'”! In
diesem Aufsatz werden wir nur einen Sphingolipid-Typ ab-
bilden, der aus der am héufigsten vorkommenden Fettsdure,
der Palmitinsdure, gebildet wird. Die Hauptmenge an Dihy-
droceramid wird durch die Dihydroceramid-Desaturase in
Ceramid umgewandelt. In Epithelzellen der Haut und des
Diinndarms kommt jedoch auch das SL-Phytoceramid in si-
gnifikanten Mengen vor. Phytoceramid wird iiber die DES2-
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iiber lipophile Iminozucker als Inhibitoren
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Abbildung 2. Zellulire Topologie und Dynamik bei der Biosynthese und dem Abbau von Siugetier-SL/GSL.
A) De-novo-Synthese von Ceramid; B) Synthese von Sphingomyelin (SM) durch SMS1; C) Synthese von
GalCer durch CGalT; D) Synthese von GlcCer durch GCS; E) GlcCer-Flippase; F) Synthese von Lactosylcer-
amid und komplexen GSLs (z.B. GM3); G) Synthese von Ceramid-1-phosphat (C1P) durch CERK und Hy-
drolyse durch LPP; H) Deacylierung von Ceramid zu Sphingosin (Sph) durch Ceramidase; I) Synthese von
Sphingosin-1-phosphat (S1P) durch Sphingosinkinase 1 und Hydrolyse durch S1P-Phosphatase; ) Hydroly-
se von GlcCer durch GBA2 (und LPH im Darm); K) Synthese von SM durch SMS2 und Hydrolyse durch
Sphingomyelinase; L) stufenweise Hydrolyse komplexer GSLs; M) Hydrolyse von GlcCer durch GBAT;

N) Abbbau von S1P durch S1P-Lyase; O) Hydrolyse von GlcCer durch GBA3 (?); Cav-1: Caveolin-1 (vermit-
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vermittelte"!  C-4-Hydroxy-
lierung von Dihydroceramid
gebildet und kann durch eine
spezialisierte alkalische Cer-
amidase in Phytosphingosin
tiberfiihrt werden.!"” Kiirzlich
wurde nachgewiesen, dass fiir
biosynthetische Zwecke Cer-
amid auch durch Acylierung
von Sphingosin, das aus dem
lysosomalen ~ Abbau  von
Sphingolipiden stammt, syn-
thetisiert werden kann. Dieser
Wiederverwertungsweg wird
allgemein als Salvage-Pathway
(,,Bergungsweg*) bezeich-
net.[!°!

Ceramid ist die zentrale
Vorstufe bei der Synthese
vieler Sphingolipide und Gly-
cosphingolipide. Es wird durch
das Transportprotein CERT
vom ER zur cytosolischen
Membranoberfliache des trans-
Golgi-Apparats transpor-
tiert."” ! Hier stellt sich zwi-
schen der cytosolischen und
luminalen Seite der trans-
Golgi-Membran ein Gleich-
gewicht ein. Auf der luminalen
Innenseite  tbertrdgt  die
Sphingomyelin-Synthase 1
(SMS1) eine Phosphorylcho-
lin-Kopfgruppe von Phospho-
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Krankheit und Chitotrisidase, einer von Gau-
cher-Zellen abgeleiteten humanen Chitinase,
und ist gegenwiirtig Assistant Professor fiir
Medizinische Biochemie am Academic Me-
dical Center der Universitit Amsterdam.
Seine Forschungen gelten Chitinasen und
den pathogenen Mechanismen und thera-
peutischen Eingriffen bei lysosomalen Spei-
cherkrankheiten sowie der Identifizierung
und Anwendung von neuen Biomarkern fiir
diese Krankheiten.

Gijs van der Marel promovierte bei Jacques
van Boom an der Universitdt Leiden, wo er
gegenwidrtig Professor fiir Priparative Orga-
nische Chemie ist. Seine Forschung richtet
sich auf die Entwicklung préiparativer Me-
thoden fiir Kohlenhydrate und Nucleinsiu-
ren, einschlieflich Hybridstrukturen und
nichtnatiirlicher Analoga.
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wieder zu Ceramid hydroly-
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Schema 1. Biosynthese und Abbau von Siugetier-Sphingolipiden.
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konnen Ceramid deacylieren,
um in speziellen zelluldren
Bereichen Sphingosin-Pools
zu bilden. Dieses Sphingosin
kann durch die Sphingosin-
Kinase 1 (SK1), die an der Plasmamembran und in der ex-
trazelluliren Matrix operiert, zu Sphingosin-1-phosphat
(S1P) phosphoryliert werden. Eine zweite Sphingosin-Kinase,
SK2, kommt am ER nahe beim Kern vor.”!! Die S1P-Spiegel
konnen wiederum durch die S1P-Phosphatase herunterregu-
liert werden. Seit langem weifs man, dass in Sdugetierzellen
und -plasma Sphingosylphosphorylcholin (SPC) vorhanden
ist,?22 aber erst kiirzlich wurden sein Stoffwechsel und die
biologischen Funktionen teilweise aufgeklart. Das extrazel-
luldr abgesonderte Enzym, SM-Deacylase, hydrolysiert das
Acyl-Ende von SM unter Bildung von SPC. Bisher ist kein
zugehoriges katabolisches Enzym fiir SPC gefunden worden,
aber das im Plasma zirkulierende Enzym Autotaxin kann SPC
in S1P iiberfithren. Die zelluldre Abstimmung dieser kom-
plexen gegenseitigen Umwandlungen zwischen den SLs wird
als Sphingomyelin-Kreislauf bezeichnet und kennzeichnet die
Rolle dieser SLs in extra- und intrazelluldren Signaliibertra-
gungswegen. Der einzige gegenwirtig bekannte Ausgang aus
diesem vernetzten SL-Stoffwechsel ist der Abbau von S1P
durch die S1P-Lyase am ER.
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1.2. Glycosphingolipid-Biosynthese in Scugetieren

Nach der Synthese auf der cytosolischen Seite der ER-
Membran wechselt Ceramid auf die luminale Seite. Wenn es
in die duBlere Oberfldche einer unilamellaren Phosphatidyl-
cholin-Vesikel eingelagert ist, stellt sich das Gleichgewicht
zur inneren Oberfliche bei 37°C mit einer Halbwertszeit (¢:,)
unter 1 min ein.?! Bei einigen Zelltypen wird Ceramid im
ER-Lumen durch die Ceramid-Galactosyl-Transferase
(CGalT) in Galactosylceramid umgewandelt.>*! Dieses
GSL wird zu den Gala-Serien weiter diversifiziert, entweder
durch Sulfatierung oder Glycosylierung mit NeuSAc an der 3-
O-Position oder durch Erweiterung zu Oligosacchariden iiber
eine zweite a-verkniipfte D-Galactose an der 4-O-Position
(Schema 2).®! Ceramid wird vom ER auch iiber einen noch
nicht gut verstandenen CERT-abhédngigen Mechanismus zur
cytosolischen Membranseite des cis-Golgi-Apparates trans-
portiert.'”?”! Hier katalysiert die membrangebundene Gly-
cosyl-Transferase, Glucosylceramid-Synthase (GCS), die
Glycosylierung der primédren Hydroxygruppe in Ceramid
unter Verwendung von UDP-Glucose als Donorglycosid.
Eine neuere Studie deutete darauf hin, dass eine eng mit den
Mitochondrien verbundene Region des ER ebenfalls enzy-
matische Aktivitdt zur Bildung von Glucosylceramid auf-
weist.”™ Die Glucosylceramid-Synthase ist eine invertierende
Transferase (Familie 21; GT-A-Faltung).”>3" Sie enthilt eine
N-terminale hydrophobe Transmembranstrecke, die zusam-
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men mit einer hydrophoben Schleife nahe der C-terminalen
Region das Enzym an der cytosolischen Seite der Golgi-
Membran verankert.P!! Eine Untersuchung ergab, dass GCS
mit einem nicht identifizierten 15-kDa-Protein Heterodimere
oder Oligomere bildet.’” Durch ortsgerichtete Mutagenese
und Sequenzvergleiche mit anderen Transferasen wurden
mehrere Aminosdurereste im aktiven Zentrum — einschliel3-
lich des nahe am N-Terminus lokalisierten His 193 — identifi-
ziert, die fiir die Bindung zum Substrat und zum GCS-Inhi-
bitor, D-threo-(1R,2R)-1-Phenyl-2-decanoylamino-3-morpho-
lino-1-propanol (PDMP; 1 in Abbildung 6), wichtig sind.
GCS weist auch ein metallkoordinierendes DXD-Motiv auf,
benotigt aber kein zweiwertiges Metall zur Katalyse.*
Glucosylceramid nimmt bei der Biosynthese vieler GSLs
eine Schliisselposition ein. Die Tatsache, dass GCS und Glu-
cosylceramid beide die cytosolische Seite der zelluldren
Membran belegen, ist ein charakteristisches Merkmal der
GSL-Biosynthese: Die weitere Synthese komplexer GSLs
findet ausschlieBlich auf der luminalen Innenseite des Golgi-
Apparates statt. Wenn Glucosylceramid in die duBBere Ober-
fliche einer Modellmembran eingefiihrt wird, wechselt es
ohne Hilfe nur sehr langsam auf die luminale Seite (t,=5h
bei 20°C). In der Membran des Golgi-Apparates bewegt sich
Glucosylceramid jedoch schnell durch die Doppelschicht
(t,=3 min bei 20°C). Studien weisen darauf hin, dass ein
ATP-abhingiges Golgi-lokalisiertes ,,Flippase“-Protein be-
teiligt ist.”™ Der ATP-abhingige Multidrug-Transporter P-
Glycoprotein, der iiberall in
der Zelle vorhanden ist, fun-
giert als schnelle Flippase fiir

Gala-Serie kiinstliches, fluoreszenzmar-

Gal-a1,4- kiertes (NBD) Glucosylcer-

amid, Galactosylceramid und

M + UDP-Gal e i i/w Sphingomyelin., aber nicht fgr
Hr;’ 10 Ceramid-Galactosyltransferase HN 10 Lactosylceramld-[36] De Matteis

0 H
Lér\'o N

HO 2 e HO e s etal. zeigten kiirzlich, dass
OH M Sulfatid OH FAPP2 fiir die Synthese kom-
Ci id 3 Galactosylceramid ichi
erami NeuSAc-23-| SO 32_3_ vl plexer GSLs erforderh(.:h 1sE, da
es den  nicht-vesikuldren
komplexe GSLs von Nicht-Saugetieren: Trapsport .Von Glucgsylcer—
- R —— amid zu distalen Golgi-Kom-
MolhzSgrie ro-serie partimenten vermittelt, und
Man-a1,3-Man-B1,4- | GlcNAc-B1,3-Man-B1,4- .
schlugen vor, dass auch die
Verlagerung des Glucosylcer-
+ UDP-Glc O J?\/\/\(v)/ amids zur luminalen Seite der
Ceramid Glucosylceramid-Synthase (GCS) HO’éo Hr-:l o Ir .ans-G.olgl—Membranen, wo
HO = Q R T die weitere GSL-Synthese er-
OH folgt, auf FAPP2 zuriickzufiih-

Tetrasaccharide komplexer GSLs:

Globo-Serie Ganglio-Serie
GalNAc-B1,3-Gal-a1,4- | Gal-B1,3-GalNAc-B1,4-

Neolacto-Serie Lacto-Serie HO _OH
Gal-B1,4-GlcNAc-B1,3-| Gal-f1,3-GIcNAc-1,3- g:o o
HO
Muco-Serie Isoglobo-Serie oH H

Gal-B1,3-Gal-B1,3- | GalNAc-B1,3-Gal-a1,3-

Schema 2. Ubersicht tber die Biosynthese von (Siugetier)-Glycosphingolipiden.
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Glucosylceramid ren ist.”?”® Van Meer etal.

beschrieben, dass FAPP2 Glu-
cosylceramid auch zum ER
transportieren kann. Das eng
verwandte ~ GLTP-Transport-
protein kann zudem Glucosyl-
ceramid auf die cytosolische
OH o= o Seite der Plasmamembran be-
OH fordern (Abbildung 2).%
HEADS IO Auf der luminalen Seite der
trans-Golgi-Membranen wird

+ UDP-Gal
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die GSL-Biosynthese mit der Synthese von Lactosylceramid
durch GalT1 fortgesetzt. Lactosylceramid wird entweder an
der 3-O-Position oder der 4-O-Position stufenweise weiter
aufgebaut. Die Kerntetrasaccharide der GSL-Serien sind in
Schema 2 gezeigt. Die meisten dieser GSLs bestehen aus
wechselnden und verzweigten Kombinationen von a- oder (3-
verkniipfter Glucose, Galactose, N-Acetylglucosamin und N-
Galactosamin. An ihrem nichtreduzierenden Ende werden
zahlreiche dieser komplexen GSLs entweder mit L-Fucose
oder saurer NeuSAc abgeschlossen. Es gibt auch zwei andere,
nicht in Siugetieren vorkommende Serien komplexer GSL,
die auf ein mit Glucosylceramid (-1,4-verkniipftes Manno-
pyranosid zuriickgehen. Komplexe GSLs aus der Mollu-
Serie™ wurden aus SiiBwassermuscheln (z.B. Mollusken)
isoliert und GSLs der Arthro-Serie!*? aus mehreren Arthro-
poden (z.B. Drosophila-Fliegen). Von besonderem Interesse
sind die Ganglioside, d.h. von Lactosylceramid abgeleitete
Sphingolipide mit abschlieBenden N-Acetylneuraminsédu-
re(Sialinsdure)-Einheiten. Fiir die verwirrende Menge an
Gangliosiden hat Svennerholm, ein Pionier der Gangliosid-
forschung, eine geeignete Abkiirzungsnomenklatur entwi-
ckelt.” In dieser Nomenklatur steht G fiir Gangliosid, A fiir
Asialo-, M fiir Monosialo-, D fiir Disialo- und T fiir Trisi-
alogangliosid.***! Spezifische Sialyltransferasen iiberfiihren
Lactosylceramid schrittweise in GM3, GD3 und GT3. Lac-
tosylceramid und jedes seiner sialylierten Derivate dienen als
Vorstufe fiir komplexe Ganglioside der 0-, a-, b- und c-Serien.
Charakteristisch fiir diese unterschiedlichen Serien sind kein
(0-Serie), ein (a-Serie), zwei (b-Serie) oder drei Sialinsdure-
reste (c-Serie), die an die 3-Position der inneren Galactose-
gruppe gebunden sind. In adulten menschlichen Geweben
werden Ganglioside der 0-
und c-Serien nur in Spuren

fund GM1-Gangliodose
gefunden.

GM1-B-Galactosidase

GM2-Gangliodose: Tay-Sachs/

Angewandte

weiterer wichtiger Weg in den meisten Zellen beruht auf der
Endocytose der Plasmamembran.l***! Glycosphingolipidrei-
che Membranteile werden internalisiert und verschmelzen
mit frithen Endosomen. Zum Abbau bestimmmte Glyco-
sphingolipide werden durch Bildung innerluminaler Vesikel
(multivesikuldrer Korper), die das Lysosom erreichen, aus-
sortiert.***) Der endolysosomale Katabolismus von Glyco-
sphingolipiden findet an der Oberfliche von Vesikeln der
inneren Membran oder an durch Endocytose aufgenomme-
nen Lipoproteinen statt (Abbildung?2). Die lysosomale
Membran selbst wird durch eine Glycocalix, die aus stark
glycosidierten Membranproteinen besteht, vor dem Abbau
geschiitzt.”” Durch die Wirkung von Exoglycosidasen werden
Kohlenhydratreste vom nichtreduzierenden Ende der GSL
her nacheinander freigesetzt. Im Unterschied zu den Bio-
syntheseenzymen ist keine der katabolischen Glycosidasen
membrangebunden. Thre GSL-Substrate sind jedoch in inn-
erlysosomalen Membranen eingebettet. Daher benétigen
GSLs mit weniger als vier Kohlenhydratresten spezifische
(Glyco)sphingolipid-Aktivatorproteine (SAPs), die die Gly-
cosidasen bei der Wechselwirkung mit ihren Zielsubstraten
unterstiitzen. Bisher sind fiinf solcher Proteine bekannt:
Saposin-A, -B, -C, -D und das GM2-Aktivatorprotein. Dass
diese bei In-vitro-Assays der Glucosidasen durch Tenside
ersetzt werden konnen, sagt einiges iiber ihre Funktion im
Katabolismus aus. Schema 3 liefert eine Ubersicht iiber die
Glycosidasen und Aktivatorproteine beim GSL-Abbau.[®4%5

Glucosylceramid wird durch das Enzym Glucocerebro-
sidase (GBA1; Glucosylceramid-f3-glucosidase) in Ceramid
und Glucose gespalten.”! GBAL1 ist eine konfigurationser-
haltende Glycosidase (Familie 30), und fiir seine Funktion in

Sandhoff
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Niemann-Pick Galactocerebrosidase

saure Sphingomyelinase +S8ap A, Sap C
O
HO OH
N/\/O P‘O\/\I/\/H\ S é&» \/\1/\,(4\
o0
Sulfatid

Sphingomyelin

Arylsulfatase A + Sap B
metachromatische Leukodystrophie

Schema 3. Abbau von (Glyco)sphingolipiden in Saugetieren. Die Enzyme/Glycosidasen und Aktivatorprotei-
ne, die an den spezifischen Glycosidbindungen angreifen, sind angegeben. Ebenfalls angegeben ist die Art
der Sphingolipidose (siehe Abschnitt 2), die sich bei einem Enzymdefekt manifestiert.
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vivo ist das Aktivatorprotein Saposin C essentiell.”” 1994
identifizierten Withers et al. den Seitenketten-Carboxylatrest
der Glutaminsédure 340 als das katalytisch wirksame Nucleo-
phil im aktiven Zentrum.? 2003 versffentlichten Futerman
etal. die erste Rontgenkristallstruktur von GBA1.” Vor
kurzem folgte durch Saenger et al. die Rontgenkristallstruk-
tur des GBA1-Aktivators, Saposin C.**%! Ceramid wird dann
durch die saure Ceramidase in Sphingosin und Fettsdure ge-
trennt. Es kann in anderen Teilen der Zelle auch durch neu-
trale Ceramidasen abgebaut werden. Sphingosin kann ent-
weder zu Ceramid reacyliert werden oder als Substrat fiir die
Sphingosin-1-phosphat(S1P)-Synthese fungieren.

Der Metabolismus der durch Endocytose aufgenomme-
nen Glycosphingolipide ist nicht auf die Lysosomen be-
schriankt. Eine begrenzte Menge des aus dem Abbau kom-
plexer Glycosphingolipide stammenden Glucosylceramids
kann dem weiteren lysosomalen Abbau entkommen und
wieder in den Glycosphingolipid-Biosyntheseweg eintre-
ten.’”! Zusitzlich kann eine direkte metabolische Remodel-
lierung von Glycosphingolipiden an der Plasmamembran zur
lokalen Bildung einfacherer Glycosphingolipide aus kom-
plexeren fiihren.’® Das Vorhandensein einer nicht-lyso-
somalen Glucosylceramidaseaktivitdt war schon lange be-
kannt und wurde kiirzlich als f-Glucosidase 2 (GBA2) be-
stimmt.”* ) GBA2, ein 105-kDa-Protein mit einer Trans-
membranregion, wurde bisher noch nicht einer bestimmten
Glycosidase-Familie zugeordnet. Anders als GBA1 wird es
nicht durch Conduritol-B-epoxid (2; CBE; Abbildung 3) in-

OH

HO
HO/&NO Hoéol o
HO Ho o
HO OH o
2 3

Abbildung 3. Strukturen von Conduritol-B-epoxid (2) und 4-Methyl-
umbelliferyl-B-p-glucosid (3).

hibiert.”” Das Enzym hat ein pH-Optimum im neutralen
Bereich, GBA1 dagegen im sauren Bereich. N- und C-ter-
minale Fusionsproteine von GBA?2 mit einem griin fluores-
zierenden Protein zeigen die stédrkste Fluoreszenz in der Nédhe
der Plasmamembran. Zugabe des fluoreszierenden Substrats
4-Methylumbelliferyl-f-p-glucosid (3; Abbildung 3) zu
GBA2 exprimierenden Zellkulturen zeigt fast sofortige
GBA2-Aktivitét an, was darauf hindeutet, dass das Enzym an
der duleren Plasmamembran verankert ist. Experimente mit
fluoreszenzmarkiertem Glucosylceramid ergaben, dass das
durch GBA2 gebildete Ceramid rasch in Sphingomyelin
iberfiihrt wird, was darauf schlieBen lidsst, dass GBA2 mit
SMS2 colokalisiert ist.*”) Die Funktion von GBA2 ist ge-
genwirtig nicht bekannt, aber ihre Hemmung in Miusen ist
mit einer beeintrachtigten Spermatogenese verbunden;
dieses Ergebnis wurde in Studien mit einem GBA2-Knock-
out-Mausmodell besttigt.[*"*%

Zwei andere Glycosidasen wurden ebenfalls mit dem
Glucosylceramid-Abbauweg in Verbindung gebracht. Die 8-
Glucosidase Lactase-Phlorizin-Hydrolase (LPH) kann Glu-
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cosylceramid hydrolysieren. LPH ist eine konfigurations-
erhaltende ~300-kDa-Glycosidase (Familie 1), die durch
CBE (2) inhibiert wird. Sie ist an die duere Plasmamembran
gebunden und wird ausschlieBlich in den Microvilli der
Darmepithelzellen exprimiert. LPH kann auch Galactosyl-
ceramid, Lactosylceramid sowie Glucosyl- und Gala-
ctosylsphingosin hydrolysieren, nicht aber GM1-Ganglio-
sid.**%! Daher kénnte LPH bei der Verdauung von aus der
Nahrung stammenden GSLs im Darm eine Rolle spielen."!
Die humane 3-Glucosidase GBA3 ist eine im Cytosol loka-
lisierte konfigurationserhaltende Glucosidase (= 60kDa,
Familie 1). Sie wird nicht durch CBE (2) inhibiert und hat ein
pH-Optimum im neutralen Bereich. In-vitro-Studien mit re-
kombinanter GBA3 weisen auf eine breite Substratspezifitit,
die Glucosylceramid und Galactosylceramid einschlief3t.
Kiirzlich ermittelte Rontgenstrukturen von GBA3 enthiillten
die zwei katalytisch aktiven Reste (Nucleophil: Glu-371;
Sdure/Base: Glu 165).17-681

2. Vererbte Sphingolipidosen

Die Bedeutung des endolysosomalen Katabolismus der
Sphingolipide wird am besten durch die Existenz einiger
vererbbarer Krankheiten im Menschen illustriert, die durch
einen Defekt in den lysosomalen Abbauwegen, den
Sphingolipidosen, verursacht werden (Schema 3)."! Vererbte
Defekte in einem speziellen lysosomalen Enzym oder Akti-
vatorprotein fithren zur Akkumulation des entsprechenden
(Glyco)sphingolipids.”*" Die hiufigste der Sphingolipido-
sen ist die Gaucher-Krankheit,'? eine autosomal-rezessive
Storung aufgrund unzureichender Glucocerebrosidase-Akti-
vitit.*™ Die Manifestation der Gaucher-Krankheit ist be-
merkenswert heterogen: Der Ausbruch kann sich von Geburt
an bis zu einem fast asymptomatischen Verlauf im hohen
Alter erstrecken. Die zugrunde liegenden Mutationen im
GBAI-Gen korrelieren mit der Schwere des Krankheitsbilds
und besonders der Entwicklung neurologischer Symptome.
Eine geringe Restenzymaktivitdt in Leukocyten oder Fibro-
blasten ist mit einem schwereren Krankheitsverlauf verbun-
den.>" Die hiufigste Mutation im GBA1-Gen, das fiir die
Aminosédure-Schaltstation N370S codiert, hat gewohnlich
einen relativ milden Krankheitsverlauf ohne Beteiligung der
Neuropathologie zur Folge. N370S-GBA1 wird normal syn-
thetisiert und zu den Lysosomen transportiert, zeigt aber
katalytische Anomalien.””™ Dagegen liefert die andere
hiufige L444P-Mutation ein Polypeptid, das sich im ER
mangelhaft faltet.””! Homozygoten fiir L444P-GBA1 entwi-
ckeln einen schweren, neuropathischen Verlauf der Krank-
heit. Im Unterschied zu anderen lysosomalen Glycosidasen
akquiriert GBA1 keine Mannose-6-phosphat-Reste, wird
aber durch Wechselwirkung mit dem integralen Membran-
protein LIMP-2 ausgesondert und zu den Lysosomen trans-
portiert.”” ! Ein Mangel an LIMP-2 kann daher auch eine
verringerte zellulire GBA1-Aktivitit zur Folge haben.®? Da
GBA1 das Aktivatorprotein Saposin C zum effizienten int-
ralysosomalen Abbau von Glucosylceramid benotigt, fithrt
ein Defizit an diesem Hilfsprotein ebenfalls zur Akkumula-
tion von Glucosylceramid in Zellen.™ Die meisten Gaucher-
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Patienten haben ein N370S-GBA1-Allel und entwickeln eine
nicht neuropathische, sogenannte Typ-1-Krankheit. In diesen
Patienten ist die Akkumulation des Substrats Glucosylcer-
amid auf Gewebemakrophagen beschriankt. Diese stark li-
pidbeladenen Makrophagen, Gaucher-Zellen genannt, haben
ein charakteristisches Aussehen (sieche Abbildung 4a). Gau-

t\.
- A

b} GSL-Biosynthese Glucosylceramid GBA1
(GCS) in Lysosomen
Normal =0 q\ f
Gaucher @ﬁ
=
Cerezym
SRT : ’—D—
Miglustat &f
ouT %
Chaperon

Abbildung 4. a) Gaucher-Zelle; b) Schema der Gaucher-Krankheit und
potenzielle Therapien.

cher-Zellen sind wachstumsfidhig und sekretieren charakte-
ristische Proteine wie Chitotriosidase und CCL-18.5%) Er-
hohte Spiegel dieser Proteine sind in Gaucher-Patienten
nachweisbar, und ihre Messung wird gegenwartig verwendet,
um den Fortschritt der Krankheit sowie die Wirksamkeit der
therapeutischen Mafnahmen®! zu verfolgen (Abbildung 4b;
Besprechung siche Abschnitt 4.3). Das massive Auftreten von
Gaucher-Zellen in verschiedenen Geweben fiihrt zu charak-
teristischen klinischen Symptomen wie Hepatosplenomega-
lie, Pancytopenia und Skelettschéadigung. Die pathologischen
Befunde der Storung resultieren vermutlich aus der stdndigen
Freisetzung von Hydrolasen und Cytokinen durch Gaucher-
Zellen und umgebende Phagocyten.¥"

Vererbte Defekte der sauren Sphingomyelinase (Nie-
mann-Pick-Krankheit A/B), sauren Ceramidase (Farber-
Krankheit), Galactocerebrosidase (Krabbe-Krankheit), (-
Hexosaminidase (Sandhoff- und Tay-Sachs-Krankheit),
sauren (-Galactosidase (GM1-Gangliosidose), sauren a-Ga-
lactosidase A (Fabry-Krankheit) und in den Saposin- und
GM2-Aktivatorgenen ergeben ebenfalls Sphingolipidosen
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(Schema 3). Interessanterweise akkumulieren im Fall der
Krabbe- und der Fabry-Krankheit nicht nur die Glycosphin-
golipid-Substrate, sondern auch ihre N-deacylierten Derivate
(Psychosin bzw. Globotriaosylsphingosin). Beide sind wichtig
fiir die Pathophysiologie dieser Erkrankungen.”**? Die Tat-
sache, dass es nur wenige Erbkrankheiten gibt, die die Bio-
synthese der SLs und GSLs beeintrichtigen, bestétigt deren
essenzielle physiologische Funktionn.""! Zu diesen wenigen
Beispielen gehoren der GM3-Synthase-Defekt,™ erbliche
sensorische Neuropathie (Defekt in einer Untereinheit der
Serin-Palmitoyl-Transferase)* und Defekt der a-1,4-Galac-
tosyltransferase, der Gb;-Synthase (woraus sich der seltene P-
Blutgruppen-Phinotyp ergibt).””! Systemische Deletion des
GCS-Gens in einem Mausmodell fithrte in frithen Stadien der
Embryogenese zum Tod."®

3. Glycosphingolipide in Gesund- und Krankheits-
zustdnden

GSLs und SLs wurden urspriinglich als rein strukturelle
Membrankomponenten angesehen. Die gro3e Heterogenitét
der SL- und GSL-Strukturen durch Variation der Sphingoid-
Base und des N-Acylierungs- und Glycosylierungsmusters
lasst jedoch auf ein hohes Maf3 an funktioneller Komplexitat
schlieBen. Durch die Forschung der letzten Jahrzehnte wurde
nachgewiesen, dass (Glyco)sphingolipide an vielen
(patho)physiologischen Vorgingen beteiligt sind.”’*®! Die
folgenden Abschnitte behandeln einige der biologischen
Funktionen, die den SLs und GSLs zugeschrieben werden.

3.1. Glycosphingolipide und Lipid-Rafts

Die Wirkungsweise von GSLs auf Zelloberflachen kann
grob in zwei Grundfunktionen unterteilt werden: 1) Beteili-
gung an Zelladhisions-/Erkennungsprozessen durch Wech-
selwirkungen mit GSL und Lectinen auf anderen Zellen und
Modulation der Signaltransduktion durch Beeinflussung der
Rezeptorproteine auf der Zelloberflaiche. Anders als Phos-
phoglycerolipide verteilen sich GSLs und SLs nicht gleich-
maBig in der duBeren Plasmamembran. Stattdessen wird
postuliert, dass sie zusammen mit Cholesterin halbgeordnete
Lipid-Mikrodoménen, auch Lipid-Rafts genannt,
bilden.” %! Gewisse Proteine scheinen mit diesen Mikro-
dominen zu assoziieren, darunter GPI-verankerte Proteine,
Flotilline, Caveoline, an G-Proteine gekniipfte Rezeptoren
und bestimmte Rezeptor-Tyrosinkinasen wie der epidermale
Wachstumsfaktor-Rezeptor und der Insulinrezeptor. Die
Lipid-Mikrodominen existieren in einer gelartigen fliissig-
geordneten Phase (l,), die eine niedrigere Diffusionsge-
schwindigkeit hat als die umliegende fliissig-ungeordnete (1)
Phosphoglycerolipid-reiche Plasmamembran.

Durch Extraktion von Membranen bei 4°C in Gegenwart
spezieller Tenside wurden Lipid-Mikrodoméanen, sogenannte
tensidresistente Membrandominen (DRMDs), isoliert und
ihre Existenz somit nachgewiesen. Die physiologische Rele-
vanz der mit dieser Methode erhaltenen Befunde wird noch
diskutiert, da die Zusammensetzung und Dynamik der bei

www.angewandte.de

Chemie

9013


http://www.angewandte.de

Aufsitze

9014

4°C mit Tensid extrahierten Membranen ziemlich von der
Situation in lebenden Zellen bei 37°C abweichen kann.'™
Die folgende aktuelle Definition der Lipid-Rafts veran-
schaulicht die vorhandenen Probleme fiir die weitere Unter-
suchung: Membran-Rafts sind kleine (10-200 nm), hetero-
gene, hochst dynamische (a0.1-1000 ms), Sterin- und
Sphingolipid-angereicherte Doménen, die zelluldre Prozesse
kompartimentieren. Gegenwartig sind Existenz und physio-
logische Rolle der Lipid-Rafts noch sehr umstritten, und es
werden weniger invasive Methoden benotigt, um die Lipid-
Rafts in lebenden Zellen nachzuweisen und zu erforschen.
Eine dieser Methoden, die STED-Mikroskopie (stimulated
emission depletion), hat es vor kurzem erméglicht, in leben-
den Zellen nachzuweisen, dass SL- und GPI-gebundene
Proteine tatsédchlich voriibergehend in Cholesterin enthal-
tenden Dominen (~20nm) eingeschlossen werden.!'”
Mehrere neuere Ubersichten dokumentieren den gegenwir-
tigen Stand der Forschung iiber Lipid-Rafts.'%!"1 Obwohl
sich aktuelle Studien von Lipid-Rafts meist auf die Zellau-
Benseite konzentrieren, war ihre urspriinglich vorgeschlagene
Funktion die intrazelluldre Sortierung. Mit BODIPY-mar-
kierten GSLs zeigten Pagano et al., dass GSL enthaltende
Mikrodoménen auch intrazelluldr auftreten und dass diese
eine wichtige Funktion bei der Caveolae-vermittelten En-
docytose und der endosomalen Sortierung vieler zelluldrer
Proteine und Lipide ausiiben.!'1%)

3.2. Sphingolipide und zellulére Signaliibertragung

SLs sind an zahlreichen intra- und extrazelluldren Si-
gnaliibertragungsprozessen beteiligt, sowohl als Signalmole-
kiile als auch als sekundire Botenstoffe (second messen-
gers)."1M Dag am hiufigsten vorkommende SL ist Sphin-
gomyelin, das in bestimmten Geweben bis zu 30% der ge-
samten Membranlipide ausmacht."*? Fiir die Plasmamem-
bran wird postuliert, dass Sphingomyelin iiberwiegend mit
Cholesterin und GSL unter Bildung von Mikrodoménen as-
soziiert. Es wird an zwei verschiedenen Stellen in der Zelle
synthetisiert und durch neutrale, alkalische und saure Sphin-
gomyelinasen, die iiberall in der Zelle verteilt sind, in Cer-
amid umgewandelt. Hitzeschock, oxidativer Stress und
andere schddigende Bedingungen veranlassen die Zellen zur
Produktion erhohter Ceramidspiegel, die mit Signaltrans-
duktionswegen in Zusammenhang gebracht werden, die zur
Apoptose fithren.”! Ceramid kann in Ceramid-1-phosphat
und iiber Sphingosin in Sphingosin-1-phosphat iiberfiihrt
werden (Schema 1). Uber die Funktion von Ceramid-1-
phosphat ist wenig bekannt, aber es ist an inflammatorischen
Signalwegen beteiligt und gilt als Promotor fiir das Uberleben
der Zelle.®™ Sphingosin reguliert vermutlich intrazellulir
die Aktivitdt mehrerer Kinasen. Sphingosin-1-phosphat fun-
giert fiir etliche G-Protein-gekoppelte Rezeptoren als extra-
zelluldrer Ligand und ist in vielen Signalwegen, die Zellmi-
gration, Zellwachstum und Angiogenese betreffen, einge-
bunden. Im Allgemeinen wirkt Sphingosin-1-phosphat ent-
gegengesetzt zu Ceramid, indem es Wachstum und Uberleben
der Zelle fordert.”*'™! SchlieBlich wurde gezeigt, dass das
weniger gut untersuchte Sphingosylphosphorylcholin die
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Zellteilung anregt und an proinflammatorischen Signalwegen
beteiligt ist.?>>!

3.3. Glycosphingolipide in der Imnmunologie

o-Galactosylceramid, ein GSL aus Meeresschwdmmen,
das im Menschen nicht vorkommt, wird gewohnlich als
Modell-Ligand verwendet, um Bindung und Ubergabe von
Glycolipiden durch CD1d-Molekiile an invariante natiirliche
Killer-T-Zellen (iNKT-Zellen) zu studieren. Nach Erkennung
des o-Galactosylceramids durch iNKT-Zellen fiihrt eine
Kaskade von Ereignissen zur Aktivierung verschiedener
Zellen des angeborenen und erworbenen Immunsystems.[''4]

Das Sidugetier-GSL Isoglobotrihexosylceramid (iGb3;
Gal-al,3-Lactosylceramid) wurde als der endogene Selbst-
ligand vorgeschlagen, der sich entwickelnde iNKT-Zellen
aufgrund ihrer normalen Funktion selektiert.>) Zwei Studi-
en widersprachen kiirzlich diesen Ergebnissen.'*!!”! Beob-
achtungen, dass die intrazelluldire CD1d-Antigen-Beladung
in endosomalen/lysosomalen Kompartimenten mit niedrigem
pH-Wert stattfindet und von der Gegenwart von Saposin-
Aktivator-Proteinen abhéngig ist, weisen darauf hin, dass
noch ein anderes GSL als Selbstligand in Betracht kommt.
Dies wird weiter untermauert durch den Befund, dass GCS-
defiziente Méuse (durch Gen-Knock-out oder Inhibierung
mit PDMP (1)) nicht fihig sind, das Antigen auf CD1d zu
prisentieren und ihre iNKT-Zellen zu aktivieren.'™¥! Fiir eine
umfassendere Besprechung zur Rolle von (Glyco)sphingoli-
piden in der Immunologie sei auf mehrere neuere Ubersich-
ten verwiesen, 1120

3.4. Glycosphingolipide im Gehirn

Angefangen mit der Arbeit von Thudichum wurde in der
GSL-Forschung schon frith die Bedeutung der GSLs im
Hirngewebe erkannt. Besonders den NeuSAc-terminalen
sauren Gangliosiden scheint eine wichtige Rolle in der Neu-
rochemie zuzukommen. Sie werden in hohen Konzentratio-
nen im Hirngewebe gefunden und machen bis zu 25% des
Lipidgehalts der duferen Membran aus. Wéahrend der Em-
bryogenese und der postnatalen Periode wird im sich entwi-
ckelnden Gehirn ein kleiner Teil saurer Ganglioside stark
exprimiert. Im adulten Gehirn sind die Gangliosidspiegel sehr
viel niedriger, aber es werden viel mehr unterschiedliche
Gangliosidarten exprimiert."! Mehrere Knock-out-Maus-
modelle der Glycosyltransferasen in der GSL-Biosynthese
haben etwas Aufschluss tiber ihre Funktionsweise im Gehirn
gebracht. Die selektive Deletion von GCS in Nervenzellen
verhinderte die Bildung der Ganglioside im Gehirn und
fiihrte zur Geburt von Tieren mit schweren Nervendefekten,
die innerhalb von drei Wochen starben.!'"” Knock-out-Mo-
delle mehrerer an der Biosynthese komplexerer Ganglioside
beteiligter Transferasen deuten darauf hin, dass ein gewisses
MaS8 an funktioneller Redundanz zwischen den Gangliosiden
des Gehirns besteht.”'*! Hirn-Ganglioside wurden auch mit
mehreren neurologischen Erkrankungen in Verbindung ge-
bracht. Unter Parkinson-Patienten kamen deutlich mehr
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Triger mutierter GBA1-Allele vor.'* Offenbar kann eine
verringerte GBA1-Funktion Menschen anfilliger fiir die
Parkinson-Krankheit machen. Des Weiteren hat eine verrin-
gerte GCS-Aktivitdat im Hirngewebe von Alzheimer-Patien-
ten['*! eine Zunahme von Ceramid und eine Abnahme der
Gehalte an komplexen GSL zur Folge, was wiederum eine
anomale Funktion der Nervenzellen in Alzheimerpatienten
verursachen konnte. Die anomale Funktion konnte durch
Infusionen mit Gangliosid GM1 verhindert werden. Im Ge-
gensatz dazu konnte gezeigt werden, dass GM1-angereicherte
Membranmikrodoménen ebenfalls eine entscheidende Rolle
fiir die Pathologie der Alzheimer-Krankheit spielen, indem
sie die Bildung von Amyloidablagerungen oder -plaques
durch Aggregation des Amyloid-p-Proteins fordern.'%¢]

3.5. Glycosphingolipide in der Haut

GSLs und SLs sind fiir die normale Funktion der Haut
unbedingt notwendig. Ceramide und Keratine bilden die
wesentlichen Komponenten des epidermalen Stratum Cor-
neum, das die Haut aller landlebenden Tiere undurchlissig
fiir Wasser macht und dadurch die todliche Dehydratation
verhindert."?”! Ceramide belegen den extrazelluliren Raum
des Stratum Corneum und sind durch eine N-Acylierung des
Sphingoid-Riickgrats mit langen w-Hydroxyfettsdureketten
(C5~Cs6) charakterisiert.”®! Die w-Hydroxygruppen in diesen
Ceramiden konnen mit Fettsduren acyliert oder kovalent an
epidermale Proteine gebunden werden.'”® Ceramid in Ke-
ratinocyten der Epidermis enthilt hiufig (ca. 40 % )'?"! Phy-
tosphingosin anstelle von Sphingosin. In der Epidermis
werden Ceramide durch Exocytose von Sphingomyelin-Zwi-
schenstufen und freiem oder proteingebundenem!™” Gluco-
sylceramid in den extrazelluliren Raum ausgeschieden.
Gleichzeitig sondern Keratinocyten Vesikel ab, die GBAL,
Saposin C und Sphingomyelinase enthalten, die diese Zwi-
schenstufen hydrolysieren, um an der erforderlichen Stelle
Haut-Ceramide zu bilden. Tatsidchlich macht Glucosylcer-
amid rund 4% der gesamten epidermalen Lipidmasse aus.
Ein Knock-out-Mausmodell mit einer Keratinocyt-spezifi-
schen GCS-Defizienz bewies kiirzlich die lebenswichtige
Rolle von Glucosylceramid als Intermediat bei der Auf-
rechterhaltung der Barrierefunktion der Haut.™®! Die mu-
tierten Tiere zeigten ein in hohem MaBe anomales Stratum
Corneum und starben innerhalb von fiinf Tagen nach der
Geburt an Dehydratation. Hemmung der GBA1-Aktivitét
durch lokale Behandlung der Haut mit CBE (2) beeintrich-
tigte ebenfalls die Funktion der Haut."” Entsprechend
wurden in Patienten mit schweren Formen der Gaucher-
Krankheit Hautanomalien beobachtet. Viele Hautleiden wie
Psoriasis zeigen einen anomalen SL- und GSL-Stoffwechsel.

Vor kurzem wurde gezeigt, dass eine der Ursachen der
schweren Hautstorung Harlequin ichthyosis eine Mutation
ist, die zu einem defekten ABCA12-Lipidtransporter fiihrt.
Dieser Defekt hat einen verminderten extrazelluldren
Transport von Glucosylceramid zur Folge. In einem zelluldren
Modell konnten die Krankheitserscheinungen durch korri-
gierenden ABCAI2-Gentransfer behoben werden.!*
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In Patienten mit atopischer Dermatitis stellte man fest,
dass das Enzym SM-Deacylase iiberexprimiert wird und der
Sphingosylphosphorylcholin(SPC)-Spiegel um 300% erhoht
ist.1®¥] Extrazellulir abgesonderte SM-Deacylase in der Epi-
dermis kann auch Glucosylceramid zu Glucosylsphingosin
deacylieren.™ Die erhohte Aktivitit dieses Enzyms trigt
vermutlich zum Krankheitsbild der Dermatitis bei, indem es
die ausreichende Produktion von Ceramiden im Stratum
Corneum verhindert.

3.6. Glycosphingolipide und Pathogene

GSLs werden in erhohten Konzentrationen in den dufe-
ren Membranen von apikalen Zellen, die die Innenseite des
Magens, der Eingeweide und der Atmungswege siumen, ge-
funden. Apikale Zellen bilden die erste Barriere des Korpers
zur AuBlenwelt und sind die ersten, die mit potenziellen
Krankheitserregern in Kontakt kommen. Viele Krankheits-
erreger haben Mechanismen entwickelt, die GSLs auf der
Oberfldche apikaler Zellen fiir die Infektion und das Ein-
dringen in den Wirt ausnutzen. Membranmikrodoménen, die
reich sind an GSLs mit terminalen Neu5Ac-Resten, werden
haufig von Viren, Bakterien und Protozoen angegriffen. HIV-
1-, Ebola- und Marburg-Viren verwenden alle diese Mem-
branmikrodoménen, um sich an Wirtzellen zu binden, in sie
einzudringen und sich dort vermehren.'*)

FEines der am besten untersuchten Beispiele ist das der
Influenza-A/B/C-Virusfamilie, das mit der gegenwértigen
Pandemie der HIN1-Grippe (,,Schweinegrippe®) zu einem
sehr aktuellen Thema geworden ist. Das Influenza-Virus hat
nur drei unterschiedliche Oberflachenproteine, von denen die
beiden héufigsten spezifisch auf die terminalen NeuSAc-
Reste der GSL und Glycoproteine des menschlichen Wirts
gerichtet sind. Das als Himagglutinin (H) bezeichnete Pro-
tein ist ein spezifisches Lectin fiir NeuSAc und befdhigt das
Virus, sich an die Wirtzelle zu binden, worauf es durch En-
docytose aufgenommen wird. Demgegeniiber ist die HSN1-
Grippe (,,Vogelgrippe®) beim Menschen bisher nur gering
infektios, weil das Hamagglutinin des Virus spezifisch die
terminale a-2-3-verkniipfte NeuSAc in den Atemwegen von
Vogeln erkennt, wihrend Menschen vorwiegend terminale o-
2-6-verkniipfte Neu5SAc in ihren oberen Atemwegen aufwei-
sen®! (bei der HINI-Pandemie von 1918 (,,Spanische
Grippe“) hatte sich das Virus so verdndert, dass diese 2-6-
Verkniipfung als bevorzugtes Strukturmotiv erkannt
wurde).®” Das zweite virale Protein, eine als Neuraminidase
(N) bezeichnete Sialidase, iibernimmt die Weiterverarbeitung
der in der Wirtzelle entwickelten Nachkommen der Virus-
partikel, indem es Neu5Ac durch Hydrolyse aus der Wirtzelle
und vom wachsenden Viruspartikel abspaltet, um so die
Freisetzung von der Wirtzelle zu erreichen bzw. die Selbst-
agglutination der Viren zu verhindern.!® Neben den aktuell
verwendeten antiviralen Medikamenten, den Neuraminidase-
Inhibitoren Tamiflu und Relenza, sind auch 1-Desoxynojiri-
mycin-basierte Iminozucker wie Miglustat (4; siehe Tabelle 1)
erfolgreich eingesetzt worden, um die Vermehrung der ver-
schiedenen Viren in Zellmodellen zu unterdriicken.!*1%]
Viele Viren exprimieren Glycoproteine auf ihrer Oberfliche,
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Tabelle 1: Inhibitorisches Profil (ICyq in vitro in um) und Cytotoxizitit fiir
N-alkylierte 1-Desoxynojirimycine.

OH
HO,. ZeIIRroll-
NR GCS feration, GBA1
HO” ™ CCs
OH
7:R=H 2mm (0%)F > 5 mmP 2401
20: R=Me 200 (31 %)Ll 15000
21: R=Et 200 (52 9)tI202 -
22: R="Propyl 200 (69 %)Ll 700C%%
4: R=Butyl 34.40% >10 mmPN - 2700%
23: R=Hexyl 23.80"%) >1 mm' 1300
24: R=Octyl 16.6""% 984.10% 0.8202%
25: R=Nonyl 7.40%¢1 118.9% 0.661%"!
26: R=Decyl 3,109l 95.50% -
27: R=Dodecyl 5.201%! 39.70% 0.052%4
28: R=Hexadecyl 3.401%1 25,109 -
29: R=0Octadecyl 4.00% 36.61"% -
30: R=7-Oxadecyl 3.2001 >5 mmP -

31: R=7,10,13-Trioxa-
tetradecyl

200 (93 %)) - -

[a] Inhibierung in Prozent bei der angegebenen Konzentration. [b] CCs,
= halbmaximale cytotoxische Konzentration.

und Glucosidase-Inhibitoren konnen die korrekte Weiter-
reaktion der viralen N-Glycoproteine im ER des Wirts un-
terbrechen, indem sie das ,, Trimming“ durch die ER-Gluco-
sidase I + II und die Calnexin/Calreticulin-Bindung hemmen.
Obwohl daraus bisher noch kein brauchbarer antiviraler
Wirkstoff entstanden ist, hat die erfolgreiche und fortwih-
rende Entwicklung von Iminozuckern als Therapeutika zur
Behandlung GSL-bedingter Krankheit von dieser bahnbre-
chenden Arbeit stark profitiert.

Ein weiterer bakterieller Erreger, der die GSL des Wirts
missbraucht, ist Helicobacter pylori. Dieser verursacht Ma-
gengeschwiire und infiziert die Magenwand durch Bindung
von Lectin an verschiedene GSLs des Wirts, darunter das
dimere Sialyl-Lewis-X-Antigen (Neolacto-Serie mit einem
terminalen Neu5Ac- und zwei terminalen L-Fucose-
Resten).'*!! Ein Ausdiinnen der Oberflichen-GSLs durch
Inhibierung von GCS mit Miglustat (4) oder PDMP (1) be-
eintrédchtigt die Adhision verschiedener Bakterienspezies an
Wirtzellen.""2! Vibrio cholerae schlieBlich exprimiert eine
Sialidase, die terminale NeuSAc von komplexen GSLs (z.B.
Gangliosid GD1a) auf der apikalen Oberfliche der Darm-
epithelzellen des Wirts entfernt. Dieser Vorgang legt die
apikalen GM1-Ganglioside frei, an die das Choleratoxin
binden kann und dann nach Internalisierung Diarrho her-
vorruft, 14144

3.7. Glycosphingolipide und Krebs

Die meisten Tumorzellen zeigen verdnderte GSL-Muster
auf ihrer Oberfliche sowie anomale SL-Signaliibertragung
und verstidrkte GSL-Biosynthese, die zusammen eine wichti-
ge Rolle bei Tumorwachstum, Angiogenese und Metasta-
senbildung spielen.'**! Dije humane Sialidase, Neu3,
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kommt in Caveolae enthaltenden Mikrodoménen der Plas-
mamembran vor und spaltet terminale Neu5Ac-Reste von
GSL ab.'*"l Sie wird bei vielen Krebsarten iiberexprimiert
und ist wichtig fiir Wachstum und Fortbestand von Tumo-
ren.'¥! Tumorzellen entfernen auch aktiv bestimmte Gang-
lioside von der Zelloberfldche, um sich selbst vor dem Im-
munsystem des Korpers zu verbergen.'*]

Die Wirkung vieler Chemotherapeutika und Radiothe-
rapien zur Behandlung von Krebsleiden beruht auf deren
Vermogen, die Ceramidspiegel in Tumorzellen zu erhohen,
um die ceramidvermittelte Apoptose anzuregen. Viele
Tumore zeigen verstirkte GCS-Expression und -Aktivitét.
Man geht teilweise davon aus, dass dies als Entgiftungsme-
thode fiir die erhohten Ceramid-Spiegel durch Umwandlung
in Glucosylceramid wirkt. Medikamentenresistente Krebs-
zelllinien zeigen bis zu dreifach hohere Spiegel an Glucosyl-
ceramid. Viele Tumore erreichen eine Medikamentenresis-
tenz, indem sie die Wirkstoffe mithilfe der Familie der ABC-
Transporterproteine aktiv herauspumpen. Eine Uberexpres-
sion der hiufigsten Effluxpumpe, P-Glycoprotein, deckt sich
mit der abnorm hohen GCS-Aktivitat in Krebsarten wie
Brustkrebs, Leukdmie, Melanom und Darmkrebs, die gegen
mehrere Wirkstoffe resistent sind. P-Glycoprotein ist ein an
der Plasmamembran verankertes 170-kDa-Protein, das sich in
GSL enthaltenden Membranmikrodoménen befindet. Unter
Verbrauch von ATP kann es eine breite Auswahl nichtgela-
dener amphiphiler Molekiile — unter anderem Glucosylcer-
amid — vom Cytosol zur duBleren Plasmamembran transpor-
tieren. Die Uberexpression der P-Glycoprotein-Effluxpumpe
ist tatsdchlich eines der am besten iibereinstimmenden
Kennzeichen der Wirkstoffresistenz vieler Pathogene, ein-
schlieBlich der Antimalariaresistenz von Plasmodium fal-
ciparum, der Chemotherapie-Resistenz des Protozoons
Leishmania und der Resistenz gegen Makrolidantibiotika bei
S. pneumoniae.>*1>

3.8. (Glyco)sphingolipide und Insulinresistenz

Die zunehmende Menge unserer Nahrung bei zugleich
hoher werdendem Energiegehalt in Verbindung mit einer
allgemein sinkenden korperlichen Aktivitét ist die Ursache
fiir ein steigendes Auftreten von Fettleibigkeit. Fettleibigkeit
ist mit einem erhohten Risiko fiir eine verminderte Insulin-
empfindlichkeit verbunden. Diese sogenannte Insulinresis-
tenz ist charakterisiert durch eine verringerte insulinvermit-
telte Glucoseaufnahme und eine beeintrichtigte Unterdrii-
ckung der Lipolyse sowie der hepatischen Glucoseproduk-
tion. Ein weiteres gemeinsames Merkmal adiposer Indivi-
duen ist das Auftreten niedriggradiger (low-grade) Ent-
ziindungen, vermittelt durch Cytokine, die von Makrophagen
in das adipose Gewebe sekretiert werden, wodurch die In-
sulinresistenz weiter gefordert wird.'””! Im letzten Jahrzehnt
haben sich Hinweise gehéuft, die den tiberschiissigen Lipiden
in der Atiologie der durch Fettleibigkeit induzierten Insu-
linresistenz eine Schliisselrolle zuweisen.' Ein Lipidiiber-
schuss im Gewebe beeintrichtigt die Signaliibertragung und
Wirkung von Insulin. Es besteht eine starke inverse Bezie-
hung zwischen dem intramyozelluldren Lipidgehalt und der
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insulinstimulierten Glucoseaufnahme im gesamten Kor-
per.’¥ Man geht davon aus, dass der Uberschuss an Trigly-
ceriden und freien Fettsduren, der in auf Insulin reagierende
Gewebe transportiert wird, zu hohen lokalen Konzentratio-
nen anderer Lipide — darunter auch Sphingolipide — fiihrt.
Uberschiissige Sphingolipide behindern die Insulinsignale
und fordern Entziindungen. In Zellmodellen beispielsweise
hemmen erhohte Ceramidkonzentrationen den Insulin-
signalweg auf der Stufe der Akt/Proteinkinase B (PKB).['*”!
Da die Funktion von Ceramid und der Glycosphingolipide
bei der Insulinresistenz schon umfassend besprochen
wurde,* % werden hier nur die neuesten Befunde disku-
tiert, die die Bedeutung der Glycosphingolipide fiir die Re-
gulation der Insulinempfindlichkeit unterstreichen.

Der Insulinrezeptor ist an der Zelloberfliche in GSL-
enthaltenden  Lipidmikrodoménen lokalisiert (Abbil-
dung 5a). Die Wechselwirkung zwischen Gangliosiden und

a) | normaler Insulinsignalweg

Glucose-
aufnahme

erhohte GM3-Spiegel

Insulinresistenz: Dissoziation der IR Phospholipid-
b) von den Caveolae Doppelschicht
hohe niedrige
Diffusion Diffusion - Tii
=
GSL-reiche

Mikrodoméne

& =Caveolin-1

OH 0.0 HiN g
H 3 \—&0
AcHNIZZQ7~Q biid

HOHO T Lysin-044 4

terminales Neu5Acvon GM3 des Insulinrezeptors

Abbildung 5. Der Insulinrezeptor (IR) und seine membranire Umge-
bung unter Normalbedingungen (a) und bei Insulinresistenz (b).

Insulinrezeptor wurde urspriinglich von Nojiri et al.'* be-
schrieben, die eine Gangliosid-vermittelte Hemmung des in-
sulinabhingigen Zellwachstums von Leukémie-Zelllinien
nachwiesen. Tagami et al. zeigten als erste, dass durch Zugabe
von GM3-Gangliosid zu kultivierten Adipocyten (Fettzellen)
die Phosphorylierung des Insulinrezeptors und seines
Downstream-Substrats IRS-1 unterdriickt wird, was eine
verringerte Glucoseaufnahme zur Folge hat.'"! Inokuchi
et al. berichteten, dass bei Einwirkung von TNF-a auf kulti-
vierte Fettzellen der GM3-Spiegel steigt und IR- und IRS-1-
Phosphorylierung inhibiert werden. Es wurde gefunden, dass
PDMP (1), ein Inhibitor der Glycosphingolipid-Biosynthese,
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diesem Effekt entgegenwirkt.'® GM3-defiziente Mzuse
zeigten nach Ligandbindung eine erhohte Phosphorylierung
des Insulinrezeptors der Skelettmuskeln und waren vor einer
durch fettreiche Didt hervorgerufenen Insulinresistenz ge-
schiitzt."] Damit im Einklang ist ein neuer Bericht iiber die
verbesserte Insulinempfindlichkeit und Glucosetoleranz in
Maiusen mit erhohter Expression der GM3-abbauenden Sia-
lidase, Neu3."! Umgekehrt sind in den Muskeln bestimmter
fettleibiger insulinresistenter Maus- und Rattenmodelle die
GM3-Spiegel angehoben."®! Ein verinderter Sphingolipid-
Metabolismus, der sich in erhohten Glycosphingolipidspie-
geln niederschlédgt, wurde kiirzlich auch im Zusammenhang
mit der neuronalen Pathologie bei diabetischer Retinopathie
(Netzhauterkrankung) dokumentiert.'® Kabayami et al.
wiesen unldngst nach, dass die Wechselwirkung von GM3 mit
dem Insulinrezeptor durch einen spezifischen Lysinrest ver-
mittelt wird, der genau iiber der Transmembrandoméne des
Rezeptors lokalisiert ist, und dass iiberschiissiges GM3 die
Dissoziation des Insulinrezeptors von den Caveolae — den fiir
die Insulinsignaliibertragung wesentlichen Membranberei-
chen — fordert (Abbildung 5b).1%!

Der Nutzen einer pharmakologischen Absenkung iiber-
hohter Glycosphingolipidspiegel fiir die Verbesserung der
Insulinempfindlichkeit wurde kiirzlich demonstriert. Holland
et al. beschrieben, dass die Hemmung der Synthese von
Ceramid, einer Vorstufe der Glycosphingolipide, die Gluco-
setoleranz deutlich verbessert und den Ausbruch von offenem
Diabetes in adipdsen Nagetieren verhindert.'®”) Zhao et al.
zeigten, dass sich die Inhibierung der ersten Biosynthesestufe
von Glycosphingolipiden, die durch GCS katalysiert wird,
giinstig auswirkt. Der GCS-Inhibitor Genz-123346 (5; Ab-
bildung 6) senkte die Blutglucose- und HbA1C-Spiegel und
steigerte die Glucosetoleranz in insulinresistenten Nagetie-
ren.'®! SchlieBlich zeigten wir, dass die Behandlung ver-
schiedener insulinresistenter Nagetiere mit dem hydropho-
ben Iminozucker N-(5-Adamantan-1-yl-methoxy)-pentyl-1-
desoxynojirimycin (6; Abbildung 7), einem gut tolerierten
und wirksamen Inhibitor von GCS, sehr deutlich die zirku-
lierenden Glucosespiegel herabsetzte, die orale Glucosetole-
ranz verbesserte, HbA1C reduzierte und die Insulinemp-
findlichkeit in Muskeln und Leber verbesserte.'™! Eine wei-
tere giinstige Eigenschaft von 6 ist dessen Féhigkeit, die
Funktion der Fettzelle zu steigern und Entziindungen im
adiposen Gewebe fettleibiger Miuse zu verringern.'™” Die
Reduzierung von Glycosphingolipiden durch Behandlung mit
6 zeigte frither auch in Mausmodellen fiir entziindliche
Darmerkrankung giinstige Wirkungen.!'”")

4. Modulation des GSL-Metabolismus: Inhibitoren
und Chaperone

Niedermolekulare Inhibitoren der am Glycosphingolipid-
Metabolismus beteiligten Enzyme werden weitverbreitet als
Hilfsmittel fiir die Forschung eingesetzt, sind Gegenstand
therapeutischer Studien und haben in einigen Féllen klinische
Anwendung bei der Bekdmpfung GSL-abhingiger Krank-
heiten gefunden. Von besonderem Interesse sind Verbin-
dungen, die mit dem Glucosylceramid-Stoffwechsel interfe-
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Abbildung 6. Ubersicht der Strukturen und 1Cs;-Werte (in um, kursiv)
PDMP-basierter GCS-Inhibitoren. [a] Prozentuale Inhibierung bei der
angegebenen Inhibitorkonzentration (in um).
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Abbildung 7. Ubersicht der Strukturen und ICs-Werte (in pm, kursiv)
Piperidin-basierter GCS-Inhibitoren. [a] Prozentuale Inhibierung bei der
angegebenen Inhibitorkonzentration (in um).
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rieren. Aus der Klasse der kovalenten Glycosidase-Inhibito-
ren wurde hauptsédchlich CBE (2) zur irreversiblen Hemmung
von GBA1 eingesetzt.'”” Die meisten der beschriebenen
Inhibitoren fiir GBA1 und GCS sind reversible Inhibitoren
und basieren auf dem natiirlich vorkommenden Iminozucker
1-Desoxynojirimycin (7; sieche Tabelle 1) und seinen struktu-
rellen und stereochemischen Kongeneren. Iminozucker sind
Derivate von Kohlenhydraten, in denen das endocyclische
Sauerstoffatom durch ein Stickstoffatom ersetzt ist, und die
dadurch Glycosidasen' 7! und in geringerem AusmaB
Glycosyltransferasen hemmen kénnen.'7*77 Die strukturelle
Diversitdt der Iminozucker fiihrt zu einem hohen Grad an
Selektivitdt unter den Aminozuckern bei der Hemmung
spezifischer Glycosidasen und Transferasen.!'’517”’]

Angesichts der Schwierigkeiten bei der Isolierung grof3er
Mengen Iminozucker aus natiirlichen Quellen wurde seit
1970 intensiv an der Entwicklung préparativer Methoden fiir
die Iminozuckersynthese gearbeitet.'®¥!) Wihrend der
spaten 80er und frithen 90er Jahren fiihrte die Erforschung
von Iminozuckern als antivirale Wirkstoffe zur Entdeckung
N-alkylierter 1-Desoxynojirimycine als wirksame Inhibitoren
der ER-Glucosidasen I und II. Ein Beispiel ist Miglustat (4),
das sich auch als Inhibitor fiir GCS erwiesen hat.'®?l Diese
Entdeckung trieb die Entwicklung neuer Iminozucker als
Inhibitoren des Glucosylceramid-Stoffwechsels voran. Die
folgenden Abschnitte liefern eine Ubersicht iiber die ver-
schiedenen Inhibitoren fiir GCS und GBA1 mit Fokus auf
Iminozucker-basierten Inhibitoren. Neuere Ubersichten von
Delgado et al. geben einen Uberblick iiber die Inhibitoren
der Enzyme des SL-Metabolismus.['*>154

4.1. Inhibitoren der Glucosylceramid-Synthase

GCS ist ziemlich einzigartig unter den Glycosyltransfe-
rasen, da es eine ganz Reihe strukturell diverser Inhibitoren
gegen diese Synthase gibt. 1980 beschrieben Vunnam und
Radin die Synthese und Aktivitdt von PDMP (1), dem ersten
GCS-Inhibitor. PDMP war Teil einer Serie von Ceramid-
Analoga, in denen die ungesittigte Alkylkette des Sphingo-
sin-Riickgrats durch eine Phenylgruppe und die primére
Hydroxygruppe durch verschiedene Heterocyclen ersetzt ist
(Abbildung 6).*) Nur Analoga mit L-threo-Konfiguration —
umgekehrt zum Ceramid — inhibierten GCS. In kinetischen
Analysen erwies sich 1 als unkompetitiv beziiglich UDP-
Glucose und als gemischt kompetitiver Inhibitor fiir Cer-
amid.'* Ein Wechsel des Heterocyclus zu Pyrrolidin (10)
ergab eine zehnfach hohere Wirksamkeit.'*”! Eine anschlie-
Bende Untersuchung der para-Substituenten am Phenylring
von 10 lieferte eine Beziehung zwischen dem ICj,, der hy-
drophilen Eigenschaft und der elektronenschiebenden Ka-
pazitit der para-Position (8-12; Abbildung 6).1*! Ethylendi-
oxy-Substitution am Phenylring (13)"! ergab in Kombinati-
on mit einer kiirzeren Acylkette das bisher wirksamste GCS-
inhibierende PDMP-Derivat (5).1%1% Zwei andere Studien
haben gezeigt, dass die Acylkette durch ein Benzyloxycar-
bonyl (14)!" ersetzt werden kann, aber nicht durch eine
Alkylkette (15 gegen 16)."' Die Derivative 17 und 18, die
Ceramid stédrker imitieren, hemmen GCS vergleichbar mit
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PDMP."™ Van Calenbergh et al. stellten fest, dass ein Aus-
tausch der Sphingosin-imitierenden Aryleinheit von PDMP
gegen ein terminales Alkin (19) ebenfalls zu einem starken
GCS-Inhibitor fiihrt.""

Selektivitdtsstudien an einem engen strukturellen Ho-
mologen von 13 mit einem ICs, von 24 nm fiir GCS ergaben
eine Inhibierung der Enzyme GBA1, GBA2, der ER-a-Glu-
cosidasen I + 11, des Debranching-Enzyms sowie von Sucrase
und Maltase.™® Eine andere Studie zeigte, dass 13 GCS in
niederen Tieren, Pflanzen, Pilzen oder Bakterien nicht inhi-
biert, sondern nur humane GCS."”! Bei der Entwicklung der
PDMP-Derivate wurde festgestellt, dass viele dieser Verbin-
dungen auch die lysosomale Phospholipase A2 hemmen.
Dieses Enzym kann, unter anderem, Ceramid zu 1-O-Acyl-
ceramid acylieren. Seine Hemmung kann zur Phospholipi-
dose"™ und erhohten zelluliren Ceramidspiegeln fiihren.['!

1994 beschrieben Platt et al. die Verbindung Miglustat
(4)182 als effektiven GCS-Inhibitor. Nachfolgende Studien
der gleichen Arbeitsgruppe galten dem Mechanismus, nach
dem alkylierte Desoxynojirmycin-Derivate GCS inhibie-
ren.®"l Diese Studien zeigten, dass das N-Propyl-Derivat
(22) die minimale Lange fiir die Hemmung von GCS aufweist
und dass eine Verldngerung der N-Alkylkette bis hin zur N-
Decyl-Alkylierung die Inhibierung von GCS weiter verbes-
sert (26, Tabelle 1).'% Die lineare aliphatische N-Alkylierung
scheint nicht entscheidend zu sein, da der ICs, von N-benzy-
liertem 32 vergleichbar ist mit dem von 4 (Abbildung 7).1")
Verlangerung der N-Alkylkette erhoht die Cytotoxizitét
dieser Verbindungen (Tabelle 1).""! Die genaue Ursache
dieser Toxizitét ist nicht vollig geklart, sie konnte aber durch
Solubilisierung der Membran wegen ihres Verhaltens als
amphiphile Tenside verursacht werden. Van den Broek et al.
haben gezeigt, dass die Einfiihrung einer Etherfunktion in die
N-Alkylkette die Cytotoxizitit verringert (26 im Vergleich zu
30 in Tabelle 1)." Das von uns 1998 beschriebene N-5-
(Adamantan-1-yl-methoxy)-pentyl(AMP)-funktionalisierte
1-Desoxynojirmycin (6) erwies sich als sehr starker GCS-
Inhibitor.!'”” Verlagerung der AMP-Einheit an andere Posi-
tionen von 1-Desoxynojirmycin zerstorte die Fahigkeit zur
Hemmung von GCS, auBer bei den -Aza-C-glycosid-Deri-
vaten 33 und 34,2

Miglustat (4) wurde zuerst 1988 von Fleet et al. als Teil
einer Serie von Inhibitoren fiir die Replikation des HIV-Virus
beschrieben.”™! Diese Wirkung wird durch Hemmung der
ER-a-Glucosidase I und II erzielt, und in einem Versuch,
diese Aktivitdt von der GCS-Inhibierung zu trennen, haben
Platt et al. Modifikationen des Iminozuckerteils von 4 stu-
diert. Diese Studie ergab, dass N-butylierte 2-Acetamido-, b-
manno- und L-fuco-1-Desoxynojirimycine GCS nicht mehr
inhibieren. D-galacto-Derivate (35 und 36) hemmen jedoch
GCS, aber nicht mehr die ER-Glucosidase I oder GBAI1
(Abbildung 7). Neueren Befunden zufolge bilden L-ido-
(37-39) und r-altro-konfigurierte (40) lipophile Iminozucker
ebenfalls eine vielversprechende Klasse selektiver GCS-
Inhibitoren.2%! Verbindung 39 ist der wirksamste Imino-
zucker-basierte GCS-selektive Inhibitor, der bisher be-
schrieben wurde.”*!

Da eine Kiristallstruktur fiir GCS fehlt, gibt es wenige
Strukturinformationen, die den Bindungsmechanismus lipo-
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philer Iminozucker an das aktive Zentrum von GCS erkldren.
Eine Studie von Butters et al. zur Kinetik der GCS-Inhibie-
rung durch 4 deutet darauf hin, dass diese fiir UDP-Glucose
nicht-kompetitiv und fiir Ceramid kompetitiv verlauft.'””)
Dagegen erwies sich Verbindung 25 als nicht-kompetitiv be-
ziiglich beider Substrate.™ Aufgrund dieser Befunde und der
strukurellen Ahnlichkeiten zwischen 4 und Ceramid wurde 4
vorliufig als Ceramid-Mimetikum vorgeschlagen.'* Diese
Hypothese ldsst vermuten, dass die Bindung eines zweiten
sekundéren lipophilen Rests an der 2-O-Position von 4 oder
25 zu einem besseren Ceramid-Mimetikum fiithren konnte.
Eine neuere Studie von Compain, Martin et al. mit den di-
und trialkylierten Derivaten 41-44 zeigte jedoch, dass dabei
keine wirksameren GCS-Inhibitoren entstanden sind (Ab-
bildung 7).2*!

FEinige Pyrrolidiniminozucker haben sich ebenfalls als
GCS-Inhibitoren bewihrt. 2000 beschrieben Butters et al. das
DMDP-Derivat 47 als GCS-Inhibitor, dessen Aktivitit ver-
gleichbar ist mit der von 4 (Abbildung 8).” In zwei Studien

H
HO OH HO"  OH
45:R=H 200; 21%"! 48:R="Ph 50; 26%"
46: R = CHg 200; 11%"! 49: R=p-MeCgH, 50; 27%"
47:R=CH,OH 200; 86%" 50: R = Ethyl 50; 489%™
HO  R?
R o \, N
NS |
5 < N/\/\/ HO R
wo! ou M 53:R'=H; R2=H 50; 16%'
51:R=H 140 54:R'=Buty; R2=H  50; 34%"
52:R=Butyl 117 55:R'=Octyl; R2=H  10; 76%""!
56: R'=Octyl; R2=Bn  10; 10%"
N 57:R=0H 75 N 59:R=0H 100
o N 58:R=CH; >100 o N 60:R=CH; 700

HO  OH HO OH

Abbildung 8. Ubersicht der Strukturen und ICs-Werte (in um, kursiv)
Pyrrolidin- und Azepan-basierter GCS-Inhibitoren. [a] Prozentuale Inhi-
bierung bei der angegebenen Inhibitorkonzentration (in pum).

von Davis et al. wurden ebenfalls mehrere Pyrrolidin-Inhibi-
toren (48-52) identifiziert.?'**'"! Génisson et al. haben Pyr-
rolidine entwickelt, die das Sphingosin-Riickgrat nachahmen
(53-56), wobei sich 55 als wirksamer GCS-Inhibitor heraus-
gestellt hat.'?! SchlieBlich haben Blériot et al. m#Big aktive
Azepan-basierte Inhibitoren von GCS (57-60) beschrie-
ben.?"

4.2. Inhibitoren der Glucocerebrosidase

Wie im vorhergehenden Abschnitt erwdhnt, hemmt
Miglustat (4) auch GBA1. Forschungen haben gezeigt, dass —
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dhnlich wie bei der GCS-Hemmung — eine Verldngerung der
N-Alkylkette in 4 die GBA1-Inhibierung verbessert (Tabel-
le 1; 4, 25 und 6 in Abbildung 9). Wird Amantadin iber eine

OH OH
H
HO™ HO™ ™y 61 1.2 ©
OH OH
4:R=Butyl 270"
25:R=Nonyl 0.66" o

6:R=AMP 0.2

oy
y fal

69 175

HO
OH OH OH
HO&{L
o) Ob RN
OH
6\/\/

62 56 HO H'?)O\m\'“”
HO
on 70 1
HO” Y "R HO” R .

OH OH -
63: R=Butyl 700 66: R=H 2.3
64:R=0Octyl 050 67:R=0Octyl 6.8nu
65:R=Nonyl 027®  68:R=Nonyl 74nu® 7 19

Abbildung 9. Ubersicht der Strukturen und 1Cs-Werte (in pum, kursiv)
Piperidin-basierter GBA1-Inhibitoren. [a] Als pharmakologisches Chape-
ron fiir GBA1-Varianten beschrieben: 4,79 25,7627 g7 24218 64,01 5
und 68,2 9.2

Amid-Bindung an das N-Alkyl-Ende gekniipft, um AMP-
DNM-Derivat 61 zu synthetisieren, wird die GBA1-Hem-
mung nicht vermindert.”*¥ Die Bindung eines AMP-Rests an
die O2- oder O6-Hydroxygruppen von 1-Desoxynoijirimycin
lieferte ebenfalls submikromolare GBA1-Inhibitoren.”"!

2007 veroffentlichten Futerman, Sussman et al. zwei
Kristallstrukturen von GBA1, wobei entweder 4 oder 25 im
aktiven Zentrum gebunden waren. Die Bindung von 4 und 25
erfolgte sehr dhnlich, doch der Nonylrest von 25 ging zu-
sdtzliche hydrophobe Wechselwirkungen mit Leucinresten
nahe dem Eingang zum aktiven Zentrum ein (Abbildung 10).
Bemerkenswerterweise schien das Stickstoffatom bei beiden
Inhibitoren nicht mit den beiden katalytischen Glutamin-
sdureresten (Glu-340/235) oder anderen Resten im aktiven
Zentrum zu koordinieren.”?!!

Mit dem Ceramid-imitierenden Modell von 4 als Basis
beschrieben Compain, Martin et al. die $-4-O-Glucosylierung
zweier N-alkylierter 1-Desoxynojirimycine. Entsprechend
dem Modell sollte die Glycosylierung an dieser Position
Glucosylceramid-Mimetika ergeben. Die Glycosylierung von
Miglustat (4) fithrte zum Verlust der GBA1-Inhibierung. N-
Butyl-2-O-butyl-1-desoxynojirmycin — selbst kein GBAI-
Inhibitor — zeigte jedoch nach (-4-O-Glucosylierung (62;
Abbildung 9) Inhibitorwirkung bei GBA1.7*

Zwei weitere Studien durch die gleiche Arbeitsgruppe
zeigten, dass D-gluco- (63-65)?"! und p-xylo-a-Aza-C-glyco-
side (66-68)™*'"! sehr potente GBA1-Inhibitoren sind (Abbil-
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------- : hydrophobe Wechselwirkungen
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Abbildung 10. Die Koordination von 25 durch Reste des aktiven Zen-
trums, basierend auf der Réntgenkristallstruktur von GBA1 im Kom-
plex mit 25.22"1

dung 9). Das N-substituierte D-xylo-d-Lactam 69 ist ein
schwacher GBAIl-Inhibitor, aber als pharmakologisches
Chaperon konnte es eine sechsfache Erhohung der Aktivitat
der Mutante N370S-GBA1 erreichen (siche Ab-
schnitt 4.3).?! Durch Evaluation natiirlich vorkommender
Iminozucker identifizierten Fan et al. mehrere Calystegine
(70: Calystegin B2) und Castanospermine (71) als Inhibitoren
von GBA1.”* Tsofagomin (72; Abbildung 11) erwies sich in
diesem Screening als der beste GBA1-Inhibitor (ICs, 40 nm)
sowie als pharmakologisches Chaperon fiir GBA1-Varianten.

Petsko et al. beschrieben 2007 die Kristallstruktur von
GBAI1 mit 72 im aktiven Zentrum (Abbildung 11 unten).?*!
Die sekundidren Hydroxygruppen von 72 werden von den
gleichen Resten koordiniert wie bei 4 und 25, aber das
Stickstoffatom koordiniert mit den beiden katalytisch wirk-
samen Resten. Fan et al. beobachteten einen gro3en Unter-
schied in der Stirke der GBA1-Inhibierung zwischen N-Al-
kylierung (73 und 74) von 72 und Alkylierung am C-6 (75—
77).72 Das Isofagomin-Derivat 77 ist mit einem ICs, von
0.6 nm der wirksamste GBA1-Inhibitor, der bisher beschrie-
ben wurde. Kelly et al. haben seither gezeigt, dass die N-Al-
kylierung von 72 mit Alkylspacern, die mit Amantadinami-
den verkniipft sind, moderate GBA1-Inhibitoren (78-80) mit
pharmakologischer Chaperon-Aktivitit liefert.?!

Lipophile Aminocyclitole bilden eine zweite wichtige
Klasse von GBA1-Inhibitoren. 1995 beschrieben Ogawa et al.
die N-Alkylierung des natiirlich vorkommenden Amino-
cyclitols, B-Valienamin, zu den ersten bekannten selektiven
GBA1-Inhibitoren 81 und 82 (Abbildung 12).”*! Durch
Austausch des komplexen Ceramidrests gegen eine®! oder
zwei®" aliphatische Alkylketten wurden ebenfalls wirksame
Inhibitoren (83-87) hergestellt, die GCS nachweislich nicht
inhibieren. Von PDMP abgeleitete Derivate von (3-Valien-
amin (88) ergaben ebenfalls GBA1l-Inhibitoren, und zwar
ungeachtet der Stereochemie des PDMP-Teils. a-Valienamin
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OH OH
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73:R=Butyl 44 76: R = Octyl 0.8 nm
74:R=Nonyl > 700 77:R=Nonyl 0.6 nm
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Ho 78:n=1 18¥
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Bindung von 72 im aktiven Zentrum von GBA1 [223]

Trp-381 Asn-396
— fo) NH o _ Tyr-31 3
NH ]
1 OH at ]
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A --HO 2.8A
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Trp-179 Glu-340

Abbildung 11. Ubersicht der Strukturen und ICso-Werte (in pm, kursiv)
Isofagomin-basierter GBA1-Inhibitoren. [a] Als pharmakologisches Cha-

peron fiir eine GBAT-Variante beschrieben.2**225-227]

OH 81 (E) 0.3
82 (2) 0.1 83: R =Octanoyl;n=7 > 100
84: R=Octyl; n=7 0.003
j’\ 85:R=H; n=7 0.502"
CetHig” "NH 86:R=H; n=11 0.085'!
oH 87:R=H; n=17 0.442
OH |,  89:R=H >1mm
HO.. A *N'r  90: R = Butyl 15.0
HO +"“OH 91: R = Octyl 15.7
OH 92: R = CH,CH,CgH, 16.0
94 28

Qw_ ﬁh

Abbildung 12. Ubersicht der Strukturen und ICs-Werte (in um, kursiv)
Aminocyclitol-basierter GBA1-Inhibitoren. [a] Als pharmakologisches
Chaperon fiir eine GBAT1-Variante beschrieben.?223!

oder das gesittigte [-Valienamin-Analogon, (-Validamin,

fithrten nach dieser Vorgehensweise zu deutlich verminderter
GBA1-Hemmung.*"
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Delgado et al. haben die N-alkylierten Aminocyclitole
89-92 als GBAIl-Inhibitoren beschrieben (Abbildung 12).
Diese wurden durch regio- und stereokontrollierte Offnung
von CBE (2; siche Abbildung 3) erhalten. Das Aminocyclitol
93 war der stirkste GBA1-Inhibitor und enthélt bemerkens-
werterweise keine basische Aminfunktion, die normalerweise
fiir die Hemmung von GBAL1 erforderlich ist.”*!! Diese Ver-
bindungen wurden auch als GCS-Inhibitoren gepriift, erwie-
sen sich aber als inaktiv. In einer zweiten kombinatorischen
Studie untersuchten Delgado etal. die Substitution des
Stickstoffatoms in zwei Aminocyclitol-Kernen und erhielten
GBA1-Inhibitoren, die in Struktur und Aktivitit dhnlich wie
90-92 waren, sowie eine neue Klasse von Inhibitoren, ndmlich
94'[235]

SchlieBlich identifizierten Sidransky etal. drei neue
Klassen aromatischer, achiraler GBA1-Inhibitoren (95, 98
und 99; Abbildung 13) durch Hochdurchsatz-Screening einer

OR!
RQQNH 95:R'=Me;R2=Cl  0.70"

PR 96: R'=H; R?=Ph 0.37
)N\/ ){\‘\ 97:R'=tBu;R?=H  0.33
H
H H
N N s N
o
° NN ©\m
98 31 nut o] 99  70nm

Abbildung 13. Ubersicht der Strukturen und I1Cs-Werte (in pum, kursiv)
achiraler aromatischer GBA1-Inhibitoren. [a] Als pharmakologisches
Chaperon fiir eine GBA1-Variante beschrieben.”**!

Bibliothek aus 59815 Verbindungen.™® Modifizierungen am
Pyrrolidin-Stickstoffatom und an der primidren Hydroxy-
gruppe von 95 verbesserten dessen Wirksamkeit nicht, dafiir
aber mehrere Modifizierungen des Phenylrings (96 und
97)'[237]

4.3. Therapeutische Anwendungen

Die Typ-I-Gaucher-Krankheit dient seit Jahrzehnten als
,Ubungsplatz* zur Entwicklung von Therapien fiir ererbte
lysosomale Speicherkrankheiten. Die erste entwickelte The-
rapie fiir diese Krankheit war die Enzymersatztherapie (ERT;
Abbildung 4b). Brady et al. zeigten, dass die intravendse
Verabreichung von GBA1 aus menschlichem Plazentagewebe
positive Wirkungen bei Gaucher-Patienten hervorrief.?%2%]
Wihrend der 90er Jahre wurde das aus der Plazenta stam-
mende Enzym durch ein rekombinantes GBA1-Derivat er-
setzt.?! Derzeit erhalten mehrere Tausend Typ-I-Gaucher-
Patienten weltweit eine Enzymersatztherapie mit dieser re-
kombinanten GBAI, genannt Cerezym. Nachteile dieser
Therapie sind die intravendse Verabreichung, die hohen
Kosten und das Unvermogen, neurologische Symptome in
schwerer betroffenen Gaucher-Patienten zu behandeln oder
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zu vermeiden (wegen der mangelnden Penetration von
Cerezym in das Gehirn).

Schon 1980 schlugen Radin und Vunnam vor, dass die
Herunterregulierung des Glucosylceramid-Zustroms in die
Lysosome durch Hemmung von GCS mit dem Inhibitor
PDMP (1) die Symptome der Gaucher-Krankheit mildern
konnte.'™! 1994 beschrieben Platt et al. die Hemmung von
GCS durch das N-butylierte 1-Desoxynojirimycin-Derivat (4)
und dessen Vermogen, die Glucosylceramid-Akkumulation
in einem In-vitro-Modell der Gaucher-Krankheit zu min-
dern.'™! Das Konzept wurde zur heutigen Substratreduk-
tionstherapie (SRT; Abbildung 4b) weiterentwickelt. Nach
der klinischen Erprobung in Gaucher-Patienten wurde 4 (nun
als Miglustat oder Zavesca bezeichnet) 2002 als Arzneimittel
fiir seltene Krankheiten in der SRT fiir die Gaucher-Krank-
heit anerkannt.’***? Fiir eine ausfiihrlichere Besprechung
der SRT fiir die Gaucher-Krankheit sei auf neuere Uber-
sichten verwiesen.2#2#

Studien mit 4 und Derivaten mit lingeren N-Alkylketten
haben gezeigt, dass diese metabolisch stabil sind und meist
iiber die Niere ausgeschieden werden (¢, in Plasma: 6.3 h).
Eine orale Verabreichung von Miglustat (100 mg, 0.46 mmol),
dreimal pro Tag, fithrt nach 5 Wochen zu einer stationédren
Plasmakonzentration von 5 uM, die nur teilweise die GSL-
Biosynthese hemmte.?*!l Experimente mit radioaktiv mar-
kierten Iminozuckerderivaten deuten daraufhin, dass N-Al-
kyldesoxynojirimycine die Blut-Hirn-Schranke passieren
konnen.”*! Die wichtigsten Nebeneffekte, die mit der SRT
gegen die Gaucher-Krankheit verbunden sind, lassen sich
darauf zuriickfiihren, dass 4 die Glycosidasen in den Darm-
Mikrovilli inhibieren kann, was Durchfall, Bldhungen und
abdominale Gasansammlung zur Folge hat. Miglustat inhi-
biert auch die ER-Glucosidasen I und II, jedoch erfordert
dies toxische Konzentrationen in 10000-fachem Uberschuss
verglichen mit der benétigten Dosis fiir die Hemmung von
GCS.

H. S. Overkleeft, . M. F. G. Aerts et al.

Eine dritte Therapie fiir die Gaucher-Krankheit ist derzeit
in der Entwicklung: die Chaperon-vermittelte Therapie
(CMT; Abbildung 4b).2*241 Sje basiert auf dem Konzept,
dass ein reversibler, auf das aktive Zentrum gerichteter
Inhibitor eines Enzyms (ein pharmakologisches Chaperon)
schon wihrend des Faltungsvorgangs im ER mit einer En-
zymvariante assoziieren kann (Abbildung 14). Wird der
Inhibitor in noch nicht hemmenden Konzentrationen ver-
wendet, kann das Chaperon bei der korrekten Faltung und
der Stabilisierung wihrend des Transports helfen. Das kann
dazu fiihren, dass ein hoherer Prozentsatz an richtig gefalte-
tem Enzym seinen zelluldren Bestimmungsort erreicht. Hier
dissoziiert das Chaperon vom aktiven Zentrum oder wird
durch das Enzymsubstrat verdriangt. Mehrere der mit Gau-
cher verbundenen Mutationen im GBAI-Gen verursachen
eine falsche oder gehinderte Faltung von GBA1l im ER.
Folglich erreichen viele verdnderte (mutierte) GBA1-Pro-
teine nie das Lysosom und werden stattdessen iiber den
ERAD-Weg abgebaut (Abbildung 14).

Das erste Beispiel fiir ein pharmakologisches Chaperon,
das eine lysosomale Glycosidase stabilisiert, wurde 1999 von
Fan et al. fiir Varianten der a-Galactosidase A von Patienten
mit Fabry-Krankheit beschrieben.?*! Sie beobachteten, dass
der Iminozucker-Inhibitor Galactostatin (100; Abbildung 15)
das Enzym in den Zellen von Fabry-Patienten anhéufte, wenn
er in Konzentrationen verabreicht wurde, die unterhalb der
fiir die Inhibierung des Enzyms notwendigen Mengen lagen.

I

OH
HO o HoQ
NH
lé oy
HO™ H o ; H
OH _<
100 101
Abbildung 15. Struktur der Verbindungen 100 und 101.

Sortierung und Transport zum zelluldren Bestimmungsort

&
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ER-Glucosidasen
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Cytosol
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ER-Glucosidase | ERAD
un/fehigefaltetes
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Abbildung 14. Ubersicht tiber die im ER stattfindende Proteinfaltung, Qualitdtskontrolle und die putative Wirkung eines pharmakologischen
Chaperons in der CMT. Die ER-Glucosidasen | und Il entfernen zwei von drei Glucoseresten, wonach die Chaperone Calnexin oder Calreticulin das
gekiirzte Oligosaccharid erkennen und die Proteinfaltung unterstiitzen. Die ER-Glucosidase Il spaltet den letzten Glucoserest ab. Wenn das Prote-
in richtig gefaltet ist, erfolgen Sortierung und Transport zum zelluldren Bestimmungsort. Ist das Protein noch nicht richtig gefaltet, wird es vom
UDP-Glucose-Glycoprotein, der Glucosyltransferase (UGGT) erkannt und entweder durch die UGGT reglucosyliert und wieder zur Faltung ge-
bracht oder verworfen und in den ER-assoziierten Abbauweg (ERAD) eingeschleust.
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Auch bei mehreren einfachen Varianten von GBA1 hat sich
seither das CMT-Konzept bei der Gaucher-Krankheit als er-
folgreich erwiesen, wenn auch nur in kiinstlichen zelluldren
Assays. Seitdem sind viele Beitrdge erschienen, die eine
Vielzahl verschiedener, hauptsédchlich Iminozucker-basierter
Inhibitoren fiir eine CMT-Anwendung bei der Gaucher-
Krankheit bewerten (siche mit [a] gekennzeichnete Verbin-
dungen in den Abbildungen 10-13). In den meisten Fillen
wird der Inhibitor zusammen mit Zellen, die eine spezifische,
mit der Gaucher-Krankheit verbundene defiziente GBA1
exprimieren, 4-5 Tage lang inkubiert, nachdem das kiinstliche
4MU-Glucosid-Substrat (3; siehe Abbildung 3) zugefiigt
wurde, und die GBA1-Aktivitit bestimmt. Die Aktivitits-
messung wird in Gegenwart von CBE (2; siche Abbildung 3)
wiederholt, um beziiglich der GBA2-Aktivitit zu korrigieren.
Neben einer Steigerung der Enzymaktivitit war die Beob-
achtung, dass die Proteindynamik am aktiven und am se-
kundidren Zentrum abnimmt (iiber Amid-Wasserstoff/Deu-
terium-Austausch-MS)?" und die Thermostabilitiit zunimmt,
ein weiterer Hinweis fiir die erhohte Stabilitdt der chape-
rongebundenen GBA1-Variante."'**" Mehrere Studien
haben auch bewiesen, dass nach der Behandlung gréBere
Mengen an GBA1 das Lysosom erreichen. Es bleibt jedoch zu
zeigen, dass der Glucosylceramid-Abbau in den Lysosomen
intakter Zellen tatsidchlich zunimmt. Durch Kombination des
Iminozucker-Chaperons 25 mit dem Proteasom-Inhibitor
MG-132 (101; Abbildung 15) ergab sich ein synergistischer
Effekt und groBere Steigerungen der GBAI1-Aktivitdt im
Lysosom.”'®! Da jedoch 25 auch GCS, GBA2 und die ER-
Glucosidasen I und I hemmt und da MG-132 auch sekundire
Aktivitdten hat, ist vollig unklar, welche Aktionen dieser
Verbindungen tatséchlich zur beobachteten Steigerung der
GBA1-Aktivitét fithren. Interessant sind neuere Befunde zur
hiufigsten CFTR-Mutation (F508del), die Mucoviscidose
(cystische Fibrose) verursacht. Die F508del-Mutation fiihrt
zur unkorrekten Faltung des CFTR-Proteins im ER und zum
Abbau durch das Proteasom. Becq et al. haben beschrieben,
dass die Behandlung mit Miglustat (4) eine 12-proz. Zunahme
der korrekt gefalteten CFTR induziert, was zu einem besse-
ren lonentransport in Epithelzellen bei cystischer Fibrose
fiihrt.”"2? Die Autoren haben vorgeschlagen, dass 4 die ER-
a-Glucosidasen I+ 11, die bei der Qualitdtskontrolle abwei-
chender F508del-CFTR beteiligt sind, hemmen konnte und
daher seinen Abbau tiber ERAD verhindert. Angesichts der
relativ groen Unempfindlichkeit der ER-a-Glucosidasen
gegeniiber der Hemmung durch 4, scheint diese Begriindung
nicht sehr attraktiv, und einige andere Wirkungen von 4
konnen nicht ausgeschlossen werden.

5. Zusammenfassung und Ausblick

Sphingolipide und Glycosphingolipide sind an vielen
physiologischen Vorgédngen - bei Gesundheit und bei
Krankheit — beteiligt. Der ersten Entdeckung dieser vielfél-
tigen Verbindungsklasse durch Thudichum folgten besonders
in den letzten Jahrzehnten enorme Fortschritte sowohl im
Bereich der Grundlagen- als auch der angewandten biome-
dizinischen Forschung. Gleichzeitig sollte klar sein, dass wir
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gerade erst angefangen haben, die Rolle und das therapeu-
tische Potenzial von SLs/GSLs und ihren metabolischen
Wegen zu entritseln und auszuschopfen und noch viele Jahre
aufregender Forschung an der Schnittstelle von Glyco- und
Lipidbiologie vor uns liegen. Trotz der zahlreichen potenzi-
ellen therapeutischen Zielmolekiile, sind bisher nur solche
Verbindungen zu validierten Therapeutika entwickelt
worden, die mit an der Biosynthese und am Abbau von
Glucosylceramid beteiligten Faktoren wechselwirken (Mi-
glustat (4) als GCS-Inhibitor). Weitere Therapeutika dieses
Typs, die sich erst in der Entwicklung befinden, sind phar-
makologische Chaperone fiir GBAIl-Varianten. Es muss
betont werden, dass sowohl die Wirkungsweise als auch der
therapeutische Nutzen von Iminozucker-Chaperonen noch
bewiesen werden muss, und wir erwarten, dass dies in den
néchsten Jahren geschehen wird. Die Tatsache, dass Gluco-
sylceramid in vielen GSL-Stoffwechselwegen eine zentrale
Stellung einnimmt, deutet darauf hin, dass die Beeinflussung
seiner Biosynthese durch GCS-Hemmung auch zu Therapien
fiir lysosomale Speicherkrankheiten, die durch Akkumulati-
on komplexerer GSLs entstehen, filhren konnte. Alternativ
sind Inhibitoren von nachgelagerten Glycosyltransferasen,
die bei der Synthese komplexerer GSLs mitwirken, sehr ge-
fragt. Zukiinftige Forschungen sollten dem kaum verstande-
nen Befund gelten, dass GCS anfillig ist gegeniiber Inhibie-
rung durch Iminozucker, wihrend die meisten Glycosyl-
transferasen dies nicht sind. Die Entwicklung von Iminozu-
ckern ist trotz reicher Literaturdaten noch lange kein ausge-
reiftes Gebiet. Zum Beispiel sind Iminozucker-Bibliotheken
gewohnlich klein und liickenhaft, und ihre Aktivitidten gegen
glycoprozessierende Enzyme sind kaum erforscht. Die Ent-
deckung von Miglustat (4) als GCS-Inhibitor (urspriinglich
war es als Inhibitor der ER-a-Glucosidase entwickelt
worden) und seine Weiterentwicklung zum klinischen Wirk-
stoff unterstreichen unsere Auffassung, dass Aufbau und
Screening von Iminozucker-Bibliotheken ein lohnendes For-
schungsziel sind. Auf diese Weise konnte Einblick in die
Besonderheiten der jetzt kaum verstandenen glycoprozes-
sierenden Enzyme erhalten werden. Hier merken wir an, dass
sich bei der Durchfithrung solcher Studien herausstellen
konnte, dass spezifische Inhibitoren mehr Aktivitdten abseits
ihres eigentlichen Angriffsziels aufweisen konnten. Als ein
faszinierendes Beispiel haben wir bei unseren Studien beob-
achtet, dass alle Desoxynojirimycin-artigen lipophilen Inhi-
bitoren mit GCS-Inhibitorwirkung (einschlieBlich 4) neben
GBAL1 auch die nicht-lysosomale GBA2 angreifen.!'%200-2081
Weder die Funktion noch die Gefahren, die mit dieser fort-
wihrenden Blockierung verbunden sind, sind bisher ver-
standen. Umfassende Iminozucker-Bibliotheken gepaart mit
In-vitro- und In-vivo-Tests, um ihre Wirkung auf eine Reihe
relevanter glycoprozessierender Enzyme zu priifen, konnen
zur Entdeckung neuer therapeutischer Strategien fithren, wie
kiirzlich durch die Erkennung von GCS als potenzielles kli-
nisches Zielmolekiil fiir Diabetes II gezeigt wurde.1*1%]
Letztendlich glauben wir, dass es unbedingt erforderlich ist,
die (G)SL-Konzentrationen und ihre Anderungen durch
Wechselwirkung mit ihren metabolischen Enzymen sorgfaltig
zu {iberwachen, und wir sehen ein wachsendes Interesse an
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diesem entstehenden Feld der gezielten Lipidanalytik (lipid-
omics).

Diese Arbeit wurde durch das Academic Medical Center und
die NWO-CW gefordert.
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