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Sphingolactone: selektive und irreversibel
wirkende Inhibitoren der neutralen
Sphingomyelinase

Veit Wascholowski und Athanassios Giannis*

Sphingolipide sind wichtige Bausteine der Plasmamembranen
eukaryontischer Zellen. In den letzten Jahren haben immer
mehr Metabolite der Sphingolipide Interesse geweckt, da sie
vielf!ltige biologische Wirkungen aufweisen und dar#ber
hinaus als sekund!re Botenstoffe fungieren k$nnten.

Dem prim!ren Sphingomyelin(1)-Kataboliten Ceramid
(2), der durch die enzymatische Aktivit!t von Sphingomy-
elinasen entsteht, wird eine entscheidende Rolle in der Zell-
regulation, bei der Steuerung von Entz#ndungsprozessen
sowie beim programmierten Zelltod (Apoptose) zugespro-
chen.[1–5] Zudem ist Ceramid in der Lage, direkt oder indirekt
verschiedene Signaltransduktionskaskaden zu aktivieren.[1]

Die Kontrolle dieser biologischen Effekte wird #ber eine
Regulation der intrazellul!ren Ceramid-Konzentration er-
reicht. Diese erfolgt durch die Enzyme der Ceramid-Biosyn-
these, aber auch durch die Weiterreaktion von Ceramid zu
komplexeren Sphingolipiden, wie Ceramid-1-phosphat (3),
komplexen Glycosphingolipiden (4) und Sphingosin-1-phos-
phat (5).[1]

Seit einigen Jahren wird vermutet, dass die Hydrolyse von
Sphingomyelin entscheidend f#r die Bildung des biologisch
wirksamen Ceramids ist. Im streng regulierten Sphingomy-
elin-Zyklus[1–3, 6] (Schema 1) wird Sphingomyelin durch eine
saure Sphingomyelinase (A-SMase) oder eine membran-
st!ndige neutrale Sphingomyelinase (N-SMase) zu Ceramid
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umgesetzt. Verschiedene Cytokine, wie Tumornekrosefaktor-
a, Interleukin-1b, Interferon-g, sowie Strahlung, Hitze, oxi-
dative Agentien, Vitamin D3 und NO k$nnen die Sphin-
gomyelinasen aktivieren.[3,4]

Zahlreiche Aspekte, vor allem im Hinblick auf Mecha-
nismus und Regulation der Ceramid-vermittelten Signal-
transduktion sowie insbesondere die Rolle von Ceramid bei
der Apoptose, sind noch umstritten.[3–7] Auch die Identit!t der
Sphingomyelinase, die f#r die Stimulus-induzierte Ceramid-
Freisetzung zust!ndig ist, wird kontrovers diskutiert.[3,8–11]

Der membranst!ndigen N-SMase, die einer physiologischen
Regulation durch Glutathion und Arachidons!ure unterliegt,
wird eine entscheidende Rolle bei der Signaltransduktion
beigemessen.[1, 3]

Zur Kl!rung der biologischen Funktion von Ceramid und
den Sphingomyelinasen sind vor allem potente und selektive
Inhibitoren notwendig. Zwar ist eine Reihe von N-SMase-
Inhibitoren bekannt,[12,13] f#r solche Zwecke wurden bisher
allerdings weitgehend Scyphostatin (6),[12b,c,g] das Spiroepoxid
7[13a,b] und Manumycin A (8)[12a] sowie seine einfacheren
Analoga verwendet (Schema 2).[14] Alle diese Verbindungen
enthalten jedoch reaktive Epoxidgruppen, die mit einer
Vielzahl weiterer Proteine kovalent wechselwirken und damit
die Interpretation zellbiologischer Experimente erschweren
k$nnen. Wir berichten hier #ber die Entwicklung einer neu-
artigen Klasse von potenten, selektiven und Epoxid-freien
Inhibitoren der neutralen Sphingomyelinase, die wir
Sphingolactone nennen m$chten.

Beim Entwurf der Inhibitoren ließen wir uns von den
folgenden Fakten leiten: Sowohl 6 als auch 8 enthalten jeweils
eine mehrfach unges!ttigte Fetts!ure als Strukturelement.
Weiterhin zeigen synthetische Manumycin-Analoga mit un-
ges!ttigten Carbons!uren im Amidteil eine h$here Affinit!t
zur N-SMase als solche mit ges!ttigten Fetts!ureketten.[12a]

Dar#ber hinaus wussten wir aus unseren eigenen Untersu-
chungen, dass bei 7 die prim!re Hydroxygruppe f#r die in-
hibitorische Aktivit!t essenziell ist.[13c] Als Ersatz f#r die re-
aktiven Epoxid-haltigen Systeme w!hlten wir mit dem g-
Butyrolacton-Grundger#st eine privilegierte Struktur, die in
biologisch aktiven Molek#len ein immer wiederkehrendes
Strukturmotiv[15] darstellt. Abbildung 1 zeigt den gesuchten
Inhibitor.

Die Synthese (Schema 3) beginnt mit der Umsetzung von
2,4-O-Benzyliden-d-threose (9), die einfach durch Periodat-

Schema 1. Der Sphingomyelin-Zyklus. Sphingomyelin (1) wird durch Sphingomyelinasen zu Ceramid (2) umgesetzt. Dieses steht im metaboli-
schen Gleichgewicht mit Ceramid-1-phosphat (3), komplexen Glycosphingolipiden (4 ; z.B. Glc=Glucose) und Sphingosin-1-phosphat (5).

Schema 2. Scyphostatin (6), Spiroepoxid 7 und Manumycin A (8).
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spaltung aus 4,6-O-Benzyliden-d-galactose zug!nglich
ist,[16, 17] mit dem entsprechend modifizierten Arylphosphonat
10[18] in der Ando-Variante[19] der Horner-Wadsworth-Em-
mons(HWE)-Reaktion[20] bei �78 8C. Hierbei entstand das
gew#nschte Z-Isomer 11 im Verh!ltnis von 20:1 zum E-
Isomer. Nach Azidaustausch und Reduktion wurde das so
erhaltene Amin 13 mit verschiedenen Carbons!urechloriden

zu den Amiden 14–17 umgesetzt. Bei der nachfolgenden
Abspaltung der Schutzgruppen mit katalytischen Mengen
para-Toluolsulfons!ure entstanden direkt die gew#nschten
Lactone 18–21. Die Synthese von 24 und 25 erfolgte durch
katalytische Hydrogenolyse von 12 mit Pd/C. Diese Reaktion
ergab ein nicht trennbares Diastereomerengemisch im Ver-
h!ltnis von 4:1. Die weitere Umsetzung zu den gew#nschten
Verbindungen 24 und 25 erfolgte analog der oben beschrie-
benen Synthese.

Die synthetisierten Verbindungen wurden im Folgenden
hinsichtlich ihrer inhibitorischen Wirkung auf die N-SMase
untersucht, wof#r eine Mikrosomenpr!paration der Mg2+-
abh!ngigen N-SMase aus Rattenhirn verwendet wurde. In der
Tat inhibierten die Lactone 18, 24 und 25 die N-SMase zeit-
abh!ngig (irreversibel; Abbildung 2). Ebenfalls wirksam
waren die Derivate 19–21 (irreversible Inhibierung; Daten
nicht gezeigt).

Im Anschluss daran untersuchten wir, welche funktionelle
Gruppe der Inhibitoren f#r die irreversible Hemmung ver-
antwortlich ist. Hierbei erwies sich das reduzierte Derivat 24
mit der elektrophileren Lactongruppe als noch potenterer
Inhibitor als 18. Dies deutet darauf hin, dass die inhibitorische
Wirkung direkt mit dem Lactonring zusammenh!ngt und
nicht durch eine 1,4-Addition an das Michael-System von 18
zustande kommt. Die Tatsache, dass das ges!ttigte Lacton 25,
wie auch das Derivat 21, die N-SMase immer noch irrever-
sibel hemmt, st#tzt diese Hypothese. Des Weiteren zeigte
sich, dass steigende Konzentrationen an Sphingomyelin die
inhibitorische Wirkung von 24 abschw!chen (Abbildung 3).
Dies weist darauf hin, dass der Inhibitor 24 an das aktive
Zentrum der N-SMase bindet. Unter den Bedingungen des
Assays wurde die saure Sphingomyelinase vom Inhibitor 24
nur leicht kompetitiv und konzentrationsabh!ngig gehemmt
(Abbildung 4).

Auch die N-Acylkette hat einen entscheidenden Einfluss
auf die inhibitorische Wirkung der Lactone. Insbesondere
scheint das konjugierte System der (2E,4E)-Hexa-2,4-dien-
s!ure den Inhibitor 24 im aktiven Zentrum der N-SMase so zu
positionieren, dass der Lactonring von einem bisher nicht

Abbildung 1. Der gesuchte Inhibitor.

Schema 3. Synthese der Sphingolactone. a) 1.2 Equiv. LiCl, 1.2 Equiv.
(PhO)2P(O)CH((CH2)5CH3)COOtBu (10), 1.1 Equiv. DBU, THF, 67%;
b) 1. 1.5 Equiv. Py, 1.3 Equiv. TfO2, CH2Cl2, 2. 4 Equiv. NaN3, DMF,
62%; c) 1.6 Equiv. Ph3P, THF, H2O, 60 8C, 94%; d) 1.5 Equiv. NEt3,
1.1 Equiv. RCOCl, THF, 87–98%; e) kat. p-TsOH, DMF, 1,2-Ethandiol,
76–85%; f) kat. Pd/C, H2, Ethanol, quant.; g) 1.5 Equiv. NEt3,
1.1 Equiv. RCOCl, THF, 94–97%; h) kat. p-TsOH, DMF, 1,2-Ethandiol,
72–79%. DBU=1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en, Py=Pyridin,
Tf=Trifluormethansulfonyl, p-Ts=Toluol-4-sulfonyl.

Abbildung 2. Zeitabh.ngigkeit der Inhibierung der neutralen Sphingo-
myelinase durch 18 (^), 24 (!) und 25 (*) (Endkonzentration: jeweils
350 mm). Hypothetischer Kurvenverlauf unter der Annahme einer rever-
siblen kompetitiven Inhibierung durch 25 : ~. Kontrolle: &. A=Aktivi-
t.t; cpm=Z.hlungen pro Minute; t=Vorinkubationszeit.[22]
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identifizierten Nucleophil des Enzyms angegriffen werden
kann.

Die hier entwickelten selektiven N-SMase-Inhibitoren,
die wir Sphingolactone nennen, zeichnen sich durch ihre hohe
Potenz aus. Als der st!rkste Inhibitor hat sich dabei Lacton 24
herausgestellt. Anders als die bisher bekannten N-SMase-
Inhibitoren 6–8 sind die Sphingolactone stabil und tragen
keine Epoxidfunktionen. Sie sind daher wertvolle chemische
Hilfsmittel f#r die Untersuchung der biologischen Bedeutung
des Ceramids und der N-SMase z.B. bei der Apoptose, Ent-
z#ndungsreaktionen, malignen Prozessen und neurodegene-
rativen Krankheiten, wie der Alzheimer-Erkrankung oder
der multiplen Sklerose.[1,21]
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