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Chemie und Biochemie der Glykosphingolipoide™

Von WiLHELM GIELEN **

Pharmakologisches Institut der Universitdt Kéln

Summary

Glycosphingolipids are naturally occuring substances con-
taining a covalent bound carbohydrate and lipid moiety. In
recent years the glycosphingolipid structure, metabolism and
biosynthesis have been largely clarified. The biosynthesis has
been reported to proceed by stepwise addition of monosac-
charide units from sugar nucleotides to glycolipid acceptors
with a remarkable specificity of the corresponding enzyme
system. Many problems concerning the receptor function, the
metabolic and regulatory activity are still to be clarified. There
are probably quite different functions for the neutral glycoli-
pids and the acidic, neuraminic acid containing glycolipids,
the gangliosides. The latter were thought to be specific com-
ponents of the brain where they are localized primarily in the
neuronal membranes. They are present in normal brain as a
mixture of various molecular types. In some lipoidoses a
ganglioside accumulation in brain is due to a deficiency of a
specific catabolic enzyme.

It is now obvious that gangliosides also occur in low concen-
tration in many extraneuronal animal tissues. In recent studies
it could be demonstrated that there are qualitative and quan-
titative alterations in neutral glycolipid and in ganglioside
composition of tumor cells and cells, which have been trans-
formed by viruses. These cells show altered immunological and
physical surface properties.

Glykosphingolipoide sind im Organismus weit ver-
breitet, sie sind auf Grund ihrer amphiphilen Struktur
zur Membranbildung besonders befihigt, sie sind am
Aufbau praktisch jeder biologischen Membran beteiligt.
Daf} einigen wichtigen Vertretern dieser groflen Stoff-
klasse neben der Strukturbildung auch funktionelle
Bedeutung zukommt, kann aus jhrer spezifischen Loka-
lisation hergeleitet werden. Die Gehirnganglioside sind
charakteristische Bauelemente der neuronalen Membra-
nen des Zentralnervensystems, sie sind an den Synapsen,
den Orten der Erregungsfortleitung, bevorzugt ange-
ordnet. Die genaue Funktion dieser Verbindungen an
diesen wichtigen Schaltstellen des Zentralnervensystems
ist allerdings bis heute nicht erkannt. Jedenfalls kann
aus vielen experimentellen Befunden abgeleitet werden,
daf} diese Verbindungen an diesen Zentren der Erre-
gungsiibertragung beteiligt sind.
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Abb. 1. Struktur des C,4-Sphingosins

* Vorgetragen am 29. August 1970 auf dem Symposium iiber Bio-
polymere in Bern, veranstaltet vom Schweizerischen Chemiker-
Verband.

** Anschrift des Verfassers: Doz. Dr. WiLHELM GIELEN, Pharmako-
logisches Institut der Universitit Kéln, D-5 Kéln 41, Gleueler-
strale 24.

Die Glykosphingolipoide enthalten alle als charakteri-
stischen Baustein den Aminoalkohol Sphingosin, haupt-
sichlich C 4-Sphingosin, ein trans-p-erythro-1.3-di-
hydroxy-2-aminooctadecen (Abb.1).

In den Glykolipoiden wird das C,4-Sphingosin hiufig
von C,,-Sphingosin und von geringen Anteilen an C g
Dihydrosphingosin begleitet. Des weiteren existieren
noch C;4- und C,y-Dihydrosphingosine, auch Phyto-
sphingosine genannt, die mit einer weiteren OH-Gruppe
am C-Atom 4 ausgestattet sind. Sie wurden zuerst aus
pflanzlichen Glykolipoiden?, spater auch als Bestandteile
von Cerebrosiden aus menschlichem Nierengewebe iso-
liert 2. Sie sind in Tumorglykolipoiden besonders reichlich
vorhanden3.

Das Cg-Sphingosin wird im Organismus aus Palmityl-
CoA und der Aminosidure Serin aufgebaut?. Nach Re-
duktion des Palmityl-CoA zum Palmitylaldehyd mit
NADPH als Wasserstoffdonator und nachfolgender Kon-
densation mit Serin bei Gegenwart von Pyridoxalphos-
phat und Mn?*-Ionen entsteht Dihydrosphingosin, das
mittels FAD zum Sphingosin dehydriert wird.

In allen Glykosphingolipoiden trigt die Aminogruppe
am C-Atom 2 des Sphingosins in Sdureamidbindung eine
langkettige Fettsiure, die OH-Gruppe am C-Atom 1 ist
bei den Cerebrosiden mit einem Molekiill Hexose, bei
den Ceramidpolyhexosiden mit mehreren Molekiilen
Hexosen und bei den Gangliosiden mit mehreren Mole-
kiillen Hexosen und zusitzlich mit ein oder mehreren
Molekiilen N-Acylneuraminsiure verkniipft. Die OH-
Gruppe am C-Atom 3 des Sphingosins ist in allen diesen
Verbindungen unsubstituiert.

Nach diesem Bauprinzip entstehen amphiphile,
membranbildende Lipoide mit zwei Alkylketten und
einem mehr oder weniger ausgedehnten hydrophilen
Anteil, der aus den Kohlenhydraten gebildet wird. Die
Hydrophilie dieser Verbindungen nimmt mit wachsen-
dem Kohlenhydratgehalt zu und erfihrt eine ungew6hn-
liche Steigerung durch das Vorhandensein von N-Acyl-
neuraminsiure im Molekiil. Die Substanzen sind dann
wasserloslich ; sie haben Siurecharakter.

Die Cerebroside des Gehirns enthalten C4-, Cyy- und
Spuren an Dihydrosphingosin und Fettsduren mit 20
bis 26 C-Atomen, bevorzugt aber C,,-Fettsduren, wie
Lignocerinsiure, a-Hydroxylignocerinsiure (Cerebron-

1 H.E.CARTER, W.D.CELMER, W.E.LanDs, K.L.MUELLER und

H.H.Tomizawa, J. Biol. Chem. 206 (1954) 613. '

K.A.KARLSON, Acta Chem.Scand.18 (1964) 2397.

S.HAxoMORI, personliche Mitteilung.

¢ R.0.BraADY und G.J.Kovar, J. Biol. Chem. 233 (1958) 26; R.O.
BRraDY, J.V.ForMica und G.V.Kovar, J. Biol. Chem. 233 (1958)
1072,



82

Glucocerebrosid : ceramide -glucose (Gaucher's disease)

Galaktocerebrosid ;. ceramide.- galactose

Globosid : cer-glc-gal-gal-galNAc

Ceramidtrihexosid : cer-glc-gal - gal ( Fabry's disease)

Hamatosid : cer-glc-gal- NeuNAc

Gangliosid : cer-glc-gal-galNAc-gal (General. gangliosidose)
|

NeuNAc

Tay - Sachs - Gangliosid : cer-glc-gal - gal NAc
|

NeuNAc

Sulfatid : cer-gal-3-sulfat” (Metachromat. leukodystrophy )

Abb. 2. Ubersicht iiber einige Glykosphingolipoide. In Klammern
sind die Lipoidosen bei den charakteristischen Speichersubstanzen
aufgefiihrt

siure), Nervonsiure und a-Hydroxynervonsdures. Mit
zunehmendem Alter beobachtet man eine Verschiebung
zu ungradzahligen Fettsiuren® und eine Bevorzugung
lingerkettiger Fettsduren.

In den Gehirncerebrosiden ist als einziges Zucker-
molekiil eine D-Galaktose in f-glykosidischer Bindung
an die primidre OH-Gruppe des Sphingosins angefiigt
(Abb. 3). Bei Organcerebrosiden aus Milz und Leber ist
die Galaktose durch Glucose ersetzt. Ein Glucocerebrosid
tritt als Speichersubstanz in verschiedenen Geweben
bei der seltenen Erbkrankheit Morbus Gaucher auf. Die
Krankheit wird hervorgerufen durch einen genetisch
bedingten Mangel des abbauenden Enzyms, der spe-
zifischen (-Glucosidase’. Bei normal funktionierendem
Aufbau und gestértem Abbau kommt es zur Anhiufung
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Abb. 3. Struktur des Galaktocerebrosids
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Abb. 4. Abbau- bzw. Synthesestufen des Cerebrosids; oben: Psycho-
sin; unten: Ceramid

5 E.KLENK, Z. physiol. Chem. 153 (1926) 74.

¢ Y.KisammoTo und N.S.RADIN, J. Lipid. Res. 4 (1963) 437.

7 R.0.BraDY, J.N.KANFER und D.SHAPIRO, Biochem. Biophys.
Res. Comm. 18 (1965) 221.
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dieses Glykolipoids. Erst sekundir und bei schweren
Defekten kann eine allgemeine Entgleisung des gesamten
Glykolipoidstoffwechsels nachfolgen.

Cerebroside sind typische Bausteine des Myelins. Sie
werden im Rattenhirn zur Zeit der Myelinisierung, etwa
vom 8. bis zum 20. Tag nach der Geburt, biosyntheti-
siert®. Die an der Biosynthese beteiligten Enzyme zeigen
in dieser Zeitspanne das Maximum ihrer Aktivitit®.

Uber den Syntheseweg herrscht noch einige Unklar-
heit, nach allen bisherigen Untersuchungen werden offen-
bar beide Wege beschritten:

a) primire Anlagerung der Hexose, dann die N-Acylie-
runglo,

b) zunichst die Ankniipfung der Fettsiure und dann die
der Hexose an das Sphingosin!,

a) Sphingosin + UDP - gal —  Psychosin + UDP
Psychosin + acyl -CoA —  Cerebrosid + CoA
b) Sphingosin + acyl-CoA —  Ceramid + CoA
Ceramid + UDP - gal — Cerebrosid + UDP

Abb. 5. Verlauf der Cerebrosidbiosynthese

Weitere Fragen stellen sich hier; Fragen, die die Diffe-
renzierung und Steuerung des Cerebrosid-, Gangliosid-
und Sphingomyelinstoffwechsels betreffen. Auf dieser
Stufe muB entschieden werden, ob das Syntheseprodukt
in den Gangliosid- oder Sphingomyelinstoffwechsel ein-
miindet, oder ob es unmittelbar als Cerebrosid deponiert
wird.

Insgesamt weisen die Cerebroside des Myelins einen
trigen Stoffwechsel auf. Er ist allerdings hoher, als die
Isotopenversuche anzeigen, da mit einer schnellen Wie-
derverwertung der Hydrolysenprodukte gerechnet wer-
den muf32. Im Myelin liegt das Cerebrosid vergesell-
schaftet mit Sulfatid vor, das durch eine ebenso statio-
nire Stoffwechsellage gekennzeichnet ist. Cerebrosidase
(Cerebrosid-Galaktosidase) und Cerebrosidsulfatase, bei-
des lysosomale Enzyme, zeigen eine Aktivititserhohung
mit zunehmendem Alter!?. Das Sulfatid wird bei der
Metachromatischen Leukodystrophie in groflen Mengen
im Zentralnervensystem und in der Niere deponiert;
das abbauende Enzym, die spezifische Cerebrosidsulfata-
se, fehlt13, ‘

8 Y.Kisaimoto, W.E.DAvies und N.S.Rapin, J. Lipid. Res. 6
(1965) 532; M.A.WEeLLs und J.C.DITT™MER, Biochemistry 6 (1967)
3169; G.HAUSER, J. Neurochem. 15 (1968) 1237.

9 J.HILDEBRAND, P.SToFFYN und G.HAUSER, J. Neurochem. 17
(1970) 403.

10 W.W.CLELAND und E.P.KENNEDY, J. Biol. Chem. 235 (1960) 45;
R.0.BRrADY, J. Biol. Chem.237 (1962) 2416.

At M.SKRIBNEY, Biochim. Biophys. Acta 125 (1966) 542; P.MORELL
und N.S.RADIN, Biochemistry 8 (1969) 506.

12 D, M.BoweN und N.S.RADIN, J. Neurochem. 16 (1969) 501.

13 E.MesL und H.JATZKEWITZ, Biochem. Biophys. Res. Comm. 19
(1965) 407.
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von Bedeutung sein, denn in dieser Weise kénnten im
biologischen System Ladungsinderungen schnell und
reversibel herbeigefiihrt werden. Die ketosidischen Bin-
dungen der Neuraminsiure in allen Gangliosiden werden
durch Neuraminidase, einer a-Ketosidase, gelést. Die
Hydrolyse der an der mittelstindigen Galaktose haften-
den Neuraminsdure gelingt erst nach Abspaltung der
terminalen Hexosen, die offenbar durch sterische Hin-
derung den Zugang des Enzyms zur Bindungsstelle der
Neuraminsiure blockieren.

Die Strukturaufklirung der Ganglioside wurde in den
friihen sechziger Jahren in den Laboratorien von R.
Kunn in Heidelberg und von E.KLENK in Kéln in An-
griff genommen. Ein wichtiger Befund aus unserem Ar-
beitskreis lieB auf eine erfolgreiche Strukturanalyse
hoffen: Ganglioside bilden in wiBriger Lésung Micellen
vom Teilchengewicht 200000 bis 250000, sie sind aber
in organischen Lésungsmitteln, in Dimethylformamid
und Tetrahydrofuran, mit Molekulargewichten von etwa
2000 monomolekular gelost?. Es sollte auch nicht ver-
gessen werden, dafl ohne die Entwicklung der Siulen-
und Diinnschichtchromatographie in jenen Jahren die
Auftrennung des komplexen Gangliosidgemisches in die
Einzelkomponenten nicht méglich gewesen wire. So
gelang es innerhalb von wenigen Jahren, im wesent-
lichen mit den Methoden der klassischen Kohlenhydrat-
analytik, durch kombinatorische Anwendung der Per-
methylierung, der Perjodatoxydation und der partiellen
Hydrolyse, die Strukturen dieser Verbindungen aufzu-
kldren.

Tabelle 1. Permethylierungsprodukte eines Dineuraminosyl-
gangliosids (I), des entsprechenden Mononeuraminosylganglio-
sids (IT) und des entsprechenden neuraminsiurefreien Glykoli-
poids (III)

I 1I 111

2.3.6-Trimethyl- 2.3.6-Trimethyl- 2.3.6-Trimethyl-

glucose glucose glucose
2.6-Dimethyl- 2.6-Dimethyl- 2.3.6-Trimethyl-
galaktose galaktose galaktose
4.6-Dimethyl- 4.6-Dimethyl- 4.6-Dimethyl-
galaktosamin galaktosamin galaktosamin
2.4.6-Trimethyl- 2.3.4.6-Tetramethyl-  2.3.4.6-Tetramethyl-
galaktose galaktose galaktose

Im Zentralnervensystem findet man vorwiegend Tetra-
oseganglioside, sie alle haben die in der Tabelle 2 ange-
gebene Ganglio-N-tetraose-Struktur. Sie sind in der
grauen Hirnsubstanz mit etwa 1,5%, in der weilen Hirn-
substanz mit weniger als 0,5% des Trockengewichtes ver-
treten. Die einzelnen Hirnregionen zeigen qualitativ
das gleiche Gangliosidmuster, aber erhebliche Unter-
schiede in der quantitativen Anlage der Einzelganglio-
side 22,

21 E.KLENK und W.GI1ELEN, Z. physiol. Chem. 319 (1960) 283.
22 E.Dominick und W.GIELEN, Z. physiol. Chem. 349 (1968) 731.
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Tabelle 2. Struktur der Oligosaccharide nach partieller Hydro-
lyse

B B B
Ganglio-N-tetraose : Gal(1-3) GalNAc (1-4) Gal (1-4) Gluc

Ganglio-N-triose I Gal (1/33) GalNAc (1/_34) Gal
Ganglio-N-triose II : GalNAc (164) Gal (llil)Gluc
Ganglio-N-biose I Gal (1133) GalNAc
Ganglio-N-biose IT : GalNAc (1134) Gal

B
Laktose : Gal (1-4) Gluc

Auflerhalb des Zentralnervensystems konnten Gang-
lioside in Erythrozyten, im Serum, in der Niere, in der
Lunge und in der Placenta nachgewiesen werden. Dort
findet man allerdings vorwiegend das Mononeuramino-
syl-laktose-gangliosid (Gp,y., Hdamatosid), das Dineur-
aminosyl-laktose-gangliosid (Gp,y) und ein Gangliosid
mit Tetraose-Struktur, das anstelle von N-Acetylgalak-
tosamin N-Acetylglucosamin enthilt?, Das Mononeur-
aminosyl-laktose-gangliosid (Gyp,y,, Himatosid) scheint
sehr weit verbreitet zu sein, es ist praktisch Bestandteil
jeder biologischen Membran.

Bei einer sorgfiltigen Fraktionierung von Hirngewebe
und besonders schonender Aufarbeitung ldf3t sich eine
Fraktion mit Nervenendigungen, den sogenannten Syn-
aptosomen, gewinnen, die einen hohen Gangliosidge-
halt haben?!. Elektronenoptisch erkennt man die von
den Nerven abgetrennten Endstrukturen der Synapsen
und die synaptischen Blischen, die die neuro-chemischen
Transmittersubstanzen (Acetylcholin, Dopamin, Nor-
adrenalin, Histamin, Serotonin, y-Aminobuttersiure)
enthalten, welche die Erregungsfortleitung aktiv be-
wirken. Diese synaptischen Bliaschen selbst sind ganglio-
sidfrei?. Nach allen bisherigen Befunden sind die Ganglio-
side an den dufleren Membranen der Nervenendigungen
unmittelbar am synaptischen Spalt lokalisiert. Nach Be-
handlung derartiger Synaptosomenfraktionen mit Ultra-
schall lie sich ein Gangliosid-Protein-Komplex iso-
lieren, der Acetylcholinesterase-Aktivitit und ATP-ase-
Aktivitit zeigte?6, Dariiber hinaus beobachtet man auch
an diesen Membranen eine weitere, von uns oft beobach-
tete Parallelitit in der Anordnung von Enzym und
seinem Substrat, denn auch eine Neuraminidase-Akti-
vitdt konnte an diesen synaptischen Membranen nachge-
wiesen werden??,

23 R.KuBN und H. WI1EGANDT, Z. Naturforsch. 19b (1964) 80.

24 L.M.SEMINARIO, N.HREN und C.J.Gomez, J. Neurochem. 11
(1964) 197; J.E1CHBERG, V.P. WHITTAKER und R.M. C.DAWSON,
Biochem. J. 92 (1964) 91.

2% H.WIEGANDT, J. Neurochem. 14 (1967) 671.

26 R.TANAKA und K.P.STRICKLAND, Arch. Biochem. Biophys. 111
(1965) 583; E.G.LarETINA, E.F.S0T0 und E.DEROBERTIS, Bio-
chim. Biophys. Acta 135 (1967) 33.

27 G.TETTAMANTI, S. D1DoNATO, A.PRETI und V.ZAMBOTTI, Abstr.
FEBS Meeting, Prag, S.165 (1968).









