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0 Einfldhrung

Lipide sind groitenteils hydrophobe Naturstoffe, die grob in verseifbar und nicht verseifbar
eingeteilt werden konnen. Die meisten Lipide sind amphiphil, d.h. sie besitzen einen
lipophilen Kohlenwasserstoffrest (Schwanzgruppe) und eine polare hydrophile Kopfgruppe.
In polaren Losungsmitteln bilden sie Micellen, Liposome oder Membranen aus
Doppelschichten aus. Allgemein werden Lipide in sieben Gruppen unterteilt (Abbildung 1):
Fettsauren, Triacylglyceride, Wachse, Phospholipide (Phosphoglyceride und Sphingomyline),
Sphingolipide, Lipopolysaccheride und Isoprenoide (Steroide, Carotinoide) (Loffler 2002).
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Abbildung 1: allgemeine Strukturen ausgewahlter Lipidgruppen.

In lebenden Organismen haben Lipide verschiedene biologische Funktionen. Sie kommen als
Brennstoffe, Hormone, Cofaktoren, fettlosliche Vitamine und Pigmente vor (Horn 2009).
Allerdings dienen sie hauptsachlich als Energiespeicher, Signalmolekille und
Strukturkomponenten zellularer Membranen. Die Zellmembran besteht aus einer zweilagigen
Schicht von Lipiden, der sog. Lipiddoppelschicht und bildet damit eine hydrophobe Barriere.

Sie grenzt den Zytoplasmaraum nach auflen hin ab und ermoglicht so einen kontrollierten
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Stoffaustausch mit der Umgebung (Wallach und Knifermann 1973). Um nun ein kleines
polares hydrophiles Molekil, in die Zelle bringen zu konnen, gibt es verschiedene
Madglichkeiten. Zum einen konnen diese Molekile z.B. mit Hilfe von Liposomen (Torchilin

2000), zum anderen durch das Anbringen eines Lipidankers in die Zelle geschleust werden

(Wedeking et al. 2014).
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Abbildung 2: Strukturen von Ectoin, Hydroxyectoin und Laurylectoin.

Im ersten Teil dieser Arbeit soll das flr seine protektiven und entziindungsvorbeugenden
Eigenschaften bekannte kompatible Solut Ectoin und sein Derivat Hydroxyectoin (Wei et al.
2009) mit Hilfe eines Lipidankers (Abbildung 2) in die Zelle eingeschleust (Wedeking et al.
2014) werden. AnschlieBend sollen ihre entziindungsvorbeugenden Wirkungen auf kultivierte
Makrophagen getestet werden. Desweitern soll durch ein *C-Markierungsexperiment die

Aufnahme und der Stoffwechselweg von Ectoin in Saugerzellen untersucht werden.

Phosphatidylinositol Phosphatidylethanolamin
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Abbildung 3: Strukturen von Phosphatidylinositol und Phosphatidylethanolamin.
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Im zweiten Teil der Arbeit geht es um Lipide, die wichtige Signalfunktionen in Zellen
erfullen. Hier wird der Zusammenhang zwischen der Endoribonuklease Dicer und der
Lipidzusammensetzung von neuronalen Membranen untersucht. Hierflr wird ein Mausmodell
eingesetzt, in dem Dicer gewebsspezifisch in Kornerzellen des Kleinhirns ausgeschaltet
wurde. In diesem Mausmodell (Dicer fl/fl; Math1-Cre) konnte bereits ein Defizit im
Wachstum von Kornerzellen, sowie eine verminderte Proliferation und erh6hte Apoptose im
Kleinhirn gezeigt werden (Tress et al. unvertffentlicht). Im Mittelpunkt dieser

Untersuchungen stehen vor allen Dingen Phospholipide (Abbildung 3).



1 Ectoinderivate — Wirkung und Mechanismus

1.1 Lebensraume extremophiler Organismen und deren

Uberlebensstrategien

Extremophile  Organismen haben eine hohe Anpassungsfdhigkeit an extreme
Umweltbedingungen, die im Allgemeinen als lebensfeindlich betrachtet werden. Aufgrund
ihrer speziellen Anpassung konnen sie dort iberleben, wo andere Organismen nicht existieren
konnen, sie sind also Nischenbewohner. Zu diesen Nischen zéhlen enorm heille bzw. kalte
Lebensrdume, wie z.B. Geysire (Thermophile) oder die Arktis bzw. Antarktis (Psychrophile
und Kryophile), extreme pH-Werte, wie z.B. basische Biotope oder Industrieabwésser
(Alkaliphile und Acidophile), hydrostatische Driicke, wie z.B. die Tiefsee (Barophile) und
sehr hohe Salzkonzetrationen, wie z.B. Salzseen oder auf gepokelten Lebensmitteln
(Halophile).

Die Extremophilen haben im Laufe der Evolution verschiedene Schutzmechanismen
entwickelt um die extremen Lebensrdume erfolgreich zu besiedeln. Diese
Anpassungsstrategien betreffen alle Zellbestandteile wie Membranen, Proteine, Cytosol und
Nucleinséuren. Die Membranen der Thermophilen sind durch ihre Zusammensetzung so
modifiziert, dass diese wesentlich starrer sind, wahrend die Psychrophilen sehr flexible
Membranen besitzen, die auch bei tiefen Temperaturen noch flissigkristallin sind (Vreeland
et al. 1884; Adams et al. 1990; Adams und Russell 1992).

Die halophilen Mikroorganismen gehoren hauptsachlich den Domanen der Archaea und
Bacteria an (Truper und Galinski 1986; Galinski und Truper 1994) aber auch im Reich der
Eukarya gibt es salzliebende Lebewesen, wie die Griinalge Dunaliella salina (Ben-Amotz
und Avron 1973; Avron 1986), xerophile Hefen und Fadenpilze.

Damit diese Organismen in extrem salinen Biotopen Uberleben kénnen (Reed 1984), haben
sie zwei verschiedene Strategien entwickelt um die innere Osmolaritét zu regulieren. Die eine
Gruppe der extremen halophilen Organismen akkumuliert gréfiere Mengen an Salzen wie
Kaliumchlorid im Cytosol. Sie gleichen den osmotischen Gradienten tber die Zellmembran
nach dem sogenannten ,,Salt-in“-Verfahren aus und verhindern somit ein Austrocknen der
Zellen durch Wasseraustritt entlang des osmotischen Gradienten (Oren 1986; Galinski 1995).
Diese Organismen sind in der Lage auch in gesattigten Salzlésungen noch zu wachsen. Die
erhohte lonenstiarke im Zellinneren bedingt allerdings eine weitreichende Anpassung des
Enzymapparates an eine hohe Salinitat (> 10% (w/v) NaCl) im Medium, sodass bei einem

plotzlichen Abfall der Salinitét die Zellen lysieren.
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Die andere Gruppe akkumuliert kleine organische Molekiile im Cytosol. Diese Methode wird
,,Organic-Osmolyte-Strategie“ genannt und mindert &hnlich wie bei der ,Salt-in-
Strategie” den osmotischen Druck auf die Zellmembran (Galinski 1995; Wood 1999). Aber
im Gegensatz zu KCI beeintrachtigen die organischen Molekille nicht die
Stoffwechselaktivitaten der Zellen und werden deshalb auch kompatible Solute genannt
(Brown 1976). Wenn es also zu einer Senkung der lonenstarke im Medium kommt, kénnen
diese Organismen flexibel reagieren und die angereicherten Solute Uber die sogenannten
mechanoselektiven Kanéle schnell ausschleusen. Dadurch wird ein Bersten der Zelle durch
verstarkten Wassereinstrom verhindert (Sukharev et al. 1997; Blount und Moe 1999; Biggin
und Sansom 2001). Die Stoffwechselaktivitéat bleibt dabei voll erhalten, da die Enzyme nicht
an den Osmostress angepasst werden missen und die Zellen so auch bei niedriger Salinitat
uberlebensféahig sind (Oren 2002). Aus diesem Grund ist diese Strategie in der Natur weit
verbreitet, nicht nur in Bakterien (Ventosa et al. 1998) und einigen Archaea (Roessler und
Muller 2001), sondern auch in Eukaryonten, wie pilzartigen, pflanzlichen, tierischen und

menschlichen Zellen (Burg und Ferraris 2008; Yancey 2005).

1.2 Kompatible Solute

Zu den kompatiblen Soluten zahlen Verbindungen verschiedener Stoffklassen, wie z.B.
Zucker (Trehalose und Saccharose), Polyole (Glycerin, Sorbit, Mannit, a-Glycosylglycerin
und Mannosylglycerin), N-acetylierte Diaminosdauren (N-acetylglutaminylglutaminamid),
Betaine (Glycinbetain und Derivate), Aminosduren (Prolin, Glutamate, Glutamin und Alanin)
und Derivate von Aminoséauren (Pastor et al. 2010). Zu letzterer Gruppe zahlen auch Ectoine
(Ectoin und Hydroxyectoin).
Alle haben gemeinsam, dass sie klein, gut wasserloslich und bei physiologischem pH-Wert
neutral sind, keine grof3en polaren Bereiche besitzen und in molaren Mengen im Zellinneren
angehduft werden kdnnen ohne den Zellstoffwechsel negativ zu beeinflussen (Galinski 1995;
da Costa et al. 1998). Die kompatiblen Solute kénnen von den Organismen entweder aus dem
Medium aufgenommen oder neu synthetisiert werden, wobei die Aufnahme energetisch
gunstiger ist (Oren 1999).
Der biochemische Stoffwechselweg zur Produktion von Ectoin in Chromohalobacter
salexigens ist in Abbildung 4 dargestellt. Dabei wird im ersten Schritt L-Aspartat mit Hilfe
der Aspartatkinase (AsK) phosphoryliert. Im zweiten Schritt wird L-4-Aspartylphosphat mit
AsD (L-Aspartat-p-semialdehyddehydrogenase) zu L-Aspartat-p-semialdenyd umgesetzt.
Dieses wiederum reagiert mit Glutamat, katalysiert durch das Enzym EctB (L-
5



Diaminobutansduretransaminase), unter Abspaltung von 2-Oxoglutamat zu L-24-
Diaminobutyrat, welches im néchsten Schritt acetyliert wird. Das entstehende Ny-Acetyl-L-
2,4-diaminobutyrat (NADA) wird schliellich durch das Enzym EctC (Ectoinsynthase)
zyklisch kondensiert zu Ectoin. Die Hauptroute zur Darstellung von Hydroxyectoin ist die
Hydroxylierung von Ectoin durch das Enzym EctD (Ectoinhydroxylase). Allerdings ist hier
die Ruckreaktion unter Sauerstoffverbrauch bevorzugt, sodass vermutet wird, dass es noch
eine weitere Route fiir die Darstellung von Hydroxyectoin aus NADA geben muss. Bei dieser
ist aber noch nicht geklart, welche Reagenzien und Enzyme eine Rolle spielen (Pastor et al.
2010).

OH ﬂ/o
o/ \O@ 9y N
¢} 7AS—I%> ECtB °
® ATP ADP O NADPH NADP‘ Hs N 002 Glutamat 20x0- Hs N Co2
H3N CO@ L-A glutamat L-2,4-
’ ? ® S ~Aspartat-B- Diaminobutyrat
L-Aspartat H3N CO, semialdehyd
L-4-Aspartylphosphat Acetyl-CoA
EctA
CoA
O)\N ‘\\\\OH O)\N
H € H
® © ® o
H3N CO, H3N co,

Ny-Acetyl-L-2,4-

3-Hydroxy-Ny-acetyl-
y Yo y diaminobutyrat

L-2,4-diaminobutyrat

' EctC
; H,0
\\
HN W (\ EctD
e F
N CO,  2-Oxo0- Succinat
H glutamat
Hydroxyectoin Ectoin

Abbildung 4:Stoffwechselweg zur Synthese von Ectoin in C. salexigens (Pastor et al. 2010).

So lassen sich kompatible Solute wie Ectoin und Hydroxyectoin unter Hochsalzbedingungen
in Bakterien wie Halomonas elongata oder Maricococcus halophilus anreichern und aus der
Trockenbiomasse isolieren. Ein sehr einfaches Verfahren stellt dabei das ,,Bacterial
Milking® zur Produktion von Ectoin dar (Sauer und Galinski 1998). Bei diesem wird die

Salinitat des Mediums gesenkt nachdem die Zellen bei hoher Salinitdt groRe Mengen an
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Ectoin produziert haben. Dadurch schleusen die Bakterien das Solut ins Medium, welches
dann chromatographisch aufgereinigt werden kann. Die Zellen selber bleiben dabei intakt und
konnen mehrfach ,,gemolken® werden. Durch diese Methode kann Ectoin im Gegensatz zur
chemischen Synthese stereoselektiv erhalten werden. Allerdings ist die Methode auf die
jeweilige Substanz beschrankt, die in den Bakterien selber als Endprodukte akkumuliert

werden.

1.3 Wirkweise kompatibler Solute

Der biophysikalische Hintergrund dieser protektiven Effekte kompatibler Solute ist
Gegenstand verschiedener Theorien, die sich hauptsachlich mit der Wirkung auf Proteine
beschiftigen und unter denen das ,,prefential exclusion“-Modell das bisher bekannteste sein
dirfte (Arakawa und Timasheff 1983, 1985; Timasheff 2002). Nach diesem Modell wird die
native Struktur eines Proteins in Anwesenheit kompatibler Solute stabilisiert, da diese von der
Hydrathllle des Proteins ausgeschlossen werden und das Protein somit eine kompaktere
Struktur einnimmt, um den Kontakt mit den Soluten zu minimieren (Pastor et al. 2010).
Weitergehende Modelle fiihren den ,,0smophobic effect“ ein, der das Peptidriickgrat als
urséchlich fur die Stabilisierung von Proteinen durch Solute beschreibt (Liu und Bolen 1995;
Qu et al. 1998; Wang und Bolen 1997). Dem gegeniber steht die ,,water replacement®-
Theorie (Clegg et al. 1982; Crowe et al. 1990), bei der die Organismen nach Wasserverlust
von Uber 50% ihre Zellstruktur schiutzen, indem sie kompatible Solute statt Wasser
aufnehmen, die dann mit der Oberflache in Wechselwirkung treten. Dieser Austausch scheint

sich vor allem in Regionen mit extrem wenig Wasser zu lohnen.

1.4 Anwendungsgebiete kompatibler Solute

Viele der bisher untersuchten Substanzen, die in vivo als Osmolyte fungieren, haben in vitro
eine stabilisierende Wirkung auf eine Vielzahl unterschiedlicher Biomolekile gezeigt. Die
Firma Bitop (Witten) hat deshalb auf Basis der kompatiblen Solute eine Reihe von Zusétzen
(BioStabseries) zur Stabilisierung verschiedener Biomolekiile wie Proteine, DNA, RNA und
Antikorper entwickelt. Die Hauptbestandteile sind Ectoin und Hydroxyectoin (bitop AG
04.07.2007).



1.4.1 Stabilisierung von Biomolekiilen

Enzyme sind im Laboralltag verschiedenen Stressfaktoren, wie Gefrier-, Hitze-, Trocken-
oder Oxidationsstress, ausgesetzt. Das standige Einfrieren und Auftauen fihrt bei Enzymen
haufig zu Schadigungen und somit zu einer verminderten Enzymaktivitdt. Anhand des
Modellenzymes Lactat Dehydrogenase (LDH) konnten verschiedene Arbeitsgruppen (Lippert
und Galinski 1992; Goller und A. Galinski 1999; Barth et al. 2000; Andersson et al. 2000;
Borges et al. 2002; Nakagawa et al. 2015) zeigen, dass Betain und Ectoine Enzyme vor einer
Schadigung bewahren kdnnen. Insbesondere Hydroxyectoin gilt zurzeit als einer der besten
Proteinstabilisatoren, die auf dem Markt erhaltlich sind. Dessen stabilisierende Wirkung auf
das Modellenzym RNaseA konnte mittels Kalorimetrie gezeigt werden (Knapp et al. 1999).
Durch Fluoreszenzspektroskopie wurde zudem nachgewiesen, dass die Schutzwirkung von
Ectoinen auf LDH auf einer Stabilisierung der Proteinstruktur beruht (Goéller und A. Galinski
1999). Die Denaturierung findet erst bei htherer Temperatur in Anwesenheit von kompatiblen
Soluten statt (Ullah 1988). Ectoine verfligen aulRerdem ber Radikalfangereigenschaften und
kénnen somit biologische Materialien gegen radikalische Oxidation durch Hydroxyradikale
(HO-) schitzen (Smirnoff und Cumbes 1989).

Die Uberexpression von rekombinanten Proteinen in E. coli fihrt in vielen Fallen zu einer
Fehlfaltung und Bildung sogenannter ,,Inclusionbodies”. Diese reduzieren die Ausbeute an
nativem Protein erheblich bzw. machen eine aufwendige Renaturierung der fehlgefalteten
Proteine notwendig, die wiederum zu Verlusten fiihrt. Die Zugabe von kompatiblen Soluten
fuhrt bei der Produktion eines Immuntoxines unter Osmostress zu einer hoheren Ausbeute an
nativ gefaltetem Enzym (Barth et al. 2000). Zahlreiche menschliche Erkrankungen wie
Alzheimer und Morbus Parkinson lassen sich auf falsch gefaltete Proteine zurlickfuhren
(Norrby 2011). In einem in vitro-Modell konnte gezeigt werden, dass Ectoin die Aggregation
von Insulin-Amyloiden hemmt (Arora et al. 2004). Amyloide sind fibrillar vorliegende,
unldsliche Ablagerungen von abnorm veranderten Proteinen auflerhalb der Zelle. Auch bei
Prionkrankheiten fiihrt eine falsche Faltung des Prionproteins zu fatalen Krankheitsverlaufen
(Colby wund Prusiner 2011). Hierbei konnte Ectoin in vitro die Aggregation des
Prionproteinfragments 106-126 hemmen und so die Toxizitdt der Prionen senken
(Kanapathipillai et al. 2008). Auch eine wéarmeinduzierte Aggregation von rekombinanten
menschlichen Interferonen kann durch die Zugabe von Ectoin oder Hydroxyectoin signifikant
reduziert werden (Salmannejad und Nafissi-Varcheh 2017).

Neben der Wirkung auf Proteine wurde auch die Wechselwirkung von kompatiblen Soluten

mit Nukleinsduren gezeigt. Wahrend Salze wie NaCl die Schmelztemperatur von DNA



erhohen, ist von kompatiblen Soluten wie Betain, Prolin und Ectoinen bekannt, dass sie die
Schmelztemperatur doppelstrangiger DNA verringern kénnen (Lapidot et al. 1999; Schnoor et
al. 2004; Kurz 2008). Dies ist vor allem fur GC-reiche DNA-Fragmente von Vorteil, da sie im
Vergleich zu AT-reichen Sequenzen eine hohere Schmelztemperatur aufgrund ihrer gréReren
Anzahl an Wasserstoffbriickenbindungen besitzen (Rees et al. 1993; Baskaran et al. 1996;
Henke et al. 1997). Ferner wird die Anbindung von chemischen Polymerase-Inhibitoren wie
Actinomycin D unterbunden (Aloni et al. 1993), so dass die Isolierung und Aufreinigung
vereinfacht und die Lagerstabilitat der DNA erhéht wird. Zusatzlich kann die Ausbeute der
DNA-Amplifikation durch die Zugabe kompatibler Solute gesteigert werden. Sie stabilisieren
die Polymerase, wodurch auch problematische DNA-Fragmente amplifiziert werden kdnnen
(Lapidot et al. 1999). Ectoine sind zudem in der Lage DNA vor dem Abbau einiger
Restriktionsenzyme wie EcoR1, Aval oder Dral zu schutzen bzw. deren Abbau nahezu
vollstandig zu verhindern (Aloni et al. 1993; Lapidot et al. 1999). Uber die Wirkung
kompatibler Solute auf RNA ist bislang nicht viel bekannt, jedoch konnte bereits gezeigt
werden, dass verschiedene Solute einen destabilisierenden Effekt auf RNA-
Sekundarstrukturen  haben,  wahrend  Tertidrstrukturen  in  Abhéangigkeit  der
Versuchsbedingungen sowohl stabilisiert als auch destabilisiert werden kénnen (Lambert und
Draper 2007).

Desweitern haben Ectoine auch einen Effekt auf biologische Lipidmembranen. Sie erhéhen
die Mobilitat der Lipidkopfgruppe durch Steigerung der Oberflachenhydratisierung und rufen
somit eine stérkere Fluiditat der Membran hervor (Harishchandra et al. 2010).

1.4.2 Wirkung auf Zellen

Ectoine konnen nicht nur Biomolekile sondern auch ganze Zellen gegen verschiedene
Stressfaktoren schiitzen (Bownik und Stepniewska 2016). Die Uberlebensrate von
getrockneten Zellen l&sst sich durch den Zusatz von kompatiblen Soluten deutlich verbessern.
Sie lassen sich so besser lagern, bei Bedarf rehydrieren oder als Starterkulturen verwenden
(Louis et al. 1994). Die Zellen werden dabei hauptséchlich durch den Schutz der Membran
vor Schadigungen beim Ubergang von fliissigkristallin zu fest stabilisiert (Crowe et al. 1992;
Hoekstra et al. 1997).

Auch die Auswirkungen von UV-A induzierten Hautschaden in Keratinozyten (Buenger und
Driller 2004) und Immunzellen der Epidermis (Langerhanszellen) (Pfluecker et al. 2005)
konnten durch die Zugabe von Ectoin vermieden werden. Desweitern konnte gezeigt werden,

dass Ectoin die Zellmembran vor SDS-bedingter Lyase schitzt und die Wasserbarriere der
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Haut erhoht (Graf et al. 2008). Dabei unterstltzt Ectoin die zelleigenen Schutz- und
Reparaturmechanismen (Bownik und Stepniewska 2016).

Die durch Inhalation von kohlenstoffhaltigen Nanopartikeln ausgeléste proinflammatorische
Reaktion in Lungenepithelzellen bei Mausen konnte durch den Einsatz von Ectoin gehemmt
werden (Sydlik et al. 2013; Kroker et al. 2015). Dieser Effekt wird allerdings nicht beobachtet,
wenn die Lungenentzindung durch bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) hervorgerufen wird
(Sydlik et al. 2009).

Auch schitzt Ectoin die Dinndarmschleimhaut vor Ischdmie und Reperfusionsschaden, die
bei Komplikationen nach einer Transplantation des Dunndarms auftreten kénnen (Wei et al.;
Pech et al. 2013). Desweitern konnte gezeigt werden, dass Ectoin chronisch-entziindliche
Darmerkrankungen bei Ratten auf molekularer Ebene reduzieren kann (Abdel-Aziz et al.
2015).

Das Derivat Laurylectoin ist in der Lage die LPS-induzierte Geneexpression
proinflammatorischer ~ Zytokine  wie Interleukin-1  (IL-1), Interleukin-6  (IL-6),
Tumornekrosefactor-a (TNF-o) und Cyclooxygenase-2 (COX-2) in Makrophagen zu hemmen
(Wedeking et al. 2014). Auch die TNF-o induzierte Expression von IL-1, IL-6 und COX-2 in
priméren intestinalen Glattmuskelzellen von Ratten konnte reduziert werden (Wedeking et al.
2014).

1.4.3 Industrielle Anwendungen

Durch ihre vielféltigen protektiven Eigenschaften sind die kompatiblen Solute immer wieder
in das Interesse der Konsumindustrie gerlckt (Kunte et al. 2016). Die Firma Merck
(Darmstadt) vertreibt Ectoin seit 2001 unter dem Markennamen RonaCare™ Ectoin als
Wirkstoff fir die Kosmetikindustrie (Merck KGaA 24.04.2001). Die Firma Marbert
(Dusseldorf) und die Firma Sebapharma GmbH&Co.KG (Bad Salzig) haben seitdem Cremes
mit dem Namen ,,Hydro-CelLive-Cream® bzw. ,,.Seba Med MIKRO 100 auf dem Markt
(Bartens 2001).

In Testreihen konnte gezeigt werden, dass u.a. epidermaler Wasserverlust beim Menschen
und der negative Einfluss von Detergenzien auf die Cytoplasmamembranen von Erythrozyten
(Blinger 1998, 1999), sowie die schadliche Wirkung von UV-Strahlen, die zu Hautrétung
oder Hautkrebs fuhren kdnnen, drastisch reduziert werden konnten (Blinger 2000; Merck
KGaA 12.09.2000).

Eine Kooperation der Firmen Bitop (Witten) und Aventis Pasteur (Leimen) befasste sich mit

dem Zusatz von Ectoinderivaten zu Impfstoffen. Ferner wird an einer klinischen Studie zur
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Reduktion toxischer Nebenwirkungen bei der Immuntoxintherapie von Lymphdrisenkrebs
durch Hydroxyectoin gearbeitet (bitop AG 04.07.2007).

Ectoin wird auch Nasensprays und Augentropfen zugesetzt um Schnupfen oder Entziindungen
der Nasenschleimhaute sowie trockene Augen zu behandeln (Dwivedi et al. 2014). Einige
Ergebnisse zeigen, dass ectoinhaltige Medikamente Entziindungen an Nasen und Augen ohne
schwerwiegende Nebenwirkungen mindern (Werkhauser et al. 2014; Sonnemann et al. 2014;
Eichel et al. 2014). AuRerdem haben Studien gezeigt, dass Mund- und Rachensprays mit
Ectoin sehr effektiv gegen Rachenschleimhaut- und Kehlkopfentziindungen, sowie
entziindlichen Lungenkrankheiten sind (Muller et al. 2016; Unfried et al. 2016).

1.5 Entztindungen

Eine Entziindung ist eine physiologische Schutzfunktion des Organismus gegen Schéden
durch mechanische Reize (Druck, Reibung, Verletzung oder Fremdkdrper), thermische Reize
(Wéarme oder Kalte), Strahlung (UV, Infrarot, ionisierende Strahlung), chemische Reize
(reizende und gesundheitsschadliche Stoffe wie z.B. Séuren, Laugen, Toxine oder entgleiste
Enzyme) und Allergene oder Krankheitserreger (Viren, Bakterien, Pilze und Parasiten). Nicht
nur Schaden oder Eindringlinge kdnnen eine Entziindung hervorrufen, sie kénnen auch durch
Krankheiten wie z.B. Asthma, Schuppenflechte, Morbus Chron oder Multiple Sklerose,
chronisch werden. Ublicherweise &ufert sich eine Entziindung durch Rétung, Schwellung,
Uberwdrmung, Schmerz oder funktionelle Einschrankungen. Diese Entziindungszeichen
werden durch die Aktivierung ortsstandiger Immunzellen, Verdnderung an Geféal3en und das

Einwandern und die Aktivierung weiterer Immunzellen ausgeldst.

1.5.1 Angeborene Immunantwort

Die angeborene Immunantwort wird direkt nach dem Eindringen des Erregers aktiviert. Diese
weisen eine Reihe von unveranderten Merkmalen auf, die sich eindeutig von den
korpereigenen Zellen des infizierten Gewebes unterscheiden. Einige Bestandteile der
Bakterienhiille (z.B. Lipopolysaccharide) oder bestimmte Strukturmerkmale von
Nukleinsduren (z.B. doppelstrdéngige RNA mancher Viren) kommen beim Menschen nicht vor
und koénnen daher leicht erkannt werden. Diese Merkmale werden als pathogen-associated
molecular patterns (PAMPS) bezeichnet. Immunzellen erkennen diese PAMPs durch
verschiedene Membranrezeptoren, die pattern-recognition receptors (PRRs) (Kumar et al.

2011). Eine Untergruppe dieser Rezeptoren sind toll-like receptors (TLRs), die Strukturen
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von fast allen Erregertypen erkennen und daraufhin Signale auslosen, welche Immunzellen
zur Produktion von Zytokinen und anderen Abwehrstoffen anregen (Armant und Fenton
2002). So unterschiedlich die eingedrungenen Erreger sind, so variabel ist auch der Ablauf
der angeborenen Immunantwort. Welche Zellen und Faktoren beteiligt sind, in welcher
Reihenfolge sie eingreifen und welche letztendlich fir den Erfolg entscheidend sind, héngt
stark von Art und Ort der jeweiligen Infektion ab. Dringen Bakterien beispielsweise in eine
Hautwunde ein, kommen vor allem Makrophagen als erste mit ihnen in Berthrung und leiten
eine Abwehrreaktion ein. Die Makrophagen beginnen sofort mit der Phagozytose und
Vernichtung der Erreger und setzen gleichzeitig viele Botenstoffe (z.B. TNF-a) frei, die die
umliegenden Zellen aktivieren und den Einstrom weiterer Immunzellen (z.B. Endothelzellen)

auslosen (Janeway 2009).

1.5.2 Adaptive Immunantwort

Wenn eine Infektion die angeborenen Abwehrmechanismen uberwunden hat, wird die
adaptive Immunantwort in Gang gesetzt. Der Krankheitserreger setzt seine Vermehrung fort
und Antigene hdufen sich an. Dies lost zusammen mit der durch die angeborene
Immunantwort veranderte zelluldre Umgebung eine adaptive Immunantwort aus (Janeway
2009). Bei dieser werden antigenspezifische T- und B-Zellen aktiviert. Je nachdem welche
Zellen aktiviert werden, handelt es sich um die zelluléare (T-Zellen) oder humorale (B-Zellen)

Immunantwort (Kumar et al. 2011).

1.5.3 Entziindungsmediatoren der Immunantwort

Die im Laufe der Immunantwort ausgeschitteten Entziindungsmediatoren unterscheiden sich
nicht nur in ihrer Wirkweise sondern auch in ihrer chemischen Struktur. Zu ihnen gehéren
sowohl niedermolekulare Verbindungen, wie Histamin, Serotonin, Prostaglandine und
Leukotriene als auch hthermolekulare Verbindungen oder Proteine, wie Bradykinin, Substanz
P, Komplementfaktoren und Zytokine (Mutschler et al. 2007).

Zytokine

Bei Zytokinen handelt es sich um Proteine oder Glykoproteine, die zum einen regulatorische
Funktionen bei der Zelldifferenzierung und dem Zellwachstum haben und zum anderen als
Botenstoffe in der Zellabwehr dienen (Horn 2009). Sie werden hauptséchlich von
Makrophagen, Monozyten und T-Zellen produziert (Feghali und Wright 1997; Dinarello 2000)
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und in verschiedene Gruppen unterteilt: Interferone, Interleukine, koloniestimulierende
Faktoren, Tumornekrosefaktoren und Chemokine. In dieser Arbeit sollen vor allem die
entzindungshemmenden Effekte auf proinflammatorische Zytokine aus der Gruppe der

Interleukine und Tumornekrosefaktoren untersucht werden.

Interleukine

Interleukine sind Signalstoffe die maRgeblich zur Kommunikation zwischen weilien
Blutkoérperchen beitragen. lhre Wirkung ist sehr unterschiedlich. Viele (ben einen
proinflammatorischen Effekt aus und einige, wie das Interleukin-4 (IL-4), weisen auch
antiinflammatorische Eigenschaften auf (Horn 2009).

Zu der Gruppe der Interleukine gehort das Interleukin-1 (IL-1). Dieses wird hauptsachlich in
Monozyten und Makrophagen synthetisiert und induziert dort die Produktion weiterer
Entziindungsmediatoren (z.B. andere Zytokine und Prostaglandine).

Auch das Interleukin-6 (IL-6) zahlt zu den Interleukinen und wird ebenfalls in mononuklearen
Phagozyten produziert (Horn 2009). Die Wirkung von IL-6 wird Uber den IL-6-Rezeptor
vermittelt, der sich z.B. an der Membran vieler Leukozyten befindet. Es aktiviert und steuert
lokale und systematische Entziindungmediatoren, wie IL-1 und TNF-a (Ishihara und Hirano
2002; Kamimura et al. 2003).

Das Interleukin-10 (IL-10) gilt zwar oft als antiinflammatorisch, weil es aktivierte
Makrophagen hemmt (Horn 2009), jedoch zeigt es gerade auch bei LPS-induzierten
Entziindungen auch proinflammatorische Effekte (Lauw et al. 2000). Dabei hemmt es z.B.
die Aktivierung der Cyclooxygenase-2 (COX-2) durch LPS in Monozyten.

Ein weiteres proinflammatorisches Interleukin ist 1L-17. Dieses wird von TH17-Zellen
(spezieller Typ von T-Helferzellen) produziert und scheint an der Vermittlung des

Entzlindungsvorgangs in Fibroblasten beteiligt zu sein (Kolls und Linden 2004).

Tumornekrosefaktoren

Zu den Tumornekrosefaktoren (TNF) z&hlen 18 verschiedene Vertreter (Gaur und Aggarwal
2003), der am besten untersuchte ist TNF-a. Es handelt sich dabei um ein nicht-glykosyliertes
Protein mit einem Molekulargewicht von etwa 17 kDa (Shirai et al. 1985). TNF-a wird
hauptsachlich von Makrophagen und Monozyten (Lenz et al. 2007) unter extrazelluldren
Stressfaktoren, Hitzeschock oder Pathogenen produziert. Dadurch ist TNF-o ein primérer
Mediator der Immunregulation und Sepsis. Seine Wirkungen decken sich grofiten Teils mit
denen von IL-1 (Horn 2009). TNF-a wirkt auf den TNF-a-Rezeptor Typ |, welcher auf
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nahezu allen Zelltypen exprimiert ist (Locksley et al. 2001) und so die Produktion andere
Zytokine, Prostaglandin E> und Akute-Phase-Proteinen stimuliert, welche die

Entzindungsreaktion weiterhin aufrecht erhalten.

Cyclooxygenasen

Es existieren mindestens zwei verschiedene Cyclooxygenasen, COX-1 und COX-2. Die
Cyclooxygenase-2 (COX-2), auch Prostaglandinsynthase-2 (PGHS-2) genannt, ist ein Enzym,
das wie Cyclooxygenase-1 (COX-1) Arachidonsdure zu Prostaglandin Hz oxidiert (O'Neill
und Ford-Hutchinson 1993). Wéhrend COX-1 konstitutiv exprimiert wird, wird die Synthese
von COX-2 erst durch LPS oder verschiedene Mediatoren der Immunantwort, z.B. Zytokine,
induziert (Simmons et al. 2004). Reguliert wird die Transkription der COX-2 unter anderem
durch den Transkriptionsfaktor NF-kB (Newton et al. 1997).

1.5.4 Regulierung von NF-xB

Die Entzindungsmediatoren der Immunantwort stehen unter der Kontrolle von NF-xB
(nuclear factor “kappa-light-chain-enhancer” of activated B-cells). Der Transkriptionsfaktor
NF-xB wird ubiquitér exprimiert und kommt im Zytoplasma von nahezu allen Zelltypen vor.
Es sind derzeit ca. 500 Gene bekannt, darunter auch Zytokine und Prostaglandine (Chen et al.
1999; Lappas et al. 2002), die durch NF-xB kontrolliert werden (Gilmore 2006). Bei NF-xB
handelt es sich nicht um ein einzelnes Protein, sondern um finf bis sieben verschiedene
Proteine, deren gemeinsames Kennzeichen eine Doméne von 300 Aminoséuren ist, die
sogenannte Rel-Homologie-Domaéne (Gilmore 2006). In den meisten Zellen liegt der NF-xB
Komplex, durch die Bindung an inhibitorische-xB Proteine (IxBa), inaktiv im Zytoplasma vor.
Seine Aktivierung erfolgt durch Wachstumsfaktoren, Zytokine (z.B. TNF-a oder 1L-13) aber
auch bakterielle und virale Antigene (z.B. Lipopolysaccharide) (Gilmore 2006). Diese
Stressfaktoren aktivieren unterschiedliche Signalkaskaden, welche am Ende einen IxB-
Kinase-Komplex (IKK) aktivieren, welcher aus den katalytischen Untereinheiten IKKa und
IKKB, sowie der regulatorischen Untereinheit IKKy besteht (Palsson-McDermott und O'Neill
2004). Diese Kinasen phosphorylieren das inhibitorische Protein 1B (Takeda und Akira
2005), was zu einer Degradation von IkxB und der Freisetzung des aktivierten NF-xB
Komplexes fiihrt. Im Zellkern angekommen reguliert dieser unter anderem die Transkription
der verschiedenen proinflammatorischen Gene (Ghosh et al. 1998; Karin und Ben-Neriah
2000).
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1.6 Ceramide

Die Ceramide zahlen zu den Sphingolipiden, eine Untergruppe der Lipide. Sie bestehen aus
einem Sphingosinmolekiil, welches durch eine Amidbindung an eine Fettsédure gebunden ist
(Abbildung 5). Sie kommen zusammen mit anderen Hauptbestandteilen in der menschlichen
Hornhaut vor und bilden dort aufgrund ihrer amphiphilen Struktur Lipiddoppelschichten aus,
mit denen sie die Haut vor dem Austrocknen schiitzt und das Eindringen von Fremdkdrpern

verhindert.

Abbildung 5: Struktur von Ceramid.

Neben dem Schutz der Haut besitzen Ceramide auch auf molekularer Ebene viele wichtige
Funktionen. Sie sind nicht nur an der zellularen Stressantwort, Apoptose, Zelldifferenzierung
und -alterung beteiligt, sondern auch an Neurodegeneration, Tumorbildung, Infektion und
Inflammation (Hannun und Luberto 2000; Hannun und Obeid 2002; Luberto et al. 2002;
Ruvolo 2003).

1.7 Motivation

Ectoin hat nicht nur einen stabilisierenden Einfluss auf Bakterien (Kapitel 1.1) und
Makromolekile (Kapitel 1.4.1), sondern auch auf Saugerzellen (Kapitel 1.4.2). In unserer
Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass Ectoin einen protektive Wirkungen in
Saugergeweben zeigt (Wei et al. 2009; Pech et al. 2013) und mit Entziindungsprozessen
interferiert (Wedeking et al. 2014). Die entzlindungsprotektive Wirkung wurde durch einen
lipophilen Anker um das zehnfache verbessert. Die inhibitorische Wirkung von 5 uM
Laurylectoin auf die LPS-induzierte Expression der proinflammatorischen Zytokine IL-1 und
IL-6 sowie auf die Expression von TNF-o und COX-2 entsprach jener von 50 uM Ectoin.
Untersuchungen zum Einfluss von Ectoin und Laurylectoin auf die Translokation von NF-kB
in den Zellkern zeigten erwartungsgemal eine signifikant hohere Wirksamkeit der lipophilen
Verbindung (Wedeking et al. 2014). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der positiv

geladene hydrophobe Ester zu 80 % zellassoziiert vorliegt. Hingegen waren es im Falle des
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zwitterionischen hydrophilen Ectoins lediglich 3 %. Der Nachweis der Zellassoziation von
Laurylectoin erfolgte indirekt tber die Bestimmung von freigesetztem Ectoin. Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass Ectoin mittels Laurylectoin als Transportmittel in
eukaryontische Zellen geschleust werden kann. (Wedeking et al. 2014). Es wird dabei
vermutet, dass Laurylectoin in der Zelle durch unspezifische Esterasen in seine
Ausgangsstoffe Ectoin und 1-Dodecanol gespalten wird. Um diese Ergebnisse weiter
abzusichern, sollen in der vorliegenden Arbeit zwei unterschiedliche lipophile
Hydroxyectoinderivate synthetisiert werden. Zum einen ein Laurylester (Abbildung 6A) und
zum anderen ein Laurylether (Abbildung 6B). Damit lieRe sich dann nachweisen, ob der Ester
tatsachlich von Esterasen gespalten wird, da der Ether vermutlich metabolisch stabil ist und
daher nicht wieder in seine Edukte gespalten werden sollte. Zudem soll auch die
entzindungsvorbeugende  Wirkung  dieser  lipophilen  Hydroxyectoinderivate in

Makrophagenkulturen Gberpruft werden.
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Abbildung 6: Struktur des Laurylesters (A) und Laurylethers (B).

Wenn Laurylectoin wirklich durch Esterasen in der Zelle gespalten wird, stellt sich die Frage,
was weiter mit dem freigesetzten Ectoin in der Zelle passiert. Wird es z.B. verstoffwechselt
oder wieder aus der Zelle ausgeschleust? Hierfiir soll die Biosynthese von 3C-Ectoin und
dessen Uberfiihrung in das entsprechende *3C-Laurylectoin durchgefiihrt werden. So kénnten
mittels *3C-NMR-Spektroskopie und HPLC-Messungen mdgliche Stoffwechsel- und

Abbauprodukte in Makrophagenkulturen identifiziert werden.
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1.8 Ergebnisse und Diskussion

1.8.1 Synthese der Ectoinderivate
Synthese von Laurylhydroxyectoin
In einer zweistufigen Synthese wurde das Laurylhydroxyectoin in Anlehnung an die

Literaturvorschrift von Wedeking et al. dargestellt (Wedeking et al. 2014).

cl” cl
. OH + OH + OH
HN HN HN
_ HO-C4,H
/M O = /M OH e )l\ O\
N N -H,0 N C4oH
H H 2 H 121125
0 0o o]
1 2 3

Schema 1: zweistufige Synthese von Laurylhydroxyectoin.

In der ersten Stufe wurde ausgehend von Hydroxyectoin (1) und Salzséure bei
Raumtemperatur Hydroxyectoinhydrochlorid (2) als farbloser, watteartiger Feststoff in einer
quantitativen Ausbeute erhalten (Schema 1). AnschlieBend wurde 2 zusammen mit 1-
Dodecanol,  Dicyclohexylcarbodiimid  (DCC) und  katalytischen =~ Mengen  p-
Dimethylaminopyridin (DMAP) bei Raumtemperatur gertihrt. Nach drei Stunden und
séulenchromatographischer Aufreinigung wurde Laurylhydroxyectoin (3) als farbloser,
kristalliner Feststoff in einer Ausbeute von 2% erhalten (Schema 1). 3 konnte NMR-
spektroskopisch nachgewiesen werden. Die Signale des Lipidankers sind im Vergleich zum
Edukt (1.28 ppm) leicht hochfeldverschoben (1.25 ppm). Die zweite Stufe wurde im
Vergleich zur Literatur leicht abgewandelt (Wedeking et al. 2014). Um die Reaktionszeit zu
verkirzen und die Ausbeute zu erhéhen wurden katalytische Mengen DMAP hinzugefugt.
Allerdings erzielte dies nicht den gewiinschten Effekt. Die Reaktionszeit lieR sich nicht
verklrzen und auch die Ausbeute war schlechter als in der Literatur (15%) angegeben. Dies
ist mit dem Unterschied zwischen dem in der Literaturvorschrift verwendeten Ectoin und
Hydroxyectoin zu erklaren. Die OH-Gruppe des Hydroxyectoins bildet mit der
Carboxylgruppe eine intramolekulare Wasserstoffbriickenbindung, die sehr stabil ist. Durch
Variation der Losungsmittel, Aktivierungsreagenzien wie DCC, Reaktionszeiten und

Temperaturen ist es nicht gelungen die Ausbeute zu erhéhen.
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Synthese von Laurylether

Laurylether sollte in einer vierstufigen Synthese dargestellt werden. In der ersten Stufe wurde
Hydroxyectoin mit Salzsdure in sein Hydrochlorid tberfuhrt (Schema 1) um die Loslichkeit
zu erhoéhen, da Hydroxyectoin nur gut in Wasser und anteilig in Methanol I6slich ist. Beide
Losemittel sind flir eine Ethersynthese ungeeignet. Im ndchsten Schritt musste die
Carboxylgruppe geschutzt werden. Hierzu wurde 2 mit Acetylchlorid in Methanol umgesetzt.
Unter Abspaltung von Salzséure und Essigsédure wurde Methylhydroxyectoin (4) als farbloser

Feststoff in einer Ausbeute von 90% erhalten (Schema 2).

H
+ + ~
HN )J\ NaH  HN CioHas
)l\ Cl_MeOH /k CI-CoHps )'\ o
N -HcCl NaCI ~
c- H
(6]

N
“H,CCOOH c- H
5

Schema 2: 3. und 4. Stufe der Synthese von Laurylmethylether.

Dieser Schritt lauft Gber einen Additions-Eliminierungs-Mechanismus, wobei aus einer Sdure
ein Ester generiert wird. Bei der vierten Stufe wird die Hydroxygruppe von 4 mit Hilfe von
Natriumhydrid und 1-Chlordodecan unter Freisetzung von Natriumchlorid und Wasserstoff
verethert (Schema 2). Nach saulenchromatographischer Aufreinigung konnte der Laurylether
als farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 3% isoliert werden. Eine Gaschromatographie-
Massenspektrometrie (GCMS)-Analyse zeigte, dass es sich eindeutig um das Produkt 5
handelte. Der Molekilpeak bei 341.1, der zugleich auch der Basispeak ist, und das
Fragmentierungsschema sind charakteristisch flr diese Verbindung. Der Mechanismus dieser
Reaktion beruht auf dem der Williamson-Ethersynthese, welche ein Sonderfall der
nukleophilen Substitution zweiten Grades (Sn?) ist, wobei das Alkoholat als Nukleophil dient.
Im néchsten Schritt sollte die Schutzgruppe entfernt werden. Dazu wurde 5 zusammen mit
einer 0.75 M Lithiumhydroxidlésung in 33% THF/Ethanol umgesetzt (Schema 3).
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LiOH )\
o)
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Schema 3: Verseifung des Laurylmethylethers.
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Nach 23 Stunden bei Raumtemperatur und Extraktion mit Diethylether konnte das
gewiinschte Produkt weder mittels GCMS noch NMR-Spektroskopie nachgewiesen werden.
Das NMR-Spektrum zeigte eine unselektive Reaktion. Dies lasst darauf schlieBen, dass das
Lithiumhydroxid als Base wahrscheinlich zu stark (pKg 0.18) ist und die Verbindung nicht
nur verseift, sondern auch weiteren Spaltungsreaktionen unterzieht. Die Reaktion misste mit
einer milderen Base wie zum Beispiel Hydrogencarbonat (pKg 7.48) wiederholt werden.
Leider gelang es in dieser Arbeit aber nicht die Synthese von 5 zu reproduzieren, sodass eine

Wiederholung mit einer schwécheren Base nicht moglich war.

Synthese von C-Laurylectoin

Fir die Synthese von **C-Laurylectoin wurde **C-markiertes Ectoin von der Arbeitsgruppe
Galinski vom Institut fir Mikrobiologie der Universitdt Bonn ber das bakterial milking
Verfahren hergestellt. Dazu wurde 3C-markiertes L-Aspartat zu einer Halomonas elongata
Kultur gegeben. Diese synthetisieren Uber einen bekannten Stoffwechselweg unter
Stressbedingungen *C-Ectoin, welches die Bakterien ins Medium abgeben und dann isoliert
werden kann. AnschlieBend wurde es in einer zweistufigen Synthese in Anlehnung an die

Literaturvorschrift von Wedeking et al. zu *3C-Laurylectoin umgesetzt (Wedeking et al. 2014).

* *
+ + +
HN * HN * HN *
)J\ N O _HCl 5 )kl\ X OH —>HO-C12H25 )J\ X " O\
* N * _ N X -Hzo * N C12H25
o o o
7 8 9

Schema 4: zweistufige Synthese des *C-markierten Laurylectoins.

Die erste Stufe wurde analog zur Literaturvorschrift durchgefiihrt. Bei der zweiten Stufe
wurde anders als in der Literatur Dimethylaminopyridin (DMAP) in katalytischen Mengen
hinzugefugt um die Reaktionsgeschwindigkeit und Ausbeute zu erhéhen. Nach drei Stunden
bei Raumtemperatur in Acetonitril wurde aus 8 und 1-Dodecanol unter Abspaltung von
Wasser der Ester 9 als farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 16% erhalten (Schema 4).
Dies weicht deutlich von der in der Literatur mit 36% angegebenen Ausbeute ab (Wedeking
et al. 2014). Somit zeigte DMAP nicht den gewiinschten Effekt.
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1.8.2 Untersuchung der entziindungsvorbeugenden Wirkung der Ectoinderivate

in kultivierten Makrophagen

Bestimmung der Wirkung von LOH auf die Transkription von proinflammatorischen
Proteinen

Zunachst wurden die Ergebnisse von Wedeking et al. 2014 Gberprift. Hierflr wurden
Makrophagen vor dem Auslosen einer Entzindung mittels LPS mit Ectoin (E) bzw.
Laurylectoin (LE) vorinkubiert. Danach wurde die Expression (Transkription) von Genen, die
flr bestimmte inflammatorische Proteine codieren, untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass
LE die entzliindungsvorbeugende Wirkung von Ectoin um ein Vielfaches verbesserte
(Wedeking et al. 2014). Zudem war bekannt, dass Hydroxyectoin (OHE) eine &hnliche
Wirkung hat wie Ectoin hat (Hagen-Euteneuer 2013). Deshalb wurde in der nun folgenden
Untersuchung der Wirkung von Laurylhydroxyectoin (LOH) lediglich LE als Positivkontrolle
mitgeflhrt.

Die Transkription der Gene, die fir die Interleukine IL-1, IL-6 und IL-10, sowie fiir den
Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a) und die Cyclooxygenase-2 (Cox-2) codieren, wurden in zweli
verschiedenen Makrophagen Zelllinien (RAW 264.7 und J774) untersucht. Hierzu wurden die
Zellen bis zu einer Konfluenz von 60-70% kultiviert, mit 5 uM eines Ectoinderivats oder
Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) (Abbildung 7) vorinkubiert und anschlieBend mit
Lipopolysacchariden (LPS) (100 ng/ml) behandelt.
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Abbildung 7: Strukturen von Laurylectoin (A), Laurylhydroxyectoin (B), Cetyltrimethylammoniumbromid (C).
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Abbildung 8: Wirkung von Laurylhydroxyectoin (LOH) auf LPS-induzierte COX-2, IL-1, IL-6, IL-10 und TNF-
a Proteinexpression in RAW 264.7 (A) und J774 (B) Makrophagen. Die Zellen wurden eine Stunde mit jeweils
5 uM LE (Positivkontrolle) bzw. LOH oder entsprechender Menge Ldsungsmittel (Kontrollen, K) vorinkubiert.
AnschlieBend wurde LPS (100 ng/mL) in alle Proben auRRer K hinzugegeben. Nach zwei Stunden wurde die
gesamte RNA isoliert und mittels quantitativer real time PCR analysiert (siehe Kap. 4.5). * signifikant

verschieden von LPS mit p< 0,05.

Nach Isolation der RNA und deren Qualifizierung mittels Agarosegelelektrophorese wurde
ihre Quantitdt mit Hilfe eines Photometers bei 260 nm, dem Absorptionsmaximum fur

Nukleinsauren, bestimmt. Anschliefend wurde die RNA auf eine einheitliche Konzentration
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verdunnt, tber eine reverse Transkription in cDNA umgeschrieben und mittels real time PCR
(siehe Kapitel 4.5.5) die Transkriptmengen der zu untersuchenden Proteine bestimmt.

In Abbildung 8A ist die LPS induzierte Proteinexpression in den RAW Makrophagen 246.7
dargestellt. Diese ist flr alle finf Proteine signifikant verschieden zu LPS. Im Fall von LOH
werden alle Proteine im Vergleich zu LPS um 97% reduziert. Bei LE ist die Reduktion von
IL-10-RNA um 85% am geringsten im Vergleich zu jener von COX-2, TNF-a, IL-1 und IL-6,
bei denen die Expression auf 10% oder weniger (7 bzw. 9%) sinkt.

Demnach entsteht der Eindruck, dass die entzlindungsvorbeugende Wirkung von LE bzw.
LOH Zelltyp-abhdangig ist und nicht auf alle Zellen Ubertragen werden kann. Allerdings kann
nicht ausgeschlossen werden, dass die unterschiedliche Wirkung auf die untersuchten
Proteine in J-774 Makrophagen deren Heterogenitét geschuldet ist. Wahrend die RAW 264.7
Makrophagen ausschlieRlich adhdrent sind, d.h. in Zellkulturflaschen Monolayer ausbilden,
sind J-774 Makrophagen nur zum Teil adhdrent wahrend ein unbestimmter Teil als
Suspension vorliegt, was zur Aggregatbildung fihren kann. Aufgrund dieser Unterschiede
kdnnte die entziindungsvorbeugenden Wirkungen von LE und LOH so verschieden ausfallen.
In der heterogenen Zelllinie kann sich die Wirkung von LE bzw. LOH nicht immer gleich
entfalten, wobei dies bei den Monolayern sehr wohl der Fall ist.

Um sicher zu stellen, dass es sich bei den gemessenen Wirkungen nicht um unspezifische
Detergenzeffekte handelt, wurde in Parallelexperimenten das strukturverwandte kationische
Tensid Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) in die Untersuchungen mit aufgenommen.
Wie in Abbildung 9 dargestellt, bewirkt CTAB auch eine Reduktion der Proteinexpression,
die im Falle von IL-1 und IL-10 um 65% bzw. 63% betrégt. Allerdings ist diese Reduzierung
der Expression nicht signifikant verschieden von jener in Gegenwart von LPS. Hingegen ist
die Expression der Proteine, die fur COX-2, IL-6 und TNF-a codieren dhnlich gering wie im
Falle von LE und betragt lediglich 13%, 18% bzw. 25%, der entsprechenden
Proteinexpression in Gegenwart von LPS. Auf den ersten Blick lasst dieses Ergebnis
vermuten, dass die beobachteten Wirkungen der Ectoinderivate unspezifischer Natur sind.
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Abbildung 9: Wirkung von Laurylectoin (LE) und Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) auf LPS-induzierte
COX-2, IL-1, IL-6, IL-10 und TNF-a Proteinexpression in RAW 264.7 Makrophagen. Die Zellen wurden eine
Stunde mit jeweils 5 UM LE (Positivkontrolle) bzw. CTAB oder entsprechender Menge L&dsungsmittel
(Kontrollen, K) vorinkubiert. Anschlieend wurde LPS (100 ng/mL) in alle Proben auBer K hinzugegeben, die
gesamte RNA nach zwei Stunden isoliert und mittels quantitativer real time PCR analysiert (siehe Kap. 4.5).
* signifikant verschieden von LPS mit p< 0,05.

Betrachtet man allerdings die verheerende Auswirkung von CTAB auf die Zellmorphologie
der Makrophagen, dann muss die zytotoxische Wirkung von CTAB, die bereits beim
Zeitpunkt der Zugabe deutlich erkennbar ist (Abbildung 10) mitberiicksichtigt werden. Mit
zunehmender Inkubationszeit sterben weitere Zellen ab und die verbleibenden zeigen
eindeutige Veranderungen wie die Phasenkontrastaufnahmen in Abbildung 10 zeigen. Diesen
Effekt hat CTAB auch auf Bakterien und Pilze und wird daher als Desinfektionsmittel und
Antiseptikum verwendet (Laemmli 1970). LE hat zwar auch einen wachstumsstérenden
Effekt auf Bakterien (Wedeking 2005), nicht aber auf Sdugerzellen, in denen es neben dem
entzindungsvorbeugenden anscheinend auch einen zellschiitzenden Effekt selbst bei einer
Konzentration von 25 uM auslbt (Abbildung 10). Die Zellen sind anders als bei CTAB
vollkommen intakt. Die Zelltoxizitat bedingt durch CTAB konnte eine reduzierte Expression
in den Makrophagen hervorrufen und somit den Anschein erwecken, dass es einen

entzuindungsvorbeugenden Effekt hat.
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CTAB 5pm
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Abbildung 10: Phasenkontrastaufnahmen von RAW Makrophagen 264.7 nach insgesamt dreistiindiger
Inkubation mit 5 bzw. 25 uM LE, 5 uM CTAB und ohne Zusatz (Kontrolle).

Bestimmung des Ceramidgehalts

Ceramid ist bekanntlich ein wichtiges Mediatormolekul, welches dann vermehrt gebildet wird,
wenn Zellen Stresssituationen wie z.B. Entziindungen ausgesetzt werden. Tatséchlich erhoht
der Stressfaktor LPS den Ceramidgehalt in primdren Darmmuskelzellen von Ratten
signifikant (Wedeking 2012). Ahnlich fiihrt Ischamie/Reperfusion in Diinndarmtransplantaten
zum Ansteigen von Ceramid (Wei et al. 2009). Interessanterweise wirkten Ectoin und

Laurylectoin diesem Anstieg von Ceramid in beiden Fallen entgegen.
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Daher sollte zundchst (berpruft werden, ob Ceramid auch in Makrophagen als
Entziindungsmediator wirkt. Hierfir wurden Ceramide nach Behandlung der Makrophagen
mit Ectoinderivaten (5 uM) und Stimulation mit LPS (100 ng/ml) wie in Kapitel 4.6
beschrieben isoliert und visualisiert (Abbildung 11B).
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Abbildung 11: Bestimmung des Ceramidgehalts in RAW Makrophagen 264.7. Die Zellen wurden eine Stunde
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mit je 5 uM LE (Positivkontrolle) bzw. LOH oder entsprechender Menge Losungsmittel (Kontrollen, K)
vorinkubiert. Anschliefend wurde LPS (100 ng/ml) in alle Proben auffer K hinzugegeben und die Zellen nach
zwei Stunden bei 4°C geerntet. Nach Extraktion wurden die Lipide mittel DC (B) getrennt und quantifiziert (A)
wie in Kapitel 4.6.3 und 4.6.4 beschrieben. * signifikant verschieden von LPS mit p< 0,05.

Das Experiment zeigt, dass die Vorbehandlung der Makrophagen mit LE bzw. LOH zu einer
signifikanten Reduktion des durch LPS erhdhten Ceramidgehalts fuhrte. Im Fall von LE wird
der Gehalt von Ceramid im Vergleich zu LPS um 30% und bei LOH um 35% reduziert
(Abbildung 11A). Allerdings liegen diese Ceramidmengen immer noch uber dem der
unbehandelten Makrophagen (Abbildung 11A, K).

Dieses Ergebnis korreliert mit der Reduktion der Proteinexpression nach Behandlung mit
Ectoinderivaten. Wie oben gezeigt wurde, resultiert aus der LPS Stimulation u.a. die erhéhte
Expression von TNF-a und IL-1. Dieses wiederum bewirkt die Anhebung des zelluléaren
Ceramidgehalts (MacKichan und DeFranco 1999), welches durch die Vorinkubation mit LE
bzw. LOH zum Teil verhindert wird.
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1.8.3 Aufnahme von 3C-Laurylectoin in Saugerzellen

Der Metabolismus von Ectoin wurde bislang vor allem in Bakterien untersucht (Severin et al.
1992). Auch der gesamte Ectoin-Stoffwechsel und -Abbau von Halomonas elongata konnte
rekonstruiert bzw. identifiziert werden (Schwibbert et al. 2011). Um die Aufnahme und
mogliche Verstoffwechselung von Ectoin in Saugerzellen zu untersuchen, wurde *3C-
markiertes Ectoin mit einem Lipidanker versehen (siehe Kap. 1.8.1). Mit dem so generierten
13C-Laurylectoin wurden RAW Makrophagen 264.7 zunichst fiir drei Stunden inkubiert
(siehe Kap. 4.4.7). AnschlieBend wurden das Inkubationsmedium, der Waschpuffer (PBS)
und das Zellpellet mittels HPLC auf !3C-Ectoin und deren eventuelle Abbauprodukte
untersucht. Im Inkubationsmedium konnten zwischen 4 und 12% *C-Ectoin nachgewiesen
werden. Eine genauere Aussage ist aufgrund der Uberlagerung des Losungsmittelsignals mit
dem Signal fur **C-Ectoin im UV/Vis-Spektrum nicht moglich. Der gréte Anteil des **C-
Ectoins mit 76% wurde uber *C-NMR-Spektroskopie in den Zellen nachgewiesen. Dieses
Ergebnis konnte unter gleichen Versuchsbedingungen auch vorher aber mit *2C-LE in unserer
Arbeitsgruppe gezeigt werden (Wedeking et al. 2014). Dabei konnten 80% Ectoin
zellassoziiert wiedergefunden werden. Aufgrund dieser beiden Ergebnisse liegt die
Vermutung nahe, dass drei Stunden fiir eine Verstoffwechselung von Ectoin nicht ausreichend
sein konnten. Somit wurden bei den nachsten Versuchen die Bedingungen variiert. Zunachst
wurden die Zellen wie bisher fir drei Stunden mit 25 pM *C-Laurylectoin inkubiert.

AnschlieBend wurden die Bedingungen wie folgt geéndert:

a. Das Medium wurde nach drei Stunden entfernt und abermals 25 pM 3C-
Laurylectoin hinzugegeben. Die Zellen wurden fiir 24 Stunden weiter inkubiert.

b. Das Medium wurde nach drei Stunden entfernt und Laurylectoin-freies Medium
hinzugegeben. Die Zellen wurden fiir 24 Stunden weiter inkubiert.

c. Die Zellen wurden fir 24 Stunden statt drei Stunden mit 25 uM 3C-Laurylectoin

inkubiert.

Nach der Zellernte wurden samtliche Inkubationsmedien und die entsprechenden Zellpellets
mittels HPLC auf ‘*C-Ectoin und eventuelle Abbauprodukte untersucht. Genau wie beim
ersten Versuch war nach drei Stunden (Versuch a und b) im Medium kein **C-Ectoin
nachzuweisen (Tabelle 1). Bei Versuch a wurde insgesamt die doppelte Menge *C-LE
(50 uM) hinzugefiigt. Dieses wurde nach 24 Stunden Uberwiegend im Medium
wiedergefunden (43,5 puM). Diese Menge scheint die Zellen zu tberfordern, da sie teilweise
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vom Flaschenboden abgeldst und abgestorben waren (Abbildung 12). Bei Versuch b konnten

von den 25puM C-LE fast alles im Medium wiedergefunden werden (24,6 uM). Der

Mediumwechsel scheint das Ausschleusen von **C-Ectoin zu beschleunigen.

Versuch Zellen nach 24 Std. Medium nach 3 Std. | Medium nach 24 Std.
a 0,07% 0% 87,2% (43,5 uM)
b 0,13% 0% 98,5% (24,6 uM)
C 19,5% - Uberlagert*

Tabelle 1: 3C-Ectoingehalt in Medien und Zellpellets. * Keine Aussage moglich, da Uberlagerung des

Losungsmittelsignals mit dem Signal fir 3C-Ectoin im UV/Vis-Spektrum.

Im Zellpellet hingegen waren weniger als 1% (Versuch a und b) bzw. nur knapp 20%
(Versuch c) B*C-Ectoin nachzuweisen (Tabelle 1). Bei Versuch c stellt sich anscheinend eine
Art Gleichgewicht zwischen dem Zellinnern und -auBern ein. Dies kdnnte vermutlich daran
liegen, dass kein Mediumwechsel vorgenommen wurde.

Da bei allen drei Versuchen fast 100% des eingesetzten *C-Ectoins wiedergefunden werden
konnte und auch mittels HPLC und **C-NMR-Spektroskopie keine Abbauprodukte
nachweisbar waren, ist davon auszugehen, dass die Zellen *3C-Laurylectoin aufnehmen und
mittels Esterasen *C-Ectoin freisetzen, aber nicht weiter metabolisieren oder das °C-
Laurylectoin an die Zelle andockt und nach Ubergang ins Medium durch dieses verseift wird.
Die Ergebnisse der Arbeitsgruppe Galla sprechen aber fiir die erste Moglichkeit. Diese haben
herausgefunden, dass Ectoin ohne Lipidanker die Membranfluiditdit zwar beeinflusst
(Harishchandra et al. 2010), Laurylectoin hingegen aber keinen biophysikalischen Effekt zeigt
(Galla 2017). Auch die gezeigten Ergebnisse zu den entziindungsvorbeugenden Wirkungen
von Laurylectoinderivaten (siehe Kap. 1.8.2) sprechen dafiir, dass **C-Laurylectoin von den
Zellen aufgenommen und mittels Esterasen gespalten wird. Das freigesetzte Ectoin scheint
dann zunédchst in den Zellen zu verbleiben (vgl. Tabelle 1; Medium nach 3 Std.) und seine
entziindungsvorbeugende Wirkung zu entfalten. Es initiiert Ectoin anscheinend eine
Signalkaskade, nimmt aber wahrscheinlich an dieser nicht teil, weil es nach 24 Stunden
wieder unveréndert aus der Zelle ausgeschleust wird (Tabelle 1; Medium nach 24 Std.). Nun
stellt sich die Frage wie Ectoin wieder aus der Zelle ausgeschleust wird. Dafur stehen
verschiedene Membrantransporter zur Verfligung. Eine Madoglichkeit waren die sog.
Aminosdauretransporter (SLC, solute carrier). Es gibt ca. 400 verschiedene Proteine, die sich
in 52 Gruppen einteilen lassen. Sie transportieren geladene und ungeladene organische
Molekiile, sowie anorganische lonen. Aus den Arbeiten von Wedeking et al. 2014 ist bekannt,
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dass freies Ectoin im Vergleich zu Laurylectoin nur zu 3% zellassoziiert vorliegt. Dies legt
die Vermutung nahe, dass die SLC-Transporter in diesem Zusammenhang keine gro3e Rolle
spielen. Das in der Zelle freigesetzte 3C-Ectoin muss (iber einen anderen Weg ausgeschleust
werden. Eine weitere Mdglichkeit wéren sogenannte ABC-Transporter. Diese sind
Membranproteine, die als gemeinsames Strukturelement eine ATP-bindende Kassette
aufweisen. Sie konnen spezifische Substrate ber die Zellemembran transportieren. Damit
konnen sie die Zellen vor Fremdmolekilen schiitzen, indem sie diese wieder aus der Zelle
ausschleusen. Fur diesen Prozess ist aufgrund der ATP-bindenden Kassette viel ATP
notwendig. Wenn dieses aufgebraucht wird, sterben die Zellen ab. Bei Versuch a scheinen
50 M B3C-Laurylectoin die Zellen zu Gberfordern und ihren ATP Speicher aufzubrauchen,
sodass sie absterben. Bei Versuch b und c¢ hingegen scheint die ATP Menge noch
auszureichen, um freigesetztes *3C-Ectoin aus der Zelle zu schleusen, denn die Zellen sterben
nicht ab (Abbildung 12).

Abbildung 12: Phasenkontrastaufnahmen von RAW Makrophagen 264.7 der Versuche a, b und ¢ nach jeweils
24 Stunden.

Durch weitere Versuche musste diese Vermutung, dass es sich um die ABC Transporter

handelt, untersucht werden. Dazu konnten die Versuchsbedingungen wie folgt veréndert
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werden. Nach Zugabe von 25 puM Laurylectoin misste das Medium jeweils nach einer Stunde
entfernt und auf Ectoin untersucht werden. So konnte festgestellt werden, wann die Zellen
Ectoin wieder ausschleusen und ob sie es auf einmal oder sukzessive ins Medium abgeben.
Als weiteren Versuche wirde sich eine rtPCR- oder Western Blot-Untersuchung anbieten.

Dort kdnnte eine Erhohung der Expression von ABC Transportern festgestellt werden.

1.9 Zusammenfassung und Ausblick

Die in unserer Arbeitsgruppe gezeigten Ergebnisse zur entzlindungsvorbeugenden Wirkung
von Laurylectoin in Makrophagen (Wedeking et al. 2014) konnten in dieser Arbeit
reproduziert werden. Dabei wurde diese Wirkung durch das neu synthetisierte Derivat
Laurylhydroxyectoin (Abbildung 6A) sowohl bei den proinflammatorischen Proteinen IL-1,
IL-6, COX-2 und TNF-a (Abbildung 8) als auch bei der Expression des Ceramidgehaltes
(Abbildung 11) erhoht. In beiden Fallen wurde die entziindungsprotektive Eigenschaft
verbessert.
Desweitern sollte die These tberprift werden, ob Laurylectoin in den Zellen durch Esterasen
gespalten wird und so das freigesetzte Ectoin seine entziindungshemmende Wirkung entfalten
kann. Dazu sollte neben dem Laurylhydroxyectoin (Abbildung 6A) auch ein entsprechender
Ether synthetisiert werden (Abbildung 6B). Uber die Einfilhrung einer Schutzgruppe an der
Carbonséurefunktion gelang es 3% des Ethers zu isolieren (Schema 2). Der Versuch die
Schutzgruppe zu entfernen hingegen, gelang nicht (Schema 3). Die erneute Synthese des
Ethers funktionierte ebenfalls nicht.
Die Arbeitsgruppe Galla hingegen konnte durch den Einsatz der Filmwaage und der
Kalorimetrie aber feststellen, dass Laurylectoin keinerlei Einfluss auf die Membranfluiditat
hat (Galla 2017) im Gegensatz zu freiem Ectoin, welches sowohl einen Effekt auf
Lipidmonoschichten als auch Lipiddoppelschichten hat (Harishchandra et al. 2010). Dabei
wird bei Ectoin eine Hydrathille gebildet, die mit den Lipidkopfgruppen der Doppelschicht
interagiert, was zu einer Erhdhung der Membranfluiditéat fihrt. Bei Laurylectoin wird keine
Hydrathulle gebildet. Dies liegt vermutlich einerseits an der Veresterung der Carbonsaure,
wodurch der zwitterionische Charakter des Ectoins verloren geht. Andererseits kodnnte
Laurylectoin auch Mizellen bilden und somit den beim Ectoin beobachteten Membraneffekt
nicht zulassen. Zusammengenommen lassen die Ergebnisse den Schluss zu, dass Ectoin mit
Hilfe des Lipidankers in die Zellen geschleust wird und durch die vorhandenen Esterasen
wieder freigesetzt wird. Diese Uberlegung wird durch die **C-Markierungsexperimente noch
bestarkt. Dabei konnte festgestellt werden, dass 3C-Ectoin nach drei Stunden Inkubation mit
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13C-Laurylectoin zum groRten Teil zellassoziiert vorliegt (Tabelle 1; Medium nach 3 Std.)
und nach 24 Stunden fast vollstdndig wieder ausgeschleust wird (Tabelle 1; Medium nach
24 Std.). Mit Hilfe dieser Experimente konnte auch gezeigt werden, dass Ectoin in der Zelle
vermutlich nicht abgebaut, sondern lediglich aufgenommen und wieder mittels sogenannter
ABC-Transporter ins Medium abgegeben wird. Denn nach 24 Stunden wurde Ectoin fast
ausschlieBlich im Medium nachgewiesen (Tabelle 1). Durch weitere Versuche konnte diese
These noch unterstltzt werden. Dazu sollte der Versuch wie folgt durchgefiihrt werden. Nach
Zugabe des Inkubationsmediums (25 UM Laurylectoin) misste jeweils nach einer Stunde der
Ectoingehalt im Medium gemessen werden um zu wissen wann genau Ectoin von den Zellen
ausgeschleust wird. Parallel dazu sollte mittels RT-PCR und Western Blot die Expression der
ABC Transporter untersucht werden. Eine Erhéhung der Expression wirde die gefundenen

Ergebnisse zur Aufnahme und Abgabe unterstitzen.

30



2 Lipide im Kleinhirn — Dicer fl/fl; Math1-Cre-Mause

2.1 Das Kleinhirn

Das Kleinhirn (Cerebellum) ist fir die Koordination, Feinabstimmung, unbewusste Planung
und das Erlernen von Bewegungsablaufen zustandig (Thompson und Steinmetz 2009).
Makroskopisch wird das Kleinhirn in zwei Hemispharen und den Kleinhirnwurm, der die
beiden Halften verbindet, gegliedert. Sowohl der Wurm als auch die Hemispharen lassen sich
in mehrere Abschnitte einteilen (Ackermann 2008). Allerdings wird die transversale
Einteilung in anteriore (1-V1) und posteriore (V11-X) Lobuli am haufigsten verwendet (Herrup
und Kuemerle 1997; Eisenman 2000). Die nach aufien gewandte, nervenzellhaltige Schicht
des Kleinhirns wird als Rinde (Cortex) bezeichnet, die im inneren liegende weille Substanz
als Mark. Die Rinde besteht aus drei Schichten, die jeweils eine charakteristische Auswahl
von funf verschiedenen Nervenzelltypen enthalten. In der Molekularschicht befinden sich die
Stern- und Korbzellen. Die Purkinjezellschicht besteht fast ausschlieflich aus Purkinjezellen
und die Kornerzellschicht enthalt Golgi- und Koérnerzellen. Die Kornerzellen besitzen kleine,
runde Zellkorper, die Gber vier kurze unverzweigte Dendriten verfiigen, die je ein Axon in die
Molekularschicht senden. Diese Axone spalten sich dort T-férmig auf und verlaufen dann als
sog. Parallelfasern, die erregend auf Purkinjezellen wirken (Welsch 2005; Scholz 2003;
Schiinke 2006). Das Kleinhirn stellt lediglich 10% des Hirnvolumens dar, enthalt aber 80%
aller Neuronen, von denen die Kdrnerzellen ca. 85% ausmachen (Constantin 2016). In diesen
wurde Dicer zelltypspezifisch ausgeschaltet.

2.2 Dicer

Dicer ist eine Endoribonuklease, die doppelstrangige RNA (dsRNA) in kurze, einzelstrangige
Fragmente (reife micro-RNASs) schneidet. Diese Fragmente sind etwa 20 bis 25 Nukleotide
lang und sind essentiell fur den Mechanismus der RNA-Interferenz. Dabei schneidet das
RNAse-111-Enzym Dicer die pre-microRNAs (pre-miRNAS) in 17-24 Nukleotide lange ds-
miRNAs. Dicer interagiert mit dem dsRNA-Bindeprotein TRBP, wodurch das miRNA-
Duplex entwunden und einzelstrangig wird (Khraiwesh et al. 2010). Mutationen im DICER1-
Gen werden mit frihkindlichem Lungentumor (pleuro-pulmonales Blastom) assoziiert
(Manivel et al. 1988).

Die durch das DICER1-Gen erzeugten miRNA Molekile haben eine Vielzahl von Funktionen
in der Zelle. Sie sind zum einen Regulatoren bei der Genlbersetzung (Translation) nach der
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Genuberschreibung (Transkription) (Bartel 2004), zum anderen regulieren sie 20 bis 30% der
MRNA Molekile (Lewis et al. 2005; Yeom et al. 2006). Ihre Art und Anzahl korreliert mit
dem Entwicklungsstand der Zelle (Zellteilung, Differenzierung oder Apoptose). Sie greifen
bspw. in die Prozesse der Neurogenese (Makeyev et al. 2007), Myogenese (Rao et al. 2006),
Kardiogenese (Zhao et al. 2005) oder H&dmatopoese (Chen et al. 2004) ein. Des Weiteren
unterdriicken sie die Bildung von Tumorzellen (Lu et al. 2005; Suzuki et al. 2009) und sind
fur die Aufrechterhaltung der Pluripotenz und Erneuerung von embryonalen Stammzellen
wichtig (Kim et al. 2009).

2.3 Phosphatidylinositole

Phosphatidylinositole sind Phosphatidsdauren des Inositols und gehdren zu den
Phosphoglyceriden. Sie sind amphiphile Membranlipide, das bedeutet sie haben eine
hydrophile Kopfgruppe (Inositol) und eine hydrophobe Schwanzgruppe (Fettséuren). Mit den
Kohlenstoffketten (1,2-Diacylglycerol = DAG) sind sie in der Membran verankert und der
Inositolring ragt ins Cytosol. Dort kann er reversibel an einer oder mehreren Positionen durch
Phosphatidylinositol-Kinasen  phosphoryliert bzw. durch Phospholipid-Phosphatasen
dephosphoryliert werden (Lodish 2013). In Abbildung 13 ist schematisch die stufenweise
Phosphorylierung von Phosphatidylinositol (PI) dargestellt. Als Zwischenprodukt wird
Phosphatidylinositol-4-phosphat (PIP) erhalten, welches schlieBlich durch die PIP-5 Kinase
zu Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) umgesetzt wird (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Synthese von sekundéren Botenstoffe aus Phosphatidylinositol (PI) (Lodish 2013).
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Durch die Phopholipase C (PLC) kann PIP2 in 1,2-Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-
trisphophosphat (1P3) gespalten werden (Abbildung 13). Diese beiden Molekiile spielen in der
intrazellularen Signallibertragung eine wichtige Rolle als sekundére Botenstoffe (Karp 2005).
DAG verbleibt nach der Spaltung an der Plasmamembran und aktiviert die Proteinkinase C
(PKC), welche fiir verschiedene zelluldre Prozesse wie Zellwachstum und Differenzierung,
Zellstoffwechsel und Transkriptionsaktivierung von Bedeutung sind. 1P3 hingegen diffundiert
ins Cytosol und kann u.a. an den IPs:-Rezeptor des endoplasmatischen Retikulums (ER)
binden. Dieser Rezeptor fungiert gleichzeitig als Ca?*-Kanal. Die Bindung von IPs ¢ffnet den
Kanal und sorgt dafiir, dass Ca?*-lonen ins Cytoplasma einstrémen konnen. Diese konnen
dann wiederum unterschiedliche intrazellulére Reaktionen auslosen (Karp 2005).

Statt durch PLC gespalten zu werden, kann PIP2 auch durch die PI-3 Kinase phosphoryliert
werden (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Bildung von Phosphatidylinositol 3-phosphaten (Lodish 2013).
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Das generierte  Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat  (PIP3) interagiert mit der
membrangebundenen Proteinkinase B (PKB). Durch diese Interaktion wird die Konformation
des PKB-Molekils verédndert und kann von zwei weiteren Enzymen phosphoryliert werden.
Diese Aktivierung ermdglicht der PKB die Dissoziation ins Cytosol und in den Kern, wo es
eine Schlusselfunktion in vielen weiteren Signalwegen einnimmt (Karp 2005). So I6st der PI-
3K/PKB-Signalweg wu.a. die Zellteilung (Proliferation), das Zellwachstum und die
Zellmigration aus und verhindert den programmierten Zelltod (Apoptose) (Lodish 2013). Eine
Veranderung der Struktur von PI3-Kinasen kann zu Allergien, Entzindungen,
Herzkrankheiten oder Krebs flihren (Bleeker et al. 2012; Bleeker et al. 2014).

2.4 Motivation

miRNAs haben vielfaltige und unterschiedliche Aktivitaten auf die neuronale Entwicklung.
Deshalb entschied sich die Arbeitsgruppe Eiberger (Anatomisches Institut der Universitat
Bonn) deren Effekte auf die Entwicklung von Koérnerzellen des Kleinhirns, welche eine grolie
und leicht zugangliche Population an Neuronen darstellen, zu untersuchen. Sie schalteten das
DICER1-Gen in den Kornerzellen aus und konnten zeigen, dass das dies zu fehlenden
miRNAs fuhrt, was wiederum zu vermehrter Apoptose, erniedrigtem Wachstum und
verminderter Migration der Kornerzellen fiihrt. Die verminderte Migration der Kérnerzellen
lasst sich auch histologisch belegen (Abbildung 15). Bei sieben Tage alten knockout-Mausen
(Dicer™:Math1-Cre oder KO) ist zum einen die duBere Kornerzellschicht in den anterioren
Lobuli ausgediinnt und die Faltung abnormal im Vergleich zu den Kontroll-Mé&usen (Dicer™"
oder K). Mit zunehmendem Alter wird der Unterschied noch deutlicher (Tress et al.

unveroffentlicht).

Dicer fl/fl Dicer fl/fl; Math1-Cre

P7

Abbildung 15: Kérnerzellverlust und abnormale Faltung im Kleinhirn von Dicer™;Math1-Cre Mausen (Tress et

al. unveroffentlicht).
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Auch die Morphologie der Neuronen ist gestort, was auf eine Verdnderung in der
Plasmamembran zurtickzufiihren sein konnte. Daher sollten Analysen der Membranlipide
durchgefuhrt werden. Der Gehalt von Sphingolipiden und Phosphorlipiden sollte mittels

Dinnschichtchromatographie untersucht werden.

2.5 Ergebnisse und Diskussion

Zur Bestimmung des Gehaltes von Sphingolipiden wurde Gewebe des Kleinhirns von Dicer
fl/fl- und Dicer fl/fl; Math1-Cre-Mdause durch die Arbeitsgruppe Eiberger prapariert und wie
in Kapitel 4.6.3 beschrieben aufgearbeitet und visualisiert (Kapitel 4.6.4).

0 anteriore Lobuli I-V T S B e Glccer

140
120

100

] I ‘ [ LacCer
80 - K
60 4 Ko
40 - SM
20 |
0 - ‘ ‘ ‘ ‘
SM GM1

LacCer GlcCer GD1la

SL (% von K)

160 -

o | posteriore Lobuli VII-X GM1

*

120

100 - I I GD1a
80 - K
6 4 Ko
40 - i
20
anh b o [t
0 - ‘ ‘ ‘ ‘ Ka Kp KOa KOp
M GM1

LacCer GlcCer GDla

SL (% von K)

Abbildung 16:Bestimmung der Sphingolipide (SL) in anterioren (a) und posterioren (p) Lobuli des Kleinhirns
von Kontroll (K)- und DICER-knockout(KO)-Mausen. Die Sphingolipide wurden wie in Kapitel 4.6.3 und 4.6.4
beschrieben extrahiert, isoliert und mittels DC (B) getrennt und quantifiziert (A). GlcCer, Glycosylceramid;
LacCer, Lactosylceramid; SM, Sphingomyelin; GM1, Monosialotetrahexosylgangliosid; GD1a, Ganglosid.

* signifikant verschieden von K mit p< 0,05.

Wie in Abbildung 16 dargestellt, konnte bei den Sphingolipiden jedoch in keiner der
untersuchten Kleinhirnregionen ein signifikanter Unterschied zwischen Kontrollen und Dicer-

KO Cerebelli festgestellt werden.
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Hinweise aus array-Untersuchungen zeigten, dass in Dicer-KO Kornerzellen die Expression
der Phospholipase A2 (PLA?) erhoht ist (Tress et al. unverdffentlicht). Dieses Enzym aus der
Familie der Esterasen Katalysiert die hydrolytische Spaltung von Phospholipiden am B-
Kohlenstoffatom. Dabei kommt es u.a. zur Freisetzung einer Fettsaure, bei der es sich oft um
Arachidonsdure handelt und zur Bildung von Lysolipiden. Letztere konnen keine
Lipiddoppelschichten mehr bilden, sondern neigen wie Detergenzien zu Mizellenbildung. Im
Extremfall kommt es dann zur Membranlyse. Deshalb sollte der Gehalt von verschiedenen

Phospholipiden und Arachidonsdure bestimmt werden.
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Abbildung 17: Bestimmung der Phospholipide (PL) in anterioren (a) und posterioren (p) Lobuli des Kleinhirns
von Kontroll (K)- und DICER-knockout(KO)-Mausen. Die Phospholipide wurden wie in Kapitel 4.6.3 und 4.6.4
beschrieben extrahiert, isoliert und mittels DC (C, D) getrennt und quantifiziert (A, B). PC, Phosphatidylcholin;

PL (% von K)

PE, Phosphatidylethanolamin; PI, Phosphtidylinositol. * signifikant verschieden von K mit p< 0,05.
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Zur Bestimmung des Gehaltes von Phospholipiden wurde ebenfalls Gewebe des Kleinhirns
von Dicer fl/fl- und Dicer fl/fl; Math1-Cre-Mduse durch die Arbeitsgruppe Eiberger prépariert
und wie in Kapitel 4.6.3 beschrieben aufgearbeitet und visualisiert (Kapitel 4.6.4).

Wie in Abbildung 17 zu erkennen ist, nimmt der Gehalt der Phospholipide in den KOs im
Vergleich zur Kontrolle ab. Dabei ist die starkste Abnahme bei Phosphatidylinositol (PI) zu
sehen, sowohl in den anterioren (um 56%) wie auch in den posterioren (um 25%) Lobuli. Der
Gehalt an Phosphatidylethanolamin (PE) ist ebenfalls im Kleinhirngewebe der DICER-
knockout(KO)-Méuse niedriger als in den Kontrollen. In den anterioren Lobuli nimmt PE um
28% und in den posterioren Lobuli um 10% ab. In allen vier Fallen ist die Abnahme
signifikant verschieden zur Kontrolle. Bei Phosphatidylcholin (PC) ist die Abnahme mit 10%
in beiden Regionen am geringsten und auch nicht signifikant.

Bei der Arachidonsédure (AS) verhdlt es sich erwartungsgemall umgekehrt (Abbildung 18).
Der Gehalt nimmt beim KO im Vergleich zur Kontrolle signifikant um 100% (anteriore
Lobuli) bzw. 40% (posteriore Lobuli) zu.
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Abbildung 18: Bestimmung des Arachidonsduregehalts in anterioren (a) und posterioren (p) Lobuli des
Kleinhirns von Kontroll (K)- und DICER-knockout(KO)-Mé&usen. Nach Extraktion (Kapitel 4.6.3) wurden die
Lipide mittels DC (Kapitel 4.6.4) (B) getrennt und quantifiziert (A). AS, Arachidonsdure. * signifikant
verschieden von K mit p< 0,05.

Die Arbeitsgruppe Eiberger suchte indes auch nach Griinden fiir die verminderte Proliferation
und erhohte Apoptose, die beide wahrscheinlich fir die abnormale Faltung und den
Kaornerzellverlust verantwortlich sind. Die verminderte Proliferation wiesen sie u.a durch ein
Markierungsexperiment mit Bromdesoxyuridin (BrdU) nach. Dieses wird von den
Kdornerzellen in die DNA eingebaut. Je hoher die Teilungsrate der Zellen ist, desto mehr BrdU
ist nachweisbar. In den Kornerzellen des Dicer™™;Math1-Cre Kleinhirns wurde 20% weniger
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BrdU nachgewiesen als in den Kontrollzellen (Tress et al. unverdffentlicht). Aus
verschiedenen Arbeiten ist bekannt, dass das Protein Sonic Hedgehog (Shh) ein wichtiges
Signalmolekdl fir die Proliferation von Vorlauferzellen der Kérnerzellen ist (Dahmane und
Ruiz-i-Altaba 1999; Wechsler-Reya und Scott 1999). In den DICER-KO Kdornerzellen ist
dieser Signalweg gestort (Liu et al. 2017). Liu et al. 2017 konnte durch Zugabe von Shh die
verminderte Proliferation der Kodrnerzellen geringfiigig verbessern. Es wurde mehr BrdU in
die DICER-KO-Kornerzellen eingebaut als ohne Shh. (Liu et al. 2017). Dies gelang der
Arbeitsgruppe Eiberger ebenso. Durch die Zugabe von Shh wurde in den DICER-KO
Kornerzellen fast doppelt so viel BrdU eingebaut als ohne Shh (Tress et al. unvertffentlicht).
Allerdings gelang es nicht den Wert der Kontrollzellen zu erreichen. Also scheint es keine
signifikante Auswirkung auf den Sonic Hedgehog Signalweg zu geben. Sowohl die
Targetbestimmungen von Liu et al. 2017 als auch die Array Untersuchungen der
Arbeitsgruppe Eiberger weisen darauf hin.

Dies legt die Vermutung nahe, dass die Ursache flr die verminderte Proliferation und die
veranderten Lipidwerte stromabwarts im Signalweg liegen konnte. Der PI-3K/AKT/mTor-
Signalweg steht in direkter Verbindung mit der Proliferation von Koérnerzellen (King et al.
2015) und wird u.a. durch Shh angeschaltet (Peltier et al. 2007). Durch die erhthte Expression
der Phospholipase A> (PLA2) wird das Phosphatidylinositol (Pl) in den DICER-KO
Kornerzellen offensichtlich vermehrt abgebaut. Dadurch steht mdoglicherweise der PI-3
Kinase das Pl nicht mehr zur Verfligung, was zu einer Stérung der Signalkaskade und zur
beobachteten verminderten Proliferation bei erhéhter Apoptose fuhren kdnnte.

Experimentell kdnnte diese Vermutung durch Futterungsversuche mit Pl tberprift werden.
Dadurch sollten im Optimalfall die verminderte Proliferation und Migration, sowie das

gehemmte Wachstum und die vermehrte Apoptose riickgangig gemacht werden kdnnen.

2.6 Zusammenfassung und Ausblick

Die hier erzielten Ergebnisse lassen sich zusammen mit denen der Arbeitsgruppe Eiberger
uber den PI-3K/AKT/mTor-Signalweg erklaren. Dieser Signalweg ist malgeblich beteiligt an
der Proliferation von Kornerzellen. Ist dieser gestort, nimmt die Zellteilung ab. Wie das
Schema in Abbildung 19 zeigt, folgt aus der Erhéhung der PLA:> ein Abbau von
Phosphatidylinositol (P1) zu Arachidonsdure (AS). Da nur noch wenig PI vorhanden ist, findet
die PI-3 Kinase kein Substrat mehr. So ist der weitere Signalweg gehemmt und folglich
erhoht sich die Apoptose und die Proliferation sowie Migration nehmen ab. Auch konnte
gezeigt werden, dass es nicht nur in der Migration einen Unterschied zwischen anterioren und
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posterioren Lobuli gibt (Abbildung 15), sondern dass sich auch der Lipidgehalt in den
Regionen deutlich unterscheidet (Abbildung 17). Dies bedeutet, dass die Math1-Cre in den

anterioren Lobuli besser arbeitet als in den posterioren (Tress et al. unveréffentlicht).

Dicer fl/fl: Math1-Cre

miRNAs ||
/ o 1
Apoptose
IPLAZ Wachstuml
Proliferationl
lPI Migrationl
fas _
P1-3K/AKT/mTor-Signalweg

Abbildung 19: Schema Uber die Veranderungen im Kleinhirn von Dicer fl/fl; Math1-Cre Mausen. Siehe Text fur
weitere Erlduterungen. miRNAs, microRNAs; PLA;, Phospholipase Az, PIl, Phosphatidylinositol; AS,
Arachidonséure; PI-3K, Phosphatidylinositol-3Kinase; AKT, Proteinkinase B; mTOR, mechanistic Target of
Rapamycin.

Um zu bestétigen, dass es sich tatsdchlich um eine Stérung des PI-3K/AKT/mTOR
Signalwegs handelt, wére ein sogennantes rescue experiment nétig. Bei diesem wirde Pl auf
Kulturen von Kornerzellen gegeben. So sollte die Stérung des Signalweges aufgehoben
werden und folglich die Proliferation, Migration und das Wachstum steigern, sowie die

Apoptose vermindern.
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3 Zusammenfassung

Lipide haben einen grolRen Anwendungsbereich und speziell in der Biochemie des lebenden
Organismus wichtige Funktionen. Neben ihrer hauptsachlichen Funktion als Energiespeicher
und Strukturkomponenten der Zellmembranen konnten in dieser Arbeit auch zwei weitere
wichtige Funktionen gezeigt und untersucht werden.

Im ersten Teil der Arbeit konnte aufbauend auf die Ergebnisse von Wedeking et al. 2014, die
die entziindungsvorbeugende Wirkung von Ectoin und Laurylectoin in Saugerzellen zeigen
konnten, das kompatible Solut Hydroxyectoin mit Hilfe eines Lipidankers in Makrophagen
transportiert werden. Dadurch konnte die entziindungsvorbeugende Wirkung von
Hydroxyectoin in Makrophagen verbessert werden. Die Expression der proinflammatorischen
Proteinen IL-1, IL-6, COX-2 und TNF-o (Abbildung 8) konnte durch Laurylhydroxyectoin
(LOH) (Abbildung 6A) um 90 % gesenkt werden. Da eine Entziindungsreaktion Ceramid
vermittelt ablauft, wurden auch der Ceramidgehalt in Makrophagen untersucht. Durch LOH
konnte der Ceramidgehalt (Abbildung 11) signifikant gesenkt werden. AuRerdem sollte die
These Uberpruft werden, ob Laurylectoin in der Zelle durch Esterasen wieder in seine
Ausgangsprodukte Ectoin und 1-Dodecanol gespalten wird. Dazu wurde zundchst versucht
ein Laurylether (Abbildung 6B) zu synthetisieren und diesen mit LOH zu vergleichen.
Allerdings zerfiel das Molekll beim Versuch die Schutzgruppe abzuspalten und eine
Wiederholung der Synthese gelang nicht. Deshalb wurde dann mit Hilfe eines *C-
Markierungsexperimentes untersucht, was mit Laurylectoin in die Zelle passiert nachdem es
durch die Zellen aufgenommen wurde. Die Ergebnisse zeigen, dass Ectoin in der Zelle
freigesetzt wird und anschlielend wieder unverdndert fast vollstdndig aus der Zelle
ausgeschleust werden (Tabelle 1). Dies unterstutzt die These, dass Laurylectoin in der Zelle
durch Esterasen gespalten, seine entziindungsprotektive Wirkungen entfalten kann und wieder
unverandert aus der Zelle ausgeschleust wird. Uber diese Methode kénnen so viele weitere
kleine, hydrophobe Molekile in Sdugerzellen transportiert werden, um deren mogliche
Vorteile besser nutzen zu kénnen als ihre Wirkung es von auf’en zulassen wiirde.

Die zweite wichtige Funktion von Lipiden, die in dieser Arbeit gezeigt und untersucht werden
konnte, ist ihre Funktion als Signalmolekiil. Hier wurde der Zusammenhang zwischen der
Endoribonuklease Dicer und der Lipidzusammensetzung von neuronalen Membranen
untersucht. Hierfir wurde ein Mausmodell eingesetzt, in dem Dicer gewebsspezifisch in
Kornerzellen des Kleinhirns ausgeschaltet wurde. In diesem Mausmodell (Dicer fl/fl; Math1-
Cre) konnte bereits ein Defizit im Wachstum von Kérnerzellen, sowie eine verminderte

Proliferation und erhohte Apoptose im Kleinhirn gezeigt werden. In dieser Arbeit konnte nun
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ein moglicher Zusammenhang zwischen den beschriebenen Defiziten und der Abnahme der
Phosphoglycerolipide (Abbildung 17) in den betroffenen Hirnregionen gezeigt werden. Die
Abnahme des Lipidgehaltes hat vermutlich einen Einfluss auf den PI-3K/AKT/mTOR
Signalweg, welcher wiederum Auswirkungen auf die Proliferation und die Apoptose im
Kleinhirn hat. Dieses Ergebnis ist ein gutes Beispiel fir die Signalfunktion von Lipiden in

Zellen.
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4 Experimenteller Teil

4.1 Analytische Methoden

4.1.1 Magnetische Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Die NMR-Spektren wurden in der Zentralanalytik der chemischen Institute der Universitat
Bonn mit Spektrometern der Firma Bruker (Bruker AVI Mars300, Bruker AVI Terra400,
Bruker AVIII HD Prodegy Pollux500 oder Bruker AVIII HD Cryo Sirius700) aufgenommen.
Die jeweiligen Messfrequenzen, Temperaturen und das verwendete Losungsmittel sind bei
den Experimenten angegeben. Die Kalibrierung auf das Protonenrestsignal oder natirliche
13C-Signal der deuterierten Losungsmittel erfolgte gegen Tetramethylsilan (CDsOD: §n = 3.31
ppm, d¢c = 49.0 ppm; CDCls: 6n = 7.24 ppm, 6¢c = 77.0 ppm; CD2Clz: 64 = 5.32 ppm, &c =
53.8 ppm; D20O: &1 = 4.79 ppm). Die Referenzsubstanzen wurden in eine 1 mm Kapillare
gefullt und in einem 5 mm NMR-Rohr, welches das deuterierte Losungsmittel enthielt,
vermessen. Zur eindeutigen Zuordnung der *H- und *C-Signale wurden HH-COSY und CH-
COSY (HMBC, HMQC) -, sowie DEPT-135- und DEPT-90-Experimente durchgefiihrt. Zur
Auswertung der Daten wurde das Programm MestReNova 7.1.1 verwendet. Fir die
Multiplizitaten der NMR-Signale wurden folgende Abkiirzungen verwendet: s = Singulett, d
= Dublett, dd = Dublett von Dubletts, ddt = Dublett von Dublett von Tripletts, t = Triplett, q =
Quartett, gi = Quintett, sept = Septett, m = Multiplett.

4.1.2 Massenspektrometrie (MS)

Die Aufnahme der Massenspektren wurde in der Zentralanalytik der chemischen Institute der
Universitat Bonn durchgefiihrt. An zwei Sektorfeldgeraten MAT 95 XL und MAT 90 der
Firma Thermo Finnigen wurden Massenspektren mit der EI-Methode (Elektronstol3, engl.
electron impact) und ESI-Methode (Elektronensprayionisation) aufgenommen.

Zur Auswertung der Spektren wurden Tabellen des Buches ,,Spektroskopische Methoden der
organischen Chemie hinzugezogen* (Hesse et al. 2005). Aus Griinden der Ubersichtlichkeit
und Bedeutung der Signale werden nur Signale mit einer Intensitdat von 20 % oder mehr

angegeben.
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4.1.3 Gaschromatographie mit Massenspektrometriekopplung (GCMS)

Die Aufnahme der GCMS-Spektren erfolgte am Institut fur organische Chemie und
Biochemie der Universitdt Bonn. Es stand ein GCMS-QP2010 Ultra Gerdt der Firma
Shimadzu aus Kyoto, Japan zur Verfugung. Dieses ist mit einer ZB-5MSi Séule (1 =30 m, @
= 0.25 mm, df = 0.25 um) ausgestattet, welche eine stationédre Phase aus 5% Phenyl- und 95%

Dimethylpolysiloxan enthalt.

4.1.4 Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC)
Die HPLC Analysen wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. E. Galinski im Institut for

Mikrobiologie der Universitiat Bonn durchgefihrt.

4.2 Synthesen

4.2.1 5-Hydroxy-2-methyl-1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-4-carbonséure-
hydrochlorid (Hydroxyectoinhydrochlorid)

OH " OH

+
Ji ji
- 1.25 M HCI
)\N 0] i MeOH )\N OH
H _ H
@) Cl 0]

In einem 50 ml Rundkolben wurden 2.00 g (12.65 mmol) Hydroxyectoin in 10 ml dest.
Wasser gelost. Mit Hilfe einer Spritze wurden 1.05 ml (12.65 mmol) 12 molare Salzséure
hinzugefigt und der Kolben einige Minuten geschwenkt. Das Wasser wurde unter
vermindertem Druck entfernt und anschliefend 10 ml getrocknetes Methanol hinzugegeben,
welches sofort wieder unter vermindertem Druck entfernt wurde. Der Riickstand wurde (ber
Nacht am Vakuum getrocknet. Das Hydrochlorid (2.46 g, 12.65 mmol, quant.) wurde als

farbloser, watteartiger Feststoff erhalten.
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4.2.2 5-Hydroxy-2-methyl-1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-4-
carbonsauremethylester-hydrochlorid (Methylhydroxyectoin)

OH e} + OH

+
HN )J\ HN
)|\ oH —— ¢ & | 0
N MeOH N N
_H 70°C, GN _H
cl cl

In einem 250 ml Rundkolben wurden 2.55 g (13.10 mmol) Hydroxyectoinhydrochlorid in
130 ml getrocknetem Methanol vorgelegt und mittels Eisbad auf 0°C gekihlt. Unter Rihren
wurden bei dieser Temperatur 9.35 ml (10.29 g, 131.00 mmol) Acetylchlorid hinzugegeben.
Die Reaktionslésung wurde Uber Nacht refluxiert und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Der farblose, 6lige Riickstand wurde in 50 ml Cyclohexan aufgenommen und
24 h am Wasserabscheider erhitzt. Nach Entfernung des Losungsmittels unter vermindertem
Druck und Trocknen des Rickstandes am Vakuum, wurde der Methylester (2.46 g,

11.80 mmol, 90%) als farbloser, watteartiger Feststoff erhalten.

8
3
N OH
/H'\Lél
6 O
2 >N 5 ™~
1 N 7
0]

IH-NMR: (CDsOD, 400.1 MHz, 298 K, ppm):

2.30 (s, 3H, H-1), 3.29 (ddt, 1H, 2J(H,H) = 12.0 Hz, 3J(H,H) = 3.0 Hz, H-3a), 3.41 (dt, 1H,
2J(H,H) = 12.0 Hz, ®J(H,H) = 3.0 Hz, H-3b), 3.77 (t, 1H, 3J(H,H) = 3.0 Hz H-5), 4.28 (s, 1H,
H-8), 4.43 (dd, 1H, 3J(H,H) = 3.0 Hz H-4), 4.95 (s, 3H, H-7).

13C{1H}-NMR: (CDsOD, 100.6 MHz, 298 K, ppm):

18.5 (s, 1C, C-1), 43.9 (s, 1C, C-3), 53.9 (s, 1C, C-7), 58.7 (s, 1C, C-5), 59.8(s, 1C, C-4)
162.2 (s, 1C, C-2), 171.1 (s, 1C, C-6).
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4.2.3 5-Hydroxy-2-methyl-1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-4-

carbonsduredodecylester (Laurylhydroxyectoin)

+ OH " OH
HN HN
HO-C,H
)|\ OH —— 22 5 )|\ o
N DCC, DMAP N CqoHaos
o H DMF _ H
o) 0°C, RT Cl o)
3d

In einem 250 ml Rundkolben wurden 2.5 g (12.85 mmol) Hydroxyectoinhydrochlorid in
50 ml DMF vorgelegt und mittels Eisbad auf 0°C gekihlt. Nach Zugabe von 3.9 g
(19.27 mmol) Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und katalytischen Mengen
Dimethylaminopyrimidin (DMAP) wurde die Losung fir 15 min bei 0°C geriihrt. Uber einen
Tropftrichter wurden 75 ml (59.8 mg, 32.11 mmol, 0.83 g - cm™®) 1-Dodecanol in 20 ml DMF
bei 0°C hinzugefiigt. Das Reaktionsgemisch wurde fir 10 min bei 0°C geruhrt und
anschlieBend auf Raumtemperatur erwarmt und fir 3 h bei dieser geruhrt, wobei ein farbloser
Niederschlag ausfiel. Die Suspension wurde filtriert und der farblose Rickstand mit wenig
Dichlormethan gewaschen. Die vereinigten Filtrate wurden bis zur Trockne eingeengt. Nach
der séulenchromatographischen Aufreinigung (SiO2, CHCI3:MeOH =3:2, v/v, Rf = 0.67)
wurde das Produkt (92 mg, 0.03 mmol, 2%) als farbloser Feststoff erhalten.

P OH
HN f
)|\ o 9 11 13 15 17 19
6
N
H 8 10 12 14 16 18

IH-NMR:(CDCls, 400.1 MHz, 298 K, ppm):

0.86 (t, 3H, 3J(H,H) = 8.0 Hz, H-19), 1.25 (m, 18H, H-10 bis H-18), 1.63 (gi, 2H, 3J(H,H) =
8.0 Hz, H-9), 2.21 (dd, 1H, 3J(H,H) = 4.0 Hz, H-4), 2.49 (s, 3H, H-1), 3.27 (dt, 1H, 2J(H,H) =
12.0 Hz, H-3a), 3.51 (ddt, 1H, 2J(H,H) = 12.0 Hz, H-3b), 4.14 (t, 2H, 3J(H,H) = 8.0 Hz, H-8),
4.33 (d, 1H, 3J(H,H) = 4.0 Hz, H-5).
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13C{!H}-NMR: (CDCls, 100.6 MHz, 298 K, ppm):

14.3 (s, 1C, C-19), 22.8 (s, 1C, C-1), 25.9 (s, 1C, C-10), 29.5 bis 29.8 (m, 6C, C-11 bis C-16),
32.1 (s, 1C, C-9), 33.0 (s, 1C, C-17), 63.2 (s, 1C, C-8), 68.0 (s, 1C, C-5), 71.6 (s, 1C, C-4),
157.3 (s, 1C, C-6), 171.5 (s, 1C, C-6).

MS (ESI (+), 4 V), m/z (%): 327.1 (100) [M + H]".

4.2.4 2-Methyl-1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-4-carbonsaurehydrochlorid
(Ectoinhydrochlorid)

* *
+ +
HN| * HN| *
- 1.25 M HCI
>

)«\N o~ in MeOH /kN o~ H
% *

H _H

) Cl @)

In einem 50 ml Rundkolben wurden (0.17 mmol) C-Ectoin in 1 ml Methanol vorgelegt.
Mittels einer Pipette wurden 135 pl einer 1.25 M HCI-Lésung in Methanol unter Rihren
hinzugegeben. Nach kurzem Rihren wurde das Loésungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Der Rlckstand wurde am Vakuum getrocknet. Das Hydrochlorid (31 mg, 0.17 mmol,

quant.) wurde als farbloses Pulver erhalten.

4.2.5 2-Methyl-1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-4-carbonsauredodecylester  (**C-

Laurylectoin)

* *
+ +
HN| * HN| *
HO-C1oH2s
)\ Nk OH —_— > * * N\ O\
X N DCC, DMAP . N CiaHas
o M CH3CN _ A
O OOC, RT Cl O

3h

In einem 50 ml Rundkolben wurden 25 mg (0.17 mmol) C-Ectoin in 25 ml Acetonitril

vorgelegt und mittels Eisbad auf 0°C gekuhlt. Nach der Zugabe von 73 mg (0.35 mmol) DCC
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und katalytischen Mengen DMAP wurde die Lésung fiir 15 min bei 0°C geriihrt. Uber eine
Pipette wurden 42 pl (34.6 mg, 0.19 mmol, 0.83g:cm?®) 1-Dodecanol tropfenweise
hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde auf Raumtemperatur erwarmt und fur 3 d bei
dieser gerthrt. Anschlielend wurde die farblose Suspension filtriert und der farblose
Rickstand mit wenig Acetonitril gewaschen. Das Filtrat wurde bis zur Trockne eingeengt.
Nach der sdulenchromatographischen Aufreinigung (SiO2, CHCIz:MeOH = 3:2, v/v, Rs = 0.67)
wurde das Produkt (270 mg, 0.87 mmol, 15.5%) als farbloser Feststoff erhalten.

+
HN 4
5 O 8 10 1 14 16 18

IH-NMR:( CDsOD, 499.1 MHz, 298 K, ppm):

0.90 (t, 3H, H-18), 1.29 (m, 20H, H-8 bis H-17), 1.72 (m, 2H, H-3), 1.85 (m, 2H, 3J(H,H) =
5.0 Hz, H-4), 2.16 (s, 3H, H-1), 3.54 (t, 1H, 3J(H,H) = 5.0 Hz, H-5), 4.22 (t, 2H, 3J(H,H) = 5.0
Hz, H-7).

13C{1H}-NMR: (CDsOD, 125.5 MHz, 298 K, ppm):
14.4 (s, 1C, C-18), 21.8 (s, 1C, C-1), 23.7 (s, 1C, C-17), 30.3 bis 30.7 (m, 8C, C-8 bis C-15),

33.1 (s, 1C, C-16), 34.7 (s, 1C, C-4), 52.2 (s, 1C, C-3), 63.0 (s, 1C, C-5), 67.4 (s, 1C, C-7),
159.9 (s, 1C, C-2), 170.9 (s, 1C, C-6).

4.2.6 Laurylether mit Schutzgruppe

+ OH 0

~N
HN| C|-C12H25 N| C12H25
NaH, DMF
(0] 2 > (0]
)\N N 0°C, RT )\N ™~
- H 7h H

In einem 250 ml Rundkolben wurden 2.4 g (11.5 mmol) Methylhydroxyectoinhydrochlorid in
50 ml DMF vorgelegt und mittels Eisbad auf 0°C gekihlt. Eine Suspension aus 600 mg
(25.3 mmol) Natriumhydrid in 20 ml DMF wurden bei 0°C hinzugetropft. Die farblose
Suspension wurde fiir zwei Stunden bei RT gertihrt. Uber eine Spritze wurden 3 ml (2.6 g,
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12.7mmol, 0.86g-cm3) 1-Chlordodecan tropfenweise hinzugegeben und das
Reaktionsgemisch bei Raumtemperatur fir 5h gerthrt. AnschlieBend wurde das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der beige Rickstand am Vakuum
getrocknet. Dieser wurde in 50 ml dest. Wasser aufgenommen und zweimal mit je 25 ml
Diethylether extrahiert. Die wassrige Phase wurde mittels 2 M HCI auf einen pH-Wert von 3-
4 eingestellt und finfmal mit je 20 ml Essigséureethylester extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet. Die Suspension wurde filtriert,
der Ruckstand mit 10 ml Essigsdureethylester gewaschen und die vereinigten Filtrate bis zur
Trockne eingeengt. Nach der s&ulenchromatographischen  Aufreinigung (SiOa,
CHCIl3:MeOH = 3:2, v/v, Rf = 0.16) wurde das Produkt (117 mg, 0.14 mmol, 3%) als farbloser

Feststoff erhalten.

MS (El, 4 eV), m/z (%): 341.1 (100) [M]".

4.2.7 Schutzgruppe abspalten

o} 0
+ \ \
HN| CyoHas Nl CiaHas
0.75 M LiOH
O —_—— OH

)\N . 33% THF-EtOH )\N
cl- H H

0

In einem 10 ml Rundkolben wurden 117 mg (0.14 mmol) Laurylether in 5 ml 33% THF-
Ethanol geldst. Bei RT wurden 2.5ml (1.88 mmol, 45 mg) einer 0.75 M LiOH-L&sung
hinzugegeben. Nach 23 h wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und
der farblose Riickstand in 2.5 ml Wasser und 3.5 ml Diethylether geldst. Die wéssrige Phase
wurde mit Hilfe von 2 M HCI auf einen pH-Wert von 1 - 2 eingestellt und zweimal mit je
2 ml Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber Natriumsulfat
getrocknet. Nach Filtration wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Die

GCMS-Analyse des farblosen Riickstandes ergab eine unselektive Reaktion.
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4.3 Zelllinien

4.3.1 Makrophagen

Makrophagen sind Leukozyten und zéhlen somit zu den Zellen des Immunsystems. Sie
dienen der Beseitigung von Mikroorganismen durch Phagozytose und kdnnen den
Organismus durch Ausschittung von Botenstoffen, beispielsweise Zytokine, warnen und so
systemische Wirkung, wie Fieber, auslosen. In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene
Mausmakrophagen-ahnliche Zelllinien, RAW 264.7 und J-774, verwendet.

Die Zelllinie RAW 264.7 wurde aus einer Makrophagen-Praparation einer BAB/14 Maus
etabliert, die sich aufgrund von Infektionen mit dem Abelson-Maus-Leukamievirus (Ab-MLV)
und einem ecotropen MLV Tumor entwickelt hatte (Raschke et al. 1978).

Die Zelllinie J-774 stammt aus einem Tumor der BALB/c-Maus. Sie ist semi-adharent und
produziert standig Interleukin-1. Dextransulfat, p-Phenylendiamin und LPS inhibieren das
Wachstum der Zellen (Ralph et al. 1975).

4.3.2 Murine embryonale Fibroblasten (MEFs)

MEFs sind primére Zellen, die aus Mausembryonen isoliert wurden. Ihnen fehlt im Gegensatz
zu Zelllinien die Immortalisierung, weshalb sie den Zellen in einem Organismus ahnlicher
sind. In dieser Arbeit wurden allerdings zwei verschiedene MEFs verwendet, die durch
Fusionierung mit Tumorzellen Zellteilungsfahigkeiten aufweisen. Die eine Zelllinie stammt
aus einer wildtype Black-6-Maus und die andere aus einer knock-out Black-6-Maus. Bei

Letzterer wurde die S1P-Lyase ausgeschaltet (Lim und Dobson 2012).

4.3.3 Kornerzellen und Gewebe des Kleinhirns

Das anteriore und posteriore Gewebe des Kleinhirns sowie die Kérnerzellen wurden aus Dicer
flox/flox Mé&usen (Murchison et al. 2005) und jeweiligen Kontrolltieren entnommen. Die

Préparation erfolgte am Institut fur Anatomie und Zellbiologie der Universitit Bonn.

4.4 Kultivierung der Zellen

Die Zellen wurden mit zwei verschiedenen Medien behandelt. Das Wachstumsmedium
besteht aus DMEM mit einem Zusatz von 10% FKS und 1% Penicillin/Streptomycin und das
Inkubationsmedium aus MEM mit einem Zusatz von 0.3% FKS und 1%
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Penicillin/Streptomycin. Zum Einfrieren der Zellen wurde ein Einfriermedium verwendet

bestehend aus Wachstumsmedium und DMSO im Verhaltnis von 4.5:1.

4.4.1 Auftauen der Zellen

Die verschiedenen Zelllinien wurden bei 37°C im Wasserbad aufgetaut. AnschlieRend wurde
die Zellsuspension in 2 ml FKS gegeben und 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgesaugt und das Zellpellet in 1 ml Wachstumsmedium resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde in eine mit 1 ml FKS und 5 mL Wachstumsmedium gefiillte 25 cm?
Zellkulturflasche gegeben. Die Zellen wurden fiir 24 h bei 37°C und 5% CO- im Brutschrank

kultiviert.

4.4.2 Umsetzung der Zellen

Bei einer Konfluenz von mind. 80% wurden die Zellen in gréRere (75 oder 175cm?)
Kulturflaschen umgesetzt.

Hierzu wurde bei adharenten Zellen das Medium abgesaugt und der Zellrasen mit PBS (37°C)
gewaschen. Anschlielend wurde eine Trypsin/EDTA-L6sung hinzugegeben und die
Zellkulturflasche fir 3 min bei 40°C inkubiert, um die Zellen vom Boden zu lésen. Zur
Neutralisation wurde Wachstumsmedium zu der entstandenen Zellsuspension gegeben und
diese mit Hilfe einer Pasteurpipette in ein Zentrifugenréhrchen tberfihrt.

Bei semi-adhdrenten Zellen wurden die Zellen mit einem Zellschaber vom Boden der
Zellkulturflasche gel6st und die Suspension in ein Zentrifugenréhrchen tberflhrt

Nach 7 min bei 1200 rpm in der Zentrifuge, wurde der Uberstand abgesaugt und das
Zellpellet in Wachstumsmedium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in eine mit FKS
und Wachstumsmedium vorbereitete Zellkulturflasche gegeben und fur 24 h bei 37°C und 5%

CO- im Brutschrank kultiviert.

4.4.3 Einfrieren der Zellen

Sobald der Zellkulturflaschenboden konfluent war, konnten die Zellen eingefroren werden.
Bei adhdrenten Zellen wurde das Medium abgesaugt und der Zellrasen mit PBS (37°C)
gewaschen. Nach Zugabe von Trypsin/EDTA-LOsung wurde die Zellkulturflasche fir 3 min

bei 40°C inkubiert, um die Zellen vom Boden zu lésen. Durch Zugabe des
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Wachstumsmediums wurde die Trypsinierung unterbrochen und die entstandene
Zellsuspension in ein Zentrifugenréhrchen tberfuhrt.

Die semi-adharenten Zellen wurden mittels Zellschaber im Medium vom Boden geldst und
die Suspension mit Hilfe einer Pasteurpipette in ein Zentrifugenréhrchen Gberfihrt.

Das Rohrchen wurde 7 min bei 1200 rpm zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das
Zellpellet in FKS resuspendiert. Nach langsamer Zugabe des Einfriermediums wurden jeweils

1.8 ml der Zellsuspension in Kryordhrchen bei -80°C eingefroren.

4.4.4 Aussaen der Zellen

Bei einer Konfluenz von mindestens 90% wurden die Zellen fur die Versuche in Petrischalen
ausgesat.

Hierzu wurde bei den adharenten Zellen das Medium angesaugt und der Zellrasen mit PBS
(37°C) gewaschen. AnschlieRend wurde eine Trypsin/EDTA-L6sung auf die Zellen gegeben
und fur 3 min bei 40°C inkubiert, um die Zellen vom Boden der Flasche zu losen. Zur
Neutralisation wurde Wachstumsmedium hinzugegeben und die Suspension in ein
Zentrifugenréhrchen tberfiihrt.

Die semi-adhdrenten Zellen wurden im Medium mit einem Zellschaber vom Boden der
Zellkulturflasche gel6st und die Suspension in ein Zentrifugenréhrchen tberfiihrt.

Das Rohrchen wurde 7 min bei 1200 rpm zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Das
Zellpellet wurde in Wachstumsmedium resuspendiert und in 21 cm? Petrischalen gegeben,
welche mit 0.5 ml FKS und 1 ml Wachstumsmedium beschichtet waren. Die Zellen wurden
bei 37°C und 5% CO; im Brutschrank kultiviert, so dass eine Konfluenz von 60-70% erreicht

wurde.

4.4.5 Vorinkubation mit Ectoinderivaten bzw. CTAB

Fur die Versuche wurde das Wachstumsmedium entfernt und der Zellrasen zweimal mit je
1 ml Inkubationsmedium gewaschen. AnschlieBend wurden die 5 mM Stammlésungen der
Ectoinderivate mit Inkubationsmedium auf eine Konzentration von 25 uM fiir Ectoin und
Hydroxyectoin bzw. 5 uM und 25 uM fiir Laurylectoin, Laurylhydroxyectoin und CTAB
verdunnt. Die Zellen wurden in diesen Medien fiir 1 h bei 37°C und 5% CO- im Brutschrank

vorinkubiert.
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4.4.6 Behandlung der Zellen mit LPS

Nach der Vorinkubation wurde zu den Zellen eine LPS Lésung gegeben, so dass eine
Endkonzentration von 100 ng/ml erreicht wurde. Die Zellen wurden flr weitere 2 h bei 37°C
und 5% COz im Brutschrank inkubiert.

4.4.7 Inkubation der Zellen mit **C-Laurylectoin

Fur den Versuch wurden die Zellen wie in 4.4.2 beschrieben in 175 cm? Zellkulturflaschen
kultiviert. AnschlieBend wurde das Wachstumsmedium entfernt und der Zellrasen zweimal
mit je 10 ml Inkubationsmedium gewaschen. Die 5 mM Stammlosung des *C-Laurylectoins
wurde mit Inkubationsmedium auf eine Konzentration von 25 uM verdunnt und die Zellen in
diesem Medium fir 3h bei 37°C und 5% CO: im Brutschrank inkubiert. Das
Inkubationsmedium wurde abgenommen, die Zellen zweimal mit je 10 ml PBS (37°C)
gewaschen und die Zellen geerntet. Die drei gesammelten Fraktionen (Inkubationsmedium,
PBS-Waschlésung und Zellpellet) wurden mittels HPLC auf *3C-Ectoin und dessen mégliche
Abbauprodukte untersucht.

4.5 Untersuchung der Genexpression auf RNA-Ebene

4.5.1 RNA-Isolation

Fur die Isolation und Aufreinigung der RNA wurde das RNesay Kit der Firma Qiagen nach
Herstellerangaben verwendet.

Ernten und Homogenisieren

Das Medium wurde entfernt und der Zellrasen zweimal mit je 1 ml PBS (37°C) gewaschen.
Auf den Zellrasen wurden 1.5 ml RLT-Puffer (enthielt 10 pl Mercaptoethanol pro ml RLT)
gegeben. Mit Hilfe eines Zellschabers wurden die Zellen vom Boden gel6st und in zwei 2 ml
Eppendorfgefalie Gberfuhrt. Nach Zugabe einer Stahlkugel wurde das Zelllysat zweimal fir je
2 min bei 20 Hz im Mixer Mill aufgeschlossen. In jedes Eppendorfgefa wurden 750 pl
70%iges Ethanol gegeben und durch sofortiges Auf- und Abpipettieren gemischt.

Saulenauftrag
Jeweils 600 ul der Probe wurden auf eine RNeasy Mini Spin Column gegeben und fur 30 s
bei 10000 rpm zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen und der Vorgang solange

wiederholt bis das Lysat vollstandig aufgetragen war.
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DNase Verdau und Aufreinigung

Die an die Saulenmembran gebundene RNA wurde mit 350 ul RW1Puffer gewaschen. Der
Durchlauf wurde, wie auch in den folgenden Schritten, nach der Zentrifugation bei 10000 rpm
fur 30s verworfen. Zum Abbau der DNA wurden 80 pl DNAse-Reagenz (7:1 RDD-
Puffer/DNAse) direkt auf die Membran gegeben und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurden abermals 350 pul RW1-Puffer hinzugegeben und fir 30 s bei 10000 rpm
zentrifugiert. Die Sdule wurde in ein neues 2 ml EppendorfgefaR gestellt und die RNA mit
500 pl RPE-Puffer gewaschen und fiir 30 s bei 10000 rpm zentrifugiert. Der VVorgang wurde
wiederholt, nur diesmal fir 2 min bei 10000 rpm zentrifugiert. Anschliefend wurde die Séule
wieder in ein neues 2 ml Eppendorfgefal gestellt und 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert.

Zuletzt wurde die Sdule in ein neues 1.5 ml EppendorfgefaR gestellt.

Eluierung der RNA
Um die RNA zu eluieren wurde auf die Membran der Séule zweimal je 30 pl RNase-freies
Wasser gegeben und zweimal fur 1 min bei 10000 rpm zentrifugiert. Anschlieend ist eine

Lagerung bei -80°C moglich.

4.5.2 RNA-Quantifizierung mittels Photometer

Zur Quantifizierung der isolierten RNA wurde diese mit RNase-freiem Wasser verdiinnt (1:35)
und im Photometer bei einer Wellenldnge von 260 nm vermessen, dem Absorptionsmaximum
von Nukleinsduren fur UV-Licht. Um die Reinheit zu bestimmen, wurde zusatzlich die
Absorption bei 280 nm gemessen. Die Endkonzentration der RNA, sowie der Reinheitsgrad

lassen sich Uber folgende Formeln bestimmen:
c [%] = Opeopm "V U 100071

0260nm

Reinheit =
a280nm

mit:
azeonm = Absorption bei 260 nm

azgonm = Absorption bei 280 nm
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v = Verdunnungsfaktor (35)
u = Umrechnungsfaktor (40 pg/ml)

Bei einem Reinheitsgrad zwischen 1.6 und 1.8 wurde die RNA als frei von Verunreinigung

mit Proteinen betrachtet.

4.5.3 RNA Qualifizierung mittels Agarosegelelektrophorese

Um die Integritit der RNA zu uberprifen, wurde sie mittels Agarosegelelektrophorese
qualifiziert. Hierzu wurde ein 1,5%iges Agarosegel in TAE-Puffer (1x) mit 10 pl
Ethidiumbromid, welches der Detektierung unter UV-Licht dient, verwendet. Die RNA wurde
auf eine einheitliche Konzentration von 1 pg mit RNase-freiem Wasser verdinnt und mit 2 pl
RNA-Ladepuffer (10x) versetzt. Die Proben wurden aufgetragen und durch ein elektrisches
Feld die negativ geladenen Nucleinsduren durch die Gelmatrix nach ihrer GroRe getrennt.
Anschlielend wurde eine Aufnahme des Gels mit der AlphaDigiDoc angefertigt. Bei intakter
RNA sind die 28S- und 18S-Bande ribosomaler RNA in einem Intensitatsverhéltnis von 2:1
zu erkennen. Nur RNA, welche ein Laufverhalten wie in Abbildung 20 zeigte, wurde

weiterverwendet.

28 S

18 S

Abbildung 20: rRNA-Banden nach Gelelktrophorese.

4.5.4 Reverse Transkription

Zur Untersuchung der Expression bestimmter Gene auf RNA-Ebene mittels qRT-PCR (4.5.5)
muss die isolierte RNA in cDNA umgeschrieben werden. Dies geschieht mit Hilfe der
reversen Transkription. Hierzu wurde die RNA auf eine einheitliche Konzentration zwischen
250 und 500 ng/pl verdinnt. 8 ul der verdiinnten RNA wurden mit 1 pl dNTP-Mix (je 10 uM
der Desoxynucleosidtriphosphate) und 1 pl random hexamer Primer (Mix aus sechs
Oligonucleotiden mit zufélligen Sequenzen, so dass diese an jeder Position der RNA binden
kdnnen) versetzt und zur Denaturierung der Sekundarstruktur der RNA fur 5 min auf 65°C
erwarmt und anschlieRend fur 2 min auf 0°C abgekihlt. Nach Zugabe von 2 pl RT-Puffer
(10x), 4 pl MgCl, (25mM), 2ul DTT (0.1 M), 1l RNase Out (40 U/ul) und 1 pl
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SuperScript 11l Reverse Transkriptase (200 U/pl) wurden bei 25°C fir 10 min die random
hexamere an die RNA angelagert und die cDNA bei 50°C fir 50 min synthetisiert. Die
Reaktion wurde durch Erwdrmen auf 85°C flr 5 min beendet und dann fur 2 min auf 0°C
gekunhlt. AnschlieRend war eine Lagerung bei -80°C mdglich.

4.5.5 Quantitative real time PCR (qQRT-PCR)

Die gRT-PCR (quantitative real time polymerase chain reaction) ist eine Methode zur
Vervielfaltigung der DNA in-vitro. Der Verlauf der PCR und die Quantifizierung der
Expression bestimmter Gene werden mit Hilfe von Fluoreszenzmessungen uberprift. Hierbei
ist anfangs die Template-Menge begrenzt, wodurch die Fluoreszenz langsam ansteigt. Wenn
die DNA knstlich in mehreren Zyklen durch eine thermostabile Taq-Polymerase (Thermus
aquaticus) vervielféltigt wird, steigt die Fluoreszenz exponentiell an. Wenn das Substrat
verbraucht ist, kommt die Fluoreszenz zum Erliegen. Um eine quantitative Aussage Uber die
Genexpression treffen zu konnen, wird der sog. Ct-Wert (Cycle Threshold) zur Auswertung

herangezogen. An diesem Punkt steigt die Fluoreszenz erstmals signifikant an (Holzapfel und
Wickert 2007).
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Abbildung 21: Beispiel einer intakten Schmelzkurve.

Die Fluoreszenz kann je nach System auf unterschiedliche Weise an die cDNA binden und
somit detektiert werden. In dieser Arbeit wurde der fluoreszierende Farbstoff SensiFAST™
SYBR Hi-ROX der Firma Bioline verwendet, der sich in die kleinen Furchen der

doppelstrangigen DNA einlagert. Allerdings kann der Farbstoff auch unter unglnstigen
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Bedingungen mit Primer-Dimeren oder PCR-Beiprodukten reagieren. Dies kann durch eine
Schmelzkurvenanalyse am Ende der PCR uberprift werden (Abbildung 21). Wenn die
Schmelzkurvenanalyse nur ein Signal zeigt, war die gqRT-PCR erfolgreich.

Zur praktischen Durchflihrung der qRT-PCR wurde fir jede Probe 1 pul cDNA zusammen mit
7.4 pl RNase-freiem Wasser und je 0.8 pl forward und reverse Primer (jeweils 20 pM), sowie
10 ul SensiFAST™ SYBR Hi ROX (2x) in eine randlose PCR-Platte gegeben. Der
SensiFAST™ SYBR Hi-ROX Mastermix enthilt SYBR® Green | dye, dNTPs, Stabilisatoren
und eine DNA-Sequenz, die das Ablesen eines Gens verstarkt. Anschliefend wurde die Platte
kurz zentrifugiert und in das gRT-PCR Gerét von Bio-Rad eingesetzt. Zunachst wurde fir
2 min die Temperatur auf 95°C erhoht und so das Hot Start Enzym aktiviert. AnschlieRend
wurde ein 2-Stufen-Zyklus, bestehend aus dem Denaturierungsschritt (5 s bei 95°C) und dem
Annealingschritt (30 s bei 60°C), 40-mal wiederholt und nach jedem Zyklus wurde die
Fluoreszenz gemessen. Zum Abschluss wurde die Temperatur auf 40°C gesenkt.

Die Primer des Referenzgens 18S und der Zielsequenzen wurden mit Hilfe des Programms

von NCBI (National Center fur Biotechnology Information) designt (Tabelle 2).

Gen Primer
18S 5”-aaatcagttatggttccttggtc-3” (forward)
5’-gctctagaattaccacagttatccaa-3" (reverse)
COX-2 5"-tcatgaaatatgtgctgacatcc-3” (forward)
5 -tgtagtaggagaggttggagaagg-3” (reverse)
IL-1 5”-aatctcgcagcagcacatca-3” (forward)
5”-acgggaaagacacaggtagc-3”(reverse)
IL-6 5”-gtggctaaggaccaagacca-3” (forward)
5"-ataacgcactaggtttgccga-3(reverse)
IL-10 5"-gcatggcccagaaatcaagg-3 (forward)
5"-aatcgatgacagcgcctcag-3”(reverse)
TNF-o 5"-accgtcagccgatttgctat-3” (forward)
5’-ccggactccgcaaagtctaa-3”(reverse)

Tabelle 2: verwendetet Primersequenzen (Mus musculus).

4.5.6 Auswertung der gRT-PCR
Zur relativen Quantifizierung der Ausgangsmenge der DNA werden zwei verschiedene
Methoden herangezogen. Bei Beiden wird der Ct-Wert verwendet, welcher den Zyklus

bezeichnet, an dem die Fluoreszenz erstmals einen definierten Schwellenwert signifikant

56



uberschreitet. An diesem Punkt befindet sich in jeder Probe die gleiche Menge synthetisierter
DNA. Die Anzahl der Zyklen (Ct-Wert), die bendtigt werden um die Menge zu erreichen, gibt

einen Aufschluss tber die relative Ausgangsmenge der DNA.

Standardkurven Methode

Bei dieser Methode wird fiir jedes Gen anhand der Ct-Werte der Standards mit bekannter
Konzentration eine Standardkurve erstellt und die relative Menge der Targetgene berechnet.
Diese werden dann nach der Mittelwertbestimmung auf das Referenzgen normalisiert und

abschlieRend auf eine Probe des entsprechenden Gens (LPS) normiert.

AACt-Methode

Hier wird zundchst der Mittelwert der Ct-Werte gebildet und von diesem der entsprechende
Ct-Wert des Referenzgens abgezogen (ACt-Wert). Nach Subtraktion der Ct-Werte der
Normierungsprobe (LPS) (AACt-Wert) wird mit Hilfe der unten aufgefihrten Formel die

relative Transkriptmenge der jeweiligen Gene bestimmt.

T = _ZAACt

4.6 Untersuchung auf Lipidebene

4.6.1 Zellernte fr Lipide

Die gesamte Zellernte wurde auf Eis durchgefihrt. Bei adhdrenten Zellen wurde das Medium
entfernt und die Zellen zweimal mit je 1 ml eiskaltem PBS gewaschen. Daraufhin wurde 1 ml
des eiskalten PBS auf den Zellenrasen gegeben und dieser mit Hilfe eines Zellschabers von
der Petrischale abgelost. Dies wurde wiederholt, um mdoglichst viele Zellen aus der
Petrischale zu lgsen. Die Zellsuspension wurde in ein Schraubkappenglas (SKG) uberfiihrt
und fur 10 min bei 4°C und 4000 rpm zentrifugiert. AbschlieRend wurde der Uberstand

verworfen und das Zellpellet in 400 ul ddH2O aufgenommen.

4.6.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Um eine VergleichsgroRe fir die Zellmengen zu haben, wurde eine Proteinbestimmung nach
dem von Bradford 1976 entwickelten Assay durchgefiihrt (Lottspeich 1998). Dabei bildet der
Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brillant-Blue G-250 in saurer LOsung mit den
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Seitenketten von Proteinen Komplexe. Die ungebundene, rote Form des Farbstoffs hat ein
Absorptionsmaximum von 470 nm. Durch die Komplexbildung &ndert der Farbstoff seine
Farbe zu blau und wird stabilisiert. Das Absorptionsmaximum verschiebt sich dabei auf
595 nm. Da der Extinktionskoeffizient des Farbstoff-Protein-Komplexes viel héher ist als der
des freien Farbstoffs, kann die Zunahme der Absorption bei 595 nm durch die Bildung des
Komplexes mit hoher Empfindlichkeit gegen das freie Farbreagenz photometrisch gemessen
werden und ist somit ein Mal3 fir die Proteinkonzentration der Losung. Da das MaR der
Farbreaktion vom Protein abhéngig ist, ist zur Konzentrationsbestimmung eine Kalibrierung
notwendig. Zur Kalibrierung wird das Standardprotein BSA (Rinderserumalbumin)
verwendet.

Praktisch wurden 200 ul einer Coomassie-Brillant-Blue G-250-Ldsung zusammen mit 5 pl
der Proteinprobe und 15 pl ddH20 in eine Mirkotiterplatte gegeben. Nach 10 min Inkubation
bei Raumtemperatur wurde die Extinktion bei 595 nm vermessen. Die Standardkurve wurde
aus einer BSA-Stammldsung mit einer Konzentration von 250 pg/ml hergestellt. Alle

Messungen wurden in Doppelbestimmung durchgefihrt.

4.6.3 Aufarbeitung der Lipide (van Echten-Deckert 2000)

Extraktion der Lipide

Zu den 390 pl Zell- oder Gewebssuspension wurden 5.85 ml eines 2:1 Chloroform/Methanol-
Gemisches gegeben und kurz gevortext. Die Schraubkappenglaser wurden mit Parafilm
abgedichtet und fur 24 h bei 48°C im Schuttelbad extrahiert.

Filtration der Lipide

Fir die Filtration wurden lange Pasteurpipetten ca. 1 cm hoch mit Watte gestopft (=Filter)
und mit 500 pl Extraktionsmittel (ExMi: Chloroform/Methanol/ddH20 = 20:10:2) gespult.
Unter die Filter wurden Schraubkappenglaser gestellt und die Proben auf die Filter gegeben.
Die Probengléser wurden dreimal mit je 500 ul ExMi gespult und ebenfalls auf die Filter
gegeben. Nachdem der Filter abermals mit 500 ul ExMi gespult wurde, wurden die

vereinigten Filtrate unter Warmezufuhr und N2-Strom eingedampft.

Alkalische Hydrolyse
Um auf der Dinnschichtchromatographieplatte die Glycosphingolipide besser identifizieren
zu konnen, werden die Phosphorlipide durch eine alkalische Hydrolyse entfernt. Dazu wurden

die nach der Filtration eingedampften Proben in 2.5 ml Methanol aufgenommen und 10 min
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im Ultraschallbad sonifiziert. Nach Zugabe von 62.5 pl 4M NaOH-L6sung wurden die Proben
gevortext, die Deckel mit Parafilm verschlossen und fur 2 h bei 37°C im Wasserschuttelbad
hydrolysiert. Zur Neutralisation wurden 10 pl Eisessig hinzugegeben und durch Vortexen

gemischt. AnschlieBend wurden die Proben unter Warmezufuhr und N2-Strom eingedampft.

Entsalzen

Nach der alkalischen Hydrolyse mussen die Lipide von den Salzen und anderen polaren
Verunreinigungen durch eine reverse phase Chromatographie (RP-18) befreit werden. Hierzu
wurden lange Pasteurpipetten mit Glaswolle gestopft und 750 pl einer RP-18-Suspension
hinzugegeben, sodass ein ca. 2 cm hohes S&ulchen generiert wurde. Dieses wurde zweimal
mit je 1 ml theoretischer Oberphase (Chloroform/Methanol/ 0.1 M KCI = 6:96:94) gespult.
Die Proben wurden in 1 ml Methanol aufgenommen und 10 min im Ultraschallbad sonifiziert.
Nach Zugabe von 1 ml 300 MM NH4OAc-LGsung in H2O wurden die Proben auf die
Saulchen aufgetragen. Die Probengefalle wurden zweimal mit je 500 pl 200 mM NH4OAc-
Losung in MeOH/H.O = 1:1 nachgespilt und aufgetragen. Anschliefend wurden die
Saulchen sechsmal mit je 1ml ddH.O gespilt. Neue Schraubkappengldser wurden
untergestellt und die Lipide schrittweise mit 1 ml Methanol und achtmal mit je 1 ml
Chloroform/Methanol = 1:1 eluiert. Das Eluat wurde unter Wéarmezufuhr und N»-Strom

eingedampft.

Trennung in neutrale und anionische Lipide

Zur Trennung der Lipide mittels anion-exchange-chromatography wurden lange
Pasteurpipetten mit Glaswolle gestopft und 1 ml einer DEAE-Sephadex-A25 Suspension
hinzugegeben, sodass ein ca. 2 cm hohes Séaulchen generiert wurde. Dieses wurde mit 1 ml
Methanol und dreimal mit je 1ml CHCIl/MeOH/ddH.0O = 3:7:1 gespult. Nachdem
Schraubkappengldser  untergestellt  wurden, wurden die  Proben in 1ml
CHCI3/MeOH/H20 = 3:7:1 gel6st und 5 min im Ultraschallbad sonifiziert. Die Proben
wurden  aufgetragen und die neutralen Lipide sechsmal mit je 1ml
CHCI3/MeOH/H20 = 3:7:1eluiert.  AnschlieBend wurden neue Schraubkappengléaser
untergestellt und die anionischen Lipide sechsmal mit je 1 ml CHCl3/MeOH/NHsOAc
(0,8 M) =3:7:1 eluiert. Die beiden Fraktionen wurden unter Warmezufuhr und N2-Strom

eingedampft.
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4.6.4 Duinnschichtchromatographie

Zur Auftrennung der Lipide wurden diese in 400 ul ExMi aufgenommen und in ein
Eppendorfgefal? Gberfihrt. Nach Entfernung des Losungsmittels unter Warmezufuhr und No»-
Strom  wurden die Lipide in 25yl  ExMi gelést und auf eine
Dinnschichtchromatographieplatte (DC-Platte), welche zuvor 1h bei 100°C getrocknet
wurde, aufgetragen. Die Standards wurden in einer Konzentration von 5-10 nmol aufgetragen.
Die DC-Platte wurde Uber Nacht im Exsikkator getrocknet und der DC-Tank mit dem
entsprechenden Laufmittel tber Nacht equilibriert. Fur Ceramide, Cholesterol und Fettsauren
wurde ein Laufmittelgemisch aus Chloroform/Methanol/Eisessig = 190:9:1 verwendet und fr
anionische und neutrale Lipide ein Laufmittelgemisch aus Chloroform/Methanol/0.22%
CaCl, = 60:35:8. Je nach Laufmittel dauerte die Chromatographie 1.5 bis 2 h. Die DC-Platte
wurde danach fir 1 h bei Raumtemperatur getrocknet und dann visualisiert.

Zur Visualisierung der Lipide gibt es zwei verschiedene Moglichkeiten, durch loddampfe
oder Verkohlung. Fur die erste Methode wurde lod in eine Kammer gegeben und die Platte so
auf die Kammer gelegt, dass sie diese verschlielt und die aufsteigenden loddampfe die
Banden féarben. Bei der zweiten Methode wurde die Platte in eine Loésung aus 8%iger
Phosphorséure und 10%igem Kupfersulfat getaucht. Bei 180°C wurde die DC-Platte fur mind.

10 min erhitzt, wodurch die Lipide verkohlen.
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6 Anhang

Abkurzungsverzeichnis

18S
28S
Abb.
Aq.
AS
BSA
bzw.
°C

ca.
cDNA
Cer

cm
COX-2
Ct-Wert

DAG
dd

DC
DCC
ddH20
DEAE
DEPT
d.h.
DMAP
DMEM
DMSO
DNA
DNAse
dNTP Mix
EDTA
El

ESI

ribosomale RNA 18S

ribosomale RNA 28S

Abbildung

Aquivalente

Arachidonséure

Bovin Serum Albumin
beziehungsweise

Grad Celsius

cirka

complementary DNA

Ceramide

Zentimeter

Cyclooxygenase-2

Cycle Threshold

Dublett

1,2-Diacylglycerol

Dublett von Dubletts
Dinnschichtchromatographie
Dicyclohexylcarbodiimid

doppelt deionisiertes Wasser
Diethylaminoethyl

Distortionless Enhancement by Polarisation Transfer
das heifit

p-Dimethylaminopyridin
Dulbecco’s modified eagle medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonucleinsdure, engl. deoxyribonucleic acid
Desoxyribonuclease
Desoxynucleotid Mix
Ethylendiamintetraacetat
ElektronstoR, engl. electron impac

Elektronenspray-lonisation
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et al. und andere

etc. et cetera

Et,O0 Diethylether

EtOH Ethanol

FKS Fetales Kélberserum

g Gramm

GalCer Galaktosylceramide

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
GCMS Gaschromatographie mit Massenspektrometrie
GlcCer Glucosylceramide

h Stunde

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Correlation
HMQC Heteronuclear Quantum Coherence

Hz Hertz

IL Interleukin

K Kontrolle

I Liter

LacCer Lactosylceramide

LE Laurylectoin

LOH Laurylhydroxyectoin

LPS Lipopolysaccarid

m Multiplett / mittel

M Molare Masse/Molaritét

mbar Millibar

MEM Minimum Essential Medium

MeOH Methanol

mg Milligramm

min Minute

ml Milliliter

mM Millimolar

mmol Millimol

mol Mol

MS Massenspektrometrie

NF-xB nuclear factor “kappa-light-chain-enhancer” of activated B-cells
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NMR
NTC

PBS

PC

PCR

PE

Pl

PIP

PIP,

ppm

q
gRT-PCR
RT

RNA
RNAse
RP
RT-PCR
rpm

S

sept

t

Tab.

TAE Puffer
Tag-Polymerase
TFA
THF
TNF

uv

Hg
ul
Y
V

Magnetische Kernresonanzspektroskopie,
no template control

phosphatgepufferte Salzlésung
Phosphatidylcholine

Polymerase Kettenreaktion, engl. polymerase chain reaction

Phosphatidylethanolamin
Phosphatidylinositol
L-a-Phosphatidylinositol-4-monophosphat
L-a-Phosphatidylinositol-4,5-diphosphat
parts per million

Quartett

quantitative real time PCR
Raumtemperatur

Ribonucleinséure, engl. ribonucleic acid
Ribonuklease

reverse Phase

real time PCR

rounds per minute

Singulett oder Sekunde

Septett

Triplett

Tabelle

TRIS-Acetat-EDTA Puffer

Thermus aquaticus Polymerase
Trifluoressigsaure, engl. trifluoroacitic acid
Tetrahydrofuran

Tumor Nekrose Factor

ultraviolet

Mikrogramm

Mikroliter

Mikromolar

Volt
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Gerate

Gerate

Alpha DigiDoc
Analysenwaage
Autoklav

Brutschrank
Exsikkator
Fluoreszenz Foto Analyser
Gelapparatur
Magnetrihrer
Mikrotiterplattenreader
Mikrowelle

Mixer Mill
PCR-Maschine
Pipetten

rt-PCR Maschine

Reinstwasseranlage Easypure UV/UF

Reinstwasseranlage MembraPure
Schittelwasserbad
Spannungsquelle

Spulmaschine

Sterilbank

Stickstoffgasanlage
Tiefkuhlschrank (4°C und -20°C)
Tiefklhlschrank (-80°C)
Tischzentrifuge

Trockenschrank

Ultraschallbad
Vortexer/Minishaker

Waage

Zentrifuge
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Hersteller/Vertreiber

Alpha Innotech

BP 210 D, Sartorius

H+P Labortechnik

Heraeus

Duran

Labor AK Thiele

BioRad

IKA

FLUOstar Omega, BMG
Privileg

MM300, Retsch

Biozym

Eppendorf

BioRad

Barnsted/Werner

Merck Millipore

Gesellschaft flr Labortechnik
PowerPac 3000, BioRad
Mielabor G7783, Miele
Heraeus

Pierce Reacti-Therm IlI
Robert Bosch GmbH

Thermo Fisher Scientific
Centrifuge 5417R, Eppendorf
Heraeus

Branson Sonic Power Company
IKA

Sartorius

Megafuge 2.0R, Heraeus



Kommerziell erworbene Chemikalien und Ldsungen

Chemikalien
Acetylchlorid
Agarose
Ammoniumacetat
Calciumchlorid
1-Chlordodecan
Chloroform
ds-Chloroform
Coomassie Brillant Blue G-250
Cyclohexan

DCC

DMAP

DMEM

DMF

1-Dodecanol

Ectoin

EDTA

Essigsaure

Ethanol
Ethidiumbromid
Ethylacetat

Fetales Ké&lberserum
Hydroxyectoin
1-loddodecan
Kaliumchlorid
Kaliumpermanganat
Kieselgel 60 (0.063 — 0.200 mm)
Kupfersulfat

MEM
Mercaptoethanol
Methanol
ds-Methanol

Natriumchlorid

Hersteller/Vertreiber
Fluka
AppliChem
Merck

Merck

Merck

VWR
euriso-top
Serva

Hoesch

Fluka

Fluka

Sigma Aldrich
VWR

Alfa Aesar
Merck

Merck

Riedel de Haen
Merck
AppliChem
Hoesch

PAN Biotech
AppliChem
Sigma Aldrich
Roth

Alfa Aesar
AppliChem
AppliChem
PAN Biotech
VWR

Sigma Aldrich
Deutero
Merck
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Natriumhydroxid
Natriumsulfat
Oxalylchlorid
Penicillin/Streptomycin
Phosphorséure

RP-18 (40-63 pm)
RNA Ladepuffer
Salzséure, 37%

TAE Puffer
Tridecanséure

do-Wasser

Verbrauchsmaterialien
Artikel

Baumwolle

DC-Platten

Filterpapier

Glaswolle
Latexhandschuhe
Mikrotiterplatte

Parafilm

Petrischalen
Pipettenspitzen
Reaktionsgefale (1,5/2 ml)
Reaktionsgefalie (15 ml)
ReaktionsgefaRe (50 ml)
Schraubkappengléser (SKG)
Spitzenvorsatz

Zellschaber

Kits

Kit

InvisorbSpin RNA Mini Kit
NucleoSpin RNA 11
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Merck

Roth

Alfa Aesar
Biomol GmbH
VWR

Merck

Sigma Aldrich
Merck
AppliChem
Acros Organics

Deutero

Hersteller/Vertreiber

Rewe

Merck

Schleicher&Schull; Whatman
Hecht

VWR

Greiner Bio-One

Bemis

Falcon; Sarstedt

Eppendorf; Greiner Bio-One; VWR
Eppendorf

Falcon

Sarstedt; VWR

VWR

Merck Millipore; VWR
Costar; Sarstedt

Hersteller/Vertreiber
Invitek

Macherey-Nagel



Pure Link RNA Mini Kit
Quick-RNA MiniPrep
RNeasy Kit

Superscript 111

Invitrogen
Zymo Research
Qiagen
Invitrogen
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