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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Gehirn

Das Gehirn gliedert sich in GroBhirn (Telencephalon), Kleinhirn (Cerebellum), Zwischenhirn
(Diencephalon) und Stammbhirn (truncus cerebri) (Abb. 1) und ist in zwei Hilften
(Hemisphéren) unterteilt, die durch den Balken (Corpus callosum) miteinander verbunden
sind. Geschiitzt vor Verletzungen und Erschiitterungen liegt das Gehirn im Hirnwasser,

welches vom Schiddelknochen und den Hirnhduten umgeben ist.

wischen-
hirn

Ruckenmark

Abb. 1: Das menschliche Gehirn. Der Plexus chorioideus bildet die Gehirn- und Riickenmarksfliissigkeit.
(Quelle: http://www.welt.de).

Sinneseindriicke sowie die Funktionen des Korpers werden durch das Gehirn verarbeitet und
koordiniert. Hierzu bedarf es der stindigen Kommunikation zwischen den Nervenzellen
(Neuronen, Abb. 2) iiber elektrische Impulse.

Das Cerebellum gliedert sich in zwei Hélften und den Kleinhirnwurm, der die beiden Hélften
verbindet. Das Kleinhirn ist ein Koordinationszentrum, welches viele Regelkreise und
Riickkopplungsmechanismen beinhaltet, die fiir die Aufrechterhaltung des Gleichgewichts
erforderlich sind. Es steuert somit Gleichgewicht, Bewegung und Koordination. Nur unter
Mithilfe des Kleinhirns sind zielgerichtete genaue Bewegungen méglich. Das Kleinhirn hat
dabei auch ein Gedichtnis fiir gelernte Bewegungsabldaufe und ist fiir die unbewusste
Steuerung von Bewegungen, das motorische Lernen und die sensomotorische Integration von
Bewegungen zustidndig. Automatisierte Bewegungsabldufe werden im Kleinhirn gespeichert.

Die Bewegungsablidufe beim Klavierspielen, Tanzen aber auch beim Sprechen sind also nicht

1



Einleitung

nur iiber die motorische Rinde des GroBhirns sondern auch im Kleinhirn abgespeichert. Das
Kleinhirn scheint aber auch eine wichtige Funktion bei der Aufmerksamkeit zu haben und
kann leichtere Defekte lange kompensieren. Alle Funktionen des Kleinhirns wurden bisher
nur zum Teil verstanden und es ist moglicherweise bedeutsamer als bisher angenommen,
denn neuere Forschungen lassen darauf schlieBen, dass es auch am Spracherwerb und am
sozialen Lernen beteiligt ist (Ackermann, 2008).

Das Gehirn setzt sich aus verschiedenen Zelltypen, hauptsidchlich Neuronen und Gliazellen
(griechisch: glia - Leim, Kitt) zusammen. Aus letzteren gehen unter anderem Astrocyten
(lateinisch: astrum - Stern), Oligodendrocyten (griechisch: oligo - wenig und dendron —
Baum) und Mikrogliazellen hervor. Neuronen bestehen aus einem Zellkdrper (Soma), welcher
eine GroBle von 5 — 100 um aufweist und den Zellfortsidtzen (Neuriten), die sich auf einen
Durchmesser von ca. 1 um verjiingen. Die Neurite unterteilen sich in Dendriten, von denen
ein Neuron Tausende haben kann und in ein bis zu einen Meter langes Axon. Am Ende des
Axons befinden sich die Endplatten (Synapsen), mit denen die Neuronen mit anderen

Nervenzellen oder Muskeln verbunden sind.

\ ,7 Zellkorper
S (/-'
- @ Dendrit
),

Axon

Myelinscheide

S

Abb. 2: Neuronen. (Quelle: http://idw-online.de)

Die Nervenzellen werden von den Gliazellen umhiillt, die etwa 50% des gesamten
Hirnvolumens ausmachen. Astrocyten sind an der Blut-Hirn-Schranke beteiligt und erfiillen
eine wichtige Funktion bei der Versorgung des Gehirns, wihrend Oligodendrocyten die
isolierenden Myelinscheiden um die Neurite bilden. Viele Studien deuten allerdings darauf
hin, dass Astrocyten nicht nur strukturelle und unterstiitzende Funktionen aufweisen, sondern
auch an der Signalweitergabe beteiligt sind, indem sie Neurotransmitter aufnehmen und
freisetzen (Hamilton and Attwell, 2010). Mikrogliazellen entstammen dem Knochenmark und

sind Teil der Imnmunabwehr des Nervensystems.
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1.2 Demenz

Demenz schlief3t viele Erkrankungen verschiedenster Ursachen ein, die zu einer Abnahme des
Gedichtnisses und der Denkfihigkeit fithren. Oft sind mehrere geistige Bereiche betroffen,
wie die Orientierung oder die Lern- und Urteilsfihigkeit, was die Betroffenen erheblich in
ihrem Leben beeintrichtigt. Demenz tritt iberwiegend in der dlteren Bevolkerung ab dem
65. Lebensjahr auf, kann allerdings wie im Falle der erblichen Alzheimerschen Erkrankung

auch jiingere Menschen betreffen.

1.2.1 Morbus Alzheimer

Morbus Alzheimer (AD, Alzheimer’s disease) ist von den neurodegenerativen Krankheiten
die hdufigste Ursache der Demenz in der dlteren Bevolkerung (Han, 2005). Die Krankheit
wird klinisch durch den progressiven Verlust des Erinnerungsvermdgens und anderer
kognitiver Fihigkeiten charakterisiert. Pathologisch zeichnet sich AD durch eine Atrophie des
Gehirns aus, die sich in dem Verlust von Nervenzellen und Synapsen, sowie in der
Anwesenheit von extrazelluldren neuritischen Plaques und intrazelluliren neurofibrilldren
Biindeln (neurofibrillary tangles, NFTs) duBert, welche aus Amyloid-f3 Peptiden (AB) bzw.
hyperphosphoryliertem Tau-Protein bestehen (Morishima-Kawashima and Ihara, 2002). Diese
Anreicherungen sind die Kennzeichen von AD und ermoglichen eine verlédssliche Diagnose

erst post mortem (Holtzman, 2002).

1.2.1.1 Amyloid B

Das Amyloid Vorlduferprotein (Amyloid Precursor Protein, APP), aus dem AP entsteht, ist
ein Typ 1 integrales Membranprotein, das eine groBe N-terminale extrazellulire Doméne
(Abb. 3 blau), eine Transmembranregion (Abb.3 rot) und einen kurzen cytosolischen
Bereich besitzt (Abb. 3 gelb).

Die genaue physiologische Funktion des Amyloid Proteins ist nicht bekannt. APP wird auf
zwel alternativen Wegen, dem nicht amyloidogenen und dem amyloidogenen Weg, im Lumen
zelluldarer Organellen (Endoplasmatisches Reticulum, Golgi-Apparat, Endosomen,

Lysosomen) oder an der Zelloberflache proteolytisch prozessiert.
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Abb. 3: Prozessierung von APP. Das Transmembranprotein APP wird entweder durch die a-Sekretase unter
Sekretion von o-APPs geschnitten oder aber durch die - und y-Sekretase unter Sekretion von AP. Dieses bildet
zunidchst neurotoxische Oligomere, bevor es sich in den Amyloid Plaques ablagert. APP — amyloid precursor
protein; Blau — N-terminale Ectodomine; Gelb — C-terminale cytosolische Doméne; CTF — C-terminal
fragment. Modifiziert nach (Weiner and Frenkel, 2006)

B-APP,

Bei der nicht-amyloidogenen APP-Prozessierung spalten a-Sekretasen das APP innerhalb der
Amyloid-B-Region (Abb. 3, linke Seite) (Anderson et al., 1991). Dabei entstehen ein grof3es,
Iosliches N-terminales APP-Fragment (a-APPs) und ein in der Membran verankertes
C-terminales Fragment, C83 (Schubert et al., 1989; Weidemann et al., 1989). Die
a-Sekretase-Spaltung erfolgt intrazellulir. Von C83 spaltet die y-Sekretase ein weiteres
Peptid, P3 ab, das sezerniert wird (Haass and Selkoe, 1993). Bei der amyloidogenen
Prozessierung entsteht AP durch - und y-Sekretase-Spaltung des APP (Abb. 3, rechte Seite).
Dabei spaltet die P-Sekretase APP zuerst innerhalb der extrazelluliren Domine am
N-Terminus der AB-Region. Dadurch entsteht analog zur a-Sekretase-Spaltung losliches
B-APPs (s fiir soluble, 16slich), sowie ein amyloidogenes C-terminales Fragment, das als C99
bezeichnet wird (Sinha et al., 1999). Durch vy-Sekretase-Spaltung von C99 entstehen
C-Termini von Amyloid-Peptiden unterschiedlicher Lénge (LaFerla, 2002). AP wird
sekretiert und bildet unter bestimmten Bedingungen unlosliche, fibrillire Aggregate, den
Hauptbestandteil der Amyloid Plaques. In den Gehirnen von gesunden dlteren Menschen
wurden interessanterweise ebenfalls Amyloid Plaque gefunden, die sich nur in ihrer weniger
dichten Struktur von den in AD auftretenden Plaques unterscheiden (Armstrong, 2006).

Verschiedene Faktoren wie oxidativer Stress, Inflammation und Mutationen in den Sekretasen
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konnen die Produktion von AP erhohen (Selkoe, 1997; Albers and Beal, 2000; McGeer and
McGeer, 2003).

1.2.1.2 Das Tau-Protein

Tau ist ein cytosolisches Protein, welches unter physiologischen Bedingungen mit den
axonalen Mikrotubuli assoziiert ist (Abb. 4) (Binder et al., 2005). Die Expression von Tau ist
wihrend der neuronalen Entwicklung stark erhoht (Drubin and Kirschner, 1986). In dieser
Zeit wird Tau in das Axon transportiert und diversifiziert dort durch alternatives Spleilen zu
sechs Isoformen (Goedert et al., 1989). Tau besitzt eine acidische N-terminale Domine, eine
Basen- und Prolinreiche Mitteldoméne mit 4 internen Wiederholungen (internal repeats,
repeat domain) sowie eine C-terminale Domine. Im Gegensatz zu den meisten Proteinen ist
Tau im nativen Zustand ein ungefaltetes, hydrophiles Protein mit zahlreichen
Phosphorylierungsstellen, iiber die die Bindung an die Mikrotubuli reguliert wird. Die
Phosphorylierungsstellen lassen sich in zwei Klassen unterteilen: in den flankierenden
Regionen beiderseits der internal repeats befinden sich einige Serin-Prolin und Threonin-
Prolin Motive, die Ziele von Prolin-gerichteten Kinasen wie der GSK3 (glykogen synthase
kinase3), der CDKS5 (cyclin dependent kinase5) oder den MAPKinasen (mitogen activated
protein kinase) sind (Mandelkow et al., 1995; Trojanowski and Lee, 1995). Diese Stellen
haben nur einen geringen Einfluss auf die Tau — Mikrotubuli Interaktionen, werden aber als
diagnostische Marker verwendet (Mandelkow et al., 2007). Andere Phosphorylierungsstellen
wie die KXGS Motive und verschiedene Serine befinden sich innerhalb der internal repeats
und werden von der PKA (Proteinkinase A) oder den MARKinasen (microtubule affinity
regulating kinase) erkannt. Phosphorylierungen an diesen Stellen fordern die Dissoziation von
Tau von den Mikrotubuli (Drewes et al., 1997).

Die Aggregation von hyperphosphoryliertem Tau (Abb. 4) tritt im Gegensatz zu den
AB-Plaques in weiteren neurologischen Krankheiten, den so genannten Tauopathien zu denen

auch Morbus Pick und die Frontotemporale Demenz gehoren auf (Dickson, 2009).
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Abb. 4: Bildung der Tau-Fibrillen. Tau stabilisiert im gesunden Zustand die Mikrotubuli. Nach seiner
Hyperphosphorylierung disoziiert Tau von den Mikrotubuli und bildet Fibrillen (tau tangles). Modifiziert nach
(Mandelkow and Mandelkow, 1998).

1.3  Apoptose

Apoptose (griechisch: apo — weg und ptosis — Fall, wie das Fallen der Blitter im Herbst) stellt
eine Form des programmierten Zelltodes dar und ist fiir Homoostase und Differenzierung von
Geweben sowie fiir die Embryonalentwicklung essentiell. Im wachsenden Nervensystem wird
die Anzahl der Neuronen mittels programmiertem Zelltod an die Zahl der Zielzellen
angepasst (Ellis et al., 1991). Apoptose kann auch als Folge von Strahlung, chemischen
Mutagenen oder Onkogenen auftreten und schiitzt somit den Organismus vor Zellen, deren
Wachstum nicht mehr reguliert werden kann.

Die Zellen unterliegen einer stindigen Beeinflussung verschiedener Faktoren, die eine
Balance zwischen Apoptose und Proliferation ermdglichen. Die Aufrechterhaltung des
Gleichgewichtes zwischen diesen beiden Prozessen ist streng reguliert. Es handelt sich hierbei
um sehr komplexe Vorginge in denen Signalwege aufgrund einer koordinierten Steuerung
mitotische oder apoptotische Prozesse auslosen konnen (Chau and Wang, 2003). Diese
Regulation ermdglicht eine Eliminierung nicht mehr benétigter oder entarteter Zellen und ist
fiir einen funktionierenden Organismus unerlésslich. Eine Storung dieser Regulation in Form
einer erhohten Apoptoserate kann zu einer Vielzahl an pathologischen Zustinden wie
neurodegenerativen Erkrankungen fithren (Nicholson, 2000), wohingegen eine verringerte
Apoptoserate zu malignen Erkrankungen oder Autoimmunkrankheiten fithren kann (Zornig et

al., 2001).
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Wihrend der Apoptose finden charakteristische Veridnderungen in den Zellen statt. Die Zellen
schrumpfen, verlieren den Zellkontakt, Cytoplasma und Chromatin kondensieren. Durch
Membranabschniirungen, dem so genannten blebbing, werden die apoptotischen Korperchen
gebildet, die schlieBlich von den Immunzellen phagocytiert werden. Im Gegensatz zur
Energieverbrauchenden, streng regulierten Apoptose verlduft die Nekrose (griechisch:
nékrosis — Absterben) unkontrolliert und passiv ab. Bei einer sehr schweren Beschddigung der
Zelle stirbt diese an Nekrose und der Zellinhalt verteilt sich in die Umgebung, was zu einer
Schidigung der umliegenden Gewebe und zu einer Immunantwort in Form einer Entziindung
fiihrt, die das Gewebe noch weiter zerstort (Saraste and Pulkki, 2000).

Grundsitzlich wird zwischen zwei apoptotischen Signalwegen unterschieden, die jedoch
beide zur Aktivierung der Caspase-Kaskade fiihren (Salvesen and Dixit, 1999). Durch Signale
anderer Zellen wie cytotoxischen T-Zellen wird der extrinsische, Rezeptor vermittelte
Signalweg ausgelost. Intrazelluldre Signale wie DNA-Schidden fithren dagegen zur
Aktivierung des intrinsischen Signalweges, bei dem gewohnlich die Mitochondrien eine

wichtige Rolle iibernehmen (Cho and Choi, 2002).

1.3.1 Caspasen

Wichtige Vermittler der Apoptose sind die Caspasen, eine hoch konservierte Proteasefamilie.
Caspasen besitzen in ihrem aktiven Zentrum ein Cystein und spalten ihre Zielproteine an
einem C-terminalen Aspartylrest (Caspase = Cystein-aspartyl-specific-protease) (Thornberry
and Lazebnik, 1998). Caspasen werden als Procaspasen mit nur geringer Enzymaktivitit
synthetisiert und liegen als inaktive Zymogene im Cytoplasma vor. Alle Caspasen enthalten
drei Doménen: die variable N-terminale Prodoméne, sowie eine groBe (20 kDa) und eine
kleine (10 kDa) Untereinheit. IThre Aktivierung erfolgt durch die proteolytische Entfernung
der N-terminalen Prodoméne und der Spaltung in eine kleine und eine grofe Untereinheit.
Aus zwei kleinen und zwei grofen Untereinheiten bildet sich schlieBlich ein Tetramer mit
zwel katalytischen Zentren (Thornberry and Lazebnik, 1998). Bestimmte Adapterproteine
bringen die Initiator-Procaspasen (Caspase -2, -8, -9, -10 und -12), die sich durch eine
verldngerte Prodomine auszeichnen, in einem Komplex zusammen. Dort konnen sich die
Procaspasen autokatalytisch spalten und aktivieren (Salvesen and Dixit, 1999). Die Initiator-
Caspasen sind fiir die Weiterleitung des apoptotischen Signals an die Effektor-Caspasen
(Caspase-3, -6 und -7) verantwortlich, die wiederum weitere Proteine spalten und dafiir Sorge
tragen, dass das Apoptosesignal kaskadenartig verstirkt wird (Slee et al., 1999).
Hauptsidchlich sind die Effektor-Caspasen jedoch fiir die Exekutive des Zelltodes
7
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verantwortlich, indem sie eine Vielzahl an Substraten, unter anderem Strukturproteine und
Enzyme der DNA-Reparatur sowie Regulatorproteine des Zellzyklus spalten (Salvesen,
2002). Allerdings sind nicht alle Caspasen an der Ausfithrung der Apoptose beteiligt. Einige
Caspasen (Caspase-1, -4, -5 und -13) prozessieren Cytokine und tragen damit ihren Teil zu
Entziindungsprozessen bei (Thornberry and Lazebnik, 1998). Die Kontrolleure der Caspasen
sind die gewebespezifischen Proteine der IAP-Familie (Inhibitor of apoptosis), die an
spezifische Sequenzen der Caspasen binden und sie somit inhibieren (Deveraux and Reed,

1999; Deveraux et al., 1999).

14 ER-Stress & Calcium

Das endoplasmatische Reticulum (ER) erstreckt sich als ein riesiges Netzwerk bei allen
eukaryotischen Zellen von der Kernhiille bis zur Plasmamembran und erfiillt wichtige
Funktionen bei vielen zelluldren Vorgidngen (Baumann and Walz, 2001). Es ist der Ort der
Proteinsynthese und -faltung, der Calcium Speicherung und ein Regulator der intrazellulidren
Calciumkonzentration. Auch werden viele Lipide am ER synthetisiert, wie Steroide,
Phospholipide und Sphingolipide. Die ordnungsgeméle Faltung der Proteine im Lumen des
ER benotigt eine genau definierte Umgebung, weswegen das ER hoch sensibel auf
Veridnderungen seiner Umgebung reagiert. Calcium lonophoren, die das Calcium aus dem ER
Lumen ausschleusen, Inhibitoren von Glycosylierungen, oxidativer Stress und
Ansammlungen fehlgefalteter Proteine im ER konnen die ER Funktionen storen, was
schlieBlich zu ER-Stress fiihrt (Rao et al., 2004). Das ER antwortet auf den Stress, indem es
unterschiedliche Signalwege, wie den unfolded protein stress response (UPR), den
ER-overload response (EOR) und die ER-associated degradation (ERAD) aktiviert. Die
Aktivierung aller drei Signalwege fiihrt zu einer Reduzierung von neu synthetisierten
Proteinen im ER Lumen und einem erhohten Abbau der falsch gefalteten Proteine. Wenn der
Stress jedoch zu schwer ist oder zu lange anhilt werden die apoptotischen Signalwege, wie
die ER-Stress spezifische Caspasen Kaskade aktiviert (Breckenridge et al., 2003; Mattson and
Chan, 2003).

Viele luminale Vorginge im ER sind durch Calcium reguliert. Tatsdchlich weist das Lumen
des ERs eine um 1000-mal hohere Calcium Konzentration als das Cytosol auf (Bojarski et al.,
2008). Calcium ist fiir eine Vielzahl an neuronalen Funktionen wie Genexpression,
Proliferation, Erregbarkeit, Freisetzung von Neurotransmittern und Apoptose unerldsslich

(Berridge et al., 2000). Das ER ist sowohl die Quelle des Calciums als auch ein effizientes



Einleitung

Puffersystem fiir die Calcium Homeostase (Neher and Sakaba, 2008; Verkhratsky et al.,
2009). Viele Enzyme werden zudem durch die cytosolische Calciumkonzentration gesteuert.
Eines dieser Enzyme ist die Calcium abhingige Cysteinprotease Calpain. Obwohl bis zu
15 Vertreter der Calpainfamilie bisher identifiziert wurden, sind nur zwei Isoformen,
Calpain 1 und Calpain 2, ubiquitédr in den Geweben verbreitet (Neumar et al., 2003). Calpain
ist als inaktives Proenzym im Cytoplasma lokalisiert und wird in Gegenwart von hohen
Calciumkonzentrationen aktiviert. Der Unterschied in den beiden Calpainformen liegt in der
zu ihrer Aktivierung benotigten Calciumkonzentration, ~1-80 uM fiir Calpain 1 und ~200 uM
fiir Calpain 2. Beide sind heterodimere Proteine, die eine groB3e katalytische Untereinheit und
eine kleine regulatorische Untereinheit aufweisen (Aoki et al., 1986; Imajoh et al., 1988).
Wenn Calpain aktiv ist, kann es mit einer Vielzahl an Substraten interagieren, einschlie8lich
cytoskelettalen Proteinen, Wachstumsfaktor-Rezeptoren, Mitochondrien, Aktin-bindenden
Proteinen, Tubulin, Mikrotubuli-assoziierten Proteinen und regulatorischen Proteinen
(Camins et al., 2006).

Eine Dysregulation der Calcium Homeostase mit daraus resultierender Fehlsteuerung der
Calcium-abhédngigen Enzyme kann demnach zu schwerwiegenden Fehlern in der Zelle fiihren,
die schlieBlich in dem Zelltod von Neuronen, dem Beginn der Neurodegeneration enden

(Khachaturian, 1989; Mattson et al., 2000).

1.5 Zellzyklus

Der Zellzyklus teilt sich in vier aufeinander folgende Phasen, die als Gl1-, S-, G2- und
M-Phase bezeichnet werden (Abb. 5). In der S-Phase (Synthese-Phase) findet die Replikation
des Genoms statt, die 10 bis 12 Stunden dauert, wihrend in der M-Phase (Mitose-Phase) nach
der Chromosomenteilung die eigentliche Mitose erfolgt, die weniger als eine Stunde benotigt.
Die beiden G-Phasen (Gap - Liicke) dienen als Kontrollelemente, wihrenddessen die
Integritit der Zelle iiberpriift wird. An den Kontrollpunkten (Checkpoints) innerhalb der
G-Phasen kann der Zyklus gestoppt werden, sollte die Zelle Beschiddigungen aufweisen
(Elledge, 1996). Am Ende der G1-Phase werden die Bedingungen wie der Zustand der Zelle,
ATP-Versorgung und Wachstumsfaktoren gepriift. Ist alles in Ordnung, erfolgt der Ubergang
in die S-Phase. In der G2-Phase wird der Zyklus erneut angehalten und die DNA Replikation
tiberpriift. Sollte die Replikation Fehler aufweisen, werden diese behoben bevor die Zelle sich
schlieBlich in der M-Phase teilt. Terminal differenzierte Zellen, die eine bestimmte Aufgabe

innerhalb des Organismus wahrnehmen, verbleiben in der G1-Phase, die dann als GO-Phase
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bezeichnet wird. Zu diesen Zellen zidhlen beispielsweise Neuronen, Muskelzellen oder
Erythrocyten. Einige Zelltypen verbleiben nach ihrer Differenzierung fiir Wochen oder
Monate in der GO-Phase, konnen aber dann wieder in die G1-Phase zuriickkehren und sich
teilen, wie beispielsweise Hepatocyten oder Lymphocyten. Durch mitogene Signale, die nur
in der GO und G1-Phase wirken (Tessema et al., 2004), konnen die differenzierten Zellen

diese verlassen und wieder in den Zyklus eintreten (Malumbres and Barbacid, 2001).

CDK4/6
CDK2
CDK1
CDK1

/M
heckpom

Abb. 5: schematische Darstellung des Zellzyklus mit den fiir jede Phase typischen CDKs und Cyclinen.
Durch mitogene Signale kann eine Zelle die ruhende GO-Phase verlassen und wieder in die G1-Phase eintreten.
Modifiziert nach (Tessema et al., 2004).

Das wichtigste Kontrollelement des Zellzyklus stellen die Cyclin abhidngigen Kinasen (CDK)
dar, die durch ihre regulatorischen Untereinheiten, den Cyclinen, in den einzelnen Phasen
aktiviert werden. Jede Phase besitzt eine spezifische Zusammensetzung an Cyclinen und
dazugehodrenden CDKs (Morgan, 1997).

In der GO und G1-Phase ist die Aktivitit aller CDKs wegen spezifischer Inhibitoren (CDK-
Inhibitor = CKI) und geringem Cyclingehalt niedrig (Sherr, 2000). Wachstumssignale, die
nun die Zelle erreichen, bewirken eine Steigerung der Cyclin D1 Konzentration, welches an
CDK 4 und 6 bindet (Vermeulen et al., 2003). Nach zusétzlicher Phosphorylierung durch die
CAK (CDK activating kinase) ist das CDK 4/6-Cyclin D1 Holoenzym vollstindig aktiv und
aktiviert den fiir die DNA Replikation essentiellen Transkriptionsfaktor E2F. E2F wird in der
GO-Phase durch seinen Inhibitor, das Retinoblastoma Protein (Rb) gebunden und an einer
Interaktion mit der DNA gehindert. Rb wird durch das CDK 4/6-Cyclin D1 Holoenzym
phosphoryliert und dissoziiert von E2F ab, so dass dieser nun die Transkription und
letztendlich Expression weiterer Proteine fiir ein Fortlaufen des Zyklus induzieren kann

(Sherr and Roberts, 1999).

10
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1.6 Sphingolipide

J. L. W. Thudichum entdeckte im Jahr 1884 die Sphingolipide (SL) als er die chemische
Zusammensetzung des Gehirns untersuchte. Heute sind die SL als wichtige Komponenten der
Nervenzellen und Bestandteile aller Zellmembranen identifiziert. Die von Tudichum
gefundenen Lipide enthielten eine saure, eine basische und eine Zuckerkomponente.
Aufgrund der ritselhaften Eigenschaften der Base nannte er diese ,,Sphingosin®, nach der
Sphinx aus der griechischen Mythologie. Sphingosin, ein ungesittigter Aminoalkohol,

(Abb. 6) bildet das Riickgrat der Sphingolipide (SL).

NHz*

HO. CHo)1oCH.
\)\(\/( 2)12CHg
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Abb. 6: Sphingosin. Die Aminogruppe kann sauer oder basisch reagieren

Ceramid bildet den hydrophoben Membrananker der SL (Abb. 7). Es wird durch die
N-Acylierung von Sphingosin gebildet.
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Abb. 7: Ceramid.

Je nachdem welche Kopfgruppe an die terminale Hydroxylgruppe des Ceramids gebunden ist,
lassen sich die SL in Glycosphingolipide (GSL) und Phosphosphingolipide (PSL) einteilen.
Erstere lassen sich in die neutralen GSL, die nur ungeladene Zuckermolekiile besitzen
(Cerebroside) und die sauren GSL, welche die Sulfatide und Ganglioside umfassen
unterteilen. Sulfatide enthalten mindestens eine Sulfatgruppe, wihrend Ganglioside eine oder
mehrere N-Acetylneuraminsduren (NANA) aufweisen. Dagegen besitzen PSL den
Glycerophospholipiden dhnliche Kopfgruppen, wie Phosphat, Phosphorylethanolamin oder
Phosphorylcholin (letzteres im Falle des weit verbreiteten Sphingomyelin).

Sphingolipide kommen in allen eukaryotischen Geweben vor. Die komplexen Ganglioside

bilden charakteristische Oberflachenstrukturen auf der &duBeren Plasmamembran. Das

11
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neuronale Profil der Gangloside variiert in den einzelnen Hirnregionen und verdndert sich
wihrend der Differenzierung und Entwicklung der Zellen (Kracun et al., 1992; Hirschberg et
al., 1996) sowie unter onkogenen oder viralen Einfliissen (Marconi et al., 2005).
Sphingolipide wurden lange ausschlieBlich als Membranbausteine angesehen, doch dieses
Bild hat sich stark gewandelt. Mittlerweile ist die Beteiligung der SL an vielen zelluldren
Prozessen bekannt, einschlieBlich Proliferation, Differenzierung, Inflammation und
Apoptose. Der komplexe Stoffwechsel der Sphingolipide ist streng reguliert, da einige
metabolische Zwischenprodukte wie Sphingosin-1-Phosphat (S1P), Ceramid-1-Phosphat
(C1P), Sphingosin und Glucosylceramid (GlcCer) biologisch aktiv sind.

1.6.1 Stoffwechsel der Sphingolipide

Die Synthese der SL beginnt mit der Kondensation von Palmitoyl-CoA und L-Serin zu
3-Ketosphinganin an der cytosolischen Seite des ER katalysiert durch das PLP
(Pyridoxalphosphat) abhingige Enzym Serin-Palmitoyltransferase (SPT) (Abb. 8). Diese
Reaktion stellt den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt in der de novo Synthese dar
(Mandon et al., 1992).

Das entstandene 3-Ketosphinganin wird anschlieend in einer NADPH-abhédngigen Reaktion
zu D-erythro-Sphinganin reduziert. Danach acylieren (Dihydro) Ceramid-Synthasen
Sphingosin zu Dihydroceramid, welches durch die Insertion einer 4,5-trans-Doppelbindung
mittels der Dihydroceramid-Desaturase zu Ceramid wird (Rother et al., 1992; Michel et al.,
1997).

Ceramid bildet das Zentrum des SL Stoffwechsels. Ausgehend von Ceramid werden die
komplexen SL sowie Sphingomyelin und Ceramid-1-Phosphat (C1P) synthetisiert (van
Echten-Deckert and Herget, 2006).

12
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Abb. 8: Metabolismus der Sphingolipide. Modifiziert nach (Ogretmen and Hannun, 2004)
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Komplexe SL wie die Glycosphingolipide entstehen aus Glucosylceramid (GlcCer), welches
durch den direkten Transfer eines Zuckers von UDP-Glucose auf Ceramid gebildet wird.
GlcCer dient als Vorldufer von Lactosylceramid (LacCer), aus dem durch Anhédngen von
1 bis 3 Sialinsduren und Monosacchariden die Ganglioside entstehen (van Echten-Deckert
and Herget, 2006) (Abb. 9). Die Synthese der Ganglioside erfolgt an der luminalen Seite des
Golgi, die der AuBenseite der Plasmamembran entspricht. LacCer und seine vier Sialinsdure-
haltigen Derivate sind die Vorldufer fiir die vier Gangliosid-Serien, 0, a, b und c. Die
Unterschiede zwischen den Serien beruhen auf der Anzahl an Sialinsduren, die an die innere
Galaktose gebunden sind. Im menschlichen Gehirn sind hauptsédchlich die Ganglioside der a-
und b-Serie zu finden, wohingegen bei Fischen und Reptilien die 0- und c-Serie vorherrschen
(Greis and Rosner, 1990).

Ebenfalls auf der AuBenseite der Plasmamembran befindet sich Sphingomyelin (SM),
welches durch den Transfer von Phosphocholin, der wasserloslichen Kopfgruppe von
Phosphatidylcholin, auf Ceramid synthetisiert wird (Abb. 8) (Ramstedt and Slotte, 2002).
Direkt aus Ceramid entsteht mittels Phosphorylierung das bioaktive Ceramid-1-Phosphat
(C1P), welches in einigen Immunzellen (Makrophagen, Mastzellen) an Phagocytose und

Degranulation beteiligt ist (Hinkovska-Galcheva et al., 1998; Mitsutake et al., 2004).

Der Abbau der SL erfolgt hauptsédchlich in lysosomalen Kompartimenten durch verschiedene
Hydrolasen, die die Kopfgruppen der komplexen SL abbauen, welche so wieder zu Ceramid
werden (Abb. 8 und Abb. 9) (Hannun et al., 2001). Mehr als zehn verschiedene solcher
Hydrolasen und deren Aktivatorproteine, die SAPs (Sphingolipid activator protein), sind
bisher bekannt und der Verlust von nur einem der beiden resultiert in einer starken
Akkumulation des entsprechenden Lipids in dem lysosomalen Kompartiment, was schlieSlich

zu Sphingolipid-Speicherkrankheiten fiihrt (Jeyakumar et al., 2005).

14



Einleitung

Cor
GlcT H B-Glc
GalT | H p-Gal
S@se - -

oo SFT gOC: Sm %OC Sml %OC
LacCer GM3 GD3 GT3
GalNACT H H H u HexA,B

GA2 GM2 GD2 GT2
GalT Il U H H U B-Gal
GA1 GM1a GD1b

SAT IV H
X@OC

I
S

I

GT1c
% GQic
Pic

GM1b GD1a GT1b
sarv ] If | |
GD1c GT1a GQ1b % G
0-Serie a-Serie b-Serie c-Serie

O Zucker /\ Sialinsaure

Abb. 9: Metabolismus der Ganglioside. Ausgehend von Ceramid werden die Ganglioside durch das Anhéngen
von Zuckern (1. Glucose, 2. Galaktose, 3. N-Acetylgalactosamin, 4. Galaktose) und Sialinsdure gebildet. Cer —
Ceramid, GlcCer — Glucosylceramid, LacCer — Lactosylceramid, GlcT — Ceramid-Glucosylteransferase, GalT I
bzw. II — Galactosyltransferase 1 bzw. II, GalNAcT - N-Acetyl-Galactosaminyltransferase, SAT -
Sialyltransferase. Terminologie der Ganglioside nach Svennerholm (Svennerholm, 1994).

SM wird durch Abspaltung des Phosphocholins durch Sphingomyelinasen zu Ceramid (van
Echten-Deckert and Herget, 2006). Ceramid wird dann mittels verschiedener Ceramidasen zu
Sphingosin hydrolysiert (Hassler and Bell, 1993). Die Ceramidasen kommen in verschiedenen
Isoformen vor, die in ihrem pH Optimum und ihrer Lokalisation in der Zelle variieren. Es
wurden bisher drei verschiedene Ceramidasen beschrieben: eine membrangebundene, eine
cytoplasmatische und eine lysosomale, wobei letztere aufgrund ihres sauren pH-Optimums
von 4 auch saure Ceramidase (Acid Ceramidase = A—Ceramidase) genannt wird.

Sphingosin kann entweder wieder zu Ceramid acyliert oder von einer Sphingosin-Kinase

(SK) zu Sphingosin-1-Phosphat (S1P) phosphoryliert werden (Hannun et al., 2001). Bisher
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wurden zwei Isoformen der SK genauer beschrieben: SK1 und SK2, die sich sowohl in ihrem
Aufbau als auch in ihrer subzellularen Lokalisation, sowie in ihrer Gewebe- und
Entwicklungs-spezifischen Expression unterscheiden (Liu et al., 2000). Die SKI1 ist ein
cytosolisches Enzym und wird nach Aktivierung mittels Phosphorylierung zur
Plasmamembran rekrutiert, wihrend die SK2 am ER aktiv ist (Liu et al., 2003; Maceyka et
al., 2005). Die SK1, deren Aktivitit mit Zellwachstum und Uberleben assoziiert ist, wird in
Tumoren héufig tiberexprimiert (Olivera et al., 1999; Xia et al., 2002), indessen wird die SK2
im Gegensatz zu ihrem besser erforschtem Isoenzym mit Wachstums-Suppression und
Apoptose in Verbindung gebracht (Igarashi et al., 2003; Liu et al., 2003).

Der Abbau von S1P erfolgt entweder mittels reversibler Dephosphorylierung zu Sphingosin
oder mittels irreversibler Spaltung in Hexadecenal und Phosphoethanolamin durch die S1P-
Lyase (SPL), ein ER-gebundenes Enzym (Van Veldhoven et al., 2000). Diese Reaktion
verlduft schnell, so dass die Menge an S1P in der Zelle gering gehalten wird. Hexadecenal
kann weiter zu Fettsduren oxidiert werden, wihrend Phosphoethanolamin fiir die Synthese
von Phosphatidylethanolamin verwendet werden kann und so in den Glycerolipid-

Stoffwechsel wechselt (Merrill, 1996).

1.6.2 Sphingolipide als Signalmolekiile

Ceramid, Sphingosin und S1P konnen vergleichsweise schnell ineinander umgewandelt
werden, was nicht nur wegen ihrer Funktion als Signalmolekiile wichtig ist, sondern auch
wegen ihres unterschiedlichen Einflusses auf Uberleben und Zellwachstum. Das langlebige
Ceramid sowie Sphingosin sind wichtige Regulatoren der zelluldren Stressantwort, die in den
meisten Zelltypen Wachstumsstop und Apoptose auslosen (Hannun and Obeid, 2008),
wohingegen das kurzlebige S1P in den meisten Zelltypen Apoptose hemmt und Proliferation

fordert (Spiegel and Milstien, 2003).

1.6.2.1 Ceramid

Ceramid ist nicht nur an der zelluliren Stressantwort, Differenzierung, Seneszenz und
Apoptose beteiligt, sondern auch an Neurodegeneration, Inflammation, Tumorbildung und
Infektionen (Hannun and Luberto, 2000; Hannun and Obeid, 2002; Luberto et al., 2002;
Ruvolo, 2003). In neuronalen Zellen wurden ebenfalls viele Funktionen von Ceramid
gefunden, die teilweise vom Differenzierungsgrad der Zellen abhingig sind (Herget et al.,

2000; Luberto et al., 2002; Buccoliero and Futerman, 2003).
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1.6.2.2 S1P

SIP wirkt in den meisten Zelltypen als Ceramid Antagonist und arbeitet der Ceramid
induzierten Apoptose entgegen (Cuvillier et al., 1996). Wie Ceramid reguliert auch S1P eine
Vielzahl physiologischer Prozesse, unter anderem Proliferation, Differenzierung, Mobilitit,
den Aufbau des Cytoskeletts und die Calcium Homeostase (Pyne and Pyne, 2000; Spiegel and
Milstien, 2003)

S1P kann intrazelluldr als second messenger und extrazelluldr als Ligand fiir eine Familie von
fiinf G-Protein gekoppelten Rezeptoren, S1P,.s, wirken (Spiegel and Milstien, 2000; Taha et
al., 2006). Die S1P Rezeptoren sind an verschiedene G-Proteine gekoppelt: S1P; und S1P4
sind mit G; verbunden, wihrend S1P; und S1P; G;, G4 und Gyy/13 aktivieren und S1Ps mit G;
und Giy/13 gekoppelt ist. Vor allem S1P;_3 sind weit verbreitet und kommen oft gemeinsam auf
einem Zelltyp vor (Fukushima et al., 2001). S1P4 findet sich hauptsédchlich im Lymphgewebe,
wihrend S1Ps in der Entwicklung des zentralen Nervensystems sowie der Haut eine wichtige
Rolle spielt (Maclennan et al., 1997; Kluk and Hla, 2002). Obwohl viele Effekte von S1P auf
dessen Interaktion mit seinen Rezeptoren beruhen, gibt es zunehmend experimentelle
Hinweise auf intrazellulire Wirkungen. Die intrazelluldren Zielmolekiile von S1P sind
allerdings noch nicht vollstindig identifiziert (Spiegel and Milstien, 2003; Milstien et al.,
2007).

In Nervenzellen stellt sich die Situation komplexer dar und die Wirkung von S1P wird von
vielen Faktoren beeinflusst. Die Vielfalt der Neuronen sowie deren Entwicklungsgrad sind
von enormer Bedeutung fiir die von S1P hervorgerufenen Effekte. Beispielsweise induziert
S1P in neuronalen Vorlduferzellen Proliferation (Harada et al., 2004), fiihrt aber in terminal
differenzierten Hippocampusneuronen zu Apoptose (Moore et al., 1999). Neuronen scheinen
zudem die Verstoffwechslung von exogenem Sphingosin zu Ceramid und komplexen GSL
einer Phosphorylierung zu S1P vorzuziehen, denn der groBite Anteil von ins Kulturmedium
gegebenem Sphingosin wird zu Ceramid acyliert und nicht zu S1P phosphoryliert (van Echten

et al., 1990; Riboni et al., 1999).

1.6.3 Sphingosin Analoga

Analoga von Sphingosin werden zur Erforschung der physiologischen Wirkung von
Sphingosin und S1P verwendet. Das bekannteste Analogon ist sicherlich FTY720
(Abb. 10, Mitte), auch Fingolimod genannt, ein Metabolit des Pilzes Isaria scinclarii (Fujita

et al., 1994). FTY720 ist ein Immunsupressor, der gegenwirtig in einer klinischen Testphase
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bei Organtransplantationen und Autoimmunkrankheiten wie Multiple Sklerose eingesetzt
wird (Comi et al., 2010; Rammohan and Shoemaker, 2010). FTY720 wird in vivo von der
SK2 zu FTY720P phosphoryliert, einem Analogon von S1P (Billich et al., 2003; Kharel et al.,
2005). FTY720P bindet an die S1P-Rezeptoren 1, 3, 4 und 5 und induziert durch die
Internalisierung des S1P;-Rezeptors eine Lymphopenie, da die Lymphozyten in den
Lymphorganen bleiben (Pinschewer et al., 2000; Brinkmann et al., 2002; Mandala et al.,
2002).

Ein weiteres Analogon von Sphingosin ist cis-4-Methylsphingosin (Cimes) welches von den
Zellen aufgenommen und ebenso wie FTY720 intrazelluldr phosphoryliert wird (Abb. 10,
unten) (van Echten-Deckert et al., 1997). Das phosphorylierte CimesP akkumuliert in den
Zellen, da es weder zum entsprechenden Ceramid acyliert noch von der S1P-Lyase gespalten
werden kann (van Echten-Deckert et al., 1997). Die aktive Komponente ist hierbei das

phosphorylierte CimesP.

Sphingosin Sphingosin-1-phosphat (S1P)
NH, NHp
HO. H - o. :
OH OH
FTY720 FTY720P
NHz NH,
HO. —_— ®10
HO' HO'
cis-4-Methylsphingosin (Cimes) cis-4-Methylsphingosin-phosphat (CimesP)

NH, CHs NHp CHg

Abb. 10: Sphingosin, FTY720 und Cimes (cis-4-Methylsphingosin). Cimes besitzt im Gegensatz zu
Sphingosin eine cis anstelle einer trans Doppelbindung sowie eine Methylgruppe an C4.

Die Wirkung von CimesP ist wie die Wirkung von S1P abhiingig vom Zelltyp. In Swiss 3T3

Fibroblasten induzierte Cimes ebenso wie S1P Proliferation (Zhang et al., 1991; van Echten-
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Deckert et al., 1998), allerdings fithrte Cimes in Neuroblastomazellen und in terminal
differenzierten Neuronen zu Apoptose (Natzker et al., 2002; Naetzker et al., 2006). Aufgrund
der Tatsache, dass weder SI1P noch Sphingosin in ausdifferenzierten Neuronen apoptotisch
wirkten, wurde vermutet, dass sich CimesP in den Zellen ansammelt. Diese Annahme beruhte
auf vorherigen Experimenten, die zeigten, dass der physiologische Effekt — Apoptose bei
Cimes, Uberleben bei SIP — von der Akkumulation abhing (Naetzker et al., 2006). Beide
Sphingoid-Phosphate beeinflussten dieselben Signalwege, doch waren die Auswirkungen bei
Cimes stdarker und dauerten ldanger an als die Effekte des schnell von der SPL abgebauten
S1Ps (Naetzker et al., 2006). Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurde siRNA (small
interfering RNA) zum knock down der SPL verwendet. Doch auch eine Verringerung der
SPL mRNA um 70% fiihrte nicht zu einer Akkumulation von S1P in den Neuronen

(Brachtendorf, 2005).
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1.7 Zielsetzung

Obwohl S1P iiblicherweise Proliferation fordert, kann es in Neuronen toxisch wirken.

Das zentrale Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung und Charakterisierung der molekularen
Mechanismen, die dem Sphingoidphosphat induzierten neuronalen Zelltod zugrunde liegen.
Zur Bearbeitung dieser Fragestellung standen einerseits S1P-Lyase defiziente Méuse und
andererseits das synthetische Sphingosin-Analogon Cimes (cis-4-Methylsphingosin) zur
Verfiigung. Wie in vorherigen Arbeiten gezeigt wurde, wird Cimes intrazelluldr zu CimesP
(cis-4-Methylsphingosin-Phosphat) phosphoryliert und induziert Apoptose in terminal
differenzierten Neuronen. Zunichst sollten die S1P-Lyase-defizienten Miuse charakterisiert
und die Veridnderungen im neuronalen (Sphingo-)Lipidmetabolismus untersucht werden.
Danach sollte festgestellt werden, inwieweit die Effekte von Cimes in Wildtyp Zellen denen
von S1P in S1P-Lyase-defizienten Neuronen entsprechen. Schlussendlich sollte die
Sphingoidphosphat induzierte Signalkaskade identifiziert werden, die dem neuronalem

Zelltod zugrunde liegt.
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2 Ergebnisse

Als Modellsysteme zur Identifikation der Sphingoidphosphat induzierten Signalwege dienten
primédre Neuronen aus Wildtyp Miusen, die mit dem synthetischen Sphingosin Analogon
Cimes behandelt wurden sowie Neuronen aus S1P-Lyase-defizienten Méausen, denen S1P

zugegeben wurde.

2.1 S1P-Lyase-defizienten Miuse

S1P-Lyase (SPL) defiziente Méuse (sgp! -/-) zeigten einen unerwartet komplexen Phinotyp,
der sich rein duBerlich in einem verzogerten Wachstum, einem struppigen, diinnen Fell und
einer geringfiigig gestauchten Kopfform duBlerte (Abb. 11). Des Weiteren wiesen die SPL-
defizienten Miuse im Vergleich zu den Wildtypen und heterozygoten Tieren eine geringe
Lebenserwartung auf, die im Mittel 6 Wochen betrug. Eine Steigerung der Lebenserwartung
auf 8 bis 9 Wochen wurde durch Belassen der SPL-defizienten Miuse bei deren Elterntieren
erreicht, doch traten in dieser Zeit weder eine Schwangerschaft noch andere Anzeichen einer

Geschlechtsreife in den SPL-defizienten Tieren auf.

A B

SPL +/+

Abb. 11: S1P-Lyase (SPL) defiziente Miuse. A: 8 Wochen alte Geschwister, wildtyp (SPL+/+) und
SPL-defizient (SPL-/-). B: 6 Tage alte Geschwister, wildtyp (SPL+/+), heterozygot (SPL+/-) und SPL-defizient
(SPL -/-).

Die Zucht erfolgte wegen der nicht eintretenden Geschlechtsreife der SPL-defizienten Méuse
durch die Verpaarung heterozygoter Tiere. Um den Genotyp des Nachwuchses bestimmen zu

konnen, wurden die Jungtiere 5 Tage nach der Geburt mit Edding markiert (Abb. 11B) und
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Biopsien von den Schwanzspitzen verwendet. Die Genotypisierung erfolgte mittels PCR, bei
der die Wildtypen ein 499 Basenpaar (bp) groes Fragment der S1P-Lyase amplifizierten und
die SPL-defizienten Tiere ein 667 bp groBes Produkt, welches die [-Galactosidase als
Kontrolle fiir die erfolgreiche Deletion des sgpl/l Gens anzeigte. Bei den heterozygoten Tieren

erschienen beide Banden (Abb. 12).

+/+ +/- -/-

667bp
499bp

Abb. 12: Resultat der Genotypisierungs PCR. Bei der PCR mit zwei verschiedenen Oligonukleotiden wird im
Falle des Wildtyps (+/4) ein 499bp groBes Produkt, welches die S1P-Lyase anzeigt gebildet. Bei heterozygoten
(+/-) und SPL-defizienten (-/-) Tieren wird die 667bp groBe -Galaktosidase Bande amplifiziert.

Die Vererbung der SPL-Defizienz unterlag nicht den Regeln nach Mendel, nach denen die
Nachkommen im Verhiltnis 1:2:1 (wildtyp / heterozygot / homozygot defizient) geboren
werden. Von allen genotypisierten Madusen wiesen nur 9% eine SPL-Defizienz auf, wihrend
iber die Hilfte der Jungtiere, 56%, heterozygot und iiber ein Drittel, 35%, Wildtypen waren
(Abb. 13).

Abb. 13: Prozentuale Verteilung der Genotypen in Wiirfen von sgpl heterozygoten Tieren. Die Verteilung
der Genotypen erfolgt nicht nach den Mendelschen Regeln. Von den genotypisierten Tieren waren 35%
Wildtypen (+/+, blau), 56% heterozygot (+/-, gelb) und 9% SPL-defizient (-/-, rot).

Weitere Untersuchungen an den SPL-defizienten Miusen ergaben ein deutlich verringertes
Gewicht der 8 Wochen alten Tiere (Abb. 14A). Bemerkenswert waren zudem das
vollstindige Fehlen von Fettgewebe sowie die stark vergrolerte Leber, die bereits in einem

Alter von 6 Tagen auftrat (Abb. 14B).
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Abb. 14: SPL-defiziente Miuse weisen ein geringes Gewicht und eine vergroferte Leber auf. A: Vergleich
des Korpergewichts 8 Wochen alter wildtyp (+/+) und SPL-defizienter (-/-) Miuse. B: Vergleich des
Lebergewichtes sechs Tage alter wildtyp (+/+) und SPL-defizienter (-/-) Jungtiere. (n = 5)

Neben den physiologischen Unterschieden traten auch Veridnderungen im Verhalten auf. Die
Motorik der SPL-defizienten Mause war im Vergleich zu den Wildtypen und heterozygoten
Tieren unbeholfen. Wihrend Wildtyp und heterozygote sechs Tage alte Miuse auf
Fingerbewegung vor ihrem Kopf mit Schniiffeln und Kopfdrehen reagierten, zeigten die

SPL-defizienten Tiere keine Reaktion und wirkten beinahe apathisch.

2.2 Lipidanalysen — Anstieg von S1P und Sphingosin in den SPL-
defizienten Neuronen

Um zu kldaren, wie sich das Ausschalten der SPL auf den Gehalt an intrazelluldren
Sphingolipiden auswirkt, wurde die Menge an bioaktiven Sphingolipiden, einschlieBlich S1P,
Sphingosin und Ceramid, sowie an Hexosylceramid und Sphingomyelin mittels
Massenspektrometrie (ESI/MS/MS) in Kooperation mit Prof. A. H. Merrill, Jr. (USA)

analysiert.

2.2.1 Analyse der Sphingoidbasen

Zunichst wurde die Menge an intrazelluldirem S1P und Sphingosin in den SPL-defizienten
Miusen mittels Massenspektrometrie analysiert. Zusétzlich wurde der Einfluss von exogenem
S1P bzw. Sphingosin auf den Gehalt an endogenen S1P und Sphingosin ermittelt. Hierzu
wurden Neuronen aus sechs Tage alten wildtyp, heterozygoten und SPL-defizienten Mausen
priapariert und fiinf Tage kultiviert. Die Zellen wurden anschlieBend fiir 24 h mit

Losungsmittel (Methanol) als Kontrolle, 10 uM S1P oder 10 uM Sphingosin inkubiert und
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nach Ablauf dieser Zeit gemidll den Vorgaben fiir die massenspektrometrische Analyse
geerntet.

Wie zu erwarten war, stieg der Gehalt an S1P in SPL-defizienten Neuronen verglichen mit
den Wildtypen stark, ca. 20fach, an (Abb. 15A). Diese Erhohung nahm weiter zu (~ 150fach),

wenn S1P bzw. Sphingosin zu den Zellen gegeben wurde.
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Abb. 15: Anstieg von Sphingosin und S1P in Neuronen von SPL-defizienten Méusen. Neuronen aus
Wildtyp (+/+), heterozygoten (+/-) und SPL-defizienten (-/-) Midusen wurden mit Losungsmittel (Kontrolle, K),
10 uM S1P oder 10 uM Sphingosin (Sph) fiir 24 h inkubiert. Nach dem Ernten wurden die Sphingolipide
extrahiert und mittels electrospray ionization tandem mass spectrometry (ESI/MS/MS) analysiert. Die Daten sind
Mittelwerte einer Dreifachbestimmung und beziehen sich auf die Wildtyp Kontrolle (A) oder sind als absolute
Werte in nmol/mg Zellprotein (B) angegeben. * signifikant verschieden von +/+ K (p<0,05).

In Gegenwart von S1P stieg der S1P Gehalt auch in den wildtyp und heterozygoten Neuronen
an (~ 7fach bzw. ~20fach). Die Erhohung der intrazelluldren S1P Konzentration wurde von
einem leichten Anstieg des Sphingosins begleitet, die in SPL-defizienten Neuronen 10fach
und in heterozygoten Neuronen Sfach hoher war als in den Wildtypen. Zudem war die Menge
an Sphingosin in den SPL-defizienten Neuronen erhoht, so dass nahezu die gleichen Mengen
an freiem bzw. phosphoryliertem Sphingosin in den Zellen vorhanden waren (~ 4,5 nmol/mg)

(Abb. 15B). Obwohl auch Sphingosin in SPL-defizienten Neuronen nach der Zugabe von
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Sphingosin bzw. S1P stark anstieg (20 nmol/mg bzw. 33 nmol/mg), blieb es doch unter dem
S1P Gehalt, der mehr als 33 nmol/mg bzw. 35 nmol/mg erreichte (Abb. 15B). Zu bedenken
ist dabei stets, dass Sphingosin in hoheren Konzentrationen als S1P vorliegt und bereits kleine
Anderungen in der S1P Menge eine starke Verschiebung des Gleichgewichts verursachen
(Hannun and Obeid, 2008).

Die mittels Massenspektrometrie detektierte SIP Akkumulation in SPL-defizienten Neuronen
konnte mit Hilfe von radioaktiver Phosphatmarkierung bestitigt werden (Abb. 16). Das
radioaktive anorganische Phosphat wird in ATP (Adenosintriphosphat) eingebaut und
ermdglicht somit die Markierung von phosphorylierten Molekiilen. S1°°P lisst sich daher
nach erfolgter Extraktion und Auftrennung mittels Diinnschichtchromatographie (DC)
autoradiographisch gut nachweisen (Abb. 16B). Bemerkenswert ist, dass in den
unbehandelten Wildtyp Kontrollen kein S1P detektiert werden konnte, was den geringen
Anteil von S1P an den Sphingolipiden in der Zelle verdeutlicht. Dagegen stieg in den SPL-
defizienten unbehandelten Neuronen bereits nach 1 h die Menge an SIP um ~ 40% an
(Abb.16A). In den Wildtypen wurde S1P erst nachweisbar, als dieses fiir 1h in das
Kulturmedium gegeben wurde, wohingegen dieselbe Behandlung in den SPL-defizienten

Zellen eine starke Akkumulation zur Folge hatte.
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Abb. 16: S1P Akkumulation in SPL-defizienten Neuronen. Kleinhirnneuronen aus Wildtyp (+/+) und
SPL-defizienten (--) Miusen wurden mit phosphatfreiem MEM gewaschen und im selben Medium mit *’P
(30 uCi/ml) fiir 2 h inkubiert. Anschliefend wurde Losungsmittel (Kontrolle, K) oder 10 uM S1P zugegeben.
Nach 1 h wurden die Zellen geerntet und S1P extrahiert, mittels DC getrennt und quantifiziert (A). Die Daten
beziehen sich auf die Wildtyp Kontrolle (+/+ K). B: Diinnschichtchromatographie. Laufmittel 80:20:10:20
1-Butanol / Methanol / Eisessig / H,O.
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2.2.2 Analyse der Ceramidespezies in SPL-defizienten Neuronen

Auch der Gehalt an Ceramid wurde in SPL-defizienten Neuronen mit und ohne Zugabe von
exogenem Sphingosin bzw. SI1P mittels Massenspektroskopie analysiert. Wie in
Abbildung 17 dargestellt ist, bilden die Kleinhirnneuronen einige molekulare
Ceramidspezies, die sich durch die Fettsdure unterscheiden, welche mittels Amidbindung an
Sphingosin gekoppelt ist. Den groften Anteil haben Ceramidspezies, die Stearinsidure (C18:0)
enthalten, gefolgt von jenen mit Palmitinsidure (C16:0). Im Gegensatz zu dem signifikanten
Anstieg von SI1P in SPL-defizienten Zellen, konnte keine Erhohung der
Ceramidkonzentration festgestellt werden (Abb. 17B,C). Die Menge an C18 Ceramiden lag
bei den SPL-defizienten Neuronen sogar deutlich unter der des Wildtyps. Erst nach Zugabe
von S1P in das Kulturmedium stiegen die Ceramide in allen drei Genotypen an (Abb. 17B,
C). Ebenso fiihrte die Anwesenheit von Sphingosin im Medium zu einem Anstieg des
Ceramids in heterozygoten und SPL-defizienten Neuronen, nicht aber in den Wildtyp Zellen.
Dieser Anstieg betraf hauptsidchlich die C16- und C18-Ceramide und war in den SPL-
defizienten Zellen am hochsten (Abb. 17A). Die Menge an C18 Ceramid betrug in
unbehandelten SPL-defizienten Neuronen ca. 4 nmol/mg und vervierfachte sich nach der
Zugabe von S1P, wihrend sie in Anwesenheit von Sphingosin um das vier bis fiinffache
schwankte (Abb. 17B, C).

Exogenes S1P und Sphingosin fithren demnach in SPL-defizienten Neuronen zu #hnlichen

Anderungen in der zellulidren Menge von bioaktiven Sphingolipiden.
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Abb. 17: Ceramidgehalt in Wildtyp, heterozygoten und SPL-defizienten Neuronen. Wildtyp (+/4),
heterozygoten (+/-) und SPL-defiziente (-/-) Neuronen wurden mit Losungsmittel (Kontrolle, K), 10 uM SI1P
oder 10 uM Sphingosin (Sph) fiir 24 h inkubiert. Nach dem Ernten wurden die Ceramide extrahiert und
massenspektrometrisch (ESI/MS/MS) analysiert. Die Daten sind Mittelwerte einer Dreifachbestimmung und
beziehen sich auf die Wildtyp Kontrolle (A) oder sind als absolute Werte in nmol/mg Zellprotein angegeben
(B, C). * signifikant verschieden von +/+ K (p<0,05).
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2.2.3 Effekte der SPL-Defizienz auf den intrazelluliren Gehalt an
Hexosylceramid und Sphingomyelin

Aufgrund der Anderungen im Gehalt der bioaktiven Sphingoidbasen sowie den
Veridnderungen im Ceramidgehalt wurden weitere Sphingolipide wie die Hexosylceramide
und Sphingomyelin mittels Massenspektrometrie analysiert. Analog zu den bereits
untersuchten unglycosylierten Ceramiden hatten auch hier die Hexosylceramide, welche
Stearinsdure (C18:0) und Palmitinsdure (C16:0) enthalten den groB3ten Anteil (Abb. 18B). In
den SPL-defizienten Neuronen war dagegen der Anstieg von C26:1 Hexosylceramiden
besonders auffallend, der jedoch nicht durch die Zugabe von SIP verstirkt wurde, im
Gegensatz zu den mit SI1P behandelten Wildtypen (Abb. 18A). Interessanterweise schien vor
allem die Zugabe von Sphingosin eine starke Verdnderung der C16 und Cl18

Hexosylceramide in SPL-defizienten Neuronen zu bewirken.
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Abb. 18: SPL-Defizienz beeinflusst die Hexosylceramide. Neuronen aus Wildtyp (+/+) und SPL-defizienten
(-/-) Méusen wurden mit Losungsmittel (Kontrolle, K), 10 pM SIP oder 10 uM Sphingosin (Sph) fiir 24 h
inkubiert. Nach dem Ernten wurden die Sphingolipide extrahiert und massenpektrometrisch (ESI/MS/MS)
analysiert. Die Daten sind Mittelwerte einer Dreifachbestimmung und beziehen sich auf die Wildtyp Kontrolle
(A) oder sind als absolute Werte in nmol/mg Zellprotein (B) angegeben.
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Abbildung 19 verdeutlicht, dass die Deletion des SPL-Gens keine signifikanten
Auswirkungen auf den Sphingomyelingehalt der Zelle ausiibt. Einzig in Wildtyp Neuronen,
welche mit S1P inkubiert wurden, war eine deutliche FErhohung von jenen
Sphingomyelinspezies, welche Stearinsdure (C18:0) bzw. Cerotinsdure (C26:0) enthielten
detektierbar. Ein leichter Anstieg von C18 Sphingomyelin war zudem in SPL-defizienten

Neuronen nach Zugabe von S1P erkennbar.
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Abb. 19: SPL-Defizienz hat keine Auswirkungen auf den Sphingomyelingehalt der Neuronen. Neuronen
aus Wildtyp (+/+) und SPL-defizienten (-/-) Méusen wurden mit Losungsmittel (Kontrolle, K), 10 uM S1P oder
10 uM Sphingosin (Sph) fiir 24 h inkubiert. Nach dem Ernten wurden die Sphingolipide extrahiert und
massenpektrometrisch (ESI/MS/MS) analysiert. Die Daten sind Mittelwerte einer Dreifachbestimmung und
beziehen sich auf die Wildtyp Kontrolle (A) oder sind als absolute Werte in nmol/mg Zellprotein (B) angegeben.

Wie Abbildung 20 darstellt, intervenierte Sphingosin am stdrksten mit dem Hexosylceramid
und Ceramid Metabolismus, was wahrscheinlich auf der Tatsache beruht, dass Sphingosin der

direkte Vorldufer von Ceramid ist und dieses wiederum der Ausgangspunkt fiir die
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Glycosylierungen darstellt. Werden allerdings nur die beiden Kontrollen betrachte, ist
deutlich zu erkennen, dass der Gesamtgehalt der genannten Sphingolipide in den SPL-

defizienten Neuronen kaum verindert ist.
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Abb. 20: Der Gesamtgehalt an Hexosylceramid, Sphingomyelin und Ceramid wird nicht durch die SPL-
Defizienz beeinflusst. Neuronen aus Wildtyp (+/+) und SPL-defizienten (-/-) Méusen wurden mit Losungsmittel
(Kontrolle, K), 10 pM S1P oder 10 uM Sphingosin (Sph) fiir 24 h inkubiert. Nach dem Ernten wurden die
Sphingolipide extrahiert und massenpektrometrisch (ESI/MS/MS) analysiert. Die Daten sind Mittelwerte einer
Dreifachbestimmung und beziehen sich auf die Wildtyp Kontrolle. HexCer — Hexosylceramid, SM —
Sphingomyelin.

2.2.4 Inhibierung der de novo Sphingolipid-Synthese in SPL-defizienten

Neuronen

Zusitzlich zu den massenspektrometrischen Messungen, in denen der Gesamtgehalt an
zelluldren Lipiden bestimmt wurde, wurde die Sphingolipid-Biosynthese genauer mittels
radioaktiver Markierungen analysiert. Zunidchst wurden Wildtyp und SPL-defiziente
Neuronen mit Losungsmittel als Kontrolle, Sphingosin oder S1P behandelt und nach 4 h mit
[14C]—Serin markiert. Es war deutlich zu erkennen, dass alle SPL-defizienten Zellen
unabhiingig von ihrer Behandlung eine verringerte de novo Synthese der Sphingolipide
aufwiesen (Abb. 21). Hierbei war die a-Serie, besonders GDla, stirker betroffen als die
b-Serie (Abb. 21A). Uberraschend im Hinblick auf das Ergebnis des vorherigen Abschnitts —
die Menge an Hexosylceramid und Sphingomyelin blieb in den SPL-defizienten Neuronen
konstant — nahm die de novo Synthese von Glucosylceramid (GlcCer) und Sphingomyelin
(SM) in SPL-defizienten Neuronen ab (Abb. 21). Die quantitative Auswertung der
Diinnschichtchromatographie bestétigte die gefundene Reduktion der de novo Synthese in

SPL-defizienten Neuronen (Abb. 21B).
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Abb. 21: SPL-Defizienz hat eine Reduktion der Sphingolipid Biosynthese zur Folge. Wildtyp (+/+) und
SPL-defizienten (-/-) Neuronen wurden mit Losungsmittel (Kontrolle, K), 10 uM Sphingosin (Sph) oder 10 uM
S1P behandelt. Nach 4 h wurde [14C] Serin (2 uCi/ml) in das Medium gegeben. Nach weiteren 24 h wurden die
Zellen geerntet und die Lipide bestimmt. A: Diinnschichtchromatographie (DC), B: Quantitative Analyse der
Daten mit TINA, schwarze Balken - +/+ Neuronen, graue Balken - -/- Neuronen, kein Muster — Kontrollen,
gestrichelt — Sph Zusatz, gepunktet — S1P Zusatz. GlcCer — Glucosylceramid, LacCer — Lactosylceramid, SM —
Sphingomyelin, So/Sa — Sphingosin/Sphinganin. Laufmittel 60:35:8 Chloroform / Methanol / 0,22% CaCl,
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Die de novo Synthese von Ceramid wurde ebenfalls mittels ['*C]-Serin Markierung analysiert.
Hierzu wurden die Neuronen wie zuvor behandelt, die Lipide extrahiert und diese mittels
Diinnschichtchromatographie in einem fiir Ceramid geeigneten Laufmittel aufgetrennt. Auch
die de novo Ceramid Synthese war in SPL-defizienten Neuronen reduziert, vor allem in
Gegenwart von exogenem S1P oder Sphingosin (Abb. 22). Nach Zugabe von S1P war die de
novo Ceramid Synthese um 80% reduziert, wihrend sie in Gegenwart von Sphingosin um

50% abnahm.
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Abb. 22: S1P hemmt die de novo Ceramid-Synthese in SPL-defizienten Neuronen. Wildtyp (+/+) und SPL-
defiziente (-/-) Neuronen wurden mit Losungsmittel (Kontrolle, K), 10 uM Sphingosin (Sph) oder 10 pM S1P
behandelt. Nach 4 h wurde [14C] Serin (2 pCi/ml) in das Medium gegeben. Nach weiteren 24 h wurden die
Zellen geerntet und Ceramid bestimmt. A: %Ceramid bezogen auf den jeweiligen Wildtyp (+/+). B: %Ceramid
bezogen auf wildtyp Kontrolle (K +/+). C: Diinnschichtchromatographie. Laufmittel 190:9:1 Chloroform /
Methanol / Eisessig.

2.2.5 Aktivierung des Sphingolipid-Recyclingweges in SPL-defizienten
Neuronen

Um Verdnderungen im Katabolismus (Recycling) der Ganglioside sichtbar zu machen,
wurden die Neuronen wie zuvor beschrieben behandelt, aber mit D[1—14C]Galaktose anstelle
von [14C]—Serin markiert. Nach der Extraktion der Lipide wurden diese mittels
Diinnschichtchromatographie aufgetrennt. In den SPL-defizienten Neuronen war der
Recyclingweg im Vergleich zu den Wildtypen unabhingig der Zusétze erhoht (Abb. 23). Vor
allem die Wiederverwertung von GM2, einem Gangliosid der a-Serie, nahm in SPL-

defizienten Neuronen stark zu.
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Abb. 23: SPL-Defizienz bewirkt die Zunahme der SL-Bildung via Recycling. Wildtyp (+/+) und SPL-
defiziente (-/-) Neuronen wurden mit Losungsmittel (Kontrolle, K), 10 uM Sphingosin (Sph) oder 10 pM S1P
behandelt. Nach 4 h wurde D[1—14C] Galaktose (2 uCi/ml) in das Medium gegeben. Nach 24 h wurden die Zellen
geerntet und die Lipide bestimmt. A: Diinnschichtchromatographie (DC), B: Quantitative Analyse der Daten mit
TINA, schwarze Balken - +/+ Neuronen, graue Balken - -/- Neuronen, kein Muster — Kontrollen, gestrichelt —
Sph Zusatz, gepunktet — S1P Zusatz. GlcCer — Glucosylceramid, LacCer — Lactosylceramid. Laufmittel 60:35:8
Chloroform / Methanol / 0,22% CaCl,
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2.2.6 Verinderungen des Lipidmetabolismus in Leber und Gehirn von SPL-

defizienten Mausen

Die Verdnderung des Lipidmetabolismus in SPL-defizienten Mdiusen betraf auch andere
Gewebe als das Cerebellum. Untersuchungen an Leber und GroBhirn zeigten Unterschiede in
den Lipiden (Abb. 24). In der Leber waren Cholesterolester (CE), Cholesterol (Chol),
Fettsduren (FS) und Ceramid erhoht (Abb. 24A). Im Gegensatz dazu zeigte sich im GroB3hirn
der SPL-defizienten Miuse eine Verringerung der genannten Lipide (Abb. 24B). Die
Abwesenheit der S1P-Lyase fiihrt demnach zu weit reichenden Verdnderungen in dem

Lipidmetabolismus von Gehirn und Leber.
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Abb. 24: SPL-Defizienz fiihrt in Leber und Gehirn zu Verinderungen der Lipidkonzentration. Wildtyp
(+/+) und SPL-defizienten (-/-) Méusen wurden Leber und GroBhirn entnommen. Die Lipide wurden wie im
Methodenteil angegeben analysiert. Die Daten wurden auf das Feuchtgewicht normalisiert und relativ zum
Wildtyp dargestellt. A: Leber, relativ zu Wildtyp (+/+), B: GroBhirn, relativ zu Wildtyp (+/+),
C: Diinnschichtchromatographie. CE — Cholesterolester, Chol — Cholesterol, Cer — Ceramid, FS — Fettsduren.
Laufmittel 190:9:1 Chloroform / Methanol / Eisessig.
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23 Im Gegensatz zu Sphingosin induziert S1P Apoptose in SPL-
defizienten Neuronen.

Wie im vorherigen Abschnitt gezeigt, bewirkten exogen angebotenes Sphingosin und S1P
nahezu identische Veridnderungen im intrazelluldren Gehalt bioaktiver Sphingolipide in SPL-
defizienten Neuronen. Uberraschenderweise hatte die Gegenwart von exogenem Sphingosin
bzw. S1P unterschiedliche Auswirkungen auf die Viabilitdt der SPL-defizienten Neuronen.
Neuronen aller drei Genotypen wurden fiir 24 h mit Losungsmittel als Kontrolle, 10 uM S1P
oder 10 uM Sphingosin behandelt. Nach dieser Zeit wurde die Viabilitiat der Zellen durch
Zugabe des Farbstoffs Resazurin in das Kulturmedium bestimmt. Nur in den mit S1P
behandelten Zellen wurde eine Verringerung der Viabilitdt um ca. 40% gefunden (Abb. 25A).
Um die Art des Zelltodes zu bestimmen, wurden des Weiteren die Aktivitdt der Caspasen

sowie die Integritit der genomischen DNA untersucht.
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Abb. 25: S1P induziert Apoptose in SPL-defizienten Neuronen. Wildtyp (+/+), heterozygote (+/-) und
SPL-defiziente (-/-) Neuronen wurden mit Losungsmittel (Kontrolle, K), 10 pM S1P oder 10 uM Sphingosin
(Sph) behandelt. Nach 24 h wurde die Viabilitit (A), die relative Effektor-Caspase Aktivitit (B) sowie die
genomische DNA (C, D) analysiert. * signifikant verschieden von +/+ K (p<0,05).

Die Aktivitit der Effektor-Caspase-3 war in S1P behandelten SPL-defizienten Zellen 2,5fach
erhoht, nicht aber in wildtyp und heterozygoten Neuronen (Abb. 25B). Die Aktivierung der
Caspasen nach S1P Zugabe wurde von der Fragmentierung der DNA begleitet (Abb. 25C).
Bei den mit Sphingosin behandelten Neuronen traten weder Verdnderungen in der Viabilitit

noch in der Caspase Aktivitit oder der Integritit der DNA auf (Abb. 25D).
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24 S1P und Cimes induzieren Apoptose in SPL-defizienten bzw.
Wildtyp Neuronen

Der Effekt von S1P auf SPL-defiziente Neuronen wurde mit der bereits beschriebenen
apoptotischen Wirkung von Cimes (cis-4-Methylsphingosin) verglichen (Naetzker et al.,
2006). Cimes ist ein synthetisches Sphingosin Analogon, welches intrazellulidr phosphoryliert
(CimesP) und damit erst bioaktiv wird. Die zeitabhingige Wirkung von SI1P in SPL-
defizienten Neuronen und Cimes in wildtyp Neuronen ist nahezu identisch (Abb. 26A, B).
Zusitzlich wurde ein Fluoreszenzassay (YO-PRO) angewendet, bei dem apoptotische Zellen
griin und nekrotische Zellen rot markiert werden (Abb. 26C). Es war deutlich zu sehen, dass
es sich in beiden Fillen vornehmlich um Apoptose und nicht um Nekrose handelte. Die
nekrotischen Zellen erschienen in allen Proben unabhingig der Zusitze (Cimes, S1P) und sind

ein typisches Kulturphdnomen von primér kultivierten Zellen.

>
w

Cimes S1P
120 - 120 -
. =100 - . .= 100 - .

22 g0 | \ 22 go-

2o olEe] R
8% 60- 82 4o |
>8 40 ZE 4
20 | 20 -
0 0-

12h  24h oh 6h  12h  24h

Oh 6h

Cimes S1P

K
/- +/+ -/-

Abb. 26: Die Wirkung von S1P auf die Zellviabilitiit von SPL-defizienten Neuronen ist vergleichbar mit
jener von Cimes in Wildtyp Neuronen. Wildtyp Neuronen wurden mit 10 uM Cimes (A) und SPL-defiziente
Neuronen mit 10 uM S1P (B) fiir die angegebenen Zeiten inkubiert und deren Viabilitit bestimmt. C:
Fluoreszenzaufnahme apoptotischer Zellen. Wildtyp (+/+) und SPL-defiziente (-/-) Neuronen wurden mit
Losungsmittel (Kontrolle, K), Cimes (nur +/+) oder S1P (nur -/-) behandelt. Nach 24 h wurden die apoptotischen
Zellen (griin) mit Hilfe des YoPro Assays bestimmt. Nekrotische Zellen sind rot. *signifikant verschieden von
0 h (p<0,05).

Wurden Wildtyp oder heterozygote Neuronen jedoch mit S1P behandelt, so wurde deren
Viabilitit in keiner Weise beeintrichtigt (Abb. 27). Dagegen starben Wildtyp, heterozygote
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und SPL-defiziente Neuronen nach der Behandlung mit Cimes an Apoptose, was sich in der

sinkenden Viabilitdt und der steigenden Aktivitéit der Caspasen darstellte (Abb. 27).
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Abb. 27: Im Gegensatz zu Cimes induziert S1IP Apoptose nur in SPL-defizienten Neuronen. Wildtyp (+/+)
und SPL-defiziente (-/-) Zellen wurden mit Losungsmittel (Kontrolle, K), 10 puM S1P oder 10 uM Cimes
behandelt. Nach 24 h wurde die Viabilitit (A) und die relative Effektor-Caspase Aktivitit (B) bestimmt.
*signifikant verschieden von K desselben Genotyps (p<0,05).

24.1 Korrelation der apoptotischen Wirkung von Cimes und S1P mit

morphologischen Verinderungen der Neuronen.

Lichtmikroskopische Untersuchungen der Zellmorphologie ergaben keine Unterschiede in
wildtyp, heterozygoten und SPL-defizienten Neuronen (Abb. 28A-C). Neuronen aller drei
Genotypen waren vollstindig differenziert und wiesen ein dichtes Netzwerk von Neuriten auf.
Die Zugabe von Sphingosin in das Kulturmedium liel keine Verdnderungen in der
Morphologie erkennen (Abb. 28D-F), wihrend eine Inkubation der Neuronen mit S1P nur in
den SPL-defizienten Zellen zu einer verdnderten Morphologie fiihrte, die Wildtypen und
Heterozygoten jedoch nicht beeinflusste (Abb. 28G-I). Im Gegensatz hierzu fiihrte eine
Inkubation mit Cimes in allen drei Genotypen zu einer veridnderten Morphologie
(Abb. 28]J-L). Diese zeigte sich in der Bildung von neuronalen Zellaggregaten, die durch
strahlenformig deutlich faszikulierte Neurite verbunden waren. Einige Neurite wiesen zudem

eine beginnende Degradation auf.
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Abb. 28: Morphologische Untersuchung von Wildtyp (+/+), heterozygoten (+/-) und SPL-defizienten (-/-)
Neuronen. Lichtmikroskopische Phasenkontrastaufnahme von wildtyp (A, D, G, J), heterozygoten (B, E, H, K)
und SPL-defizienten (C, F, I, L) Neuronen. Am fiinften Kulturtag wurden die Zellen mit Losungsmittel
(Kontrolle, K) (A-C), Sphingosin (D-F), SIP (G-I) oder Cimes (J-L), jedes 10 uM, fiir 24 h inkubiert und
anschlieBend mikroskopisch betrachtet. 100fach vergrofBert.

2.5  S1P induziert eine unvollstindige Aktivierung des Zellzyklus in
SPL.-defizienten Neuronen

In fritheren Experimenten konnte gezeigt werden, dass Cimes in wildtyp Neuronen zu einer
partiellen Reaktivierung des Zellzyklus fiihrte, die zum Teil fiir die Cimes induzierte
Appoptose verantwortlich war (Naetzker et al., 2006). Um zu priifen, ob der SI1P induzierten
Apoptose in SPL-defizienten Neuronen ein dhnlicher Mechanismus zu Grunde liegt, wurde
die Expression von Cyclin D1 und Cyclin E untersucht. Cyclin D1 und die zugehdrige Kinase
CDK4 (Cyclin dependent kinase4) sind wichtige Regulatoren des Zellzyklus und steuern
unter anderem den Wiedereintritt ruhender Zellen aus der GO- in die G1-Phase (Baldin et al.,
1993). Cyclin D1 ist zudem an der Apoptose in Neuronen beteiligt (Freeman et al., 1994;
Sakai et al., 1999). Cyclin E zeigt dagegen den Eintritt der Zelle in die auf die G1-Phase
folgende S-Phase an. In mit S1P behandelten SPL-defizienten Neuronen zeigte sich wie schon
bei Cimes eine deutliche Erhohung der Cyclin D1 Expression (Abb. 29A), wihrend keine
Expression von Cyclin E detektiert werden konnte (Abb. 29B).
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Abb. 29: S1P fiihrt zur Expression von Cyclin D1 in SPL-defizienten Neuronen. Western Blot Analyse der
Expression von Cyclin D1 (A) und Cyclin E (B). Kleinhirnneuronen von Wildtyp (+/+), heterozygoten (+/-) und
SPL-defizienten (-/-) Mdusen wurde fiir 24 h mit 10 uM S1P inkubiert und die Expression von Cyclin D1 und

Cyclin E untersucht. a-Tubulin wurde als Auftragskontrolle eingesetzt.

2.6 Beteiligung der S1P-Rezptoren an der Sphingoid-induzierten
Apoptose

Um eine mogliche Beteiligung der S1P-Rezeptoren an dem toxischen Effekt von S1P in SPL-
defizienten Neuronen zu untersuchen wurde zunéchst die Expression der S1P Rezeptoren in
den in dieser Arbeit verwendeten Kleinhirnneuronen mittels Real-Time PCR analysiert.
Entsprechend den Angaben in der Literatur (Anelli et al., 2005) wurde eine Expression der
Rezeptoren S1P; ; erwartet. Wie in Abbildung 30 dargestellt, war S1P; der Hauptvertreter
der S1P Rezeptoren in Kleinhirnneuronen der Maus, gefolgt von S1P; und S1P,, deren
Expression allerdings deutlich geringer ausfiel als jene von S1P;. S1Ps wird hauptséchlich in
Oligodendrocyten und neuronalen Vorlduferzellen exprimiert, wihrend S1P4 sich
hauptsichlich im Lymphgewebe befindet (Kluk and Hla, 2002; Terai et al., 2003; Im et al.,
2004; Yu et al., 2004)
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Abb. 30: Expressionsmuster der S1P-Rezeptoren (S1PR) in Neuronen des Maus Cerebellums. Nach dem
Ernten der Neuronen wurde deren RNA isoliert, mittels Reverser Transkription in cDNA umgeschrieben und mit
Hilfe von Real-Time PCR die Expression der 5 S1P-Rezeptoren (S1P;5) ermittelt. Die relative Expression der
Rezeptoren bezieht sich auf S1P;.

Um nun die Beteiligung dieser Rezeptoren an der neurotoxischen Wirkung von S1P in SPL-

defizienten Neuronen zu iiberpriifen, wurden verschiedene Ansitze gewéhlt.
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2.6.1 PTX verhindert nicht die S1P-induzierte Apoptose in den SPL-defizienten

Neuronen

Zuerst wurde die S1P-Rezeptor-vermittelte Signalkaskade mittels Pertussistoxin (PTX)
inhibiert. PTX katalysiert die Ubertragung einer ADP-Riboseeinheit von NAD" auf Gi, und
Giy, an die die S1P;3-Rezeptoren gekoppelt sind. Das ADP-Ribosylierte G-Protein kann nun
sein gebundenes GDP nicht mehr mit einem GTP tauschen und bleibt inaktiv, wodurch keine
Weiterleitung des Signals mehr stattfindet (Fields and Casey, 1997). SPL-defiziente Neuronen
wurden mit PTX (100 ng/ml) 30 min lang inkubiert, bevor 10 uM S1P fiir 24 h zugegeben
wurde. PTX verhinderte nicht die S1P-induzierte Apoptose in den SPL-defizienten Neuronen
(Abb. 31). Weder die Viabilitit noch die Aktivitit der Caspasen wurde durch PTX beeinflusst
(Abb. 31A, B) und auch die Fragmentierung der DNA war unabhidngig von der PTX
Behandlung zu erkennen (Abb. 31C).

<120
S 100 |
>
R 80 b N
= 60
S 40 -
©
S 20 A
0 il
+/+ -/- +/+ -/- +/+ -/- +/+ -/-
K PTX S1P S1P+PTX
B
5_° . :
S <25
IR 2
o .2
2515
FL 1
©
© o5
0 -
+/+ -/- ++ /- ++ -+ /-
K PTX S1P S1P+PTX
C K PTX S1P S1P+PTX
H+ - ++ /- +H+ -+ -

Abb. 31: Pertussistoxin (PTX) hat keinen Einfluss auf den apoptotischen Effekt von S1P in SPL-
defizienten Neuronen. Wildtyp (+/+) und SPL-defiziente (-/-) Neuronen wurden mit Losungsmittel
(Kontrolle, K), 10 uM S1P, 100 ng/mg PTX oder einer Kombination aus beiden (PTX + S1P) inkubiert. Die
Vorinkubation mit PTX betrug 30 min. Nach 24 h wurde die Viabilitit (A), die relative Caspase Aktivitit (B)

sowie die genomische DNA (C) analysiert. Die Caspase Aktivitit bezieht sich auf +/+ K. * signifikant
verschieden von +/+ K (p<0,05).
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2.6.2 Die Inhibierung von S1P, hat keinen Einfluss auf die Cimes induzierte
Apoptose

Um Fehler auszuschlieen wurde zusitzlich ein S1P-Rezeptor Antagonist verwendet, JTEO13

(Abb. 32), der hauptsdchlich S1P, hemmt (Parrill et al., 2004). Die kultivierten Neuronen

wurden dafiir mit 10 uM JTE fiir 30 min vorinkubiert, anschlieBend wurde 10 uM Cimes fiir
24 h zugegeben.

Cl

Abb. 32: JTE013, S1IPR Antagonist. JTE inhibiert hauptsidchlich S1P,.

JTE hatte allerdings keinen Einfluss auf die Cimes induzierte Apoptose (Abb. 33). Cimes
fiihrte in An- und Abwesenheit von JTE zu einer verringerten Viabilitit, einer erhohten

Caspase Aktivitit und einer DNA Fragmentierung.
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Abb. 33: JTE (S1PR Antagonist) hat keinen Einfluss auf den apoptotischen Effekt von Cimes. Wildtyp
Neuronen wurden am fiinften Kulturtag mit Losungsmittel (Kontrolle, K), 10 uM Cimes, 10uM JTE oder einer
Kombination aus JTE und Cimes (JTE + Cimes) behandelt. Die Vorinkubation mit JTE betrug 30 min. Nach
24 h wurde die Viabilitit (A), die relative Caspase Aktivitidt (B) sowie die genomische DNA (C) analysiert. Die
Caspase Aktivitit bezieht sich auf K. * signifikant verschieden von K (p<0,05).
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2.6.3 S1P,;sind nicht an der Sphingoidphosphat induzierten Apoptose beteiligt

Zusitzlich zur Verwendung von Rezeptor Antagonisten und G-Protein Inhibitoren wurde die
eventuelle Beteiligung der SIP Rezeptoren an der neurotoxischen Wirkung von S1P und
Cimes auch mittels siRNA untersucht. Die zuvor gewonnenen Ergebnisse wurden mittels
siRNA gegen die Rezeptoren S1P;, S1P, und S1P5 bestitigt. 24 h nach Inkubation mit siRNA
gegen die drei genannten Rezeptoren wurde das Ausmall des Knock Downs mittels Real-
Time PCR iiberpriift; die Rezeptoren waren 70 bis 90% herunter reguliert (Abb. 34A). Es ist
anzumerken, dass die simultane Inkubation der Neuronen mit siRNA gegen alle drei
Rezeptoren keinen signifikanten Einfluss auf die Viabilitdt der Neuronen ausiibte. Selbst die
gleichzeitige Unterdriickung der Expression aller drei Rezeptoren hatte keinen Einfluss auf
die apoptotischen Effekte von S1P in SPL-defizienten Neuronen. Weder die Viabilitit
(Abb. 34B), noch die DNA Fragmentierung (Abb. 34C) oder die Caspase Aktivitit
(Abb. 34D) wurde durch den Einsatz der siRNA beeinflusst.
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Abb. 34: Die S1P-Rezeptoren 1-3 sind nicht an der S1P induzierten Apoptose in SPL-defizienten
Neuronen beteiligt. A: Kontrolle des S1P;; Rezeptoren Knock Downs durch siRNA. SPL-defiziente (-/-)
Neuronen wurden ohne (K) oder mit siRNA gegen S1P,; inkubiert. Nach 24 h wurde die RNA isoliert, die
cDNA durch reverse Transkription hergestellt und eine Real-Time PCR mit den Primern gegen S1P; (schwarze
Balken), S1P, (weile Balken) oder S1P; (graue Balken) wie im Methodenteil beschrieben durchgefiihrt.
B, C, D: SPL-defiziente (-/-) Neuronen wurden mit siRNA gegen die S1P Rezeptoren 1, 2 und 3 bzw. mit dem
entsprechenden Medium fiir 24 h vorinkubiert. AnschlieBend wurden sie fiir weitere 24 h mit Losungsmittel
(Kontrolle, K) oder 10 uM S1P behandelt. Viabilitit (B), die relative Caspase Aktivitit (D) sowie die
genomische DNA (C) wurden analysiert. *signifikant verschieden von K (p<0,05).
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Ebenso wurde iiberpriift, ob das synthetische Analogon Cimes mit den S1P-Rezeptoren
interagiert. Wildtyp Neuronen wurden wie im vorigen Experiment mit siRNA gegen drei S1P-
Rezeptoren inkubiert. Auch hier verlief der Knock Down der Rezeptoren erfolgreich
(Abb. 35A). AnschlieBend wurden die Viabilitit, die Caspase Aktivitdt und die Integritit der
genomischen DNA {iberpriift. In Gegenwart der siRNA gegen S1P;, SIP, und S1P; wurde
kein Unterschied in der Viabilitdt der Neuronen festgestellt (Abb. 35B). Auch die Aktivitit
der Caspasen (Abb. 35D) und die Fragmentierung der DNA (Abb. 35C) blieben in
Anwesenheit der siRNA unverindert. Ebenso wie die S1P induzierte Apoptose ist auch der

Cimes-induzierte Zelltod unabhéngig von den S1P-Rezeptoren.
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Abb. 35: Die S1P-Rezeptoren 1-3 sind auch bei der Cimes induzierten Apoptose nicht beteiligt. Neuronen
wurden mit siRNA gegen die SIP Rezeptoren 1, 2 und 3 bzw. mit dem entsprechenden Medium fiir 24 h
vorinkubiert. Anschlieend wurden sie fiir weitere 24 h mit Losungsmittel (Kontrolle, K) oder 10 uM Cimes
behandelt. Viabilitit (B), die relative Caspase Aktivitit (D) sowie die genomische DNA (C) wurden analysiert.
*signifikant verschieden von K (p<0,05) A: Kontrolle des S1P,; Rezeptoren Knock Downs durch siRNA.
Neuronen wurden ohne (K) oder mit siRNA gegen S1P,; inkubiert. Nach 24 h wurde die RNA isoliert, die
cDNA durch reverse Transkription hergestellt und eine Real-Time PCR mit den Primern gegen S1P; (schwarze
Balken), S1P, (weifle Balken) oder S1P; (graue Balken) wie im Methodenteil beschrieben durchgefiihrt.
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2.7  Unterschiede in der Phosphorylierung von exogenem Sphingosin

und S1P

S1P induzierte in SPL-defizienten Neuronen Effekte, die denen von Cimes in Wildtyp
Neuronen gleichen. Dabei ist allerdings zu bemerken, dass Sphingosin, das eigentliche
Vorbild von Cimes, eine andere Wirkung aufwies. Zwar stieg der S1P Gehalt in SPL-
defizienten Neuronen nach Zugabe von Sphingosin und S1P gleichermallen an, aber nur die
Inkubation mit S1P bewirkte Apoptose. Daraus ergab sich die Frage nach dem Schicksal der
exogen angebotenen Sphingolipide. Es wurde bereits in anderen Zellen gezeigt, dass exogenes
S1P nach der Internalisierung durch Lipid-Phosphatasen im Cytosol oder mittels der S1P-
Phosphatase am ER dephosphoryliert wird (Mandala, 2001; Long et al., 2008). Fiir die
intrazelluldre Rephosphorylierung des aus dem exogenen SI1P entstandenen Sphingosins
kamen unterschiedliche subzellulare Entstehungsorte in Frage. Um diese Moglichkeit zu
untersuchen, wurden Phosphorylierungsexperimente in SK1- bzw. SK2-defizienten Neuronen
durchgefiihrt. Kleinhirnneuronen wurden aus SK1- oder SK2-defizienten Méusen prépariert,
kultiviert und mit radioaktivem Phosphor (*’P) markiert. Neu gebildetes S17°P war somit
radioaktiv markiert und konnte von dem hinzu gegebenen S1P unterschieden werden. Die
Menge an S1%P unterschied sich in SK1- oder SK2-defizienten Neuronen nicht von den
Wildtypen (Abb. 36A, graue Balken). Nach der Zugabe von Sphingosin war in SKI-
defizienten Neuronen die Bildung von S1°°P verglichen mit den Wildtypen um ~ 70%
reduziert, wohingegen die Abwesenheit der SK2 keinen Einfluss auf die Phosphorylierung
des Sphingosins hatte (Abb. 36A, gepunktete Balken). Dagegen war die Bildung von S1¥p
aus zugegebenem S1P in den SK2-defizienten Neuronen um ca. 60% reduziert, wihrend das
Ausschalten der SK1 nur einen geringen Effekt (~ 20%) auf die Bildung von S1°P aus SIP
hatte (Abb. 36A, schwarze Balken). Die Phosphorylierung von Cimes war in SK1-defizienten
Neuronen ebenfalls nicht eingeschrinkt, fehlte in SK2-defizienten Neuronen jedoch fast
vollstindig (ca. 80%, Abb. 36A).

Abbildung 36B zeigt eine DC der Versuche. Es ist deutlich zu sehen, dass in den SKI1-
defizienten Miusen aus zugegebenem Sphingosin kein S1°°P mehr gebildet wurde. Das
Ausschalten der SK1 verringerte dagegen die Menge an rephosphoryliertem S1°°P aus S1P
weniger als ein Fehlen der SK2. Ebenso wurde Cimes in SK2-defizienten Neuronen nicht
mehr phosphoryliert.

Dies zeigt, dass SK1 und SK2 unterschiedlich an der Phosphorylierung von Sphingoidbasen
beteiligt sind.

44



Ergebnisse

A
120 - . 120 - .
[ — T T — * <
<100 3 1 " * 100 -
e L :
E: 80 ] -l % 80 1
& 2F i @
o 60 - # : . £ 60 -
40 - H I © 40 - .
20 - 20 -
: : : Ll : o : o : 0 _
+/+ SK1 SK2 +/+ SK1 SK2 +/+ SKi1 SK2 +/+ SK1 SK2
-/~ -l - - - - -/~ -
K Sph S1P Cimes
B
i Cimes32P
S132p m
+/+ SK1 SK2 +/+ SK1  SK2 +/+ SK1  SKk2 +/+ SK1  SKk2
-/- -/- -/- -/ -/- -/- -/- -/-
K Sph S1P Cimes

Abb. 36: Isoformen der Sphingosinkinase (SK) tragen unterschiedlich zur Bildung von intrazellulirem
S1P aus exogen zugegebenem Sphingosin bzw. S1P bei. Wildtyp (+/+), SK1-defiziente (SK1 -/-) und SK2-
defiziente (SK2 -/-) Neuronen wurden mit phosphatfreiem MEM gewaschen und im selben Medium mit **P
(30u Ci/ml) fiir 2 h inkubiert. AnschlieBend wurde Losungsmittel (K, graue Balken), Sphingosin (Sph,
gepunktete Balken), S1P (schwarze Balken) oder Cimes (je 10 uM) zugegeben. Nach 1 h wurden die Zellen
geerntet und die Sphingoidposphate extrahiert, mittels DC getrennt und quantifiziert (A). Die Daten beziehen
sich auf die jeweilige wildtyp Kontrolle (+/+ K). B: Diinnschichtchromatographie. *signifikant verschieden von
der jeweiligen wildtyp Kontrolle (+/+ K) oder voneinander (p<0,05). Laufmittel 80:20:10:20 1-Butanol /
Methanol / Eisessig / H,O.

Derselbe Versuch wurde vergleichend im MEFs (mouse embryonic fibroblasts) durchgefiihrt
(Abb. 37). Die MEFs wurden ebenso wie die Neuronen mit radioaktivem Phosphor (32P)
markiert. Die Phosphorylierung der Sphingoidbasen betreffend verhielten sich die MEFs bis
auf zwei Unterschiede genauso wie die Neuronen. Der erste Unterschied bestand in dem
starken Riickgang von intrazellulirem S1°’P in den Kontrollen der SK1-defizienten MEFs,
wohingegen ein Fehlen der SK2 keinen Einfluss auf die Menge an neu gebildetem S17?P hatte
(Abb. 37, graue Balken). Der zweite Unterschied fand sich in der Rephosphorylierung des
S1P. In Abwesenheit einer der beiden Kinasen wurde die Menge an radioaktiv markiertem
S1%P um ca. 30% reduziert, unabhéingig davon, welche SK vorhanden war (Abb. 37,
schwarze Balken). Sphingosin wurde in den MEFs ebenso wie in den Neuronen von der SK1

phosphoryliert (Abb. 37, gepunktete Balken) und Cimes von der SK2 (Abb. 37).
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Abb. 37: Isoformen der Sphingosinkinase (SK) tragen unterschiedlich zur Bildung von intrazellulirem
S1P aus exogen zugegebenem Sphingosin bzw. S1P in MEFs bei. Wildtyp (+/4), SK1-defiziente (SK1 -/-)
und SK2-defiziente (SK2 -/-) MEFs wurden mit phosphatfreiem MEM gewaschen und im selben Medium mit
P (30u Ci/ml) fiir 2 h inkubiert. AnschlieBend wurde Methanol (K, graue Balken), 10 uM Sphingosin (Sph,
gepunktete Balken), S1P (schwarze Balken) oder Cimes zugegeben. Nach 1 h wurden die Zellen geerntet und die
Sphingoid-Phosphate (S1P, CimesP) extrahiert, mittels DC getrennt und quantifiziert wie im Methodenteil
angegeben. Die Daten beziehen sich auf die jeweilige wildtyp Kontrolle (+/+ K). *signifikant verschieden von
der jeweiligen +/+ Kontrolle oder voneinander (p<0,05). 80:20:10:20 1-Butanol / Methanol / Eisessig / H,O

Damit unterscheidet sich die Phosphorylierung der Sphingosins durch die beiden Sphingosin-

Kinase Isoformen in MEFs und Neuronen.

2.8  Die Phosphorylierung von Cimes durch die Sphingosin-Kinase2 ist
essentiell fiir dessen neurotoxische Wirkung

Cimes und S1P wurden groftenteils von der SK2 phosphoryliert und wirkten beide toxisch in
Wildtyp bzw. SPL-defizienten Neuronen. Sphingosin wurde von der SK1 phosphoryliert und
fiihrte in SPL-defizienten Neuronen nicht zu Apoptose. Um zu iiberpriifen, ob die Induktion
der Apoptose mit der Phosphorylierung durch die SK2 verbunden war, wurden SK1- und
SK2-defiziente Neuronen fiir 24 h mit 10 uM Cimes inkubiert und mit ebenso behandelten
Wildtyp Neuronen verglichen. Diese Versuche wurden mit dem stabilen Analogon Cimes
durchgefiihrt, da die S1P-Lyase in den Sphingosin-Kinase defizienten Neuronen aktiv ist und
den schnellen Abbau von S1P katalysiert. Wie in Abbildung 38A zu erkennen ist, reduzierte
Cimes die Viabilitit von wildtyp und SK1-defizienten Neuronen, nicht aber jene von SK2-
defizienten Neuronen. Entsprechend wurde eine Aktivierung der Caspasen nur in wildtyp und
SK1-defizienten Zellen detektiert (Abb. 38B), ebenso wie die Fragmentierung der DNA
(Abb. 38C).
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Abb. 38: Cimes induziert keine Apoptose in SK2-defizienten Neuronen. Wildtyp (+/+), SK1-defiziente
(SK1 -/-) und SK2-defiziente (SK2 -/-) Neuronen wurden mit Losungsmittel (Kontrolle, K) oder 10 uM Cimes
behandelt. Nach 24 h wurde die Viabilitit (A), die relative Effektor-Caspase Aktivitit (B) sowie die genomische
DNA (C) analysiert. * signifikant verschieden von der jeweiligen Kontrolle (p<0,05).

2.8.1 Die Sphingosin-Kinasel hat keinen Einfluss auf die Cimes induzierte
Apoptose
Um die zuvor beschriebenen Ergebnisse zu validieren, wurde der pharmakologische
Sphingosin-Kinase-Inhibitor2 (hier: SKI, Hersteller: SPHKI2) 4-[[4-(4-chlorophenyl)-2-
thiazolyl]amino]-phenol (C;sH;;CIN,OS) verwendet, der die Aktivitit der Sphingosin-
Kinasel hemmt. Drei verschiedene Ansdtze mit 2,5 uM, 5 uM und 10 uM wurden getestet,
um die optimale Konzentration des Inhibitors zu finden. Die Vorinkubation mit SKI betrug
30 min. Den Kleinhirnneuronen wurde fiir 24 h Losungsmittel als Kontrolle, 10 uM Cimes,
die entsprechende Konzentration an SKI und eine Kombination aus SKI und Cimes
zugegeben. Die beiden hoheren Konzentrationen von SKI verringerten den Anteil
lebensfahiger Zellen um ca. 20%, wihrend die niedrige Konzentration von 2,5 uM keinen
Einfluss auf die Viabilitit der Zellen ausiibte (Abb. 39A). Allerdings hatte keine der drei
getesteten Konzentrationen des Inhibitors eine Reduktion der Cimes-induzierten Toxizitét zur
Folge. Ungeachtet der Zugabe des Inhibitors fand Apoptose in den mit Cimes inkubierten
Neuronen statt (Abb. 39B, C).
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Der Inhibitor alleine hatte keinen Effekt auf die Aktivitat der Caspasen, fiihrte in einer
Konzentration von 10 uM allerdings zu einer leichten Fragmentierung der DNA (Abb. 39C).
Der Versuch mit dem SKI1 Inhibitor SKI bestitigt das Ergebnis, dass Cimes durch die SK2
phosphoryliert wird.
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Abb. 39: Die Hemmung der Sphingosin-Kinasel hat keinen Einfluss auf die Cimes induzierte Apoptose.
Kleinhirnneuronen wurden fiir 24 h mit Losungsmittel (Kontrolle, K), 10 uM Cimes, 2,5, 5 bzw. 10 uM
Sphingosin-Kinasel Inhibitor (SKI) oder einer Kombination aus Cimes und SKI (Cimes + SKI) inkubiert. Die
Vorinkubation mit SKI betrug 30 min. Die Viabilitit (A), die Effektor-Caspase Aktivitit (B) und die DNA
Fragmentierung (C) wurden bestimmt. Die Caspase Aktivitit ist relativ zu K angegeben.

AnschlieBend  wurden  SKl-defiziente = Neuronen mit DMS  (D-erythro-N,N-
Dimethylsphingosin, C,0H4;NO;), einem Inhibitor beider Sphingosin-Kinasen behandelt
(Abb. 40). Da die SK1 in diesen Zellen nicht vorhanden ist, fiihrte die Verwendung von DMS
zu einer Inhibierung der SK2, so dass keine Sphingosin-Kinase Aktivitdt mehr vorhanden sein

sollte.
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Abb. 40: DMS, Inhibitor beider Sphingosin-Kinasen. D-erythro-N,N-Dimethylsphingosin, C,H4;NO,

Wie in Abbildung 41A dargestellt, reduzierte DMS die Viabilitit der SKI1-defizienten
Neuronen dhnlich wie Cimes. Wurden beide Analoga zusammen gegeben, addierte sich ihre
cytotoxische Wirkung anstelle einer Reduktion der Cimes induzierten Apoptose. Sowohl
Cimes als auch DMS aktivierten die Caspasen (Abb. 41B), allerdings fiihrte nur Cimes zu
einer Fragmentierung der genomischen DNA (Abb. 41C). Cimes und DMS zusammen
bewirkten jedoch trotz einer reduzierten Zellviabilitit weder eine Caspase Aktivierung noch
eine DNA-Fragmentierung (Abb. 41B, C). Es ist daher anzunehmen, dass es unter diesen
Bedingungen zu einem nekrotischen Neuronensterben kam.

Demnach kann abschlieBend festgestellt werden, dass die simultane Inhibierung beider SK

cytotoxisch ist und in Gegenwart von Cimes Nekrose hervorruft.
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Abb. 41: DMS bewirkt Nekrose in SK1-defizienten Neuronen. SK1-defiziente Neuronen wurden am fiinften
Kulturtag fiir 24 h mit Losungsmittel (Kontrolle, K), 10 uM Cimes, 5 uM DMS oder einer Kombination aus
beiden (Cimes + DMS) inkubiert. Die Vorinkubation mit DMS betrug 30 min. Die Viabilitit (A), die Effektor-
Caspase Aktivitit (B) und die DNA Fragmentierung (C) wurden wie im Methodenteil angegeben bestimmt. Die
Caspase Aktivitit ist relativ zu K angegeben.
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2.9  Mitochondrien sind nicht an der Sphingoidphosphat (Cimes, S1P)
induzierten Apoptose beteiligt

Die zentrale Rolle der Mitochondrien wihrend der Apoptose ist gut dokumentiert (Kaufmann
and Hengartner, 2001). Bei der mitochondrial vermittelten Apoptose kommt es zur
Freisetzung von Cytochrom c aus der inneren mitochondrialen Membran in das Cytosol (Leist
and Nicotera, 1998). Um nun festzustellen, ob Mitochondrien an der Cimes induzierten
Apoptose beteiligt sind, wurde die Freisetzung des Cytochrom c ins Cytosol untersucht. Wenn
die Mitochondrien an der Apoptose beteiligt waren, bildeten sich Poren in der inneren
Membran und ihr Cytochrom c finde sich im Cytosol der Zelle wieder.

Neuronen aus Wildtyp Méusen wurden 24 h lang mit 10 uM Cimes behandelt. Um das
Cytochrom c zu bestimmen, wurde Zellprotein aus der mitochondrialen und der cytosolischen
Fraktion isoliert (vergleiche Kapitel 5.18 fiir die Methode) und mittels eines Antikorpers
gegen Cytochrom c detektiert. Abbildung 42A zeigt deutlich, dass sich in den mit Cimes

behandelten Proben kein Cytochrom c in der cytosolischen Fraktion befand.

A Cytosol.  Mitochondr. B

Fraktion Fraktion Cytosol. Fraktion Mitochondr. Fraktion

Cimes Cimes
K Cimes Ru +Ru K Cimes Ru +Ru

Cytochrom ¢ ‘*“"" -——" ‘ Cytochrom c‘ ; : W‘

o -Tubulin ‘ — ——-_--‘

K Cimes K Cimes

o -Tubulin

Abb. 42: Die Cimes induzierte Apoptose ist Mitochondrien-unabhéingig. Western Blot Analyse des
Cytochrom c in der cytosolischen bzw. mitochondrialen Fraktion. Kleinhirnneuronen wurden mit Losungsmittel
(Kontrolle, K) oder 10 uM Cimes (A) oder zusétzlich mit 10 uM Ru360 (Ru) oder 10 uM Ru360 und 10 uM
Cimes (Ru + Cimes) (B) fiir 24 h inkubiert. Die Lysate wurden mit einem Cytochrom ¢ Antikorper analysiert.
o-Tubulin wurde als Auftragskontrolle verwendet.

Da die Aufnahme von Calcium fiir die Freisetzung des Cytochrom c¢ wihrend der Apoptose
essentiell ist (Nutt et al., 2002), wurde die Cytochrom c Freisetzung zusitzlich in Gegenwart
von Ru360, einem Inhibitor, der die mitochondriale Calciumaufnahme blockiert, untersucht.
Ru360 beeinflusste weder in den Kontrollen noch in Gegenwart von Cimes die Freisetzung

des Cytochrom c (Abb. 42B).
Um die zuvor beschriebenen Ergebnisse zu validieren wurde der Versuch zudem mit S1P in

wildtyp und SPL-defizienten Neuronen wiederholt. Auch hier blieb das Ergebnis negativ; es

wurde in keiner Probe Cytochrom c¢ im Cytosol gefunden (Abb. 43).
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Diese Versuche deuten darauf hin, dass die von Cimes in wildtyp Neuronen und von S1P in

SPL-defizienten Neuronen ausgeldste Apoptose unabhingig von den Mitochondrien verléuft.

Cytosol. Fraktion Mitochondr. Fraktion

K S1P K S1P K SiP K §S1P
e e T s R » N » o A /-

Cytochrom ¢ — — oy —

O -TUDUNN | o — c— a— c—am— — a—

Abb. 43: Die S1P induzierte Apoptose in SPL-defizienten Neuronen ist auch Mitochondrien-unabhéngig.
Western Blot Analyse des Cytochrom c in der cytosolischen bzw. mitochondrialen Fraktion. Kleinhirnneuronen
aus wildtyp (+/+) und SPL-defizienten (-/-) Mdusen wurden mit Losungsmittel (Kontrolle, K) oder 10 uM S1P
fiir 24 h inkubiert. Die Lysate wurden mit einem Cytochrom c Antikorper analysiert. o-Tubulin wurde als
Auftragskontrolle verwendet

2.10 Caspase-9 und Caspase-12 vermitteln die Mitochondrien-
unabhiingige Apoptose.

Wie zuvor gezeigt, ist die Aktivitit der Effektor-Caspasen in mit Cimes behandelten
Neuronen erhoht. Der nédchste Schritt war nun die Untersuchung, welche Initiator-Caspasen
fiir die Aktivierung der Caspase-3 verantwortlich sind. Caspase-8 wurde in Gegenwart von
Cimes nicht aktiviert (Abb. 44A). Uberraschenderweise wurde jedoch eine erhohte Aktivitiit
von Caspase-9 gefunden (Abb. 44B), die normalerweise mit dem mitochondrialen
Apoptoseweg verbunden ist, der zuvor jedoch ausgeschlossen wurde (siehe Abschnitt 2.9).
Um dieses unerwartete Ergebnis zu bestitigen, wurde der Caspase-9-Inhibitor Z-LEHD-fmk
verwendet. Der Inhibitor verhinderte fast vollstdndig die Aktivierung von Caspase-3 (Abb.
44C). Obwohl Z-LEHD die Aktivierung der Caspasen durch Cimes fast gédnzlich unterband,
blieb der Einfluss des Inhibitors auf Viabilitit und DNA-Integritit gering (Abb. 44D, E). Da
Caspase-9 unabhingig von den Mitochondrien aktiviert wurde, wurde nach einer Alternative
fiir die Aktivierung dieser Initiator-Caspase gesucht. Eine solche zeigte sich in der Gestalt der
Caspase-12, die einen Teil des ER-Stress spezifischen apoptotischen Signalweges darstellt.
Mit Losungsmittel bzw. Cimes behandelte Neuronen wurden mittels eines Caspase-12
Antikorpers, der sowohl die Pro-Caspase-12 wie auch die gespaltene und damit aktive
Caspase-12 erkennt, auf die Caspase-12 Expression hin untersucht. In Ubereinstimmung mit
dem ER-Stress spezifischen Signalweg konnte in Gegenwart von Cimes die aktive Form der
Caspase-12 detektiert werden (Abb. 44F), welche Caspase-9 unabhingig von den

Mitochondrien aktivieren kann.
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Abb. 44: Caspase-9 und Caspase-12 vermitteln die Cimes induzierte, Mitochondrien-unabhéingige
Apoptose. Aktivititsassay von Caspase-8 (A) und -9 (B): Neuronen wurden 24 h lang mit Losungsmittel
(Kontrolle, K) oder 10 uM Cimes inkubiert. Fiir den Effektor-Caspase Assay (C), die DNA Analyse (D) und den
Viabilititstest (E) wurden die Zellen zusétzlich mit 100 uM Z-LEHD-fmk (LEHD) oder einer Kombination aus
LEHD und Cimes behandelt. Die Caspase Aktivitét ist relativ zu K. F: Western Blot der Caspase-12 Expression.
Neuronen wurden mit Losungsmittel (Kontrolle, K) bzw. 10 uM Cimes 24 h inkubiert. Die Lysate wurden mit
einem Antikorper, der Procaspase-12 und Caspase-12 erkennt analysiert. Als Auftragskontrolle diente die
Expression von a-Tubulin. * signifikant verschieden von K oder voneinander (p<0,05).
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2.11 Calpain vermittelt die Cimes induzierte Apoptose

Wie in Abbildung 44 dargestellt ist, blieb sowohl eine verminderte Viabilitdt als auch die
Fragmentierung der DNA trotz fast vollstindigen Fehlens der Caspase Aktivitit bestehen.
Aufgrund der Tatsache, dass Sphingoidphosphate eine Calcium-Freisetzung aus dem ER
induzieren (Meyer Zu Heringdorf, 2004) und Caspase-12 Teil eines ER-stress spezifischen
Signalweges ist (Nakagawa and Yuan, 2000), wurde die Beteiligung Calcium-abhingiger
Enzyme in Betracht gezogen. Tatsdchlich konnte in mit Cimes inkubierten Neuronen eine
stark erhohte Calpain Expression detektiert werden (Abb. 45A). Calpain ist eine cytosolische
Protease, welche durch Verdnderungen des cytosolischen Calciumspiegels gesteuert wird
(Neumar et al., 2003). Um nun zu klédren, ob Calpain tatsidchlich Teil des Cimes induzierten
apoptotischen Signalweges war, wurde der pharmakologische Calpain Inhibitor MDL28170
eingesetzt, der spezifisch die Calpain Aktivitit hemmt (Mehdi et al., 1988). Die Neuronen
wurden 1 h lang mit 10 uM MDL vorbehandelt, anschlieBend erfolgte die Inkubation mit
10 uM Cimes fiir 24 h. Erstaunlicherweise fiihrte die Inhibierung von Calpain zu einerm
vollstdndigen Riickgang der Cimes induzierten Apoptose (Abb. 45B). Ebenso konnte weder
eine Aktivierung der Caspasen (Abb. 45C) festgestellt werden, noch eine Fragmentierung der
genomischen DNA (Abb. 45D). Die Inhibierung von Calpain verhinderte {iberdies die durch
Cimes hervorgerufenen morphologischen Veridnderungen (Abb. 45E). Neuronen, die mit
Cimes behandelt wurden wiesen die typischen Veridnderungen in der Morphologie auf, die
sich in der Bildung von Zell-Aggregaten, welche durch radial verlaufende Neuriten
verbunden waren zeigte. Dagegen induzierte Cimes in Gegenwart von MDL keine

morphologischen Anderungen.

53



Ergebnisse

>
vy)

Q 120 n
) S 100
K  Cimes s
, % 807
Calpain |« s em— [ |
= 60
S 20
0 _

MDL Cimes Cimes
+MDL

* Cimes
6 - P K  MDL Cimes +MDL

Caspase Aktivitat
(relativ zu K)
w

Ml B

0,

K MDL Cimes Cimes
+MDL

E Kontrolle

Abb. 45: Calpain vermittelt die Neurotoxizitit von Cimes. Neuronen wurden fiir 24 h mit Losungsmittel
(Kontrolle, K), 10 uM Cimes, 10 uM MDL 28170 oder einer Kombination aus beiden (Cimes + MDL) inkubiert.
Die Vorinkubation mit MDL betrug 1 h. Die Expression von Calpain (A) wurde mittels Western Blotting unter
Verwendung eines Calpain Antikorpers in den Lysaten analysiert. o-Tubulin diente als Auftragskontrolle. Die
Viabilitdt (C), die Effektor-Caspase Aktivitit (D) und die DNA Fragmentierung (B) wurden bestimmt. Die
Caspase Aktivitit ist relativ zu K. Die Morphologischen Anderungen (E) wurden nach der oben beschriebenen
Behandlung mittels mikroskopischer Phasenkontrastaufnahme untersucht. x100.*p < 0,05.
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2.12 Die Reaktivierung des Zellzyklus ist abhéingig von Calpain und
CDKS5/p2S.

Wie bereits gezeigt, ist die Reaktivierung des Zellzyklus Teil der Sphingoidphoshat
induzierten Apoptose in Neuronen (Naetzker et al., 2006; Hagen et al., 2009). Der Effekt von
MDL, den Cimes induzierten neuronalen Zelltod vollstindig zu verhindern, gab den AnstoB,
die Beteiligung von Calpain auch an der Reaktivierung des Zellzyklus zu untersuchen.
Einleitend wurde der Zusammenhang zwischen dem Zellzyklus und einer cytosolischen
Calciumerhohung, durch die Calpain aktiviert wird analysiert. Hierzu wurde mittels Western
Blot iiberpriift, ob eine Verringerung des cytosolischen Calciumlevels die Cimes induzierte
Expression von Cyclin D1 beeinflusste. Der zellpermeable Calciumchelator Bapta-AM
(Abb. 46) wurde eingesetzt, um das cytosolische Calcium zu komplexieren und damit die
intrazellulare Calciumkonzentration zu senken. Bapta ist mit Acetomethylgruppen (AM)
verestert, was die Aufnahme in die Zellen erleichtert und eine Reaktion mit dem Calcium im
Medium verhindert. In der Zelle werden die Acetomethylgruppen von Esterasen abgespalten,
woraufhin Bapta innerhalb der Zellen verbleibt und nur das intrazellulire Calcium

komplexiert (Dieter et al., 1993).
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Abb. 46: Bapta. Calciumchelator, 1,2-bis-(2-aminophenoxy-)ethan-tetra-acetat.

Bapta-AM konnte die Cimes induzierte Cyclin D1 Expression vollstindig verhindern
(Abb. 47A).

Dieses Ergebnis deutete auf eine Verbindung zwischen der Reaktivierung des Zellzyklus und
des durch Cimes erhohten cytosolischen Calciums hin. Als logische Konsequenz dieses
Ergebnisses wurde nun Calpain mittels MDL inhibiert und die Expression von Cyclin D1
erneut analysiert (Abb. 47B). Die Inhibierung von Calpain fiihrte zu demselben Resultat wie
die Komplexierung des intrazelluldren Calciums; die Cimes induzierte Expression von Cyclin

D1 wurde unterbunden.
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Abb. 47: Die Reaktivierung des Zellzyklus ist abhiingig von Calpain. Neuronen wurden mit Losungsmittel
(Kontrolle, K), 10 uM Cimes, 10 uM Bapta-AM (Bapta) oder einer Kombination aus Bapta und Cimes (Bapta +
Cimes) (A) bzw. mit Losungsmittel (Kontrolle, K), 10 uM Cimes, 10 uM MDL 28170 (MDL) oder einer
Kombination aus MDL28170 und Cimes (B) fiir 24 h behandelt. Die Vorinkubation mit MDL betrug 1 h. Die
Lysate der Zellen wurden mit einem CyclinD1 Antikorpern analysiert. Als Auftragskontrolle diente die
Expression von a-Tubulin.

Der nichste Schritt war nun die Identifikation Calpain gesteuerter Proteine, die eine
Reaktivierung des Zellzyklus ermoglichten. Hierzu wurden Neuronen mit 10 uM Cimes oder
der entsprechenden Menge Losungsmittel inkubiert. AnschlieBend wurde das Zell-Protein
isoliert, iiber SDS-PAGE aufgetrennt und mittels des entsprechenden Antikorpers untersucht.
In Gegenwart von Cimes wurde schlielich eine leichte Erhohung der CDKS Expression
detektiert sowie die Anwesenheit des Proteins p25 (Abb. 48A). Die CDKS5 (cyclin dependent
kinase) katalysiert die Phosphorylierung zahlreicher Substrate und ist fiir die Entwicklung und
Funktion des Gehirns essentiell. Diese Kinase wird hauptsédchlich im Gehirn exprimiert und
wird trotz einiger Sequenzhomologien mit anderen CDKs nicht von Cyclinen gesteuert,
sondern von der regulatorischen Untereinheit p35, die von Proteasen wie Calpain zu dem
C-terminalen Fragment p25 gespalten werden kann. p25 bindet starker als p35 an die CDKS,
was eine Uberaktivierung der Kinase zur Folge hat (Dhavan and Tsai, 2001). Die Spaltung
des CDKS5 Regulators p35 zu p25 wurde von dem Calpain Inhibitor MDL verhindert
(Abb. 48B). p25 konnte auch in SPL-defizienten Neuronen nach Zugabe von S1P detektiert

werden, nicht aber wenn die Zellen zuvor mit MDL inkubiert worden waren (Abb. 48C).

Die Aktivierung der CDKS sowie die Aktivierung der Cyclin D1 gesteuerten CDK4 kénnen
zur Phosphorylierung von Rb (retinoblastoma protein) fithren, einem der essentiellen Schritte
bei der Zellzyklus Reaktivierung (Weinberg, 1995; Lee et al., 1997; Tannoch et al., 2000).
Tatsdchlich wurden erhohte Mengen an phosphoryliertem Rb (pRb) in Gegenwart von Cimes
gefunden (Abb. 48D). Eine Vorinkubation der Neuronen mit dem Calpain Inhibitor MDL
verhinderte jedoch das Auftreten von pRb (Abb. 48D).
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Abb. 48: Die Reaktivierung des Zellzyklus wird iiber die Calpain vermittelte Aktivierung des CDK5/p25
Komplexes ermoglicht. Kleinhirnneuronen wurden wie folgt behandelt: A: Losungsmittel (Kontrolle, K),
10 uM Cimes fiir 24 h. B: SPL-defiziente Neuronen wurden fiir 24 h mit Losungsmittel (Kontrolle, K), 10 pM
S1P oder einer Kombination aus S1P und MDL (beide 10 uM) inkubiert. C und D: Losungsmittel (Kontrolle,
K), 10 uM Cimes, 10 uM MDL 28170 (MDL) oder eine Kombination aus beiden (MDL + Cimes) fiir 24 h.
C: Western Blot Analyse, p25 Signal auf o-Tubulin bezogen und relativ zu K. D: Western Blot Analyse, pRb
Signal auf Rb bezogen und relativ zu K. Die Vorinkubation mit MDL betrug 1 h. Die Lysate wurden mit
Antikorpern gegen CDKS, p35 C-Terminus (fiir p25) und pRb bzw. Rb analysiert. Als Auftragskontrolle diente
die Expression von a-Tubulin. * signifikant verschieden von K oder voneinander (p < 0,05).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Reaktivierung des Zellzyklus mit der cytosolischen
Calciumerhohung und der Calpain-abhingigen Bildung von CDKS5/p25 sowie der

Phosphorylierung von Rb zusammenhéngt.

2.13 Einfluss von Cimes auf das Tau Protein

Das klinische Erscheinungsbild vieler neurodegenerativer Krankheiten beruht auf einer
Degeneration von Nervenzellen und Synapsen. Neben der Neurodegeneration kommt es nicht
nur bei Morbus Alzheimer zur extrazelluliren Bildung von Amyloid Plaques und / oder der
intrazellularen Akkumulation von Tau Fibrillen. Beide Verdnderungen sind krankheitstypisch,
jedoch nicht spezifisch. Sie sind auch bei einer Reihe anderer neurodegenerativer Krankheiten
nachweisbar. Die beobachtete neurotoxische Wirkung von Cimes gab den Anlass mdogliche

Veridnderungen im Tau Expressionsmuster und dessen Phosphorylierungen zu suchen.

57



Ergebnisse

Im adulten Gehirn entstehen durch alternatives Spleiflen der Tau-mRNA 6 unterschiedliche
Isoformen (Goedert et al., 1989). Diese zeigen sich in der SDS-PAGE als 3-4 nah beieinander
liegende Banden bei ca. 45-55, 64 und 69 kDa, einer schwicheren Bande bei 72-74 kDa und
einer nicht immer detektierbaren Bande bei 116 kDa. Durch proteolytische Enzyme wie
Calpain konnen kiirzere Tau Fragmente auftreten, die die Bildung der Tau Fibrillen fordern
(Park and Ferreira, 2005). Unter Verwendung des Tau Antikorpers K9JA, der alle Isoformen
von Tau erkennt, wurde ein Tau Profil der in dieser Arbeit verwendeten Neuronen erstellt
(Abb. 49). Hierfiir wurden die Neuronen fiir 24 h lang mit Losungsmittel als Kontrolle,
10 uM MDL28170, 10 uM Cimes sowie einer Kombination aus 10 uM MDL28170 und
10 uM Cimes inkubiert. AnschlieBend wurde das Zell-Protein isoliert, iiber SDS-PAGE
aufgetrennt und mittels K9JA auf die Tau Expression untersucht. Abbildung 49A und B
zeigen denselben Lauf, der auf zwei unterschiedlich sensitiven Filmen entwickelt wurde.
Erwartungsgemil sind die zahlreichen Spleilformen von Tau zu erkennen, sogar die Bande
bei 116 kDa ist auf dem sensitiveren Film (Abb. 49A) schwach zu sehen. Auffallend ist die
zusitzliche Bande bei 30 kDa in der Kontrolle, die in Gegenwart von Cimes besonders
deutlich erkennbar ist. Das Verschwinden der Bande bei gleichzeitiger Gabe von MDL weist
jedoch darauf hin, dass es sich bei dieser Bande um ein Calpain generiertes Tau-Fragment
handeln konnte. MDL alleine scheint keinen qualitativen aber einen quantitativen Einfluss auf
das Tau Vorkommen zu haben, denn viele Banden wirken im Vergleich zu den

Kontrollbanden schwicher.
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Abb. 49: Expression des Tau-Proteins. Western Blot Analysen von neuronalen Lysaten, die mit dem Tau
Antikorper K9JA, der unphosphoryliertes Tau erkennt, untersucht wurden. Kleinhirnneuronen aus 6 Tage alten
Maiusen wurden mit Losungsmittel (Kontrolle, K), 10 uM Cimes, 10 uM MDL28170 oder 10 uM Cimes und
10 uM MDL28170 (MDL + Cimes) fiir 24 h inkubiert. A: Kodak BioMax Light Film, B: Kodak Light Film.

Die Kleinhirnneuronen wiesen somit eine normale Tau Expression mit zahlreichen

SpleiBformen auf, die sich in Gegenwart von Cimes leicht veridnderte.
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2.13.1 Sphingoidphosphate induzieren eine Tau Hyperphosphorylierung

Die Hyperphosphorylierung des Mikrotubuli-assoziierten Proteins Tau ist ein weiteres
Charakteristikum vieler neurodegenerativer Krankheiten (zusammengefasst unter dem Namen
Tauopathien), unter anderen auch Alzheimer (Lee et al., 2001). Um zu iiberpriifen, ob Cimes
bzw. S1P einen Einfluss auf die Tau Phosphorylierung ausiiben, wurden Neuronen aus
Wildtyp Méusen mit Losungsmittel als Kontrolle, 10 uM S1P oder 10 uM Cimes und
Neuronen aus SPL-defizienten Miusen mit 10 uM S1P fiir 24 h behandelt. Das isolierte
Zellprotein wurde nach SDS-PAGE und Western Blot mit dem Antikorper PHF-1 untersucht,
der pathologisch relevante Phosphorylierungsstellen erkennt (pTau, Abb. 50). In
Wildtypzellen fiihrte Cimes im Gegensatz zu S1P zu einer stark erhohten Phosphorylierung
von Tau (Abb. 50). In den SPL-defizienten Neuronen induzierte S1P ebenso wie Cimes in

wildtyp Zellen eine Hyperphosphorylierung von Tau.
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Abb. 50: Cimes (in wildtyp Neuronen) und S1P (in SPL-defizienten Neuronen) induzieren eine Tau
Hyperphosphorylierung. Western Blot Analyse der Tau Phosphorylierung mittels des PHF-1 Antikorpers
(Ser-396/404) sowie die quantitative Auswertung. Kleinhirnneuronen aus wildtyp Méusen wurden mit
Losungsmittel (Kontrolle, K), 10 uM Cimes oder 10 uM S1P und Neuronen aus SPL-defizienten mit 10 uM S1P
fiir 24 h behandelt. *signifikant verschieden von K (p < 0,05).

2.13.2 Calpain vermittelt die Cimes induzierte Tau-Hyperphosphorylierung

Da sowohl Cimes wie auch S1P zu einer Hyperphosphorylierung von Tau in Wildtyp bzw.
SPL-defizienten Neuronen fithrten, wurden die weiteren Versuche beziiglich der

Phosphorylierung des Tau-Proteins mit dem Analogon durchgefiihrt. Aufgrund der bisherigen
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Ergebnisse, in denen eine Calpain Inhibierung die Cimes-induzierten Effekte negierte, wurde
nun der Einfluss von Calpain auf die Cimes-induzierte Tau Hyperphosphorylierung
untersucht. Die Neuronen wurden hierfiir 24 h lang mit Losungsmittel, 10 uM Cimes, 10 uM
MDL28170 oder einer Kombination aus Cimes und MDL behandelt und deren Lysate
anschlieBend mittels Antikorpern auf die unterschiedlichen Tau Phosporylierungsstellen
untersucht. Cimes fiihrte zu einer erhohten Phosphorylierung an der PHF-1 (Serin 396/404)
sowie an der 12E8 (Serin 262/214) Seite (Abb. 51). PHF-1 bindet an phosphorylierte Motive
in dem flankierenden Bereich (flanking region) Dbeiderseits der internen
Wiederholungssequenzen (internal repeats) wiahrend 12E8 an phosphorylierte Serinreste des
KXGS Motivs innerhalb der internal repeats bindet. In beiden Féllen verhinderte der Calpain
Inhibitor MDL die pathologisch relevante Phosphorylierung. MDL alleine hatte keinen
Einfluss auf die Tau Phosphorylierung.

Die Cimes-induzierte Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins konnte somit durch die

Inhibierung von Calpain verhindert werden.
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Abb. 51: Die Cimes induzierte Tau Hyperphosphorylierung wird durch eine Inhibierung von Calpain
verhindert. A: Western Blot von neuronalen Lysaten, die mit den spezifischen Phospho-Tau Antikorpern PHF-1
(Serin 396/404) oder 12ES8 (Serin 262/356), welche pathologisch relevante Phosphoepitope erkennen, sowie dem
pan-Tau Antikdrper K9JA untersucht wurden. Neuronen wurden mit Losungsmittel (Kontrolle, K), 10 uM
Cimes, 10 uM MDL28170 oder einer Kombination aus beiden (Cimes + MDL) fiir 24 h inkubiert.
B: Quantitative Analyse der Western Blots. Die Werte sind relative zu K. *signifikant verschieden von K oder
voneinander (p < 0,05).
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2.14 Vergleich zwischen FTY720 und Cimes

FTY720 ist wie auch Cimes ein Sphingosinanalogon, welches intrazelluldr von der SK2
phosphoryliert wird (Billich et al., 2003). Folglich war es von Interesse zu iiberpriifen, ob
FTY in Neuronen &hnlich wie Cimes wirkt. Hierzu wurden Neuronen fiir 24 h mit
Losungsmittel, 10 uM Cimes, 10 uM oder 20 uM FTY behandelt. Anschlieend wurden die
Viabilitdit sowie die apoptotischen Merkmale wie Caspase Aktivitit und DNA
Fragmentierung untersucht. In Anbetracht der vielen mit FTY durchgefiihrten klinischen
Studien gegen die Krankheit Multiple Sklerose (Comi et al., 2010; Rammohan and
Shoemaker, 2010) war das Auftreten apoptotischer Merkmale in neuronalen Zellen in
Gegenwart von FTY iiberraschend. FTY reduzierte dhnlich wie Cimes in einer Konzentration
von 10 wie auch 20 uM die Viabilitdt der Neuronen um ca. 30% (Abb. 52A). Alle drei
Analoga erhohten die Aktivitit der Caspasen (Abb. 52B) und fiihrten zu einer
Fragmentierung der DNA (Abb. 52C).
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Abb. 52: Cimes und FTY induzieren beide Apoptose in Neuronen. Kleinhirnneuronen wurden mit
Losungsmittel (Kontrolle, K), 10 uM Cimes, 10 pM oder 20 uM FTY720 behandelt. Nach 24 h wurde die
Viabilitit (A), die relative Effektor-Caspase Aktivitit (B) sowie die genomische DNA (C) analysiert.

Dieses Ergebnis deutet darauf hin. dass FTY720 wie Cimes Apoptose in neuronalen Zellen

induzieren kann
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3 Diskussion

Sphingosin-1-Phosphat (S1P) steuert eine Vielzahl von zelluldren Prozessen wie Wachstum,
Differenzierung, Motilitdt, Cytoskelett Organisation und Calcium Homeostase (Pyne and
Pyne, 2000; Spiegel and Milstien, 2003). In peripheren Geweben fordert S1P das
Zellwachstum, gleichwohl scheint es in terminal differenzierten Neuronen toxisch zu wirken.
Das Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung und Charakterisierung der molekularen
Mechanismen, die dem Sphingoidphosphat induziertem neuronalen Zelltod zugrunde liegen.
Beruhend auf vorherigen Arbeiten unserer AG (Naetzker et al., 2006), welche die
apoptotische ~ Wirkung des semi-synthetischen S1P  Analogons CimesP (cis-4-
Methylsphingosin-Phosphat) in Neuronen demonstrierten, wurde untersucht ob S1P in S1P-
Lyase-defizienten Zellen ebenfalls neurotoxisch wirkt. Dies konnte in dieser Arbeit erstmalig
bestitigt werden. Dabei wurde festgestellt, dass nicht nur die Menge an Sphingoidphosphaten
fir den neurotoxischen Effekt verantwortlich ist, sondern auch die Kinase, welche die
Phosphorylierung katalysiert. Untersuchungen mit SK1 und SK2-defizienten Maiusen
ergaben, dass Cimes nur in SKI-defizienten Neuronen toxisch wirkte, nicht aber in SK2-
defizienten.

Demnach ist die SK2 sowohl fiir die Cimes induzierte Apoptose in wildtyp Neuronen wie
auch fiir die S1P induzierte Apoptose in S1P-Lyase-defizienten Neuronen essentiell.
Tatsdchlich entsprachen die Effekte von Cimes in wildtyp Neuronen denen von S1P in S1P-
Lyase-defizienten Nervenzellen (Teile dieser Arbeit sind bereits veroffentlicht: (Hagen et al.,
2009)).

SchlieBlich wurde die cytosolische Protease Calpain als Mediator der Sphingoidphosphat
induzierten Neurotoxizitit identifiziert.

In Ubereinstimmung mit der S1P-gesteuerten Regulation der Calcium Homeostase (Milstien
et al., 2007) wurde auch der Einfluss der Sphingoidphosphate auf die Integritdt des
Endoplasmatischen Reticulums (ER) mittels Aktivierung der ER-Stress spezifischen
Caspasen Kaskade nachgewiesen.

Ferner konnte eine funktionelle Verbindung zwischen den Sphingoidphosphaten und der
Hyperphosphorylierung des Mikrotubuli-assoziierten Proteins Tau, dessen neurofibrilldre
Biindel das zweite Charakteristikum von AD sowie zahlreichen weiteren neurodegenerativen

Erkrankungen bilden, dargestellt werden.

62



Diskussion

3.1 Die S1P-Lyase ist fiir eine normale Entwicklung in Méusen essentiell

Die S1P-Lyase (SPL) ist ein membranstindiges Enzym des Endoplasmatischen Reticulums
(ER), welches die irreversible Spaltung von S1P katalysiert (Van Veldhoven et al., 2000).

Die Disruption des SPL Gens (sgpll) hat einen bemerkenswert komplexen Phinotyp zur
Folge. AuBerlich fillt die geringe GroBe der SPL-defizienten Miuse auf, sowie das lichte Fell
und die leichte Schéadelverkiirzung. Obwohl S1P normalerweise das Zellwachstum stimuliert,
sind SPL-defiziente Miuse auch als Adulte viel kleiner als wildtyp- oder heterozygote
Geschwistertiere. Zudem erlangen die SPL-defizienten Tiere die Geschlechtsreife auch in
einem Alter von 8 Wochen nicht. Im Gegensatz zu den heterozygoten Tieren, deren
Lebenserwartung der der Wildtypen entspricht, ist die Lebenserwartung der SPL-defizienten
Miuse auf wenige Wochen (6 bis 9) reduziert. Die hédufigste Todesursache war dabei eine
Pneumonie (personliche Mitteilung, Paul P. Van Veldhoven).

Die geringe Grole und die hohe Sterblichkeit der SPL-defizienten Méuse wurden von
Schmahl und Kollegen bestitigt, die die Signalwirkung von PDGF (platelet derived growth
factor) auf die frilhen Gene der Mausentwicklung, zu denen auch sgpl/l gehort, analysiert
haben (Schmabhl et al., 2007). Die SPL-defizienten Tiere gehorten dabei mit einem Todesalter
von 8 Wochen zu der Gruppe von Tieren mit der geringsten Lebenserwartung (Schmahl et al.,
2007), was mit den im Rahmen dieser Arbeit gemachten Beobachtungen iibereinstimmte.
Obwohl die sgpll-Deletion nicht embryonal letal war (Schmahl et al., 2007), wurden nur
wenige SPL-defiziente Tiere geboren. Somit kann aufgrund des geringen Vorkommens und
der nicht auf Mendel beruhenden Verteilung der Genotypen der SPL-defizienten
Nachkommen auf eine essentielle Rolle der SI1P-Lyase bei der embryonalen Entwicklung
geschlossen werden. Allerdings berichteten Vogel und Kollegen von der Firma Lexicon in
threr Arbeit iliber Lymphophenie in SPL-defizienten Méiusen von einer Mendelschen
Verteilung der Genotypen (Vogel et al., 2009). Sowohl in der vorliegenden Arbeit wie auch in
der von der Firma Lexicon wurden ca. 900 Tiere genotypisiert, die jedoch zwei verschiedenen
Mauslinien entstammten. Vogel et al. verwendeten SPL-defiziente Méuse, die mittels eines
embryonalen Stammzellenklons aus einer OmniBank (OST58278) mit einer Gene Trap
Mutation im zweiten Intron des SPL Gens generiert wurden. Der genetische Hintergrund
basierte auf den Mauslinien 129S5/SvEvBrd und C57Bl/6. Die hier verwendeten SPL-
defizienten Tiere basieren auf denselben Stammzellklonen wurden aber in der Gruppe von
Prof. Paul P. Van Veldhoven durch Einkreuzung in die Swiss Webster Linie generiert

(VanVeldhoven, 2005).
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Auffallend an den SPL-defizienten Mausen ist neben der geringen GroB3e zudem das niedrige
Gewicht, was vermutlich auf den Mangel an Korperfett zuriickzufiihren ist (Bektas et al.,
2010).

Da in SPL-defizienten Méusen so gut wie kein Fettgewebe nachweisbar war, konnte die
vergroflerte Leber ein Reservoir fiir ektopische Fette bei diesen Tieren darstellen. Zudem wies
die Leber SPL-defizienter Tiere erhohte Mengen an Fettsduren, Cholesterol und
Cholesterolester auf. Auch der Ceramidgehalt in Lebern SPL-defizienter Miuse war um ein
Vielfaches erhoht. In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen wurde iiberdies von erhohten
Mengen an Lipiden wie Triacylglyceriden (TAG) und Sphingolipiden, unter anderem
Sphingomyelin, SIP, Sphingosin und Ceramid, in Lebern von SPL-defizienten Méiusen
berichtet (Bektas et al., 2010). Untersuchungen der Leber dieser Tiere von Bektas und
Kollegen zeigten zudem eine Ansammlung von lipid droplets sowie eine erhohte PPARY-
(Peroxisome proliferator-activated receptor, ein wichtiger Regulator des Lipid-Stoffwechsels)
Expression (Bektas et al., 2010). Fettanreicherungen in der Leber sowie die erhohte PPARY -
Expression stellen Zeichen einer Fettleber dar (Gavrilova et al., 2003).

Die Veridnderungen im Lipidmetabolismus der SPL-defizienten Méuse betrafen auch das
Gehirn dieser Tiere. Im GroBhirn nahmen die Lipide im Gegensatz zu den Befunden in der
Leber allerdings ab; Fettsduren, Cholesterol, Cholesterolester und Ceramid waren im
Vergleich zu den wildtyp Méusen niedriger. Die physiologischen Auswirkungen dieser
Veridnderungen sind allerdings noch unklar.

Dagegen gleichen die Auswirkungen der S1P-Lyase Defizienz im Immunsystem der Wirkung
von FTY720. In SPL-defizienten Miusen wurde wie in mit FTY behandelten Personen eine
Lymphopenie festgestellt, die mit der Internalisierung des S1P; Rezeptors zusammenhéngt
(Pinschewer et al., 2000; Vogel et al., 2009). Dieser Effekt konnte durch die
Wiederherstellung der S1P-Lyase Aktivitét revidiert werden (Vogel et al., 2009).

3.2 Verinderungen im Lipidmetabolismus von SPL-defizienten
Neuronen

Die Lipidanalysen im Kleinhirn der SPL-defizienten Miuse zeigten eine Verringerung der de
novo Sphingolipidsynthese und einen Anstieg des Recyclingweges sowie eine erhohte
intrazellulare S1P Konzentration. Nach Zugabe von Sphingosin bzw. SIP in das
Kulturmedium der SPL-defizienten Neuronen nahm der Gehalt an intrazelluldirem S1P und

Sphingosin weiter zu (Gesamtlipide, Massenspektrometer). Ceramid stieg sowohl nach der
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Zugabe von S1P wie auch Sphingosin in SPL-defizienten Neuronen an. Bemerkenswert war,
dass der Anstieg von Ceramid in den Neuronen fast ausschlieBlich auf die Erhéhung der
kurzkettigen Ceramide (C16, C18) zuriickzufithren war und auch in der Leber von SPL-
defizienten Méiusen detektiert werden konnte (Bektas et al., 2010). Trotz des erhohten
Ceramidgehalts in den Zellen nach Zugabe von Sphingosin bzw. S1P war die de novo
Synthese von Ceramid verringert. Ebenso nahm die Biosynthese der Glycosphingolipide und
Ganglioside unabhéngig den Zusitzen in SPL-defizienten Neuronen ab. Die Gesamtmenge an
Ceramid, Sphingomyelin und Glycosphingolipiden blieb allerdings in den SPL-defizienten
Zellen im Vergleich zu den Wildtypen unverdndert. Eine mogliche Erkldrung fiir die
Zunahme von Ceramid trotz der reduzierten de novo Synthese wire die gefundene erhohte
Aktivitdt des Recyclingweges. Gegen eine Zunahme der de novo Synthese spricht unter
anderem die Hemmung der Serin-Palmityol-Transferase (SPT), welche die de novo Synthese
reguliert, durch Sphingoidphosphate (van Echten-Deckert et al., 1997) sowie die geringere
Expression einer der beiden SPT-Untereinheiten (spticl) (Bektas et al., 2010). Eine
Speicherung von Ceramid und anderen Lipiden in den Lysosomen konnte ebenfalls
ausgeschlossen werden, da der lysosomale Abbau in den SPL-defizienten Méiusen nicht
beeintrachtigt und daher nicht fiir die Erhohung der Lipide verantwortlich war (Bektas et al.,
2010). Die Akkumulation von S1P in SPL-defizienten Zellen scheint demnach eine
Aktivierung des Recyclingweges zu induzieren, der S1P als Startpunkt verwendet (Le Stunff
et al., 2007). Hierbei wird S1P mittels einer von S1P-Phosphatasen (SPP) katalysierten
Reaktion im ER zu Sphingosin dephosphoryliert. Ceramid, das Ausgangsmolekiil fiir die
hoheren Sphingolipide, entsteht durch die anschlieBende Acylierung von Sphingosin (van
Echten-Deckert and Herget, 2006). Tatsdchlich zeigen langsam proliferierende oder ruhenden
Zellen wie Neuronen eine Priferenz fiir die Synthese von Glycosphingolipden aus Sphingosin
mittels des Recyclingweges, wihrend dem Bedarf an Sphingolipiden in schnell
proliferierenden Zellen mit einer gesteigerten de novo Synthese entsprochen wird (Gillard et
al., 1998). Diese Befunde werden durch die hier vorliegenden Ergebnisse bestirkt. Sphingosin
induzierte in SPL-defizienten Neuronen einen Anstieg der Gesamt-Ceramide, inhibierte
allerdings die de novo Ceramid-Synthese. Folglich mufl das fehlende Ceramid aus dem
Recycling von Sphingosin bzw. S1P kommen.

Zu Bedenken ist dabei stets, dass S1P in einer viel geringeren Menge als Ceramid in der Zelle
vorkommt (Abb. 53). Eine Phosphorylierung von 1-3 % des intrazelluldren Sphingosins kann

demnach schon die Menge an S1P verdoppeln (Hannun and Obeid, 2008).

65



Diskussion

Sphingomyelin @
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Abb. 53: Relative Menge von Sphingomyelin, Ceramid, Sphingosin (Sph) und S1P. nach (Hannun and
Obeid, 2008)

Eine Erhohung der intrazelluldren S1P Konzentration stellt einen Anstieg eines bioaktiven
Molekiils und damit eine potentielle Gefahr fiir die Zelle dar. Die Induktion des
Recyclingweges wire demnach eine Methode fiir die Zelle, die Menge an akkumulierendem
S1P zu reduzieren (Abb. 54).

Da allerdings trotz des erhohten Recyclings eine S1P Akkumulation in den SPL-defizienten
Neuronen stattfand, scheint die Kapazitit dieses Weges nicht auszureichen, die entstehenden

S1P Mengen abzubauen, mit durchaus folgenreichen Konsequenzen fiir die Zelle.

Serin + Palmitoyl-CoA

Ganglioside -
-— -
Sphingomyelin+«—

Abb. 54: SPL-Defizienz induziert eine Inhibierung der de novo Sphingolipid Synthese (graue Pfeile) und
einen Anstieg des Recyclingweges. Sph — Sphingosin; S1P — Sphingosin-1-Phosphat
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33 Der Ursprung der Sphingoidphosphate ist entscheidend fiir deren
Wirkungen

Die Hypothese, dass S1P neuronale Apoptose induziert, wenn es iiber einen bestimmten
Schwellenwert akkumuliert, sollte verifiziert werden. Um den Abbau von S1P zu vermeiden,
wurden kultivierte Neuronen aus sechs Tage alten SPL-defizienten Miusen verwendet.

Die Behandlung der SPL-defizienten Neuronen mit S1P oder Sphingosin resultierte in gleich
hohen S1P Konzentrationen. Ausgehend von der zuvor genannten Hypothese wurde eine
toxische Wirkung in mit SI1P bzw. Sphingosin behandelten SPL-defizienten Neuronen
erwartet, da beide Zusitze zu einer erhohten S1P Konzentration fiihrten. Allerdings konnte
nur in mit S1P inkubierten Neuronen Apoptose festgestellt werden, wohingegen die mit
Sphingosin behandelten keine Beeintrichtigung ihrer Vitalitit aufwiesen. Zur besseren
Unterscheidung wird im Folgenden S1P, welches durch die Phosphorylierung von Sphingosin
hergestellt wurde, als S1Psp, bezeichnet werden, wihrend S1P, das aus der
Rephosphorylierung von zugegebenem S1P hervorgegangen ist, als S1Ps;p bezeichnet wird.
Nur S1Pg;p fiihrte zu Apoptose, einer verdnderten Morphologie und einer Reaktivierung des
Zellzyklus. Bemerkenswert war, dass die von S1Pg;p hervorgerufenen Effekte jenen in
wildtyp Zellen @dhnelten, die zuvor mit Cimes, welches intrazelluldr phosphoryliert wird,
behandelt worden waren (van Echten-Deckert et al.,, 1997; Naetzker et al., 2006). Die
apoptotischen Effekte konnten nicht durch einen erhohten Ceramidgehalt erklart werden, da
dieser in beiden Versuchsansitzen, unabhingig der Zugabe von S1P oder Sphingosin anstieg.
Es hat demnach den Anschein, als wire Ceramid nicht die Ursache fiir die in postmitotischen
Neuronen beobachteten apoptotischen Ereignisse.

Der Grund fiir die unterschiedlichen Effekte von S1P und Sphingosin musste folglich auf
einem Unterschied in der Verstoffwechslung dieser beiden Molekiile beruhen. Die Differenz
bestand in den unterschiedlichen Urspriingen von S1Psp, und S1Ps;p. Wihrend Sphingosin
fast ausschlieBlich von der SK1 phosphoryliert wurde und zur Bildung von S1Ps, fiihrte,
wurde S1P zuerst dephosphoryliert und anschlieBend vornehmlich von der SK2 zu S1Pg;p
rephosphoryliert. Ebenso wurde das synthetische Analogon Cimes vornehmlich von der SK2
zu CimesP phosphoryliert. Auch andere Sphingosin Analoga wie FTY720 (Allende et al.,
2004) und FTY720 Analoga wie AAL(R) (Don et al., 2007) werden hauptsichlich von der
weniger spezifischen SK2 phosphoryliert.

Die Phosphorylierung von Sphingosin durch zwei unterschiedliche Kinasen ist in Anbetracht
der verschiedenen Eigenschaften der Sphingosin-Kinasen gut vorstellbar. SK1 und SK2

variieren trotz einiger Ahnlichkeiten in der Aminosiuresequenz in ihren kinetischen
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Eigenschaften und ihrer subzellularen Lokalisation sowie in entwicklungs- und
gewebespezifischer Expression, was auf unterschiedliche physiologische Funktionen
hindeutet (Kohama et al., 1998; Liu et al., 2000). SK1 befindet sich im Cytosol und wird bei
ihrer Aktivierung zur Plasmamembran rekrutiert. Die Aktivitit der SK1 wird mit
Zellwachstum und Uberleben assoziiert, wihrend die am ER lokalisierte SK2 mit
Wachstums-Suppression und Apoptose in Verbindung gebracht wird (Maceyka et al., 2005).
Interessanterweise ist die SK2-vermittelte Apoptose S1P-Rezeptor unabhingig (Liu et al.,
2003), ebenso wie die S1P- und Cimes-induzierte Apoptose.

Unterstiitzt wird die These der SK2-vermittelten Sphingoidbasen induzierten Apoptose durch
den Befund, dass Cimes in wildtyp und SK1-defizienten Neuronen Apoptose induzierte, nicht
aber in SK2-defizienten. Der mit der SK2 assoziierte apoptotische Effekt lie3 sich allerdings
durch einen Wechsel der Positionen beider Sphingosin-Kinasen umkehren. Befand sich die
SK1 nicht im Cytosol sondern am ER, der Lokalisation der SK2, forderte sie ebenso wie die
SK2 Apoptose (Maceyka et al., 2005). Diese apoptotische Wirkung bedingt durch den
Positionswechsel der SK1 zeigt, dass die Bildung von Sphingoidphosphaten am ER fiir den
apoptotischen Effekt verantwortlich ist und nicht das Enzym per se. Don und Mitarbeiter
konnten zudem mittels fluoreszierender Sphingosin-Derivate die Akkumulation von SK2
generierten Sphingoidphosphaten in der ER Membran zeigen (Don et al., 2007).

In Anbetracht der Lokalisation der SK2 und der Produktion von S1Pg;p und CimesP
vorwiegend durch diese Kinase sowie der beobachteten apoptostischen Wirkung, die eine am
ER lokalisierte Kinaseaktivitdt voraussetzt (Maceyka et al., 2005), liegt die Bildung dieser
beiden Sphingoidphosphate am ER nahe. Folglich hat der Ursprung der phosphorylierten
Sphingoidbasen einen wichtigen Einfluss auf deren Wirkung. Diese Daten stehen im Einklang
mit der Hypothese, dass die regulatorischen Funktionen bioaktiver Sphingolipide mit den
subzelluldren Kompartimenten, in denen sie synthetisiert wurden, assoziiert sind (Hannun and
Obeid, 2008).

Die Aufnahme der Sphingoidbasen bzw. —phosphate von den Zellen ist bisher allerdings noch
nicht vollstindig geklart worden. S1P wird von den Zellen mittels eines bisher unbekannten
Mechanismus aufgenommen. Im Medium von HTC4 Zellen (rat hepatoma) wurde eine
Dephosphorylierung des S1P zu Sphingosin beschrieben, die allerdings auch ohne Zellen nur
im Medium stattfand (Peest et al., 2008). Unter FEinsatz von Phosphatase-Inhibitoren,
insbesondere Natrium-Orthovanadat, konnte die Dephosphorylierung im Medium verhindert
werden, woraus geschlossen wurde, dass die Zellen S1P erst dephosphorylieren miissen, um

dieses in Form von Sphingosin aufzunehmen (Peest et al., 2008). Eine Inhibierung der
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Phosphatasen mit Natrium-Orthovanadat fiihrte in denselben Zellen nach extrazelluldrer S1P
Zugabe jedoch zu einem intrazelluldren Anstieg von SIP (Peest et al., 2008). Dagegen
bewirkte dieselbe Behandlung in priméren Splenocyten (Nierenzellen) weder eine Inhibierung
des SI1P Abbaus im Medium noch einen intrazelluliren SI1P Anstieg. Zudem war die
Aufnahme von S1P auch in den Zellen ohne Phosphatase-Inhibitor kaum vorhanden (Peest et
al., 2008). Diese Beobachtungen konnten in der hier vorliegenden Arbeit nicht bestitigt
werden. Wiirde eine Dephosphorylierung von S1P zu Sphingosin im Medium stattfinden,
diirfte kein Unterschied in der Reaktion der SPL-defizienten Neuronen auf die Zugabe von
S1P oder Sphingosin in das Kulturmedium auftreten, da nur Sphingosin aufgenommen
werden konnte. Allerdings induzierte S1P Apoptose in den SPL-defizienten Neuronen,
wihrend Sphingosin keine toxische Wirkung aufwies. Nach Zugabe von S1P ins Medium
fand sich zudem eine erhohte Menge an intrazellulirem S1P in den Neuronen, was ebenfalls
gegen eine beeintrichtige Aufnahme von S1P spricht. Somit kann in dem hier verwendeten
Zellsystem davon ausgegangen werden, dass die Neuronen die Fihigkeit besitzen,
extrazelluldr zugegebenes S1P iiber einen bisher unbekannten Mechanismus aufzunehmen.
Basierend auf den hier genannten Ergebnissen wird folgendes Schema vorgestellt (Abb. 55).
Das internalisierte S1P gelangt zum ER, wo es von der S1P-Phosphatase (SPP) zu Sphingosin
dephosphoryliert wird (Mandala, 2001). Aus S1P generiertes Sphingosin befindet sich in der
ER Membran, wo es gut von der SK2 erreicht werden kann, die es wieder zu S1Pgp
rephosphoryliert. Das rephosphorylierte S1P akkumuliert nun in der ER-Membran, da es in
den SPL-defizienten Zellen nicht gespalten werden kann. Mit Cimes verhilt es sich dhnlich.
Cimes gelangt in die Zelle und kann nicht durch die spezifische SK1 phosphoryliert werden.
Es erreicht auf bisher nicht gekliartem Wege das ER, wo es von der SK2 phosphoryliert wird
und schlieflich am ER akkumuliert, da es metabolisch stabil ist. Sphingosin kann auf Grund
seiner amphiphilen Eigenschaften die Plasmamembran passieren (Hannun and Obeid, 2008)
und schnell von der SK1 phosphoryliert (S1Psy,) werden. Auch S1Psp, akkumuliert in
Abwesenheit der S1P-Lyase, allerdings nicht am ER.

Die hier vorgestellten Ergebnisse deuten darauf hin, dass SIP und CimesP cytotoxisch sind,
wenn sie von der SK2 in SPL-defizienten bzw. wildtyp Neuronen generiert werden und einen
bestimmten Schwellenwert iiberschreiten. Dies stimmt mit bisherigen Ergebnissen iiberein,
die zeigen, dass S1P in wildtyp Neuronen die selben Effekte wie Cimes induziert, allerdings
kiirzer und schwicher ausgeprigt (Naetzker et al., 2006). Im Gegensatz dazu fiihrte SK1
generiertes S1P nicht zu Apoptose, obwohl dieses in gleichem Malle wie von der SK2

generiertes S1P in SPL-defizienten Zellen akkumulierte.
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Abb. 55: Schema der vorgeschlagenen S1P Generierung aus zwei verschiedenen Urspriingen, die zu
funktionell unterschiedlichem intrazellulirem S1P fiihren. Cimes — cis-4-Methylsphingosin, CimesP — cis-4-
Methylsphingosin-Phosphat, PM — Plasmamembran, SIP - Sphingosin-1-Phosphat, S1Pgp — S1P aus
zugegebenem SI1P, S1Pg,, — S1P aus zugegebenem Sph, Sph — Sphingosin, SPP — Sphingosin-Phosphat-
Phosphatase.

Indes sollte beachtet werden, dass eine S1P Rephosphorylierung aus zugegebenem S1P nicht
nur in den SKI1-defizienten Neuronen sondern auch in geringerem Ausmall in den SK2-
defizienten Neuronen stattgefunden hatte. Ein kleiner Teil des S1P scheint demnach bereits
auf dem Weg zum ER dephosphoryliert zu werden, moglicherweise durch cytosolische
Lipidphosphat-Phosphatasen (Long et al., 2008). Das auf diese Weise entstandene Sphingosin
kann von der SK1 erreicht und phosphoryliert werden. Der Hauptteil des exogen zugegebenen
S1P wird jedoch von der SK2 rephosphoryliert. Auf die moglichen zwei Wege der S1P
Rephosphorylierung wird in der folgenden Abbildung 56 eingegangen. Ein kleinerer Teil (ca.
30%) des exogen zugegebenen S1P wird von cytosolischen Phosphatasen dephosphoryliert
und das entstandene Sphingosin von der schnellen SK1 rephosphoryliert. Die groflere
restliche Menge an S1P (ca. 70%) gelangt zum ER, wo es von der SPP dephosphoryliert und
durch die SK?2 rephosphoryliert wird.
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Abb. 56: Schema der vorgeschlagenen S1P Generierung aus verschiedenen Urspriingen, die zu funktionell
unterschiedlichem intrazellulirem S1P fiihren, mit Beriicksichtugung von Lipid Phosphatasen. Cimes —
cis-4-Methylsphingosin, CimesP — cis-4-Methylsphingosin-Phosphat, PM — Plasmamembran, S1P — Sphingosin-
1-Phosphat, S1Pg;p— S1P aus zugegebenem S1P, S1Pg;, — S1P aus zugegebenem Sph, Sph — Sphingosin, SPP —
Sphingosin-Phosphat-Phosphatase.

Der hier beschriecbene Weg der SIP Rephosphorylierung scheint allerdings nicht in allen
Zellen gleichermallen vonstatten zu gehen, denn in mouse embryonic fibroblasts (MEFs)
wurden betreffend der Phosphorylierung durch Sphingosin-Kinasen Differenzen zu den
Neuronen festgestellt. Wihrend die Deletion der SK1 in den Neuronen zu keinerlei Storung
der S1P Generierung fiihrte, induzierte das Ausschalten der SK1 in MEFs einen deutlichen
Riickgang in der intrazelluliren S1P Menge. Zudem wurde S1P in den MEFs zu gleichen
Anteilen (50:50) von den beiden Kinasen rephosphoryliert, wihrend das Verhiltnis in den
Neuronen bei 70% SK2 und 30% SKI1 lag. Die SK2 scheint diesen Ergebnissen zu Folge in
den MEFs nicht sehr aktiv zu sein. Dies zeigt, wie sehr die Effekte von bioaktiven Molekiilen
von der Zellspezies abhédngen, in denen die Experimente durchgefiihrt werden.

Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse auf die Wichtigkeit des Ursprungs und der
subzellularen Lokalisation der S1P Produktion im Hinblick auf die Interpretation der

zellularen Funktion dieses bioaktiven Molekiils hin.

71



Diskussion

Ferner wurden vergleichbare Ergebnisse betreffend der Sphingoidphosphat induzierten
Apoptose in Hefen vorgestellt, in denen eine Akkumulation von Sphingoidphosphaten,
bedingt durch das Ausschalten abbauender Enzyme, zum Zelltod fiihrte (Zhang et al., 2001).
Der Sphingoidphosphat-induzierte Zelltod in Hefen ldsst die Vermutung zu, dass der toxische
Effekt phosphorylierter Sphingoidbasen nicht ausschlieBlich in Neuronen stattfindet, sondern
auch in anderen Zellsystemen vorkommen kann. In teilungsfihigen Swiss 3T3 Fibroblasten
(van Echten-Deckert et al., 1998) und MEFs (personliche Mitteilung G. van Echten-Deckert)
induzierte eine Akkumulation von Sphingoidphosphaten dagegen Proliferation, wéhrend die
unter Zellkultur-Bedingungen stark proliferierenden B104 Neuroblastomazellen sich nicht
wie erwartet zu teilen begannen sondern apoptotisch wurden (Natzker et al., 2002). Die
genannten Unterschiede in der Wirkungsweise der Sphingoidphosphate unterstreichen die
zelltyp-spezifischen Eigenschaften dieser rétselhaften Molekiile und zeigen deutlich, wie
wichtig eine genaue Kenntnis der molekularen Signalwege ist, um diese Effekte

nachvollziehen zu konnen.

34 Identifikation des Sphingoidphosphat induzierten apoptotischen
Signalweges

Der Ursprung der phosphorylierten Sphingoidbasen hat wie oben beschrieben einen wichtigen
Einfluss auf deren Wirkung. Der apoptotische Effekt der Sphingoidphosphate ist in Neuronen
von der SK2-katalysierten Phosphorylierung abhingig und erfordert deren intrazellulédre
Akkumulation. Unterstiitzt wird diese These durch folgende Befunde: (i) Cimes induzierte
zwar in Wildtyp und SK1-defizienten Neuronen Apoptose, nicht aber in SK2-defizienten
Neuronen und (ii) S1Psip, welches von der SK2 generiert wird, wirkte in S1P-Lyase-
defizienten Neuronen ebenfalls toxisch im Gegensatz zu (iii) S1Pspn, welches von der SK1
phosphoryliert wurde und keine apoptotische Wirkung aufwies. In Anbetracht der
Lokalisation der SK2 und der Produktion von S1Pgs;p und CimesP vorwiegend durch diese
Kinase wurde die Bildung dieser beiden Sphingoidphosphate am ER angenommen.

In Ubereinstimmung mit dieser These wurde in Gegenwart von Cimes die Aktivierung von
ER-spezifischen Proteasen gefunden. Eine solche ist Caspase-12, welche als Antwort auf
toxische Einfliisse, denen das ER ausgesetzt ist aktiviert wird (Nakagawa et al., 2000). ER-
Stress kann unter anderem durch Calcium Ionophoren (z.B. Ionomycin), Inhibitoren der ER-
spezifischen Calcium-ATPasen (z.B. Thapsigargin) oder Storungen in den Glycosylierungs-

Reaktionen (z.B. Tunicamycin) hervorgerufen werden. Nakagawa und Kollegen konnten
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zudem zeigen, dass Caspase-12-defiziente Zellen resistent gegeniiber ER-Stress sind
(Nakagawa et al.,, 2000), was die Bedeutung der Caspase-12 bei ER-Stress spezifischen
apoptotischen Reaktionen unterstreicht. Caspase-12 wird nur bei ER-Stress aktiviert, der
seinen Ursprung in Storungen der ER-Homeostase hat und nicht von extrazelluldren oder die
Mitochondrien betreffenden apoptotischen Signalen ausgeldst wird (Nakagawa et al., 2000).
Die Beteiligung der Mitochondrien an der Sphingoidphosphat-induzierten Apoptose konnte
im Einklang mit den oben genannten Bedingungen ausgeschlossen werden, da eine
Inkubation der Neuronen mit Cimes bzw. S1P nicht zu einer Freisetzung von Cytochrom c
fiihrte. Aufgrund der gefundenen Caspase-9-Aktivierung war dies ein {iberraschendes
Ergebnis, denn gewohnlich geht der Aktivierung der Procaspase-9 die Freisetzung von
Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien in das Cytosol voraus. Dort bildet sich aus Cytochrom c
sowie dem Protein Apaf-1 (apoptotic protease activating factor-1) das Apoptosom, welches
iblicherweise die Spaltung von Procaspase-9 ermoglicht (Li et al., 1997).

Eine Permeabilisierung der Mitochondrien wurde allerdings von Don und Kollegen in
Immunzellen detektiert, die mit Sphingoidphosphaten inkubiert wurden (Don et al., 2007).
Dies steht nicht zwangsldufig im Widerspruch zu dem hier vorgestellten Ergebnis, sondern
verdeutlicht vielmehr die Spezifitit der apoptotischen Signalwege von Sphingoidphosphaten
in verschiedenen Zellspezies.

In diesem Zusammenhang ist interessant, dass der Ceramid induzierte Zelltod sowohl die
Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien wie auch die Aktivierung der Initiator-
Caspase-8 beinhaltet (Lin et al., 2004). Im Gegensatz dazu fand bei der Cimes bzw. S1P
induzierten Apoptose weder die Permeabilisierung der Mitochondrien noch die Aktivierung
der Caspase-8 statt. Die Differenz zwischen der von Cimes induzierten apoptotischen
Signalkaskade und der von Ceramid ausgelosten unterstiitzt die Theorie, dass sich die Cimes
bzw. S1P induzierte Apoptose von der Ceramid-induzierten Apoptose unterscheidet.

Die Beobachtungen, dass Caspase-9 unabhingig von der Cytochrom c Freisetzung aktiviert
wurde sowie die Spaltung der Procaspase-12 gaben den Hinweis nach ER-abhingigen
Faktoren zur Aktivierung von Caspase-9 zu suchen. Im Einklang mit den hier vorgestellten
Ergebnissen kann die Spaltung und somit Aktivierung von Procaspase-9 auch mittels
Caspase-12 erfolgen (Morishima et al., 2002). Zudem wurde von einer Beteiligung der
Caspase-12 an der Amyloid-beta (AB) induzierten Apoptose in priméren Neuronen berichtet
(Nakagawa et al., 2000). Das AB-Protein ist der Hauptbestandteil der amyloiden Plaques,
eines der Merkmale der Alzheimerschen Erkrankung. In Ubereinstimmung mit den hier

vorgestellten Ergebnissen wurde Caspase-12 in dem Fall der AP-induzierten Toxizitét
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spezifisch durch Storungen der ER Homeostase aktiv und nicht durch Membranschidden oder
Apoptosesignale, die die Mitochondrien betreffen (Nakagawa et al., 2000).

Die Spaltung der Procaspase-12 ist eine der apoptotischen Reaktionen die von Calpain
durchgefiihrt werden (Nakagawa and Yuan, 2000). Die Abhingigkeit von Calcium macht
diese cytosolische Protease anfillig fiir Anderungen der Calcium Homeostase. Da S1P eine
Freisetzung des Calciums aus internen Speichern induziert (Ghosh et al., 1994; Meyer zu
Heringdorf et al., 2003) und auch Cimes zu einem cytosolischen Calciumanstieg fiihrte
(Kooperation mit Prof. Dr. Swandulla und Dr. Michael Hans), wére Calpain ein passendes
Zielmolekiil fiir die von den Sphingoidphosphaten hervorgerufenen Veridnderungen der
Calciumhomeostase. Die Tatsache, dass sich die Cimes-induzierte Apoptose mit der
Inhibierung von Calpain vollstindig verhindern lieB, weist auf die zentrale Bedeutung von
Calpain in der Sphingoidphosphat induzierten Apoptose hin. Die Aktivierung von Calpain
wurde in vielen Krankheiten festgestellt (Li et al., 1998; Chen et al., 2006; Raynaud and
Marcilhac, 2006), hdufig verbunden mit der Fehlregulation der CDKS (Tsai et al., 2004; Wen
et al., 2007; Alvira et al., 2008).

Die CDKS5 (cyclin dependent kinase) wird hauptsidchlich im Gehirn exprimiert und ist eine
untypische Cyclin abhingige Kinase, die trotz einiger Sequenzhomologien mit anderen CDKs
nicht von Cyclinen gesteuert wird oder direkt an der Regulation des Zellzyklus beteiligt ist
(Hellmich et al., 1992; van den Heuvel and Harlow, 1993; Tsai et al., 1994). Die CDKS ist fiir
die Entwicklung und Funktion des Gehirns essentiell und eine unkontrollierte Aktivitdt kann
zu zahlreichen neurologischen Stérungen fithren (Dhavan and Tsai, 2001). Die monomere
Form der CDKS5 ist inaktiv und benétigt fiir die Kinaseaktivitit die Bindung der
regulatorischen Untereinheit p35 (protein 35 kDa) (Zheng et al., 1998). Durch einen
Myristoylanker am N-Terminus ist p35 an der Plasmamembran verankert. Aktiviertes Calpain
kann p35 zu einem C-termialen Fragment mit der Bezeichnung p25 spalten, welches
bestindiger als p35 ist und fester an die CDKS bindet. Zudem besitzt p25 nicht den
N-terminalen Membrananker und befindet sich daher im Cytosol und im Zellkern (Patrick et
al., 1999). Die nicht reversible Bindung von p25 an die CDKS fiihrt zu einem delokalisierten,
iberaktiven CDK5/p25 Komplex, der mit vielen neurodegenerativen Krankheiten in
Verbindung gebracht wurde (Patrick et al., 1999). Da eine Inhibierung der Calpain Aktivitit
die Cimes-induzierte Spaltung von p35 zu p25 verhindert, wird eine Calpain katalysierte
Spaltung von p35 zu p25 angenommen, die in einer Uberaktivierung der CDKS5 resultiert.

Interessanterweise wurde eine CDKS Uberaktivierung auch in Neuronen gefunden, die AP
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ausgesetzt waren sowie in transgenen Mausmodellen von AD (Cruz et al., 2003; Kitazawa et
al., 2005; Lopes et al., 2007).

Neben der Beteiligung der CDKS5 an zahlreichen neurologischen Stérungen, war deren
Aktivitdt oft mit der Expression verschiedener Zellzyklus Marker verbunden. Aufgrund der
verdnderten subzellularen Lokalisation des CDKS5/p25 Komplexes, verdandert sich auch die
Substratspezifitidt und fiihrt zu Phosphorylierungen von Substraten, die iiblicherweise nicht
von dieser Kinase erreicht werden wie der Zellzyklusregulator Rb (Retinoblastoma protein)
(Dhavan and Tsai, 2001). In Gegenwart von Cimes wurde in terminal differenzierten
Neuronen eine Phosphorylierung von Rb sowie ein Anstieg der Cyclin D1 Expression
detektiert, verbunden mit der Reaktivierung des Zellzyklus.

Der Wiedereintritt in den Zellzyklus scheint mit der neuronalen Degeneration in Verbindung
zu stehen (Yang and Herrup, 2007) und wurde in Gehirnen von AD Patienten (Busser et al.,
1998), AD Maus Modellen (Yang et al., 2006) sowie in kultivierten Neuronen, die AP
ausgesetzt waren (Majd et al., 2008; Lopes et al., 2009a) beobachtet. Tatsdchlich zeigen
Neuronen in AD Gehirnen eine Reaktivierung des Zellzyklus lange bevor sich die ersten
pathologischen Krankheitsanzeichen im Gehirn entwickeln (Varvel et al., 2008). Ein
Wiedereintritt in den Zellzyklus wurde sogar als mogliches neuropathologisches Merkmal
von AD vorgeschlagen (Hernandez-Ortega et al., 2007; Lopes et al., 2009b). Sowohl in
Neuronen, die mit AP behandelt wurden (Arendt, 2000) wie auch in solchen, die Cimes
ausgesetzt waren wurde ein Wechsel von der GO-Phase in die Gl-Phase des Zellzyklus
beobachtet. Der Beginn der Gl-Phase wird durch die Aktivierung der CDK4/6 mittels
erhohter Cyclin D1 Expression eingeleitet (Morgan, 1997). Die CDK4 kann ebenso wie die
CDKS5 Rb phosphorylieren, was die Dissoziation von dem Transkriptions-Repressor-Komplex
bedeutet und ein Fortschreiten des Zellzyklus ermoglicht. Obwohl neuronale Zellen die S-
oder sogar G2-Phase erreichen konnen und die DNA-Replikation beginnt, passieren sie nicht
den G2/M Checkpoint und degenerieren vor der Mitose, da sie im Vergleich zu mitotischen
Zellen keine normale Zellzyklus Maschinerie mehr besitzen (Heintz, 1993; Hernandez-Ortega
et al., 2007).

Mit Hilfe des Calcium-Chelators Bapta lief sich die Expression von Cyclin D1 und somit die
Reaktivierung des Zellzyklus verhindern. Dieses Ergebnis deutete auf eine Verbindung
zwischen der Reaktivierung des Zellzyklus und dem erhohten cytosolischen Calcium,
hervorgerufen durch Cimes hin. Auf Grund der gefundenen essentiellen Beteiligung von
Calpain an der Cimes induzierten Apoptose wurde Calpain auch in diesem Falle als

Bindeglied zwischen der erhohten intrazelluldren Calciumkonzentration und der aberranten
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Aktivierung des Zellzyklus in Betracht gezogen. Tatsidchlich verhinderte die Inhibierung von
Calpain sowohl die erhohte Expression von Cyclin D1 als auch die Phosphorylierung von Rb.
Da eine Inhibierung von Calpain nicht nur die Generierung von p25 und damit die
Aktivierung der CDKS betraf, sondern auch einen Einfluss auf die Zellzyklus Marker (Rb,
CyclinD1) aufwies, wird eine CDK5 Uberaktivierung stromaufwiirts von dem Wiedereintritt
in den Zellzyklus angenommen.

Diese Ergebnisse lassen somit den Schluss zu, dass die CDKS katalysierte Phosphorylierung
von Rb als eine Folge der Calpain Aktivierung an der Reaktivierung des Zellzyklus beteiligt

ist.

3.5 Cimes bewirkt eine Calpain vermittelnde Tau
Hyperphosphorylierung und die Entstehung eines zusétzlichen Tau
Fragments

Beruhend auf der Delokalisation des CDKS5/p25-Komplexes und der damit verbundenen
verdnderten Substratspezifitat wurden weitere mogliche Substrate wie das Cytoskelett-Protein
Tau in Betracht gezogen. Die CDKS katalysierte Phosphorylierung von Tau wurde bereits
gezeigt (Dhavan and Tsai, 2001). Die Hyperphosphorylierung von Tau induziert dessen
Dissoziation von den Mikrotubuli und fiihrt schlieBlich zu der Bildung intrazelluldrer
neurofibrillirer Biindel, eines der Markenzeichen der Alzheimer Erkrankung (AD) und
Kennzeichen der Tauopathien (Hardy, 2003; Lee and Tsai, 2003). Diese Ereignisse wurden
bereits in vielen Arbeiten mit dem neuronalen Zelltod in Verbindung gebracht (Arriagada et
al., 1992; Hamdane et al., 2003; Eckermann et al., 2007). Zudem wurde von einer gesteigerten
Expression an Tau in AD berichtet (Sjogren et al., 2001).

Erwihnenswert ist iiberdies die physiologisch nicht schéddliche Tau Hyperphosphorylierung in
fotalem Gewebe und in einigen mitotischen Zellen, die darauf hindeutet, dass mitotische
Signale eine Tau Hyperphosphorylierung hervorrufen konnen (Mandelkow and Mandelkow,
1998). Dabei ist zu bedenken, dass Cimes in Neuronen im Grunde als mitotisches Signal
agiert, denn ebenso wie es in Fibroblasten Proliferation induzierte (van Echten-Deckert et al.,
1998), aktivierte Cimes auch in Neuronen den Zellzyklus, allerdings mit apoptotischem und
nicht proliferativem Ergebnis (Naetzker et al., 2006). Somit befiirwortet das mitotische
Potential von Cimes diese Hypothese.

Tatsdchlich induzierte Cimes neben einem leichten Anstieg der Tau Expression auch die

Hyperphosphorylierung des Tau Proteins. Die Zugabe von Cimes fiihrte ferner zur Entstehung
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eines zusitzlichen Tau-Fragmentes mit einem Molekulargewicht von 30 kDa, welches in
schwicherer Ausprigung auch in den Kontrollen erschien. Allerdings verhinderte die
Inhibierung von Calpain die Entstehung des 30 kDa Fragments. Die anderen Tau-Banden
blieben in ihrer Stirke erhalten und nahmen beim Erscheinen des 30 kDa Fragments nicht ab,
so dass dessen Erscheinen hochstwahrscheinlich auf eine Calpain-vermittelte Spaltung von
Tau zuriickzufiithren war. In diesem Zusammenhang ist interessant, dass die Zugabe von A
in Hippocampus Neuronen zu der Generierung eines zusitzlichen Tau-Fragmentes von
allerdings nur 17 kDa fiihrte, dessen Erscheinen ebenfalls mit dem Calpain-Inhibitor
verhindert werden konnte, woraus geschlossen wurde, dass Calpain fiir die Entstehung dieses
17 kDa Fragments verantwortlich war (Park and Ferreira, 2005).

In weiteren Studien mit Sphingoidphosphaten traten zudem Veridnderungen in der
Phosphorylierung von Tau auf. Die Inkubation der Neuronen mit S1P bzw. Cimes resultierte
in einer Hyperphosphorylierung von Tau an pathologisch relevanten Stellen, die durch eine
Inhibierung von Calpain revidiert wurde. Die Hyperphosphorylierung des Tau Proteins fiihrt
zu dessen Dissoziiation von den Mikrotubuli, sowie zur Bildung der so genannten gepaarten
helicalen Fragmente und fordert deren Aggregation (Meraz-Rios et al., 2009). Die verstirkte
Bildung dieser Tau-Fibrillen hat letztendlich Neurodegeneration und die Beeintrichtigung des
Gedichtnisses zur Folge (Dickson, 2009).

Die Reduktion der Tau Hyperphosphorylierung auf ein physiologisches Niveau mittels der
Calpain Inhibierung ist in Einklang mit jenem Ergebnis bei der p25 Generierung und deutet
darauf hin, dass die CDKS an der Tau Phosphorylierung beteiligt ist und diese wiederum
durch Calpain vermittelt wird. Die Hyperphosphorylierung von Tau in Gegenwart von Cimes
und S1P deutet auf eine funktionelle Beziehung zwischen der Neurotoxizitit der

Sphingoidphosphate und der pathologisch relevanten Tau Aggregation hin.
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3.6 Zusammenfassung des Signalweges

Insgesamt deuten die hier vorgestellten Ergebnisse darauf hin, dass der neurotoxische Effekt
der Sphingoidphosphate durch einen Calpain vermittelten Mechanismus verursacht wird, der
den CDKS5/p25-Komplex sowie die ER-Stress spezifische Caspasen-Kaskade beinhaltet
(Abb. 57).
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Abb. 57: Schema der vorgeschlagenen Signalkaskade der Sphingoidphosphat-induzierten Apoptose.
Calpain ist das zentrale Signalmolekiil und vermittelt die Sphingoidphosphat-induzierte neuronale Apoptose
durch die Aktivierung der ER-Stress spezifischen Caspasen-Kaskade und der Spaltung des CDKS5 Aktivators p35
zu p25, was schlieBlich zu der Reaktivierung des Zellzyklus und der Tau-Hyperphosphorylierung fithrt. CDKS —
cyclin dependent kinase5, Cimes — cis-4-Methylsphingosin, CimesP — cis-4-Methylsphingosin Phosphat, ER —
Endoplasmatisches Reticulum, PM — Plasmamembran, Rb — Retinoblastoma Protein, S1P — Sphingosin-1-
phosphat, SK2 — Sphingosin-Kinase2, Sph — Sphingosin, SPP — S1P-Phosphatase.

In diesem Zusammenhang ist interessant, dass die S1P abhingige Neurotoxizitit Parallelen zu
jener von AP aufweist. S1P induziert eine Reaktivierung des Zellzyklus und die Aktivierung
der CDKS5 ebenso, wie es bereits fiir AP beschrieben worden ist (Varvel et al., 2008; Lopes et
al., 2010). In beiden Fillen verhinderte der Calpain-Inhibitor MDL den Wiedereintritt in den
Zellzyklus und die durch p25 hervorgerufene CDKS5 Uberaktivierung.

Insbesondere Calpain wurde als ein zentrales Molekiil in vielen neurologischen Krankheiten
bekannt (Camins et al., 2006), dessen Aktivierung unter anderem mit dem neuronalen Zelltod

bei der Ischemischen Gehirnverletzung (Saido et al., 1994), in Morbus Alzheimer (Saito et al.,
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1993), Morbus Parkinson (Alvira et al., 2008) und Multipler Sklerose (Shields et al., 1998) in
Verbindung gebracht wird.

3.7  Pathophysiologische Bedeutung von S1P

Bestitigt werden die hier vorgestellten in vitro Ergebnisse durch Semidiinnschnitte des
Kleinhirns aus SPL-defizienten und Wildtyp Miusen, die in Kooperation mit Prof. Dr. Dieter
Hartmann hergestellt wurden (Abb. 58). In den Schnitten des Kleinhirns aus SPL-defizienten
Maiusen lassen sich degenerierte Purkinje Neuronen erkennen (Abb. S8, Pfeile). Zudem
wurden im Hippocampus von SPL-defizienten Miusen weitere absterbende Neuronen

detektiert (Prof. Dr. Hartmann, personliche Mitteilung).

Abb. 58: Degenerierende Purkinje Neuronen im Cerebellum SPL-defizienter Méuse. Sagittalschnitt durch
die Vermalregion des Cerebellum von adulten Wildtyp (+/4+) und SPL-defizienten (-/-) Mausen. Die Pfeile
zeigen die degenerierten Purkinje Neuronen im cerebellaren Cortex. Die Balken entsprechen 50 pm.

Basierend auf diesen Beobachtungen erfahren die mit Cimes durchgefiihrten Studien durchaus
eine physiologische Bedeutung.

Storungen im Glykosphingolipid-Metabolismus konnten iiber das gemeinsame Abbauprodukt
S1P mit der Neurodegeneration verbunden sein und somit bei der Entstehung der Demenz

eine wichtige Rolle spielen.
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3.8 Ausblick

Vieles ist im Bezug auf die Funktionen der S1P-Lyase noch weitesgehend unklar, wie die
Entstehung des komplexen Phinotyps in den SPL-defizienten Méausen zeigt. Mit Hilfe von
S1P-Lyase/Sphingosin-Kinasel bzw. 2 transgenen Miusen konnte untersucht werden, ob die
Deletion einer der beiden Kinasen den Phinotyp der SPL-Defizienz mindert. Dazu miiften
sgpl-heterozygote Tiere mit SK1- bzw. SK2-defizienten verpaart werden.

Die komplexen Auswirkungen der SPL-Deletion betreffen verschiedene Organe und scheinen
zu zahlreichen Entziindungsreaktionen in den Tieren zu fithren (personliche Mitteilung, van
Veldhoven). Zudem sind viele neurodegenerative Krankheiten, unter ihnen insbesondere
Morbus Alzheimer, mit lokalen Entziindungreaktionen, welche durch die Aktivierung von
Microgliazellen und die Rekrutierung von Astrocyten eingeleitet werden assoziiert (Sastre et
al., 2006). Da Zellen des Immunsystems Rezeptoren fiir S1P besitzen (Graler and Goetzl,
2002), kann eine anhaltende S1P Erhohung zu einer Storung in der Steuerung der
Immunzellen fithren und S1P-abhidngige Signalwege dauerhaft aktivieren. Insbesondere
Lymphocyten, deren Migration, Uberleben und Cytokin-Produktion durch die S1P-
Konzentration beeinflulit werden (Bandhuvula and Saba, 2007), wéren von einer Storung im
streng regulierten S1P Metabolismus betroffen. Ein interessanter Ansatzpunkt hierzu wire die
Untersuchung des S1P Einflusses auf die Microgliazellen und Astrocyten des Gehirns. Es
wurde bereits gezeigt, dass die Sphingosin-Kinasel stromabwirts von TNFo agiert und fiir
die Expression der Cyclooxygenase2 (COX-2) und die Synthese von Prostaglandin E2
benotigt wird (Pettus et al., 2003). Interessanterweise wurde mittlerweile auch die Beteiligung
der Sphingosin-Kinase2 an Entziindungsreaktionen in Betracht gezogen, wihrend die Rolle
der SPL nach wie vor ungeklart ist (Mechtcheriakova et al., 2007). Mit Hilfe der SPL-
defizienten Mdiuse konnte die Beteiligung der SPL an inflammatorischen Prozessen
untersucht werden.

Des Weiteren wiren weitere immunohistologische Untersuchungen des Gehirns der SPL-
defizienten Méiuse von Interesse. Da die S1P-Lyase S1P zu Phosphoethanolamin und
Hecadecenal abbaut (Van Veldhoven, 2000), fehlen diese beiden Molekiile im Metabolismus
der SPL-defizienten Miuse. Als Folge der S1P-Lyase Deletion kime somit ein veridnderter
Lipidmetabolismus in Frage.

In Bezug auf den positiven Einfluss von SIP auf die Tumorgenese (Takabe et al., 2008)
wurde bei der Inkubation von Neuroblastomazllen mit Cimes erstaunlicherweise von einem

apoptotischen Effekt berichtet (Natzker et al., 2002). Es ist zudem bekannt, dass die
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Diskussion

Sphingosin-Kinasel in vielen Krebsarten iiberexprimiert wird und vorgeschlagen wurde,
Sphkl (Gen der SK1) als Onkogen zu bezeichnen (Xia et al., 2000). Darauf aufbauend wéiren
weitere Studien von Interesse, in denen der Einfluss von Cimes auf cancerogener Gene und

Proteine untersucht wird.
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4 Zusammenfassung

Kleinhirnneuronen von S1P-Lyase-defizienten Méusen und ein synthetischen Sphingosin
Analogon wurden in dieser Arbeit verwendet, um die Toxizitdt von S1P, einem bioaktiven
Sphingolipid, in terminal differenzierten Nervenzellen zu untersuchen. Beruhend auf
vorherigen Arbeiten unserer AG (Naetzker et al., 2006), welche die apoptotische Wirkung des
semi-synthetischen S1P Analogons CimesP (cis-4-Methylsphingosin-Phosphat) in Neuronen
demonstrierten, wurde untersucht, ob S1P in S1P-Lyase-defizienten Zellen ebenfalls
neurotoxisch wirkt, was im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmalig belegt werden konnte.
Dabei wurde festgestellt, dass nicht nur die Menge an Sphingoidphosphaten fiir den
neurotoxischen Effekt verantwortlich ist, sondern auch die Kinase, welche die
Phosphorylierung katalysiert. Es handelt sich um die Sphingosin-Kinase2 (SK2), die
bekanntlich im ER lokalisiert ist und im Gegensatz zur Sphingosin-Kinasel (SK1), die an der
PM aktiv ist, eine viel geringere Substratspezifitit aufweist. Untersuchungen mit SK1 und
SK2-defizienten Méusen ergaben, dass Cimes nur in SKI-defizienten Neuronen toxisch
wirkte, nicht aber in SK2-defizienten. Demnach ist die SK2 sowohl fiir die Cimes induzierte
Apoptose in Wildtyp Neuronen wie auch fiir die S1P induzierte Apoptose in S1P-Lyase-
defizienten Neuronen essentiell.

Tatsédchlich entsprachen die Effekte von Cimes in Wildtyp Neuronen denen von S1P in S1P-
Lyase-defizienten Nervenzellen.

Uberdies wurde in der vorliegenden Arbeit der molekulare Mechanismus der
Sphingoidphosphat induzierten Apoptose entschliisselt.

In Ubereinstimmung mit der S1P-gesteuerten Regulation der Calcium Homeostase wurde der
Einfluss der Sphingoidphosphate auf die Integritidt des Endoplasmatischen Reticulums (ER)
mittels Aktivierung der ER-Stress spezifischen Caspasen-Kaskade nachgewiesen. Dabei
wurde festgestellt, dass Caspase-9 unabhingig von den Mitochondrien von Caspase-12
aktiviert wird.

In Anbetracht des Einflusses der Sphingoidphosphate auf die Calcium-Freisetzung aus dem
ER sowie der Aktivierung des ER-stress spezifischen Signalweges wurde die Beteiligung
Calcium-abhéngiger Enzyme in Betracht gezogen. Es konnte schlielich gezeigt werden, dass
die calciumgesteuerte Protease Calpain den Mediator der Sphingoidphosphat-induzierten
Neurotoxizitit darstellt. Die Inhibierung von Calpain fiihrte zu einer vollstindigen Aufhebung
der Cimes-induzierten Apoptose, was auf die Beteiligung von Calpain an der Reaktivierung

des Zellzyklus hinwies und in dieser Arbeit auch bestétigt werden konnte.

82



Zusammenfassung

Der nidchste Schritt war nun die Identifikation Calpain gesteuerter Proteine, die eine
Reaktivierung des Zellzyklus ermoglichten. Es wurde schlieBlich gezeigt, dass die
Aktivierung der CDKS (cyclin dependent kinase5) mittels Calpain katalysierter Generierung
von p25 zur Erhohung der Cyclin D1 Menge sowie zur Phosphorylierung von Rb
(retinoblastoma protein) fiihrte.

SchlieBlich konnte eine funktionelle Verbindung zwischen den Sphingoidphosphaten und der
Hyperphosphorylierung des Mikrotubuli-assoziierten Proteins Tau, dessen neurofibrilldre
Biindel ein Charakteristikum von AD sowie zahlreichen weiteren neurodegenerativen
Erkrankungen bilden, experimentell nachgewiesen werden.

Folglich lisst die S1P vermittelte Neurotoxizitit eine bemerkenswerte Ahnlichkeit mit jener
des Amyloid-B Peptids (AB), dem Hauptbestandteil der fir Morbus Alzheimer (AD)
charakteristischen Amyloid Plaques erkennen.

Moglicherweise stellt S1P somit die Schnittstelle zwischen dem Sphingolipid-Metabolismus

und der Neurodegeneration dar.
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5 Material und Methoden

5.1 Gerite

Geriite
Alpha DigiDoc
Analysewaage

Autoklav

Blotting Aparatur
Brutschrénke

ELISA-Reader

Fluorometer

Gelapparatur fiir
Agarosegele
Gelapparatur fiir
Polyacrylamidgele
Geldokumentationsanlage
Inkubationsroller
Inkubationsschiittler
LightCycler
Mikrowelle
pH-Meter
Photometer

Pipetten

Reacti-Therm 111

Reinstwasseranlage

Rontgenkasette

Hersteller/Vertreiber

Alpha Innotech

BP 210 D, Sartorius

Fedegari

Varioklav 50050, H+P Labortechnik
iBlot, Invitrogen

Heraeus
Multiscan  Ascent, Dynex  Hybaid
Labsystems

Digitalfluorimeter Modell 8-9; Locarte,
Dynex Hybaid Labsystems

ComPhor Midi, Biozym

Multigel, Biometra

AlphaDigiDoc, Biozym

Renner

KS-250 basic, Ika-Labortechnik
LightCycler 1.5, Roche

Privileg, Pro-Markt

PH 537; WTW,

Smart Spec 3000; BioRad
Eppendorf Research 2,5, 10, 20, 100, 200,
1000

Piece Chemical Company
EasypureUV/UF; Barnsted/Werner
MembraPure, Millipore

Chronex, DuPont
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Standort

Gottingen
Albuzzano, Italien
Oberschlesien
Karlsruhe

Hanau

Frankfurt

Frankfurt

Oldendorf

Gottingen

Oldendorf
Darmstadt
Staufen
Mannheim
Bonn
Weilheim
Miinchen

Hamburg

Rockford, USA
Leverkusen
Schwallbach
De Nemour,

Frankeich
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Schiittelwasserbad

Spannungsquelle

Spiilmaschine

Sterilbank

Szintillationszihler
Thermocycler
Thermomixer
Tiefkiihlschrank (+4°C,-
20°C)

Tiefkiihlschrank (-80°C)
Tischzentrifuge
Trockenschrank

Ultraschallgerit

Vortexer
Waage
Zentrifuge

5.2

Artikel

DC-Platten

Filterpapier
Mikrotiterplatte
Nitrocellulose-Membran
Parafilm

Petrischalen (8 cm?2)
Pipettenspitzen
ReaktionsgefiBle (1,5/2ml)
Rontgenfilme

Schraubkappengléser

1083, Gesellschaft fiir Labortechnik
Consort, Biometra

PowerPac 3000, BioRad

Mielabor G7783, Miele

Biohazard; Gelaire

Heraeus

Packard Tricarb 1600 TR
PTC-200; MJ Research/Biozym
Comfort, Eppendorf

Bosch economic, Robert Bosch GmbH

NapCoil UF 5000, NAPCO

Centrifuge 5417R, Eppendorf

Heraeus

Sonifer B12 mit wassergekiihltem cup-
horn; Branson Sonic Power Company
Bender-Hohlbein

Sartorius

Megafuge 2.0 R, Heraeus

Multifuge 3 S-R, Heraeus

Verbrauchsmaterialien

Hersteller/Vertreiber
Merck

Macherey-Nagel

Falcon, Beckton-Dickinson
Invitrogen

AAC

Falcon, Beckton-Dickinson
Greiner

Eppendorf

Kodak Biomax MS-1, Sigma
VWR
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Burgwedel
Gottingen
Miinchen

Koln

Mailand, Italien
Hanau
Rodgau-Jiigesheim
Oldendorf
Hamburg
Geringen-
Schillerhohe
Winchester, USA
Hamburg

Hanau

Danbury, USA

Zirich, Schweiz
Gottingen

Hanau

Standort
Darmstadt
Diiren
Heidelberg
Karlsruhe
Greenwich, USA
Heidelberg
Niirtingen
Hamburg
Taufkirchen
Darmstadt
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Spritzenvorsatzfilter
Szintillationsvials
Vivaspin Réhrchen
Zellkulturschalen
Zellschaber

Zentrifugenr6hrchen

5.3 Chemikalien

Chemikalien

Acrylamidmix 37,5:1, 40%ig

Agarose, Seakem LE
BAPTA-AM
1-Butanol

Chloroform

Millipore

Packard

Sartorius / Vivascience
6-well, Costar

Costar

QGreiner

Hersteller/Vertreiber

Roth

MJ Research/Biozym

Invitrogen
Merck
Calbiochem/VWR

Complete Mini, EDTA-free Protease Roche

Inhibitor

Coomassie-blue R260 Serca
Cytosin-B-D-Arabino-Furanosid- Sigma
Hydrochlorid (AraC)

DMSO AppliChem
EDTA Merck

EGTA Sigma
Essigsdure Riedel de Haen
Ethanol Riedel de Haen
Ethidiumbromid AppliChem
Fetales Kilberserum (FKS) PAA Laboratories
Glycerol Sigma

Glycin Sigma

HEPES Merck
Kaliumchlorid Merck
Kaliumhydrogenphosphat Merck
Methanol Riedel de Haen
NaH232P4 Amershan
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Schwalbch
Frankfurt
Gottingen
Cambridge, USA
Cambridge, USA

Niirtingen

Standort
Karlsruhe
Oldendorf
Karlsruhe
Darmstadt
Darmstadt

Mannheim

Heidelberg
Taufkirchen

Darmstadt
Darmstadt
Taufkirchen
Seelze
Seelze
Darmstadt
Pasching, Osterreich
Taufkirchen
Taufkirchen
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Seelze

Freiburg
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Natriumacetat Merck Darmstadt
Natriumchlorid Merck Darmstadt
Natriumdodecylsulfat (SDS) Sigma Taufkirchen
Natriumfluorid Merck Darmstadt
Natriumhydroxid Merck Darmstadt
Natriumpyrophosphat Merck Darmstadt
N,N.N’.N’- Roth Karlsruhe

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Penicillin/Streptomycin Biomol GmbH Hamburg
Pferdeserum PAA Laboratories Pasching, Osterreich
Poly-L-Lysin Sigma Taufkirchen
Roti-Block Roth Karlsruhe
Roti-Load Roth Karlsruhe

Salzsaure, 37% Riedel de Haen Seelze

Tricin, ultra pure ICN Meckenheim

Tris, ultra pure ICN Meckenheim
Tween-20 Sigma Taufkirchen

54 Inhibitoren

Inhibitor Hersteller/Vertreiber  Standort
CDK-4-Inhibitor Calbiochem / VWR Darmstadt
Caspase-9 Inhibitor Z-LEHD-FMK R & D Systems Wiesbaden
Complete Mini, EDTA-free Protease Inhibitor =~ Roche Mannheim
DMS (D-erythro-N,N-Dimethylsphingosin) Calbiochem Darmstadt
JTE 013 Tocris Bioscience Elisville, USA
MDL 28170, Calpain Inhibitor Sigma Taufkirchen
Ru 360 Calbiochem Darmstadt
Sphingosine-kinasel Inhibitor (SKI) Biozol Eching
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5.5  Kits

Kit

ApoTarget Caspase-3 Colorimetic Protease Assay
ApoTarget Caspase-8 Colorimetic Protease Assay
ApoTarget Caspase-9 Colorimetic Protease Assay
CellTiter-Blue Cell Viability Assay
QIAamp DNA Blood Mini Kit (50)

Western Blot Chemiluminescence Reagent Plus

(ECL Kit)

5.6  Antikorper

Antikorper

12E8 (Phospho-tau)
o-Tubulin IgG
Anti-Kaninchen-IgG
Anti-Maus-IgG
Anti-Ziege-1gG
Calpain 1 IgG1
Calpain 2 polyclonal
Caspase-12 polyclonal
CDK 5 IgGl1

Cyclin D1 IgG2b
Cytochrom c IgG
K9JA (pan tau)

p35 IgG

PHF-1 (Phospho-tau)
Phospho Rb polyclonal
Rb IgG2a

Hersteller/Vertreiber  Standort
Invitrogen Karlsruhe
Invitrogen Karlsruhe
Invitrogen Karlsruhe
Promega Mannheim
Qiagen Hilden
Roche Mannheim

Hersteller/Vertreiber Standort

Elan Pharma Californien, USA

Santa Cruz Biotechnology Heidelberg

Cell Signaling / NEB

Cell Signaling / NEB

Cell Signaling / NEB
Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Cell Signaling / NEB
DAKO

Santa Cruz Biotechnology
Peter Davis, College of Medicine
Cell Signaling / NEB

Cell Signaling / NEB
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Frankfurt a. M.
Frankfurt a. M.
Frankfurt a. M.
Heidelberg
Heidelberg
Heidelberg
Heidelberg
Heidelberg
Frankfurt a. M.
Carpinteria, CA, USA
Heidelberg
New York
Frankfurt a. M.
Frankfurt a. M.
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5.7 Enzyme & Proteine

Artikel
Pertussistoxin (PTX)

Protein-GroBenstandard

Protease

SuperScript III (200U/ul)

Ribonuclease A

Rinderserumalbumin (BSA)

Taq Polymerase Platinum

5.8 Lipide

Lipid

cis-4-Methylsphingosin (Cimes)

Hersteller/Vertreiber
Sigma

Invitrogen

Qiagen

Invitrogen

Qiagen

Sigma

Invitrogen

Hersteller/Vertreiber
Prof. Dr. R. Schmidt

(Synthese nach (Bir et al., 1993)),

SL 10 mM in Methanol

FTY 720, SL 10 mM in Methanol Merck

Sphingosin, SL 10 mM in Methanol ~ Sigma
Sphingosin-1-phosphat (S1P), SL 1,3 Sigma

mM in Methanol
5.9 DNA
DNA

DNA-GroBenstandard

5.10 Medien

Medium

DMEM

DMEM modified (calciumarm)

MEM
MEM, phosphatfrei
OptiMEM

Hersteller/Vertreiber

BioRad

Hersteller/Vertreiber
PAA Laboratories
PAA Laboratories
PAA Laboratories
Promocell

Invitrogen
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Standort
Taufkirchen
Karlsruhe
Hilden
Karlsruhe
Hilden
Taufkirchen

Karlsruhe

Standort

Universitidt Konstanz

Darmstadt
Taufkirchen

Taufkirchen

Standort

Miinchen

Standort

Pasching, Osterreich
Pasching, Osterreich
Pasching, Osterreich
Heidelberg

Karlsruhe
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5.11 Versuchstiere

Zur Analyse der intrazelluldiren Wirkung von S1P an neuronalen Zellkulturen wurden
folgende Miuse verwendet: S1P-Lyase (SPL) defiziente Miuse, die von Prof. Paul P. Van
Veldhoven (Katholieke Universiteit Leuven, Campus Gasthuisberg, Department Molecular
Cell Biology, LIPIT, Leuven, Belgien) zur Verfiigung gestellt wurden, Sphingosine-Kinase 1
(SKT) und Sphingosin-Kinase 2 (SK2) defiziente Miuse aus dem Labor von Richard L. Proia
(Genetics of Development and Disease Branch, National Institute of Diabetes and Digestive
and Kidney Diseases, National Institutes of Health, Bethesda MD 20892, USA) sowie
Wildtyp Miuse (Swiss Webster, C57B1/6) aus dem Tierhaus der Universitit Bonn. Nach
Uberfithrung der Tiere wurden diese in der Tierhaltungseinrichtung NuBallee der Universitit

Bonn gehalten.

5.12  Genotypisierung transgener Méuse

Lysispuffer: NaOH 25 mM, EDTA, pH 12 0,2 mM
MOPS: 3-[N-Morpholino]propansulfonsdure 50 mM

Zuerst wurden den Maiusen mit einer sterilen Schere ca. 0,5 cm der Schwanzspitze
abgeschnitten und in ein steriles 2 ml Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Nach Zugabe von 70 pl
Lysispuffer und einer Stahlkugel (5 mm Durchmesser) wurden die Schwanzproben 2x bei
20 Hz fiir 20 sec in einer MixerMil zerkleinert. Nach Entfernen der Stahlkugel wurden die
Proben 1 h bei 95°C und 300 rpm im Thermomixer (Eppendorf) inkubiert. Anschlieend
wurde der Lysispuffer mit 70 ul MOPS neutralisiert und die Proben fiir 10 min bei 10000 x g
(4°C) zentrifugiert. Aus dem Uberstand wurden direkt 5 ul fiir die PCR entnommen.

5.12.1 Genotypisierungs-PCR (Polymerase chain reaction)

Primer: nach Herstellerangaben verdiinnt

Oligonukleotide (ANTP): fertiger Mix aus dATP, dCTP, dTTP und dGTP (Invitrogen)
Taq-Polymerase: Platinum Taq (Invitrogen)

ddH,O: Reinstwasser

Fiir die Genotypisierung der S1P-Lyase defizienten Tiere wurden die Primer SPL-Trap und
Gal verwendet. Die PCR fiir die Sphingosin-Kinase 1 bzw. 2 defizienten Méuse benotigte die
Primer SK1 P1, P2, P3 bzw. SK2 P3, P4, P5.
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Folgende Primer wurden verwendet:

Primer
Gal-2s
Gal-2r
SPL-Trap-s
SPL-Trap-r
SK1 P1:
SK1 P2:
SK1 P3:
SK2 P3:
SK2 P4:
SK2 P5:

Sequenz

CGA ATA CCT GTT CCG TCA TAG C

ACC ACT ACC ATC ATC AAT CCG GTA G

TGA TAG GGC TGA AAA CCA CTG

TCA GAA GCA AAA CTG CCT TG

TGT CAC CCA TGA ACC TGC TGT CCC TGC ACA
AGA AGG CAC TGG CTC CTC CAA GAG GAACAAG
TCG TGC TTT ACG GTA TCG CCG CTC CCG ATT
GCA CCC AGT GTG AAT CGA GC

TCT GGA GAG GGG CTG CTT TA

CGC TAT CAG GAC ATAGCGTT

Die Reaktionsansitze fiir die Genotypisierungs-PCRs waren wie folgt:

Reaktionsansatz fiir S1P-Lyase PCR

Komponente 1x [ul]
10 x Puffer advanced 5,0
10 mM dNTP-Mix 1,0
10 uM Gal-Primer 2.0
10 uM SPL-Primer 1,0
MgCl, (50 mM) 2,0
Tag-Polymerase 0,3
ddH,O 33,7
Summe 50
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Reaktionsansatz fiir Sphingosin-Kinase 1 PCR

Komponente 1x [ul]
10 x Puffer advanced 5,0
10 mM dNTP-Mix 1,0
100 uM Primer 1 1,0
100 uM Primer 2 1,0
100 uM Primer 3 1,0
MgCl, (50 mM) 1,5
Tag-Polymerase 0,5
ddH,O 34
Summe 50

Reaktionsansatz fiir Sphingosin-Kinase 2 PCR

Komponente 1x [ul]
10 x Puffer advanced 5,0
10 mM dNTP-Mix 1,0
100 uM Primer 3 1,0
100 uM Primer 4 1,0
100 uM Primer 5 1,0
MgCl, (50 mM) 1,5
Tag-Polymerase 0,5
ddH,O 34
Summe 50

Die einzelnen Reaktionsansidtze wurden in 0,5 ml Reaktionsgefialle pipettiert und in einen
Thermocycler (Eppendorf) gegeben. Die PCR verfuhr immer nach den Schritten

1) Denaturierung (94°C)

2) Annealing (Anlagerung der Oligonukleotide an die DNA Matrize, 55 — 65°C)

3) Extension (Verldngerung bzw. Synthese der DNA, 72°C).

Die angegebenen Temperaturen und Zeiten richten sich nach den zu amplifizierenden DNA

Sequenzen.
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Folgende PCR-Programme wurden verwendet:

PCR S1P-Lyase

2 min 94°C
30 sec 94°C
30 sec 60°C
1 min 72°C
35 Zyklen Goto Step 2
7 min 72°C

PCR Sphingosin-Kinase 1

5 min 94°C
1 min 94°C
1 min 65°C
1 min 72°C
39 Zyklen Goto Step 2
5 min 72°C

PCR Sphingosin-Kinase 2

5 min 94°C
30 sec 94°C
30 sec 55°C
2 min 72°C
39 Zyklen Goto Step 2
5 min 72°C

5.12.2 Visualisierung der DNA Fragmente

TAE Puffer: Tris / Acetat 40 mM, EDTA 1 mM
Ladepuffer 10x: Bromphenolblau 0,25%, SDS 1%, Glycerin 30%, ddH,0O
Ethidiumbromid-Lésung: Smg/ml, dH,O

Die amplifizierten DNA-Fragmente wurden in einem 1,5%-igen Agarosegel mit 0,003%
Ethidiumbromid durch Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Identifizierung der Banden

erfolgte mittels UV-Licht in der DigiDoc.
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S1P-Lyase Bandengrofle
+/+ (S1P-Lyase) 499bp
-/- (Galaktosidase) 667bp

Sphingosin-Kinase 1  Bandengrofie
+/+ 300bp
-/- 350bp

Sphingosin-Kinase 2  Bandengrofie
+/+ 680bp
-/- 310bp

5.13 Priméarkultur von Kleinhirnneuronen der Maus

5.13.1 Vorbereitung von Zellkulturschalen fiir die Primarkultur

Poly-L-Lysin-Losung: Borsédure pH 8,4 100 mM, Poly-L-Lysin 0,001%
DMEM: DMEM mit Penicillin 100 U/1, Streptomycin 100 mg/l, 10% Pferdeserum

8 cm” Zellkulturschalen wurden eine Stunde vor der Préparation mit Poly-L-Lysin beschichtet
und kurz vor der Aussaat der Zellen zweimal mit DMEM (Dulbecco’s modified eagle

medium) und anschlieBend einmal mit DMEM + 10% Pferdeserum gewaschen.

5.13.2 Herstellung der Primérkultur

CMF: Tyrodelosung I 50 ml, Tyrodel6sung II 49,5 ml, NaHCO; (5%) 0,2 ml, Phenolrot 0,3 ml
Tyrodelosung I: Glucose 0,4%, KC1 0,06%, NaCl 1,6%, NaCl 1,6%

Tyrodelosung II: KH,PO, 0,005%, NaH,PO, 0,01%

CMF/Mg: CMF 27,6 ml, MgSO, * 7 H,O 45 mg

Trypsin/DNAse: DNAse I 0,1%, Trypsin 0,015%, in CMF/Mg

DNAse: DNAse I 0,05%, in DMEM

AraC: Cytosin-B-D-Arabino-Furanosid-Hydrochlorid 4 mM, in PBS

PBS: KC1 3 mM, KH,PO, 1,5 mM, NaCl 140 mM, Na,HPO, 16 mM

Die primiren Neuronen wurden aus dem Kleinhirn von 6 Tage alten Miusen pripariert, die in

dem Tierhaus der Universitit Bonn geboren wurden. Nach der Dekapitierung der Miuse
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wurde das Gehirn der Hinrschale entnommen und von der Hirnhaut befreit. Das zerkleinerte
Kleinhirn wurde in CMF (Ca®>*/Mg** freier Tyrodepuffer) iiberfiihrt und dreimal darin
gewaschen. Um die Zellverbdnde zu l6sen erfolgte nach dem dritten Waschen eine
I4miniitige Inkubation mit Trypsin/DNase I bei Raumtemperatur. Anschliefend wurden die
Kleinhirnstiicke dreimal mit DMEM + 10% Pferdeserum gewaschen, um das Trypsin zu
entfernen. Nach einer erneuten Inkubation fiir 2 min mit DMEM + 10% Pferdeserum (PS) +
0,05% DNase I begann die mechanische Zerkleinerung der Gewebestiicke mit an der Spitze
schmiler werdenden Pasteurpipetten. Die Zellsuspension wurde anschlieend fiir 7 min mit
1000 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Zellpellet
wurde in 1 ml DMEM + 10% Pferdeserum aufgenommen und in die vorbereiteten
Zellkulturschalen gegeben. Pferdeserum fordert die Regeneration der Zellen nach dem Stress
der Isolation. In jede Schale wurden 6 x 10° Zellen ausgesit, die mit DMEM + 10%
Pferdeserum auf 2475 ul aufgefiillt wurden. Am folgenden Tag, nach 24 Stunden, wurden pro
Schale 25 pl des Mitosehemmers AraC (Cytosin-f-D-Arabino-Furanosid-Hydrochlorid,
Stammlosung 4 mM, Endkonzentration auf den Zellen 0,04 mM) auf die Zellen gegeben, um
das Wachstum teilungsfahiger Zellen, z.B. Fibroblasten aus der Hirnhaut, zu verhindern. Dies
ist notwendig, da sich die Kleinhirnzellen im postmitotischen Stadium befinden und sonst von
teilenden Zellen iiberwachsen wiirden. Die so vorbereitete Primérkultur wurde nach 5 Tagen

zu weiteren Versuchen verwendet.

5.13.3 Vorbereitung primérer Nervenzellen fiir die Versuche

MEM: MEM mit Penicillin 100 U/, Streptomycin 100 mg/1, Pferdeserum 0,3%, AraC 1%
AraC: Cytosin-B-D-Arabino-Furanosid-Hydrochlorid 4 mM, in PBS
PBS: KC1 3 mM, KH,PO, 1,5 mM, NaCl 140 mM, Na,HPO, 16 mM

Bevor die Zellen fiir die Versuche verwendet wurden, erfolgte ein zweimaliges Waschen der
Zellschalen mit serumarmen Medium (MEM (Minimum essential medium) + 1%
Penicillin/Streptomycin + 0,3% PS + 1% AraC). AnschlieBend wurde das Inkubationsmedium
hinzu gegeben. Die Lipide (cis-4-Methylsphingosin, Sphingosin, Sphingosin-1-phosphat)
wurden den Zellen als BSA (Bovine Serum Albumin)- Komplex verabreicht, da die
Komplexbildung die Aufnahme in die Zellen erleichtert und den natiirlichen Zustand der
Lipide im Serum simuliert. Des Weiteren senkt es die Toxizitdt von Sphingolipiden, da diese
als Detergenzien wirken konnen. Das BSA wurde in MEM + 0,3% PS + 1% AraC gelost
(4 mg BSA pro ml Medium) und nach der Zugabe von cis-4-Methysphingosin bzw.
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Losungsmittel als Kontrolle fiir 30 min bei 37°C im Wasserbad geschiittelt, um die Bildung
der BSA-Komplexe zu ermdglichen. Nach der Inkubation wurde zusitzlich zu den 100 pl
BSA-Medium noch 900 ul MEM + 0,3% PS + 1% AraC hinzugegeben und durch Ultraschall
(1 min) vermischt.

In einigen Fillen wurden die Nervenzellen zuerst mit den eingesetzten Inhibitoren
vorbehandelt. Hierzu wurden die verwendeten Reagenzien in 900 ul MEM + 0,3% PS + 1%
AraC gelost und die Zellen vor Zugabe der BSA-Medien mit dem Inhibitor-Medium
vorinkubiert. Als Kontrollen dienten auch hier die entsprechenden Mengen an Losungsmittel.

Bei den Versuchen mit **P wurde anstatt MEM phosphatfreies Medium verwendet.

5.13.4 Herstellung des calciumfreien Mediums (100 nM Calcium)

DMEM: DMEM mit Penicillin 100 U/1, Streptomycin 100 mg/l, PS 0,3%, AraC 1%
EGTA: EGTA 0,29 M in NaOH
Calciumfreies Medium: DMEM, 2,9 mM EGTA (30 min rithren), pH auf 7,3 einstellen

Das calciumfreie Medium zur Untersuchung des Calcium-Einflusses auf den Zellzyklus
wurde aus DMEM und EGTA hergestellt. DMEM wurde unter stindigen Rithren mit EGTA
versetzt, so dass die Endkonzentration von EGTA 2,9 mM betrug. Dies war die von dem
berechnete Menge EGTA, die benétigt wurde, um das Calcium bis zu einer Endkonzentration
von 100 nM zu komplexieren. Die Berechnung der Chelatoren wird unter 5.13.4.1 aufgefiihrt.

Zuletzt erfolgte die Einstellung des pH mit HCI (Salzsédure) auf den physiologischen Wert 7,3.

5.13.4.1 Berechnung der benotigten Chelator Konzentration

Es wurde mit Hilfe des ,,Chelator Calculator* (von Dr. Michael Hans) berechnet, wie viel
EGTA (Gesamt EGTA) in das Medium gegeben werden muf3, damit die Endkonzentration des
Calciums (Freies Ca) bei einem pH Wert von 7,3 100 nM betrigt. Dabei wurden die im
Medium befindlichen Magnesiumionen, die zu einem gewissen Grad ebenfalls von EGTA
komplexiert werden beriicksichtigt. Zur Berechnung mufliten die Konzentrationen von im
Medium vorhandenem Calcium (Ca) und Magnesium (Mg) angegeben werden (Gesamt Ca,

Gesamt Mg).
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Gesamt Ca | Gesamt Mg EGTA pH Freies Ca Freies Mg
[M] [M] M] [M] [M]
0,0013 0,0008 0,0029 7,31 9,9556 x 10 0,0007

Ca-EGTA und Mg-EGTA geben die Konzentration an Calcium- bzw. Magnesium-EGTA

Komplexen an.

Ca-EGTA [M] | Mg-EGTA [M]

0,0018 6,7639 x 107

5.14 Mouse Embryonic Fibroblasts (MEFs)

DMEM: DMEM mit Penicillin 100 U/, Streptomycin 100 mg/l, FKS 20%, Glutamin 2 mM

Die MEFs wurden in DMEM (1% Penicillin/Streptomycin) + 2 mM Glutamin + 20 %
hitzeinaktiviertem Kilberserum (FKS) kultiviert. Fiir die Experimente wurden die Zellen in

8 cm” Zellkulturschalen iiberfiihrt und neues Medium zugegeben.

5.15 Zellernte

PBS: KC1 3 mM, KH,PO, 1,5 mM, NaCl 140 mM, Na,HPO, 16 mM

Die Zellen wurden mit einem Zellschaber im Medium geerntet und die Losung anschlieBend
fiir 10 min mit 2000 xg bei 4°C zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstands wurde das
Zellpellet in 500 ul kaltem PBS gewaschen, um Reste des Mediums zu entfernen und wieder
fir 10 min mit 2000 xg bei 4°C zentrifugiert. Eine Lagerung der Zellpellets erfolgte bei
-80°C.

5.16 Bestimmung des Zelltods

5.16.1 Viabilitits Test

CellTiter-Blue Viability Assay (Promega): CellTiter-Blue Reagenz

Der Viabilitits Test wurde mit Hilfe des Promega CellTiter-Blue Viability Assays
durchgefiihrt. Die Viabilitét ist die Lebensfiahigkeit der Zellen und gibt den Anteil lebender
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Zellen wieder. Lebende Zellen reduzieren den Farbstoff Resazurin zu dem fluoreszierenden
Resorufin, was sich in einer rotliche Firbung des Mediums zeigt. 24 Stunden nach Zugabe der
Inkubationsmedien wurde 100 ul CellTiter-Blue Reagenz auf die Zellen in den Kulturschalen
gegeben und fiir eine Stunde inkubiert. AnschlieBend wurde die Menge an umgesetztem
Farbstoff im Fluorimeter bestimmt. Resorufin wurde bei 544 nm angeregt und dessen
Emission bei 590 nm gemessen. Der Anteil an umgesetzten Farbstoff spiegelt den Anteil an
lebensfidhigen Zellen wieder. Der gemessene Wert wird auf die Kontrolle bezogen, deren

Anteil lebender Zellen auf 100% gesetzt wird.

5.16.2 Caspase — Assay

Caspase Assay Kit (Invitrogen): Lysispuffer, Reaktionspuffer, DTT, Substrat-pNA

Die Bestimmung der relativen Caspase-3, -8 oder -9 Aktivitét erfolgte mit den entsprechenden
Caspase Colorimetic Assay Kits von Invitrogen. Die gefrorenen Zellpellets wurden gemal
dem Hersteller in 50 ul Lysispuffer (Bestandteil des Kits) im Eis aufgetaut und anschliefend
mit 18000 xg fiir 3 min bei 4°C zentrifugiert. Wéihrenddessen wurde der Mastermix

vorbereitet, der aus folgenden Komponenten bestand:

N x 50 ul 2x Reaktionspuffer
Nx 0,5 ul DTT
N x 5 ul 1 mM Substrat-pNA

N = Anzahl der Proben, einschlieBlich Referenz

Die Endkonzentration von DTT betridgt 10 mM, die des Substrats-pNA 50 uM.

Die Substrate unterscheiden sich zwischen den einzelnen Caspasen: Caspase-3 spaltet die
Aminosduresequenz DEVD (Aspartat, Glutamat, Valin, Aspartat), wahrend Caspase-8 die
Aminosduresequenz IEVT (Isoleucin, Glutamat, Valin, Threonin) und Caspase-9 die Sequenz
LEHD (Leucin, Glutamat, Histidin, Aspartat) erkennt. Der daran gekoppelte
Fluoreszenzfarbstoff Nitroanilin (pNA) wird durch die Caspasen abgespalten und absorbiert
Licht als freies Molekiil bei 405 nm. Dithiotreithol (DTT) sorgt fiir ein reduzierendes Milieu,

in dem die Caspasen aktiv sind.
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50 ul des Mastermixes wurden zu jeder Probe hinzu gegeben. Die Referenz bestand aus 50 ul
Mastermix und 50 pl Lysispuffer. Nun erfolgte eine einstiindige Inkubation bei 37°C im
Wasserbad unter Ausschluss von Licht, da sonst die Gefahr bestand, dass sich der
lichtempfindliche Farbstoff zersetzte. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Proben
und der Referenzwert auf eine Mikrotiterplatte gegeben. Die Messung der Absorption erfolgte
im MultiscanReader bei 405 nm. Die relative Aktivitdt der Caspasen wurde in Relation zu der
Kontrolle bestimmt:

Relative Caspase Aktivitidt = (Wert — Referenz) / (Kontrolle — Referenz)

5.16.3 Fluoreszenzanalyse (Vybrant Assay)

Component A: YO-PRO-1 dye 100 uM in DMSO
Component B: Propidium Iodid (PI) I mM in H,O

Wihrend der Apoptose wird die Zellmembran durchlidssiger. Einige Farbstoffe, wie der griin
fluoreszierende YO-PRO-1 konnen somit in die Zelle gelangen, wohingegen der rot
fluoreszierende Farbstoff PI (Propidium Iodid) dies nicht vermag. Die beiden Farbstoffe sind
Teil des Vybrant Apoptosis Assay Kit (Molecular Probes, Invitogen). In jede Schale, die 1 ml
Inkubationsmedium enthielt, wurden 1 ul YO-PRO-1 sowie 1 ul PI gegeben. Nach 20 min

wurde die Fluoreszenz bestimmt.

5.16.4 DNA-Fragmentanalyse

5.16.4.1 Isolierung genomischer DNA

DNA Blood Mini Kit (QIAmp): Puffer 1 und 2 werden mit abs. Ethanol versetzt
ddH,O: DNAse freies Wasser

Die Isolierung der DNA erfolgte mit dem QIAamp DNA Blood Mini Kit (50). Die einzelnen
Schritte richteten sich nach dem zum Kit gehorenden Protokoll.

Die Zellpellets wurden in 200 ul PBS resuspendiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von
20 ul QIA Protease, 5 ul RNase A und 200 pl Lysispuffer AL zur Lyse der Zellen sowie dem
Abbau von RNA und Enzymen. Die Proben wurden gevortext und fiir 1 h bei 56°C im
Thermomixer inkubiert. Nach der Zugabe von 200 ul Ethanol wurden die Proben auf die

QIAamp Séulen gegeben und 1 min mit 6800 xg bei 24°C zentrifugiert, wobei die DNA aus
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den gelosten Zellpellets an die Sdule bindet. Die Sdule wurde in ein neues Auffanggefal3
gestellt und zuerst mit 500 pl Puffer AW1 und anschlieend mit 500 pl Puffer AW2, jeweils
bei 24°C fiir 1 min mit 6800 xg zentrifugiert. Danach erfolgte eine 3miniitige Zentrifugation
bei 24°C mit 18.000 xg zum Trocknen der Sdule. Zum Eluieren der DNA wurden 50 pl
Eluationspuffer direkt auf die Membran der Sdule gegeben und 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach einer Zentrifugation (I min, 6800 xg, 4°C) wurde das Eluat wieder auf die
Sédule gegeben, um die Konzentration an DNA zu erhdhen. Nach weiteren 5 min wurde der

obige Schritt wiederholt.

5.16.4.2 DNA Quantifizierung

DNA Blood Mini Kit (QIAmp): Puffer AE, ddH,0

Die Quantifizierung fand am Photometer bei einer Wellenlinge von 260 nm statt, da
Nukleinsuren hier ihr Absorptionsmaximum besitzen. Die DNA-Losung wurde 1:37,5 mit
Puffer AE aus dem QIAamp DNA Blood Mini Kit (50) verdiinnt und in einer
Kunststoffkiivette gemessen. Das Gesamtvolumen betrug 75 pl. Die Konzentration der DNA
wurde vom Photometer mit Hilfe des Verdiinnungsfaktors und des Absorptionskoeffizienten

berechnet.

5.16.4.3 Agarosegelelektrophorese

TAE Puffer: Tris / Acetat 40 mM, EDTA 1 mM
Ladepuffer 10x: Bromphenolblau 0,25%, SDS 1%, Glycerin 30%, ddH,O
Ethidiumbromid-Lésung: Smg/ml, dH,O

Die DNA wurde auf einem 1,9%igen Agarosegel aufgetragen. Zu 130 ml TAE Puffer wurden

2,5 g Agarose Seakem LE und 8 ul Ethidiumbromid gegeben. Nach der Elektrophorese wurde
das Gel unter UV Licht mit Hilfe des AlphaDigiDoc betrachtet.
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5.17 RNA Interferenz

5.17.1 siRNA Foreward Transfektion

OptiMEM: OptiMEM + 0,36% PS (kein Antibiotika)
Lipofectamin: in OptiMEM ohne Zusitze aufnehmen (kein Antibiotika, kein PS)
RNAi Dublexe: RNAi 50 nM, Lipofectamin nach Angaben des Herstellers in OptiMEM ohne Zusitze

Bei der RNA-Interferenz (RNAi) wird doppelstringige RNA (dsRNA) in die Zelle
eingeschleust und fiihrt so intrazelluldr zum sequenzspezifischen Abbau der komplementéiren
messenger RNA (mRNA). Das Einfilhren von dsRNA mit mehr als 30 Nucleotiden in
Sédugerzellen induziert allerdings eine starke antivirale Antwort, die unspezifische Effekte bis
hin zu Apoptose der Zelle mit sich bringen kann. So miissen zur spezifischen Reduktion der
Expression eines Gens (knock down) kleinere dsSRNA Molekiile verwendet werden. Alleine
das Einschleusen von 19-ner bis 2l-iger siRNA bewirkt schon den Abbau der
komplementiren mRNA ohne die Induktion einer antiviralen Reaktion. Dieser Abbau der
komplementiren mRNA und damit die spezifische Reduktion der Genexpression ist jedoch
transient. Die Transfektion erfolgte mittels lipidbasierenden Reagenzien (Lipofactamin) der

Firma Invitrogen.

Die folgenden RNAi Duplexe wurden zum knock down der S1P Rezeptoren verwendet:
S1P1 (5-GGAAUUUAGCCGCAGCAAA [dT] [dT)),
S1P2 (5-CGACAUUUCUGGAGGGUAA [dT] [dT]),
S1P3 (5-GUAAGUCAAGCUCCAGUAA [dT] [dT)),
S1P4 (5-CUGCUGAACAUCACACUGA [dT] [dT])
S1P5 (5-CAUAGAGAAUUCUAAACAA [dT] [dT]).

Die Transfektion der primédren Neuronen mit siRNA Molekiilen wurde mittels Lipofectamin
RNAIMAX in OptiMEM (Invitrogen) durchgefiihrt. Die einzelnen Schritte richteten sich nach
dem Protokoll des Herstellers.

Die eingesetzte Menge siRNA betrug 50 nM (50 pmol). Zuerst wurden die siRNA Komplexe
mit Lipofectamin gebildet, indem die entsprechenden Mengen an siRNA und Lipofectamin

zusammengegeben und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert wurden. 24 h nach der Zugabe
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der siRNA Komplexe zu den Neuronen, erfolgte die Inkubation der Zellen mit den

entsprechenden Substanzen fiir weitere 24 h.

5.17.2 RNA Isolation

RNA-Kit (QIAmp): enthilt alle Puffer
RLT-Puffer (aus dem Kit): 1ml RLT-Puffer + 10 ul B-Mercaptoethanol
ddH,0: RNAse freies Wasser

Die Isolierung der RNA erfolgte mit dem QIAamp RNA Kit (50). Die einzelnen Schritte
richteten sich nach dem zum Kit gehérenden Protokoll.

Die Zellen wurden in zum Kit gehérenden RLT Puffer (enthilt B-Mercaptoethanol) mittels
eines Zellschabers geerntet, um eine Degradierung der RNA zu vermeiden. Die Lyse der
Zellen erfolgte durch Homogenisieren der Pellets mit Stahlkiigelchen in der MixerMil fiir 2x
2 min mit 20 Hz. Nach der Zugabe von 70%igem Ethanol wurden die resuspendierten Zellen
auf eine QIAamp Sidule gegeben und 30 s mit 10.600 xg bei 24°C zentrifugiert, wodurch die
RNA an die Sédulen gebunden wird; der Durchlauf wird verworfen. Die Sidule wurde in ein
neues Auffanggefall gestellt und mit 350 ul Puffer RW1 gewaschen (30sec 10.600 xg). Im
Anschluf erfolgte der 15 miniitige DNAse Verdau, gefolgt von erneutem Waschen mit 350 ul
RW1 (30sec 10.600 xg) und 2x 500 ul RPE (30sec 10.600 xg). Zum Trocknen der Saule
wurde 1 min mit 18.000 xg zentrifugiert. Zum Eluieren der RNA wurden 35 ul RNAse freies
Wasser direkt auf die Membran der Sdule gegeben und 1 min bei 10.600 xg zentrifugiert. Das
Eluat wurde anschlieend erneut aufgetragen und die Zentrifugation wiederholt, um die

Menge an RNA zu erhdhen.

5.17.3 RNA Quantifizierung

Die Quantifizierung der RNA erfolgte wie die der DNA am Photometer bei einer Wellenlidnge
von 260 nm. Die RNA Losung wurde 1:35 mit RNAse freiem Wasser verdiinnt und in einer
Kunststoftkiivette gemessen. Die Konzentration der RNA wurde vom Photometer mit Hilfe

des Verdiinnungsfaktors und des Absorptionskoeffizienten berechnet.
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5.17.4 Agarosegelelektrophorese

TAE Puffer: Tris / Acetat 40 mM, EDTA 1 mM
Ladepuffer 10x: Bromphenolblau 0,25%, SDS 1%, Glycerin 30%, ddH,O
Ethidiumbromid-Lésung: Smg/ml, dH,O

Um die Qualitit der isolierten RNA zu iiberpriifen, wurde diese auf ein 1,5%igen Agarosegel
aufgetragen. Zu 120 ml TAE Puffer wurden 1,8 g Agarose (Seakem LE) und 7 pl
Ethidiumbromid gegeben. Nach der Elektrophorese wurde das Gel unter UV Licht mit Hilfe
der AlphaDigiDoc betrachtet.

5.17.5 Reverse Transkription

Primer: Random Hexamere

Oligonukleotide (ANTP): fertiger Mix aus dATP, dCTP, dTTP und dGTP (Invitrogen)
Reverse Transkriptase: Super Script III 200 U/ul (Invitrogen)

Master Mix: RT-Puffer, MgCl, 25 mM, DTT 0,1 mM, RNAse Out 40 U/ul
RNA-Verdau: RNAse H 2 U/ul

Fiir die Reverse Transkription wurde das ,,Super Script III First-Strand Synthesis System for
revese Transcription (Invitrogen) mit Random Primern (Invitrogen) verwendet. Das

Protokoll der Reversen Transkription wird im Folgenden aufgefiihrt:

Komponenten der Primer:

Komponente 1x [ul]
RNA (100ng/ul) 10
Random Hexamers 2
dNTP Mix (10mM) 2
Wasser 6
20

Denaturierung: Smin 65°C

2 min 0°C
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Komponenten des Master Mixes:
Komponente Ix [ul]
10x RT Puffer
MgCl, (25mM)

DTT (0,1mM)
RNAse Out (40U/ul)
SuperScript III (200U/ul)

(NS T NS R

20

Reverse Transkription: 10 min  25°C

50 min 50°C
Smin 85°C
1 min 0°C

Zu jeder Probe wurden anschliefend noch 2 ul RNAse H (2U/ul) gegeben.
RNA Verdau: 20min 37°C

5.17.6 Real Time PCR

Primer: nach Herstellerangaben verdiinnt
Sonden: Universal Probe Library Probes (Roche)
Oligonukleotide (ANTP): fertiger Mix aus dATP, dCTP, dTTP und dGTP (Invitrogen)

Taq-Polymerase: Hot-Start Platinum Taq (Invitrogen)

Die mittels Reverser Transkription gewonnene cDNA wurde in einer Real Time PCR
verwendet, um die Menge an mRNA zu messen. 18S rRNA wurde als interne Kontrolle
verwendet. Die folgenden Sonden (Universal ProbeLibrary probes, Roche) wurden fiir die
Real Time Amplifikation verwendet:

S1P1: 5’-ctacacaacgggagcaacag (for), 5S’'-ccccaggatgagggagat (rev), probe#3

S1P2: 5°-caggatctactccttggtcagg (for), S'-gagatgttcttgcggaaggt (rev), probe#78

S1P3: 5’-cccaactccgggacataga (for, 5 -acagccagtggttggttttg (rev), probe#17

S1P4: 5°-ttcccatatgatggacactcc (for, 5°-tggacaaatgaacgcaggt (rev), probe#3

S1P5: 5°-gctttctgtgtacagttgacaaatact (for, 5°-ccaactgttccaactgtatgct (rev), probe#33.
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Die Reaktionen der Real Time PCR waren wie folgt:

Hot Start: 10 min  95°C
Denaturieren: 10sec  95°C
Annealing: 30sec  60°C
Extension: Isec 72°C

Die Auswertung erfolgte iiber das Programm der LightCycler Software und MS Excel.

5.18 Bestimmung der Proteinexpression

5.18.1 Proteinextraktion

RIPA-Puffer: Lysispuffer von NEB, 1 Tablette Complete Mini EDTA free Protease Inhibitor auf 10 ml,
PMSF 1 mM
PBS: KC1 3 mM, KH,PO, 1,5 mM, NaCl 140 mM, Na,HPO, 16 mM

Die Zellen wurden im Medium geerntet, um auch die apoptotischen Zellen zu erhalten und
anschlieBend fiir 10 min mit 2000 xg bei 4°C zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstands
wurde das Zellpellet in 500 ul kaltem PBS gewaschen, um Reste des Mediums zu entfernen
und wieder fiir 10 min mit 2000 xg bei 4°C zentrifugiert. Den Zellpellets wurde 100 - 250 ul
kalter Lysispuffer (Cell Signaling / NEB, Frankfurt a. M.) zugegeben und 10 min auf Eis
lysiert. Danach wurden die Zellpellets fiir 4 mal 5 sec mit 60-80 Watt Ultraschall behandelt
und bei 18000 xg fiir 3 min bei 4°C zentrifugiert, damit sich unl6sliche Zellbestandteile
absetzten. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorfgefil iiberfiihrt und bei -80°C

gelagert.

5.18.2 Proteinbestimmung nach Bradford

BSA-Losung: 0,25 mg / ml
Coomassie-Losung: Coomassie-blue R260 0,05%, Ethanol 25%

Bei der Proteinbestimmung nach Bradford reagiert das Coommassie-Blue mit den
Seitenketten von Kkationischen, nichtpolaren und hydrophoben Aminosduren, was eine
Verschiebung des Absorptionsspektrums des Farbstoffes von 465 nm zu 595 nm zur Folge hat

(Bradford, 1976).
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Die Proteinbestimmung erfolgte in einer Mikrotiterplatte, in die zuerst eine BSA-Eichreihe
(mit 0,25 mg BSA pro ml) pipettiert wurde. Anschlieend wurden 2 pl Proteinprobe zu 18 pl
Millipore H,O in die Wells der Platte gegeben. Fiir die Farbreaktion wurde die Coomassie
Stammlosung 1:5 verdiinnt, filtriert, um kolloidales Coomassie zu entfernen und 200 ul der
verdiinnten Coomassielosung zu den Proben und der Eichreihe gegeben. Nach einer
10miniitigen Inkubation der Platte im Dunklen erfolgte die Proteinbestimmung bei 595 nm im

ELISA mit Hilfe der zum Multiscan Ascent-Reader gehérenden Software.

5.18.3 Aufkonzentrierung der Proteine

Falls notwendig wurden die Proteinproben mit Hilfe von Vivaspin 500 Rohrchen
(Vivascience, Sartorius) aufkonzentriert. Um eine Auftragung von 10 — 50 ug Protein bei der
SDS PAGE zu erreichen wurde, wenn noétig mehrmals, 10 min bei 4°C und 2500 xg
zentrifugiert. Das Volumen der Probenlosung wurde durch aufeinander folgende

Zentrifugationsschritte reduziert, bis die gewiinschte Konzentration an Protein erreicht war.

5.18.4 SDS PAGE (Sodiumdodecylsulfat Polyacrylamid Gelelectrophoresis)

APS: Ammoniumperoxodisulfat 10%

SDS: Sodiumdodecylsulfat 10%

TEMED: N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin (Roth)
Ladepuffer: RotiLoad (Roth) 5fach

Laemmli: Gelpuffer: Tris/HCI pH 8,8 1 M
Elektrodenpuffer: Glycin 200 mM, Tris 25 mM, SDS 0,1%
Schigger: Gelpuffer: Tris/HCI pH 8,453 M

Anodenpuffer: Tris/HCl pH 8,9 0,2 M
Kathodenpuffer: Tris 100 mM, Tricin 100 mM, SDS 0,1%

Bei der SDS-PAGE erhalt man eine nahezu lineare Beziehung zwischen dem
Molekulargewicht der Proteine und deren Wanderungsstrecke im Gel (Laemmli, 1970).

Das GieBBen der Polyacrylamidgele erfolgte mit dem MultiGel-System von Biometra.
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Je nach GroBe der zu trennenden Proteine wurde die Methode nach Laemmli oder Schigger

verwendet.
Optimaler Bereich kDa Geltyp
50 — 100 8 %
20 -60 13 %
5-50 10 %
2-30 16,5 %
1-20 16,5 %
Laemmli
TG 10% SG 5%
ul ul
Wasser 5343 3670
Acrylamid 40% 3750 625
TrisHCI 1M 5625 625
SDS 10% 150 50
APS 10% 120 25
TEMED 12 5
Gesamtvolumen 15 ml S5 ml
Schégger (Tris-Tricin Puffersystem)
TG 10% SG 4%
ul ul
Wasser 4485 4010
Acrylamid 40% 3750 625
TrisHCI 3M 5000 1550
SDS 10% 150 50
Glycerin 1585 -
APS 10% 25 12,5
TEMED 5 2,5
Gesamtvolumen 15 ml 6,25 ml
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Die fiir 10 - 50 pg Protein ausreichende Menge Probe wurde mit dem reduzierenden
Auftragspuffer RotiLoad so versetzt, so dass dieser 1:5 verdiinnt wird und anschlieBend fiir 10
min bei 95°C inkubiert. Die Gele wurden in die Apparatur eingesetzt (MultiGel-System von
Biometra) und beladen. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 60 V fiir das

Sammelgel und 120 V fiir das Trenngel durchgefiihrt.

5.18.5 Western Blotting

TBST: NaCl 150 mM, Tris/HCI pH 7,5 10 mM, Tween-20 0,05 — 0,1%
Antikorperlosung: TBST-Milch oder RotiBlock, siehe Tabelle
Stripping-Losung: NaOH 0,2 M, 5 — 7 min
Blockierlosungen:  TBST-Milch: Milchpulver 5%, TBST
TBST-BSA: BSA 5%, TBST
RotiBlock: RotiBlock 1:10, ddH,O

Beim Western Blotting werden die zuvor mittels SDS PAGE aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran iibertragen. Dabei erfolgt der Transfer wegen der negativen Ladung
des SDS in Richtung Anode (+). Die Ubertragung der Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran erfolgte hier mittels des iBlot (SemiDryBlot) von Invitrogen in 6 min.
Nach dem Blotten wurden die Markerbanden auf der Nitrocellulosemembran mit einem
Kugelschreiber markiert und die Membran fiir 1 h in RotiBlock (5 ml RotiBlock + 45 ml
ddWasser, 1:10) oder TBST Milch (5 % Milchpulver in TBST) oder TBST mit 5% BSA
inkubiert, damit freie Bindungesstellen abgedeckt werden. Danach wurde der Antikorper
zugegeben und der in Folie eingeschweilte Blot inkubierte {iber Nacht bei 4°C oder 1 — 2 h
bei Raumtemperatur. Am nédchsten Morgen wurde die Membran 3x 10 min mit TBST
gewaschen, um nichtgebundene Antikorper zu entfernen und anschlieBend mit dem
Sekundérantikorper 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte wieder dreimaliges
Waschen mit TBST. Fiir die Entwicklung wurde der Blot fiir 90 s mit HRP-Substratlosung
bedeckt und anschlieBend in der Dunkelkammer entwickelt. Um die gebundenen Antikorper
zu entfernen, wurde der Blot folgendermallen gestrippt: 5 min in TBST, 5 min mit Bidest
waschen und abspiilen, 7 min in 0,2 M NaOH inkubieren, erneut abspiilen und 5 min mit
Bidest waschen, zuletzt 10 min in TBST. Fiir die Auftragskontrolle wurden die oben

genannten Schritte mit einem Kontrollantikorper wiederholt.
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Folgende Primérantikorper wurden verwendet:

Antikorper Verdiinnung Blockreagenz
12E8 (Phospho-tau) 1:5000 TBST Milch
o-Tubulin 1:500 TBST Milch
Calpain 1 1:1000 TBST Milch
Calpain 2 1:1000 TBST Milch
Caspase 12 1:200 RotiBlock
CDK 5 1:1000 TBST Milch
Cyclin D1 1:200 TBST Milch
Cyclin E 1:200 TBST Milch
Cytochrom ¢ 1:1000 TBST Milch
KO9JA (pan tau) 1:10.000 TBST Milch
p35/p25 1:200 TBST Milch
PHF-1 (Phospho-tau) 1:1000 TBST Milch
Phospho Rb 1:1000 TBST 5% BSA
Rb 1:1000 TBST 5% BSA

Sekundéirantikorper (HRP konjugiert):
Anti-Rabbit 1:10.000 — 1:40.000 in TBST
Anti-Maus 1:10.000 — 1:40.000 in TBST
Anti-Ziege 1:10.000 in TBST

5.19 Lipide

5.19.1 Extraktion der Lipide

ExMi: Chloroform / Methanol / H,O (2 : 1:0,2)

Die Zellpellets wurden in 400 ul ddH,O aufgenommen und resuspendiert. Nachdem fiir die
Proteinbestimmung 10 ul abgenommen wurden, erfolgte die Zugabe von 5,85 ml
Chloroform/Methanol 2:1 zu den verbliebenen 390 ul. Die Proben extrahierten anschlieend
fiir 24 h bei 48°C im Wasserbad. Am néchsten Tag wurden die abgekiihlten Proben mittels
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einer Pasteurpipette, die mit etwas Watte gefiillt war, gefiltert. Das Probenglas wurde nach
dem Filtern mit insgesamt 1,5 ml ExMi (Chloroform, Methanol, Wasser (10:2:1)) gespiilt,
welches ebenfalls filtriert wurde. Das Filtrat wurde in frischen Schraubkappenglidsern
gesammelt und anschlieBend unter N, eingedampft. Nach dem Eindampfen erfolgte die
Alkalische Hydrolyse, bei der das Pellet in 2,5 ml Methanol aufgenommen und fiir 10 min im
Ultraschallbad behandelt wurde. Danach wurden 62,5 ul 4 M NaOH zugegeben und die
Proben fiir 24 h bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Die Neutralisation erfolgte mit 10 ul
Eisessig. Nach dem Eindampfen fand die Entsalzung der Proben mittels RP 18 statt. Als
Vorbereitung wurden lange Pasteurpipetten mit etwas Glaswolle und 2x 1 ml RP 18- Losung
gefiillt. Danacht wurden die Sdulchen 2x mit je 1ml theoretischer Oberphase Chloroform,
Methanol, 0,1 M KClI (6:96:94) gespiilt. Die Proben wurden in 1 ml Methanol aufgenommen
und ultrabeschallt. Nach der Zugabe von 1 ml NH4Ac 300 mM in H,O wurden die Proben auf
die Sdulen aufgetragen und 2x mit je 0,5 ml NHsAc 200 mM (in Methanol/H,O) nach
gewaschen. Dann wurde 6x mit 1ml Bidest nachgespiilt. Die Probe wurde mit 1 ml Methanol
und 1 ml Chloroform/Methanol 1:1 (8x) eluiert. AnschlieBend dampften die Proben unter N,
ein und wurden in 400 ul Methanol gelost, wovon 20 ul im Szintillationszdhler gezahlt

wurden.

5.19.2 Diinnschichtchromatographie

Die Proben wurden in Eppendorf Caps iiberfiihrt und eindampft. Das Pellet wurde in 25 pl
ExMi gelost und auf eine Kieselgelplatte auftragen, die iiber Nacht trocknete. Nachdem die
Platte getrocknet war, wurde sie mittels eines Imagers visualisiert und mit dem Programm

TINA ausgewertet.

Laufmittel: 190:9:1 Chloroform / Methanol / Eisessig (Ceramid, Cholesterol)
60:35:8 Chloroform / Methanol / 0,22%CacCl, (Sphingolipide)
80:20:10:20 1-Butanol, Methanol, Eisessig, H,O (S1P)

5.19.3 Radioaktive Markierung mittels ['*C]-Serin und D[1-'*C]-Galaktose

Die Schalen mit den Neuronen wurden wie in Kapitel 5.13.3 beschrieben vorbereitet und mit
den entsprechenden Substanzen behandelt. Nach 4 h wurden die Schalen mit MEM (+1%
Pen/Strep + 0,3% PS + 1% AraC) gewaschen und 1 ml neues Inkubationsmedium zugegeben.

In dieses erfolgte die Zugabe von 20 ul radioaktivem Serin &) pro ml Medium (2 uCi Serin
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/ 1ml Medium) oder von 10ul radioaktiver D[1-'*C] Galaktose (2 uCi Galaktose / 1ml
Medium) direkt in das Inkubationsmedium der Schalen. Da die Synthese der Sphingolipide
mit der Kondensation von Serin und Palmityol-CoA beginnt, werden durch das radiaktive
Serin alle neu synthetisierten Sphingolipide markiert. Die Markierung mit Galaktose
ermoglicht einen Hinweis auf den Recyclingweg der Sphingolipide, ausgehend von der

Glucosylierung des Ceramids.

5.19.4 Nachweis von S1P mittels [32P] Markierung

Extraktionspuffer nach Yatomi et al: HEPES 20 mM, NaCl 138 mM, NaH,PO, 3,3 mM, KCl 2,9 mM,
MgCl, 1mM, Glucose 1 mg/ml
Phosphatfreies MEM: mit Penicillin 100 U/l, Streptomycin 100 mg/l, 10% Pferdeserum

Die Extraktion von S1P erfolgte nach der Methode von Yatomi et. al. (Yatomi et al., 1995).
Die Zellschalen wurden zuerst mit phosphatfreiem Medium (MEM) gewaschen, um alle
Phosphate zu entfernen. Anschlieend wurde das zelluldire ATP mit anorganischem Phosphat,
NaH232P04, radioaktiv markiert. Hierfiir wurden die Schalen fir 2 h mit 900 pl
phosphatfreiem Medium + 0,3 % PS oder FKS + 40 uCi/ml NaH232PO4 inkubiert. Die
Sphingolipide wurden den Zellen als BSA-Komplex zugegeben und fiir die entsprechenden
Zeiten inkubiert. Das Ernten der Zellen erfolgte durch deren Abschaben nach zweimaligem
Waschen mit kaltem PBS. Die Proben wurden fiir 10 min mit 2000 xg bei 4 °C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen. Die Zellpellets wurden in 500 pl Extraktionspuffer
resuspendiert und nach Zugabe von 3 ml Chloroform/Methanol (1:2) fiir 30 min in ein
Ultraschallbad gestellt. AnschlieBend wurden 2 ml Chloroform, 2 ml IN KCI und 100 ul 7N
NH4OH zugegeben. Das alkalische Milieu deprotoniert das S1P, welches eine negative
Ladung erhilt und in die wissrige Phase iibergeht. Eine bessere Trennung der organischen
von der wissrigen Phase wurde durch eine kurze Zentrifugation (5 min bei 2000 xg) erreicht.
Die wissrige Phase wurde dann in ein neues SKG {iiberfiihrt und mit 3 ml Chloroform und
200 pl konzentrierter HCI angesduert. S1P wird durch die von der Salzsdure abgegebenen
Protonen protoniert, verliert seine Ladung und 16st sich nun in der organischen Phase. Durch
vortexen und Zentrifugieren wurde eine bessere Trennung erreicht. Direkt aus der unteren,
organischen Phase wurden 500 pl entnommen. Nach dem Eindampfen unter N, wurde das
Pellet in 30 pl Chloroform/Methanol (2:1) resuspendiert und auf eine Kieselgelplatte
aufgetragen. Als Laufmittel diente 1-Butanol, Methanol, Eisessig, H>O (80:20:10:20).

Die Auswertung erfolgte mittels eines Imagers und dem Programm TINA.
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5.20 Statistische Auswertung der Versuche

Falls nicht anders angegeben sind die Quantifizierungen von drei unabhéngigen Versuchen in
Doppelbestimmung gezeigt. Standardabweichung und Mittelwert wurden berechnet und die

Signifikanz mittels Student s t-test bestimmt.
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