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2.1. Sphingosin-1-Phosphat

Das im menschlichen Organismus ubiquitir vorkommende, bioaktive Lysophospholipid
Sphingosin-1-Phosphat (S1P) wurde lange Zeit lediglich als Zwischenprodukt des
Sphingolipid-Metabolismus angesehen. Erst in den letzten zwei Jahrzehnten wurde die grof3e
Bedeutung des SI1P in der Signaltransduktion und damit als Regulator einer Vielzahl
zelluldrer Prozesse erkannt. S1P spielt eine wichtige Rolle bei der Proliferation, Organisation
des Cytoskeletts, Anti-Apoptose, Migration und Regulation der zelluldren Calcium (Ca®")-
Homdostase (Goetzl et al., 2004; Meyer zu Heringdorf, 2004; Pyne und Pyne, 2000; Spiegel
und Milstien, 2002; 2003). Einerseits wirkt S1P intrazellulédr als second messenger (Spiegel,
1999; Meyer zu Heringdorf et al., 2003a), andererseits werden viele Wirkungen des S1P
durch dessen Bindung an fiinf spezifische G-Protein-gekoppelte Rezeptoren vermittelt (Hla,
2003; Pyne und Pyne, 2002; Spiegel und Milstien, 2003; Fukushima et al., 2001).

S1P wird durch die von Sphingosinkinasen (SphK) katalysierte Phosphorylierung von
Sphingosin gebildet (Kohama et al., 1998; Olivera und Spiegel, 2001). Sphingosin entsteht im
Verlauf des Sphingolipid-Metabolismus durch den Abbau des iiber eine de-novo Synthese
oder aus Sphingomyelin gebildeten Ceramids (Le Stunff et al., 2004; Saba und Hla 2004).
Der Abbau von SIP durch Dephosphorylierung zu Sphingosin erfolgt entweder durch
Lipidphosphat-Phosphohydrolasen oder S1P-Phosphatasen (Mandala et al., 2000; Pyne und
Pyne 2002). Die S1P-Lyase katalysiert dagegen die irreversible und Pyridoxalphosphat-
abhingige Spaltung der C2-C3-Bindung im SIP wund bildet Hexadecanal und
Phosphoethanolamin (Oskouian und Saba, 2007; Van Veldhoven, 2000). Alternativ zu der
durch die SphK katalysierten S1P-Bildung kann S1P auch durch den durch Autotaxin
katalysierten Abbau des S1P-Analogons Sphingosylphosphorylcholin gebildet werden (Clair
et al., 2003). Die physiologische Bedeutung dieser S1P-Produktion muss jedoch noch geklart
werden.

Die zelluldre Produktion von S1P ist streng reguliert. Die SphK regulieren zusammen mit
den S1P-degradierenden Enzymen die intrazelluldre S1P-Konzentration. Im Ruhezustand
resultiert dieses Gleichgewicht zwischen Bildung und Abbau des S1P in einer niedrigen

intrazelluldren S1P-Konzentration (Pyne und Pyne, 2000).
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Obwohl die fiir die Bildung von S1P entscheidenden Enzyme in fast allen Geweben
exprimiert werden, unterscheiden sich die S1P-Gehalte im Korper. Im peripheren Gewebe
liegen S1P-Konzentrationen von 10-30 nM vor. Im Blut ist die S1P-Konzentration sehr viel
hoher und betrdgt im Serum 400-900 nM (Okajima, 2002). Im Blutplasma betrdgt die S1P-
Konzentration dagegen 200-400 nM, wobei ein betrichtlicher Teil des S1P an Albumin und
die Lipoproteine hoher Dichte gebunden ist (Okajima, 2002). Der vorherrschende
Konzentrationsgradient zwischen dem lymphatischen Gewebe und dem Blut nimmt eine
zentrale Bedeutung bei der Steuerung immunologischer Prozesse in Antwort auf S1P ein. S1P
wird vor allem durch Thrombozyten gebildet und gespeichert, die eine hohe Aktivitit der
SphK aufweisen (Yatomi et al., 1997; 2001). Aktivierte Thrombozyten sezernieren S1P,
wahrscheinlich liber zwei voneinander unabhéngige Transporter, in die Blutbahn (Kobayashi
et al., 2006), wodurch migratorische und proliferative Effekte in epidermalen Zellen reguliert
werden und der Wundheilungsprozess beeinflusst wird (Vogler et al., 2003). Neben
Thrombozyten sezernieren auch Erythrozyten, Mastzellen, Neutrophile und mononukleare
Zellen kontinuierlich kleinere Mengen S1P und sind dadurch an der Aufrechterhaltung
konstanter S1P-Plasmaspiegel beteiligt (Yang et al., 1999; Hénel et al., 2007).

Intrazelluldres S1P ist in der Lage Ca>" aus intrazelluldren Speichern durch einen Inositol-
1,4,5-trisphosphat (IP3) unabhéngigen Weg freizusetzen. Der genaue Mechanismus und der
intrazelluldre Angriffspunkt dieser Ca’’-Freisetzung konnte bisher nicht aufgeklirt bzw.
identifiziert werden (Meyer zu Heringdorf et al., 2003a; Young und Nahorski, 2001). Es wird
jedoch angenommen, dass SIP einen spezifischen Ca’’-permeablen Kanal am
Endoplasmatischen Retikulum (ER) aktiviert (Gosh et al., 1994). Ebenfalls stimuliert
intrazelluldres S1P das Zellwachstum und hemmt die Apoptose von Zellen (van Brocklyn et
al., 1998; Olivera et al., 1999). Das Schicksal einer Zelle hingt dabei von der dynamischen
Balance zwischen dem pro-apoptotischen Ceramid und dem proliferativ wirkenden S1P ab
(Spiegel und Milstien, 2003). Aufgrund der Aktivierung der SphK durch verschiedene
Agonisten konnen die zelluldiren S1P-Konzentrationen schnell und transient ansteigen (Pitson
et al., 2000a). So fiihrt die Aktivierung der SphK durch Uberlebensfaktoren zu einer
gesteigerten, intrazelluldren S1P-Bildung, wodurch die durch Ceramid induzierte Aktivierung
der Apoptose-auslosenden Stress-aktivierten Proteinkinase und Jun-aminoterminalen Kinase
in Zellen unterdriickt wird (Cuvillier et al., 1996; 1998). Verschiedene Zellen werden auch

durch die erhohte Aktivitit des insbesondere bei Entziindungsreaktionen hochregulierten
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Transkriptionsfaktors NF-kB vor dem Zelltod geschiitzt, dessen Aktivitidt ebenfalls durch
erhohtes S1P stimuliert wird (Malinin et al., 1997; Stehlik et al., 1998; Wang et al., 1998).

2.2. Sphingosinkinasen

Bisher sind zwei Isoformen der SphK in Sédugetieren beschrieben worden, von denen die
SphK1 bereits im Jahre 1998 aus der Rattenniere isoliert wurde (Olivera et al., 1998),
wihrend die deutlich grofere SphK2 erst zwei Jahre spéter aus der Maus isoliert werden
konnte (Liu et al., 2000). Die beiden SphK sind evolutionér konservierte Enzyme und weisen
eine groBe strukturelle Ahnlichkeit zueinander auf (Spiegel und Milstien, 2003). Sie besitzen
in ihrer Sequenz fiinf hochkonservierte, homologe Doménen, die mit CI1-C5 bezeichnet
werden. Die katalytische Doméane mit Adenosintriphosphat (ATP)-Bindungsstelle umfasst die
Dominen C1-C3 und =zeigt eine Homologie zu den katalytischen Doménen der
Diacylglycerolkinasen und Ceramidkinasen (Pitson et al., 2000a; 2002). Die C4-Doméne ist
dagegen an der Substratbindung beteiligt (Yokota et al., 2004).

Beide SphK werden in fast allen Geweben exprimiert, wobei die SphK1 jedoch
tiberwiegend in Lunge und Milz exprimiert wird (Melendez et al., 2000). Die SphK2 ist
hingegen vermehrt in der Leber und im Herzen vorhanden (Stunff et al., 2004). Beide SphK
sind vorwiegend cytosolisch lokalisierte Enzyme, wobei SphKs auch assoziiert an
membrandren Strukturen und im Nukleus nachgewiesen werden konnten (Igarashi et al.,
2003; Yoshimoto et al., 2003; Liu et al., 2000a). So soll die SphKl zu 30 %
membranassoziiert sein, obwohl transmembrane Doméanen nicht vorhanden sind (Nava et al.,
2000). Die SphK2 besitzt dagegen vier putative transmembrane Doméinen und kann,
zelltypspezifisch und je nach Dichte, auch im Kern lokalisiert sein (Spiegel und Milstien,
2003; Igarashi et al., 2003). Die SphK 1-Sequenz enthilt zwei vermeintliche Ca**/Calmodulin-
Bindungsstellen, verschiedene mogliche Proteinkinase C (PKC) und Proteinkinase A
Phosphorylierungsstellen und eine mogliche Phosphorylierungsstelle der Caseinkinase II
(Roads und Friedberg, 1997; Kohama et al., 1998).

Trotz der groBen strukturellen Ahnlichkeit gibt es zahlreiche Eigenschaften, in denen sich
die SphK1 und SphK2 deutlich voneinander unterscheiden (Alemany et al., 2007). So ist der
Zeitpunkt ihrer Expression wéhrend der Entwicklung verschieden. Die beiden SphK
unterscheiden sich auBlerdem in ihren katalytischen Eigenschaften, in ihrer Gréf3e, in ithrem
Verhalten gegeniiber Salzkonzentrationen und Detergentien und in ihrer Substratspezifitit

(Liu et al., 2000; Taha et al., 2006; Hait et al., 2006). Die SphK1 phosphoryliert bevorzugt D-
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erythro-Sphingosin (Kohama et al., 1998). Die SphK2 besitzt ein breiteres Substratspektrum
und phosphoryliert bevorzugt D-erythro-Dihydrosphingosin. Aber auch Phytosphingosin, das
durch SphK1 nicht erkannt wird, der SphK1-Inhibitor DL-threo-Dihydrosphingosin (Liu et
al., 2000) sowie das immunmodulatorische Sphingosin-Analogon FTY720 werden durch die
SphK2 phosphoryliert. FTY720 wird im Gegensatz dazu durch die SphK1 nur im geringen
Ausmal phosphoryliert. (Paugh et al., 2003; Sanchez et al., 2003; Kharel et al., 2005). Diese
Unterschiede lassen darauf schlieBen, dass die SphK1 und SphK2 unterschiedliche
physiologische Rollen besitzen (Liu et al., 2000; Igarashi et al., 2003). Die murine SphK1
zeigt im Vergleich mit der humanen SphK1 keine Unterschiede in der Stabilitdt, Aktivitit und
subzelluldren Lokalisation (Kihara et al., 2006).

Die Uberexpression der SphK1 stimuliert das Zellwachstum und inhibiert die Apoptose.
(Olivera et al., 1999; Bektas et al., 2005). Die SphK1 ist in Tumorzellen hochreguliert und
besitzt zudem ein onkogenes Potential (Xia et al., 2000; Edsall et al., 2001; Milstien und
Spiegel, 2006; Kawamori et al., 2006). So haben Studien gezeigt, dass in einer Vielzahl von
menschlichen Tumoren erhéhte messenger RNA (mRNA)-Spiegel der SphK1 vorliegen
(French et al., 2003).

Viele Berichte deuten darauf hin, dass die SphK1 zwei verschiedene Funktionen mit
unterschiedlichen Aktivititen besitzt: Erstens, eine essentielle basale Aktivitit, die wohl fiir
die Zellorganisation und dem Sphingolipid-Metabolismus wichtig ist und zweitens, eine
regulierbare, signalgebende Funktion, bei der die Aktivierung und Lokalisation der SphK1
eine groB3e Rolle spielt (Pitson et al., 2000a; Saba und Hla, 2004). Dabei soll der Aktivierung
der SphK jedoch nicht so eine groBe Rolle zukommen, sondern eher die Lokalisation der
intrazelluldren S1P-Bildung entscheidend fiir die durch S1P vermittelten zelluldren Antworten
sein (Safadi-Chamberlain et al., 2005).

Die Aktivitdt der SphK kann durch eine Vielzahl von Rezeptor-Agonisten und anderer
Stimuli, wie z. B. Wachstums- und Uberlebensfaktoren, Vitamin D3, Cytokine,
Muskarinrezeptor-Agonisten, ATP, Phorbolester und Antigene deutlich gesteigert werden
(Alemany et al., 1999; Melendez et al., 1998; Meyer zu Heringdorf et al., 1998; 1999; Olivera
und Spiegel, 1993; Spiegel und Milstien, 2002; Manggau et al., 2001; Kleuser et al., 1998).
Saure Phospholipide wie Phosphatidylserin, Phosphatidylinositol und Cardiolipin kdnnen
ebenfalls die SphK aktivieren, wahrend neutrale Phospholipide, wie z. B. Phosphatidylcholin,
keinen Einfluss auf die Aktivitit ausiiben (Olivera et al., 1996; Pitson et al., 2000a). Auch der

Ca®"-Einstrom in die Zelle und die Ca®"-Freisetzung aus intrazelluldren Speichern, durch
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Thapsigargin und lonomycin, aktivieren die SphK1 (Chin et al., 2002; Alemany et al., 2001).
Durch die Agonist induzierte Aktivierung der SphK1 werden die zelluliren S1P-
Konzentrationen erhdht, was fiir die Auslosung der durch S1P vermittelten zelluldren
Wirkungen wichtig ist.

Obwohl die SphK1 ein vorwiegend cytosolisch lokalisiertes Enzym ist, haben
Untersuchungen gezeigt, dass die Aktivierung der SphK1, z. B. durch Phorbolester wie
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA), durch Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), durch
verschiedene Wachstumsfaktoren, wie z. B. platelet derived growth factor (PDGF) oder durch
die Aktivierung muskarinischer Acetylcholin-Rezeptoren, von der Translokation des Enzyms
an die Plasmamembran begleitet wird (Johnson et al., 2002; Pitson et al., 2003; Toman et al.,
2004; Wattenberg et al., 2006). Rezeptoren, die hauptsichlich an Gj-Proteine koppeln oder
auch Rezeptor-Tyrosinkinasen, erhdhen zwar die SphK-Aktivitét, beeinflussen aber nicht die
Lokalisation der SphK1 in HEK-293-Zellen (Meyer zu Heringdorf et al., 1998; 1999;
Danneberg, 2003).

Die molekularen Mechanismen, die die Aktivitdt und subzelluldre Lokalisation der SphK1
regulieren, sind noch nicht vollstindig verstanden. Die Translokation der SphK1 an die
Plasmamembran beruht entweder auf Protein-Protein-Interaktionen oder auf einer Interaktion
der SphK1 mit Membranbestandteilen (Xia et al., 2002; Maceyka et al., 2004; Delon et al.,
2004; Stahelin et al., 2005). Es wird vermutet, dass die Ca2+/Calm0dulinsequenzen fir die
durch Ca®" freisetzende Agonisten induzierte Translokation des Enzyms zur Plasmamembran
bendtigt werden, diese jedoch keinen Einfluss auf die Aktivitit des Enzyms haben (Young et
al., 2003).

In einer wichtigen Studie wurde in HEK-293-Zellen gezeigt, dass PKC-aktivierende
Agonisten, wie PMA und das pleiotrope Cytokin TNF-a, die SphK1-Phosphorylierung
induzieren, wodurch die Aktivitit der SphK1 gesteigert wird und sie vom Cytosol an die
Plasmamembran transloziert (Johnson et al., 2002; Pitson et al., 2003). Endothelzellen
werden durch die TNF-a induzierte Phosphorylierung der Aminosdure Ser”® der SphK1 und
der damit einhergehenden SphK1-Aktivierung vor dem durch TNF-o induzierten
apoptotischen Effekt geschiitzt. S1P fungiert dabei als Antagonist der durch TNF-a
induzierten Apoptose und stimuliert die Aktivierung des Transkiptionsfaktors NF-kB (Xia et
al., 2002). Fir die durch TNF-a und PMA induzierte Aktivierung und Translokation der
humanen Sphkl an die Plasmamembran wird die Phosphorylierung des Ser’> der SphK1

durch eine extracellular regulated kinases (ERK)-dhnliche Kinase bendtigt (Pitson et al.,




2. Einleitung

2003). Dabei soll die Translokation auch auf der hohen Affinitit der humanen SphK1 fiir den
Membranbestandteil Phosphatidylserin beruhen. So soll durch die Phosphorylierung des
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die Affinitdt der SphK1 zum membranstdndigen Phosphatidylserin erh6ht werden, an
das die SphK1 mit den Seitenketten der Aminosduren Thr'* und Arg® in Folge der
Phosphorylierung spezifisch bindet (Stahelin et al., 2005). Dabei soll die Phosphorylierung
iiber elektrostatische Wechselwirkungen oder eine Konformationsdnderung die Interaktion
der beiden Aminosiuren Thr'* und Arg® der SphK1 mit dem Phosphatidylserin ermdglichen,
die fiir die Translokation des Enzyms an die Plasmamembran verantwortlich ist (Stahelin et
al., 2005). Diese Phosphorylierung und die anschliefende Translokation der SphK1 wird fiir
die proliferativen und anti-apoptotischen Wirkungen der SphK1 benétigt (Pitson et al., 2005).

Fir die durch TNF-a induzierte Aktivierung der SphK1 an der Membran, die zur
Aktivierung von NF-kB und einem erhéhten Uberleben fiihrt, wird die Interaktion der SphK1
mit dem Adapter Molekiil TRAF2 benotigt. Die TRAF2-Bindungsdoméne befindet sich im C-
terminalen Bereich des Enzyms (Xia et al., 2002). Interessanterweise ist diese Interaktion
nicht fiir die durch PMA induzierte Aktivierung der SphK1 notwendig, obwohl beide
Agonisten die Translokation der SphK1 zur Plasmamembran durch eine ERK-&hnliche
Kinase abhingige Phosphorylierung des Ser”” der SphK1 induzieren. Dies konnte ein
Hinweis darauf sein, dass die Aktivierung der SphK1 an der Plasmamembran verschiedenen
Mechanismen unterliegt (Xia et al., 2002). Die SphKI1-Aktivitit wird nicht nur
posttranskriptional hochreguliert, sondern kann auch durch transkriptionelle Prozesse
gesteigert werden. So aktiviert die PKC ERK-abhéngig die Transkription der SphK1 durch
Stimulierung dessen Promotors (Buchrer et al., 1996; Nakade et al., 2003).

Eine Folge der durch Agonisten induzierten Translokation der SphK1 zur
Plasmamembran ist die lokal an der Plasmamembran erhéhte Bildung von S1P. Dieses kann
exportiert werden und einen Einfluss auf die in der Plasmamembran lokalisierten S1P-
Rezeptoren haben (Pitson et al., 2003; Olivera et al., 2006). Viele verschiedene Zelltypen, wie
z. B. Mastzellen oder auch Tumorzellen, exportieren SIP und mittlerweile offenbarten
zahlreiche verschiedene Untersuchungen eine autokrine/parakrine Wirkung des S1P (Mitra et
al., 2006; Toman et al., 2004; Meyer zu Heringdorf und Jakobs 2007). So induzierte die
Uberexpression der SphK1 in NIH 3T3-Fibroblasten die Bildung von Stressfasern und
fokalen Adhisionskontakten, stimulierte die Proliferation, inhibierte Apoptose und imitierte

so die Wirkungen von extrazelluldren S1P (Olivera et al., 2003).
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Die Stimulation der SphK1 durch verschiedene Wachstumsfaktoren und TNF-a fiihrt zur
erhohten intrazelluldren S1P-Produktion, welches autokrin/parakrin wirken kann und S1P-
Rezeptoren in der Plasmamembran aktivieren kann (Saba und Hla, 2004). Ein Beispiel fiir
solch eine Rezeptor-Kreuzaktivierung stellt die Notwendigkeit der S1P;-Rezeptoraktivierung
fiir die durch den nerve growth factor (NGF) induzierte Neuritenausdehnung dar. So induziert
NGF durch die Aktivierung des Tyrosinkinase-Rezeptors TrkA die SphKI1-Translokation
sowie die lokal an der Plasmamembran erhohte S1P-Produktion und die Internalisierung des
S1P-Rezeptors S1P; (Toman et al., 2004). Die SphK1-Aktivierung durch den IgE-Rezeptor
FceRI in Mastzellen fiihrt tiber eine Translokation zur Bildung von S1P, welches wiederum
nach dem Export die S1P;- und S1P,-Rezeptoren aktiviert (Jolly et al., 2004). Wéhrend die
Aktivierung des S1P;-Rezeptors eine entscheidende Rolle bei der Migration und
Reorganisation des Cytoskeletts in Mastzellen besitzt, wird die Aktivierung des S1P,-
Rezeptors fiir die Degranulierung benétigt (Melendez et al., 2004; Jolly et al., 2004; 2005).

Ebenfalls kann der S1P;-Rezeptor durch PDGF aktiviert werden. Die Stimulation von
HEK-293-Zellen mit PDGF fiihrt iiber die Aktivierung und Translokation der SphK1 zur
Bildung von S1P an der Plasmamembran, welches aus den Zellen geschleust werden kann
und autokrin/parakrin iiber den S1P;-Rezeptor zur Aktivierung von ERK1 und ERK2 fiihrt
(Alderton et al., 2001). Diese S1P-induzierte Aktivierung ist essentiell fiir die PDGF-
gerichtete Zellbewegung (Hobson et al., 2001). Der S1P,-Rezeptor wird auch durch PDGF
transaktiviert und wirkt negativ auf die durch die Aktivierung des S1P;-Rezeptors induzierte
Zellbewegung (Goparaju et al., 2005).

Neuere Berichte beschreiben jedoch, dass das Zusammenspiel von S1P; und PDGF
unabhdngig von autokrinen/parakrinen S1P sein soll, da die PDGF-gerichtete Zellbewegung
auch durch katalytisch inaktive S1P;-Mutanten erhoht wird (Waters et al., 2006). Bei diesem
Modell der Rezeptor-Kreuzaktivierung sollen die S1P;- und PDGFf-Rezeptoren einen
Signalkomplex bilden, der durch PDGF cointernalisiert wird und so die Aktivitdt von ERK1/2
reguliert (Waters et al., 2003). Transforming growth factor (TGF)-B-Rezeptoren scheinen
auch an der durch SIP induzierten Migration beteiligt zu sein. Die Expression eines
funktionell inaktiven TGF-B Typ I-Rezeptors hemmte die durch SIP induzierten
migratorischen Effekte in epidermalen Zellen (Sauer et al., 2004). S1P wirkt auch anti-
inflammatorisch, indem es TGF-B-vermittelte Signalwege, die zur Aktivierung von Smad-
Proteinen fiihren, kreuzaktivieren kann (Xin et al., 2004). Wichtige Studien zeigten, dass S1P

auch in der Lage ist, durch eine Rezeptor-Kreuzaktivierung vascular endothelial growth
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factor-Rezeptoren in Endothelzellen zu aktivieren (Tanimoto et al., 2002). Auch insulin like
growth factors (IGF) Typ 1 und 2 vermitteln ihre G-Protein-abhingige ERK1/2-Aktivierung
tiber eine SphK1-abhéngige Transaktivierung von S1P-Rezeptoren (El Shewy et al., 2006).

Trotz der vielen Untersuchungen zur Rezeptorkreuzaktivierung und der
autokrinen/parakrinen Wirkung des SI1P ist immer noch unklar, wie S1P die an der
Zelloberflache lokalisierten S1P-Rezeptoren aktivieren kann und ob es sich dabei um einen
Transporter-vermittelten Export handelt oder ob S1P in Vesikeln gespeichert aus den Zellen
ausgeschleust wird (Johnson et al., 2002; Hla, 2003). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass
ATP binding cassette (ABC)-Transporter am Export von S1P aus Thrombozyten beteiligt sind
(Kobayashi et al., 2006). ABC-Transporter exportieren eine Vielzahl cytotoxisch-wirkender
Therapeutika, aber auch physiologische Substrate aus Krebszellen. Sie spielen wahrscheinlich
bei der Entwicklung einer Resistenz gegeniiber Chemotherapeutika in vielen Krebsarten, wie
z. B. Lungen- oder Prostatakrebs, eine wichtige Rolle (Munoz et al., 2007). Eine neue Arbeit
zeigte, dass der ABCCI1-Transporter in Mastzellen an dem Export von S1P beteiligt ist (Mitra
et al., 2006), welches nach der Sekretion S1P-Rezeptoren aktivieren kann. Die genetische
Ausschaltung oder Inhibierung des ABCC1 verminderte deutlich den Export von SI1P in
Mastzellen (Mitra et al., 2006). So konnte die S1P-Sekretion iiber dieses aktive
Transportsystem zumindest zum Teil die Migration von Mastzellen zum Antigen und zu den
Entziindungsorten regulieren (Mitra et al., 2006).

Bislang ist nur wenig tliber die Funktion der SphK2 bekannt. Im Unterschied zur SphK1
induziert die SphK?2 die S1P-Rezeptor unabhingige Apoptose von Zellen und unterdriickt die
Proliferation (Liu et al., 2003; Maceyka et al., 2005). Die SphK2-Expression erhéht die
Produktion von Ceramid, wéihrend die Expression der SphK1 die Ceramid-Produktion
vermindert (Maceyka et al., 2005). Dabei soll die Lokalisation der beiden Isoenzyme in
unterschiedlichen Zellkompartimenten fiir ihre entgegengesetzten Wirkungen verantwortlich
sein (Spiegel und Milstien, 2006). Weiterhin wird vermutet, dass die SphK2 auch an
wichtigen physiologischen Prozessen wie der Gefa3bildung oder der Immunantwort beteiligt
sein konnte (Liu et al., 2000; Mizugishi et al., 2005; Zemann et al., 2006). Bisher konnte
durch den epidermal growth factor, den PKC-Aktivator PMA und eine Kreuzaktivierung
durch den IgE-Rezeptor FceRI die SphK2-Aktivitit stimuliert werden (Olivera et al., 2006;
Hait et al. 2005; 2007). Die durch epidermal growth factor und PMA stimulierte Aktivierung
der SphK2 wird durch die ERK1-abhidngige Phosphorylierung der SphK2 vermittelt (Hait et
al., 2007), wobei die Aktivierung durch EGF und PMA nicht die subzelluldre Lokalisation der
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SphK2 beeinflusst (Hait et al. 2005; Sutherland et al., 2006). Interessanterweise induzierte
auch die Stimulation G4-gekoppelter Rezeptoren keine Translokation der SphK2 (Danneberg,
2003). Hingegen induziert die Kreuzaktivierung des IgE-Rezeptors durch Antigene in
murinen und humanen Mastzellen sowohl eine Translokation der SphK1 als auch der SphK2
(Olivera et al., 2006).

SphK1- oder SphK2-defiziente Méuse sind lebensfdhig und fertil, wihrend die Deletion
beider SphK zum Tod der doppeldefizienten Méuse im Laufe der Embryogenese aufgrund
von Defekten in der Angiogenese, Neurogenese und der SchlieBung des Neuralrohres fiihrt.
Dies spricht dafiir, dass beide Isoenzyme sich gegenseitig ersetzen konnen (Mizugishi et al.,
2005).

Der SphK/SIP Signaltransduktionsweg spielt eine bedeutende Rolle bei der Ca®'-
Freisetzung durch eine Vielzahl von Plasmamembran-Rezeptoren (Meyer zu Heringdorf et
al., 1998). Durch Einsatz der SphK-Inhibitoren DL-threo-Dihydrosphingosin oder N, N-
Dimethylsphingosin konnten z. B. die durch Muskarin-, Lysophosphatidsdure (LPA)- und
Antigen-Rezeptoren ausgelosten Anstiege der intrazelluldren freien Calciumkonzentration
([Ca®];) in unterschiedlichem Mafe gehemmt werden (Choi et al., 1996; Melendez et al.,
1998; Meyer zu Heringdorf et al., 1998). Auch die Ausschaltung einer SphK-Isoform fiihrte
zur Hemmung der Ca*"-Mobilisierung durch diese Rezeptoren (Melendez und Khaw, 2002).
Somit besteht neben dem Phosphoplipase C (PLC)/IPs;-Signaltransduktionsweg ein weiterer
Weg iiber die SphK, der an der Ca**-Freisetzung durch eine Vielzahl von Rezeptoren beteiligt

ist.

2.3. S1P-Rezeptoren

Extrazellulires S1P fungiert als Agonist fiir fiinf spezifische G-Protein-gekoppelte
Zelloberflachenrezeptoren, die urspriinglich als endothelial differentation gene (EDG)-
Rezeptoren bezeichnet wurden (Goetzl und An, 1998; Pyne und Pyne 2000; Hla, 2003; Taha
et al., 2004). Der Name EDG Ileitet sich von dem erstmals im Jahre 1990 aus
differenzierenden Endothelzellen isolierten EDG1-Rezeptor ab. Dieser Rezeptor wird in der
Differenzierungsphase von Endothelzellen vermehrt exprimiert und ist dementsprechend
benannt worden (Hla und Maciag, 1990). Die Aktivierung dieses Rezeptors durch seinen
hochaffinen Liganden S1P wurde erst viel spéter erkannt. In den folgenden Jahren wurden
vier dem EDG1 verwandte Rezeptoren namens EDG3, EDGS5, EDG6 und EDGS identifiziert,
die ebenfalls mit S1P interagieren (Spiegel und Milstien, 2000). Im Laufe der Zeit setzte sich
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die Nomenklatur der International Union of Pharmacology fiir die EDG-Rezeptorfamilie
durch. Nach deren Richtlinien werden Rezeptoren mit der Abkiirzung des natiirlichen
Liganden hochster Affinitdt bezeichnet und in der Reihenfolge ihrer Entdeckung mit einer
tiefgestellten arabischen Zahl nummeriert. So werden die fiinf S1P-spezifischen EDG-
Rezeptoren nun als S1P;_s bezeichnet (Chun et al., 2002).

Die meisten der durch S1P vermittelten Wirkungen, wie z. B. Proliferation, Migration und
Morphogenese, beruhen auf der Interaktion von S1P mit dessen Rezeptoren (Rosen und
Goetzl, 2004; Saba und Hla, 2004). Die SI1P-Rezeptoren besitzen zellspezifische
Expressionsmuster und sind an unterschiedliche G-Proteine gekoppelt. Zu diesen G-Proteinen
gehoren die Pertussis-Toxin (PTX)-sensitiven Gio- und die PTX-insensitiven Gia/13- und Gg-
Proteine, durch deren Aktivierung vielfdltige Wirkungen des S1P vermittelt werden (Ishii et
al., 2004). Die S1P-Rezeptoren S1P;3; werden ubiquitdr exprimiert, wahrend der S1Ps-
Rezeptor vorwiegend im hdmatopoetischen System und im Immunsystem vorkommt (Graeler
et al., 1998). Der S1Ps-Rezeptor wird dagegen iiberwiegend im Gehirn und in der Milz
exprimiert (Ishii et al., 2004).

In zahlreichen Publikationen wird die Aktivierung intrazelluldrer Signaltransduktionswege
durch die verschiedenen S1P-Rezeptoren, wie z. B. des Mitogen-aktivierten Proteinkinase
(MAPK)-Signalweges, der Stimulierung von PLC, der Mobilisierung von intrazelluldr
gespeicherten Ca>" oder der Inhibierung der Adenylylzyklase beschrieben (Lee et al. 1996;
Okamoto et al. 1998; Zondag et al. 1998). AuBlerdem haben sie tiber die GTPasen Rho und
Rac einen Einfluss auf das Cytoskelett und die Zellmigration (Spiegel und Milstien, 2002).

Der S1P;-Rezeptor koppelt ausschlieBlich an das G-Protein G; (Windh et al., 1998) und
vermittelt eine S1P-abhéngige Aktivierung von ERK1 und ERK2, Aktivierung der PLC sowie
Inhibierung der Adenylylcyclase. Des Weiteren induziert der S1P;-Rezeptor die Migration
und Chemotaxis von Zellen unter Beteiligung der Phosphatidylinositol-3-Kinase und
nachgeschalteter Aktivierung der GTPasen Rac und Rho (Ishii et al., 2004; Siehler und
Manning, 2002; Kluk und Hla, 2001). Dabei aktiviert der SI1P;-Rezeptor die
Serin/Threoninkinase Akt, welche wiederum den S1P;-Rezeptor phosphoryliert, was fiir die
S1P;-vermittelte Rac-Aktivierung und Zellmigration erforderlich ist. Die Aktivierung von Akt
durch andere Stimuli konnte so auch eine Liganden-unabhdngige S1P;-Rezeptoraktivierung
ermdglichen (Lee et al., 2001). Die Uberexpression des S1P;-Rezeptors in HEK-293-Zellen
fiihrt zu einer verstirkten Zellaggregation und induziert die Hochregulierung der P- und E-

Cadherine (Lee et al., 1998). Der S1P;-Rezeptor besitzt eine essentielle Rolle bei der
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Blutgefa3bildung (English et al., 1999; Lee et al., 1999). Die Ausschaltung des S1P;-
Rezeptors in Méusen fiihrt zu Himorrhagien und zum Tod im Verlaufe der Embryogenese, da
bei ihnen der Aufbau funktioneller Blutgefde inhibiert wird (Liu et al., 2000). Dieser Effekt
wird durch eine verringerte Migration der Perizyten zu den GefdBwinden hervorgerufen,
woflir die S1P-Expression in den Endothelzellen benétigt wird (Allende et al., 2003). Eine
weitere wichtige Rolle spielt der S1P;-Rezeptor bei der Auswanderung der Lymphozyten aus
den sekunddren Lymphknoten in Antwort auf S1P (Sanna et al., 2004). Eine Besonderheit
zeigt der S1P;-Rezeptor bei der Ca2+-M0bilisierung. In CHO-, RH7777- und HEK-293-Zellen
konnte gezeigt werden, dass iiber diesen Rezeptor PKC- und Gj-abhingig, Ca*"-Anstiege
durch Agonisten gechemmt werden konnen (Meyer zu Heringdorf et al., 2003).

Mit Hilfe von computersimulierten Struktur- und Sequenzanalysen, sowie
Punktmutationen und anschlieBenden Radioligandenbindungsassays konnten die
Aminoséduren identifiziert werden, die die Bindung des SI1P an den S1P;-Rezeptor vermitteln.
So binden die basischen Aminosiuren Arg'*® und Arg”” per ionischer Bindung die
Phosphatgruppe des S1P, wihrend die anionische Aminosdure Glu'?' die protonierte
Aminogruppe des S1P bindet (Parril et al., 2000). Nach der Aktivierung durch exogenes S1P
wird der S1P;-Rezeptor, verpackt in endosomalen Vesikeln, internalisiert (Watterson et al.,
2002). Der Mechanismus der S1P;-Internalisierung gleicht wahrscheinlich dem der (-
adrenergen Rezeptoren und dem vieler anderer G-Protein-gekoppelter Rezeptoren (Liu et al.,
1999; Watterson et al.,, 2002; Kenneth et al., 2002; Hobson et al., 2001). Die
Rezeptoraktivierung durch den Liganden induziert die Phosphorylierung von Serin- und
Threonin-Resten am C-Terminus des Rezeptors durch G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen
oder durch second messenger-aktivierte Kinasen (Krupnick und Benovic, 1998; Luttrell et al.,
1999; Lee et al., 1998; Liu et al., 1999). Der phosphorylierte Rezeptor interagiert mit 3-
Arrestin, das einerseits den Rezeptor zur Desensitisierung von G-Proteinen entkoppelt und
andererseits zu einer schnellen Internalisierung des Rezeptors iiber dessen Einschluss in
Clathrin bedeckte Vesikel fiihrt (McDonald et al., 2000; Defea et al., 2000; Laporte et al.,
1999; Hobson et al., 2001). Die Phosphorylierung und anschlieBende Internalisierung des
Rezeptors ist auch fiir die Aktivierung von Signaleffekten wichtig, an denen z. B. die MAPK
beteiligt ist (Daaka et al., 1998; Kenneth et al., 2002).

Neben der durch SI1P induzierten S1P;-Rezeptorinternalisierung gibt es auch noch eine
Agonisten-unabhédngige und durch die PKC induzierte S1P;-Rezeptorinternalisierung. Diese

unterscheidet sich aber im zeitlichen Verlauf und im Phosphorylierungsmuster von der
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Agonist-induzierten Rezeptorinternalisierung und unterliegt damit einem anderen
Mechanismus (Watterson et al., 2002).

Der S1P,-Rezeptor koppelt an die G-Proteine Gy, Gq, Gi213 und moglicherweise an Gg
und vermittelt die S1P-induzierte Proliferation und die Aktivierung von PLC und Rho
(Siehler und Manning, 2002; Ishi et al., 2004; Meyer zu Heringdorf und Jakobs, 2007). Im
Gegensatz zum S1P;-Rezeptor inhibiert der SI1P,-Rezeptor iiber Gy 3-Proteine die
Aktivierung von Rac und fiihrt zur Hemmung der Zellmigration (Okamoto et al., 2000).
Weiterhin induziert der S1P,-Rezeptor in verschiedenen Expressionssystemen PLC-
vermittelte [Ca®Ji-Anstiege (An et al., 1999). S1P,-defiziente Miuse sind lebensfihig, zeigen
keine phanotypischen Defekte, weisen aber gelegentlich spontan auftretende epileptische
Anfille auf (MacLennan et al., 2001). Eine kiirzlich erschienene Publikation zeigte, dass
S1P,-defiziente Mause, wahrscheinlich aufgrund von schweren Zelldefekten in der Stria
vascularis, taub sind (Kono et al., 2007).

Vermutlich besitzt der S1P,-Rezeptor eine Bedeutung bei der neuronalen Entwicklung
wihrend der Embryogenese (MacLennan et al., 1997), obwohl keine bedeutende S1P,-
Expression wihrend der Embryogenese von Miusen festgestellt werden konnte (McGiffert et
al., 2002). Des Weiteren fiihrt die Stimulation des S1P,-Rezeptors mit SIP zum Abrunden
von neuronalen Zellen und zur Neuritenretraktion (Ishi et al., 2004). Auch wahrend der
Herzentwicklung scheint der S1P,-Rezeptor eine physiologische Rolle zu besitzen. Die
Deletion des S1P»-Rezeptorgens im Zebrafisch ,miles apart fiihrt aufgrund defizitérer
Migration der Kardiomyoblasten wédhrend der Organogenese zur Entwicklung von zwei
separaten Herzen (Kupperman et al., 2000). Ein analoger Phinotyp konnte in S1P;-
defizienten Mausen nicht beobachtet werden (MacLennan et al., 2001; Ishi et al., 2002).

S1P; stimuliert die gleichen G-Proteine wie S1P, und dhnelt in seinem intrazelluldren
Signalverhalten diesem Rezeptorsubtyp. Jedoch erhoht der S1P;-Rezeptor die Aktivitdt von
Rac und 16st dadurch, wie der S1P,-Rezeptor, migratorische Effekte aus, die vor allem bei der
Angiogenese essentiell sind (Ishii et al., 2004). Die Stimulierung des S1P;-Rezeptors durch
SI1P induziert die Zellproliferation und das Uberleben. Auch fiihrt die Aktivierung des
Rezeptors zum Abrunden von Zellen, zur Aktivierung der PLC, zur Ca2+-M0bilisierung und
zur Rho-Aktivierung (Ishii et al., 2004). Die gezielte Ausschaltung des S1P;-Gens fiihrt in
Mausen zu keinen phénotypischen Abnormalitdten (Ishii et al., 2002). Der S1Ps;-Rezeptor
induziert weiterhin die NO-Synthase und Vasorelaxation durch [Ca®"];-Anstiege und Akt-
Stimulation (Nofer et al., 2004). Weiterhin verlangsamt der S1P3-Rezeptor die Herzschlagrate
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durch Aktivierung von Gj-abhéngigen, einwérts gerichteten Kaliumkandlen (Himmel et al.,
2000).

Der S1P4-Rezeptorsubtyp ist vor allem in die Regulation von immunologischen Prozessen
involviert und koppelt an die G-Proteine G; und Gjy3 (Wang et al., 2005; Siehler und
Manning, 2002). Uber die physiologische Bedeutung von S1Ps ist bislang nur wenig bekannt.
Die S1P-induzierte Stimulation dieses Rezeptors zeigt gegensétzliche Effekte zu den anderen
S1P-Rezeptoren und induziert durch die Inhibierung der MAPK eine Hemmung des
Zellwachstums (Malek et al., 2001). Sowohl in CHO-K1 als auch in HEK-293-Zellen
verursachte die S1P-induzierte Stimulierung des S1Ps-Rezeptors eine intrazellulire Ca®'-
Mobilisierung (Pyne and Pyne 2000; Niedernberg et al., 2002).

Neben diesen S1P-Rezeptoren werden auch noch Rezeptoren einer weiteren Familie G-
Protein-gekoppelter Rezeptoren, ndmlich GPR3, GPR6 und GPR12 durch S1P aktiviert
(Uhlenbrock et al., 2002).

2.4. S1P-Lyase

Die S1P-Lyase wird in fast allen Geweben und Zellen exprimiert, wobei die Thrombozyten
eine Ausnahme darstellen (Yatomi et al., 1995). Sie ist in der Membran des ER verankert und
ihr katalytisch aktives Zentrum ist zur cytosolischen Seite des ER gerichtet (Van Veldhoven,
2000). Die S1P-Lyase spielt eine wichtige Rolle in der Regulation des Zelliiberlebens, indem
sie das Gleichgewicht zwischen den pro-apoptotischen Ceramid und dem anti-apoptotischen
SIP beeinflusst. Die Uberexpression der S1P-Lyase induziert die Apoptose durch die
Verringerung der intrazelluldren S1P-Konzentration und gleichzeitige Erhohung der Ceramid-
Konzentration (Reiss et al., 2004). Die Produkte der S1P-Lyase-Reaktion haben jedoch
keinen Einfluss auf die Induktion der Apoptose (Reiss et al., 2004). Die Inhibierung der S1P-
Lyase, durch 2-Acetyl-4-Tetrahydroxybutylimidazol (THI) oder genetisch durch den Einsatz
von siRNA, fiihrt zu erhohten S1P-Spiegeln im lymphatischen Gewebe und bewirkt eine
Retention der Lymphozyten in den Lymphknoten, was die Bedeutung von S1P bei
immunologischen Prozessen widerspiegelt (Schwab et al., 2005).

Interessant war auch die Entdeckung, dass die S1P-Lyase an Tumor-Supressor-
Signalwegen beteiligt ist (Oskouian et al., 2006) wihrend eine verminderte Expression der
S1P-Lyase, wie sie in metastasierendem Tumorgewebe nachgewiesen werden konnte,
vielleicht die Tumorgenese unterstiitzt (Ramaswamy et al., 2003). Vor Kurzem konnte auch

gezeigt werden, dass FTY720 die Aktivitdt der S1P-Lyase inhibiert (Bandhuvula et al., 2005).
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In embryonalen Karzinomzellen der Maus fiihrt die Ausschaltung des S1P-Lyase-Gens zur
Steigerung der durch Retinolsdure induzierten Differenzierung zum primitiven Endoderm
(Kihara et al., 2003). S1P-Lyase-defiziente Méuse sterben ca. 3-4 Wochen nach ihrer Geburt
und zeigen Defekte in der vaskuldren Entwicklung, Himorrhagien, sowie Andmien (Schmahl
et al., 2007). In Modellorganismen, wie Drosophila, Caenorhabditis. elegans und
Dictyostelium, wird die Expression der S1P-Lyase fiir Prozesse wie Embryogenese,
Fortpflanzung, Uberleben und Bewegung benétigt (Herr et al., 2003; Mendel et al., 2003; Li
et al,, 2000). Die Ausschaltung der S1P-Lyase verleiht Zellen eine Resistenz gegeniiber
Chemotherapeutika. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die S1P-Lyase wichtige
und essentielle Funktionen in Zellen und Organismen besitzt, indem sie unter anderem einen

Finfluss auf die intrazellularen S1P-Konzentrationen ausubt.
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Agonisten (PDGF, VEGF, TNFa, Formylpeptid,
/ LPA, Acetylcholin, Bradykinin usw.)

Palmitoyl-CoA +

/I Cerase l\ SphK1/2 intrazellulire
/ V. ~_—¥| Wirkungen | S1P, | «— S1P —
UuUd

Cer Sph S1P

7\

d al +

P-ethanolamin

autokrin parakrin

Proliferation, Uberleben, [Ca?*];-Anstieg, Migration, Adhésion

Abbildung (Abb.) 1: Sphingolipid-Metabolismus und durch S1P vermittelte
Wirkungen

Sphingosinkinasen katalysieren die Bildung des S1P aus Sphingosin, das entweder
intrazelluldr wirken kann oder autokrin/parakrin iiber die Aktivierung der in der
Plasmamembran lokalisierten S1P-Rezeptoren und der nachgeschalteten Signalmolekiile
seine  Wirkungen vermitteln kann. Abgebaut wird das SI1P entweder {iber eine
Dephosphorylierung, katalysiert durch die S1P-Phosphatasen, oder durch die irreversible
Spaltung in Hexadecenal und Phosphoethanolamin, katalysiert durch die S1P-Lyase. Die
SphK1 ist ein vorwiegend cytosolisch lokalisiertes Enzym, jedoch induzieren verschiedene
Agonisten eine Steigerung ihrer katalytischen Aktivitit und eine Translokation an die
Plasmamembran. Dort wird S1P lokal erh6ht gebildet, das aus den Zellen exportiert werden
kann und seinerseits autokrin/ parakrin S1P-Rezeptoren aktivieren kann.

Cer, Ceramid; Sph, Sphingosin; SPP, S1P-Phosphatase; SPL, S1P-Lyase; R, Rezeptoren;
AC, Adenylylcyclase; PI3K, Phosphatidylinositol-3 Kinase; ERK, Cerase, Ceramidase;
CerSyn, Ceramid-Synthase; P-ethanolamin, Phosphoethanolamin

(Abb. nach Hait et al., 2006)
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2.5. Sphingosin-Analoga

Die Funktion von SI1P in der Regulation von immunologischen Prozessen gewann mit dem
Nachweis, dass das Sphingosin-Analogon FTY720 seine immunsuppressive Wirkung durch
Interaktion mit S1P-Rezeptoren ausiibt, zunehmend an Bedeutung (Matloubian et al., 2004).
Es wurde erstmals 1992 durch Modifikation der natiirlichen Substanz Myriocin hergestellt
und befindet sich zurzeit in der Phase III klinischer Studien zur Behandlung der Multiplen
Sklerose (Brinkmann et al., 2004; Kappos et al., 2006). Seinen immunsuppressiven Effekt
vermittelt FTY720 durch die Retention von Lymphozyten in den Lymphknoten (Matloubian
et al., 2004; Pinschewer et al., 2000). FTY720 wird groftenteils durch die SphK2 zu
FTY720-Phosphat (FTY720-P) phosphoryliert, welches ein hochpotenter Agonist an S1P-
Rezeptoren, mit Ausnahme des S1P,-Rezeptors ist (Billich et al., 2003; Brinkmann et al.,
2002). Im Vergleich zum S1P wird FTY720-P nur durch Phosphatasen gespalten und damit
abgebaut, wihrend die S1P-Lyase keinen Effekt auf FTY720-P ausiibt (Bandhuvula et al.,
2005). Dieser Gegensatz zum kurzlebigen S1P ist eine mdgliche Ursache fiir die Unterschiede
des Strukturanalogons in seiner Wechselwirkung mit S1P-Rezeptoren. FTY720 vermindert
durch die langanhaltende Internalisierung des S1P;-Rezeptors die Freisetzung der
Lymphozyten aus den sekundédren Lymphknoten in Antwort auf S1P (Matloubian et al.,
2004). Dies fiihrt zu einer Lymphozytopenie und damit zu einer verminderten zellvermittelten
Immunantwort. Diese Lymphozytopenie konnte auch in Miusen nachgewiesen werden, bei
denen der SI1P;-Rezeptor im hématopoetischen Gewebe ausgeschaltet worden war
(Matloubian et al., 2004).

Ein weiteres Sphingosin-Analogon, das cis-4-Methylsphingosin (cis-4-MSph), inhibiert
die de-novo Sphingolipid-Biosynthese und die Aktivitit des Enzyms Serin-
Palmitoyltransferase, das den einleitenden Schritt dieses Biosyntheseweges katalysiert (van
Echten-Deckert et al., 1997). Das exogene cis-4-MSph wird intrazelluldr durch die SphK zum
wahrscheinlich bioaktiven Metaboliten cis-4-Methylsphingosin-1-Phosphat (cis-4-MS1P)
phosphoryliert. Anders als S1P, das intrazelluldr sehr schnell durch die degradierenden
Enzyme abgebaut wird und dessen Zellspiegel dadurch sehr gering gehalten werden (Zhang et
al., 1991), ist cis-4-MS1P metabolisch stabil und akkumuliert in Zellen (van Echten-Deckert
et al., 1997; 1998). Die Inhibierung der de-novo Sphingolipid-Biosynthese beruht nicht auf
einer direkten Molekiil-Molekiil Interaktion, sondern unterliegt einem komplexeren,
unbekannten Mechanismus. Das cis-4-MS1P imitiert die Wirkungen des S1P und kdnnte

ebenfalls eine lang andauernde Aktivierung von SI1P Signaltransduktionswegen induzieren
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(van Echten-Deckert et al., 1997; 1998). Die durch S1P vermittelten Wirkungen, wie z. B.
Proliferation oder DNA-Synthese, korrelieren zumindest zum Teil mit der durch S1P
induzierten Ca*'-Freisetzung aus intrazelluldren Speichern von Zellen (Zhang et al., 1991).
Die akute Stimulation von Swiss 3T3-Fibroblasten mit cis-4-MSph induzierte ebenfalls eine
Ca**-Freisetzung aus den intrazelluldren Speichern (van Echten-Deckert et al., 1998).
Cerebrale Neuronen, die mit cis-4-MS1P vorbehandelt wurden, wiesen im Vergleich zum
S1P, einen verstarkten apoptotischen Effekt auf (van Echten-Deckert et al., 1997). In Swiss
3T3-Fibroblasten imitierte die Vorbehandlung mit cis-4-MSph auch die mitogene Wirkung
des SIP, jedoch war die proliferative Antwort deutlich stirker (van Echten-Deckert et al.,
1998). Auch in B104-Neuroblasten akkumuliert cis-4-MSI1P und induziert in diesen Zellen
einen verstarkten apoptotischen Effekt (Naetzker et al., 2006). Dieses Sphingosin-Analogon
libt also einen Zelltyp-spezifischen Effekt aus.

2.6. Fragestellung und Zielsetzung

Wie oben dargestellt, wird zunehmend die Bedeutung der subzelluliren Lokalisation des
Lipid-Mediators S1P fiir die jeweilige zelluldre Reaktion erkannt (siche z. B. Wattenberg et
al., 2006). In der vorliegenden Arbeit sollten die Steuerung der lokalisierten S1P-Bildung und
ihre Konsequenzen exemplarisch an drei Beispielen untersucht werden: Einmal an einem
System, in welchem die S1P-Bildung gezielt an der Plasmamembran gesteigert wird (Gq-
vermittelte SphK-Translokation), einmal an einem Enzym, welches durch seine Lokalisation
am ER primér intrazelluldre S1P-Spiegel reguliert (Peest et al., 2008), und schlieBlich mit
Hilfe eines Sphingosin-Analogons, fiir das bekannt war, dass es intrazelluldr phosphoryliert
wird, akkumuliert und die Wirkungen von S1P imitieren kann.

Im Vorfeld der Arbeit war gezeigt worden, dass die Stimulation Gg-gekoppelter
Rezeptoren nicht nur zu einer Steigerung der SphK-Aktivitit fithrte, sondern auch eine rasche
und lang anhaltende Translokation der SphK1 an die Plasmamembran induzierte (Danneberg,
2003). Hierbei war insbesondere die Translokation der murinen, an YFP-gekoppelten SphK1
nach Stimulation des M;-Rezeptors in HEK-293-Zellen untersucht worden. Diese
Translokation war unabhingig von einem [Ca’']-Anstieg, einer Entleerung der Ca®'-
Speicher, einer Aktivierung der PKC, einer Tyrosinphosphorylierung, vom Aktin-Cytoskelett
und von der katalytischen Aktivitdt der SphK1 (Danneberg, 2003). Die SphK1-Translokation

wurde spezifisch durch Stimulation von Gg-gekoppelte Rezeptoren ausgeldst und durch

20



2. Einleitung

Coexpression von konstitutiv aktivem Golg, aber nicht von konstitutiv aktivem Gaiz, Gouis
oder Ga, imitiert (Danneberg, 2003). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte der
Mechanismus der Gg-vermittelten SphK1-Translokation weiter charakterisiert und ihre
funktionelle Bedeutung untersucht werden. Die durch TNF-o oder Phorbolester (PMA)
induzierte SphK 1-Translokation ist von einer Phosphorylierung des Ser*” der SphK1 durch
eine ERK-dhnliche Kinase abhingig (Johnson et al., 2002; Pitson et al., 2003). Deshalb sollte
der Einfluss des Mj3-Rezeptors auf die subzelluldre Lokalisation einer phosphorylierungs-
defizienten SphK1-Mutante untersucht werden. Die SphK1-Translokation sollte aulerdem mit
der Translokation anderer an der Gg-vermittelten Signaltransduktion beteiligten Enzyme
verglichen werden. Um die fiir die Carbachol-induzierte SphK1-Translokation notwendigen
Dominen oder Aminosdurenreste zu identifizieren, sollten Fragmente der SphK1 generiert
und exprimiert werden und deren Lokalisation und Translokation untersucht werden. Durch
Coimmunoprézipitationsstudien sollte die Moglichkeit einer direkten Interaktion zwischen
Gogq und der SphK1 untersucht werden. Eine Folge der durch Agonisten induzierten
Translokation der SphK 1 zur Plasmamembran ist die lokal erhéhte Bildung von S1P, welches
beispielsweise nach Stimulation von NGF- oder Antigen-Rezeptoren aus der Zelle
ausgeschleust werden und die in der Plasmamembran lokalisierten S1P-Rezeptoren aktivieren
kann (Olivera et al., 2003; 2006; Mitra et al., 2006; Toman et al., 2004). Deshalb sollte
untersucht werden, ob auch die Stimulation des Mjs-Muskarinrezeptors zur autokrinen
Beeinflussung von S1P-Rezeptoren fiihren kdnnte.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte die Rolle des intrazelluldren S1P mit Hilfe von S1P-
Lyase-defizienten embryonalen Mausfibroblasten (SGPL1”-MEFs) untersucht werden. Die
S1P-Lyase ist mit einer transmembranidren Doméne am ER verankert und reguliert vor allem
intrazelluldre S1P-Spiegel (Peest et al., 2008). Dementsprechend weisen SGPL1"-MEFs im
Vergleich zu den Wildtyp-Mausfibroblasten (SGPL1"*-MEFs) erhéhte S1P-Spiegel auf (van
Veldhoven, 2005). Da eine intrazellulire Freisetzung von S1P eine Mobilisierung von Ca®"
aus Thapsigargin-sensitiven Speichern unabhingig von G-Protein-gekoppelten SIP-
Rezeptoren bewirkt (Meyer zu Heringdorf et al., 2003a), sollte an den SGPL1"-MEFs vor
allem die Ca**-Homdostase untersucht werden.

Im dritten Teil der Arbeit sollten die Wirkungen des Sphingosin-Analogons cis-4-
Methylsphingosin (cis-4-MSph) ndher charakterisiert werden. Cis-4-MSph wird intrazellulér
zum metabolisch stabilen cis-4-MS1P phosphoryliert, welches sich anreichert und

anscheinend die zelluliren Wirkungen des S1P imitieren kann (van Echten-Deckert et al.,
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1997; 1998). Es sollte untersucht werden, ob das cis-4-MS1P aus der Zelle ausgeschleust
werden und auf SI1P-Rezeptoren wirken konnte oder ob es intrazellulir die S1P-Lyase-
Defizienz imitieren und moglicherweise einen Einfluss auf die Ca*'-Homdostase haben
konnte. Die Ergebnisse sollten dann mit den Wirkungen des gut charakterisierten Sphingosin-

Analogons FTY720 verglichen werden.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Chemikalien

Name

Acrylamid

Agarose
Ammoniumperoxodisulfat
Aprotinin

Bisacrylamid

Bradykinin

BSA

BSA, fettsdurefrei
Brillant Blau G 250
Carbachol
Chloroquindiphosphat
Digitonin

DMEM/F12 mit L-Glutamin
DMSO

EGTA

ER Tracker Blue White DPX
Ethidiumbromid

FKS

Fluo-4/AM

FTY720

Fura-2/AM

D (+)-Glukose

Glycerol

HEPES

Ionomycin

IPTG

LB-Agar

Leupeptin

Lipofectamin

Hersteller

Serva

Sigma

Serva

Sigma

Serva

Sigma

Sigma

PAA

Roth

Sigma

Sigma

Sigma

Gibco BRL
Sigma

Merck

Molecular Probes
Sigma

Gibco BRL
Molecular Probes
Novartis
Molecular Probes
Merck

Sigma

Serva
Calbiochem
Stratagene
Invitrogen

Sigma

Invitrogen

Name

LPA

Lyso Tracker Red DND 99
Magermilchpulver
2-Mercaptoethanol
MKS571

Mowiol
Paraformaldehyd
Pefabloc

Phenol

PMA

PMSF

Poly-L-Lysin
Ponceau S
Probenecid

Protein A Sepharose
S1P

SDS

SKI IT

Sphingosin

Sybr Safe

TEMED
Tetramethylrhodamin
Thapsigargin

Tris

Triton X-100
Trypsin/EDTA Losung
VPC23019

X-Gal

Hersteller

Sigma

Molecular Probes
Merck

Merck

Alexis
Calbiochem
Sigma

Roth

Fluka

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Molecular Probes
Amersham
Biomol

Serva
Calbiochem
Biomol
Molecular Probes
Serva

Molecular Probes
Calbiochem
Biomol

Roth

PAA
AvantiPolarLipids

Boehringer
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Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Losungsmittel wurden bei der Firma J. T. Baker
und die verwendeten Salze bei der Firma Merck Biosciences gekauft.

Die Substanz cis-4-Methylsphingosin wurde freundlicherweise von Frau Priv. Doz. Dr.
Gerhild van Echten-Deckert, Kekulé-Institut fiir Organische Chemie und Biochemie,

Universitidt Bonn zur Verfiigung gestellt.

3.1.2. Antikorper

+ anti-YFP BD Living Colors full-length A.v., polyklonaler Antikdrper aus Kaninchen, der
Firma BD Biosciences Clontech, Heidelberg

* anti-Glu-Glu, polyklonaler Antikorper aus Kaninchen, der Firma Covance, Princeton, New
Jersey, U.S.A.

* anti-Gog/11, polyklonaler Antikorper aus Kaninchen, der Firma Gramsch Laboratories,
Schwabhausen

« anti-Kaninchen IgG/Peroxidase-Konjugat aus Ziege, der Firma Sigma-Aldrich Chemie
GmbH , Taufkirchen

+ Alexa Fluor 488 anti-Maus IgG (H+L) aus Ziege, der Firma Invitrogen GmbH, Karlsruhe

+ anti-Maus IgG/FITC-Konjugat aus Ziege, der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

* anti-HA aus Maus, der Firma Roche, Grenzach

* anti-FLAG M2 monoklonaler IgG1-Antikorper aus Maus der Firma Firma Stratagene, La
Jolla, Californien, U.S.A.

* anti-FLAG-M2-Cy3, monoklonaler IgG1-Antikorper aus Maus der Firma, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen

3.1.3. Restriktionsenzyme

Name Erkennungssequenz Hersteller
HindIll  5'-A"AGCTT-3' Fermentas
Xhol 5'-C"TCGAG-3' Fermentas

3.14. Sonstige Enzyme
Name Hersteller
Phosphatase, alkalische Boehringer Mannheim

RNase A Qiagen
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Name
T4 DNA Ligase

Taq-Polymerase

3.1.5. Vektoren
Bezeichnung
pDrive

pEYFP

pECFP-C1

pcDNA3

Hersteller
Fermentas

Sigma

Hersteller

Qiagen

BD Biosciences Clontech
BD Biosciences Clontech

Invitrogen

3.1.6. Verwendete DNA-Konstrukte

Bezeichnung
pECFP-ER
pECFP-Golgi
pEYFP-mSphK1

Erzeuger/Hersteller

BD Biosciences Clontech

BD Biosciences Clontech

K. Danneberg, Institut fiir Pharmakologie,

Essen

pcDNA3.1-S1P;-GFP
pcDNA3.1-3xHA-S1P;

pcDNA3.1-3xHA-S1P;

pcDNA3-FLAG-S1P**?4
pcDNA3-FLAG-S1p<!!'4
pDsRed1-N1-PKD-RFP
pcDNA3-PKCa-CFP
pcDNA3.1-Ga,P*"-EE

pcDNA3.1-Gay @%F

T. Hla, U. Connecticut, Farmington, U.S.A.
Missouri S&T ¢cDNA Resource Center, Rolla,
MO, USA

Missouri S&T cDNA Resource Center, Rolla,
MO, USA

G. Tigyi, U. Tennessee, Memphis, U.S.A.

G. Tigyi, U. Tennessee, Memphis, U.S.A.

0. Rey, U. California, Los Angeles, U.S.A.

M. Schifer, Freie Universitit Berlin

Missouri S&T ¢cDNA Resource Center, Rolla,
MO, USA

Missouri S&T cDNA Resource Center, Rolla,
MO, USA

pcDNA3.1-EGFP-hSphK1-FLAG
pcDNA3.1-EGFP-hSphK 13**A-FLAG

S. Pitson, U. Adelaide, Adelaide, Australien
S. Pitson, U. Adelaide, Adelaide, Australien

25



3. Material und Methoden

Bezeichnung Erzeuger/Hersteller

pcDNA3-hSphK 19%?P-FLAG S. Pitson, U. Adelaide, Adelaide, Australien

pEGFP-C2-mSphK 1'% N. T. Ktistakis, Dep. of Signalling, Cambridge,
U. K.

pEGFP-C2-mSphK 1"+ N. T. Ktistakis, Dep. of Signalling, Cambridge,
U. K.

3.1.7. Antibiotika

Name Hersteller
Ampicillin Grilinenthal
G418 PAA
Kanamycin Sigma

Penicillin/Streptomycin PAA

3.1.8. Oligonukleotide
Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen hergestellt oder durch

die Firma GATC als Standardprimer zur Verfligung gestellt.

Bezeichnung Sequenz Tm

pEGFP_C2-FP  5-GATCACATGGTCCTGCTG-3' 56,9 °C
pEGFP_C2-RP 5-TTTAAAGCAAGTAAAACCTC-3' 48,2 °C
FhSK1-CFP-FL 5-AAAATCTCGAGCTATGGATCCAGCGGGCGGC-3' 68,3 °C
RhSK1-CFP-FL 5-AAAAAAGCTTCCTCATAAGGGCTCTTCTGGCG-3' 60,8 °C
RhSK1-CFP-F1 5-AAAAGCTTCCTCACATCTCCCCCAG-3' 55,8°C
RhSK1-CFP-F2 5-AAAAGCTTCCTCACACGGCCTCGCT-3' 60,6 °C
RhSK1-CFP-F3 5-AAAAGCTTCCTCACATCTGCTGGGG-3' 55,6 °C
FhSK1-CFP-F4 5-AAAATCTCGAGCTATGCTCCTGACCAAC-3' 51,7°C
FhSK1-CFP-F5 5-AAAATCTCGAGCTATGGGCTCTGGCAAC-3' 55,8°C
FhSK1-CFP-F6 5-AAAATCTCGAGCTATGGCTTACCTCCCT-3' 52,7 °C

3.1.9. Verwendete Kits

Name Hersteller
,Western Lightning” Chemiluminescence Reagent Plus PerkinElmer
., QIAquick® Gel Extraction Kit« Qiagen
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Name

,MinElute™ Reaction Cleanup Kit“

Hersteller

Qiagen

“Plasmid Mega Kit* oder ,,Endo Free® Plasmid Mega Kit Qiagen

“Ready Mix " Tag PCR Reaction Mix with MgCl,”

,Qiagen PCR Cloning Kit*

3.1.10.  Molekulargewicht-/DNA-Standards

Name

Molecular Weight Marker (HMW: 205-45 kDa)
Molecular Weight Marker (LMW: 66-14 kDa)

Gene Ruler 1 kb DNA Ladder

3.1.11. Medien und Pufferlésungen
LB-Medium

10 g NaCl

10 g Bacto Trypton

5 g Hefe-Extrakt

pH-Wert 7,5

ad 1 1 H,O

Fiir die Herstellung von Agarplatten wurde
15 g/l LB-Agar hinzugefiigt.

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)

118 mM NaCl
5 mM KCl1

1 mM CacCl,
15 mM HEPES
5 mM Glucose
pH 7,5

Tris-EDTA (TE)-Puffer
10 mM Tris-HCI pH 8,0
I mM EDTA pH 8,0

AlX-Agarplatten

Sigma

Qiagen

Hersteller
Sigma
Sigma

Fermentas

10x Tris Borat EDTA Puffer (TBE)

108 g Tris Base
55 g Borséaure
9,3 g EDTA
pH 8,0

ad 1 1 H,O

10x Phosphate Buffered Saline (PBS)

80 g NaCl

2 g KCI

14,4 ¢ Na,HPOy4
2,4 g KH2PO4
pH 7.4

ad 1 1 H,O

Nach 1:10 Verdiinnung wurde dem PBS 1
mM MgCl, und 0,5 mM CaCl, zugefiigt.

In das LB-Medium wurden folgende Zusétze gegeben:
0,2 mM IPTG (Stammldsung 0,2 M in H,O angesetzt und sterilfiltriert)
0,1 mM X-Gal (Stammldsung 0,1 M in Dimethylformamid angesetzt)

100 mg/l Ampicillin
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3.2. Methoden

3.2.1. Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten fanden unter einer sterilen Werkbank (LaminarAir HS 12, Heraeus)
statt. Alle Losungen und Medien wurden vor der Benutzung auf 37 °C im Wasserbad
erwarmt.

Menschliche embryonale Nierenzellen (HEK-293), glatte Gefdmuskelzellen der Linie
A10 aus der Rattenaorta und embryonale Fibroblasten der Maus (MEFs) wurden in einem
Brutschrank (BB16, Heraeus) in wassergesittigter Atmosphire mit 5 % CO, bei 37 °C
kultiviert. Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)/F12 mit 10 % (v/v) fetalem
Kailberserum (FKS), 100 U/ml Penicillin G und 0,1 mg/ml Streptomycin wurde sowohl fiir
die HEK-293-Zellen als auch fiir die Fibroblasten als Néhr- und Kultivierungsmedium
eingesetzt. Als Néhr- und Kultivierungsmedium wurde fiir die GefdBmuskelzellen der Linie
A10 aus der Ratte DMEM, high glucose mit 20 % (v/v) FKS, 100 U/ml Penicillin G und 0,1
mg/ml Streptomycin verwendet. Bei den stabil transfizierten HEK-293-Zellen, die den Mj3-
Rezeptor exprimierten, wurde dem N&hrmedium zusitzlich 0,5 mg/ml des Neomycin-
Analogons Geneticin (G418) als Selektionsfaktor zugefiigt. Zur Passagierung der HEK-293-
Zellen wurde das Medium abgesaugt und die Zellen durch mehrfaches Aufpipettieren mit 10
ml frischem Medium von der Kulturschale abgeldst. Danach wurden die Zellen auf neue
Kulturschalen verteilt.

Die Zellen fiir die Mikroskopie wurden, nach der oben beschriebenen Ablosung, in 12-
Loch-Kulturschalen mit je 2 ml G418-freiem Medium auf zuvor mit 0,00125 % (m/v) Poly-L-
Lysin vorbehandelten, mikroskopischen Deckgldschen ausgesit. Fiir die Subkultivierung der
Fibroblasten und der glatten GefdBmuskelzellen A10 wurde das Ndhrmedium von den
Zellkulturschalen abgesaugt, die Zellen zweimal mit 10 ml Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline (DPBS) der Firma Invitrogen gewaschen und nach mehrminiitiger Vorbehandlung mit
einer Trypsin-EDTA Losung mit 10 ml frischem Medium von der Zellkulturschale abgelost.
Danach wurden die Zellen 5 min bei 1000 x g abzentrifugiert, in frischem Medium
resuspendiert und auf neue Zellkulturschalen verteilt.

Zur Aufbewahrung in fliissigem Stickstoff wurden die Zellen abgeldst, 5 min bei 1000 x g
zentrifugiert, im entsprechendem Néhrmedium mit 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) (v/v) und
20 % FKS (v/v) resuspendiert, zu je 1,8 ml in Kryor6hrchen aliquotiert und bei -70 °C
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zwischengelagert. Nach 24 h wurden die Aliquots dann in fliissigen Stickstoff (-196 °C)
iiberfiihrt und dort gelagert.

3.2.2. Transfektion und Uberpriifung der Transfektionseffizienz
Verwendete Losungen:
2x Hepes Buffered Saline (HeBS)

280 mM NaCl

50 mM HEPES
1,48 mM Na,HPO,
pH 7,05

Die fiir die Transfektion mittels Calciumphosphat-Methode benutzten Zellen wurden auf 145
cm® Kulturschalen mit Nahrmedium ohne G418 kultiviert und bei einer Konfluenz von ca.
80 % transfiziert. Dafiir wurden 50 pg der entsprechenden Plasmid-DNA pro 145 cm®
Zellkulturschale mit H,O auf ein Endvolumen von 100 pl aufgefiillt und anschlieBend durch
Zugabe von 25 pl 3 M Natriumacetat pH 5,2 und 250 pl 100 % Ethanol zur Sterilisation
gefillt. Die DNA wurde dann fiir 10 min bei 12000 x g abzentrifugiert und nach Abnahme des
Uberstandes mit 500 pl 70 % Ethanol gewaschen. Danach wurde die DNA fiir einige Minuten
an der Luft getrocknet und anschlieBend in 700 pl H,O aufgenommen. Nach Zugabe von
300 ul 2 M CaCl, und 1 ml 2x HeBS wurde der Ansatz mehrfach invertiert und fiir 10 min
inkubiert, damit sich die Calciumphosphat-DNA-Coprézipitate ausbilden konnten. Das
Préizipitat und 10 pl 10 mM Chloroquin pro ml Medium wurden dann zu den Zellen gegeben
und diese fiir 4-16 h im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurde das DN A-haltige Medium
abgesaugt, durch frisches DMEM/F12-Medium ersetzt und die Zellen bis zum
Versuchsbeginn oder der Aussaat in 12-Loch-Kulturschalen fiir die Mikroskopie weiter
kultiviert.

Fir die Transfektion mittels Lipofectamine Reagent wurden HEK-293-Zellen und die
glatten GefaBmuskelzellen A10 auf 35 mm Zellkulturschalen im entsprechendem Medium
ausgesit und bis zu einer Konfluenz von ca. 80 % weiter kultiviert. Am Tag der Transfektion
wurde das Medium durch Néhrmedium ohne FKS und ohne Antibiotika ersetzt. Bei der
Transfektion wurden pro Transfektionsansatz 3 pg Plasmid-DNA in 150 pl N&hrmedium
ohne FKS und ohne Antibiotika und 7 pl Lipofectamin in 100 ul Ndhrmedium ohne FKS und
ohne Antibiotika verdiinnt. Beide Ansétze wurden danach durch Invertieren gemischt, vereint
und fiir 30 min zur Bildung der DNA-Liposomen Komplexe inkubiert. AnschlieBend wurde
zu den Komplexen 250 pl Ndhrmedium ohne FKS und ohne Antibiotika zugefiigt, gemischt
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und der Ansatz zu den Zellen gegeben und fiir 5 h im Brutschrank inkubiert. Dabei betrug das
Transfektionsendvolumen pro Schale 1 ml. Nach der Inkubationszeit wurde das Medium mit
den Komplexen abgesaugt, durch frisches Ndhrmedium ersetzt und die Zellen bis zum
Versuchsbeginn weiter kultiviert.

Die Transfektionseffizienz der mit den Epitopen 3xHA- oder FLAG-gekoppelten Proteine
wurde durch Immunfluoreszenzfarbung, wie unter Punkt 3.2.4.6. beschrieben, iiberpriift. Die
Transfektion mit red fluorescent protein (RFP)-, green fluorescent protein (GFP)-, yellow
fluorescent protein (YFP)- oder cyan fluorescent protein (CFP)-gekoppelten Proteinen wurde
unter einem Fluoreszenz-Mikroskop (Axiovert S100, Zeiss) tiberpriift.

3.2.3. Nukleinsaure-Analysen

3.2.3.1.
Die humane GFP-SphK1, die freundlicherweise von Dr. Stuart Pitson (Adelaide, Australien)

Generierung und Klonierung von humanen SphK1-Fragmenten

zur Verfliigung gestellt worden war, wurde in den pECFP-C1-Vektor umkloniert und als

Vorlage benutzt, um sechs SphKl-Fragmente mit Hilfe von jeweils spezifischen

Oligonukleotiden mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zu synthetisieren. Die
spezifischen Oligonukleotide, die fiir die Generierung der SphK1-Fragmente benutzt wurden,

sind in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Nummerierung, zugehorige Oligonukleotide und Grofle der generierten humanen

SphK1-Fragmente

SphK1- Bezeichnung Bezeichnung GroRe der SphK1-
Fragment-Nr. | F-Oligonukleotid | R-Oligonukleotid Fragmente (in bp)

1 F4SK1-CFP-FL RhSK1-CFP-F1 570

2 F4SK1-CFP-FL RhSK1-CFP-F2 1050

3 F4SK1-CFP-FL RhSK1-CFP-F3 1131

4 FhSK1-CFP-F4 R4SK1-CFP-FL 750

5 FhSK1-CFP-F5 R4SK1-CFP-FL 819

6 FhSK1-CFP-F6 R4SK1-CFP-FL 519

Die PCR-Reaktionen wurden, wie unter 3.2.3.2. beschrieben, durchgefiihrt. Anschlieend
wurden 2-5 pl der PCR-Ansitze gelelektrophoretisch aufgetrennt und die Grofe der
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Amplifikate tiberpriift. Danach wurden die amplifizierten SphK1-Fragmente aufgereinigt und
mit Hilfe des ,,PCR Cloning Kit“ von Qiagen in den Klonierungsvektor pDrive kloniert. Nach
dieser Zwischenklonierung wurden die die SphK1-Fragmente enthaltenden Konstrukte mit
den beiden Restriktionsenzymen HindIIl und Xhol restringiert. Die restringierten SphK1-
Fragmente wurden, nach gelelektrophoretischer Auftrennung, aus einem Agarosegel
extrahiert. Die aufgereingten SphK1-Fragmente wurden dann mit dem ebenfalls mit Xhol und
HindIII restringierten und dephosphorylierten Vektor pECFP-C1 ligiert und in E. coli DH5a
Zellen transformiert. Die Konstrukte wurden nach der erfolgreichen Klonierung durch die

GATC Biotech AG in Konstanz, Deutschland sequenziert und tiberpriift.

3.2.3.2.  PCR und Aufreinigung von PCR-Produkten

Im Rahmen dieser Arbeit wurde fiir die PCR der ,,Ready Mix" Taq PCR Reaction Mix with
MgCl,*“ der Firma Sigma verwendet und alle PCR-Reaktionen wurden mit dem PCR-Gerit
Tpersonal von Biometra durchgefiihrt Zu ca. 60 ng DNA oder einer gepickten
Bakterienkolonie wurden 12,5 ul 2x PCR Ready Mix (0,75 U Taq DNA-Polymerase,
10 mM Tris-HCl, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 0,001 % Gelatine, 0,2 mM dNTPs,
Stabilisatoren), 1 ul Forward Primer (1 uM) und 1 pl Reverse Primer (1uM) hinzu pipettiert
und mit H,O auf ein Reaktionsendvolumen von 25 pl aufgefiillt. Die Amplifikation erfolgte in
25 Zyklen, wobei ein Zyklus aus der Abfolge 1 min bei 94 °C, 1 min bei 50-55 °C und 2 min
bei 72 °C bestand. Nach Beendigung der Zyklen erfolgte noch eine abschlielende Inkubation
fiir 5 min bei 72 °C.

Um PCR-Produkte aus den Reaktionsansidtzen zu isolieren wurde das ,,MinEIuteTM
Reaction Cleanup Kit“ der Firma Qiagen benutzt. Es wurde das flinffache Volumen (Vol.) des
Puffers PBI zum PCR-Ansatz gegeben, gemixt, der Ansatz auf eine MinElute-Siule gegeben
und 1 min bei 16000 x g zentrifugiert. Danach wurde die an die Sdulenmatrix gebundene

DNA mit 750 ul Puffer PE gewaschen und anschlieBend mit 30 pl Puffer EB eluiert.

3.2.3.3.  Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration

Die Konzentration der Nukleinsduren in den DNA-Priparationen wurde sowohl
gelelektrophoretisch abgeschitzt als auch photometrisch unter Anwendung des Lambert-
Beer’schen Gesetzes bestimmt. Fiir die photometrische Konzentrationsbestimmung von
Nukleinsduren gilt folgender Richtwert:

DNA (doppelstringig): 1 Optische Dichte (OD),60 = 50 pg/ml
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Damit ldsst sich die Konzentration von doppelstraingiger DNA nach folgender Formel
berechnen:

DNA-Konzentration [pg/ml] = Extinktion x 50 pg/ml x Verdiinnungsfaktor

3.2.3.4.  Gelelektrophoretische Auftrennug von DNA
Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in einer horizontalen Sub-Cell GT
Flachbettkammer (Bio Rad).

Verwendete Losungen:

10x TBE 6x DNA-Ladepuffer (Fermentas)
108 g Tris Base 10 mM Tris-HCI pH 7,6

55 g Borsdure 60 mM EDTA

9,3 g EDTA 0,03 % Bromphenolblau

pH 8,0 60 % Glycerol

ad 1 1 H,O 0,03 % Xylencyanol FF

Fir die Gele wurde die entsprechende Menge an Agarose in 0,5x TBE-Puffer in der
Mikrowelle gelost. Nach kurzem Abkiihlen wurde dann die aufgekochte Agarose noch mit
1:100000 Vol. Sybr Safe versetzt oder das Gel direkt gegossen, wobei im letzteren Fall eine
5-10 miniitige Inkubation des Gels in einem Bad von Ethidiumbromidlésung nach dem
Gellauf erfolgte. Danach polymerisierte die Agarose fiir ca. 30 min aus. Die DNA-Proben
wurden mit '/ Vol. 6x DNA-Ladepuffer versetzt und in einem 1 %igen Agarosegel bei 4-6
Volt/cm in 0,5x TBE-Puffer aufgetrennt. Die DNA-Fragmente wurden durch die erhohte
Fluoreszenz des in die DNA interkalierten Ethidiumbromids bzw. des gebundenen Sybr Safes

bei Anregung mit UV-Licht visualisiert und zur Dokumentation fotografiert.

3.2.3.5. Dephosphorylierung von Vektor-DNA

Fiir die Entfernung der 5’-Phosphatgruppen an den restringierten Vektorenden wurden zu 30
ul restringierter Vektor-DNA 4 ul Alkalische Phosphatase, 10 pul 10x Puffer (500 mM Tris-
HCIl, 100 mM MgCl,, pH 9,0) und 56 ul H,O gegeben und dieser Ansatz fiir 1 h bei 37 °C
inkubiert. Danach wurde der Vektor mit 1 Vol. 5 M Ammoniumacetat und 100 % Ethanol

gefillt, mit 70 % Ethanol gewaschen und in TE-Puffer riickgeldst.

3.2.3.6. Ligation
Fiir die Zwischenklonierung der SphK 1-Fragmente wurde das Kit ,,Qiagen PCR Cloning Kit*

(Qiagen) verwendet. Wéhrend der vorausgegangenen Amplifikation wurde durch die Tag-
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Polymerase den 3'-Enden der DNA ein zusitzlicher Desoxyadenosin-Rest angefiigt. Der
geschnittene pDrive Vektor ist durch iiberhdngende Uracil-Reste an seinen Enden zur direkten
Ligation mit PCR-Produkten befdhigt. Die Ligation erfolgte mittels der T4-DNA-Ligase,
welche die Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen nebeneinander liegenden 5°-
Phosphat- und 3’-OH-Enden in doppelstrangiger DNA katalysiert.

Ligationsansatz:

5 ul 2x Ligation Master Mix

1 pul pDrive Cloning Vector (50 ng)
1-4 pl PCR-Produkt

H,O ad 10 ul

Die Ligation erfolgte fiir 2 h bei 16 °C.

Fiir die Ligationsreaktion, der aus dem pDrive-Vektor ausgeschnittenen SphK1-Fragmente
mit dem pECFP-C1-Vektor, wurden 1-2 U T4-DNA Ligase, und 2 ul des 10x Ligations
Puffer (400 mM Tris-HCI, 100 mM MgCl,, 100 mM DTT, 5 mM ATP, pH 7,8) der Firma

Fermentas verwendet. Die eingesetzte DNA-Menge wurde folgendermallen berechnet:

ng Vektor x kb GroBe des Inserts x molares Verhiltnis von Insert zu Vektor = ng des Inserts
kb GroBe des Vektors

Die Ligation erfolgte in einem mit H,O aufgefiillten Endvolumen von 20 pul bei 16 °C {iber
Nacht.

3.2.3.7.  Herstellung und Transformation kompetenter Bakterien
Zur Herstellung kompetenter Bakterien wurde eine 10 ml-Vorkultur einer E. coli DH5a
Einzelkolonie iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Danach wurden 500 ml LB-Medium mit 5 ml
der Vorkultur inokuliert und die Zellen bis zu einer OD von 0,4 bis 0,6 angezogen. Die Kultur
wurde fiir 30 min abgekiihlt und anschlieend fiir 5 min bei 4000 x g und 4 °C abzentrifugiert.
Die pelletierten Zellen wurden in 150 ml 50 mM CaCl, resuspendiert, erneut abzentrifugiert,
in 8 ml 50 mM CaCl,-Losung aufgenommen und 1 h auf Eis inkubiert. 8 ml einer 50 mM
CaCl,-Losung in 40 %igen Glycerol wurden dann zu den Zellen gegeben und 200 pl Aliquots
der Zellen wurden in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.

Bei der Transformation wurden die Ligationsansidtze bzw. bis zu 1 pg Plasmid-DNA zu
100 pl kompetenten Zellen gegeben und der Ansatz fiir 20 min auf Eis inkubiert. Nach einem
Hitzeschock fiir 90 Sekunden bei 42 °C wurde der Transformationsansatz sofort wieder fiir

2 min auf Eis inkubiert. Danach wurde 1 ml S.0.C.-Medium (Invitrogen) hinzugegeben und
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der Ansatz fiir 1 h bei 37 °C und 200 rpm in einen Schiittelinkubator gestellt. Die E.coli-
Zellen wurden fiir 1 min bei 115000 rpm in der Biofuge (Heraeus) pelletiert, in 100 pl S.O.C.-
Medium aufgenommen und 30-100 pl der Bakterienkultur wurden auf Agarplatten
ausgestrichen und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Zur Herstellung der Agarplatten wurden 32
g LB-Agar in 1 1 Wasser gegeben und autoklaviert. Nach einer Abkiihlung wurde das
entsprechende Antibiotikum (50-100 pg/ml) zugegeben und das fliissige Agar auf 10 cm
Zellkulturschalen verteilt. Fiir eine Blau-WeiB-Selektion wurden zusétzlich zu 1 1 LB-Agar

noch 2 ml X-gal (40 mg/ml in Dimethylformamid) und 500 pl 100 mM IPTG hinzugefiigt.

3.2.3.8.  Detektion positiver Klone und Plasmid-Praparationen

Zur Detektion positiver Klone wurden Plasmid-Miniprdparationen bzw. Kontroll-PCRs
durchgefiihrt. Die Minipriparation von Plasmid-DNA wurde mit Hilfe der Pufferlosungen des
»Plasmid Mega Kit*“ (Qiagen) nach modifiziertem Protokoll durchgefiihrt, wobei die DNA
nicht iber Silikagelsduren gereinigt wurde. Dazu wurden 3 ml mit entsprechendem
Antibiotikum (100 ug/ml) versetztes LB-Medium mit einer E. coli Einzelkolonie angeimpft
und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. 1,5 ml der Schiittelkultur wurde fiir 5 min bei 10000 x g
zentrifugiert, das Sediment in Puffer P1 resuspendiert und nach Zugabe von 200 pl Puffer P2
fiir 5 min inkubiert. Danach wurden 200 pl Puffer P3 zum Ansatz gegeben, fiir 5 min auf Eis
inkubiert und fiir 5 min bei 16000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 500 pl
Isopropanol versetzt, fiir 5 min inkubiert und erneut zentrifugiert. Die sedimentierte DNA
wurde fiir 30 min an der Luft getrocknet und in 30 pl H>O geldst. Die isolierte Plasmid-DNA
wurde anschlieBend restringiert und in einem Agarose-Gel aufgetrennt, um die GroBe der
DNA zu kontrollieren.

Bei der Kontroll-PCR wurden zuvor gesicherte Einzelkolonien mit einer Pipettenspitze direkt
von der Agarplatte gepickt, mit einem PCR-Ansatz vermischt und eine PCR, wie bei 3.2.3.2.
beschrieben, durchgefiihrt. 7 pl der PCR-Ansdtze wurden dann in einem 1 % Agarose-Gel
aufgetrennt. Die Kolonien, die Fragmente der richtigen GréBe enthielten, wurden weiter in
den CFP-Vektor kloniert oder sequenziert.

Fiir die Préparation von grolen Mengen Plasmid-DNA wurde das Kit ,,Plasmid Mega Kit*
oder ,,EndoFree™ Plasmid Mega Kit“ (Qiagen) verwendet. Dafiir wurde eine mit dem
entsprechendem Antibiotikum (100 pg/ml) versetzte 3 ml Vorkultur einer Einzelkolonie tiber
Nacht bei 37 °C vermehrt und mit dieser dann 1,5 1 Antibiotika-haltiges (100 pg/ml) LB-
Medium angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Aufreinigung erfolgte nach
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Angaben des vom Hersteller mitgelieferten Protokolls. Die DNA-Konzentration wurde

photometrisch bei einer Wellenldnge von 260 nm bestimmt.

3.23.9. DNA-Restriktion

Die Restriktion von DNA erfolgte mit Hilfe von bakteriellen Restriktionsendonukleasen des

Typs 11, nach den vom Hersteller vorgegebenen Puffer- und Temperaturbedingungen.
Analytische Spaltungen wurden, je nach DNA-Menge, in einem Endvolumen von 10-50

ul durchgefiihrt und es wurden pro 1 ug doppelstrangige DNA, 2 Units (U) Enzym eingesetzt.

Die Inkubationszeit im Temperaturoptimum der Restriktionsenzyme betrug 3-4 h. Bei der

Restriktion von groBeren DNA-Mengen wurde der Ansatz {iber Nacht im

Temperaturoptimum inkubiert.

3.2.3.10. Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Nach der elektrophoretischen Auftrennung von DNA-Fragmenten in Agarosegelen wurden
die Fragmente unter UV-Licht mit einem Skalpell ausgeschnitten und mit Hilfe des
,»QIAquick Gel Extraction Kit* (Qiagen) aufgereinigt. Zu einem Vol. Gel wurden 3 Vol.
Puffer QG pipettiert und das Reaktionsgefa3 fiir 10 min bei 50 °C inkubiert, wodurch sich das
Agarosegelstiick aufgelost hatte. AnschlieBend wurde 1 Vol. Isopropanol hinzugegeben, die
Probe gemischt und der Ansatz auf die QIAquick spin Sdule gegeben. Diese wurde 1 min bei
16000 x g zentrifugiert. Es wurden 500 pl Puffer QG auf die Sdule gegeben und nochmals 1
min bei 16000 x g zentrifugiert. Zum Waschen der DNA wurden 750 pl Puffer PE auf die
Saule pipettiert und erneut zentrifugiert. Die getrocknete Sdule wurde auf ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefdll gesetzt und die gebundene DNA wurde mit 30 ul EB-Puffer durch
Zentrifugation fiir 1 min bei 16000 x g eluiert und bei -20 °C gelagert.

3.2.3.11. Phenol/Chloroform-Extraktion

Zu der DNA-Probe wurde ein Vol. Phenol gegeben und die Probe gut durchmischt, bis sich
eine Emulsion gebildet hatte. Die Probe wurde dann fiir 5 min bei 9000 x g zentrifugiert. Die
DNA-haltige Phase wurde zweimal mit einem Vol. Chloroform versetzt und erneut extrahiert,
um Phenolreste zu entfernen. Die wéssrige, DNA-haltige Phase wurde vorsichtig

abgenommen, in ein neues Reaktionsgefal tiberfiihrt und gefillt.
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3.2.3.12. Fallung von Nukleinsauren

Geloste DNA wurde zur Konzentrierung oder weiteren Reinigung mit Ethanol ausgefillt. Die
DNA-Probe wurde mit 2,5 Vol. Ethanol (96 %) und mit 0,1 Vol. 4 M Lithiumchlorid versetzt,
fiir mindestens 1 h bei -80 °C inkubiert und anschlieBend fiir 15 min bei 9000 x g und 4 °C
abzentrifugiert. Das Nukleinsdurepellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen und erneut
abzentrifugiert. Die prazipitierten Nukleinsduren wurden an der Luft getrocknet und in

Wasser oder TE-Puffer aufgenommen.

3.24. Protein-Analysen

3.2.4.1.  Bestimmung der Proteinkonzentration
Verwendete Losungen:
Bradford-Reagenz:

400 mg Brillant-Blau G 250
250 ml Ethanol

250 ml Phosphorséure (85 %)
ad 1 1 H,O

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der Methode von Bradford. Es
wurden 990 pl einer zuvor erstellten 1:5 Verdiinnung des Bradford-Reagenzes mit 10 ul des
Proteinextraktes versetzt. Nach fiinfminiitiger Inkubation wurde die Extinktion bei einer
Wellenldnge von 595 nm photometrisch gemessen. Durch den Vergleich mit einer BSA-
Standardgeraden, welche mit definierten BSA-Konzentrationen erstellt wurde (0,4-2 mg/ml

Protein), konnte die Proteinkonzentration ermittelt werden.
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3.2.4.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Immunoblot-Analyse

Proteine wurden aufgrund ihrer unterschiedlichen Molekiilmassen mittels vertikaler,

diskontinuierlicher SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt.

Verwendete Losungen:
3x Laemmli-Ladepuffer

20 % B-Mercaptoethanol (v/v)
6,6 % SDS (w/v)

33 % Glycerol (v/v)

200 mM Tris-HCI1 pH 7,5
0,015 % Bromphenolblau

2x Trenngelpuffer

0,2 % SDS (m/v)
750 mM Tris
pH 8,8

Tris-Glycin Elektrophoresepuffer

1,92 M Glycin
25 mM Tris
1 % SDS (w/v)

2x Sammelgelpuffer

0,2 % SDS (m/v)
250 mM Tris
pH 6,8

Fiir die Gele wurden Acrylamid und Bisacrylamid im Verhiltnis 30:0,8 eingesetzt und es

wurden 6 % Sammelgele und 12,5 % Trenngele verwendet.

12,5 % Trenngel

2,1 ml H,O

10,4 ml 30 % Acrylamid
12,5 ml 2x Trenngelpuffer
100 pl 10 % APS (w/v)
50 ul TEMED

6 % Sammelgel

2,8 ml H,O

2 ml 30 % Acrylamid

5 ml 2x Sammelgelpuffer
100 pl 10 % APS (w/v)
10 ul TEMED

Die Proteinproben wurden mit /5 Vol. des 3x Lammli-Ladepuffers versetzt, fiir 10 min bei

95 °C denaturiert und aufs Gel aufgetragen. Als Marker dienten die Standards ,,Molecular
Weight Marker (HMW + LMW) (Sigma). Die Elektrophorese wurde bei 36 mA pro Gel fiir

ca. 4 h durchgefiihrt.
Verwendete Losungen:
Ponceau S

0,1 % Ponceau S (w/v)
5 % Essigsédure (v/v)

TBS

150 mM NacCl
10 mM Tris-HCl
pH 7.4
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Western-Transferpuffer

300 mM Glycin Blocking-Reagenz

40 mM Tris e o .

0,01 % SDS (w/v) TBS mit 5 % Magermilchpulver
20 % Methanol (v/v)

Die iiber SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden bei einer Stromstdrke von 100 mA fiir 24
h bei 4°C in Western-Transferpuffer auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Die
Transfereffizienz wurde durch eine dreiminiitige Farbung der Nitrocellulosemembran mit
Ponceau S berpriift. Zur Identifikation der transferierten Proteine wurde die
Immunodetektion verwendet. Die unspezifischen Bindestellen auf der Membran wurden
zundchst durch eine einstiindige Inkubation der Membran im Blocking-Reagenz abgesittigt.
Danach wurde die Membran fiir 15 min in TBS gewaschen und mit dem entsprechenden
Primér-Antikorper fiir 1 h bei Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln inkubiert. Die
Antikdrper wurden in TBS mit 0,1 % BSA (m/v) geméll den Herstellerangaben verdiinnt.
Nachdem die Membran zweimal fiir 15 min in TBS gewaschen wurde, erfolgte die Inkubation
mit den entsprechenden Sekundér-Antikorpern (Verdiinnung gemél der Herstellerangaben in
TBS mit 0,1 % BSA m/v) fiir 1 h bei Raumtemperatur. Auf die Inkubation mit dem
sekunddren Antikorper folgten wiederum drei Waschschritte von je 15 min mit TBS. Der
Nachweis der Protein-gebundenen Antikorper erfolgte mit dem ,Western Lightning™
Cheminluminescence Reagent Plus® (PerkinElmer). Die 1:1 Losung aus ECL Reagenz 1 und
2 wurde gleichmiBig auf der Nitrocellulosemembran verteilt und 1 min inkubiert. Die

anschlieBende Detektion erfolgte mit BioMax XAR Filmen.

3.2.4.3.  Entfernung der Antikdrper von Nitrocellulosemembranen

Verwendete Losungen:

Puffer I Puffer 11

10 mM Tris-HCI pH 8,8 100 mM Natriumcitrat pH 3,0
1 % SDS 10 mM B-Mercaptoethanol
10 mM B-Mercaptoethanol 1 % SDS

TBS

150 mM NacCl

10 mM Tris-HCl

pH 7.4
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Die Membran wurde fiir 1 h in Puffer I inkubiert und dreimal fiir 5 min in TBS gewaschen. Es
folgte eine Inkubation der Membran fiir 1 h in Puffer II. Die Membran wurde sechsmal fiir
10 min in TBS gewaschen. Die vollstindige Entfernung der Antikdrper wurde mit dem
,Western Lightning™ Cheminluminescence Reagent Plus®* (PerkinElmer) tiberpriift und die

Membran anschlieend fiir eine erneute Immunodetektion eingesetzt.

3.2.4.4.  Coimmunoprazipitation

Verwendete Losungen:

TBS Immunoprazipitationspuffer
10 mM Tris-HCI pH 7,4 10 mM Tris-HCI pH 7,4
150 mM NacCl 150 mM NacCl

I mM EGTA

1 mM PMSF

10 pg/ml Leupeptin
50 pg/ml Aprotinin
0,1 % Triton X-100

Ziel war es, eine direkte Interaktion zwischen der SphK1 und dem Protein Gog nachzuweisen.
Dafiir wurden auf 35 mm Schilchen kultivierte HEK-293-Zellen sowohl mit der YFP-

Q209 al

gekoppelten SphK1 und dem Glu-Glu-gekoppelten konstitutiv aktiven G-Protein Gayg ]

auch mit dem pEYFP-Vektor und dem Glu-Glu-gekoppelten konstitutiv aktiven G-Protein
Go,¥”" cotransfiziert. In der Nacht vor Versuchsbeginn wurden die transfizierten Zellen im
DMEM/F12-Medium ohne FKS inkubiert. Die Zellen wurden zu Beginn auf Eis gestellt,
zweimal mit 1 ml eiskaltem TBS gewaschen und fir 20 min mit je 600 pl
Immunoprézipitationspuffer auf Eis inkubiert und lysiert. Die Zellen wurden danach vom
Schilchenboden abgekratzt, dreimal durch eine 0,5 x 25 mm Kaniile auf- und abgezogen und
wieder fiir 20 min auf Eis inkubiert. Anschliefend wurden die lysierten Zellen fiir 10 min bei
26000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in neue ReaktionsgefiBe iiberfiihrt
und die Proteinkonzentration, wie unter 3.2.4.1. beschrieben, bestimmt. Zu je 300 ug der
Uberstéinde wurden entweder der anti-YFP Living Colors Antikdrper (BD Biosciences, 1:200
verdliinnt in TBS) oder der anti-Glu-Glu Antikdrper (Covance, 1:150 verdiinnt in TBS)
gegeben und fiir 1 h bei 4 °C auf einem Uberkopfschiittler (Heidolph) inkubiert.

In der Zwischenzeit wurden die Protein-A Sepharose-Beads entsprechend den

Herstellerangaben gewaschen und mit Immunopréizipitationspuffer dquillibriert. Zu den mit

Antikdrpern versetzten Proben wurden je 40 pl gut aufgeschiittelte Protein-A Sepharose
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hinzugegeben und fiir 4 h bei 4 °C auf dem Uberkopfschiittler inkubiert. AnschlieBend
wurden die  Protein-Sepharose-Prézipitate  dreimal mit je 300 pul kaltem
Immunoprizipitationspuffer gewaschen, mit 150 pl 1x Lidmmli-Ladepuffer versetzt und die
gebundenen Proteine fiir 5 min bei 95 °C eluiert. Die prézipitierten Proteine wurden auf ein 12
% Polyacrylamidgel aufgetragen und eine SDS-PAGE mit anschlieBendem Immunoblotting
durchgefiihrt. Die auf die Nitrocellulosemembranen transferierten Proteine wurden dann mit
den laut Herstellerangaben entsprechend verdiinnten Primér-Antikérpern, anti-Gog/i-
Antikdrper (Gramsch Laboratories), anti-YFP Living Colors Antikdrper (BD Biosciences)
oder anti-Glu-Glu Antikérper (Covance) und dem Sekundér-Antikorper anti-Kaninchen
IgG/Peroxidase-Konjugat (Sigma, 1:5000 verdiinnt in TBS), wie unter 3.2.4.2. beschrieben,

immunodetektiert.

3.2.4.5. Messung der intrazellularen Calciumkonzentration

Fiir die Messungen der [Ca®"]; nach der Methode von Grynkiewicz et al. (1985) wurde das
Spektrofluorometer Hitachi 2500 und der Ca*"-Chelator Fura-2/AM benutzt. Die Zellen
wurden je nach Zellart, mit oder ohne Trypsin-Vorbehandlung, mit HBSS von den
Zellkulturschalen abgelost und fiir 1 h mit 1 pM Fura-2/AM in HBSS bei 37 °C im Dunkeln
beladen. Fura-2/AM ist dabei zellpermeabel und wird nach Aufnahme in die Zellen
intrazelluldr durch unspezifische Esterasen gespalten, wodurch sich freies Fura-2 anreichert.
Nach der Inkubation wurde das iiberschiissige Fura-2/AM durch zweimaliges Waschen mit
HBSS entfernt, die Zellen in HBSS resuspendiert und fiir die Bestimmung der [Ca*'];
verwendet. Fura-2 wirkt als Chelator, der intrazellulires Ca®’ bindet, wobei eine Ca’'-
induzierte Verschiebung des Exzitationsspektrums bei einem gleich bleibenden
Emissionsmaximum von 510 nm auftritt. In Abhingigkeit davon, ob ein Ca®"-Fura-2-
Komplex vorliegt oder ob Fura-2 ungebunden ist, verschiebt sich das Absorptionsmaximum
von 340 nm (Ca”"-Fura-2-Komplex) auf 380 nm (Fura-2 ungebunden).

Wihrend der Messungen wechselte die Exzitationswellenlédnge alle 500 ms zwischen 340
nm und 380 nm. Nach Aufnahme einer stabilen Basislinie erfolgte die Stimulation der Zellen
mit den verschiedenen Agonisten. Zur Bestimmung der maximalen Emission von Fura-2 in
der Ca*"-gebundenen Form wurden die Zellen mit 0,03 % Digitonin permeabilisiert. Danach
wurde das freie Ca®" mit 15 mM EGTA komplexiert und so das Emissionsmaximum der Ca®"

freien Form des Fura-2 ermittelt.
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Bei den [Ca®']i-Messungen in der Abwesenheit von extrazelluliren Ca*" wurden die
Zellen im HBSS ohne Ca®’ resuspendiert und zu Beginn der Messung mit 50 uM EGTA
versetzt. Vor der Bestimmung der Emissionsmaxima der Ca*" gebundenen und freien Form
des Fura-2 wurde 1 mM CaCl, zu den Zellen gegeben.

Aus den Emissionsverhiltnissen wird die [Ca®']; nach der Ratio-Methode mittels folgender

Formel berechnet:

[Ca®"]; = Ky(R-Rinin)/(Rmax-Ro)/(Rimax-Ro) Fmin380/ Frnax3s0

[Ca®'];= intrazelluldre Konzentration an freiem Ca®"

Kq =224 nM (Dissoziationskonstante von Fura-2 fiir Ca*")
R¢ = F340/F330 zZum Zeitpunkt t

Rinax = F340 max/F380 max b€l maximaler [Ca2+]i

Runin = F340 min/F380 min bei minimaler [Ca®];

Finax 380 = Emission nach Anregung bei A = 380 nm und bei maximaler [Ca%]i

Fimin 330 = Emission nach Anregung bei A = 380 nm und bei minimaler [Ca2+]i

3.2.4.6. Immunfluoreszenzfarbung

R292A “S1P1®MMA und die

Hierfir wurden die Konstrukte der S1P;-Rezeptormutanten S1P;
S1P, und S1P;-Rezeptoren sowie die SphK19%*® im pcDNA3 bzw. 3.1-Vektor verwendet. Die
S1P,- und S1P;3-Rezeptoren waren mit dem sich wiederholenden HA-Epitop gekoppelt und
lieBen sich mit einem anti-HA Antikdrper (Roche) nachweisen, wihrend die S1P;-
Rezeptormutanten S1P****, SIP,*"* und die SphK1°**® mit einem FLAG-Epitop
gekoppelt waren und mit anti-FLAG AntikGrper (Stratagene) angefarbt werden konnten. Zur
Vorbereitung wurden HEK-293-Zellen mit den entsprechenden Konstrukten transfiziert und
auf mit 0,00125 % Poly-L-Lysin vorbeschichteten, mikroskopischen Deckgldschen in 12-
Loch-Kulturplatten kultiviert.

Zu Beginn wurden die Zellen zweimal mit 37 °C warmen PBS gewaschen und dann fiir 1
h auf Eis mit einer eiskalten 4 % Paraformaldehyd-Losung pH 7,5 in PBS fixiert. Nach
zweimaligem Waschen mit 4 °C kaltem PBS wurden die Zellen mit eiskaltem Methanol fiir 4
min bei -20 °C permeabilisiert, erneut zweimal mit PBS gewaschen und fiir 1 h mit 5 %

Milchpulver in DPBS bei 37 °C inkubiert. Nach dem Entfernen des Milchpulvers wurden die
Zellen mit dem primiren Antikdrper (Verdiinnung in DPBS/BSA 0,1 % gemi3 der
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Herstellerangaben) fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit 37 °C
warmen DPBS gewaschen und fiir 1 h im Dunkeln mit dem entsprechenden,
farbstoffgekoppelten Sekundirantikorper (Verdiinnung in DPBS/BSA 0,1 % gemil der
Herstellerangaben) inkubiert. Die Deckglidschen mit den Zellen wurden dann, entweder aus
der 12-Loch-Kulturplatte genommen, im Dunkeln getrocknet und mit je 10 pl Mowiol
eingedeckt oder mit je 1 ml HBSS pro Loch in der 12-Loch-Kulturschale versetzt. Die
Lokalisation der Proteine wurde mit einem konfokalen Laserscanning-Mikroskop (Zeiss
LSM510; 63x/1.4 Plan-Apochromat Objektiv oder Leica TCS SP2, HCX PLAPO 40 x 1.25
OIL UV Objektiv) untersucht. Die Anregung erfolgte mit Hilfe eines Argonlasers bei einer
Wellenldnge von 488 nm und die Emission wurde mit einem Langpassfilter bei Wellenldngen
oberhalb von 505 nm detektiert. Die aufgezeichneten Bilder wurden mit dem LSM 5 Image
Browser Programm der Firma Zeiss bearbeitet. Bei weiteren Experimenten wurde die

Colokalisierung der SphK19%*P

mit dem GFP-gekoppelten S1P;-Rezeptor untersucht. Dazu
wurden HEK-293-Zellen mit den entsprechenden Konstrukten cotransfiziert und die
SphK19%*® mit dem fuoreszierenden Primirantikérper anti-FLAG-M2-Cy3 Antikérper, wie
oben beschrieben, immungefarbt.

Die Uberpriifung der Colokalisierung erfolgte mit einem konfokalen Laserscanning-
Mikroskop, wobei die Fluoreszenzen der beiden Proteine in voneinander separaten Kanélen
im Multikanalmodus untersucht wurden. Die Anregung der GFP-Fusionsproteine erfolgte mit
Hilfe eines Argonlasers bei einer Wellenldnge von 488 nm und deren Emission wurde mit
einem Langpassfilter bei Wellenldngen oberhalb von 505 nm detektiert, wéhrend die

SphK19**® mit einem Helium-Neon-Laser bei einer Wellenlinge von 543 nm angeregt und

deren Emission mit einem Langpassfilter oberhalb von 560 nm detektiert wurde.

3.2.4.7. Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Fiir die durchgefiihrten Untersuchungen der subzelluldren Lokalisation in lebenden und
fixierten Zellen wurden die mit den Fluoreszenzproteinen YFP-, CFP- oder GFP-gekoppelten
SphK 1-Konstrukte, die GFP-gekoppelte SphK15****, die GFP-gekoppelten SphK 1-Fragmente
SphK 1'% und SphK1"*** die generierten CFP-gekoppelten SphK1-Fragmente 1-6, die
RFP-gekoppelte PKD und die CFP-gekoppelte PKCa, sowie das S1P;-GFP Fusionsprotein
verwendet. Die transfizierten Zellen wurden auf mit 0,00125 % Poly-L-Lysin
vorbeschichteten, mikroskopischen Deckgldschen in 12-Loch-Kulturplatten kultiviert. Zur

Uberpriifung der Lokalisation an fixierten Zellen wurden die Zellen fiir die angegebenen
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Zeiten mit verschiedenen Stimuli in den Vertiefungen der 12-Loch-Kulturplatten in
DMEM/F12-Medium ohne FKS inkubiert. Danach wurden die Zellen, wie unter 3.2.4.6.
beschrieben, mit Paraformaldehyd fixiert und die Fluoreszenz der Farbstoff-gekoppelten
Proteine mit einem konfokalen Laserscanning-Mikroskop (Zeiss LSM510; 63x/1.4 Plan-
Apochromat Objektiv oder Leica TCS SP2, HCX PLAPO 40 x 1.25 OIL UV Objektiv)
beobachtet.

Bei Untersuchungen an lebenden Zellen wurden diese mit HBSS gewaschen, die
mikroskopischen Deckgldschen in Mikroskopiekammern eingesetzt und mit verschiedenen
Stimuli fiir den angegebenen Zeitraum in HBSS inkubiert. Die Fluoreszenz der Proteine
wurde an einem der oben beschriebenen Laserscanning-Mikroskopen untersucht. Die
Anregung der YFP- und GFP-Fusionsproteine erfolgte mit Hilfe eines Argonlasers bei einer
Wellenldnge von 488 nm und deren Emission wurde mit einem Langpassfilter bei
Wellenlédngen oberhalb von 505 nm detektiert. Die CFP-gekoppelten Proteine wurden bei
458 nm mit einem Argonlaser angeregt, wihrend die Emission mit einem 475 nm
Langpassfilter detektiert wurde. Die aufgezeichneten Bilder wurden mit dem LSM 5 Image
Browser Programm der Firma Zeiss bearbeitet.

Bei den Untersuchungen der Colokalisation von Proteinen wurden cotransfizierte
Fusionsproteine im Multikanal-Modus getrennt voneinander in unterschiedlichen Kanilen
eines konfokalen Laserscanning-Mikroskopes gemessen. Die PKD-RFP wurde dabei mit
Hilfe eines Helium-Neon-Lasers bei einer Wellenlinge von 543 nm angeregt und die
Emission zwischen 560 nm und 615 nm mit einem Bandpassfilter detektiert. Die Anregung
und Detektion der cotransfizierten YFP- und GFP-gekoppelten Proteine erfolgte, wie bei der
Einzelkanalmessung, mit Hilfe der 488 nm-Linie eines Argonlasers und einem 505 nm
Langpassfilter. Bei der Colokalisation der CFP-gekoppelten PKCa mit der YFP-gekoppelten
SphK1 erfolgte die Anregung der CFP-gekoppelten PKCa mit einem Argonlaser bei 458 nm,
wihrend die Emission zwischen 465-505 nm mit einem Bandpassfilter detektiert wurde. Die
YFP-gekoppelte SphK1 wurde mit der 514 nm-Linie eines Argonlasers angeregt und die
Emission mit einem Bandpassfilter zwischen 525-600 nm detektiert.

Die Analyse von intrazelluliren Ca*'-Signalen erfolgte in adhdrenten Zellen mit dem
fluoreszierenden Ca*"-Indikator Fluo-4/AM. Die Zellen wurden auf mikroskopische
Deckgldschen in 12-Loch-Kulturplatten kultiviert und vor dem Versuchstag iiber Nacht mit
DMEM/F12-Medium ohne FKS versetzt. Vor der Messung wurden die Zellen mit HBSS
gewaschen und mit 2-4 pM Fluo-4/AM in HBSS fiir 30 min und bei Raumtemperatur
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beladen. Danach wurden die Zellen mit HBSS gewaschen, die Deckglidschen in die
Mikroskopiekammern eingespannt und die durch Agonisten induzierten Ca’>*-Anstiege mit
einem der oben beschriebenen konfokalen Laserscanning-Mikroskope detektiert. Dabei wurde
Fluo-4 mit der 488 nm-Linie eines Argonlasers angeregt und die Emission mittels eines 505
nm Langpass-Filters gemessen.

Um die Colokalisierung der Fluo-4 Zellanfarbung mit verschiedenen Kompartiment-
spezifischen Farbstoffen bzw. Markern zu analysieren, wurden die Zellen wie oben
beschrieben, fiir die Messungen vorbereitet, mit 4 uM fluo-4/AM und zusétzlich entweder mit
1 uM Tetramethylrhodamin, 500 nM ER Tracker Blue White DPX oder 500 nM Lyso
Tracker Red DND 99 fiir 45 min in HBSS inkubiert. Danach wurden die Zellen wieder in
HBSS gewaschen und die Lokalisation der Farbstoffe mit einem der oben genannten
konfokalen Mikroskope betrachtet, wobei beide Farbstoffe separat voneinander im Multi-
Kanal-Modus gemessen wurden. Die Fluoreszenz von Fluo-4 in Kombination mit ER Tracker
oder Lyso Tracker wurde mit einem Argonlaser bei 488 nM angeregt und die Emission
mittels eines 505 nm Langpass-Filters detektiert, wihrend die Emission in Kombination mit
Tetramethylrhodamin mit einem 505-530 nm Bandpass-Filter aufgenommen wurde. Die
Anregung des Lyso Trackers und des Tetramethylrhodamins erfolgte mit einem Helium-
Neon-Laser bei einer Wellenlinge von 542 nm und die Emission wurde mit einem 560 nm
Langpass-Filter detektiert. Der ER Tracker wurde mit der 364 nm-Linie eines UV-Lasers
(Enterprise II, Laser Innovations) angeregt und die Fluoreszenz wurde mit einem 475 nm

Langpass-Filter aufgenommen.

3.2.5. Statistische Datenauswertung und Présentation

Die Tabellen und Grafiken wurden mit dem Programm Prism 3.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, U.S.A)) erstellt. Die Messwerte sind als Mittelwerte (MW) dargestellt und das
Mal der Streuung entweder als = Standardabweichung (SD) der Mehrfachbestimmung eines
repriasentativen Experiments oder als + Standardfehler (SEM) mehrerer unabhédngiger
Experimente angegeben. Die jeweils verwendeten Methoden zur statistischen Auswertung

sind in den Legenden der Abbildungen angegeben.
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4. Ergebnisse

4.1. Mechanismus der durch den M3-Rezeptor induzierten SphK1-Translokation
in HEK-293-Zellen

Es ist bekannt, dass verschiedene Membranrezeptoren, wie z.B. G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren oder Rezeptoren fiir Wachstumsfaktoren (Maceyka et al., 2002), die SphK-
Aktivitit und damit die intrazelluldre S1P-Produktion stimulieren kdnnen.

Im Vorfeld dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Stimulation Gg-gekoppelter
Rezeptoren, wie etwa des Ms-Rezeptors, nicht nur eine Aktivierung der murinen SphKl,
sondern auch eine Translokation der im Basalzustand vorwiegend cytosolisch lokalisierten,
murinen SphK1 vom Cytosol an die Plasmamembran induziert (Danneberg, 2003). Die
Stimulation anderer G-Protein-gekoppelter Rezeptoren hatte jedoch keinen Einfluss auf die
Lokalisation der murinen SphK1 (Danneberg, 2003). In der Literatur wurde beschrieben, dass
fir die durch PMA und TNF-a induzierte Translokation der humanen SphK1 eine
Phosphorylierung des Ser”® der humanen SphK1 durch eine ERK-ihnliche Kinase notwendig
ist (Pitson et al., 2003). Die Translokation wird durch die Bindung der SphK1 an das in der
Membran lokalisierte Phosphatidylserin vermittelt, wobei die Aminosiuren Thr’* und Asn®™
der SphK1 mit dem Phosphatidylserin interagieren und fiir die Translokation an die
Plasmamembran ebenfalls bendtigt werden (Stahelin et al., 2005). Der molekulare
Mechanismus der durch Carbachol induzierten SphK1-Translokation und ihre funktionelle
Bedeutung waren jedoch bisher nicht bekannt und sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit

weiter charakterisiert werden.

4.1.1. Subzellulire Lokalisation und Translokation der humanen SphK1

Wie bereits oben erwihnt, ist die durch Carbachol induzierte Translokation bisher nur fiir die
murine SphK1 untersucht worden. Fiir die folgenden Untersuchungen stand, neben dieser
YFP-gekoppelten murinen SphK1, eine GFP-gekoppelte humane SphK1 zur Verfiigung.
HEK-293-Zellen, die stabil den M3-Rezeptor exprimierten und glatte GefaBmuskelzellen der
Linie A10 aus der Ratte wurden mit dieser humanen GFP-SphK1 bzw. der YFP-gekoppelten
murinen SphK1 transfiziert. Die SphK1-Lokalisation und Translokation nach Stimulation mit
Carbachol wurde mit einem konfokalen Laserscanning-Mikrosokop untersucht. Wie in Abb. 2

gezeigt, war die humane SphK1, wie die murine YFP-gekoppelte SphK1, in den HEK-293-
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Zellen im Basalzustand cytosolisch lokalisiert. Die Stimulation des M;-Rezeptors mit
Carbachol induzierte eine massive Translokation der humanen GFP-SphK1 vom Cytosol an
die Plasmamembran (Abb. 2 A). Die durch Carbachol induzierte Translokation der humanen
SphK1 war mit einer deutlichen exponentiellen Abnahme der cytosolischen
Fluoreszenzintensitdt verbunden (Abb. 2 C). Auch in den glatten GefaBmuskelzellen der Linie
A10 konnte eine deutliche Carbachol-induzierte Translokation der murinen SphK1 an die
Plasmamembran und vor allem in die Lamellipodien und Peripherie dieser Zellen beobachtet

werden (Abb. 2 B).

225

Als Nichstes sollte untersucht werden, ob die Phosphorylierung der SphK1 am Ser**” auch

fiir die durch Carbachol induzierte Translokation notwendig ist. Dafiir wurden HEK-293-

S225A
1

Zellen mit einer GFP-gekoppelten SphK transfiziert und die Lokalisation dieser SphK1-

Mutante vor und nach Stimulation des Ms-Rezeptors im konfokalen Laserscanning-

225A
IS 5

Mikroskop untersucht. Die SphK wird aufgrund des Austausches von Serin gegen

Alanin an Position 225 nicht durch eine ERK-dhnliche Kinase phosphoryliert. Die Folge

152252 nicht nach Stimulation mit PMA oder TNF-a an die

dieser Mutation ist, dass die SphK
Plasmamembran transloziert (Pitson et al., 2003). Die GFP-gekoppelte SphK15%* war im
Basalzustand, wie die Wildtyp-SphK1, vorwiegend cytosolisch lokalisiert (Abb. 3 A). Nach
Stimulation der Zellen mit Carbachol translozierte die SphK 1374

Plasmamembran (Abb. 3 A). Dabei betrug die Halbwertszeit der SphK1%****-Translokation

massiv vom Cytosol an die

3,3 + 1,2 s und war damit genauso schnell, wie die Wildtyp-SphK1-Translokation, die mit
einer Halbwertszeit von 3,3 + 1,6 s translozierte (Abb. 3 C).

Statine inhibieren die Synthese der Isoprenoid-Zwischenprodukte Farnesylpyrophosphat
und Geranylgeranylpyrophosphat (Goldstein und Brown, 1990). Diese beiden Verbindungen
stellen wichtige posttranslationale Modifikatoren einer ganzen Reihe von Proteinen dar, zu
denen unter anderem auch heterotrimere G-Proteine und die GTPasen Ras, Rho, Rap und Rab
gehoren (Van Aelst und D’Souza-Schorey, 1997). Diese GTPasen werden durch
Farnesylpyrophosphat und Geranylgeranylpyrophosphat isoprenyliert, was entscheidend fiir
deren intrazelluldre Lokalisation und Aktivierung ist. Es sollte untersucht werden, ob durch
die Stimulierung des M;-Rezeptors mit Carbachol eine Farnesylierung oder
Geranylgeranylisierung der SphK1 induziert wird und ob als Folge dessen die SphK1 an die
Plasmamembran transloziert. Die durch Carbachol induzierte Translokation der murinen
SphK1 wurde jedoch nicht durch die Vorbehandlung der Zellen mit Simvastatin inhibiert
(Abb. 4).
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Abb. 2: Durch Carbachol induzierte Translokation der humanen und murinen
SphK1 in stabil den M;3;-Rezeptor exprimierenden HEK-293-Zellen und glatten
Gefalimuskelzellen der Linie A10

HEK-293-Zellen (A) und glatte GefdBmuskelzellen (B) wurden mit der humanen GFP-
SphK1 oder murinen YFP-SphK1 transfiziert. Die in A und B gezeigten Bildserien sind
mit einem konfokalen Mikroskop aufgenommene Zeitverldufe. Die Zeitpunkte sind auf
jedem Bild oben links dargestellt und beginnen mit dem Start des Experimentes. Die
Stimulation mit 100 uM Carbachol erfolgte jeweils nach 30 s. C zeigt den Zeitverlauf der
cytosolischen Fluoreszenzintensitdit in HEK-293-Zellen vor und nach Zugabe von
Carbachol. Aus den angepassten Exponentialfunktionen (—) wurden die Halbwertszeiten

der Translokationen berechnet, die in Abb. 3 C dargestellt sind.
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Abb. 3: Zeitverlauf der durch Carbachol induzierten Translokation der humanen
SthlS225A in stabil den M3-Rezeptor exprimierenden HEK-293-Zellen

HEK-293-Zellen wurden mit der humanen GFP-SphK15#°* transfiziert. Die in A gezeigte
Bildserie ist ein mit einem konfokalen Mikroskop aufgenommener Zeitverlauf. Die
Zeitpunkte sind auf jedem Bild oben links dargestellt und beginnen mit dem Start des
Experimentes. Die Stimulation mit 100 uM Carbachol erfolgte nach 26 s. B zeigt den
Zeitverlauf der cytosolischen Fluoreszenzintensitit in den in A abgebildeten Zellen, vor
und nach Zugabe von Carbachol. Aus den angepassten Exponentialfunktionen (—) wurden
die Halbwertszeiten der Translokationen berechnet und im Vergleich zu den
Halbwertszeiten der GFP-SphK 1-Translokationen in C dargestellt. Die Abbildung zeigt die

Mittelwerte £ SD aus der Anzahl n der analysierten Zellen.
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Kontrolle 100 pM Carbachol 1 min
5 uM Simvastatin

Abb. 4: Einfluss von Simvastatin auf die durch Carbachol induzierte Translokation
der murinen SphK1 in stabil den M3-Rezeptor exprimierenden HEK-293-Zellen

Die Zellen wurden mit muriner YFP-SphK1 transfiziert und vor der Messung iiber Nacht
mit 5 uM Simvastatin inkubiert. Die Bilder zeigen mit Simvastatin vorbehandelte Zellen

vor und nach der Stimulation mit 100 uM Carbachol.

4.1.2. Vergleich der durch Carbachol induzierten Translokation der SphK1 mit der
Translokation anderer Signalmolekiile
Die Stimulation der SphKI1-Translokation durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren war
spezifisch fiir G4-gekoppelte Rezeptoren. Diese induzieren eine Aktivierung von PLC und die
Produktion von Diacylglycerol (DAG) und IP;, welche zur Aktivierung von PKC und
Mobilisierung von Ca®" fiihren. Hierdurch wird unter anderem eine Translokation von
Proteinen mit DAG-bindenden Dominen ausgelost, wozu z. B. PKC-Isoformen und
Proteinkinase D (PKD) gehoéren. Um die SphK1-Translokation nidher zu charakterisieren,
sollte sie mit der Translokation von PKC-Isoformen und PKD verglichen werden.

HEK-293-Zellen wurden mit der YFP-gekoppelten, murinen SphK1 sowie einer RFP-
gekoppelten PKD oder einer CFP-gekoppelten PKCo cotransfiziert. Im konfokalen
Laserscanning-Mikroskop wurde deren Lokalisation vor und nach Stimulation mit Carbachol
miteinander verglichen.

Vor der Stimulation mit Carbachol befand sich die PKCa-CFP, genauso wie die SphK1,
vorwiegend im Cytosol der Zellen (Abb. 5). Durch die Stimulation mit Carbachol
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translozierten sowohl die SphK1 als auch die PKCa an die Plasmamembran (Abb. 5). Dabei
fiel jedoch auf, dass die Translokation der PKCa deutlich schneller verlief. Auch zeigte sich,
dass die PKCa-Translokation, im Gegensatz zur langanhaltenden Translokation der SphKl,
nur transient war und das Protein nach der Translokation an die Plasmamembran innerhalb
von Sekunden wieder ins Cytosol zuriick translozierte. Da die PKCo-Translokation Ca”*-
abhéngig ist, konnte die Stimulation der Zellen mit dem Ca*"-Ionophor Ionomycin eine
erneute Translokation des Proteins an die Plasmamembran induzieren, wobei diese
Stimulation keinen Einfluss auf die translozierte SphK1 hatte (Abb. 5).

Die beiden Enzyme PKD und SphK1 waren im Basalzustand der Zellen vorwiegend im
Cytosol lokalisiert (Abb. 6). Beide Proteine translozierten nach der Zugabe von Carbachol an
die Plasmamembran der Zellen (Abb. 6). Die Halbwertszeit der PKD-Translokation war sehr
variabel und betrug im Durchschnitt 12 £ 6,6 s wihrend die Halbwertszeit der murinen SphK1
3,3 £ 1,3 s betrug (Abb. 6). Die Gg-stimulierte PKD-Translokation war, wie die SphK1-
Translokation, ebenfalls lang anhaltend. Damit konnte gezeigt werden, dass der Verlauf und
die Kinetik der durch Carbachol induzierten PKD- und SphK1-Translokation sehr dhnlich
verliefen, wihrend sich die durch Carbachol induzierte Translokation der PKCa deutlich von
der SphK 1-Translokation unterschied.

Die PKD-Translokation ist abhéngig von der Bindung an DAG und der Aktivierung durch
die PKC. Um dies zu iiberpriifen wurden HEK-293-Zellen mit der PKD-RFP transfiziert und
die Lokalisation vor und nach Stimulation mit PMA untersucht. Durch Stimulation mit PMA
translozierte die cytosolische PKD massiv an die Plasmamembran der Zellen (Abb. 7). Die
Halbwertszeit der PKD-Translokation betrug 19,2 + 3,7 s (Abb. 7).

In der Literatur ist beschrieben, dass die in HEK-293-Zellen iibexprimierte humane
SphK1 nach Stimulation mit PMA ebenfalls vom Cytosol an die Plasmamembran transloziert
(Pitson et al., 2003). Im Vergleich zu der durch Carbachol induzierten SphK1-Translokation
war jedoch die durch PMA stimulierte Translokation der humanen und murinen SphK1 sehr
schwach ausgeprdgt und nur an den Zell-Zell-Kontakten gut erkennbar (Abb. 8). Die
anschliefende Stimulation mit Carbachol 16ste, auch nach der Stimulation mit PMA, noch
eine massive und rasche Translokation der SphK1 aus und verstirkte die PMA-induzierte
Translokation (Abb. 8 A). Auch die kombinierte Stimulation mit PMA und dem Ca®'-
Ionophor Ionomycin, induzierte nur eine sehr schwache Translokation der murinen und
humanen SphK1 und hatte keinen Einfluss auf die anschlieBend durch Carbachol induzierte

massive SphK 1-Translokation (Abb. 8 B).
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Damit waren der Verlauf, die Kinetik und die Intensitdt der durch PMA induzierten PKD- und

SphK1-Translokation unterschiedlich voneinander.

40
= ¢ Carbachol
=
2 % 30'K’1 lIonomycin
[3) ~Nd
Z g |
El=
2 o 20-
H N
> &
© 5
= 10+
== —PKCa-CFP
YFP-SphK1
0 T T T
0 60 120 180
Zeit (s)

Abb. 5: Zeitverlauf der durch Carbachol induzierten Cotranslokation der murinen
SphK1 und der PKCa

Die Zellen wurden mit muriner YFP-SphK 1 und PKCa-CFP cotransfiziert. Am dritten Tag
nach der Transfektion wurde die Translokation der SphK1 und der PKCo getrennt
voneinander im Multikanal-Modus eines konfokalen Laserscanning-Mikroskopes
aufgenommen. Nach den jeweiligen Messreihen wurde der Zeitverlauf der cytosolischen
Fluoreszenzintensitit in den Einzelzellen bestimmt. Die Pfeile weisen auf die Zeitpunkte

der Zugabe der Stimulantien hin.
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Abb. 6: Zeitverlauf der durch Carbachol induzierten Cotranslokation der murinen
YFP-SphK1 und der PKD-RFP

Die Zellen wurden mit muriner YFP-SphK1 und PKD-RFP cotransfiziert. Am dritten Tag
nach der Transfektion wurde die Translokation der SphK1 und PKD-RFP getrennt
voneinander im Multikanal-Modus eines konfokalen Laserscanning-Mikroskopes
aufgenommen. Die Bildserien zeigen cotransfizierte Zellen vor und nach der Stimulation
mit 100 uM Carbachol. Die Halbwertszeiten wurden durch Anpassung von
Exponentialfunktionen an den Zeitverlauf der cytosolischen Fluoreszenzintensitit

ermittelt. Gezeigt sind die Mittelwerte + SD aus der Anzahl n analysierter Zellen.
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Abb. 7: Zeitverlauf der durch PMA induzierten Translokation der PKD-RFP

Die Zellen wurden mit der PKD-RFP transfiziert. Die Bildserie zeigt mit PKD-RFP
transfizierte HEK-293-Zellen vor und nach der Stimulation mit 1 uM PMA. Die
Stimulation erfolgte nach 31 s. Die Halbwertszeiten wurden durch Anpassung von
Exponentialfunktionen (—) an den Zeitverlauf der cytosolischen Fluoreszenzintensitit

ermittelt. Angegeben ist der Mittelwert = SD aus einem repréisentativen Ergebnis (n=7).
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[ S— [ S— [ S— [ S—

10 ym 10 pym 10 pm 10 pym
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10 pym 10 ym 10 pym 10 pym

humane GFP-SphK1

murine YFP-SphK1

Abb. 8: Zeitverlauf der durch PMA oder durch PMA und Ionomycin induzierten
Translokation der SphK1 in stabil den M3-Rezeptor exprimierenden HEK-293-Zellen
HEK-293-Zellen wurden mit der GFP-SphK1 oder der YFP-SphKI1 transfiziert. Die
gezeigten Bildserien sind mit einem konfokalen Mikroskop aufgenommene Zeitverlaufe.
Die Zeitpunkte sind auf jedem Bild oben links dargestellt und beginnen mit dem Start des
Experimentes. A: Die Stimulation der Zellen mit 1 uM PMA erfolgte nach 30 s und die
Stimulation mit 100 uM Carbachol nach 600 s. B: Die Stimulation der Zellen mit 1 pM
PMA und 1 uM Ionomycin erfolgte nach 30 s und die Stimulation mit 100 uM Carbachol
nach 509 s.
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4.1.3. Klonierung und Lokalisation von SphK1-Fragmenten

Da nicht bekannt war, welche Regionen oder Aminosdurereste der SphK1 fiir die durch
Carbachol induzierte Translokation notwendig sind, wurden verschiedene CFP-gekoppelte
SphK1-Fragmente generiert. Die humane GFP-SphK1, die freundlicherweise von Dr. Stuart
Pitson (Adelaide, Australien) zur Verfligung gestellt worden war, wurde in den pECFP-C1-
Vektor umkloniert und als Vorlage benutzt, um sechs SphKI1-Fragmente mit Hilfe von
spezifischen Oligonukleotiden mittels PCR zu synthetisieren, die dann in den pECFP-C1-
Vektor kloniert wurden (Abb. 9 und 10). HEK-293-Zellen wurden mit den SphKI1-
Fragmenten 1-6 und der CFP-SphK1 transfiziert und ihre Lokalisation vor und nach der
Stimulation des Mj3-Rezeptors mit Carbachol im konfokalen Laserscanning-Mikroskop
untersucht.

Die CFP-SphK1 verhielt sich wie zuvor fiir die GFP-SphK1 beschrieben. Der Vergleich mit
der Translokation der GFP-SphK1 =zeigte keinen signifikanten Unterschied und die
Halbwertszeiten der GFP-SphK1-Translokation bzw. der CFP-SphK1-Translokation betrugen
3,8+ 1sbzw. 3,6 £ 0,9 s (Abb. 11). Die SphK1-Fragmente 1-5 waren vor der Stimulation mit
Carbachol vorwiegend cytosolisch lokalisiert (Abb. 11). Das SphK1-Fragment 6 befand sich
nicht nur im Cytosol, sondern war in ca. 90 % der beobachteten Zellen auch im Kern
lokalisiert (Abb. 11). Nur das SphK1-Fragment 3 translozierte durch die Stimulation mit
Carbachol an die Plasmamembran (Abb. 11). Die Halbwertszeit dieser Translokation betrug
4,2 + 1,3 s und erfolgte damit in der etwa gleichen Geschwindigkeit wie die Translokation der
CFP-SphK1, deren Halbwertszeit in dieser Messreihe 4 = 1,6 s betrug (Abb. 11). Die
Lokalisation der cytosolischen SphK1-Fragmente 1, 2, 4, 5 und 6 blieb durch die Stimulation
mit Carbachol dagegen unbeeinflusst (Abb. 11).

Von der murinen SphK1 waren freundlicherweise die zuvor beschriebenen N- und C-
terminalen Fragmente SphK1'"'% und SphK1"*** zur Verfiigung gestellt worden. Anhand
dieser Fragmente war gezeigt worden, dass bestimmte Regionen in der Nidhe des C-Terminus
der SphK1 und nicht der die Diacylglycerolkinase-Domédne umfassende N-Terminus des
Enzyms fiir die Phospholipase D (PLD)-abhéngige Translokation der murinen SphK1 an
intrazelluldre Vesikel benétigt werden (Delon et al., 2004).

Als Nichstes wurde die Lokalisation dieser beiden Fragmente nach Stimulation des M;-
Rezeptors mit Carbachol in HEK-293-Zellen untersucht. Wie in Abb. 12 gezeigt ist, wurde

durch die Stimulation mit Carbachol die cytosolische Lokalisation des N-terminalen
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Fragments SphK1'"'® nicht beeinflusst, wihrend das C-terminale Fragment SphK1'*3*

schwach zur Plasmamembran translozierte.

51

101

151

201

251

301

351

MDPAGGPRGV
LMLTERRNHA
1QKPLCSLPA
NLLSLHTASG
AALRTYRGRL
VVPDEDFVLV
RLFLAMEKGR

QGQVHPNYFW

ATG

LPRPCRVLVL

RELVRSEELG

GSGNALAASL

LRLFSVLSLA

AYLPVGRVGS

LALLHSHLGS

HMEYECPYLV

MVSGCVEPPP

LNPRGGKGKA
RWDALVVMSG
NHYAGYEQVT
WGF 1 ADVDLE
KTPASPVVVQ
EMFAAPMGRC
YVPVVAFRLE

SWKPQQMPPP

humane SphK1 384 AS

LQLFRSHVQP
DGLMHEVVNG
NEDLLTNCTL
SEKYRRLGEM
QGPVDAHLVP
AAGVMHLFYV
PKDGKGMFAV

EEPL

TAG

LLAEAEISFT

LMERPDWETA

LLCRRLLSPM

RFTLGTFLRL

LEEPVPSHWT

RAGVSRAMLL

DGELMVSEAV

< AS 1-190 > SphK1-Fragment 1
€ AS 1-350 > SphK1-Fragment 2
< AS 1-377 > SphK1-Fragment 3
< AS 134-384 > SphK1-Fragment 4
AS 111-384

A

AS 211-384

v

A

v

SphK1-Fragment 5
SphK1-Fragment 6

Abb. 9: Aminosiuresequenz der humanen SphK1 und Darstellung der SphK1-

Fragmente

Die GFP-gekoppelte humane SphK1 diente als Vorlage zur Synthese der SphKI-

Fragmente. Sechs SphKI-Fragmente wurden mit Hilfe von jeweils spezifischen

Oligonukleotiden mittels PCR generiert und in den pECFP-C1-Vektor kloniert.

56



4. Ergebnisse

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

ATGGATCCAG

CGGGCGGCCC

FhSK1-CFP-FL —

CTGAACCCGC

CTTTTGGCTG

CGGGAGCTGG

GACGGGCTGA

ATCCAGAAGC

AACCATTATG

TTGCTGTGCC

CTGCGCCTCT

AGTGAGAAGT

GCAGCCTTGC

AAGACACCTG

CTGGAGGAGC

CTGGCACTGC

GCAGCTGGCG

CGCCTCTTCC

TATGTGCCCG

GATGGGGAAT

ATGGTCAGCG

GAAGAGCCCT

GCGGCGGCAA

AGGCTGAAAT

TGCGGTCGGA

TGCACGAGGT

CCCTGTGTAG

CTGGCTATGA

GCCGGCTGCT

TCTCTGTGCT

ATCGGCGTCT

CCGGGGCGTG CTCCCGCGGC CCTGCCGCGT

GGGCAAGGCC TTGCAGCTCT TCCGGAGTCA

CTCCTTCACG CTGATGCTCA CTGAGCGGCG

GGAGCTGGGC CGCTGGGACG CTCTGGTGGT

GGTGAACGGG CTCATGGAGC GGCCTGACTG

CCTCCCAGCA GGCTCTGGCA ACGCGCTGGC
FhSK1-CFP-F5 —

AATGAAGACC TCCTGACCAA

GCAGGTCACC

GCTGGTGCTG

CGTGCAGCCC

GAACCACGCG

CATGTCTGGA

GGAGACCGCC

AGCTTCCTTG

CTGCACGCTA

FhSK1-CFP-F4 —

GTCACCCATG AACCTGCTGT CTCTGCACAC

CAGCCTGGCC TGGGGCTTCA TTGCTGATGT

GGGGGAGATG CGCTTCACTC TGGGCACTTT

GCACTTACCG

CCTCCCCCGT

CAGTGCCCTC

TGCACTCGCA

TCATGCATCT

TGGCCATGGA

TGGTCGCCTT

TGATGGTTAG

«— RhSKI-CFP-F1

CGGCCGACTG GCTTACCTCC CTGTAGGAAG
FhSK1-CFP-F6 —

TGTGGTCCAG CAGGGCCCGG TAGATGCACA

TCACTGGACA GTGGTGCCCG ACGAGGACTT

CCTGGGCAGT GAGATGTTTG CTGCACCCAT

GTTCTACGTG CGGGCGGGAG TGTCTCGTGC

GAAGGGCAGG CATATGGAGT ATGAATGCCC

CCGCTTGGAG CCCAAGGATG GGAAAGGTAT

CGAGGCCGTG CAGGGCCAGG TGCACCCAAA

GTTGCGTGGA

TATGA

«— RhSK1-CFP-FL

«— RhSKI-CFP-F2
GCCCCCGCCC AGCTGGAAGC CCCAGCAGAT

GGCTTCGGGG

GGACCTAGAG

CCTGCGTCTG

AGTGGGTTCC

CCTTGTGCCA

TGTGCTAGTC

GGGCCGCTGT

CATGCTGCTG

CTACTTGGTA

GTTTGCAGTG

CTACTTCTGG

GCCACCGCCA

«— RhSKI-CFP-F3

Abb

Die Sequenzen der bei

der

. 10: Codierende Nukleotidsequenz der humanen SphK1

Amplifizierung der

SphK1-Fragmente verwendeten

Oligonukleotide sind unterstrichen dargestellt. Die Pfeile geben dabei die Leserichtung an.
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Abb. 11: Durch Carbachol induzierte Translokation der humanen CFP-SphK1 und
der CFP-SphK1-Fragmente in stabil den M3-Rezeptor exprimierenden HEK-293-
Zellen

HEK-293-Zellen wurden mit der humanen CFP-SphK1 oder den CFP-gekoppelten
Fragmenten 1-6 transfiziert. Die gezeigten Bildpaare zeigen Zellen vor und nach
Stimulation mit 100 uM Carbachol (Carb). Die Halbwertszeiten wurden durch Anpassung
von Exponentialfunktionen an den Zeitverlauf der cytosolischen Fluoreszenzintensitit

ermittelt. Gezeigt sind Mittelwerte + SD aus der Anzahl n der analysierten Zellen
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SphK1!-169 SphK 1134388

—_— | —

10 pm 10 ym

Kontrolle 100 pM Carbachol 1 min Kontrolle 100 pM Carbachol 1 min

Abb. 12: Durch Carbachol induzierte Translokation der N- und C-terminalen
Fragmente der murinen SphK1 in stabil den M3-Rezeptor exprimierenden HEK-293-
Zellen

HEK-293-Zellen wurden mit dem GFP-gekoppelten N-terminalen Fragment SphK1''%

134-
1134388

und dem C-terminalen Fragment SphK transfiziert. Die Bildpaare zeigen Zellen vor

und nach Stimulation mit 100 uM Carbachol.

4.1.4. Einfluss von konstitutiv aktivem Gog4 auf die SphK1-Lokalisation

Im Vorfeld dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von konstitutiv
aktivem Gag\'* die Carbachol-stimulierte Translokation der murinen SphK1 an die
Plasmamembran imitierte (Danneberg, 2003). Um zu iberpriifen, ob dieser Einfluss von
konstitutiv aktivem Gag, auch von anderen Mitgliedern der Gog-Familie ausgeilibt werden

konnte, wurde der Einfluss von konstitutiv aktivem Ga, 1Q209L

getestet.

Da fiir die unter 3.2.4.4. beschriebenen Coimmunoprizipitationen das konstitutiv aktive
Gan2O9L mit internem Glu-Glu-Epitop verwendet werden sollte, wurde untersucht, ob eine
Expression dieses Proteins ebenfalls eine SphK1-Translokation auslosen wiirde. HEK-293-
Zellen wurden mit konstitutiv aktivem GanZOQL-EE oder Gay;¥”" und der YFP-gekoppelten
murinen SphK1 cotransfiziert und die subzelluldre Lokalisation der YFP-SphK1 untersucht.
Auch die Uberexpression des konstitutiv aktiven Go,®*"-EE und des Gay;¥”" induzierten
eine massive Translokation der murinen SphK1 vom Cytosol an die Plasmamembran (Abb.
13 A). Dabei war die SphK1 zwar iiberwiegend an der Plasmamembran lokalisiert, doch

befand sich auch ein grofler Teil der SphK1 in den Zellausldufern, mit denen sich die Zelle

auf dem Untergrund anhaftete (Abb. 13 B).
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YFP-SphK1 + Gquzo"L-EE

Abb. 13: Translokation der murinen SphK1 durch Uberexpression von konstitutiv
aktiven a-Untereinheiten verschiedener Mitglieder der Gag-Familie in stabil den
M;-Rezeptor exprimierenden HEK-293-Zellen

HEK-293-Zellen wurden mit der murinen YFP-SphK1 und dem konstitutiv aktivem
Gan209L—EE, GomQzOgL oder dem pcDNA3.1-Vektor cotransfiziert. B stellt einen Stapel
von Bildschnitten durch eine Zelle dar. Insgesamt wurden sechs Schnittebenen durch die
Zelle gelegt, wobei die Bildserien von links oben nach rechts unten die Schnittebenen von
unten nach oben darstellen. Die Bilder wurden mit einem konfokalen Laserscanning-

Mikroskop aufgenommen.

4.1.5. Coimmunoprizipitation
Um zu untersuchen, ob eine direkte Interaktion von Gog-Proteinen mit der SphK1 vorliegt,
wurden mit muriner YFP-SphK1 und konstitutiv aktivem GanZOQL-EE oder mit pEYFP-

Vektor und konstitutiv  aktivem  Ga,@”"-EE  cotransfizierte =~ HEK-293-Zellen
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Coimmunoprézipitationsstudien durchgefiihrt. Die Transfektionseffizienz wurde fiir den
pEYFP-Vektor und die YFP-SphK1 vor Versuchsbeginn iiberpriift und betrug ca. 70 %. In
allen Prizipitaten wurden bei ca. 50 kDa die prazipitierten, schweren Ketten der verwendeten
Antikdrper immunodetektiert (Abb. 14 A und B). Die Immunodetektion der prézipitierten
Proteine mit dem anti-YFP Living Colors Antikorper zeigte, dass sowohl die Féllung des
freien YFP, sowie die Fillung der YFP-gekoppelten murinen SphK1 mit dem anti-YFP
Living Colors Antikorper funktionierte (Abb. 14 A). Deutlich konnte kurz oberhalb der 29
kDa-Bande des Markers das Signal des 27 kDa groen YFP nachgewiesen werden (Abb. 14
A). Bei ca. 69 kDa ist deutlich das Signal der YFP-SphK1 zu sehen (Abb. 14 A). Durch die
anti-Gog-Immunodetektion, der mit dem anti-YFP Living Colors gefillten Proteine, konnte
eine direkte Interaktion des konstitutiv aktivem Goa,Y""-EE und der YFP-SphKl
nachgewiesen werden. Bei ca. 42 kDa war deutlich das Signal des mit der YFP-SphKl
coprézipitierten Gog zu erkennen (Abb. 14 B). Im Gegensatz dazu konnte das G(quzogL-EE
selbst nicht durch die Immunodetektion mit dem Antikorper anti-Gogq in den mit dem
Antikorper anti-Glu-Glu gefillten Prézipitaten (Abb. 14 B) nachgewiesen werden.

Q209L

Dies deutete darauf hin, dass die Fillung des konstitutiv aktivem Goyq -EE mit dem

Q209L

Antikorper anti-Glu-Glu nicht funktionierte. Auch der Versuch, das Gog~" -EE mit dem

Antikorper anti-Gog zu prézipitieren verlief negativ (nicht gezeigt). Um zu untersuchen, ob
die Prézipitationen mit dem Antikorper anti-Glu-Glu wirklich nicht funktionierten oder es

vielleicht an der Immunodetektion mit dem anti-Goy Antikdrper lag, wurden HEK-293-Zellen

Q209L

mit Gog - -EE oder mit pcDNA3.1-Leervektor transfiziert und wie unter 3.2.4.4.

beschrieben, immunprazipitiert. Zusétzlich wurde neben den Prézipitaten, auch Aliquots der
Lysate der mit Gan209L—EE oder mit pcDNA3.1-Vektor transfizierten Zellen, auf ein SDS-

Polyacrylamid-Gel aufgetragen und immunodetektiert. Wie in Abb. 15 gezeigt, konnte das

Q209L

konstitutiv aktive Gayg nicht durch die Detektion mit dem Antikdrper anti-Gag in den

Prazipitaten des Antikorpers anti-Glu-Glu nachgewiesen werden. Es war kein Unterschied

Q209L

zwischen den Prézipitaten der Goyg -EE transfizierten und den Prizipitaten der pcDNA3.1

tranfizierten Zellen zu erkennen (Abb. 15). Jedoch konnte das {iberexprimierte G(quzogL-EE in

Q209L

den Lysaten der mit Gog~~ -EE transfizierten Zellen bei ca. 42 kDa nachgewiesen werden

(Abb. 15). In den Lysaten der Kontrollzellen wurde deutlich das endogene Go, bei ca. 42 kDa

durch den Antikoérper anti-Gog detektiert (Abb. 15), jedoch war das Signal nicht so prignant

Q209L

wie in den Lysaten der Gag -EE transfizierten Zellen.
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Abb. 14: Coimmunoprizipitation der murinen YFP-SphK1 und dem konstitutiv

aktivem Ga,

QOL_pp

Es wurden Lysate aus HEK-293-Zellen hergestellt, die mit dem pEYFP-Vektor und
konstitutiv aktivem Go,@”"-EE oder der YFP-SphK1 und dem konstitutiv aktivem

GanzogL—EE cotransfiziert waren. Die Proteine wurden mit den Antikdrpern gegen

YFP und gegen das Epitop Glu-Glu prézipitiert. Die prizipitierten Proteine wurden

mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Die

Detektion erfolgte mit den Antikdrper gegen YFP (A) oder gegen Gag (B) und dem

Sekundér-Antikorper gegen Kaninchen/Peroxidase Konjugat.
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pcDNA3.1
Expr.: —_—
Go Q¥L-EE
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45—

B e e 1« Go QYL-EE/endogenes Ga,
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20— "
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IP: anti-Glu-Glu  Lysate

WB: anti-GOLq

Abb. 15: Immunopriizipitation und Nachweis des Gan2°9L

-EE in Priazipitaten

Es wurden Lysate aus HEK-293-Zellen hergestellt, die mit GanzogL—EE oder pcDNA3.1-
Vektor tranfiziert waren. Die Proteine wurden mit den Antikdrpern gegen das Epitop Glu-
Glu sowie mit Protein-A Sepharose Beads prézipitiert. Die prizipitierten Proteine bzw.
Lysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran
transferiert. Die Detektion erfolgte mit den Antikorper gegen Gogq und dem Sekundir-

Antikorper gegen Kaninchen/Peroxidase Konjugat.
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4.2. Funktionelle Bedeutung der G4-stimulierten Translokation der SphK1 an die
Plasmamembran in den M3-Rezeptor stabil exprimierenden HEK-293-Zellen

Aus den oben beschriebenen Ergebnissen ergab sich als Néchstes die Frage, welche
funktionelle Bedeutung die durch Carbachol induzierte Translokation der SphK1 an die
Plasmamembran haben konnte. Es erschien wahrscheinlich, dass nach der Gg-stimulierten
Translokation der SphK1 an die Plasmamembran dort vermehrt S1P gebildet werden konnte.
Dieses lokal an der Plasmamembran gebildete S1P konnte dann die dort gelegenen G-Protein-

gekoppelten S1P-Rezeptoren aktivieren. Diese Hypothese wurde im Folgenden untersucht.

4.2.1. Lokalisation des S1P-Rezeptors vor und nach Stimulierung des Ms;-
Rezeptors

Eine Aktivierung von S1P-Rezeptoren ldsst sich unter anderem anhand ihrer nachfolgenden
Internalisierung nachweisen. Um zu untersuchen, ob die durch Carbachol induzierte SphK1-
Translokation zu einer Aktivierung von S1P-Rezeptoren fiihren konnte, wurden stabil mit
dem M3-Rezeptor transfizierte HEK-293-Zellen mit einem GFP-gekoppelten S1P;-Rezeptor
transfiziert und die Zellen fiir 2 h mit SIP und Carbachol stimuliert. Danach wurden die
Zellen fixiert und die Lokalisation des Rezeptors iiberpriift. Nach der Uberexpression des
GFP-gekoppelten S1P1;-Rezeptors in HEK-293-Zellen war der Rezeptor in den
Kontrollzellen vorwiegend in der Plasmamembran lokalisiert (Abb. 16). In den mit S1P
stimulierten Zellen, die als Positivkontrollen der Rezeptorinternalisierung dienten, wurde der
S1P;-Rezeptor durch das exogene S1P groBtenteils internalisiert und von der Plasmamembran
in den perinukledren Raum des Cytosols transportiert.

Die Stimulation des M3-Rezeptors mit Carbachol fiihrte ebenfalls zur Internalisierung des
S1P;-Rezeptors (Abb. 16). Dabei war die Rezeptorinternalisierung jedoch nicht so stark
ausgepragt wie bei den mit S1P-stimulierten Zellen. Es war ein immer noch betréchtlicher
Anteil der S1P;-Rezeptoren in der Plasmamembran der Zellen lokalisiert. Um diese
Rezeptorinternalisierungen quantifizieren zu konnen, wurde fiir jede Zelle der Quotient aus
der intrazelluliren Fluoreszenzintensitdit und der totalen zelluliren Fluoreszenzintensitét
errechnet. Wie in Abb. 16 gezeigt, induzierten sowohl S1P als auch Carbachol einen

signifikanten Anstieg der relativen intrazelluldren Fluoreszenz.
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Kontrolle S1P Carb

Abb. 16: Einfluss der Stimulation des M3-Rezeptors mit Carbachol auf den S1P;-
Rezeptor in stabil den M3-Rezeptor exprimierenden HEK-293-Zellen

Die Zellen wurden mit S1P,-GFP transfiziert. Die Zellen wurden fiir 2 h mit den
jeweiligen Stimulantien inkubiert, bevor sie dann mit PFA fixiert wurden. Die Bildserie
zeigt Zellen, die mit Vehikel, 1 uM S1P und 100 uM Carbachol (Carb) stimuliert
wurden. Eine Quantifizierung der Daten wurde durchgefiihrt, indem der Quotient aus
der intrazelluldren Fluoreszenzintensitit und der totalen zelluldren Fluoreszenzintensitét
berechnet wurde. Gezeigt sind die Mittelwerte = SD aus einem reprisentativen
Experiment (n = 3-7).

** P <0,01 im Vergleich zur Kontrolle; #, P < 0,01 im Vergleich zur Kontrolle in One-
Way ANOVA gefolgt vom Dunnet's Multiple Comparison Test
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4.2.2. Lokalisation der S1P,- und S1P;-Rezeptoren vor und nach Stimulierung des M3-
Rezeptors

Als Nichstes wurde untersucht, ob weitere S1P-Rezeptoren durch die Stimulation des Mj3-
Rezeptors mit Carbachol internalisiert werden konnten. Die mit 3xHA-S1P, bzw. 3xHA-S1P;
transfizierten HEK-293-Zellen wurden mit Carbachol und S1P vorbehandelt, immungefarbt
und die Lokalisation der Rezeptoren untersucht. Wie in Abb. 17 gezeigt ist, waren die beiden
liberexprimierten Rezeptoren S1P, und S1P; in den Kontrollzellen vorwiegend in der
Plasmamembran lokalisiert. Die Stimulation mit S1P und auch mit Carbachol induzierten eine

Internalisierung des S1P,- sowie des S1P3-Rezeptors (Abb. 17).

3xHA-S1P,

Kontrolle 2 h 1pMS1P2h 100 pM Carb2h

3xHA-S1P,

Kontrolle 2 h 1uMSIP2h 100 pM Carb 2 h

Abb. 17: Durch Carbachol induzierte Internalisierung der S1P-Rezeptoren S1P, und
S1P; in stabil den M3-Rezeptor exprimierenden HEK-293-Zellen

Die Zellen wurden mit 3xHA-S1P, und 3xHA-S1P; transfiziert, iiber Nacht in Medium
ohne FKS inkubiert und fiir 2 h mit den Stimulantien inkubiert. Danach wurden die Zellen
fixiert und immungeférbt. Die Bildserie zeigt mit Vehikel, S1P und Carbachol (Carb)

vorbehandelte Zellen.
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4.2.3. Rolle der katalytischen Aktivitit der SphK1 bei der durch Carbachol
induzierten S1P;-Rezeptorinternalisierung

Nachdem festgestellt worden war, dass die S1P-Rezeptoren S1P;, S1P, und S1P; durch die
Stimulation des M3-Rezeptors mit Carbachol internalisiert wurden, sollte weiter untersucht
werden, ob die katalytische Aktivitdit der SphK1 fiir die durch Carbachol induzierte
Internalisierung des S1P;-Rezeptors notwendig war. Dafiir wurden HEK-293-Zellen mit einer
zuvor beschriebenen und freundlicherweise zur Verfiigung gestellten katalytisch inaktiven
und dominant-negativen SphK1%**® und dem GFP-gekoppelten S1P,-Rezeptor cotransfiziert

und mit Carbachol und S1P stimuliert. Fiir diese SpHK19**"

war gezeigt worden, dass ihre
Uberexpression die durch verschiedene Agonisten induzierte Aktivierung der SphKl
blockiert, wihrend die Uberexpression keinen Einfluss auf die basale SphK-Aktivitit besitzt
(Pitson et al., 2000b).

In den Kontrollzellen war die SphK1%%*P

cytosolisch lokalisiert und der S1P;-GFP-
Rezeptor befand sich vorwiegend in der Plasmamembran der Zellen (Abb. 18). Die
Stimulation mit S1P hatte keinen Einfluss auf die Lokalisation der SthIngD, die sich, wie in
den Kontrollen, vorwiegend im Cytosol der Zellen befand (Abb. 18). Der S1P;-Rezeptor
wurde jedoch durch die Stimulation mit S1P deutlich in den perinukledren Raum der Zelle
internalisiert (Abb. 18). Die Stimulation mit Carbachol induzierte die Translokation der
SphK19%*® vom Cytosol zur Plasmamembran (Abb. 18). Jedoch war keine durch Carbachol
induzierte Internalisierung des S1P;-Rezeptors in diesen Zellen zu beobachten. Der Rezeptor
war, trotz der Translokation der SphK19**", vorwiegend in der Plasmamembran lokalisiert

(Abb. 18). Das spricht dafiir, dass die Aktivitit der SphK1 fiir die durch Carbachol induzierte

Internalisierung des S1P;-Rezeptors bendtigt wird.
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S1P,-GFP SphK 16820

Kontrolle 2 h

S1P,-GFP SphK1¢82D

1uMSIP2h

S1P-GFP SphK16820

100 pM Carb 2 h

Abb. 18: Rolle der katalytischen Aktivitit der SphK1 bei der durch Carbachol
induzierten = S1P;-Rezeptorinternalisierung in stabil den  Mj-Rezeptor
exprimierenden HEK-293-Zellen

19%2P (rote Fluoreszenz) und S1P;-

Die Zellen wurden mit der katalytisch inaktiven SphK
GFP (griine Fluoreszenz) cotransfiziert. Nach der Transfektion wurden die Zellen iiber
Nacht in Serum-freiem Medium inkubiert, dann fiir 2 h mit Vehikel, S1P und Carbachol
(Carb) vorbehandelt, anschlieBend fixiert und immungefarbt. Die Lokalisation der SphK1
und des S1P;-Rezeptors wurde getrennt voneinander im Multikanal-Modus eines

konfokalen Laserscanning-Mikroskopes aufgenommen.
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4.2.4. Rolle der S1P;-Rezeptoraktivierung bei der durch Carbachol induzierten
S1P;-Rezeptorinternalisierung

Im weiteren Verlauf der Untersuchungen stellte sich die Frage, ob die Aktivierung des S1P;-
Rezeptors durch S1P fiir die durch Carbachol induzierte Internalisierung dieses Rezeptors
bendtigt wird. Um dies zu untersuchen, wurden den Ms-Rezeptor stabil exprimierende HEK-
293-Zellen mit den zwei S1P;-Rezeptormutanten SlPlR292A und SlP1KlllA transfiziert. Die
transfizierten Zellen wurden dann mit SIP und Carbachol vorbehandelt, fixiert und die
Lokalisation der SIP;-Rezeptormutanten im konfokalen Laserscanning-Mikroskop

untersucht. Die SlP1R292A

-Mutante kann das S1P aufgrund der Mutation nicht binden und
somit nicht aktiviert und internalisiert werden (Parril et al., 2000). Die S1P,*'''*-Mutante
diente als Kontrollmutante und sollte sicherstellen, dass eine Mutation nahe der SI1P-
Bindungstasche des Rezeptors keinen Einfluss auf die S1P-Bindung des Rezeptors hatte
(Parrill et al., 2000). Weder durch S1P noch durch Carbachol konnte eine Internalisierung der
S1P, ***A_Mutante ausgeldst werden (Abb. 19). Wie bei den Kontrollen, befand sich die
SIP1Rzng nach Stimulation mit Carbachol bzw. S1P vorwiegend in der Plasmamembran. Bei
den mit der Rezeptormutante S1p, KA

S1P die Internalisierung dieser S1P;-Mutante (Abb. 19). Auch die Stimulation des M;-

transfizierten Zellen induzierte hingegen das exogene

Rezeptors mit Carbachol 16ste eine Internalisierung des S1P,“'"'* aus (Abb. 19). Die
Vorbehandlung der Kontrollzellen mit dem Vehikel beeinflusste die Lokalisation der
S1P;*'""*_Mutante jedoch nicht und der Rezeptor war vorwiegend in der Plasmamembran
lokalisiert (Abb. 19). Dieses Ergebnis war ein Indiz dafiir, dass die Aktivierung des S1P;-

Rezeptors fiir die durch Carbachol induzierte S1P;-Rezeptorinternalisierung notwendig war.
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Kontrolle 2 h

Kontrolle 2 h

SlPlKlllA

1uMSIP2h

SIP1R292A

+1uMSIP2h

100 pM Carb 2 h

+100 pM Carb 2 h

Abb. 19: Rolle der S1P;-Rezeptoraktivierung bei der durch Carbachol induzierten

S1P;-Rezeptorinternalisierung in stabil den M;j-Rezeptor exprimierenden HEK-

293-Zellen

Die Zellen wurden mit den SIP;-Rezeptor-Mutanten SI1P/'''* und S1P¥**
transfiziert. Vor dem Experiment wurden die Zellen iiber Nacht in Medium ohne FKS

inkubiert und fiir 2 h mit Vehikel, SIP und Carbachol (Carb) vorbehandelt. Danach

wurden die Zellen fixiert, immungeféarbt und die Bildserie aufgenommen.
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4.2.5. Einfluss von VPC23019 auf die durch Carbachol induzierte S1P;-
Rezeptorinternalisierung

In der Literatur wurde eine Verbindung namens VPC23019 als ein kompetitiver S1P;-/S1P;-
Rezeptor-Antagonist beschrieben (Davis et al., 2005). Es sollte zunichst untersucht werden,
ob VPC23019 einen Einfluss auf die S1P-induzierte S1P;-Rezeptorinternalisierung hatte.
Dazu wurden mit S1P;-GFP transfizierte HEK-293-Zellen zuerst mit dem Vehikel bzw.
VPC23019 fiir 1 h vorbehandelt und dann mit S1P stimuliert. In den mit dem Vehikel
vorbehandelten Zellen befand sich der S1P;-Rezeptor in den Kontrollzellen tiberwiegend in
der Plasmamembran (Abb. 20). Ebenfalls hatte das Vehikel keinen Einfluss auf die durch S1P
induzierte S1P;-Rezeptorinternalisierung (Abb. 20). Die Vorbehandlung der Zellen mit dem
S1P;-/S1P3-Rezeptor-Antagonisten VPC23019 verursachte jedoch eine deutliche Hemmung
der durch S1P induzierten S1P,-Rezeptorinternalisierung (Abb. 20).

Der S1Ps-Rezeptor ist an der Induktion von intrazelluldren Ca®"-Anstiegen in HEK-293-
Zellen beteiligt. Deshalb wurden die durch SIP ausgelsten Ca*"-Anstiege mit und ohne
VPC23019-Vorbehandlung anhand von S1P-Konzentrations-Wirkungskurven untersucht.
VPC23019 selber induzierte bei diesen Ca’'-Messungen keine [Ca®']i-Anstiege (nicht
gezeigt). Die Vorbehandlung der HEK-293-Zellen mit VPC23019 fiihrte zu einer deutlichen
Rechtsverschiebung der S1P-Konzentrations-Wirkungskurve (Abb. 20). In den Kontrollzellen
induzierte S1P [Caz+]i—Anstiege mit einer ECsy von 3 nM wihrend sie in den mit VPC23019
vorbehandelten Zellen 18 nM betrug. Jedoch hatte VPC23019 keinen Einfluss auf die [Ca*']i-
Anstiege durch Stimulation der Rezeptoren des S1P-verwandten Lysophospholipids LPA
(Abb. 20). Diese Ergebnisse passten zur Hypothese, dass es sich bei VPC23019 um einen
kompetitiven S1P;-/S1P3-Rezeptor-Antagonisten handelt.

Als Naéchstes wurde untersucht, ob VPC23019 auch die durch Carbachol induzierte
Internalisierung des S1P;-Rezeptors inhibieren konnte. Dafiir wurden mit S1P;-GFP
transfizierte HEK-293-Zellen fiir 1 h mit VPC23019 vorbehandelt und danach fiir 2 h mit
Carbachol stimuliert. Nach der Inkubation wurden die Zellen fixiert und die Lokalisation des
S1P;-Rezeptors untersucht. In den mit dem Vehikel vorbehandelten Zellen befand sich der
S1P;-Rezeptor in den Kontrollzellen in der Plasmamembran (Abb. 21). Durch die Stimulation
des M3-Rezeptors mit Carbachol wurde der S1P;-Rezeptor in den mit Vehikel vorbehandelten
Zellen deutlich internalisiert (Abb. 21). Durch die VPC23019-Vorbehandlung konnte die
durch Stimulation des M3-Rezeptors induzierte S1P;-Internalisierung jedoch deutlich inhibiert

werden (Abb.21). Um diese Ergebnisse zu quantifizieren, wurde fiir jede Zelle der Quotient
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aus der gemessenen intrazelluldren Fluoreszenzintensitit und der totalen zelluldren
Fluoreszenzintensitit berechnet. Wahrend bei den mit dem Vehikel stimulierten Zellen kein
Unterschied zwischen den mit Losungsmittel und VPC23019 vorbehandelten Zellen
festzustellen war, konnte die Internalisierung des S1P;-Rezeptors durch S1P mit VPC23019
signifikant inhibiert werden (Abb. 21). Bei den mit Carbachol stimulierten Zellen inhibierte
VPC23019 die S1P;-Rezeptorinternalisierung ebenfalls signifikant (Abb. 21).
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Abb. 20: Hemmung der durch SI1P induzierten Ca2+-Anstiege und S1P;-
Rezeptorinternalisierungen durch VPC23019 in stabil den Mj;-Rezeptor
exprimierenden HEK-293-Zellen

HEK?293-Zellen wurden mit S1P;-GFP transfiziert und mit Vehikel oder VPC23019 fiir 1
h vorbehandelt. Um den Einfluss auf den S1P;-Rezeptor zu untersuchen, wurden die
Zellen dann fiir 2 h mit Vehikel oder S1P inkubiert und anschlieend fixiert. Die Bildserie
wurde an einem konfokalen Laserscanning-Mikroskop aufgenommen. Um den Einfluss
auf die durch S1P induzierten Ca®"-Anstiege zu untersuchen, wurden die Zellen nach der
VPC23019-Vorbehandlung mit Fura-2 inkubiert und mit unterschiedlichen S1P-/LPA-
Konzentrationen stimuliert. Die Kurven ergeben sich aus den Mittelwerten = SD eines

reprasentativen Experimentes, das in 2- bis 3-fach Werten durchgefiihrt wurde.
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Abb. 21: Einfluss von VPC23019 auf die durch Carbachol induzierte S1P;-
Rezeptorinternalisierung in stabil den Mj;-Rezeptor exprimierenden HEK-293-
Zellen

HEK-293-Zellen wurden mit S1P;-GFP transfiziert und mit Vehikel oder VPC23019 fur
1 h vorbehandelt. Um den Einfluss des VPC23019 auf die durch Carbachol induzierte
S1P;-Rezeptorinternalisierung zu untersuchen, wurden die Zellen fiir 2 h mit Vehikel
oder Carbachol (Carb) inkubiert und anschlieBend fixiert. Die Rezeptorinternalisierungen
wurden quantifiziert, indem der Quotient aus der intrazellularen Fluoreszenz und der
totalen zelluldren Fluoreszenz berechnet wurde. Gezeigt sind die Mittelwerte = SD aus
einem reprisentativen Experiment (n=6-13).*, P < 0,001 in One-Way ANOVA gefolgt von
Bonferroni’s Multiple Comparison Test; #, P < 0,001 in Two-Way ANOVA gefolgt von
Bonferroni posttests
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4.2.6. Wirkung von konstitutiv aktivem Gog, auf die Lokalisation des S1P;-
Rezeptors

Wie bei Punkt 4.1.4. gezeigt wurde, induzierte die Uberexpression von konstitutiv aktiven
Go, eine Translokation der SphK1 vom Cytosol zur Plasmamembran. Deshalb wurde
untersucht, ob das konstitutiv aktive Gog auch einen Einfluss auf die Lokalisation des S1P;-
Rezeptors haben konnte. Dafiir wurden HEK-293-Zellen mit GanzogL—EE und S1P;-GFP
cotransfiziert und die Lokalisation des S1P;-Rezeptors untersucht. Wie in Abb. 22 gezeigt ist,

Q2L_EE die Internalisierung des

induzierte die Uberexpression von konstitutiv aktivem Ga,
S1P;-Rezeptors in HEK-293-Zellen. Die Lokalisation der S1P;-Rezeptormutante S1p,R¥2A

blieb jedoch durch das iiberexprimierte, konstitutiv aktive Gog unbeeinflusst. (Abb. 22).

S1P,-GFP

Kontrolle Gan2°9L-EE Gan2°9L-EE

Abb. 22: Einfluss der Expression von konstitutiv aktivem Gog auf die Lokalisation
des S1P;-Rezeptors in stabil den M;-Rezeptor exprimierenden HEK-293-Zellen

Stabil den Mj3-Rezeptor exprimierende HEK-293-Zellen wurden mit S1P;-GFP oder
der S1P,**** -Mutante und Go,¥*""-EE cotransfiziert. Die Bildserie wurde am 3. Tag

nach der Transfektion mit einem konfokalen Laserscanning-Mikroskop aufgenommen.
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4.3. Ca’*-Homéostase in SGPL1"-MEFs

Die intrazelluldre Konzentration des Lysophospholipids S1P wird durch die SphK und durch
die abbauenden Enzyme S1P-Lyase, S1P-Phosphatasen und verschiedene Lipidphosphat-
Phosphohydrolasen streng reguliert (Pyne und Pyne, 2000). Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit standen MEFs zur Verfiigung, die aus S1P-Lyase defizienten Miusen gewonnen
worden waren. In diesen Zellen war der intrazelluldire S1P-Spiegel deutlich erhoht (Van
Veldhoven, 2005). Die S1P-Lyase ist im ER lokalisiert, wobei ihr katalytisch aktives Zentrum
zum Cytosol der Zelle gerichtet ist (Van Veldhoven, 2000). Diese Lokalisation legt nahe, dass
die S1P-Lyase eher an der Regulation intrazelluldrer -, als an der Regulation extrazellularer
S1P-Konzentrationen beteiligt sein konnte. Intrazelluldres S1P wiederum ist in der Lage
unabhingig von den G-Protein-gekoppelten S1P-Rezeptoren Ca>" aus den intrazelluldren
Speichern freizusetzen (Meyer zu Heringdorf et al., 2003). Deswegen sollte die zellulére
Ca**-Homdostase und die durch Agonisten ausgelosten [Ca” Ji-Anstiege in SGPL1"-MEFs
sowie SGPL1"*-MEFs untersucht werden.

4.3.1. Basale [Ca”]; und durch Agonisten induzierte [Ca®*]-Anstiege
Es wurden die basale [Ca’']; sowie die durch verschiedene Agonisten induzierten [Ca®]i-
Anstiege in mit Fura-2 inkubierten Zellen untersucht. Wie Abb. 22 zeigt, betrugen die basalen
[Ca®]; in der Gegenwart von extrazelluldren Ca’" in den SGPL1"-MEFs 316 + 20 nM. Im
Vergleich dazu war die basale [Ca®’]; in den SGPL1™*-MEFs viel niedriger und betrug nur
118 + 8 nM (Abb. 23). In der Regel betrigt die [Ca®]; im Cytosol von Zellen ca. 100 nM
(Berridge et al., 2000). Somit ergaben die Messungen, dass die basale [Ca®*]i in den SGPL1"-
MEFs signifikant erhoht und fast dreifach so hoch war, wie die gemessene basale [Ca*]; in
den SGPL1'"-MEFs. Die SGPL1"*-MEFs dagegen zeigten basale [Ca’'];, die den
Literaturwerten entsprachen. Um zu iiberpriifen, ob diese basal erhohte [Ca®]; aus einem
verstirkten Ca®"-Einstrom in die Zellen resultierte, wurden die basalen [Ca®"]; in der
Abwesenheit von extrazelluliren Ca®* gemessen. Auch in der Abwesenheit von
extrazelluldren Ca*" war die basale [Ca®"]; der SGPL1"-MEFs mit 252 + 38 nM signifikant
héher, als die in den SGPL1*"*-MEFs gemessenen 123 = 16 nM (Abb. 23). Der Unterschied
zwischen den beiden Zelltypen war jedoch nicht so stark ausgeprigt, wie bei den Messungen
in Gegenwart von extrazelluliren Ca®".

Als Nichstes wurde untersucht, ob die durch Agonisten induzierten [Ca®'Ji-Anstiege in
den SGPL1"-MEFs ebenfalls erhoht waren. Die SGPL1"-MEFs und SGPL1*"*-MEFs
wurden dazu mit 1 uM S1P, 1 uM LPA und 1 pM Bradykinin stimuliert. Reprisentative
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Zeitverldufe der [Ca®']; in SGPL1*"*- und SGPL1"-MEFs nach Stimulation mit S1P, LPA
und Bradykinin sind in den Abb. 24 A bis C dargestellt. Die durch LPA induzierten [Ca*'-
Anstiege in den SGPL1"-MEFs waren signifikant hoher und entsprachen 156 + 17 % der in
den SGPL1'"-MEFs gemessenen [Ca’']i-Anstiege (Abb. 24 D). Auch die durch S1P
induzierten [Ca®']i-Anstiege waren mit 198 + 28 % der in den SGPL1*"*-MEFs gemessenen
[Ca2+]i—Anstiege deutlich erhoht (Abb. 24 D). Die groBten Unterschiede zwischen SGPL1*"*-
und SGPL1"-MEFs wurden bei den durch Bradykinin induzierten [Ca*']i-Anstiegen
festgestellt. (Abb.23 D). In den mit Bradykinin stimulierten SGPL1"-MEFs betrugen die
[Ca*"]i-Anstiege 400 + 52 % der in den SGPL1"*-MEFs gemessenen [Ca’ ]i-Anstiege (Abb.
24 D). Dies zeigte, dass neben der basalen [Ca’']; auch die durch Agonisten induzierten

[Ca*"]-Anstiege in den SGPL1"-MEFs signifikant erhoht waren.
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Abb. 23: Basale [Ca™"]; in SGPL1"- und SGPL1"*-MEFs

In mit Fura-2 inkubierten MEFs erfolgten die Messungen der basalen [Ca*"]; sowohl in
Gegenwart von 1 mM extrazelluldrem Ca®" (n=16) als auch in Ca**-freiem Medium (n=6).
Gezeigt sind Mittelwerte + SEM aus der Anzahl n der analysierten Zellen.

* P < 0,05 im Vergleich zu den SGPL1*"*-MEFs im One-sample t-test; *** P < 0,001 im
Vergleich zu den SGPL1"*-MEFs im One-sample t-test
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Abb. 24: Durch Agonisten ausgeloste [Ca’'|;-Anstiege in SGPL1”- und SGPL1"*-

MEFs

A-C: Gezeigt sind reprisentative Zeitverldufe der [Ca®]i. Die Zellen wurden mit 1 pM

LPA, 1 uM SI1P oder 1 pM Bradykinin (BK) stimuliert. Der Pfeil weist auf den jeweiligen

Zeitpunkt der Stimulation hin. D: Differenz zwischen maximaler und basaler [Ca®']; in mit

LPA (n=5), S1P (n=3) und Bradykinin (n=3) stimulierten Zellen. Die [Ca2+]i—Anstiege sind

als % der in SGPL1"*-MEFs gemessen [Ca2+]i-Anstiege dargestellt. Gezeigt sind
Mittelwerte £ SEM aus der Anzahl n der analysierten Zellen.
* P < 0,05 im Vergleich zu den SGPL1"*-MEFs im One-sample t-test; ; **, P < 0,01 im

Vergleich zu den SGPL1"*-MEFs im One-sample t-test
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4.3.2. Durch Thapsigargin induzierte [Ca2+]i-Anstiege

Die oben dargestellten Ergebnisse legten die Frage nahe, ob die erhdhten Agonist-induzierten
[Ca*"]i-Anstiege auf einer vermehrten Speicherung von Ca*" in den SGPL1"-MEFs basierten.
Deshalb wurde der Einfluss der S1P-Lyase-Defizienz auf die intrazelluliren Ca”’-Speicher

untersucht. Hierzu wurden die Zellen mit Thapsigargin stimuliert, welches die Ca’"-ATPase
des ER (SERCA) hemmt. Thapsigargin bewirkt also einen [Ca2*]i-Anstieg, der auf einem

mangelnden Riicktransport der cytosolischen Ca*"-Ionen in das ER beruht und daher den
Fiillungszustand der Ca®"-Speicher widerspiegelt. Die Abb. 25 A zeigt die gemittelten
Zeitverldufe der Thapsigargin-Stimulation in SGPL1"- und SGPL1'*-MEFs. Die
Thapsigargin-induzierten [Ca”'];-Anstiege waren in den SGPL1"-MEFs deutlich erhdht (Abb.
25 B). Dabei induzierte 1 pM Thapsigargin [Ca*']i-Anstiege um 302 + 25 nM in den SGPL1"
-MEFs, wihrend die durch Thapsigargin induzierten [Ca®"]i-Anstiege in den SGPL1*"*-MEFs
nur 203 + 18 nM betrugen (Abb. 24 B).

Der [Ca*']i-Hochstwert war in den SGPL17-MEFs mit 526 + 44 nM signifikant hoher als
die 284 + 21 nM in den SGPL1"*-MEFs (Abb. 25 B). Die basale [Ca>']; war auch in dieser
Serie von Experimenten in den SGPL1"-MEFs signifikant erh6éht (Abb. 24 B). Die
Geschwindigkeit des [Ca’']i-Anstieges betrug in den SGPL1"*-MEFs 7,4 + 0,9 nM/s
wiahrend der [Ca2+]i-Anstieg in den SGPL1"-MEFs mit 13,1 + 1.7 nM/s signifikant schneller
war (Abb. 25 C). Um zu iiberpriifen, ob vielleicht ein Ca*"-Einstrom in die Zellen fiir die
gemessenen Unterschiede verantwortlich war, wurden die durch Thapsigargin induzierten
[Ca®]i-Anstiege in Abwesenheit von extrazellulirem Ca*" gemessen. Die Abb. 26 A zeigt die
gemittelten Zeitverldufe der Thapsigargin-Stimulation in SGPL1”- und SGPL1**-MEFs in
Abwesenheit von extrazelluliren Ca®". Es zeigte sich, dass die durch Thapsigargin-
induzierten [Ca*"];-Anstiege auch im Ca**-freien Medium bei den SGPL1"-MEFs signifikant
erhoht waren (Abb. 26 B). Thapsigargin induzierte [Ca*']i-Anstiege um 134 + 6 nM in den
SGPL1"-MEFs und um 98 + 8 nM in den SGPL1"*-MEFs (Abb. 26 B).

Auch die [Ca*"]i-Hochstwerte waren in den SGPL1"-MEFs mit 275 + 16 nM signifikant
héher als in den SGPL1**-MEFs, wo die [Ca®*]i-Hochstwerte nur 175 + 8 nM betrugen (Abb.
26 B). Die basale [Ca®"]; war ebenfalls in den SGPL1"-MEFs signifikant erhéht (Abb. 26 B).
Die Geschwindigkeit des [Ca’']i-Anstieges betrug in den SGPL1"*-MEFs 2,6 + 0,1 nM/s
wihrend der [Ca*']i-Anstieg in den SGPL1"-MEFs mit 3,8 + 0,3 nM/s signifikant schneller
war (Abb. 26 C). Dabei waren die [Ca2+]i—Anstiege und auch die Geschwindigkeit in den
SGPL1**-MEFs und SGPL1"-MEFs im Ca*'-freien Medium deutlich geringer bzw.
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langsamer, als in den Messungen mit extrazellulirem Ca”". Diese Ergebnisse zeigten, dass die

Ca2+—Speicher der SGPL1"-MEFs mehr Ca*" enthielten als die der SGPL1*"*-MEFs.
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Abb. 25: Durch Thapsigargin induzierte [Ca’*'];-Anstiege in SGPL1"- und SGPL1"*-
MEFs

A: Gezeigt sind die aus 15 Messungen in SGPL1"-MEFs und 16 Messungen in SGPL1"*-
MEFs gemittelten (+ SEM) Zeitverldufe der [Ca” ;. Der Pfeil weist auf den Zeitpunkt der
Stimulation mit 1 pM Thapsigargin hin. B und C: Gezeigt sind basale [Ca’'];, maximal
erreichte [Ca®];, [Ca’']i-Anstieg (B) sowie Geschwindigkeit der [Ca®]; (C) nach
Stimulation mit 1 uM Thapsgargin in SGPL1"- und SGPL1"*-MEFs. In B und C sind die
Mittelwerte += SEM von 5 wunabhingigen Messungen gezeigt, die jeweils in
Dreifachbestimmungen durchgefiihrt wurden. *, P < 0,05; **, P <0,01; *** P < 0,001, je
in Two-Way ANOVA gefolgt von Bonferroni posttests
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Abb. 26: Durch Thapsigargin ausgeloste [Ca2+]i-Freisetzung in Abwesenheit von
extrazellulirem Ca’" in SGPL1"- und SGPL1"*-MEFs

A: Gezeigt sind die aus 16 Messungen in SGPL1"-MEFs und 14 Messungen in SGPL1"*-
MEFs gemittelten (+ SEM) Zeitverldufe der [Ca®'];. Der Pfeil A zeigt den Zeitpunkt der
Stimulation mit 50 mM EGTA und der Pfeil B zeigt den Zeitpunkt der Stimulation mit 1
uM Thapsigargin. B und C: Gezeigt sind basale [Ca®"];, maximal erreichte [Ca®'];, [Ca®']i-
Anstieg (B) sowie Geschwindigkeit der [Ca*']; (C) nach Stimulation mit Thapsgargin in
SGPL1” und SGPL1"*-MEFs. In B und C sind die Mittelwerte + SEM von 5
unabhdngigen Messungen gezeigt, die jeweils in Dreifachbestimmungen durchgefiihrt
worden sind. *, P < 0,05; ** P < 0,01; je in Two-Way ANOVA gefolgt von Bonferroni

posttests
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4.3.3. Einfluss des SphK-Inhibitors SKI II auf die basale [Ca*"];

Um zu untersuchen, ob das in den SGPL1"-MEFs angereicherte S1P (Veldhoven, 2005) bei
der erhéhten basalen [Ca*']; in den SGPL1"-MEFs eine Rolle spielen konnte, wurde der
Einfluss des SphK-Inhibitors SKI II (2-(p-Hydroxyanilinin)-4-(p-chlorophenyl)thiazol) auf
die basale [Ca®']; untersucht. Hierfiir wurden SGPL1"- und SGPL1**-MEFs iiber Nacht mit
30 uM SKI II inkubiert. Die anschlieBende Messung wurde in Gegenwart von SKI II
durchgefiihrt. Wie in Abb. 27 gezeigt, wurde die basale [Ca*'}; der SGPL1**-MEFs durch
SKI II nicht beeinflusst. Die basale [Ca®'; betrug in den mit SKI II vorbehandelten
SGPL1"*-MEFs 137 + 14 nM und war damit nicht verschieden von der basalen [Ca*'];, die in
den mit Vehikel vorbehandelten Zellen gemessen wurde und 144 = 10 nM betrug (Abb. 27).
Dagegen wurde die basale [Ca®']; in den SGPL1"-MEFs durch die Vorinkubation mit SKI II
signifikant auf 245 + 28 nM vermindert, wihrend die basale [Ca®']; in den Kontrollen mit 436
+ 32 nM unbeeinflusst hoch war (Abb. 27).
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Abb. 27: Einfluss des SphK-Inhibitors SKI II auf die basale [Ca®*]-Konzentration in
SGPL1"- und SGPL1"*-MEFs

Die Zellen wurden iiber Nacht mit 30 uM SKI II oder Vehikel vorbehandelt. Danach
wurde in den mit Fura-2 inkubierten Zellen die basale [Ca*"]; bestimmt. Die dargestellten
Ergebnisse sind die Mittelwerte = SEM von n=4 unabhingigen Messungen. *** P < 0,001
in One-Way ANOVA gefolgt von Bonferroni’s Multiple Test
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4.3.4. Konfokale Fluoreszenzmikroskopie der SGPL1"-MEFs
Als Nichstes sollte die Ca’-Homdostase in den SGPL1”- und SGPL1**-MEFs auf
Einzelzell-Ebene mit Hilfe des Farbstoffes Fluo-4/AM weiter untersucht werden.

Nach der Inkubation der Zellen mit Fluo-4, wiesen die SGPL1**-MEFs eine homogene
Fluoreszenz auf, wie sie typisch fiir die Verteilung von Fluo-4 in Zellen ist. Fluo-4 hatte sich
sowohl im Kern als auch im Cytosol der Zellen homogen verteilt, wobei die Fluoreszenz bei
den meisten Zellen in den Kernen stirker ausgepragt war als im Cytosol (Abb. 28 A). Die
SGPL1"-MEFs wiesen im Gegensatz dazu eine abnormale Fluo-4 Fluoreszenz auf (Abb. 28
B und C). Bestimmte subzellulire Kompartimente im Cytosol und im perinukledren Raum
zeigten eine deutlich verstirkte Fluoreszenz. Der Rest des Cytosols und die Kerne, wiesen
eine deutlich geringere Fluoreszenz auf (Abb. 28 B und C).

Des Weiteren war die abnormale Fluo-4 Fluoreszenz nicht in allen SGPL1"-MEFs gleich,
sondern es zeigte sich, dass es zwei verschiedene Anfirbungsmuster innerhalb der SGPL1™-
MEFs gab. Das erste Muster zeichnete sich durch seine Lokalisierung ringsum den Kern aus,
von der sich retikuldre Strukturen erhohter Fluoreszenz weiter ins Cytosol der Zelle hinein
erstreckten (Abb. 28 B). Beim anderen Fluoreszenzmuster traten eher punktartige Areale
erhohter Fluoreszenz auf, die sich iiber das gesamte Cytosol der Zellen verteilten (Abb. 28 C).
In beiden Fillen war der Kern nicht von diesen erhohten Fluoreszenzanfarbungen betroffen

und unterschied sich deutlich von den mit Fluo-4 angefiarbten Kernen der SGPL1"*-MEFs.

SGPL1** SGPL1”

Abb. 28: Lokalisation des Ca*-Indikators Fluo-4 in SGPL1"- und SGPL1"*-MEFs
Die SGPL1"*- (A) und SGPL1"-MEFs (B und C) wurden iiber Nacht in Serum-freien
Medium inkubiert und vor der Messung mit 4 uM Fluo-4 fiir 30 min in HBSS inkubiert.
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Um genauer zu untersuchen, um welche Zellorganellen es sich bei den stark fluoreszierenden
Bereichen in den SGPL1"-MEFs handelte, wurde die Colokalisation der abnormalen Fluo-4
Anfarbungen mit sogenannten Organell-Markern untersucht. Dabei handelt es sich um
Farbstoffe, die sich aufgrund ihrer spezifischen Eigenschaften in bestimmten Zellorganellen
einlagern konnen. Aufgrund ihrer Fahigkeit zu fluoreszieren, farben sie dann bestimmte
Zellorganellen spezifisch an.

Als Erstes wurde die Colokalisation der Fluo-4 Akkumulationen mit dem Farbstoff
Tetramethylrhodamin untersucht, der sich potentialdifferenzabhéngig in Mitochondrien
einlagert. Dafiir wurden die Zellen mit Fluo-4 und Tetramethylrhodamin inkubiert und
getrennt voneinander im Multikanal-Modus eines konfokalen Laserscanning-Mikroskop
gemessen. Weder die durch Fluo-4 stark fluoreszierenden, retikuldren Zellkompartimente
(Abb. 29 A), noch die punktartigen Fluo-4 Anfarbungen colokalisierten mit dem in den
Mitochondrien angereicherten Tetramethylrhodamin (Abb. 29 B). Diese Unterschiede
deuteten darauf hin, dass es sich bei den durch Fluo-4 verstirkt angefarbten Organellen nicht
um Mitochondrien handelte.

Um diese Ergebnisse zu unterstiitzen, wurden die mit Fluo-4 und Tetramethylrhodamin
inkubierten SGPL1"-MEFs mit dem Entkoppler der mitochondrialen Atmungskette FCCP
stimuliert. Sollten die gesehenen Fluoreszenzen in den Mitochondrien lokalisiert sein, so
miissten sie durch die Stimulation der Zellen mit FCCP vermindert werden und die Farbstoffe
ausgewaschen werden konnen. Wie in Abb. 29 C gezeigt, war bereits 10 s nach der Zugabe
des FCCP eine stark diffuse und verminderte Tetramethylrhodamin Anfarbung zu
beobachten. Innerhalb von 5 min war das Tetramethylrhodamin vollkommen aus den
Mitochondrien gewaschen und dessen Fluoreszenz konnte nicht mehr detektiert werden (nicht
gezeigt). Die abnormalen Fluo-4 Anfirbungen wurden jedoch nicht durch die FCCP-
Stimulation beeinflusst und blieben unveréndert (Abb. 29 C).
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Abb. 29: Colokalisation von Fluo-4 und Tetramethylrhodamin in SGPL1"-MEFs

Die Zellen wurden fiir 30 min mit 4 uM Fluo-4 und 1 pM Tetramethylrhodamin in HBSS
inkubiert. Danach wurden sie mit HBSS gewaschen und die Fluoreszenzen der beiden
Farbstoffe separat voneinander im konfokalen Laserscanning-Mikroskop betrachtet und
iiberlagert. A zeigt die Colokalisation der netzartigen Fluo-4 Anfirbung (gelbe
Fluoreszenz) mit Tetramethylrhodamin (rote Fluoreszenz) in einer reprisentativen Zelle. B
zeigt den Vergleich der punktuellen Fluo-4 Anfarbung (gelbe Fluoreszenz) mit der des
Tetramethylrhodamins in einer représentativen Zelle. C: Die Bildserie zeigt eine mit Fluo-4
und Tetramethylrhodamin (rote Fluoreszenz) inkubierte, repriasentative Zelle vor und 10 s

nach Stimulation mit 10 uM FCCP.
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In einer weiteren Untersuchung wurden die SGPL17-MEFs mit Fluo-4 und ER Tracker Blue
white DPX, einem fluoreszierenden Marker des ER inkubiert. Beim Vergleich der
intrazelluldren Fluo-4 Fluoreszenzen fiel auf, dass die retikuldre Fluo-4 Anfirbung mit der
Anfarbung des ER Markers in vielen Zellbereichen gut iibereinstimmte (Abb. 30 A). Dies
deutete darauf hin, dass Fluo-4 in den SGPL1"-MEFs abnormal im ER gespeichert werden
konnte. Jedoch unterschied sich die punktuelle Fluo-4 Anfirbung deutlich von der des ER-
Markers (Abb. 30 B).

Um eine mogliche Fluo-4 Anreicherung in Lysosomen zu untersuchen, wurden
Colokalisationsexperimente mit dem Lysosomen-Marker Lyso Tracker Red DND 99
durchgefiihrt. Die Abb. 30 C zeigt ein reprasentatives Ergebnis dieser Untersuchung. Deutlich
ist zu erkennen, dass die punktuellen, abnormalen Fluo-4 Anfiarbungen sehr gut mit dem
Lyso-Marker colokalisierten.

Des Weiteren wurde der Einfluss von Thapsigargin auf die abnormale Speicherung von
Fluo-4 in den SGPL1"-MEFs untersucht. Wie die Abb. 31 A und 31 B zeigen, verminderte
die Stimulation mit Thapsigargin die abnormale, netzartige und punktuelle Verteilung des
Fluo-4 Farbstoffes. Der durch Thapsigargin ausgeldste [Ca2+]i-Anstieg war durch die erhohte
Fluo-4 Fluoreszenz im Cytosol und Kern erkennbar. Die Stimulation der SGPL1"-MEFs mit
dem Vehikel beeinflusste die erhohten Fluo-4 Fluoreszenzen in den Kompartimenten jedoch
nicht (Abb. 31 C).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in den SGPL1"-MEFs eine abnormale,
Thapsigargin-sensitive Speicherung des Fluoreszenzindikators Fluo-4 in Lysosomen und ER

zu beobachten war.
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Abb. 30: Colokalisation von Fluo-4 mit ER Tracker und Lyso Tracker in SGPL1"-
MEFs

Die Zellen wurden fiir 30 min mit 4 uM Fluo-4 und 500 nM ER Tracker Blue White DPX
oder mit 500 nM Lyso Tracker Red DND 99 in HBSS inkubiert. Danach wurden die
Fluoreszenzen der Farbstoffe separat voneinander im konfokalen Laserscanning-
Mikroskop aufgenommen und iiberlagert. A zeigt die Colokalisation der netzartigen Fluo-4
Anféarbung (gelbe Fluoreszenz) mit dem ER Tracker (blaue Fluoreszenz) in représentativen
Zellen. In B ist die Colokalisation der vorwiegend punktuellen Fluo-4 Anfiarbung mit dem
ER Tracker in reprisentativen Zellen gezeigt. C zeigt den Vergleich der punktuellen Fluo-
4 Anfiarbung mit der des Lyso Trackers (rote Fluoreszenz) in représentativen Zellen. Die
Kreise markieren Regionen, in welchen die Colokalisation von Fluo-4 und dem

Lysosomen-Marker besonders auffiel.
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Abb. 31: Einfluss von Thapsigargin auf die lokal erhohte Fluo-4 Fluoreszenz in den
SGPL1"-MEFs

Die Zellen wurden fiir 30 min mit 4 uM Fluo-4 in HBSS inkubiert, gewaschen und im
konfokalen Laserscanning Mikroskop gemessen. Die Bildserien zeigen jeweils
reprasentative Zellen vor und 5 min nach Stimulation mit 1 uM Thapsigargin (TG) (A und

B) bzw. nach Stimulation mit dem Vehikel (C).
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4.4. Wirkung des Sphingosin-Analogons cis-4-MSph in HEK-293-Zellen

Mit cis-4-MSph stand eine chemisch-synthetische Substanz zur Verfiigung, die intrazelluldr
durch SphKs zum metabolisch stabilen cis-4-MS1P phosphoryliert wird (van Echten-Deckert
et al., 1997). Im Gegensatz zum kurzlebigen S1P, wird das cis-4-MS1P aufgrund seiner S1P-
Lyase-Unempfindlichkeit in den Zellen angereichert und imitiert die durch S1P vermittelten
Wirkungen (van Echten-Deckert et al., 1998). Diese Wirkungen, wie z. B. Proliferation oder
DNA-Synthese, korrelieren zumindest zum Teil mit der S1P-induzierten Ca*"-Freisetzung aus
intrazelluldren Speichern von Zellen (Zhang et al., 1991; van Echten-Deckert et al., 1998).
Die akute Stimulation von Swiss 3T3-Fibroblasten mit cis-4-MSph induzierte ebenfalls eine
Ca”*-Freisetzung aus den intrazelluliren Speichern der Zellen (van Echten-Deckert et al.,
1998). Daher sollte untersucht werden, ob das intrazelluldr angereicherte cis-4-MSIP die
S1P-Lyase Defizienz imitieren konnte und einen Einfluss auf die Ca*"-Homdostase in HEK-

293-Zellen hat.

4.4.1. Durch cis-4-MSph ausgeloste [Ca*'];-Anstiege

Als Erstes sollten die durch cis-4-MSph ausgelosten [Ca”'Ji-Anstiege in HEK-293-Zellen
untersucht und mit den durch Sphingosin und S1P ausgelosten [Ca®]i-Anstiegen verglichen
werden. Dazu wurden die Zellen mit Fura-2 inkubiert und die durch S1P, Sphingosin und cis-
4-MSph ausgelosten [Ca*']i-Anstiege im  Fluoreszenz-Spektrophotometer ~gemessen.
Reprisentative Zeitverldufe sind in der Abb. 32 A dargestellt. Die akute Stimulation mit 10
uM cis-4-MSph induzierte in HEK-293-Zellen [Ca” Ji-Anstiege um 110 + 20 nM. Die durch
S1P induzierten [Ca’']i-Anstiege waren etwas héher und betrugen 140 + 31 nM, wihrend 10
UM Sphingosin [Ca® J-Anstiege um 92 + 27 nM induzierte und damit den durch cis-4-MSph
induzierten [Ca2+]i-Anstiegen entsprachen.

Die durch S1P, Sphingosin und cis-4-MSph ausgelosten [Ca®i-Anstiege zeigten deutliche
Unterschiede in ihrer Kinetik. Wihrend die Stimulation der Zellen mit S1P sehr rasch zu
einem [Ca”"Ji-Anstieg fiihrte, erfolgten die durch Sphingosin und cis-4-MSph ausgeldsten
[Ca*"]i-Anstiege deutlich verzogert und langsamer (Abb. 32 A). Cis-4-MSph vermittelte
[Ca®)i-Anstiege mit einer Geschwindigkeit von 2,1 + 0,5 nM/s und war damit signifikant
schneller als die durch Sphingosin induzierten [Ca®'Ji-Anstiege, die um 1 + 0,3 nM/s
anstiegen (Abb. 32 B). Auch die [Ca®*]i-Abnahme zuriick zur basalen [Ca*']; verlief nach der
Stimulation mit cis-4-MSph deutlich langsamer als nach Stimulation mit S1P, wobei sie

jedoch schneller verlief als nach der Stimulation mit Sphingosin (nicht gezeigt).
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Abb. 32: Durch cis-4-MSph ausgeloste [Ca’'];-Anstiege in HEK-293-Zellen

Die Zellen wurden einen Tag vor der Messung in Serum-freiem Medium inkubiert. Die mit

Fura-2 beladenen Zellen wurden mit S1P, Sphingosin (Sph) und cis-4-MSph stimuliert. A

zeigt reprisentative Zeitverldufe der [Ca®"]; vor und nach der Stimulation. Der abgebildete

Pfeil weist auf den Zeitpunkt der Stimulation hin. B: Geschwindigkeit der durch S1P,

Sphingosin und cis-4-MSph ausgelosten [Ca®J-Anstiege. In B sind die Mittelwerte = SD

eines reprasentativen Experimentes dargestellt, welches in vierfach-Werten durchgefiihrt

wurde. **, P < 0,01 in One-Way ANOVA gefolgt von Bonferroni’s Multiple Test
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4.4.2. Einfluss des cis-4-MSph auf die durch Agonisten induzierten [Ca2+]i-Anstiege
Als Néchstes wurde untersucht, welchen Einfluss eine ldngere Inkubation mit cis-4-MSph auf
die basale [Ca®"]; und auf die durch Agonisten induzierten [Ca®'];-Anstiege haben konnte.
Hierfiir wurden die Zellen mit Fura-2 inkubiert und der Einfluss des cis-4-MSph auf die
basale [Ca’"]; sowie auf die durch S1P und LPA induzierten [Ca2+]i-Anstiege untersucht. Die
Vorbehandlung der Zellen mit cis-4-MSph fiihrte zu einer signifikanten und nahezu
vollstindigen Hemmung der [Ca2+]i—Anstiege durch S1P (Abb. 33 A). Die Vorinkubation mit
Sphingosin fiihrte hingegen zu keiner signifikanten Hemmung der durch S1P vermittelten
[Ca®)i-Anstiege (Abb. 33 A). Die basale [Ca*"]; wurde durch die Inkubation mit cis-4-MSph
nicht beeinflusst (Abb. 33 A). Die durch das SI1P-verwandte Lysophospholipid LPA
ausgelosten [Ca’']i-Anstiege wurden durch die Vorinkubation mit cis-4-MSph jedoch nicht
beeinflusst (Abb. 33 A).

Zum Vergleich wurden HEK-293-Zellen auch mit dem Sphingosin-Analogon FTY720,
das sich in klinischen Studien zur Behandlung der Multiplen Sklerose befindet, fiir 16 h
vorbehandelt. Die Vorinkubation mit FTY720 hemmte, im Gegensatz zur Vorbehandlung mit
cis-4-MSph, nicht die durch S1P vermittelten [Ca*']i-Anstiege und hatte auch keinen Einfluss
auf die basale [Ca*']; oder auf die durch LPA ausgelosten [Ca”']i-Anstiege (Abb. 33 B).

Da beschrieben worden war, dass sich cis-4-MS1P und nicht das unphosphorylierte cis-4-
MSph intrazelluldr anreichert (van Echten-Deckert et al., 1997), wurde mit Hilfe von
embryonalen Fibroblasten aus SphK-defizienten Mausen (SPHK1”-MEFs) die Rolle der
SphK1 bei der Hemmwirkung von cis-4-MSph untersucht. Dazu wurden die SPH K17-MEFs
und Wildtyp-Mausfibroblasten (SPHK1"*-MEFs) iiber Nacht mit cis-4-MSph vorinkubiert
und die durch S1P induzierten [Ca2+]i—Anstiege untersucht. Die in den SPHK1"*-MEFs durch
S1P induzierten [Ca* ]i-Anstiege wurden, im Vergleich zu den [Ca®']i-Anstiegen, in den mit
Vehikel behandelten Zellen, durch die Vorinkubation mit cis-4-MSph deutlich um 74 %
gehemmt (Abb. 34). Im Gegensatz dazu induzierte die cis-4-MSph-Vorinkubation in den
SPHK1”-MEFs eine wesentlich geringere Hemmung der durch S1P induzierten [Ca®];-
Anstiege (Abb. 34). In den SPH K1”-MEFs wurden die S1P-vermittelten [Ca®]-Anstiege im
Vergleich zu den Anstiegen in den mit Vehikel behandelten Zellen lediglich um 34 %
gehemmt (Abb. 34). Folglich war die Hemmwirkung des cis-4-MSph abhingig von der
Expression der SphK1 und deshalb sehr wahrscheinlich durch cis-4-MS1P ausgelost.

Da es moglich war, dass cis-4-MSph als kompetitiver Antagonist an S1P-Rezeptoren

wirken konnte, wurde die Konzentrationsabhingigkeit der Hemmwirkung von cis-4-MSph fiir
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kurze (5 min) und lange (16 h) Inkubationszeiten bestimmt. Die Inkubation mit cis-4-MSph
fir 16 h inhibierte die durch S1P ausgelosten [Ca*'Ji-Anstiege deutlich stirker als die
Inkubation flir 5 min (Abb. 35). Dabei induzierte die Inkubation fiir 16 h eine deutliche
Rechtsverschiebung der cis-4-MSph-Konzentrations-Wirkungskurve (Abb. 35). Der
Vergleich der cis-4-MSph-Konzentrations-Wirkungskurven nach akuter Zugabe und
Langzeitinkubation von cis-4-MSph deuteten also darauf hin, dass die inhibierende Wirkung
des cis-4-MSph auf die durch S1P ausgeldsten [Ca®‘]i-Anstiege zeitabhingig war und sich mit

der Zeit verstarkte. Dies spricht gegen einen kompetitiven Antagonismus.
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Abb. 33: Einfluss der Sphingosin-Analoga cis-4-MSph und FTY720 auf die durch
S1P induzierten [Ca2+]i-Anstiege in HEK-293-Zellen

HEK-293-Zellen wurden fiir 2 h mit cis-4-MSph (A) und 16 h mit 1 uM FTY720 (B)
inkubiert und anschliefend mit Fura-2 beladen. In A und B ist auf der linken y-Achse die
basale [Ca®'; dargestellt. Auf der rechten y-Achse sind die [Caz+]i—Anstiege durch 100 nM
S1P bzw. 1 uM LPA aufgetragen. Die dargestellten Ergebnisse sind die Mittelwerte = SD

92



4. Ergebnisse

120
Vorbehandlung iiber Nacht
S i is-4-
8 100 mit 100 nM cis-4-MSph
= -~ ek
2 o =
S &%
= 2 £ 801
s = =
513
%f » 60
| T
=2 e 40
Ay <
7
204
0

SPHK1'* SPHK1™"

Abb. 34: Hemmung der S1P-induzierten [Ca2+]i-Anstiege durch cis-4-MSph in den
SPHK1™"- und SPHK1"*-MEFs

SPHK1"- und SPHK1"*-MEFs wurden iiber Nacht mit 100 nM cis-4-MSph inkubiert und
anschlieBend mit 1 uM Fura-2 beladen. Die durch 1 uM S1P ausgeldsten [Ca*']i-Anstiege
wurden spektrofluorometrisch bestimmt. Die dargestellten Ergebnisse sind die Mittelwerte

+ SD einer reprasentativen Messung (n=3). **, P < 0,01 im One-sample-t-test

. .
3 [ [\o]
23 o

N
<

[Ca**|-Anstieg
(% der Kontrolle)

| ® cis-4-MSph 5 min
A cis-4-MSph 16 h

Durch 1 pM S1P-induzierter
N
)]

G T T T T T
-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4

cis-4-Methylsphingosin (log M)

Abb. 35: Konzentrations-Wirkungskurve der Hemmung des S1P-induzierten
[Ca2t)i-Anstieges durch cis-4-MSph

Die Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen von cis-4-MSph fiir 5 min oder 16
h inkubiert und die [Ca®']i-Anstiege durch 1 pM SI1P gemessen. Die Abbildung zeigt

Mittelwerte £ SEM von 5 Messwerten pro Konzentrationsschritt.
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4.4.3. Einfluss des cis-4-MSph auf die Lokalisation der S1P-Rezeptoren

Aus den oben dargestellten Ergebnissen ergab sich die Frage, wie das cis-4-MSph bei der
Langzeitinkubation mechanistisch die durch SI1P induzierten [Ca2+]i-Anstiege inhibierte. Die
Idee dazu war, dass das intrazelluldr angereicherte cis-4-MSI1P aus den Zellen exportiert
werden konnte und dann die in der Plasmamembran der Zellen lokalisierten S1P-Rezeptoren
aktivieren und letztlich desensitisieren konnte. Da bekannt ist, dass die S1P-Rezeptoren S1P,
und S1P; in HEK-293-Zellen Anstiege der [Ca2+]i vermitteln, konnte durch die
Desensitisierung dieser Rezeptoren der inhibierende Effekt des cis-4-MSph auf die S1P-
induzierten [Ca®"); erklért werden.

Um dies zu untersuchen, wurden die HA-gekoppelten S1P-Rezeptoren S1P, und S1P;5 in
HEK-293-Zellen iiberexprimiert. Die transfizierten Zellen wurden iiber Nacht mit cis-4-
MSph, SIP und dem Sphingosin-Analogon FTY720 vorbehandelt. Am néchsten Tag wurden
die Zellen fixiert und immungefarbt. Im konfokalen Laserscanning-Mikroskop wurde die
Lokalisation der Rezeptoren untersucht. Wie in Abb. 36 gezeigt ist, war der S1P,-Rezeptor in
den mit Vehikel vorbehandelten Zellen vorwiegend in der Plasmamembran lokalisiert.
Exogenes S1P internalisierte den S1P,-Rezeptor hingegen groBtenteils (Abb. 36). Die
Inkubation mit cis-4-MSph induzierte eine Internalisierung des S1P,-Rezeptors, wobei das
Ausmal} dieser Rezeptorinternalisierung mit der durch S1P induzierten Internalisierung zu
vergleichen war (Abb. 36). Die Inkubation mit FTY720 hatte, wie in der Literatur bereits
beschrieben, keinen Einfluss auf die Lokalisation des S1P,-Rezeptors (Abb. 36). Der S1P;3-
Rezeptor wurde sowohl durch exogenes S1P, als auch durch die Inkubation mit cis-4-MSph
und FTY720 groftenteils internalisiert (Abb. 36). Dabei war in einer Vielzahl der
beobachteten Zellen eine gewisse Anzahl von Rezeptoren noch in der Plasmamembran
lokalisiert (Abb. 36). In den mit Vehikel vorbehandelten Zellen befand sich der Rezeptor
tiberwiegend in der Plasmamembran (Abb. 36).

Nun stellte sich die Frage, ob cis-4-MSph ebenfalls eine Internalisierung des S1P;-
Rezeptors auslosen konnte. Dafiir wurden HEK-293-Zellen mit S1P;-GFP transfiziert und
iiber Nacht mit cis-4-MSph, S1P und FTY720 inkubiert. Die fixierten Zellen wurden im
konfokalen Laserscanning-Mikroskop untersucht. Sowohl durch S1P als auch durch FTY720
wurde der S1P;-Rezeptor groftenteils internalisiert (Abb. 36). Der S1P;-Rezeptor wurde auch
durch die Inkubation mit cis-4-MSph internalisiert, jedoch war, anders als bei den mit
FTY720 und SIP vorbehandelten Zellen, ein Grofiteil des Rezeptors weiterhin in der
Plasmamembran lokalisiert (Abb. 36).
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Abb. 36: Durch cis-4-MSph induzierte Internalisierung der S1P-Rezeptoren S1P,,

S1P3; und S1P; in HEK-293-Zellen

Die Bildserie zeigt mit Vehikel, 1 uM S1P, 1 uM FTY720 und 1 pM cis-4-MSph
vorbehandelte Zellen. Die Zellen wurden mit 3xHA-S1P,, 3xHA-S1P; und S1P;-GFP
transfiziert, iber Nacht in Medium ohne FKS inkubiert und mit Vehikel, FTY 720, cis-4-
MSph und S1P vorbehandelt. Danach wurden die Zellen fixiert und die mit 3xHA-S1P;

und 3xHA-S1P; transfizierten Zellen immungefarbt.
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5. Diskussion

5.1. Mechanismus der durch den Ms-Rezeptor stimulierten SphK1-Translokation
Im Vorfeld der Arbeit war gezeigt worden, dass die Stimulation Gg-gekoppelter Rezeptoren
nicht nur zu einer Steigerung der SphK-Aktivitit fiihrt, sondern auch eine rasche und lang
anhaltende Translokation der SphK1 an die Plasmamembran induziert (Danneberg, 2003).
Der Signaltransduktionsweg, der die SphKl1-Translokation vermittelt, verlduft dabei
spezifisch iiber Gog, was Danneberg (2003) durch Expression verschiedener konstitutiv
aktiver Go-Untereinheiten zeigen konnte. Klassische Gg-Signalwege verlaufen iiber die
Aktivierung von PLCP-Isoformen, die eine Hydrolyse von PIP, katalysieren, wobei die
second messenger IP; und DAG entstehen. IP; induziert die Ca2+-Freisetzung aus
intrazelluldren Speichern, wihrend DAG eine Vielzahl von Effektoren aktiviert, insbesondere
die klassischen und neuen Isoformen der PKC (Yuan et al., 2005). Danneberg (2003) hatte
insbesondere die Translokation der murinen, an YFP-gekoppelten SphK1 nach Stimulation
des Ms-Rezeptors in HEK-293-Zellen untersucht. Diese Translokation war unabhéngig von
einem [Ca®"Ji-Anstieg, einer Entleerung der Ca**-Speicher, einer Aktivierung der PKC, einer
Tyrosinphosphorylierung, vom Aktin-Cytoskelett und von der katalytischen Aktivitit der
SphK1 (Danneberg, 2003).

Eine durch den Mj-Rezeptor stimulierte SphK1-Translokation war zuvor in SH-SY5Y-
Zellen beschrieben worden (Young et al., 2003), jedoch war diese Translokation anders
reguliert als in HEK-293-Zellen. So konnte sie durch Thapsigargin stimuliert und durch den
Calmodulin-Inhibitor W7 gehemmt werden und war folglich abhiingig von Ca**/Calmodulin
(Young et al., 2003). In HEK-293-Zellen dagegen induzierte Thapsigargin keine SphK1-
Translokation, und die durch Carbachol induzierte Translokation wurde nicht durch W7
gehemmt (Danneberg, 2003). Damit war gezeigt worden, dass dem M3-Rezeptor ein nicht auf
Ca’’/Calmodulin beruhender Mechanismus fiir die Translokation der SphK1 in HEK-293-
Zellen zur Verfligung steht. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte der molekulare
Mechanismus der durch Gg-gekoppelte Rezeptoren induzierten SphK1-Translokation ndher
charakterisiert und ihre funktionelle Bedeutung identifiziert werden.

Zunichst wurde dabei gezeigt, dass nicht nur die murine, sondern auch die humane SphK1
in HEK-293-Zellen nach Stimulation des M3-Rezeptors mit Carbachol massiv vom Cytosol an

die Plasmamembran translozierte. Hierbei wurde eine Halbwertszeit von ca. 3-4 s festgestellt.
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Auch in glatten GefidBmuskelzellen der Rattenaorta (A10-Zellinie; diese Arbeit) oder in
mikrovaskulidren Endothelzellen (Bend-3-Zellinie; Mulders, 2007) konnte eine Ms-stimulierte
Translokation der SphK1 beobachtet werden. Die Untersuchungen mit konstitutiv aktiven G-
Protein-a-Untereinheiten konnten bestdtigt und ergénzt werden, indem gezeigt wurde, dass
auch ein anderes Mitglied der Gg-Familie, ndmlich Go;i, eine Translokation der SphK1 an die
Plasmamembran auslosen konnte.

Der Mechanismus der SphK1-Translokation ist bisher vor allem fiir das Cytokin TNF-a
und den PKC-Aktivator PMA néher untersucht worden. So war die durch TNF-o und PMA
induzierte Aktivierung und Translokation der humanen SphK1 an die Plasmamembran von

einer Phosphorylierung des Ser’*

durch eine ERK-dhnliche Kinase abhéngig (Pitson et al.,
2003). Weitere Untersuchungen fiihrten zur Hypothese, dass durch die Phosphorylierung tiber
elektrostatische Wechselwirkungen oder eine Konformationsédnderung die Phosphatidylserin-
Bindungsstellen der SphK1 freigelegt werden konnten. Diese Bindungsstellen waren fiir die
Membranverankerung der SphK1 essentiell (Stahelin et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit
konnte jedoch gezeigt werden, dass die durch Stimulation des Msj-Muskarinrezeptors
induzierte Translokation der humanen SphK1 unabhingig von der Phosphorylierung des
Ser’” war. Die SphK1-Mutante SphK1%**** translozierte mit der gleichen Kinetik wie die
Wildtyp-SphK1 an die Plasmamembran. Fiir die murine SphK1 war bereits von Danneberg
(2003) festgestellt worden, dass ihre Translokation nach Ms-Rezeptor-Stimulation nicht durch
PMA imitiert werden und nicht durch PKC-Inhibitoren gehemmt werden konnte. Wie weiter
unten dargestellt, lie} sich auch die Translokation der humanen SphK1 nach Mjs-Rezeptor-
Stimulation nicht durch PMA imitieren. Folglich beruhte die Translokation der SphK1 nach
Stimulation des Ms-Rezeptors auf einem anderen Mechanismus als die Translokation nach
Stimulation mit TNF-o oder PMA.

Die Aminosduresequenz der humanen SphKI1 enthdlt verschiedene putative
posttranslationale Modifikationsstellen, wie z. B. N-Myristoylierungsstellen oder auch eine
Glykosylierungsstelle, die an der Regulation der SphK1-Aktivitit und deren Lokalisation
beteiligt sein konnten (Taha et al., 2006). Farnesylpyrophosphat und Geranylgeranyl-
pyrophosphat stellen wichtige posttranslationale Modifikatoren einer ganzen Reihe von
Proteinen dar, zu denen unter anderem auch heterotrimere G-Proteine und die GTPasen Ras,
Rho, Rap und Rab gehoren (Van Aelst und D’Souza-Schorey, 1997). Diese GTPasen werden
durch  Farnesylpyrophosphat und Geranylgeranylpyrophosphat isoprenyliert, was

entscheidend fiir thre Membranverankerung und Aktivierung ist. Statine inhibieren die

97



5. Diskussion

Synthese der beiden Isoprenoid-Zwischenprodukte  Farnesylpyrophosphat  und
Geranylgeranylpyrophosphat (Goldstein und Brown, 1990). Die Vorbehandlung von HEK-
293-Zellen mit Simvastatin hatte jedoch keinen Einfluss auf die durch Carbachol induzierte
Translokation der SphK1, welche folglich nicht auf einer Farnesylierung oder Geranylierung
beruhte.

Da eine Stimulation des M3-Rezeptors nicht nur eine Translokation der SphK1 bewirkt,
sondern auch eine Translokation von PKC-Isoformen und Proteinkinase D (PKD; Rozengurt
et al., 2005), sollten diese Vorgédnge miteinander verglichen werden. Die Translokation der
SphK1 war deutlich langsamer als die der PKC-a, jedoch iiber Stunden stabil, wiahrend die
Translokation der PKC-a innerhalb von Sekunden reversibel war. Die Translokation der
PKC-a wird durch die Bildung von DAG in der Plasmamembran induziert, an das die PKC-a
mit ihrer C1-Doméne bindet. Die Ca®"-Freisetzung durch den anderen second messenger IP;
induziert die Bindung von Ca*" an die C2-Domine der PKC-a, welche durch deren Ca®'-
abhingige Bindung an anionische Lipide zum groflen Teil fiir die Initiation der Membran-
Assoziation der PKC-o verantwortlich ist (Carmena und Sardini, 2007; Sinnecker und
Schifer, 2004). Die Bindung von DAG induziert dann die Freisetzung des im inaktiven
Zustand gebundenen Pseudosubstrats, und die PKC-a geht in einen aktiven Zustand iiber,
kann ihr Substrat binden und Signaltransduktionsprozesse initiieren. Entsprechend induzierte
die Steigerung der [Ca®’]); durch Ionomycin eine Retranslokation der PKC-o, wihrend
Ionomycin keinen Einfluss auf die stabil an der Plasmamembran lokalisierte SphK1 hatte.
Tonomycin transportiert Ca**-Ionen frei durch die Plasmamembran, wodurch im Zellinnern
die Ca*"-Konzentration der extrazelluldren Pufferlésung erreicht wird. Die durch Carbachol
induzierte Translokation der PKC-o unterschied sich damit deutlich von der SphKI-
Translokation.

Die im Ruhezustand cytosolisch lokalisierten Enzyme SphK1 und PKD translozierten
nach Stimulation mit Carbachol mit den unterschiedlichen Halbwertszeiten von ca. 3 s fiir die
SphK1 bzw. ca. 12 s fiir die PKD an die Plasmamembran von HEK-293-Zellen. Die
Translokation beider Enzyme war lang anhaltend. Die M;-stimulierte PKD-Translokation
wird wahrscheinlich durch die direkte Bindung der C1-Doméne der PKD an DAG und eine
direkte oder indirekte Aktivierung durch die PKC induziert (Rozengurt et al., 2005). In
Ubereinstimmung damit induzierte auch PMA eine stark ausgepriigte und lang anhaltende
Translokation der PKD an die Plasmamembran, wobei die Halbwertszeit etwa 15 s betrug.

Die Translokation der humanen SphK1 nach Stimulation mit PMA war dagegen hochstens
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gering ausgepriagt und konnte durch die nachfolgende Stimulation der Zellen mit Carbachol
deutlich und rasch verstirkt werden. Auch eine kombinierte Stimulation mit PMA und
Ionomycin induzierte nur eine sehr schwache Translokation der SphK1 und hatte keinen
hemmenden FEinfluss auf die nachfolgende durch Carbachol induzierte Translokation. Dies
weist darauf hin, dass auch die Kombination aus einer persistent hohen [Ca®’]; und einer
PKC-Aktivierung, falls iiberhaupt, nur einen sehr geringen Einfluss auf die Lokalisation der
SphK1 hat, wihrend die Ms-stimulierte Translokation unabhédngig von diesen Vorgingen
ablauft. Insgesamt unterschied sich die Translokation der SphK1 also von der Translokation
der PKC-o und der PKD, was dazu passt, dass die Aminosduresequenz der SphK1 weder C1-
noch C2-Doménen enthélt (Taha et al., 2006).

Uber die Klonierung und Expression von Fragmenten der humanen SphK1 sollten die
Regionen der Aminoséduresequenz identifiziert werden, die fiir die SphK 1-Translokation nach
M;-Rezeptor-Stimulation notwendig sind. Von allen generierten SphK1-Fragmenten
translozierte nur das SphK1-Fragment 3 nach Stimulation mit Carbachol vom Cytosol an die
Plasmamembran. Dabei unterschied sich die Translokation dieses Fragments in der Kinetik
nicht von der Translokation der humanen Wildtyp-SphK1. Dem die Aminosiduren 1-377
umfassenden SphK1-Fragment 3 fehlte lediglich die Bindungsstelle fiir das Adapter-Molekiil
TRAF2, welches fiir die Aktivierung der humanen SphK1 nach Stimulation mit TNF-a
benétigt wird (Xia et al., 2002). Wie zu erwarten, spielte also die TRAF2-Bindung keine
Rolle bei der M3-Rezeptor-stimulierten SphK 1-Translokation.

) . . 350 377
Die Aminoséduren zwischen Val™™" und Met

der humanen SphK1 scheinen essentiell fiir
die durch Carbachol induzierte SphK1-Translokation zu sein, da die Lokalisation des im
Vergleich zum Fragment 3 um 27 Aminosduren kiirzeren Fragments 2 (Aminosduren 1-350)
nicht durch Carbachol beeinflusst wurde. Diese 27 Aminosduren umfassende, fiir die Mjs-
Rezeptor-stimulierte Translokation essentielle Region der SphK1-Sequenz beinhaltet mit

371
Ser

eine der mehreren mdglichen PKC-Phosphorylierungsstellen, die ja, wie oben
dargestellt, keine funktionelle Bedeutung fiir die Ms-stimulierte SphK1-Translokation haben,
und eine Lipidanlagerungsstelle (Aminosduren 344-365), die vielleicht eine Rolle bei der
durch Carbachol induzierten Translokation der humanen SphK1 spielen konnte. Auch der N-
Terminus der SphK1 scheint wichtig fiir die durch Carbachol induzierte Translokation zu
sein, da die N-terminal verkiirzten SphK1-Fragmente 4-6 nicht translozierten. Dies zeigte,
dass auch die N-terminalen Aminosduren 1-110 fiir die durch Carbachol induzierte

Translokation bendtigt werden. Mdglicherweise spielen die beiden Aminosduren Thr’* und
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Arg® am N-Terminus der humanen SphK1-Sequenz eine essentielle Rolle bei der durch
Carbachol induzierten Translokation. Diese beiden Aminosduren interagieren iiber ihre
Seitenketten mit membranstdndigem Phosphatidylserin, was essentiell flir die durch TNF-a
und PMA induzierte Translokation der SphK1 war (Stahelin et al., 2005). Stahelin et al.
(2005) zeigten, dass die SphK1-Mutanten SphK1"™** und SphK1™*** eine stark verminderte
Membran-Affinitat aufwiesen (Stahelin et al., 2005). Eine Untersuchung an murinen SphK1-
Fragmenten ergab, dass die cytosolische Lokalisation des N-terminalen Fragments der
murinen SphK1 (Aminosduren 1-169) durch die Stimulation mit Carbachol nicht beeinflusst
wurde, wihrend das C-terminale Fragment (Aminosduren 134-388) schwach zur
Plasmamembran translozierte. Die Translokation des C-terminalen Fragments stimmte mit
den Daten von Delon et al. (2004) iiberein, die ebenfalls eine Translokation dieses murinen
SphK1-Fragmentes beobachteten. Jedoch wurde diese SphK1-Translokation durch eine von
der Phospholipase D (PLD) katalysierte Bildung von Phosphatidsdure (PA) an intrazelluldren
Membranen induziert (Delon et al., 2004).

Tatséchlich stimuliert der Ms-Rezeptor in HEK-293-Zellen eine Aktivierung der PLD, die
jedoch tiber Gi,/13-Proteine verlduft (Riimenapp et al., 2001). Auch hatte die Inhibierung der
PLD mit 1-Butanol keinen Einfluss auf die Ms-stimulierte SphK1-Translokation (Meyer zu
Heringdorf, personliche Mitteilung). SchlieBlich hatte bereits Danneberg (2003) festgestellt,
dass die durch Carbachol induzierte SphK1-Translokation nicht durch Genistein gehemmt
wird, welches jedoch die PLD-Aktivierung durch den M3-Rezeptor inhibiert (Schmidt et al.,
1994). Diese Untersuchungen legen nahe, dass die Aktivitit der PLD und die Bildung von PA
fiir die durch Carbachol induzierte Translokation keine Rolle spielen. Die PA-bindenden
Dominen der SphK1 sind bisher noch nicht identifiziert worden, jedoch war der C-Terminus
der murinen SphK1 essentiell fiir die Interaktion mit PA (Delon et al., 2004).

Das C-terminale Fragment der murinen SphKI1 nach Stimulation mit Carbachol
translozierte, wihrend die cytosolische Lokalisation des C-terminal um vier Aminosiuren
langeren, humanen SphK1-Fragments 4 nicht durch Carbachol beeinflusst wurde. Dies und
die Tatsache, dass eine Translokation des N-terminal lingsten humanen SphK1-Fragments 5
(Aminosduren 111-384) nicht durch Carbachol induziert werden konnte, belegt die These,
dass die N-terminale Aminosduresequenz vor der Aminosdure an Position 111 eine essentielle
Rolle fiir die durch Stimulation Gg-gekoppelter Rezeptoren ausgeloste Translokation der
humanen SphKl1 spielt. Eventuell konnten kleine Sequenzunterschiede zwischen den

Aminosduren 134 und 388 der murinen SphK1 und den Aminosduren 111 und 384 der
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humanen SphK1 zur Bildung struktureller Motive beitragen, die fiir die beobachteten
Unterschiede zwischen der humanen und der murinen SphK1 verantwortlich sein konnten.
Moglich widre z. B., dass die murine SphK1 weitere putative Phosphatidylserin-
Bindungsstellen zwischen den Aminosduren 134 und 388 besitzt, die die durch Carbachol
induzierte Translokation des C-terminalen Fragments an die Plasmamembran vermitteln, und
die in der humanen SphK1-Sequenz zwischen den Aminosduren 111 und 384 nicht enthalten
sind. Das SphK1-Fragment 6 war als einziges Fragment in etwa 90 % der beobachteten Zellen
nicht nur cytosolisch, sondern auch im Kern lokalisiert. Diese Kernlokalisierung ist darauf
zuriickzufiihren, dass in diesem Fragment die beiden Kernexport-Sequenzen fehlen, die
zwischen den Aminosduren 147 und 155 sowie zwischen den Aminosduren 161 und 169
liegen und fiir die Relokalisation der SphK1 vom Kern zuriick ins Cytosol verantwortlich sind
(Inagaki et al., 2003).

SchlieBlich wurde untersucht, ob es eine direkte Interaktion zwischen Gog und der SphK1
geben konnte. Im Rahmen dieser Arbeit gelang es, in mit YFP-SphK1 und konstitutiv
aktivem Gan209L-EE cotransfizierten HEK-293-Zellen mittels Coimmunoprazipitation eine
wahrscheinlich direkte Interaktion zwischen den beiden Proteinen nachzuweisen. So wurde
mit einem anti-YFP Antikorper nicht nur YFP-SphK1, sondern auch G(quzogL-EE gefillt.

Umgekehrt lieB sich Gag2""

-EE dagegen weder durch anti-EE noch durch anti-Go, féllen,
weshalb eine mogliche Coprizipitation der SphK1 nicht gezeigt werden konnte. Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die SphK1 moglicherweise ein weiterer direkter
Interaktionspartner von Goq sein konnte, wobei fiir eine definitive Aussage noch zusétzliche
Untersuchungen benotigt werden. In der Literatur wurden bisher, abgesehen von der PLCp,
nur sehr wenige direkte Gog-Effektoren beschrieben. Lutz et al. (2005) identifizierten den
Guaninnukleotid-Austauschfaktor p63RhoGEF als direkten Goagii-Effektor, der Gg-
gekoppelte Rezeptoren direkt mit Rho A und den Rho A-abhéngigen zelluldren Prozessen in
HEK-293-Zellen verbindet. Inzwischen konnte der Gog-p63RhoGEF-Komplex sogar

kristallisiert werden (Lutz et al., 2007).

5.2. Funktionelle Bedeutung der Gg-stimulierten Translokation der SphK1 an die
Plasmamembran

Eine  Kreuzaktivierung von  S1P-Rezeptoren ist  bisher  hauptsichlich  fiir
Rezeptortyrosinkinasen und Antigen-Rezeptoren gezeigt worden (Toman et al., 2004; Jolly et
al., 2004; Hobson et al., 2001; E1 Shewy et al., 2006). Hierbei sind sowohl eine sequenzielle
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Aktivierung iiber Stimulation der SphK1 und Bildung von SI1P, als auch sogenannte
Signalplattformen, innerhalb derer die Rezeptoren direkt miteinander interagieren,
beschrieben worden. So induzierte die Stimulation des TrkA-Rezeptors durch NGF in
Spinalganglion-Neuronen eine Translokation der SphK1 an die Plasmamembran und fiihrte
iiber die lokale und zeitlich begrenzte Bildung von SIP zu einer Internalisierung der S1P-
Rezeptoren S1P; und S1Ps. Hierdurch wurden Signalwege aktiviert, die die Ausdehnung von
Neuriten regulieren. Eine katalytisch inaktive Mutante der SphK1 translozierte zwar nach
Stimulation mit NGF an die Plasmamembran, reduzierte aber das Neuritenwachstum (Toman
et al., 2004). Eine andere Publikation beschreibt, dass die durch den IgE-Rezeptor induzierte
Aktivierung und Translokation der SphK1 in Mastzellen einen Export von S1P bewirkte,
welches dann den S1P;- und S1P,-Rezeptor aktivierte. Uber die Kreuzaktivierung dieser S1P-
Rezeptoren wurden die fiir allergische Reaktionen wichtige Migration und Degranulation der
Mastzellen reguliert (Jolly et al., 2004). In einem weiteren Beispiel flihrte die Stimulation von
HEK-293-Zellen mit PDGF {iber die Aktivierung und Translokation der SphK1 zur Bildung
und Ausschleusung von S1P, welches autokrin/parakrin {iber den S1P;-Rezeptor die auf
PDGF gerichtete Zellmigration steuerte (Hobson et al., 2001). IGF stimulierte eine ERK-
Aktivierung iiber SphK1-Translokation und Aktivierung sowie Internalisierung des S1P;-
Rezeptors, wobei dies durch den S1P;/S1Ps;-Rezeptor-Antagonisten VPC23019 inhibiert
werden konnte (El Shewy et al., 2006). In einer neueren Arbeit von Donati et al. (2007) wird
gezeigt, dass die durch TNF-a induzierte Myogenese von einer S1P,-Rezeptor-
Kreuzaktivierung abhéngig war (Donati et al., 2007).

Ein Beispiel fiir die oben genannten Signalplattformen sind der PDGF-Rezeptor und der
S1P;-Rezeptor, welche nach separater Stimulation gemeinsam internalisieren, sich die G-
Protein-Untereinheiten teilen und als funktionelle Einheit ERK1/2 regulieren sollen (Waters
et al., 2003). Grundlage dieses Modells ist die Tatsache, dass auch S1P;-Mutanten mit einer
defekten S1P-Bindungsstelle die durch den PDGF-Rezeptor vermittelten Signalwege
verstiarkten (Waters et al., 2006). In einem weiteren Modell sollen Rezeptortyrosinkinasen
wie der IGF-1 Rezeptor den S1P;-Rezeptor unabhingig von der SphK1 durch eine Akt-
abhéngige Phosphorylierung transaktivieren kdnnen (Lee et al., 2001). In den Modellen der
Signalplattform und der Aktivierung durch Phosphorylierung spielen SphK1 und SI1P-
Bildung keine Rolle, sondern es liegt eine Liganden-unabhingige Aktivierung des S1P;-

Rezeptors vor.
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Hier konnte nun gezeigt werden, dass auch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren wie der M-
Rezeptor eine Kreuzaktivierung und Internalisierung von S1P-Rezeptoren bewirken kénnen.
So fiihrte die Stimulation des Ms-Rezeptors mit Carbachol zu einer Internalisierung der in
HEK-293-Zellen iiberexprimierten S1P-Rezeptoren S1P;, S1P, und S1Ps.

Mit Hilfe einer katalytisch inaktiven SphK1-Mutante, einer S1P;-Rezeptormutante und
eines kompetitiven S1P;3-Antagonisten konnte gezeigt werden, dass hier eine sequenzielle
Aktivierung der S1P-Rezeptoren vorliegt. Erstens war die durch Carbachol induzierte S1P-
Rezeptorinternalisierung abhéngig von der katalytischen Aktivitdt der SphK1 und damit von
der SIP-Bildung, da die katalytisch inaktive SphKI-Mutante SphK19**" zwar nach
Carbachol-Stimulation zur Plasmamembran translozierte, jedoch die Mj;-stimulierte
Internalisierung des S1P;-Rezeptors unterdriickte. Zweitens konnte weder durch exogenes

R292A

S1P noch durch Carbachol eine Internalisierung der Rezeptormutante S1P; ausgelost

KI111A R292A

werden, wihrend die Kontrollmutante S1P; effektiv internalisierte. S1P; welst eine
Mutation innerhalb der S1P-Bindungsstelle auf und kann S1P nicht binden (Parrill et al.,
2000). Drittens wurde die durch Carbachol stimulierte Internalisierung des S1P;-Rezeptors,
ebenso wie die durch S1P stimulierte Internalisierung, durch den kompetitiven S1P;/S1Ps-
Rezeptorantagonisten VPC23019 gehemmt. Dies Ergebnis zeigt, dass die beobachtete
Rezeptorinternalisierung von einer Agonist-Bindung abhidngig war und somit die Folge einer
vorhergehenden Rezeptoraktivierung war.

Nicht nur die Stimulation des Mj-Rezeptors, sondern auch eine Uberexpression von
konstitutiv aktivem Gog, welches eine SphK1-Translokation induziert (Danneberg, 2003),
fiihrte zur Internalisierung des S1P;-Rezeptors. Auch in diesem Fall wurde die

Rezeptormutante S1P;"***

nicht internalisiert. Dieses Ergebnis spricht dafiir, dass die
Kreuzaktivierung von S1P-Rezeptoren auch durch andere G4-gekoppelte Rezeptoren induziert
werden konnte. Durch welchen Mechanismus das lokal gebildete S1P aus den Zellen
exportiert wird, bleibt gegenwértig unklar, jedoch konnten ATP-abhidngige Transporter wie
ABCCI1 daran beteiligt sein (Mitra et al., 2006) oder ein ATP-unabhéngiges System, das
durch Ca®* stimuliert wird, wie es zumindest in Thrombozyten beschrieben wurde (Kobayashi
etal., 2000).

Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Aktivierung
des Gq-gekoppelten M;-Muskarinrezeptors lber die Induktion der SphK1-Translokation an

die Plasmamembran eine Internalisierung der S1P-Rezeptoren S1P,, S1P, und S1P; bewirkt.

Fiir den S1P;-Rezeptor konnte dabei gezeigt werden, dass die Internalisierung auf einer durch
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die SphK1 katalysierten SI1P-Bildung sowie auf einer Bindung von S1P an den Rezeptor
beruht und damit eine Folge der S1P;-Rezeptor-Aktivierung ist. Auch die durch den M;-
Rezeptor induzierte Internalisierung der S1P-Rezeptoren S1P, und S1P; beruht vermutlich auf
diesem Mechanismus. Insgesamt liegt hier also ein Mechanismus vor, {iber den Gq-gekoppelte
Rezeptoren Gj-Signalwege (vor allem tliber S1P;) und Gy/13-Signalwege (iiber S1P, und S1P5)

aktivieren konnen.

Autokrine/
parakrine
Wirkung des S1P

Carbachol

S1P
R ~ — vPC23019 l

S1P

Zellulare
Prozesse /

4 ___________________
Carbachol induzierte
Translokation

Sph S1P

Abb. 37: Durch Stimulation des Ms-Muskarinrezeptors induzierte SphK1-
Translokation und Kreuzaktivierung von S1P-Rezeptoren.

Die Stimulation des Mjz-Muskarinrezeptors mit Carbachol induziert liber Go, die
Translokation der cytosolisch lokalisierten SphK1 an die Plasmamembran von HEK-293-
Zellen. Dort kommt es zu einer lokal und zeitlich begrenzten Bildung von S1P. Dieses
S1P wird iiber einen noch unbekannten Weg aus der Zelle exportiert und aktiviert sowie
internalisiert die S1P-Rezeptoren S1P;, S1P, und S1P;. Hierdurch konnen vermutlich
spezifische Signalwege aktiviert werden, die zelluldre Prozesse wie z. B. Migration oder
Proliferation regulieren. Die autokrine/parakrine Wirkung von S1P konnte durch eine
katalytisch inaktive SphKI1-Mutante, durch S1P;-Rezeptormutanten mit defekter S1P-
Bindungsstelle und durch den selektiven S1Pj;-Antagonisten VPC23019 inhibiert

werden.
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5.3. Ca®*-Homdostase in SGPL1"-MEFs

Die zelluldren S1P-Spiegel werden durch das Zusammenspiel von SphK und S1P-Lyase, S1P-
Phosphatasen und verschiedenen Lipidphosphat-Phosphohydrolasen eng reguliert (Pyne und
Pyne, 2000). Die S1P-Lyase ist mit einer transmembranidren Domédne am ER verankert, wobei
das katalytisch aktive Zentrum auf der dem Cytosol zugewandten Seite der ER-Membran liegt
(Van Veldhoven und Mannaerts, 1991;Van Veldhoven, 2000; Van Veldhoven et al., 2000).
Dies ldsst vermuten, dass die S1P-Lyase eher intrazelluldre als extrazellulire SI1P-
Konzentrationen reguliert. Tatsdchlich wurde erst kiirzlich gezeigt, dass S1P-Lyase-defiziente
Zellen ebenso wie Wildtyp-Zellen in der Lage sind, extrazelluldres S1P abzubauen (Peest et
al., 2008). Auerdem sind in SGPL1"-MEFs die intrazelluliren S1P-Spiegel deutlich erh6ht
(Van Veldhoven, 2005). Die S1P-Lyase beeinflusst durch ihre katalytische Aktivitit das
Gleichgewicht zwischen dem pro-apoptotischen Ceramid und dem anti-apoptotischen S1P
und spielt dadurch eine entscheidene Rolle bei der Regulation des Zelliiberlebens. Eine
Ausschaltung der S1P-Lyase durch siRNA und auch ihre Inhibierung durch THI hemmt iiber
erhohte S1P-Spiegel die Apoptose, wihrend eine Uberexpression des Enzyms die Apoptose
induziert (Reiss et al., 2004).

Da intrazellulires S1P auch unabhingig von G-Protein gekoppelten S1P-Rezeptoren Ca**
aus intrazelluldren Speichern mobilisieren kann (Meyer zu Heringdorf et al., 1998), wurde der
Einfluss der erhdhten S1P-Spiegel auf die zellulire Ca*'-Homdostase und die durch
Agonisten ausgeldsten [Ca2+]i—Anstiege in SGPL1"-MEFs untersucht. Die basale [Ca™"};
betrug in den SGPL1"-MEFs etwa 300 nM und war somit deutlich iiber physiologische
Konzentrationen (ca. 100 nM) hinaus erhéht. Diese [Ca®']; liegt in einem Bereich, in dem das
Zellwachstum gefordert wird, wihrend eine noch héhere [Ca®'; iiber lingere Zeit schlieBlich
zum Zelltod fiihren kann (Berridge et al., 2000). Interessanterweise war auch in S1P-Lyase-
defizienten Hefen eine erhohte basale [Ca®]; gemessen worden (Birchwood et al., 2001). Es
bestand jedoch ein wichtiger Unterschied zwischen der Hefe und den hier untersuchten
SGPL1"-MEFs. In der Hefe beruhte die erhdhte basale [Ca®']; auf einem von der SI1P-
Akkumulation abhingigen Ca**-Einstrom (Birchwood et al., 2001), wihrend in den SGPL1"-
MEFs die basale [Ca”']; auch in Abwesenheit von extrazelluldren Ca”" signifikant erhoht war
und folglich nicht auf einem erhdhten Ca®*-Einstrom beruhte. Mdgliche Ursachen der hohen
basalen [Ca’']; in SGPL1"-MEFs sind eine gesteigerte Ca’'-Freisetzung, eine gestorte
Wiederaufnahme in das ER, einer verminderte Ca*"-Pufferung durch Mitochondrien oder ein

gestorter Auswiértstransport iiber die Plasmamembran. Dennoch scheint intrazellulédres S1P
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auch in Sdugerzellen prinzipiell in der Lage zu sein, einen Ca*-Einstrom zu induzieren
(Itagaki und Hauser, 2003).

In den SGPL1"-MEFs waren auBerdem die durch Agonisten induzierten [Ca®]-Anstiege
signifikant erhoht. Auch die durch den SERCA-Inhibitor Thapsigargin induzierten [Ca®'];-
Anstiege und deren Geschwindigkeit in An- und Abwesenheit von extrazellulirem Ca®*
waren in SGPL17-MEFs erhoht. Thapsigargin hemmt die SERCA-ATPase, welche Ca®"
gegen den Konzentrationsgradienten in die Ca*’-Speicher pumpt. Die Zugabe von
Thapsigargin zu den Zellen bewirkt einen [Ca®']i-Anstieg, da das aus den Speichern
ausstromende Ca®" nicht wieder zuriickgepumpt werden kann. Die Thapsigargin-induzierten
[Ca’"i-Anstiege spiegeln unter anderem also auch den Fiillungszustand der Ca®"-Speicher
wieder. Diese Ergebnisse zeigen, dass die beobachteten erhhten [Ca*']-Anstiege, induziert
durch SIP, Bradykinin oder auch LPA, auf einer erhohten Ca**-Speicherung in den
Thapsigargin-sensitiven Speichern der SGPL1"-MEFs zuriickzufiihren sind.

Durch die Vorinkubation der Zellen mit dem SphK-Inhibitor SKI II konnte die basal
erhohte [Ca’]; in den SGPL1"-MEFs signifikant vermindert werden. Folglich ist die basal
erhohte [Ca®'); und die durch verschiedene Agonisten erhohten [Ca2+]i—Anstiege in den
SGPL1"-MEFs wahrscheinlich auf das durch die SphK gebildete und intrazellulér
akkumulierende S1P zurlickzufiihren. So kdnnte der chronisch erhohte S1P-Spiegel eine
persistente Ca”*-Freisetzung aus den intrazelluliren Speichern bewirken, dhnlich wie es fiir
intrazelluldr akut erhohtes S1P bereits beschrieben worden ist (Meyer zu Heringdorf et al.,
1998, 2003a), wodurch sich die basal erhohte [Ca®']; in den SGPL1"-MEFs erkliren lassen
wiirde. Die ebenfalls erhohte Ca®*-Speicherung in den Thapsigargin-sensitiven Speichern der
SGPL1"-MEFs kénnte moglicherweise auf einem Kompensationsmechanismus oder einer
Art Gegenregulation beruhen, mit der die Zelle versucht, das basal erhohte cytosolische Ca*"
mit Hilfe von Pumpen oder Austauschern aus dem Cytosol der Zellen in die intrazelluldren
Speicher zu schaffen.

Bei Untersuchungen an Einzelzellen fiel auf, dass die SGPL1"-MEFs eine abnormale,
deutlich verstirkte Fluo-4 Fluoreszenz in subzelluldren Kompartimenten aufwiesen, wihrend
die Fluo-4 Fluoreszenz in SGPL1™*-MEFs homogen verteilt war. In diesem Zusammenhang
ist es besonders wichtig, dass der bei den oben beschriebenen Untersuchungen verwendete
Ca”*-sensitive Fluoreszenzindikator Fura-2 unter den gewihlten Bedingungen in beiden
Zelltypen, also auch in SGPL1"-MEFs, homogen verteilt war und so tatsdchlich die

cytosolische [Ca*']; gemessen wurde. Die abnormale Fluo-4 Fluoreszenz war nicht in allen
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SGPL1"-MEFs gleich verteilt, sondern es konnten zwei verschiedene Anfirbungsmuster
beobachtet werden. Untersuchungen mit Organell-Markern zeigten, dass die Fluoreszenz
meist entweder in Lysosomen oder im ER angereichert war, wihrend nur in wenigen Zellen
beide Organellen angefarbt waren. Diese Heterogenitit innerhalb der Zellpopulation kdnnte
darauf beruhen, dass MEFs aus einem Gemisch verschiedener mehr oder weniger
differenzierter Zellen, die moglicherweise aus verschiedenen Keimbléttern stammen,
hochgezogen werden. Eine Stimulation mit Thapsigargin verminderte die abnormale
netzartige und punktuelle Fluo-4 Fluoreszenz, wéihrend die cytosolische Fluoreszenz anstieg,
was zeigt, dass Thapsigargin-sensitive Ca>"-Speicher angefirbt wurden. Die lokal erhdhte
Fluo-4 Fluoreszenz in SGPL1”-MEFs beruhte sehr wahrscheinlich nicht auf dem oben
beschriecbenen  erhdhten — Ca*’-Gehalt der intrazelluliren  Speicher. Da  die
Dissoziationskonstante von Fluo-4 fiir Ca*" 345 nM betrdgt, wird das Fluo-4 in den
intrazelluliren Ca®’-Speichern aufgrund der im mikromolaren Bereich befindlichen Ca®'-
Konzentrationen in diesen Speichern (Berridge et al., 2000) maximal mit Ca®" abgesittigt.
[Ca®"]-Unterschiede sind in diesem Konzentrationsbereich also nicht mehr mit Fluo-4
detektierbar. Deshalb ist anzunehmen, dass sich Fluo-4 im ER und in den Lysosomen der
SGPL1"-MEFs anreichert.

Einen moglichen Hinweis auf die Ursache hierfiir konnte die Tatsache liefern, dass das
chemisch dem Fluo-4 verwandte Fluo-3 ein Substrat von Transportern aus der ABC-
Transporterfamilie ist (Honig et al., 2003). Die ABC-Transporter werden insbesondere in
Tumorzellen hoch exprimiert, lassen sich jedoch auch in nicht transformierten Zellen
nachweisen. Sie vermitteln einen ATP-abhingigen Export verschiedener Substanzen iiber die
Plasmamembran und regulieren so beispielsweise die Arzneimittelresorption im Darm, den
Transport iiber die Blut-Hirn-Schranke und die Resistenz von Tumorzellen gegeniiber
Chemotherapeutika (Kartner et al., 1983; Cole et al., 1992; Doyle et al., 1998; Maliepaard et
al., 2001). Interessanterweise konnen ABC-Transporter auch an intrazelluliren Membranen
lokalisiert sein (Shapiro et al., 1998; Van Luyn et al., 1998; Meschini et al., 2000). MRP1 ist
in vielen normalen Geweben vorrangig intrazelluldr lokalisiert (Wioland et al., 2000).
Rajgopal und Simon (2003) zeigten, dass P-glycoprotein (Pgp), multidrug resistance protein-
1 (MRP1) und breast cancer resistance protein (BCRP) auch an lysosomalen Membranen
lokalisiert sind und zur Entwicklung von Medikamentenresistenzen beitragen kénnen, indem
sie Substanzen vom Cytosol in die Lysosomen hinein transportieren und so beispielsweise

einem Wirkort im Kern entziehen. Die abnormale Fluo-4 Anreicherung in den Lysosomen der
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SGPL1"-MEFs kénnte also auf einer vermehrten Expression von ABC-Transportern in den
Membranen von Lysosomen oder ER basieren, welche vielleicht durch die intrazellulér
erhohten S1P-Spiegel induziert werden konnte. Tatsdchlich ist in vielen Tumorzellen die
SphK1 hoch exprimiert, was zur Chemoresistenz dieser Zellen beitragt (French et al., 2003;
Kawamori et al., 2006), wihrend die S1P-Lyase herunterreguliert ist (Oskouian et al., 2006).
Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass in SGPL1"-MEFs eine erhhte basale
[Ca™]; sowie eine gesteigerte Ca’’-Speicherung in Thapsigargin-sensitiven Speichern zu

finden ist, was zur Verstirkung der durch Agonisten induzierten [Ca*"]i-Anstiege fiihrt.

5.4. Zellulare Wirkungen des Sphingosin-Analogons cis-4-MSph

Mit cis-4-MSph stand ein synthetisches Sphingosin-Analogon zur Verfiigung, das sich nach
Phosphorylierung, im Gegensatz zum kurzlebigen S1P, intrazelluldr anreichert und dessen
Wirkungen imitiert (van Echten-Deckert et al., 1998; Naetzker et al., 2006). Die akute
Stimulation von HEK-293-Zellen mit cis-4-MSph induzierte rasche und transiente [Ca”'};-
Anstiege. Dieses Ergebnis stimmt mit den Beobachtungen von van Echten-Deckert et al.
(1998) in Swiss 3T3-Fibroblasten iiberein. Die durch cis-4-MSph induzierten [Ca2+]i—Anstiege
verliefen langsamer als die durch S1P und unterschieden sich also in der Kinetik von durch G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren ausgelosten [Ca®']i-Anstiegen. Andererseits verliefen sie
signifikant schneller als die durch Sphingosin induzierten [Ca’]i-Anstiege. Die
Vorinkubation mit cis-4-MSph fiihrte zu einer konzentrations- und zeitabhingigen Hemmung
der durch SIP induzierten [Ca®']i-Anstiege. Die basale [Ca®]; wurde nicht beeinflusst,
folglich verhielt sich das intrazelluldr akkumulierende cis-4-MS1P anders als das bei einer
S1P-Lyase-Defizienz intrazelluldr akkumulierende S1P. Auch die durch andere Agonisten
ausgelosten [Ca®']i-Anstiege wurden nicht beeinflusst, was eine spezifische Interaktion von
cis-4-MSph oder cis-4-MS1P mit S1P-Rezeptoren nahelegte.

Der Verlauf der S1P-Konzentrations-Wirkungskurven jeweils nach fiinfminiitiger oder
mehrstlindiger Vorinkubation mit cis-4-MSph deutete darauf hin, dass die Inhibierung der
durch SIP ausgeldsten [Ca®']i-Anstiege nicht auf einem kompetitiven Antagonismus von cis-
4-MSph an S1P-Rezeptoren beruhte, da sich die Hemmwirkung von cis-4-MSph mit der Zeit
verstiarkte. In fritheren Arbeiten war durch den Einsatz des SphK-Inhibitors L-threo-
Sphinganin gezeigt worden, dass eine Phosphorylierung von cis-4-MSph zu cis-4-MS1P fiir
die biologische Wirkung benétigt wurde (van Echten-Deckert et al., 1997; 1998). Hier konnte

nun mit Hilfe von SphK1-defizienten MEFs erstmals belegt werden, dass die Wirkung von
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cis-4-MSph wesentlich von der Phosphorylierung durch die SphK1 abhingig war. So war die
durch cis-4-MSph verursachte Hemmung der S1P-induzierten [Ca’']i-Anstiege in SphK1-
defizienten MEFs sehr viel geringer ausgeprdgt als in den entsprechenden Kontroll-MEFs.
Die verbliebene Hemmwirkung von cis-4-MSph in SphK1-defizienten MEFs konnte auf einer
Phosphorylierung durch SphK2 beruhen.

Es lag nahe, zu vermuten, dass die Hemmung der S1P-induzierten [Ca® Ji-Anstiege durch
cis-4-MSph auf einer Desensitisierung von S1P-Rezeptoren beruhte, wie es auch fiir das
Sphingosin-Analogon FTY720 gezeigt worden war (Bilich et al., 2003). HEK-293-Zellen
exprimieren endogen die S1P-Rezeptoren S1P;; (Meyer zu Heringdorf et al., 2001), wobei
S1P, und S1P; an der Vermittlung von [Ca”']i-Anstiegen beteiligt sind (Lichte et al., 2008).
In MEFs dagegen sind S1P-induzierte [Ca®]i-Anstiege wahrscheinlich nahezu komplett auf
die Aktivitdt des S1Ps;-Rezeptors zuriickzufiihren, da eine Deletion des S1P,-Rezeptors keinen
groBBen Einfluss auf die durch S1P ausgeldsten [Ca2+]i-Anstiege hatte (Ishi et al., 2002). Der
S1P,-Rezeptor wiederum inhibiert iiber den PKC-Signalweg Rezeptor-vermittelte [Ca']i-
Anstiege in verschiedenen Zelllinien, ohne selbst [Ca*']i-Anstiege zu induzieren (Meyer zu
Heringdorf et al., 2003b).

In Ubereinstimmung hiermit wurden durch die Langzeitinkubation mit cis-4-MSph
sowohl der S1P,- als auch der S1P;-Rezeptor in HEK-293-Zellen deutlich von der
Plasmamembran in den perinukledren Raum der Zellen internalisiert. Der S1P;-Rezeptor
wurde im Vergleich zum S1P,- und S1P3;-Rezeptor durch die Inkubation mit cis-4-MSph in
einem deutlich geringeren MalBle internalisiert und war groBtenteils weiterhin
membranstindig. Hieraus lésst sich schlieBen, dass cis-4-MSph in HEK-293-Zellen zu cis-4-
MSI1P phosphoryliert wird, welches dann SI1P-Rezeptoren internalisiert und zwar
hauptsichlich die an [Ca®"]i-Anstiege koppelnden S1P,- und S1Ps-Rezeptoren, was dann zur
beobachteten Hemmung von S1P-induzierten [Ca® Ji-Anstiegen fiihrt. Dies erklirt auch die
Zunahme der Hemmwirkung bei lidngeren Inkubationszeiten. Die durch cis-4-MSph
induzierten akuten [Ca’'Ji-Anstiege legen wiederum nahe, dass cis-4-MSIP exportiert wird
und zunéchst als Agonist auf S1P, und S1P; wirkt, was dann zu einer anschliessenden
Internalisierung flihrt. Hierzu passt, dass cis-4-MS1P die Zelltyp-spezifischen Wirkungen von
S1P imitiert, wie Proliferation, DNA-Synthese oder auch Apoptose (van Echten-Deckert et
al., 1997; 1998). Durch weitere Versuche miisste bestitigt werden, dass die durch cis-4-MSph
ausgelosten [Ca® |i-Anstiege auf einer Aktivierung von S1P-Rezeptoren beruhen. So miissten

sie sich durch Antagonisten wie VPC23019 oder BML-241 oder eine S1P-Vorbehandlung
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hemmen lassen. Der langsamere Ablauf der durch Sphingosin induzierten [Ca*']i-Anstiege
lieBe sich dann dadurch erkldren, dass das gebildete SIP im Gegensatz zum metabolisch
stabilen cis-4-MS1P rasch abgebaut wird.

Die beiden Sphingosin-Analoga cis-4-MSph und FTY720 sind sich in vielerlei Hinsicht
sehr dhnlich. So werden beide Substanzen nach der Zugabe in die Zellen aufgenommen,
intrazelluldr durch die SphK zu den jeweils wirksamen Metaboliten cis-4-MS1P bzw.
FTY720-P phosphoryliert, die beide in spezifischer Weise SI1P-Rezeptoren aktivieren,
internalisieren und desensitisieren kdnnen. Es gibt jedoch einige Unterschiede zwischen den
beiden Substanzen. So spielte die SphK1 eine wesentliche Rolle fiir die Wirkung von cis-4-
MSph, wihrend FTY720 iiberwiegend durch die SphK2 phosphoryliert wird, von der auch
seine immunsuppressive Wirkung abhéngig ist (Kharel et al., 2005). AuBerdem unterscheiden
sich beide Substanzen in ihrem Rezeptorprofil. FTY720-P aktiviert alle SI1P-
Rezeptorsubtypen mit Ausnahme des S1P,-Rezeptors (Brinkmann et al., 2002). In der
vorliegenden Arbeit bewirkte die Vorinkubation mit FTY720 im Gegensatz zu cis-4-MSph
keine Hemmung der durch S1P vermittelten [Ca®"]i-Anstiege, was sich dadurch erkléren lisst,
dass der S1P,-Rezeptor zu einem groBen Teil fiir die durch S1P ausgelosten [Ca®|-Anstiege
in HEK-293-Zellen verantwortlich ist. Die Inkubation mit FTY720 fiihrt vor allem zu einer
lang anhaltenden Internalisierung des S1P;-Rezeptors, wodurch es zu einer Retention der
Lymphozyten in den Lymphknoten kommt (Matloubian et al., 2004). Im Gegensatz dazu
internalisierte cis-4-MSph den S1P;-Rezeptor in einem deutlich geringeren Maf3e als FTY720.
Eine weitere Gemeinsamkeit dieser beiden Sphingosin-Analoga besteht darin, dass sie nicht
durch die SIP-Lyase, sondern nur durch die von Phosphatasen katalysierte
Dephosphorylierung abgebaut werden konnen (Bandhuvula et al., 2005; van Echten-Deckert
etal., 1997; 1998).

Wie das FTY720-P imitiert cis-4-MS1P die Zelltyp-spezifischen Wirkungen von S1P (van
Echten-Deckert et al., 1997; 1998). Diese Tatsache konnte das cis-4-MSph auch interessant
fiir eine therapeutische Anwendung machen. Dabei wiirden sich wahrscheinlich aufgrund des
unterschiedlichen Rezeptorprofils zum FTY720 verschiedene Wirkungen ergeben. Als
unerwiinschte Wirkung des FTY720 bzw. FTY720-P treten transiente Bradykardien auf, die
vermutlich durch die Aktivierung des S1P3-Rezeptors vermittelt werden (Sanna et al., 2004).
Da cis-4-MSph bzw. dessen Phosphat auch auf den S1Ps;-Rezeptor wirkt, konnte es
moglicherweise ebenfalls Bradykardien auslosen. Im Gegensatz zum FTY 720 wiirde das cis-

4-MSph aufgrund seiner schwachen Interaktion mit dem S1P;-Rezeptor wahrscheinlich keine
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Lymphozytopenie auslosen und damit nicht als Immunsuppressivum in Frage kommen. Ein
wichtiger Unterschied des cis-4-MSph zum FTY720 stellt die Tatsache dar, dass es den S1P;-
Rezeptor stark internalisiert, wihrend das FTY720 keinen Einfluss auf diesen S1P-Rezeptor
hat. Der S1P,-Rezeptor inhibiert tiber G)/13-Proteine die Aktivierung von Rac und fiihrt so
zur Hemmung der Zellmigration. So konnte cis-4-MSph vielleicht durch seine Wirkung auf
den S1P,-Rezeptor die Chemotaxis und Migration einer Vielzahl von Zellen beeinflussen.
Dabei miisste untersucht werden, ob die Hauptwirkung von cis-4-MSph durch eine akute
Aktivierung des Rezeptors oder durch die langfristige Internalisierung und damit

Ausschaltung des Rezeptors bestimmt wird.
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In der vorliegenden Arbeit sollten die Steuerung der lokalisierten S1P-Bildung und ihre
Konsequenzen anhand der Gg-vermittelten SphK-Translokation, an S1P-Lyase-defizienten
Zellen sowie mit Hilfe des Sphingosin-Analogons cis-4-MSph untersucht werden. Im ersten
Teil wurde der molekulare Mechanismus der durch den Ms-Rezeptor stimulierten SphK1-
Translokation ndher charakterisiert und dessen funktionelle Bedeutung untersucht. Wie zuvor
fiir die murine SphK1 gezeigt, translozierte auch die humane SphK1 nach Stimulation des
M;-Rezeptors rasch und lang anhaltend an die Plasmamembran. Die Halbwertszeit der
Translokation betrug ca. 3-4 s. Die phosphorylierungsdefiziente Mutante SphK15%*
translozierte mit der gleichen Halbwertszeit. Folglich ist die durch eine ERK-&hnliche Kinase
katalysierte Phosphorylierung des Ser”” der humanen SphK1 nicht essentiell fiir die
Translokation durch den Mj-Rezeptor, welche somit einen anderen Mechanismus als die
durch TNF-a oder Phorbolester (PMA) induzierte SphK 1-Translokation aufweist.

Die SphK1 translozierte langsamer als die PKC-a, jedoch schneller als die PKD. Die
Translokation der PKC-a war, wie vorher beschrieben, reversibel und lie3 sich durch
Erhéhungen der [Ca®’]; restimulieren, was jedoch keinen Einfluss auf die SphKl-
Translokation und -Lokalisation hatte. Eine Translokation der PKD lief3 sich, aufler mit dem
M;-Rezeptor-Agonisten Carbachol, auch mit PMA stimulieren. Im Gegensatz dazu induzierte
PMA hochstens gering ausgepragte Translokationen der humanen SphK1, die sich damit nicht
von der murinen SphK1 unterschied. Interessanterweise stimulierte sogar die Kombination
von Ionomycin (Induktion von [Caz+]i—Anstiegen) und PMA (Stimulation der PKC) hdchstens
gering ausgepragte SphK1-Translokationen, und Carbachol war auch nach dieser Behandlung
noch wirksam. Diese Beobachtung ergénzt zuvor durchgefiihrte Untersuchungen, die eine
Rolle von klassischen Gg-vermittelten Signalwegen bei der M3-Rezeptor-stimulierten SphK1-
Translokation ausgeschlossen hatten.

Schlieflich wurde durch Coimmunoprézipitationsstudien zum ersten Mal eine
wabhrscheinlich direkte Interaktion von Gog und SphK1 nachgewiesen. Durch Untersuchungen
an SphK1-Fragmenten konnte gezeigt werden, dass der Bereich zwischen den Aminosiuren
Val’*” und Met’’”’ sowie die N-terminalen Aminosauren vor Position 110 der humanen SphK1
essentiell flir die M;-stimulierte SphK1-Translokation sind. Bei den Untersuchungen zur

funktionellen Bedeutung der SphK1-Translokation wurde festgestellt, dass die Stimulation
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des Ms-Rezeptors mit Carbachol zu einer Internalisierung der in HEK-293-Zellen
iiberexprimierten S1P-Rezeptoren S1P;, S1P, und S1P; fiithrte. Dabei konnte mit Hilfe der

R292A
und

katalytisch inaktiven SphK1-Mutante SphK1%?", der S1P;-Rezeptormutante S1P,
des S1P;3-Antagonisten VPC23019 gezeigt werden, dass hierfiir die katalytische Aktivitdt der
SphK 1 sowie die Bindung von S1P an den S1P;-Rezeptor benotigt wird. Auch die Expression
von konstitutiv aktivem Gag, welche eine SphKl1-Translokation bewirkt, fiithrte zur
Internalisierung des S1P;-Rezeptors. So konnte gezeigt werden, dass Gg-gekoppelte
Rezeptoren iiber die autokrine/parakrine Aktivierung von S1P-Rezeptoren vermutlich Gi- und
Gi2/13-Signalwege aktivieren konnen.

Im nichsten Teil der Arbeit wurde die Ca’’-Homdostase in SGPL1”-MEFs
untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass sowohl die basale [Ca®"]; als auch die durch
Agonisten induzierten [Ca*"]i-Anstiege in diesen Zellen, im Vergleich zu SGPL1"*-MEFs,
signifikant erh6ht waren. Die durch Thapsigargin induzierten [Ca’']i-Anstiege waren
signifikant hoher und verliefen schneller. Die Ca®*-Speicherung war also gesteigert, was auch
die Verstirkung der durch Agonisten induzierten [Ca’']i-Anstiege erklirt. Auch in
Abwesenheit von extrazellulirem Ca’" waren sowohl die basale [Ca®']; als auch die durch
Thapsigargin induzierten [Ca” ];-Anstiege erhoht. Diese Wirkungen kamen also nicht durch
einen verstirkten Ca*"-Einstrom zustande. Durch Hemmung der SphK mit SKI II wurde die
erhdhte basale [Ca®']; deutlich reduziert, was nahelegt, dass die Ursache der verdanderten Ca*"-
Homoostase der erhohte S1P-Spiegel in den SGPL1"-MEFs sein kénnte. Die auBerdem
beobachtete abnormale Speicherung des Ca”'-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffes Fluo-4 in
Lysosomen und ER der SGPL1"-MEFs lasst sich gegenwartig nicht erklaren.

Im dritten Teil der Arbeit wurden die zelluldren Wirkungen des Sphingosin-Analogons
cis-4-MSph untersucht. Es war bekannt, dass cis-4-MSph zum metabolisch stabilen cis-4-
MSI1P phosphoryliert wird, welches sich im Gegensatz zum kurzlebigen S1P intrazellulér
anreichert (van Echten-Deckert et al., 1997; 1998). Die akute Stimulation mit cis-4-MSph
induzierte transiente [Ca®"];-Anstiege, welche langsamer als die durch S1P, aber schneller als
die durch Sphingosin verliefen. Eine Vorinkubation mit cis-4-MSph hatten keinen Einfluss
auf die basale [Ca®"];, fiihrte jedoch zu einer spezifischen Hemmung der [Ca®']i-Anstiege
durch S1P. Die Hemmung der S1P-induzierten [Ca’'Ji-Anstiege war nicht nur von der
Konzentration, sondern auch von der Inkubationszeit abhidngig und bei mehrstiindigen
Inkubationen sehr viel stirker ausgeprdgt als nach 5 min, was gegen einen kompetitiven

Antagonismus von cis-4-MSph an S1P-Rezeptoren spricht. AuBBerdem war die Hemmwirkung
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in SPHK1”-MEFs deutlich abgeschwicht und folglich von der cis-4-MSI1P-Bildung
abhingig. SchlieBlich wurde festgestellt, dass die Langzeitinkubation mit cis-4-MSph eine
Internalisierung von SI1P-Rezeptoren induzierte, insbesondere der an [Ca®']i-Anstiege
koppelnden S1P,- und S1P;-Rezeptoren. Daraus lésst sich schlieBen, dass die Hemmung der
S1P-induzierten [Ca®J-Anstiege durch cis-4-MSph auf einer durch cis-4-MS1P induzierten
Internalisierung von S1P-Rezeptoren beruht. Damit hat cis-4-MSph eine dhnliche Wirkung
wie das Sphingosin-Analogon FTY720, welches nach Phosphorylierung S1P-Rezeptoren
aktiviert und internalisiert, wobei sich jedoch die Rezeptor-Profile der beiden Substanzen

unterscheiden.
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