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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Physiologie der Niere

1.1.1 Allgemeine Mechanismen

Der Stoffwechsel produziert eine Vielzahl giftiger Nebenprodukte. Die problematischsten
stellen dabei die stickstoffhaltigen Metabolite des Proteinstoffwechsels dar. Das primare
Abbauprodukt aller katabolen Stoffwechselreaktionen stellt das giftige Ammoniak dar. Die
direkte Exkretion ist zwar bioenergetisch effizient, da keine metabolischen Kosten anfallen,
dennoch wandeln viele Tiere Ammoniak in Verbindungen wie Harnstoff oder Harnsaure um,
da diese Verbindungen wesentlich ungiftiger sind. Je nach Art des Exkretes unterscheidet
man  dabei ammoniotelische  (ausschlieBlich  Wasserbewohner), ureotelische
(Harnstoffbildner; adulte Amphibien, S&augetiere) und uricotelische (Harnsaurebildner;
Reptilien, Vogel) Tiere. Auch die Art der Exkretion variiert in Anpassung an die
unterschiedlichen Lebensraume. Gemeinsam ist allen Exkretionsmechanismen die Bildung
eines so genannten Primarharns entweder durch Druckfiltration (z.B. bei Plathelminthen,
Molusken, Crustaceen, Vertebraten) oder Sekretion (z.B. bei Insekten). Die Bildung des
Endharns (Urin) erfolgt in einem zweiten Schritt durch Reabsorption aller verwertbaren
Substanzen aus dem Primarharn. Landtiere gewinnen dabei neben lonen auch den gréf3ten
Teil des Wassers zurlick. Wahrend bei der Sekretion und der Reabsorption
substanzspezifische Transportmechanismen eine wichtige Rolle spielen, ist bei der
Druckfiltration allein die Molekilgrofe entscheidend. Entsprechend finden sich in den
verschiedenen Tierstammen unterschiedliche Filtrationsorgane, die die oben beschriebenen
Aufgaben wahrnehmen. Man unterscheidet zwischen Protonephridien, Metanephridien,
Malpighi-GefalRen und den Nephronen. Protonephridien findet man bei Tieren ohne Coelom
(z.B. Plathelminthen, Nemertinen, Anneliden- und Molluskenlarven). Es handelt sich dabei
um vielfach verzweigte Kanédle ausgehend von einer Terminalzelle (Cyrtocyte), die Uber
einen Kranz fingerférmiger Membranausstilpungen verfiigt. In dieser Reusengeil3elzelle
schlagt ein Cilienbindel, das einen nach aul3en gerichteten Flussigkeitsstrom erzeugt. Der
Unterdruck fuhrt zur Filtration von Gewebsflissigkeit an dem Reusenapparat der
Terminalzelle. Im anschlie@enden Tubulus wird dieser Primérharn durch Reabsorption
modifiziert. Metanephridien (oder auch Nephridien) findet man bei Tieren mit Coelom (z.B.
Anneliden, einigen Mollusken). Die Tubuli beginnen hier mit einem zum Coelom offenen
Wimperntrichter, dem Nephrostom. Der Primarharn wird hier durch Filtration an den mit
BlutgefaRen versorgten Coelomwéanden gebildet und vom Nephrostom eingestrudelt. Im
nachfolgenden Tubulus wird dann durch Sekretion und Reabsorption (bei Anneliden) der
Sekundarharn gebildet. Malpighi-Gefal3e findet man bei den Landarthropoden. Es handelt

sich um dinne Schldauche, die an der Grenze von Mittel- und Enddarm in den
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Verdauungstrakt einminden. Sie dienen sowohl der Exkretion als auch der Osmoregulation.
Die tubularen Gefal3e enden blind in der Hamolymphe und bilden den Primérharn durch
Sekretion. Die Ruickresorption von lonen, verwertbaren organischen Substanzen und

Wasser erfolgt im Enddarm. Die Harnsaure wird als trockene Substanz ins Freie abgegeben.

1.1.2 Die Wirbeltierniere

Nierenrinde

Nierenkapsel [ Columna renalis

|, . Markstrahlen

* % .- Nierenmark

. Podozyten-
fortsatze

Arteria
arcuata

Arteria
interlobaris

A B

Abb. 1: Niere des Menschen und Nierenkdrperchen (Malpighi-  Kérperchen).
Abb. 1A zeigt im Langsschnitt eine schematische Darstellung der menschlichen Niere. Abb. 1B zeigt
einen Glomerulus in schematischer Darstellung. Links unten abgebildet sind die Kapillarschlingen des

Glomerulus.

Die anatomischen und funktionellen Einheiten der Wirbeltierniere bezeichnet man als
Nephrone. Beim Menschen sind die Nieren paarige Organe von ca. 10 cm Lange, unterteilt
in zwei Regionen, die aulRere Rindenschicht (Cortex) und die innere Markschicht (Medulla).
Die Nieren erhalten mit jedem Herzschlag 20% des gesamten Blutvolumens Uber die
Nierenarterien und enthalten jeweils ca. 1-2 Millionen Nephrone. In der menschlichen Niere
sind 80% der Nephrone cortikale Nephrone und lediglich rund 20% juxtamedullare
Nephrone. Jedes Nephron wird von einer afferenten Arteriole versorgt. Diese Kapillaren
vereinigen sich nach Verlassen des Glomerulus unter Bildung einer efferenten Arteriole
wieder, um schliel3lich erneut in ein peritubulares Kapillarnetz, das die proximalen und
distalen Tubuli umgibt, aufzufachern. Bei juxtamedullaren Nephronen bilden die Kapillaren
die Vasa recta, das Kapillarsystem der Henle-Schleife. Das einzelne Nephron besteht aus
einem einzelnen langen Tubulus (Ruckresorption und Sekretion) und dem Malpighi-

Kdrperchen (Ultrafiltration und Priméarharnbildung). Dieses besteht aus dem Glomerulus, der

2
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Bowman-Kapsel und dem Mesangium. Die Kapsel gliedert sich in ein inneres (viszerales)
und ein aulleres (parietales) Blatt. Das parietale Blatt bildet die dul3ere Begrenzung der
Malpighi-Kérperchen, das viszerale Blatt liegt dem Glomerulus auf. Im Malpighi-Kérperchen
findet eine Ultrafiltration des Blutes statt. Der Blutdruck presst Wasser, Harnstoff, Salze und
niedermolekulare Verbindungen aus dem Blut in das Lumen der Bowman-Kapsel. Als
Ultrafilter dienen dabei spezialisierte Epithelzellen, die Podocyten. Der Ultrafilter ist
unselektiv und lasst alle Molekiile bis zu einer GréfRe von ca. 50 kDa passieren. Prinzipiell
werden alle Proteine mit einem Molekulargewicht von mehr als 68 kDa (= Albumin)
normalerweise zuriickgehalten. Entsprechend ist der Primarharn isoton zum Blutplasma.
Eine der wichtigsten Funktionen des proximalen Tubulus ist die Reabsorption von Wasser
und NaCl. Daruber hinaus werden N&hrstoffe wie Aminoséuren und Glucose aktiv aus dem
Tubuluslumen in die interstitielle Flissigkeit transportiert, von wo aus sie in die peritubuléren
Blutkapillaren diffundieren. Giftstoffe und von der Leber prozessierte Schadstoffe werden
vom Epithel des proximalen Tubulus in das Ultrafiltrat abgegeben. Die Arbeitsweise der
Henle-Schleife bezeichnet man als Gegenstrom-Multiplikationsprinzip: das Filtrat verliert im
absteigenden Ast (Wasserpermeabel, impermeabel fir Salze) osmotisch Wasser und
erreicht am Wendepunkt der Schleife die héchste Osmolaritat. Dies fuhrt zu einer maximalen
Diffusionsrate von Salzionen im nur flir Salze permeablen aufsteigenden Ast, die zur
Aufrechterhaltung der hohen Osmolaritat der inneren Markschicht genutzt wird. Der Abbau
dieses Gradienten wird durch ein gleichartiges Gegenstromsystem der Vasa recta
verhindert. Das Blut wird hierbei in gegenlaufiger Richtung durch den Gradienten gefiihrt und
verliert dabei auf dem Weg in die innere Markzone Wasser und nimmt Salze auf. Im
aufsteigenden Gefald kehrt sich dieser Prozess einfach um. Dadurch bleibt der osmotische
Gradient erhalten. Im distalen Tubulus wird HCO® reabsorbiert, ebenso NaCl. Gleichzeitig ist
dieses Epithel auch an der Kontrolle des K*/Na*-Haushaltes beteiligt. Das Sammelrohr fiihrt
das Filtrat nochmals in das Nierenbecken und entzieht ihm osmotisch Wasser. In der inneren
Markschicht ist das Epithel des Sammelrohres permeabel fir Harnstoff, so dass ein Teil des
im Filtrat enthaltenen Harnstoffs in die interstitielle Flissigkeit diffundieren kann und so zu
deren hoher Osmolaritat beitragt. Der auf diese Weise gewonnene hypertonische Harn wird
durch die Harnleiter (Urether) in die Harnblase weitergeleitet und von dort Uber die Harnréhre
(Urethra) ausgeschieden. Die Niere erflllt somit viele wichtige Funktionen: Sie kontrolliert
den Wasser- und Salzhaushalt, iberwacht und steuert den Séure-Basen-Haushalt, dient der
Ausscheidung von Endprodukten des Purin- und Stickstoffstoffwechsels oder von
Fremdstoffen, hat Funktionen im Stoffwechsel (z.B. Argininsynthese), bildet verschiedene
Hormone und Gewebefaktoren (z.B. Erythropoetin, Angiotensin Il, Calcitriol, Prostaglandine)

und kontrolliert den arteriellen Blutdruck.
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1.1.3 Physiologie des Mesangiums

Ein Glomerulus besteht aus vier verschiedenen Zelltypen. Man unterscheidet zwischen den
Endothelzellen, die die Kapillaren des Glomerulus auskleiden, den perizyten&hnlichen
Mesangiumzellen, die die Raume zwischen den Kapillaren auskleiden, den Podocyten
(viszerale Epithelzellen) und den parietalen Epithelzellen, die die innere Oberflache der
Bowman-Kapsel auskleiden (Remuzzi und Bertani, 1998). Die Mesangiumzellen selbst sind
umgeben von einer speziellen Matrix, die Mikrofibrillen, Kollagen vom Typ IV, V und VI,
Proteoglykane und Fibronectin enthalt. Das Mesangium dient als Stabilisator der

Kapillarwénde.

Matrix des

Mesangiums
i R
| | \
L3\
\ D { \
3 f‘. /(' \ / “'-. Lysosom
PodozytenfiBchen - AL % * )j -
<y \ N / 2
~ (/ \ 7R _— Mesangiumzelle
Schlitzdiaphragma L \ l'{ f-‘ Kapillare .'I s I'; ] %
S \
Glomeruldre - S

Basallamina

"\\ / \’ B

— [ Kapitlare [} )
@U/ ) fr—

\\ /1 o
P i // )

/ _ /s __.f

Abb. 2: Funktion und Struktur des Mesangiums  (modifziert nach Kierszenbaum (2002))
Die Abbildung zeigt die Position der Mesangiumzellen innerhalb der eigenen Matrix zwischen den
Kapillaren und den Podocyten des Glomerulus.

Die Mesangiumzellen selbst sind perizytenahnliche Zellen, die kontraktil sind und durch ihren
variablen Kontraktionszustand, gesteuert Uber Angiotensin 1l und andere vasoaktive
Substanzen, den Blutfluss der glomeruldren Kapillaren modifizieren. Daneben kdénnen sie
Immunglobuline phagozytieren, die sich in der Basallamina des Glomerulus verfangen haben
und sind am Umsatz der glomerularen Basallamina durch Aufnahme der abzubauenden
Komponenten beteiligt. Mesangiumzellen spielen ebenso eine bedeutende Rolle bei einer
Reihe von glomerularen Erkrankungen (Sterzel et al., 1992, Floege et al., 1994, Pfeilschifter,
1994, Schlondorff, 1996). Unter entziindlichen Bedingungen im Glomerulus interagieren die
Mesangiumzellen aktiv mit einwandernden Immunzellen wie Neutrophilen und Makrophagen.
Die von den Immunzellen sezernierten Zytokine, wie IL-1 und TNF-alpha, aktivieren die
Mesangiumzellen, so dass sie in die Lage versetzt werden, selbst bioaktive Molekile wie

Eikosanoide, NO, Wachstumsfaktoren oder entziindlich wirkende Zytokine zu produzieren
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und vermehrt extrazellulare Matrix zu bilden. Dartber hinaus fuhrt die Aktivierung der
Mesangiumzellen unter diesen Bedingungen auch zu einer verstarkten Proliferation (Sterzel
et al., 1992, Floege et al., 1994, Pfeilschifter, 1994, Schléndorff, 1996). Bei chronisch-
entziindlichen Bedingungen in der Niere, wie Glomerulonephritiden, fuhrt dies zu einer
irreversiblen Veranderung der Glomerulusstruktur in Form einer Glomerulosklerose, die dann
zu einem Nierenversagen fiihren kann (Pfeilschifter et al., 1993, Pfeilschifter, 1994). Neben
den glomeruldren Mesangiumzellen findet man noch die extraglomerularen. Diese sind Uber
Gap junctions untereinander und mit den glomerularen Mesangiumzellen verbunden.
Dariber hinaus stehen diese Zellen auch mit granulierten Zellen und den glatten
Muskelzellen der Arteriola afferens und efferens in Verbindung. lhre Funktion ist noch nicht

vollstandig geklart. Moglicherweise perzipieren sie den Natriumgehalt des distalen Tubulus.

1.2 Lipide und Signaltransduktion

Lange Zeit galten Lipide lediglich als wichtige strukturelle Bestandteile von Zellmembranen,
die durch ihre Fahigkeit, Doppelmembranen aufzubauen eine Barriere zwischen dem
extrazellularen und dem intrazellularen Raum bilden konnten. Bereits in den 70er Jahren des
letzten Jahrhunderts zeigte sich jedoch, dass Lipide dariber hinaus auch eine wichtige Rolle
in der Signalweiterleitung besitzen. Die durch Agonisten induzierte Hydrolyse von
Membranlipiden fihrt zur Bildung von bioaktiven Molekilen, die verschiedene
Signalkaskaden innerhalb der Zelle zu beeinflussen vermdgen. Die Entdeckung des
Phosphatidylinositol-Zyklus war der erste Beweis fir eine wichtige Rolle der Lipide auch in
der Signaltransduktion. Es konnte gezeigt werden, dass die Hydrolyse von
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) durch die Phosphatidylinositol-Phospholipase C
(PLC) zur Freisetzung von Inositol-1,4,5-trisphosphat (IPs) und Diacylglycerin (DAG) flhrt
(Berridge, 1984; Rhee et al., 1989). IP; bindet an intrazellulare Rezeptoren an der
Plasmamembran und an der Membran des endoplasmatischen Retikulums und fuhrt zur
Erhohung der intrazellularen Ca2*-Konzentration (Berridge, 1987; Putney und Ribeiro, 2000).
Im Gegensatz dazu bindet DAG an die Proteinkinase C und aktiviert sie auf diesem Wege
(Nishizuka, 1995). Dies wiederum fuhrt zur Aktivierung nachgeschalteter Signalkaskaden.
Weitergehende Studien konnten zeigen, dass die Bildung von Phosphatidylsdure (PA)
entweder durch Hydrolyse von Phosphatidylcholin durch die Phospholipase D (PLD) (Exton,
1997) oder durch Phosphorylierung von DAG durch eine Diacylglycerinkinase (Topham und
Prescott, 1999) Signalkaskaden initieren kann. Auch die durch die Aktivierung von
Phospholipasen vom Typ A, (PLA;) freigesetzte Arachidonséaure konnte als wichtiges
Signalmolekdl identifiziert werden. Daruber hinaus dient diese Saure auch als Vorstufe fur
die Synthese einer weiteren wichtigen Gruppe von bioaktiven Substanzen, den Eikosanoiden

(Piomelli, 1993). Eine ebenso wichtige Rolle spielt Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat
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(PIP3), das von der sogenannten Phosphatidylinositol 3-Kinase (P13-Kinase) gebildet wird
und in der Lage ist, die Akt/Proteinkinase B (PKB), die Phosphoinositid-abh&ngige Kinase
(PDK) und die Proteinkinasen C € und ¢ zu aktivieren (Leevers et al., 1999, Vanhaesebroeck
und Alessi, 2000, Rameh et al., 1999). Neben den Glycerophospholipiden konnte in den
letzten Jahren eine weitere Klasse von Lipiden als wichtige Signalmolekiile identifiziert
werden, die Klasse der Sphingolipide (Okazaki et al., 1989, Hannun, 1994, Huwiler et al.,
2000). Erstmals isoliert wurden Vertreter dieser Klasse von Tudichum 1884 durch fraktionelle
Kristallisation von ethanolischen Gehirnextrakten. Heute sind ber 300 verschiedene
Sphingolipide bekannt (Hakamori, 1981, Hannun und Bell, 1989, Wiegandt, 1985). Man
findet sie in allen eukaryotischen Zellen, angereichert vor allem in der Plasmamembran, aber
auch in den Membranen des Golgi-Apparates und in den Lysosomen (Merrill et al., 1997,
Huwiler et al., 2000). Bereits 1986 konnte nachgewiesen werden, dass das Sphingolipid
Sphingosin die Proteinkinasen C direkt hemmen kann (Hannun et al., 1986). Im
nachfolgenden wurden eine Reihe weiter Sphingolipide als Signalmolekile beschrieben
(Okazaki et al., 1989, Hannun, 1994, Huwiler et al., 2000). So kann Sphingosin-1-Phosphat
die Migration und Proliferation zahlreicher Zelltypen, wie z.B. von glatten Gefal3muskelzellen,
Lymphozyten und Blutplattchen, beeinflussen (Boguslawski et al., 2000, Mandala et al.,
2002, English et al., 1999). DarlUber hinaus spielt dieses Sphingolipid Uber die Kopplung an
die entsprechenden S1P-Rezeptoren (ehemals Edg-Rezeptoren) eine wichtige Rolle bei der
Regulation von Angiogenese, Embryogenese, Herzentwicklung und auch im Immunsystem
(Ancellin et al., 2002, Boguslawski et al., 2000, Freeman und Gurdon, 2002, Brand, 2003,
Cinque et al., 2003). Im Gegensatz dazu spielt Ceramid eine zentrale Rolle in der zellularen
Stressantwort, einschlie3lich der Regulation von Apoptose, Wachstumsstopp und
Differenzierung (Wiesner et al., 1997, Huwiler et al., 1997, Riboni et al., 1995, 1997, Perry
und Hannun, 1998).

1.2.1 Sphingolipidstoffwechsel

Alle Sphingolipide sind gekennzeichnet durch die Anwesenheit eines Sphingosinrickgrates.
In den Zellen von Saugetieren handelt es sich dabei in der Regel um Sphingosin, wahrend in
Hefe- und Pflanzenzellen Phytosphingosin haufiger zu finden ist. Die Biosynthese von
Sphingolipiden beginnt immer mit der Kondensation von Palmitoyl-CoA und Serin. Dabei
entsteht Dihydrosphinganin (=3-Ketosphingosin), das durch die NADPH-abhéngige
Reduktase reduziert wird zu Dihydrosphingosin. Durch die Addition eines langkettigen Acyl-
CoA-Restes entsteht zunéachst Dihydroceramid, das dann direkt durch die Einfihrung einer
Doppelbindung zwischen C4 und C5 des Lipidrickgrates in Ceramid umgewandelt wird
(Merrill und Jones, 1990). Ceramid selbst ist der ,Grundbaustein® oder Vorlaufer aller

Sphingolipide und kann durch Einfihrung unterschiedlicher funktioneller Gruppen noch wei-
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Abb. 3: Chemische Struktur einiger ausgewahlter Sphingolip ide
Dargestellt sind vier wichtige Vertreter der Klasse der Sphingolipide. Rot unterlegt sind die
Doppelbindung in D-erythro-Sphingosin und die Hydroxylgruppe in Phytosphingosin, die den einzigen

Unterschied zwischen diesen beiden Sphingolipiden darstellen.

ter modifiziert werden, was die Bildung komplexer Sphingolipide ermdglicht (Merrill und
Jones, 1990). Der ,einfachste” Vertreter dieser komplexen Sphingolipide ist Ceramid-1-
Phosphat, das durch Einfiihrung eines Phosphatrestes am C1-Atom des Ceramids von der
Ceramidkinase gebildet werden kann. Fir die Bildung von Cerebrosiden (Glucosylceramid,
Galactosylceramid) wird Glucose oder Galactose durch eine R-glykosidische Bindung an die
terminale Hydroxylgruppe substituiert. Die Addition von Sulfatresten an Galactosylceramid

wiederum liefert die Sulfatide.

Fur die Bildung von Glycosphingolipiden werden zwei, drei oder vier Glucosereste mit dem
Ceramid verknipft. Ganglioside dagegen bilden eine Unterklasse der Glycosphingolipide und
sind durch die Anwesenheit von Sialinsdure (N-Acetylneuraminat oder N-Glykolylneuraminat)
gekennzeichnet (Huwiler et al., 2000). Die Substitution der terminalen Hydroxylgruppe von
Ceramid durch Phosphorylcholin durch die Aktivitdt einer Sphingomyelinsynthase fihrt zur
Bildung von Sphingomyelin (Merrill und Jones, 1990). Daneben findet man in den Zellen
auch Lysosphingolipide und N-deacetylierte Derivate (z.B. 1-Galactosylsphingosin,
Glucosylsphingosin, Sphingosin-1-Phosphat, Sphingosin und Lysosphingomyelin). Allen
diesen Sphingolipiden ist gemeinsam, dass sie nur in sehr geringen Konzentrationen in der
Zelle vorliegen, aber dennoch wichtige Signalfunktionen ausiiben (z.B. Sphingosin-1-
Phosphat) oder aber durch ihre lytischen und Membranen destabilisierenden Effekte die

Zellfunktion beeinflussen (lwabuchi et al., 2000).
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Abb. 4: Biosynthesewege der Sphingolipide

Die Abbildung gibt einen Uberblick tiber die Biosynthesewege der Sphingolipide. Besonders zu
bemerken ist die zentrale Rolle von Ceramid innerhalb des Biosyntheseweges. Von Ceramid
ausgehend kénnen zahlreiche wichtige Sphingolipide synthetisiert werden, so z.B. auch der wichtige
Botenstoff Sphingosin-1-Phosphat, der zusammen mit Ceramid bei der Regulation zahlreicher

zellularer Antworten eine wichtige Rolle spielt.

1.2.2 Signaltransduktion durch Sphingolipide

Die Signaltransduktion durch Sphingolipide ist ein ubiquitar verbreitetes System, das von der
Hefe bis zum Menschen konserviert ist (Ballou et al., 1996, Hannun, 1996, Spiegel et al.,
1996, Pena et al., 1997, Renault et al., 2002, Coursol et al., 2003). Die Entdeckung, dass
Sphingolipide als bioaktive Molekule wirksam sein konnen, fiuhrte zu der Fragestellung,
welche Rolle sie in den zellularen Antworten spielen. Sphingomyelin findet sich in den
Plasmamembranen nahezu jeder eukaryotischen Zelle. Studien konnten zeigen, dass bis zu
50% des Sphingomyelins in einer Zelle in den Plasmamembranen fixiert vorliegt (Koval und
Pagano, 1991). Der grofite Teil dieses Sphingomyelins findet sich in der Aul3enseite der
Membran. Eine kleinere Fraktion befindet sich auf der Innenseite der Membran und kann
nach entsprechender Stimulation der Zelle durch die neutrale Sphingomyelinase zu Ceramid
umgesetzt werden (Linardic und Hannun, 1994). Damit gehtren die Sphingomyelinasen zu

den wichtigen Regulatoren fiir die Signalwege, die Ceramid als Signalmolekil nutzen. So
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konnte gezeigt werden, dass die Hydrolyse von Sphingomyelin durch eine Reihe
unterschiedlichster Stimuli, wie z.B. proinflammatorische Zytokine (Interleukin-13, Tumor-
Nekrosefaktor a, Interferon y), Chemotherapeutika, UV-Licht, Bestrahlung und NO induziert
werden (Okazaki et al., 1996, Hannun, 1996, Spiegel et al., 1996, Pena et al., 1997, Huwiler
et al., 2000) und dadurch zu einer vermehrten Bildung von Ceramid fihrt. Dieser so
die
Signalweiterleitung von der Zelle genutzt wird (Levade und Jaffrézou, 1999, Kolesnick und
Krénke, 1998, Liu et al., 1997, Perry und Hannun, 1998).

genannte Sphingomyelin-Zyklus ist die Hauptquelle fir Ceramid, das fir

Darlber hinaus kann Ceramid auch de novo, wie bereits beschrieben, ausgehend von Serin
und Palmitoyl-CoA gebildet werden, ein Prozess, der im endoplasmatischen Retikulum
stattfindet (Huwiler et al., 2000). Diese de novo Synthese von Ceramid kann ebenfalls durch
eine Reihe unterschiedlicher Stimuli wie z.B. durch Hypoxie induziert werden. Zahlreiche
Gruppen konnten bisher zeigen, dass Ceramid eine zentrale Rollle in der zellularen
Stressantwort spielt, einschlielBlich der Regulation von Apoptose, Wachstumsstopp und
Differenzierung (Wiesner et al., 1997, Huwiler et al., 1997, Riboni et al., 1995, 1997, Perry
und Hannun, 1998, Alesse et al., 1998, Levade und Jaffrézou, 1999, Huwiler et al., 2000,
Skulachev, 2001, Maceyka et al., 2002, Pettus et al., 2002). Einige der von Ceramid abge-
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Abb. 6: Uberblick tiber die durch Sphingolipide hervorgeruf enen zellularen Antworten

leiteten Metabolite, vor allem Sphingosin-1-Phosphat, induzieren dagegen entgegenge-
setzte Zellantworten, wie Proliferation und Schutz vor Apoptose (Olivera und Spiegel, 1993,
Gomez-Munoz et al., 1997, Pyne und Pyne, 2000, Uchida et al., 2002). Zahlreiche Gruppen
konnten bisher zeigen, dass Ceramid entweder direkt mitogen- oder stressaktivierte
Proteinkinase-Kaskaden (MAPK und SAPK) aktivieren kann (Coroneos et al., 1996,
Subbaramaiah et al., 1996, Huwiler et al., 1996, Augé et al., 1998), die Gentranskription
verschiedener Gene, wie z.B. der Cyclooxygenase-2, beeinflusst (Subbaramaiah et al.,1996,
Hayakawa et al., 1996), zu Ceramidphosphat modifiziert wird oder durch Ceramidasen zu
Sphingosin abgebaut werden kann. Dariiber hinaus konnten die Blockade der Aktivierung
der PI3-Kinase (Hanna et al., 1999, Zundel et al., 2000, Burow et al., 2000), eine Regulation
des Tonus von glatten Muskelzellen (Ohanian et al., 1998, Ibitayo et al., 1998), Antworten
auf oxidativen Stress (Hannun und Luberto, 2000) und eine Rolle in der NO-Signalkaskade

(Huwiler et al., 2000, Pahan et al.,1998) fur Ceramid nachgewiesen werden.

Die biologischen Funktionen von Sphingosin werden kontrovers diskutiert. Generell ist
Sphingosin in die Regulation von Zellwachstum und Differenzierung involviert (Huwiler et al.,
2000, Spiegel und Merrill, 1996). Es konnte aber auch die Induzierung von Apoptose durch
Sphingosin nachgewiesen werden (Sweeney et al., 1998, Sakakura et al., 1998, Cuvillier et
al., 2000, 2001, Kagedal et al., 2001, Matsubara et al.,, 2001). Interessant in diesem
Zusammenhang ist die Fahigkeit von Sphingosin, Einfluss auf die Aktivitat der flur die
Induzierung von Apoptose wichtigen Caspasen zu nehmen (Cuvillier et al., 2000, 2001). Als

direktes Zielprotein von Sphingosin konnte von Hannun und Bell 1987 die Proteinkinase C
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identifiziert werden. Daneben konnte ein inhibitorischer Effekt von Sphingosin auf die
calmodulinabhangige Kinase, die p44/p42-Kinasen (ERK1, ERK2) und die Tyrosinkinase des
Insulinrezeptors nachgewiesen werden, wahrend die Diacylglycerinkinase, die c-Jun N-
terminalen Kinasen (JNK) und die Caseinkinase Il durch Sphingosin aktiviert werden kdnnen
(Jefferson und Schulman, 1988, Arnold, 1991, Yamada et al., 1993, McDonald et al., 1991,
Jarvis et al., 1997, 1998, Sakakura et al., 1998).

Sphingosin-1-Phosphat wird in den Zellen in erster Linie durch die Phosphorylierung von
Sphingosin durch Sphingosinkinasen gebildet (Spiegel und Merrill, 1996, Olivera et al., 1998,
Kohama et al., 1998). Es spielt eine wesentliche Rolle bei der Migration, der Proliferation und
der Differenzierung von Zellen (Spiegel und Merrill, 1996, Igarashi, 1997, Goetzl et al., 1998,
Hla et al., 1999, Huwiler et al., 2000, Pyne und Pyne, 2000, Balthasar et al., 2006, Takuwa,
2002, Malchinkhuu et al., 2005, Yamaguchi et al., 2003, Czeloth et al., 2005). Dartber
hinaus konnte fir Sphingosin-1-Phosphat auch eine wichtige Rolle bei der
Metastasenbildung und der Proliferation von Krebszellen nachgewiesen werden (Ogretmen
und Hannun, 2004). Die Konzentration von endogenem Sphingosin-1-Phosphat wird durch
zahlreiche Stimuli, wie z.B. Wachstumsfaktoren, Zytokine und Agonisten von G-Protein
gekoppelten Rezeptoren, verandert (Hannun et al., 2001, Spiegel und Merrill, 1996, Olivera
und Spiegel, 2001). Durch seine Fahigkeit, sowohl intrazellular als auch extrazellular zu
wirken, stellt Sphingosin-1-Phosphat eine Besonderheit unter den Sphingolipiden dar.
Extrazellular wirkt Sphingosin-1-Phosphat tber die Bindung an die Sphingosin-1-Phosphat-
Rezeptoren (friher Edg-Rezeptoren: ,endothelial differentiation gene®). Diese Rezeptoren
sind G-Protein gekoppelt und kénnen zahlreiche Signalkaskaden aktivieren. So konnte eine
Erhohung der intrazellularen Ca?*-Konzentration, eine Aktivierung der Phospholipase C und
D, der ERK (,extracellular-signal-regulated kinase"), der c-Jun-N-terminalen Kinase (JNK),
der p38-Kinase (p38 MAPK) und weiterer Tyrosinkinasen nachgewiesen werden (Kon et al.,
1999, Pyne und Pyne, 2000, Spiegel und Milstien, 2000, Hla, 2001). Als intrazellulares
Signalmolekll spielt Sphingosin-1-Phosphat mdoglicherweise eine Rolle bei der [Ps-
abhangigen Mobilisierung von Calcium, bei der Inhibierung der Aktivitdt von Caspasen, bei
der Aktivierung verschiedener Tyrosinkinasen und der Raf/MKK/ERK-Signalkaskade (Pyne
und Pyne, 2000, Spiegel et al., 1998, Cuvilier et al., 1996, Mandala et al., 1998, 2000). Der
Abbau von Sphingosin-1-Phosphat erfolgt zum einen tber Dephosphorylierung durch die
Sphingosin-1-Phosphatphosphatase, zum anderen Uber die Sphingosin-1-Phosphatlyase,
die durch Spaltung der Bindung zwischen dem C2- und dem C3-Atom zur Bildung von
Phosphoethanolamin und Palmitaldehyd (=Hexadecanal) fuhrt (Veldhoven und Mannaerts,
1993). Aufgrund ihrer entgegengesetzten Effekte auf die Zellen geht man heute davon aus,
dass die Balance zwischen Ceramid und Sphingosin-1-Phosphat einen wichtigen zellularen

Regelkreis bildet. Dieser so genannte Sphingosin-1-Phosphat/Ceramid-Regelkreis wird
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letztlich reguliert durch die Aktivitat der Enzyme, die den Umsatz dieser Sphingolipid-
Metabolite kontrollieren und macht ein Verstandnis der Regulation dieser Enzyme unbedingt

erforderlich.

1.2.3 Die Ceramidasen

Ceramidasen sind die Enzyme, die durch ihre Aktivitat die zellularen Konzentrationen von
Ceramid und Sphingosin kontrollieren. Wichtig fur die Bildung von Ceramid sind daneben
noch die sauren und neutralen Sphingomyelinasen, die unter anderem durch
proinflammatorische Zytokine, Wachstumsfaktoren und eine Reihe weiterer Stressfaktoren
induziert werden kdnnen (Levade und Jaffrézou, 1999, Huwiler et al., 2000). Die
Ceramidasen kdnnen eingeteilt werden in drei verschiedene Klassen (saure, neutrale und
alkalische) entsprechend ihrem bevorzugten pH-Optimum und ihrer Genstruktur. Die saure
Ceramidase ist in den Lysosomen der Zelle lokalisiert und vor allem fir den Abbau von
Ceramid verantwortlich (Bernado et al., 1995). Im Gegensatz dazu sind die neutralen und
alkalischen Ceramidasen vor allem entscheidend fir die Signaltransduktion und
regulatorische Prozesse (Coroneos et al., 1995, Nikolova-Karakashian et al., 1997, El Bawab
et al., 1999).

Die saure Ceramidase (pH-Optimum: pH 4,5) katalysiert den letzten Schritt beim Abbau von
Glycosphingolipiden in den Lysosomen der Zelle (Bernado et al., 1995, Sandhoff und Kolter,
1997). Eine auf Mutationen in diesem Gen zurickzufihrende Erkrankung stellt die
Farbersche Lipogranulomatose dar. Dabei kommt es zu einer Akkumulation von nicht
abgebautem Ceramid in den Lysosomen aller Zellen, was sich unter anderem in
Schwellungen der Gelenke und Knétchenbildung unter der Haut aufert. Die Erkrankung wird
autosomal rezessiv vererbt und fiihrt je nach Restenzymaktivitat bereits nach wenigen
Jahren zum Tod. Die saure Ceramidase wurde erstmals aus humanem Urin aufgereinigt
(Bernado et al., 1995, Ferlinz et al., 2001, Li et al., 1999) und die cDNA sowohl des humanen
als auch des murinen Enzyms aus cDNA-Banken isoliert (Koch et al., 1996, Li et al., 1998).
Das Enzym wird ubiquitdr exprimiert, zeigt aber die hochste Aktivitdt in Nieren- und
Hirngewebe. Die humane Form ist ein heterodimeres Protein bestehend aus einer
nichtglykosylierten a-Untereinheit (13 kDa) und einer N-glykosylierten [3-Untereinheit (40
kDa), die aus einem gemeinsamen Vorlauferprotein von 55 kDa Gréf3e durch enzymatische

Spaltung hervorgehen (Koch et al., 1996).
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Die neutrale Ceramidase (pH-Optimum: pH 6,5-8,5) ist von Bakterien bis zum Menschen
hochkonserviert. Sie ist im Cytosol, in Endosomen und in der Plasmamembran lokalisiert.
AulRerdem wurde gezeigt, dass diese neutrale Ceramidase von Endothelzellen aktiv
sezerniert wird (Romiti et al., 2000). Die Aktivitdt dieses Enzyms kann durch Zytokine und
Wachstumsfaktoren modifiziert werden (Coroneos et al., 1995, Nikolova-Karakashian et al.,
1997, Huwiler et al., 1999b, Franzen et al., 2001, 2002, 2002). Das zugehdrige Gen wurde
im Hirngewebe der Ratte (Mitsutake et al., 2001) identifiziert und das Enzym charakterisiert.
Homologe wurden darliber hinaus in der Maus (Tani et al., 2000), im humanen System (El
Bawab et al.,, 2000), in weiteren Geweben der Ratte (Mitsutake et al., 2001), in
Pseudomonas aeruginosa, Mycobakterium tuberculosis (Okino et al., 1999), Dictyostelium
discoideum (Monjusho et al., 2003), Drosophila melanogaster (Yoshimura et al., 2001) und in
Danio rerio (Yoshimura et al., 2004) charakterisiert. Die neutrale Ceramidase ist ein
Monomer von 70-110 kDa. Bei dem Enzym der Ratte handelt es sich beispielsweise um ein
112 kDa-Protein, das membrangebunden und hochglykosyliert vorliegt. Die Expression
dieses Enzyms ist besonders hoch in Herz-, Hirn- und Nierengewebe der Ratte (Mitsutake et
al., 2001). Die Aminosaureidentitdt zum humanen Enzym betragt 76%, zum Enzym der Maus

dagegen 92%.

Bei der alkalischen Ceramidase (pH-Optimum: pH 9,0-9,5) handelt es sich um ein 30 kDa bis
70 kDa groRes Enzym, das in der Hefe und im humanen System naher charakterisiert
worden ist (Mao et al., 2000, 2000, 2001). Darlber hinaus wurden Gene fur alkalische
Ceramidasen auch in Dermatophilus congolensis (Garcia-Sanchez et al., 2004) und in
Pseudomonas aeruginosa nachgewiesen (Okino et al., 1999). Homologe konnten durch
Gensequenzvergleiche auch in Mycobacterium tuberculosis, Dictyostelium discoideum und
Arabidopsis thaliana gefunden werden, sind aber nicht naher charakterisiert. Die alkalische
Ceramidase unterscheidet sich grundlegend in ihrer Sequenz von den beiden erstgenannten
Ceramidasen. Sie besitzt ein pH-Optimum im alkalischen Bereich (pH 9,5), wird durch
Calcium aktiviert und durch Zinkionen und Sphingosin inhibiert. Weitere Untersuchungen

bezlglich dieses Enzyms stehen noch aus.

1.2.4 Die Sphingosinkinasen

Sphingosinkinasen kontrollieren durch die Phosphorylierung von Sphingosin zu Sphingosin-
1-Phosphat den Spiegel dieser beiden Sphingolipide in der Zelle. Prinzipiell unterscheidet
man zwischen Sphingosinkinasen vom Typ 1 und 2. Die Sphingosinkinasen sind ubiquitar
exprimierte Enzyme, bei denen eine Funf-Domanenstruktur hochkonserviert vorliegt und von

Bakterien bis zum Menschen zu finden ist.
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Abb. 7: Sequenzvergleich einiger Sphingosinkinasen vom Typ 1

Die Abbildung 7 zeigt einen Vergleich der Aminosauresequenzen der Sphingosinkinase 1 von
Mensch, Maus und Ratte. Die roten Balken markieren die in allen Sphingosinkinasen vom Typ 1
konservierten Doméanen C1 bis C5. Blau unterlegt sind die in allen drei Spezies konservierten

Aminosauren.

Die Sphingosinkinase 1 der Ratte wurde erstmals von Olivera et al. (1998) aus
Nierengewebe isoliert und naher charakterisiert. Es handelt sich um ein Enzym von 49 kDa
und einem pH-Optimum im neutralen Bereich (pH 6,6-7,5). Es zeigt eine Substratspezifitat
fur D-erythro-Sphingosin  und kann durch DL-threo-Dihydrosphingosin  und N,N-
dimethylsphingosin kompetitiv inhibiert werden. Imamura et al. (2001, 2004) konnten
nachweisen, dass das Gen fur die Sphingosinkinase 1 der Ratte in einer so genannten CpG-
Insel mit einem GC-Gehalt von Uber 60% liegt und im 5-UTR acht alternativ gespleildte
Exons aufweist. Dieses alternative SpleiBen hat dabei allerdings keinen Einfluss auf die
eigentlich kodierende Sequenz, d.h. die alternativen mRNA-Transkripte unterscheiden sich
nicht in ihren proteinkodierenden Bereichen. Dariiber hinaus ist das Gen fiur die
Sphingosinkinase 1 der Ratte auf Chromosom 10 in einem Bereich lokalisiert, der bei der
Entstehung von Autoimmunerkrankungen und rheumatischer Arthritis eine Rolle zu spielen
scheint (Remmers et al., 1996). Ahnliches gilt fur das auf Chromosom 17¢25 lokalisierte Gen

der humanen Sphingosinkinase 1 (Melendez et al, 2000), bei dem dieser
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Chromosomenbereich mit der Entstehung von Psoriasis, Sklerose und Epidermodysplasie
assoziiert wird (Becker et al., 1998, Kuokkanen et al., 1997, Nair et al., 1997, Ramoz et al.,
1999, Tomfohrde et al., 1994). Dariber hinaus konnte im Bereich des Genes fir die
Sphingosinkinase 1 der Ratte auch ein Antisense-Transkript (Khpsla) nachgewiesen
werden, das wahrscheinlich fur die Aufrechterhaltung des DNA-Methylierungsmusters im
Sphingosinkinase 1-Gen erforderlich ist (Imamura et al., 2004). Die Sphingosinkinase 1
wurde mittlerweile in einer ganzen Reihe von Organismen kloniert oder néher charakterisiert.
Das entsprechende Maus-Homolog wurde 1998 von Kohama et al. kloniert und funktionell
naher charakterisiert. Das humane Homolog wurde 2000 von Melendez et al. kloniert und
charakterisiert. Von der humanen Kinase existieren mindestens drei alternative Transkripte
hSPHK1a, hSPHK1b und hSPHK1c. Insgesamt konnte fir die beiden humanen Homologe
ebenfalls eine sehr breite Expression in zahlreichen Geweben, z.B. Leber, Niere, Herz und
Muskel, nachgewiesen werden (Melendez et al., 2000, Nava et al., 2000, Murate et al, 2001).
Darlber hinaus konnten Pitson et al. (2002, 2005) nachweisen, dass die Phosphorylierung
der hSPHK1 durch Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) in HEK 293-Zellen zu einer
Translokation des Enzyms zur Plasmamembran fuhrt und auf diese Weise entscheidend zu
seiner Aktivitat beitragt. Auch ein extrazellularer Export der hSPHK1 konnte in diesen Zellen
und in HUVEC-Zellen nachgewiesen werden (Ancellin et al., 2002). Venkataraman et al.
(2006) konnten einen ahnlichen Mechanismus auch fir mSPHKla in vaskularen
Endothelzellen nachweisen. Ebenso wichtig scheint die Phosphorylierung der
Sphingosinkinase 1 durch einen ERK1/ERK2 vermittelten Weg zu sein (Pitson et al., 2003).
Fur die hSPHK1 konnte daneben noch ein nukleares Exportsignal nachgewiesen werden,

das aber in der rSPHK1 nicht vorhanden zu sein scheint (Inagaki et al., 2003).

Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass die Sphingosinkinase 2 das Zellwachstum
hemmt und sogar Apoptose induzieren kann, welches Uber eine in der Sequenz vorhandene
BH3-Domane vermittelt werden soll (Liu et al., 2002, lgarashi et al., 2003, Maceyka et al.,
2005, Okada et al., 2005). Zusatzlich wurde berichtet, dass die Sphingosinkinase 2 auch
Migration induzierende Effekte haben kann (Hait et al., 2005). Fir die Phosphorylierung des
immunsuppressiv wirkenden Sphingosin-Analogs FTY720 ist ebenfalls die Sphingosinkinase
2 verantwortlich (Paugh et al., 2003, Kharel et al., 2005). Uber weitere Funktionen der
Sphingosinkinase 2 ist wenig in der Literatur beschrieben. Datenbankrecherchen zeigen,
dass die Sphingosinkinase 2 in allen Tierstdmmen zu finden ist. Das Rattenhomolog
(rSPHK2) kodiert fur ein Protein von 615 Aminosauren, wahrend das Maushomolog
(mSPHK2) 616 Aminoséuren enthalt. Von der humanen Sphingosinkinase 2 existieren

wiederum zwei unterschiedliche Varianten, hSPHK2a und hSPHK2b, die sich in der Lange
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Abb. 8: Sequenzvergleich einiger Sphingosinkinasen vom Typ 2
Die Abbildung 8 zeigt einen Vergleich der Aminoséduresequenzen der Sphingosinkinase 2 von
Mensch, Maus und Ratte. Blau unterlegt sind in der Abbildung die zwischen allen drei Spezies

konservierten Aminosauren.

des N-terminus voneinander unterscheiden. hSPHK?2a ist dabei charakterisiert durch einen

um 36 Aminosauren verlangerten Aminoterminus.

1.3 Nukleotide und ihre Rezeptoren

Innerhalb der letzten Dekade setzte sich die Vorstellung, dass Adenin- und Uridinnukleotide
wichtige extrazellulare Signalmolekile sind, immer mehr durch. Dies ist nicht zuletzt darauf
zurickzufuhren, dass mindestens 15 verschiedene Nukleotid-aktivierbare Rezeptoren
existieren, deren Aktivierung eine breite Palette unterschiedlichster physiologischer
Zellantworten reguliert. Die eigentlichen Mechanismen und Wege, die zur Freisetzung von
Nukleotiden fiihren kdnnen, sind heute jedoch noch nicht vollstandig geklart. Seit langem
bekannt ist die Freisetzung von ATP aus exzitatorischen und sekretorischen Geweben. Dies
erfolgt meist Uber Exocytose nach Verpackung in synaptische Vesikel, chromaffine Partikel
oder dichte Partikel und ist fir Neuronen, chromaffine Zellen, Blutplattchen und Mastzellen
nachgewiesen (Stone, 1991, Evans et al., 1992, Edwards und Gibb, 1993, Burnstock, 1990,

16




Einleitung

1997, Sorensen und Novak, 2001). Daneben existieren aber auch nicht-lytische
Mechanismen zur Freisetzung von ATP aus nicht erregbaren Zellen, wie z.B. Epithel- und
Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Fibroblasten, Astrocyten, Lymphocyten, Monocyten,
Erythrocyten, Hepatocyten und zahlreichen anderen Zellkulturlinien. Zusatzlich existieren
auch Agonisten-induzierte Mechanismen. So konnten Yang et al. bereits 1994 zeigen, dass
Stimulation von Endothelzellen aus dem Herzen von Meerschweinchen mit Bradykinin,
Acetylcholin oder Serotonin zu einer Freisetzung von ATP fuhrt. Viele Zellen sezernieren
dartiber hinaus auch im Ruhezustand ATP, wie fir humane vaskulare Endothelzellen
(HUVEC) nachgewiesen werden konnte (Schwiebert et al., 2002). Die Konzentration an
freigesetztem ATP kann dabei je nach Zelltyp zwischen 10 fmol/min/10° Zellen bei C6
Rattengliomazellen bis hin zu 500 fmol/min/10° Zellen in ausdifferenzierten priméaren
Epithelzellen der Bronchien reichen. Auch UTP kann in niedrig nanomolaren
Konzentrationen im Uberstand ruhender Zellen nachgewiesen werden. Diese Spiegel
kénnen bei allen untersuchten Zelltypen durch mechanische Stimulation oder durch Zugabe
von Agonisten, wie etwa Thrombin, deutlich erhdht werden. In allen untersuchten ruhenden
oder mechanisch stimulierten Zelltypen konnte ein Verhaltnis von 1:3-5 fir extrazellulares
UTP/ATP nachgewiesen werden, was den relativen intrazellularen Spiegeln dieser
Nukleotide entspricht. Neben den bisher erwéhnten Mechanismen flir die Freisetzung der
Nukleotide kommen daruber hinaus noch ABC-Transportsysteme (Abraham et al, 1993,
Reisin et al., 1994), zug- und spannungsaktivierbare Kandale (Braunstein et al., 2001, Sackin,
1995) und Connexin-Hemikanéle (Coco et al., 2003, Stout et al., 2002) in Frage.

1.3.1 Purinrezeptoren

Extrazellulare Purine (ATP, ADP und Adenosin) und Pyrimidine (UTP, UDP) gehdren zu den
wichtigen Signalmolekilen, die zahlreiche zellulare Antworten wie Muskelkontraktion,
Neurotransmission, Immunantworten, Entziindungsreaktionen, Plattchenaggregation,
Schmerzwahrnehmung und Modulation der Herzfunktion durch Bindung an die
entsprechenden Oberflachenrezeptoren, die so genannten Purinrezeptoren regulieren
(Burnstock und Kennedy, 1986, Gordon, 1986, Seifert und Schultz, 1989, Burnstock, 1990,
Olsson und Pearson, 1990, Ralevic und Burnstock, 1991a, Jacobson et al., 1992b, Dubyak
und el-Moatassim, 1993, Dalziel und Westfall, 1994, Fredholm, 1995, Burnstock und Wood,
1996, Ongingi und Fredholm, 1996, Sebastido und Ribeiro, 1996). Erste Untersuchungen in
diesem Feld begannen 1929 mit Drury und Szent-Gyorgyi und 1934 mit Gillespie. Heute
unterscheidet man zwei grol3e Familien von Purinrezeptoren, die P1- und die P2-
Rezeptoren, eingeteilt nach der Art ihrer Agonisten. Beide Familien kénnen noch in weitere

Subtypen unterteilt werden. Die Klassifizierung dieser Subtypen basiert auf molekularen
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Daten, wobei Unterschiede von 30-40% ausreichen, um einen Subtyp von einem zweiten zu

unterscheiden.

1.3.1.1 P1-Rezeptoren

P1-Rezeptoren sind Adenosinrezeptoren und werden in Aj;-, Az, Asxp- Und Az-Rezeptoren
unterteilt. Diese Rezeptoren wurden bereits in zahlreichen Spezies kloniert, weisen aber
untereinander nur eine geringe Homologie auf. Alle P1-Rezeptoren sind G-Protein gekoppelt
und werden in einer Vielzahl von Geweben exprimiert. Der natirliche Ligand aller P1-
Rezeptoren ist Adenosin. Dariiber hinaus kdnnen auch verschiedene synthetische Derivate
von Adenosin wie 3,y-methylen-ATP ([3,y-me-ATP) Effekte an den verschiedenen Subtypen
ausldsen. Der A;-Rezeptor ist dabei in aller Regel Gj,-gekoppelt und dadurch Pertussistoxin-
sensitiv (Freissmuth et al., 1991, Munshi et al., 1991, Fredholm et al., 1989, Hasuo et al.,
1992). Er wirkt vor allem tber die Inhibierung der Adenylatcyclase oder die Aktivierung einer
Phospholipase C (Van Calker et al., 1978, Megson et al., 1995). A,,-Rezeptoren sind
empfindlich gegenlber Choleratoxin, was auf eine Kopplung an Gs-Proteine und damit eine
nachfolgende Aktivierung der Adenylatcyclase gekoppelt an Freisetzung von Calcium
hinweist (Palmer und Stiles, 1995). Ax,-Rezeptoren wurden in zahlreichen Geweben und
Spezies kloniert und koppeln an G4/G,;-Proteine; sie initiieren verschiedene Signalkaskaden,
angefangen mit der Aktivierung der Adenylatcyclase, Gber die Aktivierung der Phospholipase
C bis hin zu einem IPs-abhangigen Anstieg von intrazellularem Calcium (Feoktistov und
Biaggioni, 1995, Yakel et al., 1993). Der As-Rezeptor interagiert mit Gig-, Giga- UNd Gg1-
Rezeptoren (Palmer et al., 1995) und stimuliert damit die Phospholipase C. Die durch die P1-
Rezeptorsubtypen kontrollierten biologischen Prozesse sind auf3erst vielfaltig und umfassen
unter anderem die Regulation der Kontraktion von Mesangiumzellen, die Inhibierung der
Neurotransmitterfreisetzung, die Freisetzung von Renin aus der Niere, die Reduktion der
Apoptoserate in Neutrophilen und die Freisetzung von Histamin aus Mastzellen (Olivera et
al., 1989, Munger und Jackson, 1994, Churchill und Churchill, 1985, Zhang et al., 1996,
Walker et al., 1996, Ramkumar et al., 1993). Einen guten Uberblick Uiber alle durch diese

Rezeptoren vermittelten Antworten geben Ralevic und Burnstock (1998).
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1.3.1.2 P2-Rezeptoren

P2-Rezeptoren konnen in zwei Subklassen unterteilt werden, in die ionotropen P2X-
Rezeptoren, die lonenkanale darstellen, und in die metabotropen P2Y-Rezeptoren, die alle
G-protein gekoppelt vorliegen (Abbracchio und Burnstock, 1994, Fredholm et al., 1994). Bis
heute wurden sieben P2X-Rezeptoren (P2X;;) in Saugetieren beschrieben, daneben
existieren acht unterschiedliche P2Y-Rezeptoren (P2Y1,4611-14)- Die verschiedenen P2X-
Rezeptoren liegen dabei oft koexprimiert vor und bilden Rezeptoren aus mehreren
Untereinheiten bestehend aus Heteromeren. Allen P2-Rezeptoren ist gemeinsam, dass sie
durch ein breites Spektrum naturlich vorkommender Liganden aktiviert werden kénnen. Zu
diesen Liganden zéhlen ATP, ADP, UTP, UDP und die Diadenosinpolyphosphate. Da die
Potenz eines bestimmten Liganden auch abhangig von der Aktivitdt von Ecto-
Endonukleotidasen ist, die im Extrazellularraum vorhandene Nukleotide angreifen und
abbauen kodnnen, werden fur die Untersuchung der Effekte an den unterschiedlichen
Rezeptoren bevorzugt stabile Analoga der natirlichen Liganden eingesetzt, wie z.B. a,3-
methyl-ATP oder y-S-ATP.

P2X-Rezeptoren sind wie bereits erwdhnt lonenkandle, die durch die Bindung von ATP
geoffnet werden kénnen, um dann Na®*, K* und Ca*-lonen passieren zu lassen (Bean,
1992, Dubyak und EI-Moatassim, 1993, North, 1996). Man findet diese Rezeptoren
bevorzugt auf erregbaren Geweben, wie glatten Muskelzellen, Neuronen, Glia-Zellen und im
zentralen und peripheren Nervensystem, wo sie verantwortlich sind fir die schnelle
Erregungsweiterleitung initiiert durch ATP (Bean, 1992, Dubyak und El-Moatassim, 1993,
North, 1996). Die einzelnen P2X-Subtypen sind zwischen 379 und 472 Aminosauren grof3
und bilden heteromere lonenkanéale bestehend aus mehreren einzelnen Subtypen, die sich
zu einem Kanal zusammenlagern. Einen guten Einblick in die unterschiedlichen P2X-

Rezeptoren liefern Ralevic und Burnstock (1998).

P2Y-Rezeptoren werden sowohl von Purinen als auch Pyrimidinen aktiviert. Sie gehoren alle
zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und sind zwischen 308 bis 377
Aminosauren grof3. Nach Glykosylierung liegen sie als 41 kDa bis 53 kDa grof3e Proteine
vor. Die meisten dieser Rezeptoren aktivieren die Phospholipase C, was zur Bildung von IP5
und DAG und letztlich zur Mobilisierung von intrazellularem Calcium fihrt. Dies wiederum
kann eine Vielzahl von Signalkaskaden initiieren, wie z.B. Aktivierung von Proteinkinasen C,
Phospholipasen A,, C und D oder Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK), sowie von
calciumabhangigen Kaliumkanalen (Bowden et al., 1995, Patel et al., 1996, Purkiss und
Boarder, 1992, Pfeilschifter und Merriweather, 1993, Gerwins und Fredholm 1995a,b,
Communi et al., 1996a). AufRerdem wurde firr einige P2Y-Rezeptoren auch die Aktivierung

oder Inhibierung der Adenylatcyclase nachgewiesen (Webb et al, 1996¢, Boyer et al., 1993,
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1995). Diese Rezeptoren sind ubiquitér in einer Vielzahl von Geweben exprimiert, z.B. in
Plazenta (Léon et al., 1995, 1997, Communi et al., 1996b, 1997, Stam et al., 1996) und
Hirngewebe (Schachter et al., 1996, Filtz et al., 1994, Webb et al., 1993, 1995, 1996a). Die
meisten Zellen exprimieren mehr als einen Typ von P2-Rezeptor. So findet man
beispielsweise an Mesangiumzellen sowohl P2Y- (P2Y,, P2Y,, P2Y, P2Y¢) als auch P2X-
Rezeptoren (P2X,, P2X3, P2X,, P2Xs, P2X;) (Solini et al., 2007). Dies erlaubt eine
Regulation Uber unterschiedliche Effektoren, ein ,Fine-Tuning® der durch die Agonisten

induzierten Antworten und nattrlich auch synergistische Effekte.

1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

In den letzten Jahren wurde immer deutlicher, welche wichtigen zellularen Funktionen von
den zwei Sphingolipiden Ceramid und Sphingosin-1-Phosphat reguliert werden.
Interessanterweise regulieren diese zwei Lipide geradezu gegensatzliche Zellantworten. Da
beide Lipide sehr schnell durch die Aktivitdit der Ceramidasen und Sphingosinkinasen
ineinander umgewandelt werden konnen, ist das Verstdndnis der Regulation beider
Enzymklassen von entscheidender Bedeutung um zu verstehen, wann und wieso Ceramid
Uberwiegt und es zu einer pro-apoptotischen Zellantwort kommt, oder wann und aus
welchem Grund Sphingosin-1-Phosphat tberwiegt und die Zellen dadurch vor Apoptose
geschutzt werden und proliferieren. In Rahmen dieser Arbeit sollte nun untersucht werden,
ob die fir Mesangiumzellen potenten Mitogene ATP und UTP einen Einfluss auf die Enzyme
des Sphingolipidstoffwechsels haben. Ein besonderer Fokus lag dabei auf der Regulation
der Sphingosinkinase 1. DarlUber hinaus sollte untersucht werden, welche durch ATP und
UTP induzierten zellularen Antworten, wie Migration und Proliferation, durch die Aktivierung
der Sphingosinkinase 1 und damit durch vermehrte Bildung von Sphingosin-1-Phosphat

vermittelt werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Allgemeine Methoden der Zellkultur

2.1.1 Isolierung von Mesangiumzellen aus Nierengewe be

Die Mesangiumzellen der Ratte (MZB1) wurden von Herrn Prof. Dr. Josef Pfeilschifter
isoliert. Die verschiedenen Mausmesangiumzellen (mMSPHK1 wt, mSPHK1”, hSPHK1

Uberexprimiert) wurden von Frau Dr. med. vet. Lotte P. Hofmann isoliert.

2.1.2 Kultivierung von Zellen

Alle Zelllinien wurden bei 37T unter 5% CO , und 20% Wasser in einem Inkubator der Firma
Heraeus (BBD 6220) inkubiert.

2.1.2.1 Kultivierung von Mesangiumzellen

Rattenmesangiumzellen wurden in Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium
unter Zusatz von 10% (v/v) FCS, Penicillin (100 U/ml), Streptomycin (100 pg/ml), Insulin (6
pg/ml), Transferrin (5 ug/ml), Natriumselenit (5 ng/ml) und 10 mM HEPES (pH 7,4) kultiviert.
Das Medium fir die Kultivierung der Mausmesangiumzellen enthielt RPMI 1640, 15% (v/v)
FCS, Penicillin (100 U/ml), Streptomycin (100 pg/ml), Insulin (6 pg/ml), Transferrin (5 ug/ml),
Natriumselenit (5 ng/ml), 10 mM HEPES (pH 7,4) und B-Mercaptoethanol (4,5 pg/ml). Fur die
humanen Mesangiumzellen wurde dem RPMI 1640 10% (v/v) FCS, Penicillin (100 U/ml),
Streptomycin (100 pg/ml), Insulin (6 pg/ml), Transferrin (5 pg/ml), Natriumselenit (5 ng/ml),
10 mM HEPES (pH 7,4), nicht essentielle Aminosduren, L-Glutamin (2 mM) und

Natriumpyruvat (1 mM) zugesetzt.

2.1.2.2 Kultivierung von HEK-Zellen

Die Kultivierung der HEK 293-Zellen erfolgte in Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM),
das mit 10% (v/v) FCS, Penicillin (100 U/ml), sowie Streptomycin (100 pg/ml) versetzt
worden war. Fir die Selektion stabil transfizierter HEK-Zellen wurde das Kulturmedium

zusétzlich mit 400 pg/ml Geniticin versetzt.

2.1.2.3 Subkultivierung adharent wachsender Zellen

Fir die Subkultivierung wurde das verbrauchte Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS
gewaschen. Im Anschluss daran wurden die Mesangiumzellen und die HEK 293-Zellen mit
Trypsin/EDTA (1ml/T75-Flasche) behandelt, bis sie sich vom KulturgefaRboden ablosten.
AnschlieRend wurden die Zellen nach entsprechender Verdinnung (1:3 bis 1:10) in neue

Zellkulturflaschen tberfuhrt und weiter wie unter 2.1.2 beschrieben kultiviert.
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2.1.3 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Die Kryokonservierung wurde nach Doyle et al. (1989) durchgefihrt. Dazu wurden die Zellen
trypsiniert, abzentrifugiert (5 min, 1000 x g) und in Einfriermedium (Kulturmedium/FCS 1:1
mit 10% (v/v) DMSO) resuspendiert. Nach dem Einfrieren bei —20C wurden die Zellen in
flissigem Stickstoff gelagert. Zur erneutenKultivierung wurden die Zellen bei 37T im
Wasserbad aufgetaut, mit warmem Kulturmedium in ein 15 ml Falcon dberfuhrt und
abzentrifugiert. Das Pellet wurde in Kulturmedium resuspendiert und die Zellen wie unter

2.1.2 angegeben kultiviert.

2.1.4 Stimulation von Mesangiumzellen

Fur alle Zellkulturexperimente wurden die Zellen bis zur Konfluenz kultiviert. Danach wurden
die Zellen fur 24 h in Hungermedium inkubiert. Dabei handelte es sich bei den HEK 293- und
den Rattenmesangiumzellen um Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit einem
BSA-Anteil (fettsaurefrei) von 0,1 mg/ml. Fir die humanen Mesangiumzellen wurde dem
DMEM 1% (v/v) fotales Kalberserum zugesetzt. Die Mesangiumzellen der Maus wurden in
DMEM mit 1% (v/v) fotalem Kéalberserum und 5 nM [-Mercaptoethanol inkubiert.
AnschlieRend erfolgte die Stimulation wie angegeben fir unterschiedliche Zeitraume bzw.
mit unterschiedlichen Konzentrationen des zu untersuchenden Stoffes in frisch zugesetztem

Hungermedium.

2.1.5 Transfektion von eukaryotischen Zellen

Fir die Transfektion wurden 2 x 10° bis 2 x 10° Zellen/cm? einen Tag vor der Transfektion
ausgelegt, so dass sie am nachsten Tag zu 50-80% konfluent waren. Die nachfolgenden
Angaben beziehen sich jeweils auf ein Transfektionsvolumen von einem Milliliter. Die

Transfektionsreaktionen wurden jeweils geman den Herstellerangaben durchgefihrt.

Oligonukleotid DMEM Oligofectamin ™- | Losungsvolumen DMEM (Zellen) Medium
(20 uM Reagenz (Oligofectamin ™- (30 % FCS (v/v))
Stammldsung) Reagenz)
10 pl 175 pl 4 ul 11 pl 800 pl 500 pl

Tab. 1: Transfektion mit Oligofectamine™-Reagenz

Plasmid Plus Reagenz™ DMEM LipofectAMINE™ Kulturmedium
(zellen)
1pug 6 pl 100 pl 4 ul 800 pl

Tab. 2: Transfektion mit LipofectAMINE PLUS™ Reagenz
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Plasmid Enhancer™ Puffer EC Effectene- Lésungsvolumen Kulturmedium
Reagenz™ (Transfektionsansatz) (Zellen)
1pg 8 ul 150 pl 25 pl 600 pl 1600 pl

Tab. 3: Transfektion mit Effectene™-Transfektionsreagenz

Die Funktionalitat der jeweils eingesetzten siRNA wurde mit Hilfe von Westernblot-Analysen
und PCR-Experimenten Uberprift. AnschlieBend wurden die Zellen wie unter 2.1.4
beschrieben fir weitere Experimente verwendet. Fir die stabile Transfektion von
Saugerzellen wurde in der Regel LipofectAMINE PLUSO Reagenz verwendet. Am zweiten
Tag nach der Transfektion wurden die Zellen durch Zusatz von 400 pg/ml Geneticin (G418)
unter Selektionsdruck gesetzt. Die nicht transfizierten Zellen starben dadurch ab und die
Uberlebenden Zellen enthielten das gewiinschte Transgen. Zum Nachweis der Expression
wurden die Zellen wie unter 2.4.1.1 beschrieben lysiert und mit Hilfe eines Western Blots

analysiert.

2.1.6 Kultivierung von Bakterienzellen

Far die Amplifizierung von Plasmid-DNA wurde der E.coli-Stamm XL1-Blue verwendet. Die
Bakterien wurden in LB-Medium kultiviert. Fir die Selektion wurde das Medium mit Ampicillin
(50 pg/ml) oder Kanamycin (30 pg/ml) versetzt. Fur die Blau-Weil3-Selektion von Agarplatten
wurde zusatzlich noch X-Gal (40 pg/ml) und IPTG (0,2 mM) zugesetzt.

2.1.7 Herstellung chemokompetenter Bakterien

Fur die Herstellung chemokompetenter Bakterien wurden diese zunachst auf einer LB-
Agarplatte ohne Ampicillin fraktioniert ausgestrichen und tber Nacht bei 37<C im Brutschrank
kultiviert. Von einer einzelnen Kolonie wurde eine Ubernachtkultur mit 3 ml LB-Medium ohne
Antibiotikum angeimpft und auf dem Schuttler bei 37T kultiviert. Davon wurden am
nachsten Morgen 150 ml LB-Medium angeimpft und bei 37<C bis zu einer OD gy von 0,3 —
0,5 inkubiert. Die Bakterien wurden dann fiir 15 min bei 4C und 1000 x g abzentrifugiert und
in 50 ml kaltem TFBI-Puffer resuspendiert. AnschlieRend wurden die Zellen fiir eine halbe
Stunde auf Eis inkubiert. Es folgte ein zweiter Zentrifugationsschritt fir 15 min bei 4C und
1000 x g. Das Pellet wurde in TFBII-Puffer aufgenommen und 10 min auf Eis gehalten.
AbschlieRend wurden die Zellen a 100 ul aliquotiert, in flissigem Stickstoff eingefroren und

bei —70C gelagert.
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2.1.8 Transformation von Bakterien

100 pl der kompetenten Bakterien wurden fir die Transformation auf Eis aufgetaut und 3 pl
des jeweiligen Ligationsansatzes zugefiigt. Die Bakterien wurden dann fir 10 min auf Eis
inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock von 42<C fir 1 min, die Zugabe von 200 pl LB-Medium
(ohne Antibiotika) und eine Kultivierung der Bakterien bei 37<C fir eine Stunde auf dem
Schuttler. Anschlie@end wurden 150 pl des jeweiligen Transformationsansatzes auf
Agarplatten mit X-Gal (40 pg/ml), IPTG (0,2 mM) Ampicillin (50 pg/ml) oder Kanamycin (30
pg/ml) ausplattiert und Gber Nacht bei 37C im Brutschrank inkubiert. Am né&chsten Tag
wurden nur weil3e Kolonien gepickt und in LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum

vermehrt.

2.2 Bestimmung zellularer Parameter

2.2.1 Nachweis der Migrationsfahigkeit von Sdugerze llen mit Hilfe des Trans-

well-Tests

Die Migrationsfahigkeit wurde mit einer adaptierten Boyden-Kammer gemafl3 Keely (2001)
untersucht. Dazu wurden spezielle Kulturplatten der Firma Corning Inc. verwendet. Diese
sogenannten Transwellplatten bestehen aus zwei Kammersystemen, einer oberen und einer
unteren Kammer, die durch eine Polycarbonatmembran mit definierter Porengréf3e von 8 uM
getrennt sind. Die Porengrof3e der Membran erlaubt es den Zellen, nur aktiv durch

Veranderung ihrer Form von der oberen zur unteren Kammer zu migrieren.

Vor Versuchsbeginn wurde die obere Kammer der Transwellplatte zunéchst mit 500 pl PBS
gewaschen. Die 24 Stunden serumfrei kultivierten, ruhenden Zellen wurden mit
Trypsin/EDTA gelost, einmal mit Hungermedium gewaschen und auf 1 x 10° Zellen/ml
eingestellt. In die untere Kammer wurden 500 pl Hungermedium vorgelegt. In die obere
Kammer wurden 100 pl der Zellsuspension mit dem entsprechenden Stimulus pipettiert. Die
Zellen wurden dann 24 Stunden oder zeitabh&ngig bei 37T inkubiert. Danach wurden die
nicht migrierten Zellen von der Membranoberflache der oberen Kammer mit Hilfe eines
Wattestabchens entfernt, die Membran dann mit PBS gewaschen und in 550 pl Fixierldsung
fur 30 min fixiert. AnschlieBend wurde die obere Kammer mit 550 pl Wasser gefolgt von
Methanol (100 %) gewaschen, bevor die migrierten Zellen mit DAPI (1 pg/ml) fur 15 min bei
37T gefarbt wurden. Uberschiissiges DAPI wurde durc h einmaliges Waschen in Methanol
(100 %) entfernt. Nach dem Trocknen der Membran (Uber Nacht bei 37C) wurden die
angefarbten Zellen im Fluoreszenzmikroskop (380nm) mit dem 20 x Objektiv ausgewertet.

Dazu wurden pro Membran 5 Gesichtsfelder ausgezahlt und hiervon der Mittelwert bestimmt.
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2.2.2 Nachweis der Proliferation von Saugerzellen m ittels [ *H]-Thymidin-Einbau

Zum Nachweis der Proliferation von Zellen wurden diese auf 2 x 10° Zellen/ml eingestellt in
24 well-Kulturplatten ausgesat. 24 Stunden vor dem Beginn der Stimulation, wenn die Zellen
zu 80-90% konfluent vorlagen, wurde das Kulturmedium entfernt, die Zellen mit PBS
gewaschen und frisches Hungermedium zugegeben. Am nachsten Tag wurden die Zellen
mit dem entsprechenden Stimulus in 500 pl Hungermedium in Anwesenheit von 1 pCi/ml
[*H]-Thymidin fiir weitere 24 Stunden bei 37<C inkubie rt. Zum Beenden der Proliferation
wurde das Medium abgenommen und die Zellen zweimal mit je 1 ml kaltem PBS
gewaschen. Es folgte eine Inkubation in 1 ml 5% (w/v) Trichloressigsaure fir 30 min bei 4.
AnschlieRend wurden die Zellen 2 x mit je 1 ml 5% (w/v) Trichloressigsaure gewaschen und
die DNA mit 500 pl 1IN Natronlauge fir 30 min bei 37C geldst. Diese Losung wurde in
SzintillationsgefalRe Uberflihrt und mit 250 pl Eisessig neutralisiert. Nach Zugabe von 2 ml
Szintillationscocktail und kurzer Inkubation bei Raumtemperatur wurde der [*H]-Thymidin-

Einbau in einem B-Counter der Firma Perkin-Elmer bestimmt.

2.2.3 Nachweis der Enzymaktivitat
2.2.3.1 Sphingosinkinase-Aktivitatsassay

Zur Analyse der Sphingosinkinase-Aktivitat wurden die Zellen wie unter 2.1.4 beschrieben
mit dem entsprechenden Stimulus fir den entsprechenden Zeitraum oder mit der genannten
Konzentration stimuliert und anschlieRend nach Waschen mit PBS durch Zugabe von 250 pl
Lysispuffer (pro 60 mm-Diameter-Schale) lysiert. Nach dem Aufarbeiten der Zellen wie unter
2.4.1.1 beschrieben wurden 30-50 pg Protein in einem Endvolumen von 180 pl Kinasepuffer
(1 oder 2, je nach untersuchter Kinase) aufgenommen und zusammen mit 10 pl 1 mM
Sphingosin (geldst in 4 mg/ml BSA in PBS), 200 mM MgCl, und 0,1 pl y-[**P] ATP (10 uCi/
20mM) pipettiert und bei 37<C fur 15 min inkubiert. Nach Zugabe von 20 pl 1IN HCI und 800
pl Chloroform/Methanol/Salzsdure (100:200:1, v/v) wurden die Proben durch Vortexen
grindlich gemischt. AnschlieBend wurden je 240 pl Chloroform und 240 pl 2 M KCI
zugegeben, gemischt und 5 min bei 13.000 rpm (10.000 x g) zentrifugiert. 50 pl der unteren
Phase wurden auf eine Diinnschichtchromatographie-Platte (TLC-Platte) aufgetragen und fur
4h mit einem Laufmittelgemisch aus 1-Butanol/Ethanol/Essigsaure/Wasser (80:20:10:20, v/v)
aufgetrennt. Die Auswertung erfolgte am darauffolgenden Tag mit einem Imaging-System

der Firma Fuji.
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2.2.3.2 Neutrale Ceramidase-Aktivititsassay

Zur Analyse der Aktivitdt der neutralen Ceramidase wurden die Zellen wie unter 2.1.4
beschrieben stimuliert und anschlieRend nach Waschen mit PBS durch Zugabe von
Lysispuffer lysiert und mit einem Zellschaber geerntet. Nach dem Aufarbeiten der Zellen wie
unter 2.4.1.1 beschrieben wurden 30-50 pg Protein in einem Endvolumen von 200 pl
Ceramidasepuffer aufgenommen. Nach Zugabe von 10 pl [**C]-Ceramid wurden die Proben
1 h bei 37 inkubiert. Nach dem Stoppen der Reaktion durch Zugabe von 200 pl Wasser
folgte eine Chloroform/Methanol-Extraktion. Daftr wurden 2 ml Chloroform/Methanol (2:1,
viv) zugegeben und gemischt. Die untere Phase wurde in ein Zentrifugenréhrchen tberfuhrt.
Es folgte eine zweite Extraktion nach erneuter Zugabe von 2 ml Chloroform. Anschliel3end
wurde die untere Phase in das Zentrifugenréhrchen Oberfihrt und mit Hilfe einer
Vakuumzentrifuge getrocknet. Nach Ldsen der getrockneten Lipide in 40 pl
Chloroform/Methanol (1:1, v/iv dann 95:5, v/v) wurden die Proben auf eine TLC-Platte
Ubertragen. Nach dem Auftrennen der Proben mit einem Laufmittel aus
Chloroform/Methanol/37%igem Ammoniak (90:20:1) erfolgte die Auswertung am

darauffolgenden Tag mit einem Imaging-System der Firma Fuji.

2.2.4 Quantitative Ceramid-, Sphingosin- und Sphing  osin-1-Phosphat-Bestim-
mung (LC/MS/MS)

Fur die quantitative Bestimmung der Ceramid-, Sphingosin- und Sphingosin-1-Phosphatspiegel
der Zellen wurden diese zundchst bis zur Konfluenz kultiviert, fir 24 h mit Hungermedium
gehungert und anschlieRend wie unter 2.1.4 beschieben stimuliert. Nach der Stimulation wurde
das Medium entfernt und die Zellen mit 1 ml Methanol, der einen internen Standard von C17-
Ceramid (5 ng/ml), C17-Sphingosin (20 ng/ml) und C17-Sphingosin-1-Phosphat (20 ng/ml)
enthielt, fir eine Stunde bei 4T nach Zusatz von 35 pl HCI (1 M) inkubiert. Danach wurde der
Zellrasen mit einem Zellschaber vom Kulturgefal® geldst und in ein Reagenzglas tberfuhrt. Das
Kulturgefald wurde erneut mit 1,2 ml Methanol gespilt und mit der Methanolldsung im
Reagenzglas vereinigt. Zu dieser Mischung wurden 1,6 ml Salzldsung sowie 2 ml Chloroform
zugegeben, durch Vortexen gemischt und anschlielend die untere Phase in ein
Zentrifugenréhrchen (zuvor ebenfalls mit Chloroform und Methanol gereinigt) Uberfiihrt. Es folgte
ein zweiter und dritter Extraktionsschritt nach erneuter Zugabe von 2 ml bzw. 1 ml Chloroform. Die
kombinierten Chloroform-Phasen im Zentrifugenglas wurden anschlieRend in einer
Vakuumzentrifuge eingedampft, in 200 ul DMSO mit 2 % (v/v) HCI wieder geldst, unlésliche
Partikel durch eine kurze Zentrifugation abgetrennt und die Proben abschlieend in
Massenspektrometrie-Réhrchen  Uberfiihrt. Die Messung erfolgte in  einem Tandem-
Massenspektrometer der Firma Applied Biosystems (ABI 4000 Q-Trap). Die Auswertung erfolgte

mit Hilfe des zugehorigen Programmpakets der Firma Applied Biosystems.
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 RNA-Techniken
2.3.1.1 RNA-Isolierung

Fur die Isolierung von RNA wurden die stimulierten Zellen nach Entfernung des Mediums mit
1 ml TRIZOLO Reagenz uberschichtet und mit Hilfe eines Zellschabers von den Platten
gelost. AnschlieRend wurde die Zell-TRIZOLO -Mischung in ein Eppendorf-Reaktionsgefan
Uberfiihrt und durch Auf- und Abpipettieren homogenisiert. Es folgte eine Inkubation von 10
min bei Raumtemperatur an, um die Zellen komplett aufzuschlielen und die Nukleinsduren
freizusetzen. Im Folgenden wurden 200 pl Chloroform zugesetzt und die Losung mehrfach
invertiert. Es schloss sich eine Inkubation von 10 min bei Raumtemperatur und ein
Zentrifugationsschritt von 10 min bei 4C und 13.000 rpm an. Nach der Phasentrennung
wurde die obere RNA-haltige Phase in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefal? tberfihrt, mit
750 pl Isopropanol vermischt und bei Raumtemperatur fir weitere 10 min inkubiert. Nach
einer Zentrifugation von 15 min bei 4C und 13.000 rpm wurde der Uberstand entfernt und
500 pl 70% Ethanol zugegeben. Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur zur Losung
Uberflussiger Salze folgte eine abschlieRende Zentrifugation von 5 min bei 4C und 13.000
rom. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet bei 37 im Heizblock fiir 5 min
getrocknet. AnschlieBend wurde das Pellet je nach GroRe in 25-50 pyl DEPC-Wasser
aufgenommen und durch eine Inkubation von 20 min bei 55T im Heizblock wieder geldst.
Zuletzt wurde die RNA-Konzentration wie im nachfolgenden Abschnitt beschrieben bestimmt.

Bis zur weiteren Verwendung wurde die RNA bei -80C gelagert.

2.3.1.2 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der RNA

Die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der RNA erfolgte photometrisch. Dazu wurde
die Extinktion E von 1 pl der zu messenden RNA-L&sung in einem Photometer (NanoTrop,
ND-1000 Spectrophotometer) bei 260 nm bestimmt. Aus der Extinktion wurde durch
Multiplikation mit dem Verdiinnungsfaktor 1 und dem molaren Extinktionskoeffizienten ¢ fur
RNA (0,033) die Konzentration der RNA in der Losung in pg/pl berechnet. Die Reinheit der
RNA ist definiert durch das Verhaltnis der Extinktion bei 260 nm bzw. 280 nm zueinander.
Das Verhaltnis von E260/280 liegt bei weitgehend proteinfreier RNA bei einem Wert von ca.

2,0. Davon abweichende Werte zeigen Verunreinigungen mit Proteinen oder Phenol an.
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2.3.1.3 Reverse Transkription von RNA (RT-PCR)

Fir die cDNA-Erststrangsynthese wurde die ,M-Mul-V-Reverse Transkriptase” der Firma MBI
Fermentas (St. Leon-Rot) zusammen mit 2 pg der Gesamt-RNA und 10 pM eines
entsprechenden Oligo(dT);,.15 Primers bzw. eines Hexanukleotid-Primers (fur die quantitative
Real-Time-Analyse) nach den Vorgaben des Herstellers eingesetzt. Die so hergestellte
cDNA diente als Matrize fur PCR-Analysen und fir quantitative Real-Time-Analysen. Dabei
wurden sowohl in einer Standard-PCR-Reaktion als auch in der Real-Time-Analyse je 0,1

Volumen der cDNA eingesetzt, sowie 10 pM der genspezifischen Primer.

2.3.1.4 Quantitative Real-Time-PCR (Tagman)

Samtliche Pipettierschritte wurden auf Eis durchgefihrt. Um Pipettierfehler zu minimieren
wurden immer Duplikate eines Ansatzes pipettiert, sowie Mastermixe verwendet. Fir die
Analyse wurden jeweils 2 pug RNA mit Hilfe von Hexanukleotid-Primern in cDNA

umgeschrieben. Fir die Analysen wurde folgendes Pipettierschema verwendet:

18s RNA: untersuchtes Gen:

2 ul cDNA 2 ul cDNA

je 0,25 ul Primer 1,25 pl genspezifische Sonde
0,25 pl Sonde (VIC-markiert) (FAM-markiert) inklusive Primer
12,5 pl PCR-Mix (ABgene) 12,5 pl PCR-Mix (ABgene)
10,25 pl Wasser 8,75 ul Wasser

Die Proben wurden gut gemischt und anschlieRend auf eine 96-well-Platte Uberfuhrt. Der
PCR-Lauf erfolgte in einem Applied Biosystems 7700 HT Sequence Detection System. Die
PCR-Bedinungen waren fir alle untersuchten Gene wie folgt: 5 sec 50C, 15 min 94<C, 15
sec 94C, 1 min 60C (40 x). Die erhaltenen Daten w urden mit Hilfe der AACT-Methode
ausgewertet. Hierfir wurde der erhaltene CT-Wert des zu untersuchenden regulierten Genes
(GOI; in diesem Falle die Sphingosinkinasen) mit dem CT-Wert eines unter den gewéhlten
Stimulationsbedingungen unregulierten Gens (HKG; in diesem Fall 18sRNA) nach folgender

Formel berechnet, um die relative Expressionsregulation zu erhalten:

Relative Expression= 2 $4cCAac)
AC: Differenz der CT-Werte von reguliertem Gen zu unreguliertem Gen
S AC+-C ACq: Differenz zwischen den regulierten Proben AC+( S ACy) und der

Kontrolle AC+( C ACy)
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2.3.2 DNA-Techniken

2.3.2.1 DNA-Préaparation

Die fur die Gewinnung der Promotorfragmente erforderliche genomische DNA der Ratte

wurde von der Firma Novagen bezogen.

2.3.2.2 Praparation von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde mit dem E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit der Firma PeglLab
Biotechnologie GmbH (Erlangen) aus 5 ml einer Ubernacht-Kultur nach den Angaben des
Herstellers gewonnen. Das Prinzip beruht auf einer alkalischen Lyse maodifiziert nach
Birnboim und Doly (1979).

2.3.2.3 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der DNA

Die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der DNA erfolgte photometrisch. Dazu wurde
die Extinktion E von 1 ul der zu messenden DNA-L&sung in einem Photometer (NanoDrop,
ND-1000 Spectrophotometer) bei 260 nm bestimmt. Aus der Extinktion wurde durch
Multiplikation mit dem Verdiinnungsfaktor 1 und dem molaren Extinktionskoeffizienten ¢ fur
doppel- bzw. einzelstrdngige DNA (0,047 bzw. 0,033) die Konzentration der DNA in der
Losung in  pg/ul berechnet. Die Reinheit der DNA ist definiert durch das Verhdltnis der
Extinktion bei 260 nm bzw. 280 nm zueinander. Bei weitgehend proteinfreier DNA liegt das
Verhaltnis bei ca. 1,8. Niedrigere Werte zeigen Verunreinigungen mit Proteinen oder Phenol

an, héhere Werte deuten auf RNA-Kontamination hin.

2.3.2.4 DNA-Fallung

Zur Fallung der DNA wurden 0,1 Volumen 10 x Dialysepuffer und 2 Volumen kaltes Ethanol
(96%) zum Ansatz hinzugefigt, gemischt und 10 min bei —20<C inkubiert. Es folgte eine
Zentrifugation von 15 min bei 4C und 13.000 rpm. D er Uberstand wurde verworfen und die
DNA durch Zusatz von 70% Ethanol gewaschen. Nach dem Abzentrifugieren fir 5 min bei
4% und 13.000 rpm wurde das Pellet luftgetrocknet und in einem entsprechenden Volume